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siRNA TEDAVIiSINDE KULLANILMAK UZERE YILDIZ TiPi
POLIMERLERIN SENTEZi VE KARAKTERIZASYONU
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Yiiksek Lisans, Kimya Bolumu
Tez Danigmani: Dog¢. Dr. Lokman Uzun

Haziran 2018, 63 Sayfa

siRNA temelli RNA interferans mekanizmasindan faydalanilarak gen
ifadelenmesinin baskilanmasi, spesifik genlerin temel igleyislerini ortaya ¢ikarmada
kullaniimakla birlikte buna ek olarak viral enfeksiyonlar, genetik, kardiyovaskuler
rahatsizliklar ve kanser gibi hastaliklar Gzerinde etkiye sahip bir gen tedavisi
uygulamasidir. Gunumuazun en 6nemli ve 6lumcul hastaliklarindan olan kanser, her
yil on binlerce insanin hayatini tehdit etmekte ve bu rakamlar her gecen yil
artmaktadir. Kanser hastaligi ile mtcadele igin birgok geleneksel yontem olmasi ile
birlikte; bu yontemlerin hastalar Uzerinde olumsuz etkiler gostermesi, kanser
tedavisi Uzerine yogunlasan arastirmacilari yeni tedavi stratejileri gelistirmeye
yoneltmektedir. Bu yan etkilerin basinda gunumuzde kullanilan geleneksel tedavi
yontemlerinin kanser hlcreleri ile birlikte saghkl hucrelere de zarar vermesidir. Son
yapilan c¢alismalarda bu sorun Uzerine yogunlasiimis ve kanser hucrelerini
hedeflemeyi amag edinen yontemler gelistiriimistir. Gelistirilen bu yeni nesil kanser
hicresi odakh yontemlerden birisi de siRNA tedavisidir. siRNA tedavisi yontem

olarak dogrudan sorunlu gene mRNA duzeyinde etki ederek potansiyel bir terapotik



olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bununla birlikte sSiRNA’nin terapdtik olarak kullanimini
zorlastiran, sahip oldugu yukun etkisi ile hicre membranindan gegememesi ve
hicre icerisine etkin bir sekilde girememesi gibi sinirlamalari mevcuttur. Bunun yani
sira  siRNA’larin  nUkleazlar tarafindan enzimatik degredasyona ugrama
ihtimallerinin olusu, yari dmurlerinin olduk¢a kisa olmasina neden olur. Bunun gibi
olumsuz etkileri bertaraf etmek adina siRNA taginimi i¢in uygun ve etkili bir tagiyici
sistemin kullanimi gereksinimi olusmaktadir. Bu noktada yildiz polimerler tasiyici
sistem gereksinimini ortadan kaldirmak ve siRNA degredasyonunun 6nune ge¢cmek
icin etkili bir polimer olarak karsimiza gikmaktadir. Gen yuklemedeki olaganustu
enkapsulasyon kapasiteleri, gen etkilesimi icin elektriksel yuke sahip kure yapisi,
fonksiyonellendirme igin bol miktarda i¢ ve dis aktif gruplara sahip olmasi gibi
Ozellikleri ile siRNA tasinimi icin en etkili sistemin geligtiriimesine olanak

saglamaktadir.

Sunulan tez kapsaminda, siRNA’lar ile etkilesecek olan yildiz polimerlerin sentezi,
fonksiyonellendiriimesi ve karakterizasyonunun gergeklestirilerek siRNA’lar igin
etkili bir taglyici sistem gelistiriimesi hedeflenmigtir. Buradan yola gikarak belirlenen
hedefe ulasmak igin ilk olarak tasiyici sistem olan ATRP ile hazirlanan polietilen
glikol (PEG) tabanli, azot iceren c¢ekirdege sahip yildiz polimerlerin sentezi
gergeklestiriimistir. Sentezlenen yildiz polimerler gesitli karakterizasyon teknikleri
kullanilarak incelenmis ve siRNA tasinimi igin optimum degerleri veren yildiz tipi

polimerik tasiyici sistemler elde edilmigtir.

Calismanin ikinci kisminda ise elde edilen katyonik ozellik gosteren yildiz
polimerlerin canli hucreler GUzerine sitotoksik etkileri ve larinks kanseri hicre hatti
olan HEp-2 hdcre hatti Uzerinde de siRNA yuklenmis katyonik partikullerin gen
susturma c¢alismalari in vitro olarak gergeklestiriimis ve HEp-2 hucreleri Gzerinde

gen ifadelenmesinin baskilanmasi basaril bir sekilde saglanmistir.

Anahtar Kelimeler: yildiz polimer, ATRP, kanser, larinks kanseri, siRNA, gen

tedavisi



ABSTRACT

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF STAR SHAPED
POLYMERS TO BE USED IN siRNA DELIVERY

SERHAT OZTURK
Master of Science, Department of Chemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Lokman Uzun

June 2018, 63 pages

Utilizing the siRNA-based RNA interfering mechanism, suppression of gene
expression, in addition to being used to elucidate the basic functioning of specific
genes, is a gene therapy application that has an effect on diseases such as viral
infections, genetics, cardiovascular diseases and cancer. Cancer is one of the most
important and deadly diseases in the world and nowadays threatens thousands of
people and these numbers are increasing every year. Although there are many
traditional methods for fighting cancer disease, these methods have negative effects
on the patients, and researchers who are focused on cancer treatment lead to the
development of new treatment strategies. One of the side effects of traditional
treatment methods is that destroy cancer cells as well as healthy cells. Recent
studies have focused on this problem and developed methods aiming at targeting
cancer cells. One of the new generation cancer cell-based methods developed is
siRNA therapy. siRNA therapy directly acts as a potential therapeutic agent by
acting directly on the problematic gene at mRNA level. However, siRNA has
limitations such as it’s ability to pass through the cell membrane and not to enter the

cell effectively, which makes it difficult to use therapeutically. Moreover, the



possibility of siRNA’s undergoing enzymatic degradation by nuclease causes the
half-life of siRNAs to be quite short. In order to avoid such adverse effects, there is
a need to use an appropriate and effective carrier system for siRNA delivery. At this
point, the star polymers are effective polymer to remove the need for carrier system
and to prevent siRNA degradation. Development of the most efficient system for
siRNA delivery with properties such as extraordinary encapsulation capacities for
gene load, sphere structure with electrical charge for gene interaction and abundant

internal and external active groups for functionalization.

Within the scope of the thesis, it is aimed to develop an effective carrier system for
siRNAs by synthesizing, functionalizing and characterizing star polymers which will
interact with siRNAs. From this point, to reach the determined target, synthesis of
star polymers with polyethylene glycol based and nitrogen containing nucleus
prepared with ATRP, which is the carrier system, was first carried out. Synthesized
star polymers were studied using various characterization techniques and star-
shaped polymeric carrier systems were obtained which gave optimum values for
siRNA transport.

In the second part of the study, the cytotoxic effects of star polymers showing
cationic properties on the living cells and gene silencing studies of siRNA loaded
cationic particles on the HEp-2 cell line, which is a larynx cancer cell line, were

performed in vitro and gene expression on HEp-2 cells was successful.

Keywords: star polymer, ATRP, cancer, larynx cancer, siRNA, gene theraphy
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1. GIRIS

Gunumuzde insanligin en 6nemli saglik sorunlarindan bir olan kanser, her gegen yil
rastlanan vaka sayilarindaki artis g6z 6nune alindiginda dunya genelinde Uzerinde
durulmasi gereken en dnemli rahatsizliklardan biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir [1].
Dinya Saglik Orgltini (WHO)Ynin rakamlari baz alindiginda gériilen vaka
sayllarindaki artigin yani sira dunya genelinde goérulen olumler incelendiginde
kanser hastaliginin bu dlumlerde, kalp rahatsizliklarindan kaynaklanan dlimlerden
sonra en bluyuk pay sahibi oldugu yapilan arastirmalarla ortaya konmaktadir. Son
yillarda yapilan ¢alismalara gore ylUksek bir ivme ile kanser hastaliginin tedavisi igin

bilim insanlari tarafindan yapilan ¢calismalar hiz kazanmaktadir.

Gecgmisten gunumuize kadar uygulanan ve hali hazirda uygulanmaya devam eden
cerrahi uygulamalar, kemoterapi ve radyoterapi gibi yontemler kanser hastaliginin
durdurulmasi ve gelismesinin dnlenmesinde énemli bir yer teskil etmektedir. Ancak
bu tedavi yontemlerinde kanser hicrelerinin aktivitelerinden kaynakli olarak bir gok
sorun ortaya ¢ikmaktadir. Kanser Uzerinde galismanin zorlugunun yani sira bas ve
boyun kanserleri gibi kanserli bolgenin vucutta bulundugu bdlgenin olusturdugu
tedavi zorluklar da s6z konusudur. Bas ve boyun kanserleri dunya genelinde en sik
gérllen 6. kanser turu olarak karsimiza ¢gikmaktadir [2]. Bas ve boyun kanserlerinde
calisilan bolgenin zorlugu ve hassasiyeti nedeni ile uygulanan kombine tedaviler
sonucunda hasta Uzerinde olumsuz yan etkiler gorulebilmektedir. Bu sonuglar
arasinda yutkunma kaybi, yutkunma zorluklari, ses tellerinde olugsan hasara bagli
olarak gelisen ses kaybl ve konusma sorunlari gibi hastalarin hayatini oldukga
olumsuz etkileyen sorunlar gorulebilmektedir. Bas ve boyun kanserleri arasinda en
sik gorulen kanser turu larinks kanseri olarak kargimiza g¢ikmaktadir. Larinks
kanserinin vlcutta gelistigi bolge itibari ile cerrahi mudahale ve isin tedavileri
sonucunda hastalarda tedavi sonrasinda kalici sorunlar olugabilmektedir. Yapilan
geleneksel tedaviler sonucunda larinks kanserinin tekrar edebildigi yapilan vaka
arastirmalarinda gorulebilmektedir. Bu sebeplerden 6turl kanser Uzerine galigsan
bilim insanlari yeni tedavi yontemleri gelistirme Uzerine ¢alismakta ve var olan tedavi
stratejilerini  guncellemeye odaklanmaktadirlar. Bu ¢alismalarin basinda gen
tedavisi yontemi gelmektedir. Gen tedavisi, genetik rahatsizliklarin duzeltiimesi igin
uygulanan ve terapotik etki yaratan nukleik asitlerin hicre igerisine aktariimasi
1



islemi ile gerceklestirilen bir tedavi yontemidir. Gen tedavisinde hasarli olan genin
onarimi, Oon plana c¢ikan bir tedavi olarak gorulse de belirli bir fonksiyonun
baskilanmasi ya da inhibe edilmesi i¢in de nukleik asitlerin kullanimi s6z konusudur.
Ancak nukleik asitlerin sahip olduklari negatif yUklerin bir sonucu olarak hucre
icerisine tasinma zorlugu ve yine hlcre igerisine penetrasyon sikintisi ortaya
clkmaktadir. Bu nedenle yeni taglyici sistemlerin  geligtirimesi ve
fonksiyonellendiriimesi bu tip tedavi yontemleri igin olduk¢a dnem arz etmektedir.
Bu bilgiler 1s1ginda gercgeklestirilecek olan tez kapsaminda sentezi gergeklestirilen
nanopartikul sistemleri ile sSiRNA temelli gen tedavisi uygulamasinin insan larinks
kanseri hiicre hatti olan HEp-2 hucre hatti ile bu kansere 6zgu siRNA olan siklin D1
geni kullanilarak in vitro olarak gerceklestirilecek olmasi ¢alismanin 6zgun degerini
olusturmaktadir. Ayrica in vitro olarak gergeklestirilen bu ¢alisma sonucunda elde
edilmis olan veriler bagska kanser tipleri ve tez kapsaminda galisilan kanser turiinde

in vivo olarak gerceklestirilecek ¢alismalara da 6nculuk etmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser
2.1.1. Kanser Nedir?

Kanser dunyada kardiyovaskuler hastaliklardan sonra gelen en fazla 6lum oranina
sahip hastalik olarak karsimiza cikmaktadir. Yapilan arastirmalar sonucunda
Amerika Birlesik Devletlerinde bulunan erkek populasyonun yarisi, kadinlarin ise
ucte biri yasamlarinin herhangi bir evresinde kanser hastaligi ile kargi karsiya
kalacag! tahmin edilmektedir [3]. GUnumuzde kanser hastaligi gegiren milyonlarca
hastanin erken teshis ve tedavi sayesinde yasam sureleri uzatilabilmektedir. Kanser
¢agimizin hastaligi olarak tanimlanmasi ile birlikte, aslinda yeni ortaya ¢ikan bir
rahatsizlik dedildir. Kanser kelimesi kendisi de doktor olan Hipokrat tarafindan
karsinoma tumorlerini adlandirmak igin ortaya atilan ve Yunanca yenge¢ anlaminda
kullanilan karkinos’tan gelen bir terimdir. Ancak kanser ile ilk defa karsilasan
Hipokrat olmamigtir. Milattan 6nce 1600 vyillarindan kalma Misirda bulunan
mumyalar incelendiginde insanda gorulen kemik kanserinin ilk kanitlar ortaya

ctkmigstir [4].

Kanser, gecmiste ornekleri olmasina ragmen gunumuzde kanserin tanimi net bir
sekilde yapilabilmistir. Kanser, vicudun belirli bir bdlgesine ait htcrelerin kontrolsiz
¢ogalmasi sonucunda gelisme goOsteren bir rahatsizhktir [5]. Butun kanser
hicrelerinde hicreler gogalmaya devam eder. Bu gogalma sonucunda ortamda yeni
anormal hucreler meydana gelir. Bir kisim kanser hucreleri vucut igerisinde kan
dongusu ile vacudun farkli bolgelerine yayilarak metastaz denilen durumu ortaya
cikartir. Ornek vermek gerekirse gdgus kanseri hiicreleri kan yolu ile taginarak
karacigerde ¢gogalmaya baglayip metastaz gerceklestirmesi sonucunda karacigerde
olusan kanser, karaciger kanseri degil gogus kanseri olarak adlandirilmaktadir.
Genel olarak kanser hucreleri DNA hasarindan kaynakli olarak olusmaktadir. Cogu
zaman DNA hasar gorse bile vucudun bunlar tamir etmekte kabiliyeti s6z
konusudur. Fakat DNA hasari olan kanser hucrelerinin onarimi s6z konusu

olamamaktadir.

