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KISALTMALAR

bp : Baz ¢ifti

BSA : Bovin serum albumin

°C : Celsius

dk : Dakika

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO - Dimetilstilfoksit

DNA : Deoksiriboniikleik asit

DPBS : Dulbecco fosfat tamponlu salin
dsRNA - Cift zincirli RNA

E. coli : Escherichia coli

EDTA : Etilendiamin tetraasetik asit

EE . Enkapsiilasyon verimligi

FBS : Fetal bovin serum

FDA : Food and drug administration

g : Gram

GPR87 : G-protein bagimli reseptor 87
GPRC : G protein-baglantili hiicre yiizeyi reseptorleri
L - Litre

LB > Luria bertani

LE . yiikleme verimligi

mg : Miligram

mMiRNA : MikroRNA

mL . Mililitre

mM : Milimolar

MRNA : Mesajc1 RNA

nm : Nanometre

NP : Nanopartikiil

OD : Optik yogunluk

PBS : Fosfat ile tamponlanmis tuz ¢ozeltisi
PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu

PLGA : Poli laktik-ko-glikolik asit

PTGS . Post-Transkripsiyonel Gen Susturulmasi
RISC : RNA - Indiikleyici Susturucu Kompleks
RNA - Riboniikleik asit

RNAI : RNA interferans

rpm : Dakikadaki devir sayis1

SiRNA - Kii¢iik Engelleyici RNA

sn . Saniye

TAE > Tris asetik asit EDTA

uv : Ultraviyole
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POLI LAKTIK-KO-GLIKOLIK ASIT NANOPARTIKULLERI
KULLANARAK HEDEFLI HUCRELERDE RNA INTERFERANS iLE GEN
SUSTURMA YONTEMI GELISTIRILMESI

OZET

Pankreas kanseri hem diinyada hem de Tiirkiye'de mortalite insidans orani en yiiksek
kanser tiirleri arasinda sayilmaktadir. Bu veri var olan tedavi stratejilerinin yeterince
etkili olmadigimi gostermektedir. Modern yontemlere ragmen heniiz etkili bir ilag
tedavisi gelistirilememistir.

Ayrica tedavi amaclh kullanilan kemoterapi ilaglarinin tiimorii hedef alamamasi ve
saglikli dokular iizerinde etkili olmasi; tedavi amagli kullanilan radyoterapinin ise
radyasyona maruz kalan saglikli dokuda fonksiyon kaybi olusturmasi gibi bu
yontemlerin ¢esitli dezavantajlar1 vardir.

Kanser tedavisinde geleneksel tedavi yontemlerinin yerini, timore 6zgii hedeflenmis
yeni nesil tedaviler almaktadir. Hedefe yonelik tedaviler saglikli hiicrelere zarar
vermedigi ve yiiksek secicilige sahip olduklari i¢in oldukga ilgi gdrmektedir.

RNA interferans (RNAI) teknigi, ¢ekirdekte DNA tarafindan kodlanan ¢ift iplikli mi-
RNA’nin tek sarmalimin sitoplazmada komplementeri olan spesifik mRNA
molekiillerini yikima ugratmasi sonucu, gen ekspresyonunun inhibe edildigi dogal,
biyolojik bir siirectir. Antisense etki gosteren molekiillerin hedef mRNA’ya
baglanmasi, genin eksprese olmasin1 engellemektedir. RNAi mekanizmasinda,
antisens etki gdosteren mikroRNA (miRNA), kiigiik engelleyici RNA (siRNA) gibi
c¢esitli molekiiller kullanilmaktadir.

Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) nanopartikiiller; biyobozunurluk, yiiksek
biyouyumluluk, diisiik toksisite gibi Ozellikleriyle kanser teshis ve tedavisinde
kullanilmaktadir. PLGA nanopartikiillerin igerisine yiliklenen siRNA ile mRNA
diizeyinde etkili gen susturulmasi miimkiindjir.

GPR87 (G-protein bagimli reseptér 87) geni, GPCR (G protein-baglantili hiicre

yiizeyi reseptorleri) ailesine dahil hiicre yiizey reseptorinii kodlayan gendir.
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Pankreas kanserinde asir1 eksprese olan GPR87 geni hiicrelerin canliligini devam
ettirmede dnemli rol oynamaktadir.
GPR87 geni, siRNA yiiklii PLGA nanopartikiilleri kullanilarak genin susturulmasi

hiicrelerin yasam siiresini onemli derecede etkilemektedir.

Bu ¢alismada farkli hiicrelerde GPR87 geni PLGA nanopartikiilleriyle hedeflenerek,
genin RNA1 mekanizmasiyla post transkipsiyonel susturulmasi hedeflenmistir. Bu
amagla ilk olarak GPR87 geni HEK293T hiicre hattindan izole edilmis, izole edilen
gene Ozgili tasarlanan primerler ile genin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
amplifikasyonu gerceklestirilmistir. PCR {iriinii ve psiCHECK™-2 vektorii Xhol ile
kesilerek ligasyonu gerceklestirilmigti. GPR87-psiCHECK™-2  rekombinant
vektorii E. coli One Shot® Machl™-T1R hiicrelerine transforme edilmistir.
Transformasyon kontrolii PCR, agaroz jel elektroforezi ve biyoinformatik araglarla
kontrol edilmistir. Daha sonra GPR87 gen dizisine 0zgii siRNA iretimi
gerceklestirilmistir.  SIRNA iretimi ilk o6nce oligoniikleotit template tasarimi
gerceklestirilmistir. Tasarlanan bu template T7 promoter primer ile hibridizasyonu
saglandiktan sonra Klenow DNA polimeraz ile polimerizasyonu gergeklestirilerek
dsRNA elde edilmistir.

Tezin ikinci asamasinda PLGA nanopartikiillerinin sentezlenmesi, karakterizasyonu,
optimum salim siiresi ve toksisitesi tespit edilmistir. Bu amagla ilk 6nce water-oil-
water (W1/O/W2) cift emiilsiyon ¢oziicii buharlastirilmas1 yontemiyle PLGA
nanopartikiilleri hazirlanmistir. Ug farkli formiilasyonda nanopartikiiller hazirlanmis
ve bu nanopartikiillere siRNA yiikklenmistir. Elde edilen siRNA-PLGA
nanopartikiillerinin karakterizasyonlar1 gergeklestirilmis, enkapsiilasyon veriminin
(%EE) ve vyikkleme veriminin (LE) hesaplanmistir. Ayrica olusturulan

nanopartikiillerin in vitro salim siireci optimize edilmis ve sitotoksisitesi Ol¢tilmiistiir.

Son asamada ise iretilen nanopartikiiller insan embriyonik bobrek hiicre hatti
HEK293T ve pankreas hiicre hatt1 1.1B4 hiicrelerinde gen susturma oranlari lusiferaz
aktivitesi ile tespit edilmistir. Ug farkli protokol kullanarak hazirlanan SiRNA-PLGA
nannopartikiillerin gen susturma oranlarinin farkli oldugu, yiliksek enkapsiilasyon ve
yiikleme verimliligine sahip oldugu, in vitro salim siiresinin istenilen diizeyde oldugu
ve ayrica hazrilanan siRNA-PLGA nanopartikiillerinin genin post transkripsiyonel

susturulmasini saglayarak hiicre 6liimiine neden oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: siRNA, PLGA, RNAI, GPR87, pankreas kanseri
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DEVELOPMENT OF GENE SILENCING METHOD WITH RNA
INTERFERENCE IN TARGET CELLS USING POLY LACTIC-CO-
GLYCOLIC ACID NANOPARTICLES

SUMMARY

Pancreatic cancer is considered among the highest cancer incidence and mortality in
the world and in Turkey. These data indicate that existing treatment strategies are not
sufficiently effective. In spite of developed modern methods, pancreatic cancer, can
be treated with surgical methods only.

In addition, chemotherapy drugs used for therapeutic purposes can not target the
tumor and have a harmful effect on healthy tissues; these methods have several
disadvantages, such as radiotherapy used for therapeutic purposes, resulting in loss of
function in healthy tissue exposed to radiation.

Traditional treatment methods for cancer treatment are replaced by new generation
therapies specific to the tumor. Targeted therapies are of great interest of scientific
authorities as they do not harm healthy cells and have high selectivity to the tumor
tissue. The RNA interference (RNAI) technique is a natural, biological process in
which gene expression is inhibited as a result of the destruction of specific mMRNA
molecules that are complementary to the cytoplasm of the single strand of double
stranded miRNA encoded by DNA in the nucleus. The binding of antisense-acting
molecules to the target mMRNA inhibits the expression of the gene. In the RNAI
mechanism, a variety of molecules such as microRNA (miRNA) and small
interfering RNA (siRNA) are used which exhibit an antisense effect.

Poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA) nanoparticles; used for diagnosis and
treatment of cancer; shows superior properties such as characteristic
biodegradability, high biocompatibility, low toxicity compared to other nano drug
delivery systems. It is possible to silence the gene at the level of mMRNA with the
SIRNA loaded into the PLGA nanoparticles.
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The GPR87 (G protein-coupled receptor 87) gene is the gene encoding the cell
surface receptor included in the GPCR (G protein-coupled receptors) family. The
GPR87 gene, which is overexpressed in pancreatic cancer, plays an important role in
maintaining the viability of cells.

Silencing of the gene using the GPR87 gene, siRNA-loaded PLGA nanoparticles,
significantly affects the survival of the cells.

In this study, the GPR87 gene was targeted by PLGA nanoparticles in different
cells, and the gene was aimed to be post transcribed by the RNAiI mechanism.

For this purpose, the GPR87 gene was isolated from the HEK293T cell line, and the
gene isolated polymerase chain reaction (PCR) amplification was performed with the
gene-specific primers.

The PCR product and the psiCHECK?2 vector were ligated by Xhol. The GPR87-
psiCHECK ™ -2 recombinant vector was transformed into E. coli One Shot® Machl
™ _T1R cells. Transformation control was controlled by PCR, agarose gel
electrophoresis and bioinformatics. Then, the generation of siRNA specific to the
GPR87 gene sequence was performed. The first generation of siRNA production was
carried out by the oligonucleotide template design. After hybridization with this
template T7 promoter primer was achieved, polymerization with Klenow DNA
polymerase was performed to obtain dsRNA.

In the second stage of the thesis, the synthesis, characterization, optimum release
time and toxicity of PLGA nanoparticles were determined. For this purpose, PLGA
nanoparticles were first prepared by water-oil-water (W1 / O / W2) double emulsion
solvent evaporation method. Using different techniques, nanoparticles were prepared
in three different formulations and siRNA was loaded into these nanoparticles.
Characterization of the obtained siRNA-PLGA nanoparticles were performed, and
the efficiency of the Encapsulation efficiency (% EE) and loading efficiency (LE)
were calculated. In addition, the in vitro release process of the generated
nanoparticles was optimized and cytotoxicity was measured.

In the final stage, the gene silencing caused by nanoparticles at human embryonic
kidney cell line HEK293T and pancreatic cell line 1.1B4 were determined by
luciferase activity. The gene silencing results obtained from SiRNA-PLGA
nanoparticles produced using three different protocols were not equal. It was
determined that the nanoparticles had high encapsulation and loading efficiency, the
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in vitro release time was optimum, and the prepared siRNA-PLGA nanoparticles

caused a complete post-transcriptional silencing of the gene which consequently

caused %15 cell death.

Keywords: siRNA, PLGA, GPR87, pancreactic cancer



1. GIRIS VE AMAC

Kanser, hiicrede genetik ve epigetik degisiklikler sonucu hiicrelerin kontrolsiiz
boliinmesi ve ¢ogalmasi sonucu olusan kotii huylu tiimorler olarak tanimlanmaktadir
[1]. Diinya Saglk Orgiitiinii (WHO) niin yaptig1 calismalar sonucu diinya genelinde
goriilen o6liimlerin kalp rahatsizliklarindan sonra en biiylik pay sahibinin kanser
oldugu belirtilmektedir. Pankres kanseri, mortalite insidans orani en yiiksek kanser
tiirleri arasinda sayilmaktadir. Bu veri var olan tedavi stratejilerinin yeterince etkili
olmadigin1 gostermektedir. Modern yontemlere ragmen heniiz etkili bir ila¢ tedavisi
gelistirilemeyen pankreas kanserine ancak cerrahi yontemler ile miidahale
edilmektedir [2]. Ayrica tedavi amaglh kullanilan kemoterapétik ilaglarin timorii
hedef alamamas1 ve saglikli dokular iizerinde sayisiz yan etki gdstermesi; tedavi
amaglh kullanilan radyoterapinin ise radyasyona maruz kalan saglikli dokuda
fonksiyon kaybi gibi ¢esitli problemlere neden olmaktadir. Bu nedenle geleneksel
kanser tedavi yontemleri yerini, timore 6zgii yeni nesil tedavi yontemleri almaktadir.
Hedefe yonelik tedaviler, saglikli hiicrelere zarar vermedikleri ve yiiksek segicilige
sahip olduklar1 i¢in biiyiik ilgi ¢ekmektedir [3]. RNA interferanst (RNAi) teknigi,
gen ekspresyonunun sitoplazmada spesifik mRNA molekiillerinin pargalanarak
inhibe edildigi dogal, biyolojik bir siiregtir. RNA1 mekanizmasinda, antisens etkisine
sahip miRNA ve siRNA gibi c¢esitli molekiiller kullanilabilir. Antisens etkili
molekiiller hedef mRNA'ya baglanarak, genlerin transkripsiyon sonrasi
fonksiyonlarinin ve hedefteki istenmeyen genetik aktivitenin durdurulmasi yoluyla
hastaliklarin tedavisinde 6zgiin bir yaklasim sunmaktadir [4]. RNAi mekanizmasinda
gicli ve etkili gen susturma Ozelligi nedeniyle ekzojen kaynakli siRNA’lar
kullanilmaktadir. siRNA temelli gen terapisi kanser gibi cesitli hastaliklar1 tedavi
etmede umut verici yeni bir strateji olarak goriilmektedir [5]. Bununla birlikte,
siRNA'nin klinik uygulamasinda hizli degradasyon, spesifik olmayan dagilim, zayif
hiicre almi ve diisiik endozomal kacis etkinligi nedeniyle direkt olarak
uygulanamamaktadir [6] ve tasiyici bir sisteme gereksinim duyulmaktadir.

Ayrica ekzojen olarak sentezlenen siRNA'min aktivitesi, makromolekiiler yapisi,

siRNA’nin negatif yiikii ve hiicre zarinin negatif yiikli fosfolipid yapist nedeniyle bir
1



itici kuvvet uygulayarak hiicre zarindan girisine engel olur [7, 8]. Oligoniikleotitlerin
niikleaz enzimler tarafindan parcalanmasi, siRNA'nin hedeflenen hastalik bolgesine
sistemik ulagsmasinda ana engellerdendir [9].

Biyouyumlu ve biyopaglanabilir nano ilag tasima sistemleri, DNA ve RNA gibi
terapotik molekiilleri, enzimatik reaksiyonlardan, bagigik sisteminden koruyarak
sistemik kan dolagiminda istenilen boyutta, giivenle hedefe taginmasini saglar [10,
11]. siRNA' nin niikleaz enzimlerine duyarliligi ve etkili susturma kabiliyeti nano-
ila¢ tasima sisteminde, DNA’ya oranla siRNA tasinmasii daha cazip hale getirir
[12]. siRNA tasinmasinda yiikiinin ayarlanabilmesi, hizlandirilmis membran
penetrasyon saglamasi [13] ve hiicre igerisine girise imkan vermesi, gibi 6zellikleri
nedeniyle nanopartikiiller kullanilmaktadir.

Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), laktik ve glikolik kopolimerinden olusan
sentetik bir polimerdir. Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA) tarafindan onayli, biyouyumlu,
biyobozunur ve toksik olmamasi nedeniyle cesitli terapotik molekkiilerin
tasinmasinda kullanilmaktadir [14, 15]. PLGA, endo-lizozomal kompartmandan
sitoplazmik bolmeye kagtig1 ve fizyolojik ortamda hazirlanan nanopartikiil uzun siire
boyunca niikleik asit salinimini gergeklesirtirdiginden, hedef dokuda uzun siireli gen
ifadesi saglar [16].

Cesitli nanopartikiiller bulunmasma ragmen [17-20], biiyiikk oranda siRNA
tasinmasinda PLGA nano-miselleri tizerinde yogunlagilmaktadir [15, 21].

SIRNA dissal faktorlerin etkisiyle yikiminin kolay olmasi fiiretim siirecinin
optimizasyonunun onemini ortaya koymaktadir. Literatiirde bugiine kadar bildirilmis
olanlara ragmen, ultra sonikasyon, oda sicakliginda uzun siireli reaksiyonlar, proses
sirasinda organik ¢oziiclilerin uygulanmasi ve hatta santrifiij gibi ajitasyon siireci [22,
23]. RNA’nin yapisina zarar vermektedir. Ayrica nanopartikiil {iretim prosesi
sirasinda kaybedilen RNA orani, yayinlanmis arastirma verilerinde nadiren
tartigilmistir [24].

siRNA yiiklii nanopartikiil gelistirilirken, RNA yapisin1 bozmadan kiiresel sekilli,
optimum salim siiresi ve yiiksek kapsiillasyon verimliligine sahip (%EE), mono
dispers pargacik tiretimi olduk¢a zordur. Hidrofilik sSiRNA ve amfifilik PLGA’nin
etkilesimi sayesinde, uzun salim siiresine sahip monodispers parcaciklarin iiretimi
gerceklestirilebilir [22]. Bu amaca ulagsmak igin poli-vinil alkol (PVA) veya poli-
etilen imid (PEI) [24] gibi polimerler ylizey gerilimini azaltarak sulu ortamda



siRNA’nin kendiliginden bilesen sistemle olusan PLGA nano-misellerinin hidrofobik
kismina girmesini kolaylastirir. Fakat PVA/PEI gibi toksisiteye neden olabilecek
molekiillerin santrifiij ile atilmasi1 gerekir. Santrifiij islemi PLGA icersinde bulunan
siRNA’nin nanopartikiilden disar1 ¢ikmasina ve enkapsiilasyon veriminin diismesine
neden olur.

Ayrica su ile karigabilen c¢oziiciilerin niikleotitlere baglanma ve etkilesimleri
niikleotit omurgasinin stabilitesini azalatabilir, bu nedenle arastirmacilar PLGA’y1
¢ozmek ve nanopartikiil hazirlanmada su-yag-su yontemini kullanmaya ydnlendirir.
Bu yontemde organik ¢oziicli igceren PLGA’nin ultrasonik problar kullanarak su
iceren RNA’da emiilsifikasyonunu gerekir [24].

G protein-bagl reseptorler (GPCR) 87, yeni tanimlanan bu gen 3q24 kromozomu
tizerinde yer alir. G protein-bagli reseptorler hiicre zarin1 yedi kez gecen heliksli
yapisi, hiicre igine bakan bir C-ucuna ve hiicre disina bakan bir N ucu ile sahip
oldugu agiklanmaktadir [25, 26]. Hiicre yiizey GPCR’leri ¢esitli kanser tiirlerinde
asir1 eksprese oldugu ve tiimor hiicrelerinin hayatta kalmasinda énemli rol oynadigi
belirtilmistir  [25-27]. GPR87 geninin pankreas kanserinde dikkate deger
ekspresyonun arttig1 ve pankreas kanseri olan hastalarin daha kisa genel sagkalimi ile
iligkili ~ bulunmustur. GPR87°nin asir1  ekspresyonu, pankreas kanserinde
kemoterapoétik bir ajan tarafindan indiiklenen proliferasyon, metastaz, anjiyogenez ve
apoptoza diren¢ sagladigi belirtilmistir. Ayrica yapilan calismada GPRS87’inin
pankreas kanserinin ilerlemesinde hayati bir onkogenik rol oynadigi ve pankreas
kanseri tedavisi i¢in potansiyel bir hedef olacagi belirtilmektedir [26].

Bu caligmada siRNA yiiklii PLGA nanopartikiilleri kullanilarak GPR87 genin post
transkripsiyonel susturmasi amaclanmistir. Bu amagla ilk once siRNA iiretimi
gerceklestirilmistir.  Uretilen siRNA literatiir ile uyumlu olarak PLGA
nanopartikiillerinin olusumu sirasinda ve yeni bir metod kullanilarak 6nceden
tiretilmis PLGA nanopartikiillerine yiiklenmistir. Farkli yontemlerle iiretilen PLGA
nanopartikiillerine siRNA yiiklenmesi, GPR87 geninin en yiiksek %EE degerine
sahip, mono dispers PLGA nanopartikiilleri kullanilarak susturulmasi ve optimize

edilmis salim siiresi elde edilmeye ¢aligmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Kanser

Kanser bir organ veya dokudaki hiicrelerin kontrolsiiz boliinmesi ve ¢ogalmasi
sonucu olusan ko&tii huylu timdrler olarak tanimlanmaktadir [28]. Kanserli
hiicrelerde genetik ve epigenetik degisiklikler kontrolsiiz hiicre boliinmesine yol agar
[29]. Giiniimiizde bulunduklari organa ve koken aldiklari hiicre tiiriine gére farkli
isimlendirilen 100°den fazla kanser ¢esidi tanimlanmig, tahmini kanser ¢esidinin
200’den fazla olabilecegi ileri siiriilmiistiir [30].

Olduk¢a karmasik bir hastalik olan kanser, popiilasyonlarda, bireylerde, genetik
materyalde molekiiler diizeydeki degisikliklere kadar birgok seviyede farkliliklar
gostermektedir. Kanser genomik arastirmalari, dzellikle insan genom projesinin
sonuglandirilmasi ile kanserin ¢ok ¢esitli genomik degisiklikler sonucu ortaya ¢iktigi
tezini gliglendirmistir [31].

Normal viicut hiicrelerinde hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasini kontrol eden g¢esitli
mekanizmalar mevcuttur. Hiicrede mutasyonlar, UV 15181, kimyasallar, tiitiin
tirtinleri, virliis ve gevresel faktorlerin etkisiyle [32] hiicre anormal biiyiimeye ve
boliinmeye baglar. Bu hiicreler viicudun farkli bolgelerine yayilir (invazyon) ve bu
ikincil alanlarda ¢ogalarak tiimor olusturur (metastaz) [33].

Insan viicudunda bulunan genler arasinda bazilar1 kanser ile iliskilidir. Kanser tiiriine
bagli olarak bu genlerde mutasyon adi verilen degisiklikler meydana gelir.
Protoonkogenler bu genlerden bazilaridir. Protoonkogenler hiicrede biiylime,
cogalma, farklilagsma, apoptoz gibi ¢esitli islevleri kontrol eden hiicre sinyal
iletiminde etkili proteinlerin  sentezinden sorumlu olan genlerdir [34].
Protoonkogenler mutasyona ugradiklarinda onkogene doniisiirler. Protoonkogenlerin
Mmutasyona ugramasi biiylime faktorlerinin asir1 iiretimi, transkripsiyon faktorlerinin
sentezinin artmasi [35], bu genlerden iiretilen enzimlerin substrat yiizeyleri modifiye
ederek baglanma kapasitelerinin artmasina nede olur [36].

Onkogenlerin aksine tiimor baskilayic1 genler hiicre boliinmesi, DNA onarimi ve

hiicrelerin ne zaman O6leceginin bilgisini veren genlerdir. Bu genlerden p53 gibi
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tiimor baskilayict genler hiicre 6liimiinii arttirarak veya biiyiimeyi baskilayarak timor
biiyiimesini engeller [37]. Tiimor baskilayici genlerde meydana gelen mutasyonlar
hiicre boliinmesinin kontrol edilememesine neden olur [38].

Diger gen gruplarina ek olarak genom kararlilik genleri; DNA onariminda rol
oynayan, kromozom biitiinliigiinii koruyan ve diizenleyen genlerdir. Ayrica bu genler
timor baskilayict ve protoonkogenlerin mutasyon hizini arttirir [39]. Bu genlerde
cevresel etkenler, DNA replikasyonu sirasinda yanlis niikleotid eklenmesi gibi ¢esitli
faktorlerin etkisiyle DNA hasar1 meydana gelebilir. Ayrica bu genlerde olusan
mutasyonlar hatalarin diizeltilmesini engelleyerek mutasyonlarin artarak yayilmasina
neden olur. Bu hiicrelerde kanser goriilme potansiyelini arttirir. Ornegin XP
(Xeroderma pigmentosum)’da DNA onariminda sorumlu genlerde meydana gelen
mutasyon sonucu derinin UV 1s18ma duyarliligi ve cilt kanserinin olusma olasilig

artar [40].

2.1.1 Pankreas kanseri

Pankreas kanseri hem diinyada hem de Tiirkiye’de mortalite insidans oran1 en yiiksek
kanser tiirtidiir [41]. Pankreas kanseri agresif seyirli, 6liimciil, ileri yaslarda goriilme
siklig1 daha da artan malign kanser tiiriidiir [42]. Mevcut tedavi protokolleriyle tani
koyulduktan sonra ki yasam siiresi ortalama 6 aydir. Modern yontemlere ragmen
heniiz etkili bir ilag tedavisi gelistirilemeyen pankreas kanserine ancak cerrahi
yontemler ile miidahale edilmekte ve etkin bir tedavi yontemi bulunmamakadir.
Pankreatik kanserin en oliimciil tedavi yontemleri arasinda olmasiin nedenleri;
agresif timor gelisimiyle kemoterapi ve radoyoterapiye diren¢ gelismesi, erken
evrede metastaz yapabilme 6zelligidir [43]. Pankreatik kanser tiirleri arasinda en sik
rastlanan duktal adenokarsinomadir [44]. Bu nedenle pankreatik kanser denilince
pankreatik duktal adenokarsinom anlasilmaktadir.