Insanlar ayrica kalitsal olarak ebeveynlerinden hasarli DNA’ya sahip olabilmekte ve
bu tip kanserler kalitsal kanserler olarak tanimlanmaktadir. Ayrica ¢evresel etkiler

sonucunda DNA hasarinin olusmasi da s6z konusudur. Kanserler genelde kati
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tumor formunda karsimiza gikmalari ile birlikte bazi kanser turlerinde 6rnegin kan
kanserinde, kanser olusumu tumor formunda olugsmamaktadir. Bununla birlikte kan
kanseri, kan igerisinde ¢ogalarak dolasim sistemi aracilidi ile vicutta bulunan diger
doku ve organlara yayilabilmektedir. Bu bilgilerden yola g¢ikarak degisik kanser tipi
hicrelerde degisik davranislar gostermektedir. Kanser erken safhada teshis
edilebilir ise tedavisi kolay ve ayni zamanda hastalarda uzun yasama sansi
yuksektir [4].

Mutasyon tumor baskilayici
geni inaktive eder

HUCRE COGALMASI

Mutasyon DNA onarim genini
inaktive eder

Proto-onkogen mutasyonu bir
onkogen olusturur

Mutasyon birkag tumor baskilayici
geni inaktive eder

e, 4

KANSER HUCRELERI

Sekil 2.1. Kanser hicrelerinin olusum mekanizmasi [6].

2.1.2. Onkojenler ve Tumor Baskilayici Genlerin Kesfi

20. yuzyihn ortalarinda bilim insanlari kanserin ardinda yatan sebepleri biyoloji ve

kimya temellerinde olusturdugu kompleks problemleri ¢dzmeye baslamislardir.

1953 yilinda DNA’'nin heliks yapisinin kesfi ile Watson ve Crick 1962 senesinin

Nobel édulunun sahibi olmuglardir. Bu adimlardan sonra bilim insanlari genlerin
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nasil c¢alistigint  ve mutasyonlar sonucunda nasil hasara ugradiklarini
kesfetmiglerdir [7]. Arastirmacilar kanserin kimyasallardan, radyasyondan,
viruslerden ve kalitsal olarak atalardan gelen genlerden kaynaklanabilecegdini ortaya
koymuslardir. Cogunlukla karsinojenler, DNA’ya hasar vererek anormal hucre
¢ogalmasini tetikleme mekanizmasi ile galismaktadirlar. DNA hasari olan kanser
hacrelerinin 6lmedigi; ancak DNA hasari bulunan kanser olmayan hicrelerin 6ldugu

de bu donem arastirmacilari tarafindan kesfedilmistir [4].

2.1.2.1. Onkojenler

Bu genler normal hicrelerin kontrolsiiz gogalmasina neden olarak kanserin ortaya
¢lkmasina sebep olmalari ile bilinmektedir. Bunlar proto-onkojen denen, hicrenin

normal genlerinde meydana gelen mutasyonlar sonucunda ortaya ¢ikmaktadirlar

[8].

2.1.2.2. Tumor Baskilayici Genler

Bu genler hicre bolinmesinin kontroli, DNA onarimi ve hdcrelerin ne zaman
Oleceginin bilgisini veren genlerdir. Tumor baskilayici genler normal olarak
¢calismadiginda hucrelerin godalmasi kontrolden ¢ikarak kanser olusumu gozlenir.
Bilim insanlari onkojenlerin ve tumor baskilayici genlerin kimyasallar ve radyasyon
sonucu hasar gorduklerini tanimlamiglardir. BRCA 1 ve BRCA 2, gégus kanserine
neden olan genlerin kesfedilmesi bunlara ornek olarak gosterilebilir. Ayrica farkh
olarak kesfedilen genlerin, tiroid, pankreas, rektum, kolon ve bodbrek kanserine
neden olduklari ve bununla beraber kalitsal olarak aile igerisinde aktarilabildigi de

g6zlemlenmistir [9].

2.1.3. Bas ve Boyun Kanserleri

Bas ve Boyun kanserleri, agiz boglugu ve orafarinks kanserleri de dahil olmak Uzere
bu bolgeye 6zgu bir¢ok farkli kanser tirinu icermektedir. Yapilan ¢alismalarda her
yil 400.000 ila 600.000 yeni kanser teshisi konan hasta sayisina ve 223.000 ila
300.000 arasinda 6lum vakasi sayisina sahip bir kanser turt oldugu rapor edilmistir.

Bas ve boyun kanserlerinin bilinen en énemli sebebi agsiri sigara ve alkol kullanimi
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olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Son 20 yil igerisinde sigara kullanimindaki disusun
g6zlendigi Ulkelerde agiz boslugu kanseri gorilme oraninin dustigu ortaya konmus
olsa da Kanada, Amerika Birlesik Devletleri ve Danimarka gibi 1980’den bu gine
sigara kullanim oranindaki dususe ragmen artan oranda orofarinks ve agiz boslugu
kanserleri gorulmustur. Buradan yola ¢ikarak insan papilloma virisunun (HPV)
yarattigi enfeksiyonun, bazi bas ve boyun kanserlerinin gelismesine 6n ayak oldugu

teorilerinin ortaya atilmasina neden olmustur [10].

2.1.3.1. Larinks Kanseri

Larinks (girtlak), bodazin altinda yemek borusunun énudnde akcigerlerin hemen
uzerinde bulunmaktadir. Larinks’in gorevi yiyeceklerin akcigerlere kagmasini
engellemek, konusmaya ve nefes almaya yardimci olmaktir. Larinks U¢ kisimdan
olusmaktadir. Bunlar ses tellerinin oldugu kisim olan (glot), ses tellerinin Uzerindeki
kisim olan (Ustglot) ve ses tellerinin alt kismi olan (altglot) olarak karsimiza
cikmaktadir. Larinks kanseri siklikla ses tellerinin Gzerinde olusmaktadir. Larinks
kanseri Avrupa’ da en ¢ok rastlanan kanser turlerinden biridir. Avrupa’ da her vyil
52.000 yeni vaka gorulmektedir. 2016 yilinda yapilan bir g¢alismada ayni yil
icerisinde 13430 larinks kanseri vakasinin teshis edilecegi ve bu vakalardan
3620’sinin 6limle sonuglanacagdi éngorulmustir. Rakamlar géz ontne alindiginda
bu sayinin her gecen yil arttigr gérulmektedir. Larinks kanseri hem erkeklerde hem
de kadinlarda gorulmekle birlikte erkeklerde gorulme sikligi kadinlarda gorulme
sikligindan daha yuksektir. Erkeklerde her 100.000'de 5,8 vaka gorullrken
kadinlarda ise 100.000' de 1,2 vaka gorulmektedir. Larinks kanseri son 40 vyil
icerisinde 5 yillik sagd kalim oraninin %66’dan %63’e azaldigi birkag¢ onkolojik
rahatsizliktan biridir [11]. Larinks kanserinde c¢esitli risk faktorleri mevcuttur.
Bunlardan en o©Onemlisi ve ©One c¢ikani alkol ve sigara kullanimidir. Ayrica
arastirmacilar alkol tuketimi ile larinks kanseri arasinda dogrusal bir bag oldugunu
ortaya koymuslardir [12]. Genel olarak larinks kanseri incelendiginde kanserin
gelisim gosterdigi bolge Uzerinde galisma zorlugu kanserin tedavi surecine de
yansimaktadir. Dolayisi ile bu tip kanserlerde bilim insanlari tarafindan yeni nesil

tedavi yontemleri arastirilmakta ve uygulamaya ¢aligiimaktadir.



2.1.4. Kanser Tedavi Yontemleri
2.1.4.1. Ameliyat ve Modern Teknolojinin Kullanimi

Birgok insan, gunimuzde ¢ogu kanser tipinin iyilestiriiemeyen turde olmasina
ragmen kanserin ilk asamalarinda doktora danismayi ve erken onlem alma
prosedurlerini geciktirmektedir. 1846 yilinda anestezinin kesfedilmesinin ardindan
cerrahlar Bilroth, Handley ve Halsted lenf nodlarinda bulunan timoérin tamamen
alindidi cerrahi bir operasyon gercgeklestirmiglerdir. Ardindan cerrah Paget kanser
hdcrelerinin ilk olusan tumoér dokusundan kan dolasimi ile diger dokulara metastaz
gergeklestirdigini  bildirmistir  [13]. Bu bilgiler isiginda kanserin yayiima
mekanizmasinin kesfi, kanser cerrahisinde uygulanacak olan limitlerin bulunmasini
oldukga kolaylastirmigtir. 1970’lerin basinda ultrasonografide yasanan ilerlemelerin
sonucunda daha detayli arastirma ameliyatlar yapilmaya baslanmistir. Minyatur
kameralar ve endoskopi cihazlari kullanilarak cerrahlar kolon ve mesane tumorlerini
temizlemeyi basarabilmektedir. Son yapilan c¢alismalarda sivi nitrojenin tGmor
dokusu Uzerine puskurtulerek dondurulmasi ve tUmor dokusunun yok edilmesini
saglayan yontemler gelistirilmistir. Bununla birlikte lazer ile timoér dokusunun

kesilerek temizlendigi operasyonlar da gergeklestiriimektedir [4].

2.1.4.2. Kemoterapi Tedavisi

Kemoterapi kelime anlami agisindan incelendiginde ila¢ tedavisi anlamina
gelmektedir. Kanser tedavisinde ise kemoterapi tedavisi hicreleri dlduren cesitli
ilacglarin hastalar Uzerinde uygulanmasi iglemidir. 20. ytzyilin sonunda cerrahlar,
kanser tedavisinde kemoterapi ve radyoterapiyi ameliyat ile kombine ederek yeni bir
tedavi yontemi ortaya koymuslardir. Ortaya konan bu bulustan yillar sonra birgok
kemoterapi ilacinin, sonucunda farkh kanser tiplerinde tedavi metodu olarak basari
sagladigr gozlemlenmigtir. GuUnumuzde yapilan c¢alismalarda ise farkli ilag
kombinasyonlarinin kullanimi, lipozomal ve monoklonal antibadi tedavisi ile kanser
hicrelerinin hedef alinmasi, kimyasal koruyucu ajanlar ile kemoterapinin yan

etkilerinden kurtulmaya ¢alisiimaktadir [14].



2.1.4.3. Hormonal Tedavi

1878 yilinda Thomas Beatson tavsanlarda yumurtaliklarin alinmasindan sonra
goguslerde sut dretiminin durdugunu kesfetmistir. Bu bulusun isiginda bilim
insanlari testisler ¢ikartildiktan sonra metastatik prostat kanserinin dramatik bir
sekilde geriledigini gozlemlemiglerdir. Kanser gelisimi ve yayillmasi Uzerinde
hormonlarin etkisinin bu sekilde gdzlemlenmesinin ardindan yeni nesil ilaglar
geligtiriimig, prostat ve meme kanserinin hormonal olarak tedavi edilmesinde

kullaniimiglardir [15].

2.1.4.4. Radyasyon Tedavisi

Radyasyon tedavisi diger adi ile radyoterapi, iyonize radyasyon kullanilarak kanser
hastaliginin tedavisinin gerceklestirildigi bir yontemdir. Radyoterapi ile verilen
yuksek dozdaki radyasyon, kanser hucrelerinin oOldurilmesi ve bollinerek
cogalmalarinin engellenmesi amaci ile kullaniimaktadir. Ayrica kanserli bolgelere
yapilan cerrahi operasyonlar sonrasinda bodlgede kalmis olabilecek kanserli
hicrelerin yok edilmesi igin de uygulanabilmektedir. Kanser hastalarinin blyuk
¢ogunlugunda ameliyat ve kemoterapi ile birlikte kombine tedavi yontemi olarak da

degerlendiriimektedir [14].

2.1.4.5. Gen Tedavisi

Gen tedavisi modern medikal arastirma alanlari arasinda en hizli gelisme gosteren
alanlardan biri olarak gbze g¢arpmaktadir. Gen tedavisi, DNA'nin terapotik amacli
olarak planl bir sekilde istenilen bolgeye (ki bu bdlge spesifik hicre veya doku
olabilmektedir) aktarilmasi olarak tanimlanabilir. Bu yontemde yalnizca ilgili DNA
sekanslar kullaniimaktadir. Aksi takdirde kemik iligi, bobrek veya karacigeri
icerisinde bulunduran transplantasyon prosedurleri gen tedavisinin farkl formlari
olarak dugunulebilir. Bu yontemde terapdtik etkiye sahip spesifik gen materyalinin
minimum toksisite ile transfer edilmesi olduk¢a 6nemlidir. Bu yontem ile hedef genin

yeniden fonksiyonellendirilebilmesi saglanabilmektedir [16].

Genetik bilginin pratik medikal bir ara¢ olarak tasinmasi konsepti gen klonlama

teknolojisi ile birlikte 1970’li yillarda ortaya atilmig ve geligtiriimistir. Tanimlanmis
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genetik sekanslari izole etme ve ¢cogaltma becerisi olmaksizin, bu sekanslarin klinik
kullanim igin saflastirilmis malzeme olarak tretimi imkansizdir. Bu teknolojinin pratik
uygulamasi igin yol gosterici olan, biyoteknoloji endustrisinin bakterilerde
rekombinant teknikler ile Uretilen kompleks insan biyomolekulleri arayisidir. Son on
yillik sureg igerisinde eczacilikta kullanilan insulin, interferon, interldkin 2 ve timor

nekroz faktora klinik denemeler olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Bu bilgiler 1s1ginda herhangi bir gen tedavisi yontemi gelistirmek icin bir dizi
parametrenin kesin bir sekilde degerlendiriimesi gerekmektedir. Bu parametreler,
terapotik genin segimi, uygulama yolu, gen tasiyici sistemler, hicre hedefleme,
terapotik genin kararlihdi, terapoétik genin ifadelenmesi ve gen tedavisine karsi

olusan immun cevap olarak siralanabilir.