Pankreas kanserinin daha iyi erken tan1 ve tedavisinin yapilabilmesi i¢in molekiiler
patogenezinin detayli olarak agiklanmasi gerekmektedir. Diger kanser tiirlerinde
oldugu gibi pankreatik kanserde de c¢esitli kromozomal degisiklikler, nokta
mutasyonlart gibi cok ¢esitli genetik ve epigenetik degisiklikler tespit edilmistir.
Tespit edilen bu degisiklikler hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasina yol agarak malign

tiimorlere neden olmaktadir [45].



Pankreas kanseri gelisiminde, tiimor siipresor gen ve onkogenlerde meydana gelen
mutasyonlar, kromozomlarda goriilen anormaliler, mikrosatellit kararsizlig1, epigetik
degisiklikler gibi molekiiler diizeyde meydana gelen degisiklikler etkilidir [46].
Kromozomal anormaliler icerisinde en stk 1, 4, 6, 9, 12, 17, 18, 21, Y
kromozomlarda gozlenmektedir. Nadir olarak diger kromozomlarda ¢esitli kayiplar
meydana gelmektedir [47].

Gen diizeyinde degisiklikler; tiimor siipresor genler ve onkogenlerde olusabilir.
Pankreatik  kanserde mutasyonu belirlenen Onemli  genlerden  bazilari
CDKN2A/p16/MTS1 (%95), TP53 (%50-75), MADH/SMAD4/DPC4 (%55), FHIT
(%70) “dir [48].

Dukal adenokarsinomlarda yapilan ¢alismalar sonuucu bir¢ok onkogende ekspresyon
diizeyinde degisiklik gézlenmistir. En yaygin degisiklik tespit edilen onkogenlerden
bazilari; KRAS, CDKN2A (p16), TP53 ve SMAD4, RAS grubudur [47].

Pankreatik kanser tiirlerinde biiyiime hormonlari ve onlarin reseptorlerinin de
icerisinde bulundugu bazi genlerin ekpresyon seviyelerinde artis gozlenmektedir.
Bunlardan bazilar1 HER2/Neu/ERBB genidir. Normal dokuda ekspresyonu
gozlenmezken, pankreatik endokrin ve ekzokrin bezlerde ekprese oldugu ve tiimor
dokusu boyunca ekspresyonunu devam ettirdigi gosterilmistir. Bunun gibi ¢esitli
ekpresyon baglamakta veya genin ekpresyon seviyesinde artis gozlenmektedir.
Bunlardan bazilari; Epidermal Growth Factor (EGF), Fibroblast Growth Factor
(FGF), Insulinlike Growth Factor (IGF-1), IGF-1 reseptor, Nerve Growth Factor
(NGF) ve Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) genlerinin ekspresyonlarinda
meydan gelen artisin artan tiimorijenite ile iliskili oldugu tespit edilmistir [47, 49].

2.1.1.1 GPR87 geni

GPR95 olarak da bilinen insan GPR87’si 2001°de bir Ekspres Dizisi Etiketi
veritaban1 kullanilarak yeni GPR kodlayan genlerin arastirilmasinda Wittenberger ve
ark. tarafindan kesfedilmistir [25, 50].

G protein-bagl reseptdrler (GPCR), insan genomu tarafindan kodlanan tiim genlerin
% 2’sinden fazlasim olusturur. Endokrin ve ekzokrin bezlerden salinan hormon ve
enzim, norotransmisyon, ¢esitli immiin yanit tepkileri, kalp ve diiz kas kasilmalari,
kan basincinin diizenlenmesi gibi ¢ok cesitli fizyolojik siireclerde 6nemli bir rol
oynayan genis ve gelismekte olan bi integral membran protein ailesi olustururlar
[51]. G protein-baglantili hiicre yiizeyi reseptorleri (GPCR); fotonlar, aminler,
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lipitler, peptitler ve proteazlar gibi hiicre ylizeyinden gelen ¢esitli sinyalleri hiicre
icine iletiminde rol oynayarak ¢ok cesitli yanitlar olustururlar. Yedi transmembran
ailesine ait olan heterotrimerik G proteinleri; a, B, ve y siibstiitientlerinden olusan
proteinlerdir [52, 53]. Bu altbirimler intaraselliiler sinyal yollaklarinda adenilil
siklazlar, kiicik GTPazlar, fosfolipazlar ve kinazlar gibi cesitli efektorlerin
aktivasyonuyla hiicrelerin sagkalim, proliferasyon, farklilasma ve diger ¢esitli
fonksiyonlarin gergeklesmesini saglayan genlerin ekspresyonunu diizenler [54, 55].
Tanimlanmis 400°den fazla GPCR vardir. Bunlardan dogal ligandlar1 ve fizyolojik
fonksiyonlarmin tanimlanmaya devam ettigi 150 yeni orphan olarak adlandirilan
GPCR’ler iizerinde arastirmalar devam etmektedir [56].

Orphan G-protein bagimli reseptor 87 (GPR87); plasenta, bas ve boyun harig, insan
dokularinda diisiik seviyelerde ifade edilir. GPR87 akciger, serviks, cilt, idrar kesesi,
testis, bas ve boynun skuamdz hiicreli karsinomlarinda (SCC) gibi bazi kanser
tiirlerinde regiilasyonun arttig1 bildirilmistir [27, 57, 58].

Bununla birlikte, GPR87’nin insan kanser hiicrelerinin canliligina katkida bulundugu
[27] ve genotoksik strese cevap olarak p53’e bagl hiicre yasami igin gereklidir [59].
Pankreatik kanserde de GPR87 geninin ekspresyonunun anlamh diizeyde arttig1 ve
hastalarin daha kisa sagkalim siiresi ile korelasyonu bulunmustur. GPR87’nin asir1
ekspresyonu proliferasyon, metastaz, anjiyogenezde etkilidir ve kemoterapdtik bir
ajan tarafindan indiiklenen apoptoza direng saglar [26]. Ayrica GPR87 geninin agiri
eskpresyonu PDAC (Pankreatik duktal adenokarsinom) hastalarinda sag kalim

stiresini olumsuz etkilemektedir [50, 60].
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Sekil 2.1: GPR87 geninin gorevli oldugu sinyal yolagi [50].

2.1.2 Kanser tedavi yontemleri

Glinlimiizde mecvut standart kanser tedavileri arasinda cerrahi yoOntemler,
radyoterapi ve kemoterapétik ilaglar [61] veya bu yontemlerle kombine tedavi
uygulanmaktadir. Ancak bu yoOntemlerin c¢esitli kisitlamalar1 vardir. Gelisen
tekonoloji ile hipertermi [62], immiinoterapi [63], gen tedavisi [64] , hormonal terapi

[65] gibi gesitli tedavi yontemlerinin gelistirilmesi hedeflenmektedir.

2.1.2.1 Cerrahi yaklasimlar

Glinlimiizde 6nemli tedavi yaklagimlarindan olan cerrahi, solid(kati) tiimorlerde
viicudun bir boliimiinde lokal veya genel anestezi uygulanarak kanserli bdlgenin
alinmasidir. Cerrahi biyopsiyle kanser teshis veya tedavisinde bir secenektir. Erken
tan1 kanserin bulunup tedavi edilmesinde 6nemlidir. Kanserli hiicreler viicudun baska
boliimlerine yayildiginda cerrahi yontem etkili ve genel bir tedavi yontemi olarak
kabul edilmez. Cogunlukla kanserin tamamiyla temizlenmesinde ve yok edilmesinde
etkili olmamaktadir [66]. Ayrica bu yontemin kendine has farkli yan etkileri
bulunmaktadir. Bunlardan bazilari; cerrahi uygulama sirasinda anestezi nedeniyle
Oltim riski, cerrahi sonrasi bakimin uzun siirmesi, kanserli hiicrelerin baska dokulara

yayilmasi ve sonucunda tiimoriin tamamiyla yok olmamasi [67].
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Gelisen medikal teknoloji ile ultrason, bilgisayarli tomografi (BT), magnetik
rezonans goriintiileme (MRI), pozitron emisyon tomografisi (PET) gibi yontemlerle

tiimorleri kesmede ve yok etmede daha az yan etkili yontemler iizerinde ¢alisiliyor

[68].

2.1.2.2 Kemoterapi

Kemoterapi kanser hastalarinda ilagla tedavi demektir. Hastalara uygulanan 6zel
tedavi protokolleri ile viicutta istemeyen hiicrelerin bir veya birkag ilag kullanarak
oldiirtilmesi hedeflenmektedir [69]. Kemoterapoétik ilaglar genellikle kan dolagiminda
diisiik molekiiler agirliga sahip ve kisa yar1 Omiire sahiptirler. Bu kiiciik ilag
molekiilleri hizl1 bir sekilde tiim viicuda esit olarak yayilir ve saglikli hiicrelerde
sistematik toksisiteye sebep olur [70].

Ayirica kullanilan ilaglar; anemi ve hematolojik sorunlar, anemi ve hematolojik
sorunlar, lezzet alterasyonu, kilo/anoreksi kaybi, sa¢ dokiilmesi, agri, bulanti, kusma,
hafiza problemleri, yorgunluk, deri yan etkileri, bagisiklik sistemi sorunlari, viral
enfeksiyonlar, kanama problemleri gibi kisilerde farkli yan etkiler goriilebilir [71].
Bu nedenle cesitli calismalarda, anti-tliimor ilaglarin hiicreye 6zgii alimini arttirma ve
kontrollii salim gerceklestirme yetenegi olan hedefli ilag tasima sistemlerinin

gelistirilmesi iizerinde odaklanmstir [72].

2.1.2.3 Radyoterapi

Radyoterapi, parcacik demetleri ve dalgalar yolu ile tasinan enerjinin 6zel araclarla
yiiksek dozda kanser hiicrelerinin dldiiriilmesi ve boliinerek ¢cogalmasini engellemek
amaciyla kullanilir. Ayrica cerrahi miidahale sonrasi bolgede kalmig kanserli
hiicrelerin yok edilmesi amaciyla da uygulanabilmektedir. Kanser hastalarinda
cogunlukla ameliyat, kemoterapi ile birlikte kombine tedavi yontemi olarak da
kullanilmaktadir [73]. Yan etkiler genellikle tedavi dozu ve tedavi edilen bolgeye
gore farklilik gostermektedir. Bunlar bagirsak rahatsizliklari, epitaliyal yiizeyin zarar
gormesi, kusma, sa¢ dokiilmesi, bulanti, iireme ve solunum sistemi rahatsizliklari,
sekonder kanser, kalp hastaliklari, biligsel gerileme, tiikiiriik ve gdzyast kurumasi

gibi ¢esitli yan etkilere sebep olmaktadir [74].

2.1.2.4 immiinoterapi
Immiinoterapi, hastanin kendi bagisiklik sistemine ait belli boliimleri kullanarak

gesitli  hastaliklarin  tedavisinde kullanilmast amaglanmaktadir [75]. Kanser
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tedavisinde amacg kanser hiicrelerinin hedef alinarak yok edilmesidir. Monoklonal
antikorlar, immiin sistem kontrol inhibitorleri, sitokinler, interlokinler, interferonlar
[68], kanser ilaglar1 gibi ¢esitli yolaklar kullanilarak kanser tedavisine spesifik,
saglikli hiicrelere zarar vermeden immiin yanit olusturmasi amaglanmaktadir.
Immiinoterapide kullanilan yontemler kanser tiiriine gore tek basma veya diger

tedavi yontemleri ile beraber kullanilmaktadir [76].

2.1.2.5 Hipertermi

Hipertermi viicudun sagliksiz bolgesinde bulunan hiicrelere fizyolojik sicakliklarin
tizerinde, daha yiiksek sicaklik uygulayarak zarar vermek ve onlart Oldiirmek
amacityla veya diger tedavilere duyarli hale getirmek i¢in uygulanan tedavi
yaklagimidir [77].

Insan viicudu sicakligini 37°C korur ve homeostatik dengenin devami saglamak igin
sicakligint belli degerler arasinda korunmasi gerekir [78]. Sicaklik belli degerler
tizerine ¢iktiginda dokularin sicaklik homeostazi, dokularin metabolizmasi tarafindan
iiretilen 1s1y1 onu ¢evreleyen doku araciligiyla cilt ylizeyine veya kan akisiyla
diizenler [79]. Tiimo6r dokusunda bulunan vaskiiler agda hem normal doku hem de
tiimor dokusundan biiyliyenler bulunur. Bu karmasik vaskiiler olusum timor
dokusunda kan akisinin degismesine [80] ve homeastaz yeteneginin diismesine neden
olur.

Sicakligin 41°C ve lizerine ¢ikmasi yani hipertermi durumunda hiicre zarinin
parcalanmasi, proteinlerin denatiirasyonu ve hiicre oliimii goriiliir [81]. Bu tedavi
yonteminde timor bolgesinin sicakligi 41-43°C arasinda uzun siire tutularak kanser
hiicrelerinin dliimii hedeflenmektedir [82]. Hipertermide goriinebilir 151k, lazer 1sin1

[83], radyo dalgalari, ses dalgalari, mikrodalgalar [84] kullanilabilmektedir.

2.1.2.6 Gen tedavisi

Terapotik etkiye sahip niikleik asitlerin ¢esitli vektorler aracilifiyla hiicreye
aktarirmin1 ifade etmektedir [85]. Gen terapisi hastaliga neden olan genin
degistirilmesi, onarilmasi ve hastalik ortaminda bulunun hiicrelerin desteklenmesi
amaciyla hem genetik hem de enfeksiyoz hastaliklarin tedavisinde kullanimi
amaglanan alternatif bir tedavi seklidir [86]. Spesifik dokuya veya hiicreye minimum

toksisite ile hedeflenerek aktirilan niikleik asit, bir genin islevini engelleyebilir, gene
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yeni bir fonksiyon kazandirabilir veya eski haline getirip iyilesmesini saglayabilir
[87].

Gen tedavisi uygulanacak hiicre tiiriine gore esey (germ) ve somatik gen tedavisi
olmak tizere iki farkl tedavi yaklasimi vardir.

Esey hiicre gen tedavisi; hayvan ve bitki calismalarinda basarili sonuglar elde
edilmis, esey hiicrelerinde yani yumurta ve sperm gibi kalitimsal 6zellikleri aktaran
hiicrelerin ¢ekirdegine fonksiyonel niikleik asit eklenmesiyle gerceklestirilir [88].
Esey hiicrelerinde yapilan degisik sonraki nesilleri etkilemesi, genom diizeyinde
ortaya c¢ikan degisikliklere neden olmast ve bu degisikliklerin geri doniisiimsiiz
olmasi, gelecek nesillerdeki riskler hakkinda yeterince bilgi sahibi olmadigindan bir
cok tilkede etik ve teknik nedenlerle uygulamada sikintilar olabilir [89].

Somatik hiicre gen tedavisi; somatik hiicre gen tedavisinde terapdtik 6zellige sahip
genler somatik hiicrelere transfer edilir [90]. Gen tedavisi uygulanan hiicreler kemik
iligi, kan ve deri gibi hiicreler oldugundan etkileri viicut diizeyinde sinirh kalir.
Somatik hiicrelere uygulanan gen terapisi viicut diizeyinde kalir ve gelecek kusaklara
aktarilmaz [91].

Giiniimiizde gen tedavisi ex vivo ve in vivo gen tedavisi olarak uygulanmaktadir.
Yontemlerden hangisinin tercih edilecegi hedef hiicrenin yapisina, terapdtik gene ve
salim sistmeinin 6zelliklerine baghdir [92].

In vivo gen terapisi, genetik materyalin dogrudan hastanin hedefli hiicrelerine
verilmesi esasina dayanir [93]. Bu yontemde geni alan hiicrelerin secilmesi ve
cogaltilmast miimkiin olmadigindan gen aktarim basaris1 vektére ve gen
ekspresyonunun basarisina baglidir [94].

EX vivo gen tedavisi, hastandan alinan hedef hiicrelere terapotik gen transfer islemi
kiiltiir ortaminda gergeklestirilerek tedavi edilmis hiicreler tekrar hastaya geri verilir
[95]. Hedef hiicreye transfer edilen genin kalici olarak ifade edilmesi kalict bir
entegrasyona baglidir. Entegrasyon kalici olmadigi durumda transfer edilen gen

tirtinii pargalanir veya hiicreden atilir [96].

2.2 Gen Susturma Stratejileri

Gen susturma stratejileri genlerin kendisini veya onlarin kodladigit mRNA’lar1 hedef

alarak yanlis veya fazla ¢alisan genlerin ekspresyonlarinin engellenmesi, saglikli gen
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ekspresyonunu saglamayr amaglamaktadir. Hedef genetik materyali veya genin
tirlini mRNA hedeflenerek gen susturulabilir [97].

Gen susturma stratejilerinden Transkripsiyonel gen susturma (TGS) ve Post
transkripsiyonel (transkripsiyon sonrasi) gen susturma (PTGS) olmak iizere iki
farkl1 sekilde uygulanabilir [97].

Transkripsiyonel gen susturma mekanizmasi (TGS), hedeflenen genin ekspresyonu,
protein sentezinin transkripsiyonu asamasinda baskilanir. TGS DNA metilasyonu,
kromatin modifikasyonundan kaynaklanabilir [98].

Post-transkripsiyonel gen susturma mekanizmasinda (PTGS), genden transkribe olan
mRNA molekiiliniin komplementeri ile yikima ugramasi veya translasyon
basamagina gecememesine dayanir. Bdylece mRNA iizerinden genin ifadesi

engellenmis olur [99].

2.2.1 Antisens teknolojisi

Antisens stratejileri, hedef proteni kodlayan mRNA’ya spesifik DNA veya RNA
oligoniikleotitlerinin hiicreye aktarilarak gen ekspresyonunun engellenmesidir [100].
1970 wyillinda Zamecnik ve Stephenson tarafindan ilk kez kullanilmistir.
Arastirmacilar Rous Sarcoma viriisiin (RSV) 35S RNA’ sinin integrasyon genine 5’
ve 3’ uclu niikleotid sekansini kullanarak viral integrasyonun onlendigini tespit
etmislerdir. 21 niikleotidlik tekrarlayicit sekanslar kullanilarak viral sekansin bir
kismma komplementer d(AATGCTAAAATGG)13 mer’lik oligoniikleotid ile
fibroblast hiicre kiiltiiriinde viral iiretiminin engellenebildigini gostermislerdir [101].
Kullanilan ilaglarin ¢ogu proteine baglanarak onlarin fonksiyonlar1 iizerinde
degisiklige neden olurken, antisens oligoniikleotitler hedef mRNA’ya baglanarak
translasyonunu engelleyebilir. RNAz H gibi endojenik niikleazlar ya da ribozimlerde

hedef mRNAnin pargalanarak genin ekspresyonunu engelleyebilir [102].

mRNA seviyesinde gen sessizlestirilmesi ile gelistirilen yontemler genel olarak 3
baslik altinda incelenebilir:
» mRNA’ya Dbaglanarak herhangi bir enzim araciligi ile mRNA
degredasyonuna sebep olmadan translasyonu durduran  antisens
12



oligoniikleotitler veya RNAz H enzimiyle mRNA yikimini endogenik olarak
tetikleyen oligoniikleotitler.
» Hedef mRNA degredasyonunu gergeklestiren Ribozimler ve DNA enzimleri.
» Hedef mRNA’y1 RISC enzimi araciliiyla degrede eden siRNA (Kiigiik
Interfere Edici RNA)’ lardir [103].

DNA
mRNA \/‘\/\
/ SiRNA
Antisense Ribozyme/ ™
lOIlgonucleotlde lDNA Enzyme
r 4 I'ranslation .
blocked
v * ¥
Protein v
Drug

Sekil 2.2: Farkli antisens stratejilerinin karsilagtirmasi.

Antisens  oligoniikleotitler mMRNA dizisine Watsons-Crick baz  (selektif
hibridizasyon) eslesmesi sistemiyle niikleus ve protein iiretim bolgeleri arasindaki
genetik bilginin tiretimini ¢esitli mekanizmalar araciligi ile baskilamaktadir [104].
Son yillarda antisens oligoniikleotid g¢alismalarinda son derecede etkili bir yontem
olan RNA interferansin (RNAi) kesfedilmesiyle genetik ve infeksiyoz hastaliklarin
tedavisinde veya hiicreye yeni bir fonksiyon kazandirilmasinda terapotik olarak

kullanilmiktadir [105]. Okaryotlarda ¢ift zincirli RNA (dsRNA) veya miRNA (micro
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RNA) ile post-transkripsiyonel gen susturulmasina RNA interferanst (RNAi) denir
[106].

2.2.1.1 RNA interferans teknolojisi (RNAI)

RNA interferans (RNAI), canlilarda hedef mRNA’nin pargalanarak post
transkripsiyonel gen susturma mekanizmasidir [107].

Post transkripsiyonel gen susturma ilk olarak 1990 yilinda petunya ¢igeginde
tanimlanmistir. Jorgensen ve arkadaslari, genetik transformasyon c¢alismalari ile
pigmentasyonu katalizleyen chalcone syntase (chs) ekspresyonundan sorumlu genin
aktivitesini diizenlemek amaciyla koyu mor petunya c¢icegi elde etmeyi
amaglamislardir. Ancak petunya bitkisinde promotor kontrolii altinda olan mor
pigment iireten genin aktarilmasiyla beklenmeyen renksiz veya normalden daha ag¢ik

renkli petunya ¢icekleri ortaya ¢ikmuistir.

Sekil 2.3: Petunya bitkisinde chs geninin ekspresyonunun baskilanmasi.

Yapilan arastirmalarda, transkripsiyonun ger¢eklestigi ancak translasyon asamasinda
proteine doniismeden hizla pargalandigi tespit edilmistir. Bunun sebebinin chalcone
syntase (chs) geni i¢indeki dsRNA bolgesinin dejenerasyonunun sebep oldugu
belirtilmistir. Bu olgunun “transkripsiyon sonrasi gen susturma mekanizmas1” ilgili
olabilicegi agiklanmistir [99].

1995 yilinda Guo ve Kempheus, Caenorhabtidis elegans ile yaptiklar1 ¢alismada
non-coding RNA’larin transkripsiyon sonra gen susturmada etkili oldugunu ortaya
koymuslardir [108]. 1998°de Prof. Andrew Fire ve Craig Mello Caenorhabtidis
elegans ile yaptiklari ¢alismada ¢ift iplik RNA’nin (dsRNA) gen ekspresyonunu
engellemede etkili oldugunu gostererek RNA interferans1 kesfetmislerdir [109].
Tablo 2-1° de RNA interferans (RNAi) konusunda yapilan g¢alismalarin tarihsel
gelisimi gosterilmistir [109].
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Tablo 2.1: RNAinterferans (RNAI) teknolojisi ile cesitli yapilan ¢aligsmalarin kronolojik

gelisimi.

Yil

Arastirmacilar

Yontem ve Sonug

1995

1998

2000

2001

2003

2003

2004

2004

Guo ve Kempheus

Fire ve arkadaslar1

Zemore ve arkadaslari

Tuschi ve arkadaglari

Paddison ve arkadaslari

Song ve arkadaslari

Kawasaki ve arkadaglari

Acuity Pharmaceuticals

C. elegans’da gen ifadesini
baskilama da sense RNA’nin
da antisense RNA kadar etkili

oldugunu gézlemlendi.

C.elegans’da ¢ift iplik¢ikli

RNA (dsRNA)’nin bazi
spesifik genlerin
susturulmasini sagladigini
gozlemeledi. (RNA
interferans)
Drosophila’da uzun
dsRNA’nin RNAse III (Dicer)
enzimi tarafindan 21-23
niikleotidlik kii¢iik pargalara
kesildigi gozlemlendi.

Menmeli hiicrelerinde RNA

interferans (RN A1) tanimlandi.
shRNA’larin memeli
hiicrelerinde baz1 gen

dizilerine spesifik
inaktivasyonu saglandigini
gozlemlendi.
siRNA’lar1 tedavi amagh
memelilerde kullanilabilecegi
acgiklandi.

Insanda genlerin
transkripsiyon seviyesinde
siRNA kullanilarak de novo
DNA metilasyonuyla
susturabilecegi agiklandi.
AMD (sar1 nokta hastaligi)
hastalig1 i¢in siRNA temelli
ilacin birinci faz klinik
denemelerde kullanilmaya

baslandig1 aciklandi.
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RNAi mekanizmasi canlilarda dogal olarak var olan bir islem olup, viriis kalitim
materyali ve transpozon gibi hareketli genetik materyallerin istilasina kars1 genomu
koruyan hiicresel savunma mekanizmasi olarak rol oynamaktadir. Ayrica dkaryot
canlilarda gelisimsel fonksiyonlar i¢in Onemli olan post transkripsiyonel gen
susturma ile gen regiilasyonunda rol oynamaktadir [110]. RNAi dogal siireclerde
meydana geldiginden bu teknigin etikisi ve spesifitesi diger antisens oligontikleotid,
ribozim gibi diger niikleik aside dayali post transkripsiyonel gen susturma
tekniklerinden farklidir [111]. Boylece RNA interferans teknigi diger pek ¢ok klasik
antisense teknolojilere oranla 6nemli potansiyel alternatif bir yontem olarak ortaya
cikmustir [97].