Terapodtik genin secimi dendiginde gunumuizde mevcut potansiyel terapotik
fonksiyona sahip genis bir spektrumda incelenen ve gen tedavisinde kullanilan
cesitli nukleik asitler aklimiza gelmektedir. Bunlar protein kodlayici genleri ile
genellikle bir hedef mMRNA’ya antisens olan ribozomlar, siRNA’lar, RNA ve DNA’lar
gibi oligonukleotidler ve DNA taklitlerini iceren kiguk ve kodlanmayan birer nukleik
asit serisini igerir. Uygulama yolunda ise hastadan alinan hicrelerin izolasyonu ve
laboratuvar ortaminda gen transferi aracihigi ile (ex vivo gen tedavisi) ya da terap6tik
yapida olan genin hastalara dogrudan verilmesine dayanan (in vivo gen tedavisi)
uygulama vyollarindan biri izlenerek gen tedavisi gergeklestirilir. Ex vivo gen
tedavisinde hucreler hastalardan alinarak kulture edilir. Yapilan bu g¢alisma
periyodunda terapoétik gen hicrelere transfer edilir ve hicrelerin alindigi hastanin
vicuduna yeniden inflze edilir. Bu yaklasimin avantajlari arasinda farkli hicre
populasyonlarina ex vivo olarak genisletilebilmesi, gen transferinin gergeklestigi
hicreleri segcebilme ve gen transferini imkansiz hale getirebilecek tasiyici vektore
kargl olusacak immun cevap olasihigini ortadan kaldirma imkani vermesi
sayllabilmektedir. Bununla birlikte bu prosedur in vivo gen transferine gore daha
elverigsiz ve pahalidir. Ayrica her hasta igin tedavinin Kigisellestiriimesinin

gerekmesi ortaya ¢ikan bir bagka zorluktur.

In vivo gen tedavisi olarak bilinen yonteminde ise terapotik olan gen dogrudan

olarak hastaya verilir. Bu yontemin prensibi, ex vivo gen tedavisinden daha basit

olmakla birlikte bir kere optimize edildikten sonra ayni hastaliga sahip farkl

hastalara uygulanabilmektedir. Yontemin bu gibi avantajlari ile birlikte bazi
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sinirlamalari da s6z konusudur. Bunlardan ilki ve en 6nemlisi in vivo erigimin
oldukga zor olmasidir. Bu duruma drnek olarak beyin, kikirdak, bag doku veya
kemige gen tasinimini gergeklestirmenin oldukga zor olmasi gosterilebilir. Bu tip
durumlar ile karsi kargiya kalindiginda gen tedavisi terapotik genin belirli bolgelere
uygulanmasi ile sinirli kalmaktadir. Ikinci istenmeyen etki ise in vivo uygulanan
genin hedeflenen bolgeler disinda farkli bolgelerdeki hlcrelere girmesi ve bunun
sonucunda ortaya istenmeyen etkilerin ¢ikmasidir. Bir diger etki olarak ise gen
tasinimi igin vektorin bagisiklik cevabi olusturma ihtimali gostermesidir. Bu gibi
etkilerin ortaya ¢ikmasi uygulama yolunun belirlenmesinde ve uygulanmasinda

oldukga buyuk 6nem arz etmektedir [17].

2.1.5. RNA interferans Mekanizmasi

RNA girisim (RNAI), hedef RNA'nin pargalanmasini, translasyonun baskilanmasi
gibi ¢goklu mekanizma olaylarini iceren ve gen ifadelenmesinin post-translasyonel

olarak gergeklestirimesine dnculuk eden bir mekanizmadir.

RNAi'nin miRNA veya siRNA yolaginin nihai efektoru olarak karsimiza c¢ikan
ribonUkleo-protein  kompleksi (RISC), argonaute ailesinden olusan ve cesitli
proteinleri igceren bir komplekstir. Bu proteinler, miRNA ve siRNA ile baglanabilen
PAZ bolgelerini, hedef RNA pargalanmasinin efektori RNaz H ile benzer olarak
PIWI bolgelerini igerir. siRNA’lar hicreye eksojen olarak uygulandiginda RISC
kompleksi Uzerinde bulunan kilavuz flament ile hedef siRNA arasinda baglanti
gerceklestirilerek endonukleolitik aktivitenin olusmasi saglanir. Olugsan bu durum
sonucunda RISC kompleksi bir enzim gorevi gorerek substrat molekulunt kademeli

olarak yok eder.

Bir baska gen susturma yontemi ise RISC kompleksi ile baglantili olan argonaute
proteinlerinin RNA bozunmasinin gergeklesecegi dustnulen P cisimleri olarak
adlandirilan spesifik sitoplazmik bdlgelerdeki hedef mRNA’lari izole edebilme
yetenedinden ileri gelmektedir. Burada bahsedilen gen susturma mekanizmalari
hedef olarak transkripsyonlu mRNA’yi icerdiginden dolayl bu mekanizmalar genel
olarak post-transkripsiyonel gen susturma olarak tanimlanirlar. Bununla birlikte
bitkiler, mayalar ve Drosophila’da transkripsiyonel seviyelerde gen ifadelenmesini

durdurabilir. Bu durumda siRNA’lar hedef mRNA’larin gen kodlanma seviyelerindeki

10



kromatinlerin konformasyonel degigikligine neden olarak bu bdlgelerdeki DNA
metilasyonunu tetiklerler. Son yapilan g¢aligmalarda ortaya ¢ikan deneysel bilgiler
transkripsiyonel gen susturma (TGS) mekanizmalarinin memeli hucrelerinde

calisabilecegini gostermektedir [18].
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Sekil 2.2. RNAi mekanizmasi [19].
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2.1.5.1. DICER

Dicer enzimi, ribonukleaz (RNaz) Il ailesinin bir Gyesidir. Cift sarmalli RNA olan
dsRNA, ve kuguk RNA’lar olarak bilinen miRNA ve siRNA molekullerini bolmek igin
RNAi mekanizmasinda iglev goéren bir endonukleaz olarak bilinmektedir [20].
Dicer'in endonukleaz fonksiyonu sadece kucuk RNA biyogenezi ile degil; ayni
zamanda farkli endojen ve eksojen substratlarin islenmesinde de rol oynamaktadir.
Dicer'in iglevi boélinme ile sinirli olmamak ile birlikte hicresel slreglerin

dizenlenmesinde de rol oynayabilmektedir [21].

2.1.5.2. RNAi ve Terapotik Kullanimi

Birka¢ yuz baz ciftinden olusan uzun dsRNA molekulleri mayalarda, bitkilerde,
Drosophila’da ve Caenorhabiditis'de RNAi’'nin induklenmesi igin en etkili yoldur.
Bununla birlikte memeli hicrelerinde baslangi¢cta dsRNA molekdllerinin interferon
uretimini aktive ettiginin godzlenmesi siRNA’larin  eksojen olarak kullanimi
konusunda cesaretleri kirmistir [22]. Ardindan yapilan c¢alismalarda dsRNA
molekulinun nudkleotidler ile interferon Uretimini aktive etmedigi gdzlemlenmis ve
bunun sonucu olarak RNAi'nin dnce deneysel daha sonra da klinik uygulamalarinin
onu aciimistir. Klinik oncesi duzeyde gergeklestirilen farkh c¢alismalar, bu
molekullerin iyi tolere edildigini, antisens oligonukleotid (ASO) ve ribozimlere gore

daha yuksek bir etkinlik ve 6zgullik sergiledigini gostermigtir [23].

2.1.5.3. Siklin D1

Bir proto-onkojen olarak siklin D1, farkli hicre tiplerinde G1 fazi ve S fazinin
ilerlemesi suresince dnemli bir dizenleyici olarak kargimiza gikmaktadir [24]. Siklin
bagimli olan kinaz 4 ve kinaz 6 ile birlikte retinablastoma proteininin fosforilasyonu
ve inaktivasyonu sonucunda hlcre dongusunun ilerlemesine destek olan aktif
kompleksleri olusturmaktadir. CDK4 aktivitesinden bagimsiz olarak siklin D1’in
gesitli transkripsiyon faktorleri ve histon deasetilazin (HDAC3) aktivitesini
duzenleyerek transkripsiyon modulatori olarak islev goérmektedir. Ayrica son

yapilan ¢alismalarda CCND1, meme kanseri, akciger kanseri, melanoma ve oral
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skuamoz hucreli kanserde kullanimina dair ¢alismalar da karsimiza ¢ikmaktadir.
[25]

2.1.6. Gen Tasinim Yontemleri

Gen tedavisinde klinik agidan kullanilabilen gen transfer yontemleri dort kategori
altinda incelenmektedir. Bunlardan ilki farkh molekullerle komplekslestiriimemis,
basitce in vivo enjekte edilerek veya kultire edilmis hicrelerin, hucre disi
ortamlarina eklenerek uygulanmasidir. Ikinci olarak ise fiziksel yontemler
kullanilarak hiicrelere niikleik asitlerin girisinin saglanmasidir. Uglincli yéntemde ise
lipofeksiyon ile nukleik asitlerin hicrelere tasinmasidir. Dérduncl ve son olarak ise
viral veya non- viral vektorlerin igerisine nukleik asit dizilerinin yerlestiriimesi ve

ardindan yuksek verimlilikte hedef hicrelerin igerisine tasinmasidir [17, 26].

2.1.7. Yildiz Polimerler ile Gen Taginimi

Gen tasinimi, ila¢ taginiminin bir pargasi olmasi ile birlikte; hastaligin tedavisi igin
plazmid DNA, siRNA, shRNA ve miRNA gibi genetik materyallerin kullaniimasi
yonunden ila¢ tagsinimindan ayrilmaktadir. Yildiz polimerler etkin gen aktarimi igin
gerekli olan, enzimler tarafindan genin bozulmasini engelleyici bir gérev ustlenir.
Gen yuklemesi igin mukemmel enkapsulasyon kapasiteleri, gen etkilesimi igin
kUresel yapida yuk yogunlugu olusturan gruplari fazlaca igeren ve fonksiyonellik
kazandirilmasi i¢in bol miktarda i¢ ve dis aktif gruplara sahip olmalari gibi essiz
Ozellikler ile gen tasinimi icin gerekli kosullarin saglanmasi agisindan ihtiyaglari
kargilamaktadir [27]. Yildiz polimerlerin molekul adirhgi, yapi, dallanma derecesi ve
yuk yogunlugu gibi ozellikleri gen tasinimda degisik faktorleri etkilemektedir. Bu
nedenle; bu 6zelliklerin kontroll uygulama igin olduk¢a énemlidir. Bu bilgilerden yola
cikarak yildiz polimerler icin kontrolli gergeklestirilen polimerizasyon yonteminin

onemi oldukga buyuktur [27].

13



2.2, Tasuyici Sistemler Olarak Nanopartikuller
2.2.1. Nanopartikul Nedir?

Nano, kelime anlami olarak Yunancada clce anlamina gelmekte ve metrenin
milyonda birini ifade etmektedir. Nanoteknoloji kavraminin ortaya ¢ikmasi ile birlikte
yapilan ¢alismalarin nano 6lgede indirgenmesi ve bu odlgekte malzemelerin farkli
davraniglar gostermesi incelenmeye baslanmistir. Genel olarak 1-100 nm
araligindaki pargaciklara nanopartikil denilmektedir [28]. Nanopartikuller, yuksek
yuzey/hacim orani, yuksek yuzey enerijisi, yigin hallerinde bulunmayan farkl egsiz
Ozelliklere sahiptir. Benzersiz mekanik, termal, elektriksel, manyetik ve optik
davranislar sergileyebilirler. Bu 0Ozellikler onlari elektronikten enerji toplama ve
depolamaya, iletisimden biyolojiye, tipa ve ilaca kadar genis bir uygulama
yelpazesine uygun hale getirir [29]. Nanopartiklllerin asagidan yukariya ve
yukaridan asagiya olmak Uzere temel olarak iki farkli Gretim yontemi mevcuttur [30].
Bunlarin birbirlerine goére farkli avantaj ve dezavantajlari bulunmaktadir. Farkh
malzemelerden yapilmis olan nanopartikillerin  farkh  Gretim  yontemleri
bulunmaktadir. Nanopartikulleri temel olarak anorganik ve organik olarak

siniflandirabiliriz.

2.2.1.1. Nanopartikiil Turleri

Anorganik nanopartikillere 6rnek olarak altin ve gumus gibi metalik nanopartikiller,
demir oksit gibi manyetik nanopartikuller ya da kadmiyum, antimon, selenyum gibi
elementlerden olusan kuantum noktaciklar verilebilir. Genellikle anorganik
malzemelerin tuzlarinin bir indirgen madde yardimi ile indirgenmesi sonucu
olusturulan metalik nanopartikillerin boyutlari 1-2 nm kadar kuguk olabilmektedir
[31]. Altin nanopartikaller, altinin klorar tuzunun farkh indirgenler ile tepkimesi
sonucu olusturulur. Tiyol grubu ile kolay bag yapmasi nanopartikllin yuzeyinin
kolayca fonksiyonellegtirilebilmesi acgisindan bir avantajdir. Farkh biyosensor
¢alismalarinda altin nanopartikiller siklikla kullanilimaktadir [32]. Gumus
nanopartikuller ise genellikle gimus nitratin indirgenmesi ile olusturulur ve 6zellikle
antibakteriyel yuzeylerin olusturulmasinda kullaniimaktadir. Manyetik
nanopartikuller belli bir manyetik alan altinda yonlendirilebilme 6zelligine sahiptirler

ve medikal tedavide modifiye manyetik nanopartikillerin istenilen bodlgede
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tutulabilmesine olanak verirler. Kuantum noktaciklari birkagc nanometre boyutlarinda
olup goruntileme amaciyla kullaniimaktadir. Genellikle kadmiyum, antimon ve
selenyum tuzlarinin indirgenmesi ile olusturulan kuantum noktaciklarinin Gstin
emisyon Ozellikleri vardir. Cok dar bir dalgaboyu araliginda ¢ok siddetli emisyon
Isimasi yapabilmektedirler. Silika ve titanyum nanopartikiller de anorganik
nanopartikillerdendir ve biyomalzeme ya da biyosensor alanlarinda sikga

calisiimaktadir [33].