Memeli hiicrelerine gonderilen siRNA’lar komplementer mRNA’ya baglanarak RNA
interferans mekanizmasini harekete gecirdigi ve RNA’nin degredasyonuna yol actigi
saptanmistir [109]. Bu elde edilen veri temel metabolik olaylarda rol oynaya genlerin
diizenlenmesinde kullanilabilecek yeni bir mekanizma olarak ortaya ¢ikmistir, ayrica
cesitli biyomedikal arastirmalarda siRNA kullanimina olan ilgiyi arttirmistir. Yiiksek
derecede spesifik o6zellige sahip RNAI ile hedef geninin susturularak kanser, viral
hastaliklar, cesitli genetik hastaliklarin tedavisi ve gen fonksiyonlarinin
diizenlenmesini miimkiin kilmaktadir [112].

RNAi mekanizmasinda siRNA’larin diisiik konsantrasyon seviyesinde etkin gen
susturma Ozelligine sahip olmasi, hedef gen bolgesine kolay baglanabilmeleri ayrica
yiiksek Ozgiilliik gostermeleri sebebiyle bir metod haline gelmistir. Kullanilan
siRNA ile niikleusta veya sitoplazmada gen susturmak miimkiindiir. Nukleusta
transkripsiyonun engellemesi ile sitoplamazda ise MRNA degredasyonu ile
translasyon engelleyerek gen susturulmaktadir. Dogal bir hiicresel mekanizma olan
bu yontem ile hedef mRNA’ya dizi homoloji gosteren dsRNA taninmasi ve RNAi

yolaginin aktive olmasi ile baslar [113].

2.2.1.2 RNAi mekanizmasi

RNA interferans mekanizmasi 1998’de Andrew Fire ve Craig Mell tarafindan ilk kez
Caenorhabditis elegans nematodunda ¢ift sarmalli RNA’nin homoloji gosterdigi
mRNA’lar1 degredasyona yonlendirdigini gosterilmeleri iizerine 2006 yilinda

Fizyoloji ve Tip dalinda Nobel Odiiliine layik gériildiiler [114].
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RNAI, uzun cift iplikli (dSRNA)’larin riboniikleazlar tarafindan 21-23 niikleotidlik
RNA fragmentlerine pargalanmasi ve multiniikleaz RISC (RNA- Induced Silencing
Complex) kompleksine katilan siRNA rehberliginde komplementer mRNA
degresyonun gergeklestigi bir mekanizmadir [115].

Precursors
dsRNA miRNA
siRNA

sitoplazma
Nukleus

SIRNA

L
RISC-sIRNA Complex

RISC
T
JAD0OABAR ARLLARLLL0 [l Hedef mRNA

3
Hedef mRNA parcalanir

L0 IE dny

Sekil 2.4: RNA interferans(RNAi) mekanizmasi [116].

RNA interferans mekanizmasi, ilk olarak sitoplazmada uzun dsRNA bir RNAse I1I
enzimi familyas1 (Dicer) tarafindan diniikleotid ¢ikintisi bulunan 3’ hidroksil ve 5’

fosfat uglarina sahip ~22 niikleotidlik siRNA’lara par¢alanmasiyla baslar [106].
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Sekil 2.5: RNA interferans(RNAi) mekanizmasinin baslangi¢ adimi [117].

siRNA RISC kompleksi komponentlerine baglanir [115]. RNA- multiprotein
niikkleaz kompleksinin (RISC) igerisinde bulunan argonaute proteini siRNA’nin
rehber zinciri sayesinde hedef mRNA’y1 bulurken, diger yolcu zinciri substrati olarak
pargalar [118, 119]. Yolcu zincirin par¢alanmasiyla tamamen aktif hala gelen RISC
kompleksi, rehber zincir esliginde hedef mRNA’y1 bulur [118]. RISC kompleksi
icerisinde bulunan argonaute proteini araciligyla mRNA’da bulunan fosfodiester

baglarini endoniikleaz aktivitesiyle kesmektedir [118, 120].

2.2.1.3 RNAI temelli gen baskilama bilesenleri

RNA interferans bitki, solucan, maya ve insanlar arasinda yiiksek derecede
korunmus, dogal olarak meydana gelen biyolojik bir siirectir. RNAi gen susturma
mekanizmasinda bazi bilesenler baslatici (initiator), bazilar1 etki edici (effector),

bazilar1 ¢ogaltict (amplifier) veya bazilar iletici (transmitter) olarak gorev almaktadir

[115].
Dicer Enzimi

RNAse III riboniikleaz ailesine ait olan enzimler RNAi ilk basamagini baglatir. Tlk
olarak Bernstein ve arkadaslari tarafindan Drosophila’dan izole etmis ve RNAi
mekanizmasinda 21-23  niikleotid wuzunlugunda fragmentler olusturdugunu
gostermislerdir [121]. Dicer enzimi dort farkli domaine sahiptir. Bunlar; bir tane N-
terminal helikaz domaini, bir tane PAZ domaini (Piwi, Argo ve Zwille/Pinhead
proteinlerinden olusan domain), iki tane Rnase III bolgesi ve bir tane C-terminalinde

bulunan dsRNA’larin baglanma (dsRBD) domainidir [122]. Dicer enziminin kesim
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islemi arka arkaya siral1 iki katalitik RNAase III bolgesi tarafindan gergeklestirildigi
diistiniilmektedir [123]. Dicer enziminde yer alan helikaz domaini ise siRNA’nin
acilmasi ve tek zincirinin RISC kompleksine aktarilmasinda rol oynar. PAZ domaini

ise niikleik asitin (d&sSRNA) enzime baglanmasinda rol oynamaktadir [124].

Helicase PAZ RNase lll RNaselll dsRBD
| {==) { — —

Sekil 2.6: Dicer enziminin domain yapis1 [121].

Dicer enzimi RNAI ilk basamaginda siRNA’nin elde edilmesinin yani sira sonraki
basamak olan RISC kompleksine yiikklenmesinde de rol oynamaktadir [125].

Dicer enzimi mantar, bitki ve memelilerde evrimsel olarak korunmustur [115].
Ancak canlilar arasinda farklilik gosterebilir. Drosophila’da gibi daha basit yapili
Okaryotik canlilarda kesim aktivitesi i¢in ATP kullanilirken, memelilerde ATP
kullanimina gereksinim duymamaktadir [115, 124].

Endoniikleaz aktivitesi sirasinda ATP gereksinimi dicer enzimine 6zgiidiir. ATP

siRNA’larin serbset kalabilmesi i¢in kullanilmaktadir [126].
RISC (RNA- Induced Silencing Complex)

RISC (RNA indiikleyici baskilama kompleksi), niikleaz aktiviteli RNA-multiprotein
kompleksidir (500 kDa). Yapisinda ekzoniikleaz ve helikaz enzimleri igerir [127]. Bu
kompleksin 6nemli protein bilesenlerinden biri argonaute ailesi iiyesi olarak
tanimlanmistir. Argonaute proteninde iki korunmus domain yapisi igermektedir: PAZ
domaini ve bu proteini 6zgii PIWI domainidir [115].

Dicer aktivitesiyle olusan siRNA, RISC ile etkilestiginde siRNA’nin ¢ift sarmalli
yapist agilir ve yapisinda bulunan enzim kompleksi hedef mRNA ile ayn1 baz
dizisine sahip siRNA (sense) zincirini uzaklastirir [128]. RISC kompleksi antisens
diziye sahip siRNA zincirini rehber olarak kullanarak hedef mRNA ile hibritlesir ve
mRNA’nin 5’ ucundan Olcerek endoniikleaz aktivitesiyle 10. Ve 11. Niikleotitler

arasinda bulunan fosfodiester bagini keser [118].
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Sekil 2.7: RNAi mekanizmasinda DICER ve RISC kompleksi [129].

MikroRNA

Hiicrede RNA polimeraz enziminin katalizledigi reaksiyonla genom tarafindan
tiretilen ¢ift iplikli miRNA (mikro RNA)’lar, RNAi mekanizmasinin temelini
olusturmaktadir. miRNA’lar RISC kompleksini aktif hale getirebilmesi i¢in bazi
asamalardan geger [130]. ilk olarak RNA polimeraz Il endojen veya ekzojen
kaynakli kaynakli bir RNA’y1 kullanarak dsRNA sentezler [131]. Bu yap1 intron
bolgelerinden gevseyerek sac¢ tokasi seklinde kivrilarak eslesir [132]. Boylece
transkripsiyon sonrast pri-miRNA olarak isimlendirilen ilk miRNA olusur [133].
Rnaz III grubu iiyesi bir endoniikleaz olan drosha, olusan pri-miRNA’ya etki ederek
bu sa¢ tokasi gibi kivrilmig RNA parcasini zincirden ayirirak pre-miRNA’y1
olusturur [134]. Olusan pre-miRNA eksportin 5 araciligi ile sitoplazmaya tasinir
[130]. Sitoplazmada bulunan dicer enzimi, ATP bagimli etkilesim ile RNA’ya
baglanir ve RNA’nin ucundaki kivrimli yapiyr keser [134]. Sonra dsRNA helikaz
aktivitesiyle ¢ift iplikli yapist agilir ve kisa RNA fragmentleri seklinde keser [134].
Olusturulan kisa RNA parcaciklart daha tekrardan ATP bagimli sekilde RISC
kompleksine aktarilir [133]. RISC igerisinde bulunan argonaute proteini substrat
seciligini saglayarak [135] miRNA ile mRNA etkilesimini saglar. Hedef mRNA ile

birebir eslesme bolgelerinde endoniikleazlar tarafindan kesilir [131].
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SIRNA

siRNA (Small interfering RNA veya short interfering RNA)’lar 20-25 baz cifti
uzunlugunda in vitro sentezlenen ¢ift iplikli RNA (dsRNA)’lardir [136]. SiIRNA’lar
5’- fosfat ve 3’- hidroksil ug¢lar1 bulunan ve 3’-hidroksil uglarinda iki niikleotidlik
cikintiya sahip, 21-23 niikleotid uzunlugunda ¢ift zincirli (dSRNA) RNA
molekdilleridir [106, 137].

Baslangigta endojen veya ekzojen orijinli dsRNA molekiilleri hedef mRNA ile
birlesmeden Once dicer enzimi tarafindan taninir ve yaklasik 21-23 niikleotidlik
kiiciik fragmenlere ayrilir [106]. RISC kompleksini tarafindan taninan ve yapisinda
bulunan helikaz enzimi ile ¢ift iplikli siRNA dubleksi agilir [138]. Bir zinciri
pargalanir, diger rehber zinciri ve RISC kompleksi hedef mRNA’ya baglanarak
MRNA degredasyonunu saglar [139].

siRNA yapisi dinikleotit cikintisi
Yolcu veya
BRRARRRRRRRRRRRRRRARP S v

antisense iplik
dinukleotit cikintis

Sekil 2.8: sSIRNA (small interfering RNA).

Giliniimiizde RNA interferans mekanizmasi ile yapilan ¢aligmalarda gen susturucu
molekiil olarak siRNA ve miRNA’lar 6ne g¢ikmaktadir [140]. Protein ifadesi
bulunmayan siRNA ve miRNA’lar, hiicrede farklilasma, gelisim, hiicre ¢cogalmasi,
apoptoz gibi gesitli biyolojik olaylarda gen ifadesinin negatif diizenleyicisi olarak
gorev yaparlar [107, 141]. Bu protein kodlamayan iki tiir RNA sentez ve olgunlasma
siireclerinde ortak asamalardan gegerler fakat aralarinda bazi farkliliklar da bulunur
[140]. miRNA’lar sadece memelilerde bulunurken, siRNA’lar 6karyotik canlilar ve
memelilerde bulunur [142]. siRNA molekiilleri sentetik endojen kaynaklidir ve hedef
dizi ile miikkemmel eslesme gosterirken, miRNA’lar genomik kaynakli endojen

molekiillerdir ve hedef dizi ile tam eslesme yapamazlar [139, 143].
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Sekil 2.9: siRNA ve miRNA yolaklari[144].

RNA7?in etkili bir sekilde gergeklesmesi icin terapdtik etkili siRNA’nin hiicreye
tasinmas1 gerekir. siRNA viicut igerisine girdikten sonra niikleazlar tarafindan hizla
bozunabilir, dolasimda retikiiloendotelyal sistem (RES) tarafindan parcalanabilir
[145], hiicreye transfekte edildiginde hiicre i¢i helikaz ve Rnaz’lar ile etkilesime
girerek par¢alanmasinda ve gen susturma 6zelligi yok olmasina neden olur [146]. Bu
etkilesimler siRNA’larin par¢alanmasina yol agmakta ve dolayisiyla siRNA hiicreye
viral tastyici sistemler veye non-viral tasiyici sistemlerle taginabilir [147].

Viral tasiyic1 vektorler gen tedavisi arastirmalarinda kullanilan ilk vektor grubudur.
Birgok viriis genetik materyallerini memeli hiicrelerine etkili bir sekilde aktarma
yetenegine sahiptirdirler. Retroviriis, adenoviriis, lentiviriis, herpes simplex virisii,
adeno iliskili viriis gibi ¢esitli viral sistemler kullanilmaktadir [148]. In vivo gen
taginmasinda patojenitesi arindirilmis viriisler kullanilmaktadir. Daha yiiksek verim
elde etmek amaciyla kullanilan viriislerin tiretimleri zordur, toksisite ve immiin yanit
olusumuna neden olurlar [149].

Viral olmayan gen tasiyict sistemlerin sentezleri kolaydir, diisiik toksisite ve
immiinojenik ozellik gosterirler. Ayrica aktif hedefleme o6zelligine sahiptirler.
Yiiksek trasnfeksiyon etkinligine sahip viral vektorlere oranla, viral olmayan
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vektorlerin genetik materyal tasima kapasitesi siirhidir ve belli hiicre, doku ve
organlara 6zgii baglanabilmeleri nedeniyle daha dikkat ¢ekici ve tercih edilen tasiyici
sistemlerdir [150].

siRNA tasinmasinda son yillarda ozellikle iiretim ve saflastirma asamalarinin
kolaylig1, giivenli olmasi, uygulanmasinin kolay, stabilitesinin yiiksek olmas1 ve her
boyutta iiretilebilmeleri nedeniyle viral olmayan tasiyict sistemler kullanilmaktadir.
Viral olmayan gen tasiyici sistemler olarak polikatyonik lipitler, lipozomlar, peptit-
protein yapida tasiyici sistemler [151] veya c¢esitli polimerik tasiyici sistemler

biyouyumlu ve biyopargalanabilir olmasindan dolay1 tercih edilmektedir [152].

2.2.1.4 RNAIi Terapotiklerinin Uygulama Alanlar

RNAI terknolojisinin; ozgiilliik, potens ozellik, ¢ok yonliiliikk gibi pek avantajlari
bulunmaktadir [153]. RNAI mekanizmasinda ozellikle son yillarda siRNA’larin
senztezlenip kullanilmaya baslanmasiyla bilim diinyasinda heyecan verici yeni
pencere a¢ilmasina neden olmustur [154].

RNAi mekanizmasi ile bu giine kadar HIV/AIDS, SARS, hepatit, influenza, HPV
gibi viral hastaliklarda; alzheimer, parkinson gibi norodejeneratif hastaliklarda,
diyabet ve obezite gibi metabolik hastaliklarda, 6zellikle kanser tiirlerinde tan1 ve
tedavi amagli uygulanmasi ile ilgili ¢ok sayida {imit veren gelismeler vardir [154,
155].

RNAi mekanizmas:  Ozellikle onkogenez yolaginda, hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesinde, apoptozda, hiicre yaslanmasinda, geleneksel tedavilerde direng
mekanizmasina neden olan genleri hedef alarak etkili potansiyel yeni bir tedavi
stratejisi olarak karsimiza ¢ikmaktadir [156].

RNAIi temelli terapotikle ilgili gesitli faz calismlar1 baslamis ve bazi ilag¢ firmalar
cesitli RNAi1 teknolojisi temelli siRNA’lar1 ¢esitli hastaliklarin  tedavisinde

kullanmak tizere patent basvurularinda bulunmaktadir [157].
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Tablo 2.2: Klinik denemeleri devam eden siRNA terapotikleri [158].

SiRNA .
) SIRNA
Terapotik Endikasyonlar Hedefi Faz Tasima Sistemi  Sirket / Merkez
. edefi
Ismi
[lerlemis solid o
KSP ve Lipit Alnylam
ALN-VSP02  timor 1, tamamland1 .
) VEGF1 nanopartikiiller ~ Pharmaceuticals
(karaciger)
Ilerlemis solid
timor Lipozomal Silence
Atu027 Pankreatik PKN3 1, tamamland1  partikiiller Therapeutics
Duktal (AtuPLEX®) GmbH
Karsinoma
Solid timor,
multipl
DCR-MYC . y )
. miyelom, non Lipit Dicerna
(Dicer . MYC 1,devam ) .
Hodgkin a nanopartikiiller ~ Pharmaceuticals,
Substrat onkogen ediyor
] Lenfoma (EnCore) Inc.
SiRNA)
Hepatoselliiler
karsino
) Ileri evre Mutant Biyobozunur
sIG12D . ) ] .
pankreatik KRAS 1, tamamland1  polimer temelli Silenseed Ltd
LODER )
kanser onkogen iskelet
DPC (Kolesterol
] HBV’nin konjiige SiRNA
ARC- Kronik HBV Arrowhead
] ] korunmug 1, tamamlandi tastyan
520Kronik enfeksiyonu . Research Corp.
bolgeler membran litik
peptitler
Ebola L
Ebola viriis Polimeraz, Lipit Arbutus
TKM-100201 ) 1,sonlandirilds .
enfeksiyonu VP24 ve nanopartikiilleri ~ Biopharma Corp.
VP25
. Goz ]
Bamosiran ) ) . Sylentis, S.A
hipertansiyonu,  ADRB?2 1, tamamland1  Direkt uygulama ]
(SYL040012) Sylentis, S.A
Glokom
1,2 ) Quark
PF-04523655 AMD RTP801 Direkt uygulama )
tamamlandi Pharmaceuticals

24



Tablo 2.2 (devami): Klinik denemeleri devam eden siRNA terapdotikleri.

HemofiliAve AT 1, devam GalNAc-siRNA  Alnylam
ALN-AT3sc ] Pharmaceuticals
B komplement  ediyor konjiigati
Akut bobrek
yetmezligi,
bobrek hasari,
QPI-1002 1, tamamladi ) Quark
Bobrek nakli P53 Direkt uygulama )
(I5NP) 1,sonlandirildi Pharmaceuticals
strasinda doku
reddinin
geciktirilmesi
ND-L02- o Vitamin A bagli  Nitto Denko
Hepatik fibroz HSP47 1, tamamland:r .
50201 lipozomlar Corporation

2.3 Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, herhangi bir oOlgliniin milyarda birini ifade etmektedir [159].
Nanopartikiiler sistemler 1-1000 nm arasinda degisen, ilaclarin hapsedildigi, ylizeye
baglandig1 veya adsorbe edildigi kat1 kolloidal sistemlerdir [160].

Nanopartikiiller, ilag molekiillerinin siuirli karakteristik 6zelliklerini koruyarak ve
stabilitesini arttirarak [161] hedef hiicre ve doku membranlarin1 asabilme
kabiliyetlerinin oldugu bilinmekedir [162]. Nano boyutta hazirlanan tasiyicilar hedef
bolgeye ulastiginda desorpsiyon, nanopartikiiliin kabuk veya kor bolgesinden ilacin
diflizyonu, nanopartikiilin kabuk veya kor bdlgesinin erozyonu gibi ¢esitli
mekanizmalardan bir veya birkagimi kullanarak ilag salimimini gergeklestirebilir
[161].

Nano boyuttaki tasiyict sistemlerin ¢esitli avantajlar1 vardir. Nano tastyic sistemler
kullanilarak ilaglarin toksik etkisi azaltilabilir, ¢oklu ila¢ direncinin 6niine gegilebilir
[163], ilag dagilimi kontrol edilebilir, terapdtik madde hedef bdlgeye tasinarak yan
etkisi azaltilabilir, yiiksek segicilikte tedaviye olanak saglanir [164]. Ayrica hedefli
nano ilag¢ tasima sistemleri ilacin hizli bir sekilde degredasyonu onler, hedef dokuda

ila¢ konsantrasyonunu arttirarak diisilk dozda etkin tedavi imkan1 saglar [165].

Hedefli ila¢ tasima konsepti 1900’larin basinda Paul Ehlrich tarafindan ‘’Magic
Bullet’’ ad1 altinda 6nerilmesiyle baslad1 [166].

25



Gilinitimiizde genel itibariyle hedefli ile tagima sistemleri pasif, ters (invers), aktif ve

kombine hedefleme olmak iizere dort kategori altinda toplanabilir [167].

2.3.1 Pasif hedefleme

Pasif hedefleme, ilacin hedef dokunun dogal 6zellikleri ve fizyolojik yapisindan
dolay1 nanopartikiillerin hedef bdlgeye yigilmasi ile ger¢eklesmektedir [168]. Pasif
hedeflemede retikulo-endotelial sistemin (RES) bilesenlerini hedeflemeyi amaglayan
onemli bir stratejidir. RES elemanlar1 yabanci maddeleri kan dolasimindan
temizlerken bazi ilag tasima sistemlerini de etkilemektedir. Nanotasiyicilart hidrofilik
bir polimer ile kaplayarak makrofaj gibi kan bilesenleriyle etkilesimini
engellenmektedir [169].

Pasif ila¢ hedeflemesi, saglikli dokular kiyasla tiimor dokularinin essiz patafizyolojik
ozelliklerine dayanarak yapilmaktdir. Tiimor hiicrelerinin asirt biiyiimesi nedeniyle
kusurlu vaskiiler yap1 ve genis anjiyogenez meydana gelir. Buna ek olarak solid
timor dokusunda yiiksek gecirgenlige sahip ara madde ve fonksiyonel lenf
drenajindan yoksundur [167]. Tiimor dokularinin bu patofizyolojik 6zelliklerinden
yararlanilarak uygun nano tasiyicilar tasarlanabilir ve hedefli bolgede anormal
hiicrelere kolayca etki ederek terapdtik etki gosterebilir. Bu mekanizma Gelismis
Gegirgenlik ve Alikonma (Enhanced Permeability and Retention (EPR)) etkisi olarak
tanimlanmaktadir [170].

EPR etkisinin kesfi, tlimorlere kars1 daha hedefe yonelik tedaviye yol acan en biiyiik
bulus olarak kabul edilir [171]. ilk kez 1986'da Matsumura ve Maeda [170] EPR
etkisini bildirmislerdir.

Arastirmalar sonucunda, tiimdrlerin genellikle ¢esitli vaskiiler gegirgenlik faktorleri
trettigi ve kat1 timorlerin ¢ogunda kan damarlarinin hatali formlara sahip oldugunu
ortaya cikmistir. Solid tlimdrlere ait damarlar, hizli gelisim i¢in tiimorlere bol
miktarda besin ve oksijen verilmesini saglayan daha fazla damar gecirgenligine
sahiptir. EPR etkisi makromolekiillerin tiimor dokularina tasinmasini kolaylastiran
tiimore ait kan damarlarinin bu essiz anatomik-patofizyolojik dogasim1 dikkate alir
[172]. 40 kDa'dan daha biiyiik boyutlar1 olan makromolekiiller tiimor damarlarindan
sizabilir ve tiimor bolgelerinde toplanabilir. Ayrica timor kan damarlar perisitler ve
diiz kas hiicre katmanlar1 icermez, bu da onlar yiiksek interstisyel basinglara karsi

daha savunmasiz hale getirir ve kan akisini hizla degistirir.
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Tiimdr tipine bagl olarak, tiimor vaskiilatiiriindeki agikliklar tipik olarak 100-800 nm
arasindadir [173]. Bununla birlikte, bu EPR etkisi saglikli dokularda goriilmez [174].
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Sekil 2.10: Geligsmis Gegirgenlik ve Alikonma (EPR) etkisi [175].

2.3.2 Aktif hedefleme

Ligand hedefleme olarak da bilinen aktif hedefleme, nano tastyicilarin hedef
hiicrelere spesifik olarak tutulma ve alim i¢in yiizeyinde afinite ligandlarim
kullanmasidir [176]. Aktif hedeflemede, segilen ligandlar hedef bolgede bol bulunan
veya ylizey elemanlarini hedef almak i¢in segilir [177].

Aktif hedeflemede nanopartikiillerin tasarlanmasinda ¢esitli faktorlere dikkat
edilmesi gerekir. Bunlardan bazilar1 ligand tipi, ligand konjugasyon yapisi ve
uygulama seklidir [178]. Ayrica ligand yogunlugu, hazirlanan nanopartikiillerin
boyutu, hedeflenen ligandin se¢imi gibi fizikokimyasal 6zellikler de in vitro ve in
vivo etkinligi etkiler [179].

Ligandin substrati ile eslesmesi aktif hedeflemenin temel mekanizmasidir. Protein,
seker, niikleik asit, antikor, vitamin gibi kiigiik molekiiller ligand olarak kullanilabilir
[180]. Hedef elementler, hedef bolgede veya hiicrelerin ylizeyinde mevcut olan
sekerler veya proteinler olabilir [181].