Organik yapilardan olusan bu nanopartikillere 6rnek olarak ise dendrimerler,
miseller, lipozomlar, protein yapili nanopartikiller, karbon temelli nanoyapilar,
nanojeller ve yapay ya da dogal polimerik nanopartikuller verilebilir. Dendrimerler,
bir ¢ekirdek molekll Uzerinde dallanmis organik molekullerden olugsmaktadir.
Dallanma sayisina gore jenerasyon sayisi bulunur. Dallanmig yapisindan dolayi
farkli molekulleri absorplayarak bunyesinde tutabilmektedir [34]. Miseller genellikle
dis kismi hidrofobik i¢ kismi ise hidrofilik olacak sekilde tasarlanmis nano boyutta
partiktllerdir. Bu yapisindan dolayi 6zellikle suda ¢ézunmeyen ilaglarin miseller
icerisine hapsedilip sulu ortamda tasinabilmesine olanak vermektedir. Suda
¢ozunmeyen ilaglarin bu sekilde tedavi i¢in kullanimi mimkin olabilmektedir.
Lipozomlar hem hidrofilik hem de hidrofobik kompartmanlara sahiptirler. Bdylece
ayni anda hem hidrofiik hem de hidrofobik ilaglari tasiyabilme yetenegine
sahiptirler. Protein yapili nanopartikuller proteinlerin kendiliginden dizenlenmesi ile
olusan yapilardir. Kolay fonksiyonellestirilebilmeleri ve dogal olmasindan dolayi
toksik etkilerinin olmamasi gibi avantajlara sahiptir [35]. Karbon yapisindan olugsan
karbon nanotup, fulleren ve grafen gibi nanopartikuller karbonun farkh allotrop
yapilarindan olusan nanopartikillerdir. Ozellikle gok Ustiin elektriksel ve mekanik
Ozelliklere sahip olmalari malzeme ve elektronik alanlarinda kullanilabilmelerini
saglamistir [36]. Su tutma ve sisme 6zelligine sahip olan nanojeller, bulunduklari
ortama gore sigip buzulebilen ve kontrolli salim yapan nanopartikullerdir. Dogal ya
da sentetik birgok polimerden ve bu polimerlerin birlesimlerinden (kopolimerlerden)
farkh 6zelliklerde bircok nanopartikll sentezi literatirde bulunmaktadir. Kontrollu
salim  surelerinin  ayarlanabilmesi, boyutlarinin  ayarlanabilmesi,  kolay
fonksiyonellestirilebilmesi, kararli olmasi, birgok polimerin FDA onayh olmasi ve

immunojenik etki gostermemesi polimerik nanopartikullerin avantajlarindandir.
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2.2.2. Nanopartikullerin Medikal Uygulamalari
2.2.2.1. Tibbi Teshis

GuUnumuzde goruntuleme teknikleri, hastaliklarin teshisinde &6nemli bir vyer
tutmaktadir. Manyetik rezonans goéruntileme (MRI), bilgisayarh tomografi (CT) ve
pozitron emisyon tomografisi (PET) bunlardan bazilaridir. Bu goértntileme teknikleri
ile Ozellikle ginimuzde siklikla gorulen kanser tumorlerinin saptanmasi ¢ok
onemlidir. Goruntlleme cihazlarinin surekli gelismesi ile birlikte bazi durumlarda
hastanin kontrast arttirici ajanlar kullanmasi gerekebilmektedir. Gunumuzde bu
ajanlardan daha ylUksek kontrastlar elde edebilmek igin nanoteknoloji devreye
girmis ve birtakim nanopartikiller kullanilarak yuksek kontrastlar elde edilmigtir.
Manyetik nanopartikullerin MRI'da kullanimi ile yuksek ¢ozunurlukli goruntiler elde
edilebilmektedir [37]. In vitro ve in vivo floresan goruntilemede genellikle yesil ve
sarl organik boyalar ve metal kompleksler kullaniimaktadir. Bu tir boyalar
goéruntilemede uzun zamandir kullaniimakla birlikte 1sikla birlikte etkinliklerini
kaybederek sonumlenmektedirler. Bunun dnune gegmek icin floresan boyalarin bir
takim nanopartikuller ile modifiye edilerek kullanimi sorunu ¢ézebilmektedir. Ayrica
kuantum noktaciklarinin kendiliginden floresan ISima yapmalari,
fonksiyonellestirilebilmeleri, dar bir dalgaboyu arahdinda ve siddetli emisyon
vermeleri ve 1siktan etkilenmeden uzun sure stabil kalmalari gibi buylk avantajlari
vardir. Gunumuzde, genellikle agir metal igceren kuantum noktaciklarinin

toksisitesinin dnlenmesi Uzerine ¢aligiimaktadir.

2.2.2.2. Tibbi Tedavi

Muhtemelen nanopartikullerin tip alaninda en cok kullanildigi yer hastaliklarin
tedavisidir. Cunku nanopartikuller geleneksel tedavi yontemlerindeki problemlerin
giderilebilmesi igin birgok 6zellik igermektedir. Ozellikle geleneksel yéntemlerdeki
yan etkiler ve disuk biyoyararlanim, nanopartikiller kullanilarak giderilebilmektedir.
Nanopartikuller ile yapilan tedavi tdrleri olarak ilag tasinimi, gen tedavisi,
fotodinamik tedavi, fototermal tedavi, magnetolitik tedavi ve antimikrobiyel tedavi
sayllabilir [38].

llag tasinimi, bir ilacin nanopartikille enkapstilasyon, absorpsiyon, adsorpsiyon ya

da konjugasyon ile yuklenmesi ve vicuda verilerek guvenli bir sekilde istenilen
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yerde etki gostermesidir. Nanopartikiller ilacin tasinimi ve kontrolli saliminin
yaninda kanserli ve diger hastalikli hicrelerin gosterdigi ¢oklu ilag direnci etkisinin
de Ustesinden gelinmesini saglar [29]. ik calismalarda kiglik molekiler agirlikli
ilaglarin taginimi Gzerinde galisilirken ginimuzde makromolekuler ilaglar, peptitler,
proteinler ve DNA tasinimi Gzerine de ¢alisiimaktadir. Fotodinamik tedavi, kanser,
dermatolojik bozukluklar ya da mikrobiyal enfeksiyonlar gibi farkli hastaliklarin
tedavisinde uygulamasi olan ve isikla birlikte aktiflesen bir tedavi seklidir. Genelikle
porfirin gibi 1s1ga karsi duyarli malzemeler icerecek sekilde uretilen nanopartikuller,
hedeflenen tUmor bolgesine gittiklerinde 1sik altinda blnyesindeki ilaglari salabilirler.
Fotoduyarli nanopartikiller biyobozunur polimerlerden, misellerden ya da
lipozomlardan Uretilebilirler [39]. Fototermal tedavide, nanopartikilin kendisi ilag
gibi davranir. Bu tir nanopartikiller kizilétesi 1s1§1 absorplayarak 45°C sicakliga
kadar i1sinabilirler. Kanserli bdlgeye hedeflenmis bu nanopartikullere kizilotesi 11k
uygulanmasi sonucu tumorla bolgedeki kanser hicreleri sicaklik nedeniyle nekroza
ugratilarak oldarulebilirler.  Altin  nanomalzemeler fototermal tedavide sikca
kullanilmaktadir [40]. Magnetolitik tedavide, Uretilen manyetik 6zellige sahip
nanopartikuller digsaridan uygulanan bir manyetik alana cevap verirler. Bunun iki
farkli avantaji bulunmaktadir. Dig bir manyetik alan ile nanopartikuller istenilen yere
yonlendirilerek veya istenilen yerde tutularak hedefli tedavi gergeklestirilebilir. Diger
avantajl ise manyetik alan altinda lokal i1sI arttirilarak tedavi gerceklestirilebilir.
Antimikrobiyal tedavide amag nanopartiklllerin toksik etkileri kullanilarak patojenik
bakteri, fungi yada virUsleri oldurmektir. Altin, gumus ya da platin gibi metalik
nanopartikullerin yuksek yuzey enerjilerinden dolayl bu amacla faydalaniimaktadir.
En c¢ok kullanilanlardan birisi ise gumus nanopartikillerdir. Yaniklarin tedavi
edilmesi igin piyasada gumus nanopartikul iceren topik kremler bulunmaktadir.

Boylece yara ve yaniklarda olusan enfeksiyonun dnine gecilebilmektedir.

Gen tedavisinin amaci genetik olarak miras alinan veya sonradan edinilmis
hastaliklardan kansere kadar birgcok hastaligin tedavisini genetik seviyede
gerceklestirmektir [41]. ik genetik tedavi calismalarinda ilgili genetik bilgiyi iceren
plazmidler kullaniimaktaydi. Daha sonralari virislerden ve ginimuzde ise daha ¢ok
polimerik nanopartikillerden yararlaniimaktadir. DNA veya siRNA’nin negatif
yukinden dolayr katyonik polimerler kullanilarak elektrostatik tutunma

saglanabilmektedir [42]. Katyonik kuarternar amonyum gruplari igeren lipozomlar
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anyonik genetik malzemeyi tutmada yuksek basari gosterirler [43]. Polietilenimin
gibi katyonik polimerlerin dallanmig yada duz zincir yapilarinin gen tedavisinde
kullaniimasi Uzerine de ¢okga galisma bulunmaktadir [44]. Polilaktik asit ve kitosan
gibi oldukga biyouyumlu ve biyobozunur polimerler ve gesitli modifiye edilmis halleri
ile yapilan basarili calismalar da bulunmaktadir [45, 46]. Gen tasinimi icin ayrica
tersiyer amin ile fonksiyonellestiriimis katyonik polilaktat kullanilarak katyonik
nanopartikiller sentezlenmistir. siRNA’nin tasinimi igin kullanilan bu nanopartikuller
ile ilgili genlerin susturulmasi ile prostat kanserinin tedavi edilebilecegi gosterilmistir
[47].

2.2.3. Nanopartikul Olarak Yildiz Polimerler

Yildiz polimerler, bir merkezi gekirdege sahip ki bu ¢ekirdek; atom, kiigik molekdller,
nanojel, dallanmis makromolekul ve nanopartikil olabilmektedir. Olusan bu
cekirdekten yayllan en az U¢ makromolekuler zinciri yapisinda bulunduran
kompleks makromolekuller yapiya sahip bir polimerdir. Yildiz polimerler essiz
topolojik yapilara sahip olmalari, ilgi ¢ekici fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ile siklikla
kullanilan yapilara dénismuslerdir. Ug¢ boyutlu kiresel yapilari sayesinde
enkapsulasyon kapasiteleri oldukga iyidir [48, 49]. Ayni molekul agirligina sahip
lineer tarevleri ile kiyaslandiginda; yildiz polimerler seyreltik ¢ozeltilerde daha dusuk
¢Ozelti viskozitesi gosterirler. Bunun nedeni ortamda daha az kol dolasikhgi
gozlenmesidir. Buna ek olarak i¢c ve cevresel aktif gruplari degisik ve degerli
fonksiyonalite gostermede c¢alisilabilme imkani olusturur. Yildiz polimerler yuksek
yogunluklu fonksiyoneliteye sahip olmalarindan o6turu etki-tepki mekanizmalari
oldukga iyidir. Dendritik polimerlerin G¢ boyutlu kiresel yapisina benzer olmakla
birlikte dendritik polimerlerin tipik dallanmis kollari ve yodun kabugu ile
kargilastinldiginda yildiz polimerler, kol uzunlugunun artmasi ile kabuk yogunlugunu
dusurerek viskozite ve esneklik gibi 6zelliklerde farkli sonuglar ortaya ¢ikmasini
saglar [50, 51] Yildiz polimerler gdreceli olarak basit dogrusal kollar ve maksimum
sinirl kol uzunlugundan dolayi nispeten daha dusuk sterik engel olusturacak sekilde
yapilar ortaya koymada elveriglidir. Yildiz polimerler genellikle iki tip olarak
kategorize edilirler. Bunlardan ilki duzenli yildiz polimerler digeri ise miktoarm yildiz
polimerler olarak kargimiza ¢ikmaktadir [52]. Duzenli yildiz polimerler, homopolimer
kollar ve blok kopolimer kollar da dahil olmak Gzere ayni kol bdlimlerine sahipken;
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dizensiz yildiz polimerler, farkl kimyasal yapilari, topolojileri, molekul agirliklari ve
fonksiyonel gruplari igeren asimetrik mimarilerine bagl olarak birkag farkli alt gruba
ayrilabilmektedirler [53, 54]. Hem yildiz yapisi hem de blok yapisinin avantajlari ile
miktoarm yildiz polimerler, biyomedikal uygulamalar igin yeni morfolojik ve ¢ok

molekulli yapilarin hayata gegirilmesinde yer almasi beklenen polimerlerdendir.

2.2.3.1.Yildiz Polimerlerde Fonksiyonellik

Yildiz polimerlerin ¢ok sayida i¢ ve dis aktif gruplara sahip olmalari nedeni ile
fonksiyonellendirilmeleri oldukca etki edilebilir olmaktadir. Bununla birlikte yildiz
polimerlerin spesifik biyomedikal amagclarina bagh olarak bir fonksiyona

kavusturulmalari da s6z konusudur [55].

2.2.3.2. Uyaniya Karsi Cevap Olusturabilme

Uyariya karsl cevap olusturan polimerler, gevre kosullarindaki nispeten kuguk
degisikliklere yanit olarak onemli derecede karsi cevap olusturabilmektedir.
Ozelliklerin degisiminde yapisal degisiklikler, geri ddndurilebilir ¢dzinlrlik
varyasyonlar ve farkh yapilara geri donisumlu kendiliginden dizenlenmeyi igerir.
Ozellikle yildiz polimerlerin uyariya karsi cevap olusturmasi, yildiz polimerlerin essiz
fiziki/ kimyasal 6zellikleri, pH’ a karsi olusturulan tepki agisindan ¢ok daha kompakt
yukll gruplarin neden oldugu i¢ ozmotik basing nedeni ile lineer polimerlere gore
belirgin bir fark gosterir [56]. Kol sayisli, zincir uzunlugu ve ¢ekirdek sekli gibi
molekuler mimarilerin 6zelliklerinin yildiz polimerlerin uyariciya kargi olusturduklari
tepkilerini buyuk dl¢ude etkiledigi kanitlanmistir. Tipik olarak etki- tepki uygulamasi
yapilan yildiz polimerler, enzimatik reaksiyonlari, redoks potansiyelindeki degisimi,
1sik, 1s1 ve pH’a kargi duyarl bir sekilde ¢alisabilmektedir. Ornek olarak pH duyarli
yildiz polimerler ilag/gen tasinimi icin efektif bir tasiyici olarak kullanimi goéze

carpmaktadir [57].