Aktif hedeflemede hedeflemenin 6zgiilliigli ve hedefleme saglama kapasitesi dikkat
edilmesi gereken iki kritik faktordiir [179].
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Su anda, aktif hedeflenen nanopartikiillerin 6zellikle kanser calismalarinda EPR

etkisinin tamamlayici bir prosediir olduguna inanilmaktadir.

2.4.3 Nano ilag tasiyica sistemler
Nano ilag tastyict sistemler tipta goriintiileme, implant, teshis ve tedavi gibi ¢esitli
amaglarla kullanilmaktadir [182].
Nano tasiyict sistmeler, ilacin ¢6ziiniirlik ve stabilitesinin attirilmasi [183], ilacin
hedeflenen bolgeye gitmesi sonucu biyoyararlanimin artmasi [184], alinan doz
miktarinin azaltilmasi, istenmeyen yan etkilerin azaltilmasi ve hatta ortadan
kaldirilmasi miimkiindiir [185].
Ilag tasiyici sistemler gelistirilmis ve hala yeni tasiyict sistemeler arastirilmaktadar.
Nanopartikiillerin hazirlanmasinda genel olarak iki farkli yontem kullanilir. Bunlar
yukaridan asagi (top-down) ve asagidan yukari (bottom-up)’dir. Yukarindan asagiya
yonteminde, biliylik boyutta olan maddeler farkli yontemler kullanilarak (6gtitme,
homojenizasyon, sonikasyon, termal yontemler gibi) nano boyuta doniistiiriiliir.
Asagidan yukar1 yonteminde ise, molekiiler seviyedeki maddelerin, kimyasal sentez,
kendiliginden bilesen sistemler (self-assembily) gibi ¢esitli yontemlerle nanometre
boyutuna yiikselmesini saglamaktir [167, 186].
Nano ilag tasiyict sistemlerin iistiinliikleri genel olarak agagidaki gibi 6zetlenebilir
[167, 187]:
> llag alindiktan belli bir siire boyunca terapétik dzellige sahip madde plazma
konsantrasyonu sabit kalir. Boyle hasta daha az siklikta ve kiigiik dozlarla
tedavi imkan1 saglanir.
» Hastaya tedavi diisiik dozlarla saglandigi i¢in ilaglarin yan etkileri ve toksisite
problemleri azaltilir/goriilmez.
» Kullanilan etkin maddenin yarilanma 6miirlerinin uzamasi saglarlar.
» Kontrolli salim  sistemlerinde istenilen doku veya organlara
hedeflendirilebilirler.
> llaglarin kullanimi sirasinda yasanan unutma, kisa zaman araliklari ile
kullanma gibi ¢esitli sorunlarin ortadan kalkmasi saglanir.
» Terapotik etkisi siirli olan maddeler i¢in kullanimlart uygundur.
» Hedefli ilag tasina sistemi kullanilan hastalarda yagsam kalitesi artar ve hasta

bakimi kolaylagir.
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Fakat bu sistemler ile ilgili baz1 dikkat edilmesi gereken noktalar mevcuttur. Bunlar;
nano ila¢g tasima sisteminin hazirlanmasinda kullanilan polimerin par¢alanma
trlinlerinin toksik veya biyolojik olarak uyumsuz olmasi, nano sistem viicut
icerisindeyken ila¢g salinmasinin istenilen siirede durdurulamamasi veya hedef
bolgeye ulagsmadan salimin gergeklesmesi, formiilasyon maliyetlerinin yiiksek
olmasi, formiilasyon hazirlama yontemlerinin ¢esitli olmasi ve her etkin maddenin
hedefli kontrollii salim sistemlerininin hazirlanmamasi gibi ¢esitli dikkat edilmesi
gereken noktalar bulunmaktadir [188].

Nanotipta gesitli nanopartikiiler sistemler kullanilmaktadir. Bunlardan bazilar1 Sekil

10°da gosterilmistir.
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Sekil 2.11: Hedefli ilag tasima sisteminde kullanilan bazi nanopartikiiller [189].

2.3.2.1 Lipozomlar

Lipozomlar, bir veya birden fazla lipit tabakadan olusan, ¢ekirdeginde ve tabakalar
arasinda sulu faz bulunduran kapali vezikiiler sistemlerdir. Genellikle amfifilik
fosfolipid molekiilleri ile hazirlanirlar. Buna ek olarak ¢esitli sterollerin, 6zellikle de
kolesteroliin eklenmesiyle lipozomlarin stabilizasyonunu ve ila¢ hedefleme
kapasitesi arttirilabilir. Lipozomlar, hiicre zarlarinda dogal olarak bulunan
fosfolipidlere ve lipoproteinlere yapisal benzerlik gostermektedir. Lipozomlar bu

Ozelliklerden dolay1 biyolojik olarak uyumludur, biyobozunurdur ve ciddi toksik
29



etkilere yol agmaz. Ilag depolama siiresi boyunca lipitlerin oksidasyonlari, hidrolizi
ve pargaciklarin zamanla biliyime egilimi lipozomlarin stabilite problemleri
arasindadir [190, 191].

Bu stabilite problemlerinden kaginmak amaciyla, ayrica fosfolipitlerin yiiksek
maliyetine ekonomik bir alternatif de saglayabilen alternatif niozomlar ortaya
¢cikmistir. Niosomlar, lipozomlara benzer yontemlerle ¢ift kat iyonik olmayan yiizey
aktif maddelerle hazirlanan vezikiiler sistemlerdir. Siirfaktanlarin yapidaki toksik
etkileri, fiizyon riski ve depolanma sirasinda birikme niozom bazli sistemlerin

dezavantajlar1 arasindadir [192].

2.3.2.2 Miseller

Miseller, polimerik veya lipid bazli amfifilik molekkiillerin sulu ortamdan herhangi
bir enerji gerektirmeden kendiliginden olusan kii¢iikk boyutlu (5-100 nm)
partikiillerdir. Sferoidlerin i¢ kism1 hidrofobiktir yagda ¢dziinen ilaglar i¢in uygun bir
tastyict gorevi goriirken ve dig kismu hidrofiliktir [193, 194]. Amfifilik molekiiller,
sadece belirli bir konsantrasyona ulastiktan sonra sulu ortamda miseller olustururlar,
bu siirecte sistemin serbest enerjisinin azalmasi seklinde bir birlesme de meydana
gelebilir. Bu esik konsantrasyon degeri kritik misel konsantrasyonu (CMC) olarak
adlandirilir ve amfifilik molekiillerin yapisina bagli olarak degisir. Diisik CMC'li
sistemler diliisyona daha direnglidir. Misel igeren sulu dispersiyon sistemi su ile
seyreltiginde, sistemde monomer olarak bulunan amfifilik molekiil konsantrasyonu
azalir ve misel CMC degerine geri getirmek i¢in gereken miktara getirilmesi gerekir.
Bu durumda, misellere yiiklenen ila¢ da ayn1 zamanda miselden sulu ortamda salinir.
Enjeksiyondan ve fazla kan hacmi ile temastan sonra, yiiksek CMC'li miseller, ilacin
aniden salinmasiyla emboliye neden olabilir. Bu nedenlerden dolayi, tedavilerde
diisiik CMC degerleri tercih edilir [195].

Miseller, en fazla tercih edilen ilag¢ tasiyicilardir ¢linkii hazirlanmalar1 kolaydir,
yiiksek miktarda ilag tasiyabilirler, yapilar1 son derece stabildir ve farkli amaglara
gore yapilarinda degisiklikler yapilabilir [185]. Bunlara ek olarak, fosfolipitler
kullanilarak hazirlanan miseller, kabul edilebilir diisiik bir toksisite profili sergiler

[196].

30



5
=

Sekil 2.12: Misel olusumu [197].

2.3.2.3 Dendrimerler

Dendrimerler, birbirini tekrarlayan monomerlerin basamaklar halinde eklenmesiyle
merkezden yiizeye dogru sentezlenen ii¢ boyutlu geometrik desene sahip kiiresel
makromolekiillerdir [198]. Dendrimerler agag¢ seklinde ii¢ boyutlu bir mimaride ve
monodispers yapidadirlar [167]. Yapsinda merkezi bir i¢ kisim, i¢ dendritik dallar ve
fonksiyonel gruplara sahip bir dis ylizey olmak {izere {i¢ bilesenden olusur. Bu
bilesenlerle c¢esitli kombinasyonda konumlari i¢ ¢ekirdekten farkli sekil ve
boyutlarda nano {iriinlerin tiretimi gergeklestirilebilir. Dendrimerler, nano yapili ve
dar polidispersite indeksli olmalari, ayrica i¢ kisimlardaki kavitelerde veye
bosluklarda fazla fonksiyonel grup bulundurmalari gibi cazip 6zellikleri vardir [199].
Bu 6zelliklerinden dolay1 as1, oligoniikleotid, enzim, asi, ¢esitli genler veya biyoaktif

maddelerin tasinmasinda kullanilmak tizere aragtiritlmaktadir [200, 201].

2.3.2.4 Karbon naneotiipler

Karbon nanotiipler silindir seklindeki bir karbon allotropudur. Karbon nanatiipler tek
duvarli, sadece tek grafen sarilmis seklinde veya birden fazla duvarli, birden fazla
tabaka es merkezli sarilmis olarak iki temel grupta incelenebilir [202]. Karbon nano
tiipler; gen, protein, ilag¢ gibi ¢esitli biyolojik maddeleri tasiyabilen silindir yapisina
benzer nanomalzemelerdir [203]. Caplari birka¢ nanometreden yiizlerce nanometreye
kadar degiskenlik gosterebilir [204]. Yiizey alanlarinin genis olmasindan dolay1 ¢ok
cesitli terapotik 6zellige sahip maddeleri adsorbe etme veya konjuge etme 6zelligine
sahiptir [205]. Karbon nano tiipler cesitli yontemlerle islevsellestirmesi, daha
¢ozilinilir, biyouyumlu, kovalent veya kovalent olmayan baglarla yiizeylerine ¢esitli
molekiillerin yiiklenmesine yardimci olur. Bdylelikle hedefli kanser tedavisinin her
basamaginda iyi bir tasiyici ajan olmalar saglanmis olur. Ozellikle son yillarda

benzersiz mekanik 6zelliklerinden dolayi biiyiik ilgi gérmektedirler [206].
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2.3.2.4 Metalik nanopartikiiller

Metalik nanopartikiiller genellikle altin, platin, giimiis, bakir ve demir oksit gibi
toprak elementleri kullanilarak hazirlanan kolloidal nanotasiyicilardir. Metalik
nanopartikiiller cesitli sekil ve boyutarda hazirlanabilir. Yiizeyleri farkli molekiillerle
kolayca degistirilebilir ve ayn1 zamanda islevsellestirilebilir [204].

Glimiis nanopartikiilller etkili antimikrobiyal ve antioksidan ozelliklere sahiptir
[207]; altin nanopartikiiller essiz optik oOzelliklerinden dolayr tiimorlerin erken
tanisinda, fototermal terapide kullanilirlar [208]. Demir igeren nanopartikiiller
manyetik Ozellikleri i¢in kullanilir. Uygulamadan sonra harici olarak uygulanan
manyetik alan demir nanopartikiilleri istenen bolgede birikmesini saglar [209].
Metalik nanopartikiillerin en biiyiik dezavantaji, biyolojik olarak par¢alanamamalari
ve viicutta birikme riskine sahip olmalaridir. Toksik etkiler, kullanilan elemente ve

partikiil boyutuna bagli olarak degisir [186].

2.3.3 ila¢ tasiyicx sistemlerin hazirlanmasinda kullamlan polimerler

Polimerler, ilag tasiyict sistemlerin hazirlanmasinda olarak en ¢ok arastirma konusu
olan materyallerdendir [210]. Polimerler, pasif hedeflemede hedef dokuda ilag
birikimi, viicudun enzimatik kosullarinda ilaglar1 korunmasini, ilaglarin kontrollii
olarak siirekli salinmasini saglayabildikleri tespit edilmistir. Ayrica suda az
¢oOziiniirliige sahip bazi ilaglarin iistesinden gelmek amaciyla kullanilabilmektedir
[211]. Polimer kompozitler uygulamalarda dayanikli, gii¢lii ve ¢ok fonksiyonludurlar
[212].

Polimerik ila¢ tasiyict sistemlerin hazirlanmasinda temelde iki c¢esit polimer
kullanilmaktadir. Kullanilan bu sentetik ve dogal polimerlerin biyobozunur ve
biyouyumlu olmasi1 ayrica konsantrasyonlar1 optimum oldugunda potansiyel
toksisiteye sahip olmadiklari bildirilmistir [213].