2.2.3.3. Biyouyumluluk

Biyouyumluluk, doku muhendisligi, ilag/gen taginimi ve biyomedikal tani igin gesitli

ve kompleks fizyolojik kosullarda kullanilan tim biyomalzemelerin temel ve en Ust
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duzeydeki gereksinimidir. Biyouyumluluk yoksunlugu genellikle sitotoksisite,
inflamasyon ve bagisiklik sisteminde olusturulan tepkiler gibi daha ciddi problemlere
yol acabilecek bir¢cok istenmeyen fizyolojik etkiye neden olur [58]. Dolayisi ile
biyomedikal uygulamalar icin yildiz polimerlerin iyi biyolojik uyumluluga sahip
olmalari gerekmektedir. Buradan yola c¢ikarak dogal ve fonksiyonellendirilebilir
yaplya sahip ve biyolojik olarak pargalanabilir polimerler gibi birgok biyouyumlu
molekul, biyomedikal amaclar igin biyouyumluluk saglamak amaci ile yildiz
polimerlere donusturtlmastur. Yildiz polimerlerin  biyouyumluluklari ile ilgili

literatirde bir¢ok calisma mevcuttur [59, 60].

2.3. Yildiz Polimer Sentez Yontemleri
2.3.1. Kontrollii Yagsayan Polimerizasyon

Michael Szwarc tarafindan bulunan yasayan anyonik polimerizasyon polimer bilimi
uzerinde oldukga buyuk etki yaratmis ve cgesitli gelismelere neden olmustur.
Calismasi sentetik polimer kimyasi ve polimer fiziginde buyuk gelismelerin 6nlinu
acmistir. Ayrica iyi tanimlanan polimerlerin sentezi, polimer yapisinin dizayninda

kontrolin saglanmasi agisindan da yeni bir pencere agmistir.

Zincir buyume polimerizasyonundan transfer ve sonlanma reaksiyonlarinin ortadan
kalkmasi Szwarc’in bulusunun temelini olusturmustur. Szwarc’in gelistirdigi bu
teknik ilk olarak akademik uygulamalarda vyerini almis ancak endustriyel
uygulamalara hizli bir sekilde adapte edilmistir. Anyonik polimerizasyon adini
verdigi bu yontem ile ortamda monomerler tikenene kadar surmius ve daha
sonrasinda ortama monomer eklendiginde polimerizasyon kaldigi yerden devam
etmistir. Buradan yola ¢ikarak yasayan polimerizasyon terimi ortaya ¢ikmistir [61].
Kopolimerlerin anyonik polimerizasyon ile sentezinde blok uzunluklarinin
kontrolinun kesin olarak saglanabilmesi igin hizli bir baglama basamagi ve buna
nispeten yavas bir blyime basamagi gereklidir. Bu tip hassas makromolekuler
sentezlerin gergelestriimesi icin zincir kirilma reaksiyonlarinin (sonlanma ve zincir
transferi) etkisinin minimuma indirilmesi ile tum zincirlerin es zamanl ve aninda
gerceklestigi baslatma basamagi gereklidir. Bu tip sentezler igin yasayan
polimerizasyon kavrami kullanilir. Normalde radikal polimerizasyonunda hizl

baslama ve sonra erme basamaklari ele alindiginda, yavas baslama yolu ile
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ilerleyen ve ortamda bulunan zincirlerin herhangi bir anda 6lu olmasi bakimindan

radikal polimerizasyonu ile bir geligski gostermektedir [62].

Sekil 2.3. Kontrollu polimerizasyon reaksiyonu [62].

Radikal ve kontrolli radikal polimerizasyonu arasindaki fark ve benzerlikler

sunlardir;

Kontrolli radikal polimerizasyonu ve radikal polimerizasyonu ayni radikal
mekanizma yolu ile ilerlemektedir. Benzer kemo-, regio- ve stereo- segicilik
sergilemekle birlikte benzer bir monomer yelpazesinde polimerize edilebilirler. RP

ve CRP arasindaki benzerlikler ve farklliklar ele alinacak olursa;

- Bulyuyen zincirlerin dmrU, uykuda olan turler ve tersinir aktivasyonun katilimi
ile radikal polimerizasyonunda yaklasik 1 saniye civarinda iken kontrollu
radikal polimerizasyonunda 1 saatten fazla uzatiimigtir.

- Radikal polimerizasyonunda baglama basamagi yavastir ve serbest radikal
baglatici ¢ogu zaman ortamda tiketiimeden kalir. Kontrolli radikal
polimerizasyonunda ise baglama basamagi ¢ok hizlidir ve neredeyse tum
zincirlerin anlik buyimesine imkan verir. Bunun sonucunda ise zincir mimarisi
uzerinde kesin kontrol saglanmaktadir.

- Radikal polimerizasyonunda tum zincirler neredeyse Olu iken, kontrolll

radikal polimerizasyonunda <%10 seklindedir.
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- Kontrolli polimerizasyon genellikle radikal polimerizasyonundan daha
yavastir. Bununla birlikte bazi durumlarda oranlar karsilastirilabilir
olabilmektedir.

- Radikal polimerizasyonunda kararl bir durum olusturacak konsantrasyon,
benzer baslama ve sonlanma oranlar ile kurulurken, kontrolli radikal
polimerizasyonu sistemlerinde aktivasyon ve deaktivasyon oranlarinin
dengelenmesi sonucunda sabit bir radikal konsantrasyonlarina ulasilir.

- Radikal polimerizasyonunda sonlandirma genellikle uzun zincirler ve radikal
polimerizasyonunda surekli olarak Uretilen yeni zincirler arasinda
g6zlemlenir. Kontrollt radikal polimerizasyonunda ise tum zincirler ayni anda
olusmus ve reaksiyonun erken asamalarinda kisa durumdadirlar. Bu zincirler
zaman igerisinde uzun bir forma gegerler. Bunun sonucu olarak sonlandirma,

zamanla 6nemli dlgtude azalir [63].

2.3.2. Yasayan Radikal Polimerizasyonu/ Kontrollii Radikal Polimerizasyonun

Siniflandiriimasi

Kontrolli/ Yasayan radikal polimerizasyonunda, bayuyen serbest radikaller ve uyku
halindeki turler arasinda olusturulan dengeyi saglama prensibi ele alinir. Ortaya
¢ikan bu polimerizasyon sistemlerinde molekul agirliklari, polidispersite ve istenilen
son islev Uzerinde kesin kontrol elde edilmesini saglamak igin gesitli yontemler
bulunmaktadir. Bu sistemler mekanizmaya ve ayni zamanda uyuyan tdrlerin
yapisina bagli olarak siniflandirilabilirler. Ginumizde ATRP, NMP ve RAFT gibi
yontemler diger yontemlerle kiyaslandiginda en etkili yontemler olmalari sebebi ile

karsimiza ¢gikmaktadirlar [64].
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2.3.2.1. Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu (ATRP)

ATRP ilk kez Matyjaszewski, Wang ve Sawamoto tarafindan birbirlerinden ayri
olarak gergeklestirdikleri calismalar sonucunda 1995 yilinda ortaya atilmis bir teknik
olarak karsimiza cikmaktadir [65, 66]. Teknigin ilk olarak ortaya ¢ikma mantigi
ATRA denilen “atom transfer radical addition” yontemi Uzerinden incelenmektedir.
ATRP’de uygun katalizor ve baslaticinin gelistirilerek kullaniimasi ile polimerizasyon
ortaminda polimer zincirlerinin ayni anda buyumesinin saglanmasi, atom transfer

basamagi ile saglanmaktadir.

Gunumuzde ATRP polimerizasyonu ticari olarak bulunabilen ve ayni zamanda ucuz
olan katalizorlerin kullaniliyor olmasi, kolay olarak hazirlanabilen baslaticilarin
bulunmasi, deneysel duzeneklerin hazirlanmasinin kolay olusu agisindan oldukca
ilgi gosterilen bir yontem olarak karsimiza gikmaktadir. ATRP en guglu sentetik
yontemlerden biridir. Bunun nedeni polimer biliminde fonksiyonel materyallerin
hazirlanmasina yonelik dar molekul agirhigr dagilimi gdsteren polimerlerin sentezi
ve arzu edilen bilesim ve molekuler mimarinin saglanmasina izin verir. Bu teknikle
cesitli organik, inorganik nanokompozitler, biyokonjugatlar ve diger kompleks nano
yapili malzemeler de sentezlenebilmektedir. Basarili bir ATRP gergeklestirmek igin
gegcis metali kompleksi, reaksiyon ortaminda en azindan ¢ozunebilmelidir. ATRP
reaksiyonlari homojen veya heterojen kosullar altinda gergeklestirilebilmektedir.
Aktivator ve deaktivatorlerin konsantrasyonlarinin hassas bir sekilde kontrol
edilebilmesi daha dar bir molekil agirhgi dagilimi saglar. Reaksiyon sicakliklari tipik
olarak oda sicakligindan 150°C’ye kadar uygulanabilmekle birlikte, sisteme uygun
olarak da degistirilebilmektedir. Reaksiyon basing veya vakum altinda

gerceklestirilebilmektedir [67].

ATRP sisteminde genellikle Cu, Fe, Ru gecis metali olarak kullaniimaktadir [68]. Bu
metal ile birlikte alkil halojenurler baglatici olarak gorev yapmaktadir. Katalizoér
olarak uygun bir metale bagh alkil halojenurtin amin grubu tasiyan uygun bir molekal
ile kompleks olusturmus ligand sistemi seklinde kullanilir. Sistemde ligand,
baglandigi Cu(l)Br'nin redoks potansiyelini disurmek igin kullaniimaktadir. Bu
sistemlerin etkilesmeleri sonucunda ortamda alkil radikalleri olusmaktadir. Olusan
bu radikaller polimerizasyonun baslatiimasinda kullaniimaktadir. Ortamda serbest

halde bulunan brom radikali, olusan bu alkil radikalleri ile reaksiyon vererek
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polimerizasyonu durdurur. Bu reaksiyonda aktivasyon-deaktivasyon iglemleri ardi

ardina gercekleserek polimerizasyonun kontrollt bir sekilde ilerlemesini saglar [69].
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Sekil 2.4. ATRP mekanizmasi; M;":Gegis metali, L: Kompleks ligand, P,: Polimer
zinciri, X: Br veya CI [69]
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan tez gergevesinde gergeklestirilen ¢alismalar, 3 ana bdlimden meydana
gelmektedir. Calismanin ilk bolimuande tasiyici olarak kullanilacak olan vyildiz
polimerlerin sentezi Uzerine yogunlasiimistir. siRNA’larin  hlcre igerisine
tasinabilmesi icin PEG tabanli, azot igeren ¢ekirdege sahip yildiz polimerler, ATRP
teknigi kullanilarak sentezlenmigtir. Yildiz polimerlerin sentezi agsamasinda polimer
sisteminden alinan oérnekler Zeta-Sizer Nano ZSP cihazi kullanilarak incelenmis ve
polimer sisteminde polimerin ortalama molekul agirhdinin karakterizasyonu
yapilmistir. Polimerik nanopartikillerin boyutlar Zeta-Sizer (3000 HSA, Malvern,
ingiltere) cihazindan faydalanilarak bulunmus ve taslyici sistem olarak
kullanilabilirligi  degerlendirilmistir. Calismanin son bolimuinde ise polimerik
nanopartikiller siRNA’lar ile etkilestirilerek polimer kompleksler olusturulmus ve
siRNA’larin sentezlenen yapi ile kompleks olusturup olusturmadiklar Qubit 3.0
cihazi ile incelenmigtir. siRNA ile yuklenen polimerik yildiz tipi nanopartikullerin
terapotik olarak etkinlikleri larinks kanseri hiicre hattt HEp-2 (ATCC-ingiltere)
kullanilarak in vitro incelemesi yapilmis ve gen ifadelenmesinin gerceklesip
gerceklesmedigi gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) cihazi ile ortaya

konmustur.

3.1. Kimyasallar

Bu tez calismasi kapsaminda yapilan ve hazirlanan nanopartikillerin sentezinde
1,1,4,7,10,10-heksametiltrietilentetraamin (HMTETA), poli(etilenglikol) metil eter
metakrilat (PEGMA), 2-(dimetilamino)etil metakrilat (DMAEMA), etilen glikol
dimetakrilat (EGDMA), etil 2-bromoizobutirat (EBiB), Bakir(l)bromdar,
Bakir(ll)bromur, metanol, toluen, hidroklorik asit Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan

temin edilerek kullaniimistir.

3.2. Yildiz Tipi Polimerik Nanopartikullerin Sentezi ve Karakterizasyonu
3.2.1. Yildiz Polimerlerin Sentezi

Yildiz tipi polimerik nanopartikillerin sentezi, ATRP yontemi kullanilarak

gergeklestiriimistir. Bu yontemde oOncelikle ATRP igin katalizor olacak olan

25



CuBro/HMTETA kompleksi olusturmak igin gerekli olan CuBr, (6 mg, 0.03 mmol),
HMTETA (162 pL, 0.6 mmol) u¢ boyunlu balona 30 mL metanol ve 1,5 mL toluen
icerisine alinmistir. Ardindan balon igerisine PEGMA (6,24 g, 3.0 mmol), DMAEMA
(1 mL, 6 mmol), EGDMA (567uL, 3 mmol) gerekli oranlarda, alimina kolondan
gegirilerek igerilerinde bulunan inhibitérlerden arindirildiktan sonra ¢ézlcu igerisine
aktariimigtir. Balonun igerisindeki reaksiyon ortami azot gazi yardimi ile oksijenden
arindinimis ve igerisine, CuBr (81 mg, 0.57 mmol) azot gazi altinda ilave edilmigtir.
Azot gazi ile inert bir ortam saglanmis olmakla birlikte reaksiyonu durdurucu etki
goOsteren oksijen de ortamdan uzaklastiriimasi saglanmistir. Baglatici olan EBIB
(88,9 L, 0.6 mmol) karisima enjekte edilerek reaksiyon baslatiimigtir.
Polimerizasyona 24 saat boyunca 60 °C’ye ayarlanmis yad banyosu igerisinde
devam edilmistir [70]. Bu asamadan sonra sentezlenen yildiz tipi polimerler bir glin
boyunca reaksiyon ortaminda bulunan bakir bilesikleri ve polimerlesmeden kalan
molekullerin ortamdan uzaklastiriimasi igin metanole kargi diyaliz membranindan
gegciriimis ve ardindan 4 gun boyunca membran igerisindeki metanolin
uzaklastiriimasi igin saf suya karsi diyaliz membraninda bekletilmistir. Son olarak

diyaliz membrandan gegirilen yildiz polimerler vakum altinda kurutulmustur.
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Sekil 3.1. Yildiz polimer nanopartikullerin sentez basamaklari.

3.2.2. Yildiz Polimerlerin Karakterizasyonu
3.2.2.1. Molekul Agirhigi Dagihminin Belirlenmesi

ATRP yontemi ile hazirlanan PEG tabanli, azot ¢ekirdege sahip yildiz polimerlerin
sentezinden sonra polimerin kullanima uygunlugu c¢esitli yontemlerle incelenmigtir.
Bu yodntemlerin basinda jel gecirgenlik kromatografisi ya da diger adi ile boyut
dislama kromatografisi gelmektedir. GPC yardimi ile sentezlenen polimerin molekul

agirhgr ve molekul agirhgr dagihmi incelenmigtir.
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3.2.2.2. Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Sentezlenen yildiz tipi polimerlerin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi amaci ile
gecirimli elektron mikroskobu (TEM) kullanilmigtir. TEM goruntisu alinan érnekler

uzerinde sekil ve boyut dagilimi agisindan degerlendirme yapiimigtir.

3.2.2.3. Kimyasal Yapisinin Belirlenmesi

Manyetik alan igerisine alinan ve kendi spini olan bir ¢ekirdedin uygun frekans
araliginda bir radyo dalgasinin fotonu ile rezonansa girmesi ilkesi ile c¢alisan
spektroskopik  yontem, Nukleer Manyetik Rezonans (NMR) olarak
tanimlanmaktadir. Bu yontem ile bilegigin yapisi, baglanma Oozellikleri ve
polimerlerin yapisal duzenleri hakkinda bilgi sahibi olunabilmektedir. Yapilan
¢alismada yildiz tipi polimerlerin yapisinin aydinlatiimasi ve istenilen reaksiyonun

gerceklesip gergceklesmedigi bu yontem ile analiz edilmigtir.

3.2.2.4. Yildiz Polimerlerin Boyut Analizi

Zeta Sizer, ¢ozeltideki partikullerin molekul agirligi, zeta potansiyel ve hidrodinamik
boyut 6lgimu icin kullanilan bir cihazdir. Partikuller i¢in dlgulebilir sinirlar; boyut igin
5 nm ile 10 mikron arasi, zeta potansiyel icin ve molekul agirhdi igin 1-20,000 kDa
arasindadir. Bu cihaz, nanopartikuller, kolloidler ve biyomolekuller igin ¢ozeltideki
partiktllerin boyutlarinin tayininde kullanilabilmektedir. Dinamik 1sik sagilmasi, en
son teknoloji ile 1 ym’ den kuglk olan ve sub-mikron bdlgesindeki partikil ve
molekullerin boyutlarinin dlgimunde kullanilan bir tekniktir. Codzeltiden lazer
saciimasinin meydana gelmesi ile Brownian hareketinin hizi, partikillerin boyutunun
hesaplanmasinda kullanilabilmektedir. Sentezlenen yildiz tipi polimerlerin boyut ve
boyut dagilimlarinin belirlenmesi igin TEM yodntemi ile elde edilen verileri
karsilastirmak amaci ile Zeta- Sizer (3000 HSA, Malvern, Ingiltere) cihazi

kullaniimigtir.
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3.2.2.5. Yildiz Polimerlerin Yiizey Yuiku Analizi

Sentezlenen yildiz tipi polimerlerin yuzey yukiu analizi igin Zeta-Sizer (3000 HSA,
Malvern, ingiltere) cihazi kullaniimistir. Hazirlanan polimerlerin yiizey yikleri, sSiRNA
yukleme ve partikullerin hicre igerisine enkapsulasyonlarinin degerlendiriimesinde
onemli bir yere sahiptir. Sentezlenen polimerik nanopartikullerin ylzey yuklerinin
hangi degerlere sahip olduklari Zeta-Sizer cihazi ile incelenmis ve g¢alismanin
ilerleyen asamalarindan biri olan sentezlenen yildiz tipi polimerlerin protonlanmasi
asamasindan oOnce vyildiz tipi polimerlerin ylizey yuk degerlerine bakilmig ve
protonlanan ile protonlanmayan polimerlerin ylzey yuku kiyaslamasi igin

kullaniimigtir.

3.2.3. Yildiz Polimerlerin Protonlanmasi

Elde edilen yildiz polimerlerin siRNA baglanmasi ve hlcre enkapsulasyonunun
arttinlmasi amaci ile polimerin ¢ekirdeginde bulunan NHz gruplari protonlanarak
zeta potansiyelinin daha pozitif degerlere ¢ekilmesi amaclanmigtir. Bunun igin
sentezlenen polimer saf su ile hazirlanan pH: 2, HCI (Hidroklorik asit) ¢ozeltisi
icerisinde 8 saat boyunca 25°C sicaklikta karistiriimis ve ardindan vakum altinda

kurutulmustur.

3.3. Yildiz Polimerlerin siRNA yiikleme Calismasi

Tez kapsaminda Siklin D1 geninin susturulmasi i¢in sSiRNA (Qiagen, Almanya)
kullanilmigtir.  Kullanilanilan siRNA etkinligi kanittanmig olan ticari siRNA'dir.
Sentezlenen yildiz polimerlere etkin siRNA konsantrasyonlarinin belirlenebilmesi
amaci ile degisik oranlarda siRNA baglanmis ve en etkin siRNA konsantrasyonlari

bulunmustur.

3.3.1. siRNA Yiiklenme Veriminin incelenmesi

siRNA yuklenme veriminin tespitinde Qubit 3.0, Thermo Fisher Scientific cihazindan

yararlaniimigtir. Bu cihaz yuksek hassasiyette DNA, RNA ve mikroRNA oOlcimu

yapabilen, floresan tabanli bir kantitatif analiz yontemidir. Sitotoksisite ¢alismalari

sonucunda belirlenen toksik olmayan optimum partikil miktari baz alinarak sabit
29



miktarda ssDNA partikuller ile etkilestiriimis ve ssDNA'nin farkli partikdl
miktarlarinda baglanma verimi analiz edilmigtir. 2,8 mg partikdl, 1 mL nUkleaz-free
suda ¢Ozulmustur. Hazirlanan 2,8 mg/mL’ lik partiktl ¢ozeltisinden her bir mini-
santrifij tUpUne belirlenen oranlarda alinarak siRNA ile etkilestirme iglemi
gerceklestirilmistir.  Sabit  miktarlarda alinan  ssDNA  igerisine  farkli
konsantrasyonlarda partikil eklenmis ve 4 saat boyunca inkibe edilerek
baglanmanin gerceklesmesi beklenmistir. inkilbe edilen partikiillerin  ssDNA
baglanmasinin hesaplanmasi i¢in inkiibasyonun gergeklesmesinin ardindan her bir
deney grubu igin partikuller 15000 rpm’de santriflj edilmiglerdir. Santrifdj isleminin
ardindan alinan oOrneklerden sUpernatantlar alinmis ve sUpernatantta bulunan
baglanmayan ssDNA’larin 6zel floresan boya yardimi ile boyanmasinin ardindan

Qubit 3.0 cihazi ile dlgumler gergeklestiriimis ve baglanma verimleri hesaplanmigtir.

3.3.2. Agaroz Jel Elektroforez Caligmasi

Sentezlenen polimerik nanopartikullerin siRNA ile kompleks yapinin olustugu
yapilan Qubit 3.0 cihazi ile gézlemlenmigtir. Agaroz jel elektroforez yontemi, partikal
ile siRNA arasinda baglanmanin gergeklestiginin gosterilmesi icin destek bir

¢alisma olarak yapilmistir.

Ornekler 2:1 érnek/boya gozeltileri olarak hazirlanmis ve jelde bulunan kuyucuklara
siRNA baglanan orneklerin santriflj edilmesi sonucunda olugan supernatantlari ile
bos siRNA yuklemesi yapiimigtir. 75 V, 30 dakika sabit akim kullanilarak érneklerin
jelde yuaratulmeleri saglanmigtir. Yaratme isleminin ardindan jelin géruntilenme

islemi gercgeklestirilmigtir.

3.4. Yildiz Polimerlerin Hiicre Etkilesim Caligmalari

Yapilan calismanin bu asamasi, larinks skuamoza hlicre karsinomu olan HEp-2
hicre hatti kullanilarak gergeklestirilmistir. Sentezlenen polimerik nanopartiktlin
hicre etkilesimi indirekt sitotoksisite ve ilgili gen ifadeleme seviyesinin olgiimesi

agisindan incelenmistir.
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3.4.1. Hiicrelerin Hazirlanmasi ve Kiiltiire Edilmesi

Kriyotlpler kullanilarak -80°C’de dondurularak saklanan HEp-2 hucreleri,
dondurucudan alinarak ¢ozulmesi saglanmigtir. EMEM (Eagle’ s Minimum Essential
Medium) igerisinde %10 FBS (Fetal Sigir Serum) olacak sekilde besiyeri
hazirlanmistir. Coziulme islemi gerceklestirilien HEp-2 hicreleri falkon tlp igerisine
alindiktan sonra Uzerine 4 mL hazirlanmig olan besi yerinden eklenmistir. Bu
islemden sonra hucrelerin bulundugu falkon tup 3000 rpomde 3 dakika santrifij
edilmistir. Santrifdj isleminin ardindan falkon igerisinde bulunan stpernatant atilmig
ve pellet besi yeri ile suspanse edilerek flasklara aktariimigtir. 37 °C'de %5 CO.
iceren inkUbatore alinan flasklar 24 saatte bir kontaminasyon ve hicre
cogalmalarinin incelenmesi i¢in kontrol edilmigtir. Hucreler flask ylzeyini tamamen

kapladiginda kulturler tripsin enzimi yardimi ile kaldiriimis ve pasajlanarak yeni

flasklara aktariimigtir.

Sekil 3.2. HEp-2 hicrelerinin mikroskop altindaki gérunttsa.
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Cizelge 3.1. Hucre kiltarunde uygulanan kosullar.

Hucre Turu Larinks Kanseri Hucre Hatti (HEp-2)

Kiiltiir Kab 25 cm®lik polistiren flask, ylizeyi hiicre tutunmasina
uygun

Kultlr Vasati %10 Fetal sigir serumu iceren EMEM

Rutin sub-kultir 1/4

Kaltir Ozelligi Monolayer

Toplam Hacim 5mL

pH 7,2-7,5

Sicaklik 37+0,5°C

Inkiibasyon Ortami | % 5'lik CO; etiivii

Flasklara aktarilarak ¢cogaltilan HEp-2 kanser hucreleri yuzeyleri kaplama oranlarina
bakilarak hucrelerin ylzeyden ayriima islemi gergeklestirilmistir. Flask yuzeyleri
kaplandiktan sonra hucre vasati atillarak PBS ile hucrelerin yikama iglemi
gerceklestiriimistir. Ardindan tripsin-EDTA eklenen hicrelere inklibatore alinarak 3-
4 dakika bekletilmistir. inkiibasyon isleminden sonra hiicrelerin yiizeyden
ayrilmalari mikroskop yardimi ile kontrol edildikten sonra taze besi yeri eklenerek
hicreler falkon tipe aktariimistir. Aktarma isleminden sonra falkon tupler 3000
rom’de 3 dakika santrifij edilmigtir. Yapilan santrifdj isleminin ardindan supernatant
kismi atilarak falkon tipun en alt kisminda kalan pellet 2 ml taze besi yeri ile
suspanse edilmigtir. Bu islemin ardinan hicre sayimi hdcrelerin tripan mavisi ile
boyandiktan sonra thoma lami araciligi ile mikroskop altinda gergeklestirilmistir.
Sayimda maviye boyanan hicreler 61U olmakla birlikte parlak renkte ve boyanmamis

olarak gozuken hucreler ise canlidir.

3.4.2. Sitotoksisite Galigmasi

Sentezlenen yildiz polimerlerin siRNA ile etkilestiriimeden 6nce hlcreler Uzerinde
olusturduklari toksik etkilerin degerlendiriimesi icin MTT testi gerceklestiriimigstir.
Bunun igin dncelikle HEp-2 hicreleri 96 kuyucuklu plakalar yardimi ile inkibator
icerisinde (37°C, %5 CO;) kulture edilerek kullanilmigtir. Farkli miktarlarda
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polimerik partikll iceren deney gruplari vasati atilan hucreler Gzerine eklenerek 24

saat boyunca inkibasyon iglemi gergeklestirilmistir.

MTT testi hicrelerin canhliginin ortaya konmasi icin tasarlanmis sitotoksisite
testlerinden biridir. Bu test yardimi ile incelenmek istenen sitotoksisite oranlari tespit
edilebilir. Mitokondriyal dehidrogenaz enzimlerinin tetraazolyum boyasini
indUklemesinden yola ¢ikarak olusturulmus kolorimetrik bir yontemdir. Canl
hicreler sari renkli olan tetrazolyum tuzlarini mor renk olusturan formazan

kristallerine donustirtlmesi gergeklestirir.

N
7 N /@ mitokondriyal N< N
/ rediiktaz enzimi /4

>-=N —_— N=N

'y e
W)\

MTT - tetrazolyum (san) formazan (mor)

Sekil 3.3. MTT-tetrazolyum’un formazan kristallerine donusimu

Tetrazolyum tuzlarinin formazan kristallerine déndsimunin ardindan, olusan
formazan kristalleri HCl'in izopropil alkol ile hazirlanan seyreltik ¢ozeltisi ile
¢6zulmesi saglanir. Cézinme sonucunda olusan mor renkli gozeltilerin absorbans
degerleri spektrofotometre yardimi ile dlgultr ve hicre aktiviteleri, htcre canliliklari
bu sekilde hassas bir bigcimde ortaya konur. Calisan bu yontem ile hangi partikdl
miktarinin hicreler Gzerinde toksik etki yaratmadigi hesaplanmis ve bu asamadan
sonra gergeklestirilen hicre ¢alismalari hesaplanan bu optimum deger Uzerinden

gerceklestirilmistir.
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3.4.2.1. Gergek Zamanli PCR Analiz Caligmasi

Tez kapsaminda calisilan hedef genin larinks kanseri hicrelerine verilen siRNA
araciligi ile baskilandigini gostermek igin Gergek Zamanh-PCR (RT-PCR) analiz
calismasi yapilmistir. Calismaya baslanmadan 6nce HEp-2 larinks kanseri hiicreleri
ile 6 kuyucuklu plakalarda kiiltiir calismasi yapilmis ve her kuyucukta 2,0x10° hiicre
olacak sekilde hucreler ekilmigtir. Yapilan bu islemin ardindan hicreler 24 saat
inkiibasyon igleminden gecirilmis ve tez kapsaminda galigilan deney gruplari ile
etkilestirilmislerdir. Bu gruplar sabit siRNA miktarlarinin, farkh partiktl miktarlari ile
etkilestirilerek 100:1, 10:1 partiktl/siRNA oranlari saglanacak sekilde calisma
gerceklestiriimistir. 48 saat sure ile deney gruplari ile etkilestirilen hicreler total RNA

izolasyonunun gergeklestiriimesi i¢in toplanmislardir.

RNA izolasyonunun gerceklestiriimesi icin Zymo Research Quick-RNA Mini Prep kiti

kullaniimigtir.

Hazirlanmis olan orneklerin Gzerine 300 pL lizis tamponu eklenmis ve
hicrelerin  kaldiriimasi igin vorteks kullaniimistir. Bu islemin ardindan
kaldirilan hicreler oda sicakliginda 2 dakika suresince inktbe edilmigtir.

e Olusan ¢ozelti RNA izolasyon kolonuna aktarilarak 14000 rpm’de 30 saniye
boyunca santrifyj iglemi uygulanmistir.

e Lizat c¢ozeltilerinin Uzerine 300 pL etanol eklenerek pipetaj isleminden
gegirilmigtir.

e Olusan c¢ozelti ikinci bir RNA izolasyon kolonuna aktariimis ve 30 saniye
boyunca santrifujden gegirilmistir. Ardindan santrifij sonucunda tip altinda
biriken ¢ozelti ortamdan uzaklastiriimigtir.

o Gergeklestirilen bu islemin ardindan izole edilen RNA'lar ile birlikte DNA’larin

da izole edilmis olma ihtimaline karsi DNAz | ekleme islemi uygulanmis ve

DNA’lar uzaklastinimistir. Bu igslem icin kolonlar Gzerine 80 yL DNAz |

cOzeltisi eklenmistir. DNAz | ekleme isleminin ardindan 15 dakika inktibasyon

gergeklestiriimistir. Yapilan bu iglemlerin ardindan kolonlar Gzerine 400 pL
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RNA hazirlama tamponu eklenmis ve 30 saniye 14000 rpm’de santrifuj islemi
uygulanmigtir.

e Kolonlar Uzerine sirasi ile primer tamponu ardindan ise sekonder tampon
eklenerek izole edilen RNA’lara yikama iglemi uygulanmistir.

e Yikama igleminin ardindan 2 dakika 14000 rpm’de santrifdj islemi uygulanmis
ve fazla etanollin uzaklastiriimasi saglanmistir.

¢ RNA izolasyonu gergeklestirilen tipler RNA/DNA icermeyen tlpler igerisine
yerlestirildikten sonra Uzerlerine 100 uyL elisyon tamponu eklenmis ve 1
dakika boyunca inkiibasyon isleminden gegirilmistir.

e 14000 rpm’de 1 dakikalik santriflj islemi uygulanarak RNA’larin tupte
birikmesi saglanmistir.

e Elde edilen RNA’larin konsantrasyonlari Nanodrop cihazinda kontrol
edilmistir. 500-800 ng/uL olarak bulunan konsantrasyonlar, deneyde
surekliligin saglanmasi agisindan 100 ng/puL olacak sekilde seyreltme

isleminden gegirilmigtir.

Cizelge 3.2. RNA hazirlama kiti ile izole edilen RNA miktarlari.

Deney Grubu izole Edilen RNA
Miktari (ng/uL)
Naked siRNA (280 ng) 518.8
Naked siRNA (700 ng) 566.3
Naked siRNA (1400 ng) 473.7
Naked siRNA (2800 ng) 550.2
Partikil:siRNA (280 pg:2800 ng) 614.9
Partikdl:siRNA (280 pg:1400 ng) 551.5
Partikil:siRNA (280 pg:700 ng) 551.2
Partikil:siRNA (280 pg:280 ng) 529.4
Kontrol 569.8
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cDNA Sentez islemi:

e izole edilen RNA'lardan, geleneksel PCR cihazi (Veriti, Applied Biosystems)
kullanilarak Jena Bioscience Script cDNA Sentez Kiti (Thermo Scientific)
yardimi ile eslenik DNA sentezlenmisgtir.

e Yapilan optimizasyon deneylerinin sonucunda, her tupin hacmi 20 pL olacak

sekilde asagida verildigi gibi solisyonlar hazirlanmistir.

Cizelge 3.3. Eslenik DNA sentezinde kullanilan ¢ozeltilerin miktari.

Bilesen Hacim (pL)

RNA Ornegi 2

RNAz icermeyen su 9

Primer 1.0
cDNA Tampon Cozeltisi 4.0
dNTP Cozeltisi 2.0
RNase inhibitori 1.0
Reverse Transkriptaz Enzimi 1.0
Toplam 20

e Yukarida belirtildigi gibi hazirlanan tupler, belirlenen reaksiyon kosullari

altinda normal PCR cihazi yardimi ile inkube edildi.

Cizelge 3.4. PCR cihazinda uygulanan sicaklik programi.

Sicakhk Sure
25°C 5 dk
43°C 60 dk
70°C 5 dk

e Elde edilen cDNA’lar gergcek zamanli PCR uygulamasi yapilmadan once

elektroforez yardimi ile yaratulerek kontrol edilmis ve -80°C’de saklanmigtir.
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Gergek Zamanl PCR Caligsmasi

e Gen analizlerine ge¢gmeden once kullanilacak olan siklin D1 ve ABCT

primerlerinin 10 mM’lik ¢ozeltileri hazirlanmigtir.

e Primer optimizasyonlari gergeklestirilerek, sekans uzunluklari, GC oranlari

ve molekul agirliklar dikkate alinarak uygun PCR kosullari belirlenmistir.

e Gergeklestirilen optimizasyon ¢alismasi sonucunda, reaksiyon her tupte 20

ML hacimde, asagida verilen kosullarda 45 dongu olarak gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.5. Siklin D1 sentezinde uygulanan sicaklik programi.

Sicakhk Sure
25°C 5 dk
43°C 60 dk
70°C 5 dk

e 20 pL tip hacmi asagidaki sekilde belirlenmistir.

Cizelge 3.6. Optimizasyon ¢alismasi sonucunda belirlenen 20 pL’lik hacmin igerigi.

Bilesen Hacim (pL)
gPCR Master Mix 10
RNAz icermeyen su 6.8
F Primer 0.6
R Primer 0.6
Ornek 2.0
Toplam 20
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Tam ornekler ayni reaksiyon igerisinde, karsilastirmali Ct metodu ile 3 tekrarli
olarak ¢alisiimigtir. ACTB (beta aktin) referans gen olarak kullaniimigtir.
Deneyler Viia7 cihazinda PowerUp Syber Green Master Mix (Applied
Biosystems) kullanilarak gergeklestirilmistir. QuantStudio Teal Time PCR
Software Version 1.2. yazilimi kullanilarak analizler gerceklestirilmigtir.
Primerlerin data kilavuzunda belirtildigi sekliyle reaksiyonun etkinligi 1 olarak

kabul edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Yildiz Polimerlerin Karakterizasyonu
4.1.1. Molekul Agirhginin Belirlenmesi

Sentezlenen yildiz tipi polimerlerin molekul agirliklarinin belirlenmesi asamasinda
elde edilen polimerlerin ¢apraz bagli olmalari nedeni ile GPC yonteminde standart
kolonlarin kullanimi sonug vermemektedir. Bu nedenden o6turt molekul agirliklarinin
tayini farkh bir yontem kullanilarak gergeklestiriimistir. Bu yontemde Zeta-Sizer
Nano ZSP cihazindan faydalaniimigtir. Yontemde ortalama molekul agirlhigr net bir
sekilde olgulmek ile birlikte GPC yonteminde oldugu gibi 6rneklerin bilegenlerine
ayrilarak analizi yapilan molekul agirhgr dagilimi verilememektedir. Deneyler
genellikle bir lazer olan yuksek yogunluklu, tek renkli bir is1gin makromolekul iceren
¢Ozeltilerin olusturdugu 1sik sagilimi yogunlugunun bir veya birden fazla dedektorler
yardimi ile Olgilmesi ile gergeklesir. Bu yontem ile ¢ozelti icerisinde bulunan
makromolekuller statik 11k sagilimi teknigi ile 6lgime tabi tutulmusglardir. Cozeltilerin
bilinen konsantrasyonlari ile bir dizi kalibrasyon igleminin ardindan &l¢gimler
gergeklestiriimistir. GPC ydntemi ile yapilan oOlgimler sonucunda sentezlenen
nanopartikullerin molekual agirhgr dagihmi (Mw/Mn) 1,11 olarak hesaplanmigtir.
Zeta-Sizer Nano ZSP cihazi ile yapilan ortalama molekul agirigi élgimlerinde ise

ortalama molekul agirliginin 124x10° oldugu goézlenmistir.

4.1.2. Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Yildiz tipi polimerlerin morfolojik 6zelliklerinin belirlenebilmesi amaci ile TEM
cihazindan yararlaniimistir. Elde edilen TEM goruntulerinden partikullerin morfolojik
yapis! incelenmistir. Yapilan incelemeler sekil 4.1’de gosterilmis ve incelemeler
sonucunda partikul boyutlarinin 15 ila 25 nm araliginda ve kuresel yapida olduklari

g6zlemlenmistir.
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P s 50 nm

Sekil 4.1. Nanopartikullerin farkli bayutmelerde elde edilmis TEM goruntileri

4.1.3. Kimyasal Yapi1 Karakterizasyonu

Deneyler sonucunda sentezledigimiz polimerik nanopartikullerin sahip olduklari
yapisal ozelliklerin belirlenebilmesi igin Nukleer Manyetik Rezonans yontemi ile
karakterizasyondan faydalaniimigtir. Buradan yola g¢ikarak sentez asamasinda

gergeklestirilen polimerizasyon yonteminin basarili  bir sekilde gergeklestigi
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gosterebilmek amaci ile elimizde bulunan monomer olan PEGMA, sentezlenen Urin

ile kiyaslanmig ve yorumlar gergeklestirilmistir.

Orneklerin "H NMR spektrumlari Bruker cihazinda ¢dziicii olarak CDCls kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Polimerizasyonda monomer olarak kullanilan PEGMA
molekilinin Sekil 4.2’de goérilen 'H-NMR spektrumunda 5-6 ppm araliginda
gorulen iki adet pik bu molekile ait olan metakrilat bdlgesindeki —CH,
molekullerinden ileri gelmektedir. Polimerizasyon sonucunda elde edilen urinin
sekil 4.3'te gorilen "H-NMR spektrumu incelendiginde ise monomerde bulunan 5-6
ppm bdlgesinde gorllen iki adet —CH,; molekulindeki hidrojenlere ait piklere
rastlanmamistir. Bu da gergeklesen polimerizasyon sonucunda ortamda monomerin
kalmadigi ve monomerlerin basarili bir sekilde polimerlestiginin bir géstergesidir.
Ayrica sentezlenen Urlnun 'H-NMR spektrumunda 1 ppm bdlgesinde ¢ikan -CHj;
gruplarinin polimerlesmeden kaynakli tekrarlayan birimler ile sayilarinin artmasinin

bir sonucu olarak piklerin genisledigi gozlenmistir.
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Sekil 4.2. PEGMA molekulinin 1H- NMR spektrumu.
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Sekil 4.3. Sentezlenen yildiz polimer nanopartikilin 1H- NMR spektrumu.

4.1.4. Boyut ve Yuzey Yuku Analizi

Hazirlanan yildiz polimer partikiller, deiyonize su yardimi ile seyreltiimis ve
polistiren kuvet icerisine alinan seyreltiimis yildiz polimer partikiller Zeta-Sizer
(3000 HSA, Malvern, ingiltere) cihazi kullanilarak boyut ve ylzey yiki analizi

gergeklestiriimistir. Alinan her dlgiim Ug tekrarli olacak sekilde gergeklestirilmistir.
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Cizelge 4.1. Yildiz polimerlerin boyut, yluzey yuku ve PDI degerleri.

Partikiil Boyut (nm) Zeta (mV) PDI

Asitten
Gegirilmemis 15,1 £0,5 7,76 £1,1 0,38 £0,010
Ornekler
Asitten

Gegirilmis 17,1 £0,2 17,4 £0,7 0,36 0,013
Ornekler

Sonuglardan da anlasildigl Gzere 2M HCI ¢ozeltisi ile muamele edilen partikullerin
yuzey yukleri muamele edilmeyenlere oranla pozitif degerlere kayma gostermis ve
bu sayede negatif yuke sahip siRNA’larin sentezlenen polimer nanopartikillerin
yuzeyine tutunma olasiliklari daha da arttinimigtir. Ayrica yapilan iglemin
partikullerin boyut ve boyut dagihmi Uzerinde gozle gorulur bir etkisinin olmadigi

belirlenmistir.

4.2. Yildiz Polimerlerin Yiiklenme Veriminin incelenmesi
4.2.1. Qubit 3.0 Cihazi ile Yiiklenme Veriminin incelenmesi

Sitotoksisite ¢alismalari sonucunda belirlenen toksik olmayan optimum partikdl
miktari olan 280 pg/1 mL en ylUksek derisim kabul edilmig ve buna gore 100:1, 10:1,
1:1, 0.1:1, 0.01:1 partikul/ssDNA (w/w) alinarak 7500 ng sabit ssDNA miktarlarinda
baglanma verimi analiz edilmigtir. Yapilan bu calismada siRNA yerine ssDNA
kullaniimasinin nedeni; baglanmanin dl¢liimesi igin uzun surelerde caligilacak
olmasi nedeniyle ssDNA’ya gore daha kirilgan olan siRNA’nin uzun sureli
calismalara elverigli olmamasidir. Calismada 2,8 mg partikil, 1 mL nukleaz
icermeyen suda ¢ozulmustlr. Hazirlanan stok partikul ¢ozeltisinden yukaridaki
verilen oranlarda alinarak her bir mini santrifij tipundeki sabit ssDNA’lar ile
etkilestirilmistir. Sabit miktarlarda alinan ssDNA igerisine farkli konsantrasyonlarda
partikuller eklenmis ve 4 saat boyunca inkube edilerek baglanma gergeklestiriimistir.
inkiibe edilen partikillerin ssDNA baglanmasinin hesaplanmasi igin inkiibasyonun
gergceklesmesinin ardindan her bir deney grubu igin partikiller 15000 rpm’de
santrifij edilmiglerdir. Santriflj isleminin ardindan alinan érneklerden stpernatantlar
alinmig ve supernatantta bulunan baglanmayan ssDNA’larin 6zel floresan boya

yardimi ile boyanmasinin ardindan Qubit 3.0 cihazi ile dlgimler gergeklestirilmis ve
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baglanma verimleri hesaplanmistir. Hesaplanan degerler, asagida deney gruplari

ile birlikte verilmistir.

Cizelge 4.2. Farkli partikul oranlarinda, 7500 ng sabit ssDNA miktarlarinda Qubit

3.0 cihazi ile yapilan dlgumlerde okunan degerler (ng/mL). (n=3)

Partikiil/ssDNA Inktibasyon (ng/mL)
/
(wiw) 4 saat 12 saat 24 saat 48 saat
100:1 2580 +427 | 2290 +421 | 2420 +402 | 2300 +410
10:1 5140 +152 | 4480 +165 | 4620 +154 | 4840 +138
11 5260 +163 | 4910 +146 | 4670 +155 | 4700 +140
0,1:1 5440 +179 | 6840 +148 | 7320 +123 | 7110 +118
0,01:1 5660 +131 | 7050 +123 | 7500 +89 7500 +96
120
100
X 80
E
g
> 60
S
{ o=
©
® 40
o
) I ' i '
0
Kontrol 100:1 10:1 0,01:1

Partikul / ssDNA

Sekil 4.4. Partikuller ile 4 saat inkibe edilmig ssDNA’nin baglanma verimi grafigi.

Yapilan deneyler sonucunda en fazla partikil miktari oranina sahip 1. deney
grubunda 100:1, 4 saat inkibasyon sonucunda ortamda serbest halde bulunan
ssDNA miktarinin azaldigi gozlemlenmis ve ortamda bulunan partiklller ile
ssDNA’larin baglanma gosterdigi gorulmastiur. Partikil miktarlari az olan deney

gruplarinda baglanmanin da distigu gozlemlenmistir. ilerleyen deney sirelerinde

45



100:1, 10:1 ve 1:1 oranlardaki deney gruplarinin baglanma verimlerini koruduklari
ancak 0.1:1 ve 0,01:1 orana sahip deney gruplarinin baglanma verimlerini

kaybettigi, yapilan 48 saatlik baglanma verimi 6lgimlerinin ardindan gézlenmistir.

4.2.2. Agaroz Jel Elektroforez Galismasi ile Yiiklenme Veriminin incelenmesi

Sentezlenen polimerik nanopartikillerin ssDNA ile kompleks yapilarin olusturuldugu
yapilan Qubit 3.0 cihazi ile gdzlemlenmistir. Agaroz jel elektroforez yonteminde ise
partikul ile siRNA arasinda baglanmanin gerceklestiginin gosterilmesi ve Qubit 3.0

cihazi ile yapilan ¢galismaya destek amacli olarak gergeklestiriimistir.

Ornekler 2:1 érnek/boya gozeltileri olarak hazirlanmis ve jelde bulunan kuyucuklara
siRNA baglanan orneklerin santriflj edilmesi sonucunda olugan supernatantlari ile
bos siRNA yuklemesi yapiimigtir. 75 V, 30 dakika sabit akim kullanilarak érneklerin
jelde yuratulmeleri saglanmigtir. Yurutme isleminin ardindan jelin goruntilenme

islemi gergeklestiriimis ve sekil 4.5° te gorulen sonuglar elde edilmigtir.

Sekil 4.5. Agaroz jel elektroforez ¢alismasi.

Elde edilen agaroz jel elektroforez verileri incelendiginde, sekilde en parlak gézuken

bdlge partikuller ile muamele edilmemis ¢iplak siRNA’dir. Partikul/siRNA (w/w) orani
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bir baska deyigle kutle oranlari ile baglantili olarak, polimerde bulunan amin
gruplarinin mol oranlarinin, siRNA icerisinde bulunan fosfatlara orani (N/P)
arttiginda, baglanma veriminin de yukseldigi gozlenmistir. Buradan yola ¢ikarak
Qubit 3.0 calismasinda da oldugu gibi elde edilen veriler incelendiginde, baglanma
verimi en fazla olan 100:1 (w/w) orana sahip partiktl/siRNA grubu olarak

gorulmustar.

4.3. Yildiz Polimerlerin Sitotoksisite Analizi

Sentezlenen nanopartikillerin siRNA etkilestirme asamasindan 6nce partikullerin
biyouyumluluklarinin  gosterilmesi icin  MTT testi kullanilmigtir. Sitotoksisite
¢alismalarinda da gen susturma asamasinda kullanilacak olan HEp-2 insan larinks
kanseri hucre hatti kullanilmis ve hicreler 96 kuyucuklu plakalarda kulttre
edilmislerdir. MTT testinde farkli partiktl derisimleri iceren deney gruplari 6 tekrarli
olarak calisiimistir. Asagida verilen %hucre canlihdi tablolari incelendiginde asitle
muamele edilen ve edilmeyen iki deney grubu sonuglarinda ylUkselen partikdl
derisimlerinde toksik etki gosterdigi, ancak 500 ug partikil ve bunun azalan
miktarlarini iceren c¢ozeltilerde %hucre canlihdinin istenilen araliklarda oldugu
gozlemlenmistir. Test sonuglari Uzerinde tek yonlid ANOVA testi uygulanmis ve
p<0.05 baz alinarak istatistiksel olarak pozitif kontrole goére anlamli fark olusan
gruplar belirlenmistir. Yapilan galismalar sonucunda asit ile muamele edilmemis
deney gruplarinda pozitif kontrole gére anlamli fark sadece 1000 pg partikdl
kullanilan deney grubu olarak gézlenmistir. Ardindan asit ile muamele edilen gruplar
Uzerinde yapilan galismada uygun aralik %80 ve Uzeri canhlik gésteren ve anlamli
farkin olusmadigi aralik olan 250 ug/mL ile 500 pg/mL belirlenmistir. Bu gruplar
icerisinde de anlamli istatistiksel fark olugsmadigini belirledigimiz araliklar arasindaki

deger olan 280 ug/mL ¢alisma konsantrasyonu olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.6. Farkli konsantrasyonlarda asit ile muamele edilmemis yildiz polimer

nanopartikullerin % canllik (sitotoksisite) grafigi (p<0.05). (*) p<0.05 baz alindiginda
anlamli fark olan gruplari géstermektedir.
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Sekil 4.7. Farkh konsantrasyonlarda asit ile muamele edilmis yildiz polimer

nanopartikullerin %canllik (sitotoksisite) grafigi (p<0.05). (*) p<0.05 baz alindiginda
anlaml fark olan gruplari géstermektedir.
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4.4. Yildiz Polimerler ile RT-PCR Galigsmasi

Siklin D1 geninin hicrelere verilmis olan siRNA ile baskilandigini gdéstermek amaci
ile Gergek-Zamanl PCR analizinden yararlaniimistir. Yapilacak olan ¢alisma igin 6
kuyucuklu plakalarda her kuyucukta 2,0x10° hiicre/mL olacak sekilde HEp-2
hucreleri ekilmistir. 24 saat suren inkubasyon igsleminden gecirilen hucreler farkh
deney gruplari ile 48 saat muamele edilmiglerdir. Calisma gruplarindan izole edilen
RNA’lar cDNA’ ya donuasturilmek icin bolim 3.4.2.1°de aciklanan prosedur
izlenmistir. Siklin D1 gen ifadelenmesinin inhibe edildigini gosterebilmek amaci ile
gen ifade analiz calismasi yapilmistir. Yapilan g¢alisma sonucunda elde edilen
verilerin analizleri yapilmis ve hedeflenen genin ne kadar inhibe edildidi referans
olarak segilen genin ifadelenme seviyesi ile kiyaslanarak asagida verilen sonuglar

elde edilmistir.
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Sekil 4.8. Farkli miktarlardaki partikuller ile etkilestiriimis siRNA’lar ile sadece siklin
D71’in HEp-2 hucreleri ile etkilestirildikten sonra elde edilen Gergek-Zamanli PCR
sonuglari.

Elde edilen sonuglar incelendiginde partikuller ile etkilestirimeyen farkh

miktarlardaki siRNA’larin eklenen miktarlari ile orantili olarak en fazla bagil gen

49



susturma, yaklasik %15 bagil gen susturmasi gosteren 2800 ng (10 pL) siklin D1
siRNA iceren hucre grubunda gozlenmistir. Tasiyici olarak kullanilan partikdller,
partikuller ile etkilegtiriimeden kullanilan ¢iplak siRNA'lar ile kiyaslandiginda gen
susturmasinda daha basarili olduklari kanitlanmigtir. Ayrica baglanma verimi en
yuksek olan partikullerin (100:1) yaklasik %43 bagil gen susturmasi gosterdigi
yapilan galisma ile ortaya konmustur. 100:1 ve 10:1 deney gruplarinda sabit siRNA
miktar1 olarak 2800 ng siRNA kullanilarak, kutlece 100 kat ve 10 kat partikul ile

etkilestirilmislerdir.
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SONUCLAR

Tez galismasi kapsaminda in vitro olarak gergeklestirilen gen tedavisi uygulamasi

icin tasiyici sistem olarak yildiz polimerler sentezlenmis ve larinks kanserinin gen

tedavisi uygulamasindaki basarisi arastiriimistir. Tez kapsaminda elde edilen

sonuglar incelendiginde;

Calisma kapsaminda ilk olarak yildiz polimerler siRNA tasinimi igin tasiyici
sistem olarak sentezi gerceklestiriimis ve karakterizasyonu yapiimigtir.
Sentezlenen polimerik nanopartikiller boy-boy dagilimi ve yuzey yukleri
acisindan degerlendiriimis ve bu parametreler incelendiginde siRNA’nin
yapisindan kaynakli olarak uygun bir tasiyici oldugu sonucuna variimistir.
Sentezlenen polimerik nanopartiklllerin sentezinin basarili bir sekilde
gerceklestigi H-NMR ve TEM teknikleri araciligi ile ortaya konmustur.
Yapilan zeta potansiyel ¢alismalarinda protonlanan nanopartikullerin pozitif
degere kaydiklari gdézlemlenmigtir.

siRNA yukleme calismalarinda elde edilen veriler degerlendirildiginde farkli
miktarlarda partikul ile calisiimis ve baglanma verimi spektroflorometrik
olarak Qubit 3.0 ile analiz edilmistir. Yapilan analiz sonucunda %65,6 ile en
iyi baglanma verimi gosteren nanopartikul/siRNA (w/w) orani 100:1 olarak
gOsterilmistir. Ayrica baglanma veriminin en yuksek elde edildigi 100:1 orani
agaroz jel elektroforez yontemi ile de desteklenmisgtir.

Nanopartikullerin in vitro kullanimi igin sitotoksisite calismalarinda MTT testi
uygulanmis ve hem asit ile muamele edilmis partikillerin hem de asit ile
muamele edilmemis partikullerin ciddi bir toksik etki gostermedigi sonucuna
varilmis ve bu agsamadan sonra asit ile muamele edilip yuzey yuki pozitif
degerlere kayan partikuller ile ¢calisiimig, toksik olmayan optimum ¢alisma
miktari 280 ug/mL olarak hesaplanmigtir.
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Yapilan baglanma verimi ¢alismalarinda elde edilen veriler
degerlendirildiginde dusuk nanopartikil miktarlarinda partiktllerin belirli bir
sure sonrasinda siRNA tasima kapasitelerinin dustugu hatta ortadan kalktigi
g6zlemlenmistir. 100:1, 10:1 ve 1:1 partikul/siRNA (w/w) oranlarina sahip
olan partikillerin 48 saat inklibasyon suresince baglanma verimi
Olcimlerinden yola gikarak stabilitelerini koruduklari ortaya konmustur.
Yapilan RT-PCR analizlerinde baglanma verimi en yuksek olan 100:1, 10:1
partiktl/siRNA oranlari kullaniimig ve siRNA ile etkilestirilen partikullerin
ciplak siRNA’lara oranla daha etkili olduklari ve gen baskilamada ¢iplak
siRNA’ya oranla daha basarili sonuglar verdikleri gérulmustar.

Bu sonuglardan yola gikarak sentezlenen yildiz polimerler ile larinks kanseri
hicre hatti olan HEp-2 hucreleri Uzerinde siRNA tedavisi uygulamasinda

siklin D1 geni kullanilarak basarili sonuglar elde edilmistir.
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