Dogal polimerler polisakkarit bazli ve protein bazli polimerler olarak ayrilirken;
senteteik polimerler poliesterler, polieterler, ploxamerler ve rekombinant protein
bazli polimerler olarak alt gruplara ayrilir. Son yillarda optimal terapétik etkiler elde
etmek icin dogal veya sentetik polimerler kullanilarak polimerik nano tasiyici

sistemler {izerinde ¢alisilmaktadir [214].
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2.3.4 PLGA

Polimer temelli nanopartikiiller ilaglarin biyoyararlanimini arttirir ve olumsuz yan
etkileri en aza indirir [14]. Poli laktik-ko-glikolik, nano ila¢ tasiyici sistemlerde
kullanilan biyouyumlu polimerdir [215]. Amerikan Gida ve Ilag Kurumu (FDA) ve
Avrupa Ilag Ajanst (EMA) tarafindan trikarboksilik asit dongiisii ara maddeleri,
laktik asit ve glikolik aside pargalanan [14] toksik olmayan, biyouyumlu ve
biyopargalanabilen bir polimerdir [15]. Ayrica PLGA degredasyon o&zelliklerinin
stirekli salim sistemlerinde kullanilmasi i¢in uygun bir polimerdir [216]. PLGA
hedefli ilag tasima sistemlerinde iyi arastirilmis ve biyolojik olarak kullanimi en
elverisli, pargalanabilir polimerler arasinda “altin standart” olarak kabul edilir [214].
Poly-(glikolik asit) (PGA) ve poli-(laktik asit) (PLA) ile birlikte PLGA, 1960’larda
cerrahi dikislerde kullanilmak {izere kesfedildi. PLGA, iireme sistemindeki
diizenleyici hormonlar, steroid hormonlar, anti-enflamatuar ilaglar, sitokinler,
kemoterapotikler, antibiyotikler, biiylime hormonlari, insiilin ve asilar dahil olmak
tizere kiiciik molekiillii ilaglar, peptitler ve proteinlerin salinmasi i¢in kullanilmistir
[217]. Diger polimerlere kiyasla, PLGA enjekte edilebilir, mikrokiire veya nanokiire
gibi ¢esitli sekillerde tasarlanmasi daha kolaydir.

PLGA, laktik ve glikolik asit monomerlerinin kopolimerizasyonu ile olusan poliester

omurgali alifatik bir polimerdir [217].

O

HO OH

Sekil 2.13: PLGA molekiiler yapisi (x=laktik asit birimi, y=glikolik asit birimi).

PLGA tamamen esnektir, farkli boyutlarda ve sekillerde calismak i¢in uygudur.
Ayrica hemen hemen her boyutta madde tasiyabilme kapasitesine sahiptir. PLGA;
etil asetat, klorlu ¢oziiciiler, tetrahidofuran ve aseton gibi cesitli ¢oziiciiler iginde

coziilebilir [218].
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PLA (poli laktik asit) ve PGA (poli glikolik asit) polimerlerinden olusan PLGA
kopolimeri 6zellikleri en iyi agiklanmis biyomateryaldir. Laktik yapisi asimetrik
yapida bir karbon igerir, D ve L olmak iizere iki optik izomeri bulunur. Sonugcta,
optikge aktif olan L-laktik ve D-laktik, ayrica optik¢e aktif olmayan DL-laktik olmak
tizere ii¢ fakli laktik olugmaktadir [216, 219]. PLA yapisinda bulunan metil yan
grubundan dolay1 hidrofobik bir polimerdir ve biyobozunmasi PGA’dan daha uzun
siirede gerceklesmektedir. Metil grubunun sterik engel olusturmasi nedeniyle
PGA’ya gore hidrolize daha da dayanikli olmasini saglar [220].

PGA iseyapisinda metil yan grubu igermez. % 45-55 oraninda kristalin yap1 gosterir.
Bundan dolayi, bircok organik c¢oziiclide ¢oziinmez. PLGA kopolimerinin elde
edilmesinde glikolik ile L-laktik veya DL-laktik kullanilarak kopolimerizasyon
yapmak miimkiindiir [216, 221].

Kopolimer zincirindeki glikolik:laktik ‘in tiir ve molar orani; PLGA'nin kristallik
derecesini, mekanik dayanikliligini, sisme davranisini, hidrolize ugrama kapasitesini
ve polimerin biyolojik pargalanma oranini etkiler [216]. Arastirmalar kopolimer
yapisindaki laktik iceriginin ve molekiiler agirliktaki azalmanin PLGA'nin Tg
degerini diigiirdiigiinii géstermistir [222].

PLGA kopolimeri sulu ortamda ester baglari iizerinden hidrolize ugrar. Hidroliz ile
monomer diizeyinde asitlere pargalanir. Krebs dongiisii ile CO, ve su halinde idrarla
atilirlar [15, 223].

H' 9 0
G = o 'y
B OH
o
* OH HO
| Lactic Acid Glycolic Acid

Matabolic
Pathways

Sekil 2.14: PLGA hidrolizi [15].

PLGA, hedefli ilag tasima sisteminde 6zel bir arac olarak kullanildiginda, enkapsiile
edilmis maddesini hedeflenen bdlgeye istenen konsantrasyonda, istenen siirede
tasiyabilme ozelligine sahiptir. Bu nedenle PLGA nanopartikiillerinin tasarimina,

icerdigi farmasotik bilesenlerin bozunma siiresine dikkat edilmelidir.
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PLGA’nin biyo-dagiliminin ve farmakokinetiginin dogrusal olmadig1 ve doza baglh
oldugu bildirilmistir [224].

[lag salim sistmelerinde kullanilan PLGA; emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma,
emiilsifikasyon-difiizyon, nanogoktiirme, ara yiizde depolama gibi ¢esitli yontemlerle
PLGA nanopartikiilleri iiretilebilir [225]. Cesitli sentez metodlariyla tiretilen PLGA
nanopartikiillerine hapsedilmis veya yiizeyine absrobe edilerek protein/peptit
yapidaki ilaglar, asilar, genler, biiylime faktorleri, antikanser etkili etkin maddelerin
tasinmasi amaciyla tretilebilir. Ayrica farkli uygulama yollarina yonelik (nazal, oral,
oftalmik gibi) nanopartikiiller iiretilebilir [226, 227].

Terapotik maddeleri igceren bu nanopartikiiller, ¢oziiniirligli diisikk, endozomlar
tarafindan yakalanip hiicre icine alinabilir ve ayn1 zamanda kilcal damarlardan
gecebilicek kadar kiigiik yapilardir [228]. Ayirica iiretilen nanopartikiiller
yiizeylerinde ¢esitli modifikasyonlar yapilarak hedef dokuya tasginabilir, orada salim
yapabilir [229].

PLGA nanopartikiillerinin matrisine yerlestirilen terapdtik maddeler, polimerin
matristen diflizyonuyla ve polimerin bozunmasina bagli olarak salinir. Polimerin
bozunmasi blok kopolimerin bilesimine, molekiiler agirhigina bagl olarak giinler

veya aylarca siirebilir [230].
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Sekil 2.15: Biyobozunr polimerik nanopartikiillerde enkapsiile edilen edilen
biyoaktif ajanlarin salim1. Polimerik sistem ¢evre ile etkilesime girerek
cevredeki ortam s1vist matrise giriyor (A), sivi polimerik sistemin sismesine
neden oluyor (B), s1v1 diflizyon kanallar1 olusturuyor (C), polimerik
sistemin bozunmasi (D) [231].

PLGA, endo-lizozomal kompartmandan sitoplazmik bolmeye kagtigi ve fizyolojik
ortamda hazirlanan nanopartikiiller uzun siire boyunca niikleik asit salimini

gerceklesirtirdiginden, hedef dokuda uzun siireli gen ifadesi saglar [21].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 GEREC

3.1.1 Cihazlar

Tez asamasinda kullanilan cihazlar asagidaki tabloda yer almaktadir.

Tablo 3.1; Kullanilan cihazlarin listesi.

Cihaz Ad1

Cihaz Firmasi

Kullanim Amaci

Yatay Jel Elektroforez
Sistemi

Jel Goruntiileme Sistemi

PCR Cihaz1

Distile su cihazi

Otoklav

Hassas Tart1

Santrifiij

Sogutmali Santrifijj

Vorteks

Isitic1 blok

Buz makinesi

Major Science

Fusion Fx7

Bio-Rad, Sacem

Sartarius Stedim Biotech

Niive

Precisa

Hettich

Niive NF1200

Stuart

Denville Scientific

Scotsman
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Agaroz jele yiiklenen PCR
iiriinlerinin yiirtitilmesinde
kullanilmistir.

Agarozda yiiriitilen DNA
fragmanlarinin
goriintiilenmesinde kullanilmistir.
Klonlanacak DNA firiiniiniin
aplifikasyonunda kullanilmigtir.
Tum molekiiler ¢alismalarda
kullanilmaistir.

Laboratuvar malzemeleri
sterilizasyonunda kullanilmisgtir.
Kimyasal maddelerin miktarini
6l¢mede kullanilmistir

Yiksek hizda (maksimum: 14000
rpm) ayristirma gerektiren tim
calismalarda kullanilmigtir
(Hettich)

RNA yiiklii nanopartikiillerin
saflastiritlmasinda kullanilmistir.
Kiicilik hacimdeki soliisyon ve
mixleri homojen hale getirmede
kullanilmistir.

Orneklerin ve belirli ¢ozeltilerin
sitilmasinda kullanilmisgtir.

Buz eldesinde kullanilmustir.



Buzdolab1 (+4°C)

Derin dondurucu
(-20°C, -80°C)

pH metre

Manyetik 1sitmali

karigtiric

Etiiv

Vakum manifoldu

Nanodrop

Florasan Mikroskop

Memeli Hiicre Kiiltiir

Etiivi

Ceker ocak

Mikrodalga firin

Liyofilizator

Sicak su banyosu
Karbondioksitli Etiiv

Manyetik Karistirici

Ultrasonikator

Homojenizator

DLS-Dinamik Isik

Sagilim Spektrometresi

Beko

Ugur, Haier

Hanna Instruments

Stuart

Niive

Welch

Thermo Scientific
Multiskan GO

Zeiss

Fisher Scientific

Vortice

Argelik

LaboGene

Niive BM 30
Niive EC 160

Stuart

Bandelin Sonorex

MTOPS SR30

Malvern Instruments (Zetasizer
Nano ZSP)
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Tablo 3.1 (Devami): Kullanilan cihazlarin listesi.

Ornekler tampon ve stok
¢ozeltilerin saklanmasinda
kullanilmastir.

Ornekler, gesitli ¢cozeltilerin uzun
siire saklanmasinda kullanilmustir.
Cozeltilerin pH ayarlamasinda
kullanilmigtir.

Cozelti ve nanopartikiiliin
hazirlanmasinda kullanilmistir.
Kat1 besiyerine ekilen bakterilerin
uygun sicaklikta kiiltiire alinip
¢ogaltilmasinda kullanilmustir.
Piirifikasyon islemlerinde atik
sivilarin kolonlardan
uzaklastirilmasinda kullanilmistir.
RNA, DNA konsantrasyon
Ol¢timlerinde kullanilmaistir.
Hiicrelerin goriintiillenmesinde
kullanilmastir.

Hiicre hatt1 biiylitme agamasinda
kullanilmistir.

Agaroz jel hazirlamada
kullanilmaistir.

Agaroz jel hazirlamada
kullanilmaistir.

Orneklerin liyofilizasyonunda
kullanilmasgtir.

Cesitli ¢ozeltilerin 1sitilmasinda
kullanilmasgtir.

Hiicre kiiltiirtinde kullanilmustir.

Cozeltilerin hazirlanmasinda
kullanilmistir.

Cozeltilerin homojenizasyonunda
kullanilmasgtir.

Cozeltilerin homojenizasyonunda
kullanilmistir.

Nanopartikiil boyutunun

6l¢iilmesinde kullanilmistir.



Tablo 3.1 (Devam): Kullanilan cihazlarin listesi.

. . Deneysel
Laminar Flow Kabin Niive MN090/120

calismalardakullanilmistir.

Tiim molekiiler ¢calismalarda

Otomatik pipetler Thermo, Eppendorf

kullanilmaistir.
) Nanopartikiil olusumunda
Siringa (5-10 ml) Biotech
kullanilmastir.
Mikropipet ucu Tiim ¢6zeltilerin hazirlanmasinda
Neptune
(1,200, 1000 ul) kullanilmaistir.
Spektrofotometre - Nanopartikiil boyutunun
ISOLAB

polistiren kiivetler 6l¢timiinde kullanilmistir.

ELISA (Enzyme-linked VARIOSKAN FLASH, Thermo Gen susturma miktarinin

immunosorbent assay) scientific 6l¢timiinde kullanilmistir.

3.1.2 Kimyasallar ve kitler
Tez asamasinda kullanilan kimyasallar ve Kitler asagidaki tabloda yer almaktadir.

Tablo 3.2: Kullanilan kit, kimyasal listesi.

Kimyasal Adi, Kit Marka Kullammim Amaci
LB (luria-bertani) broth ve . ) Mikroorganizmalarin
Sigma-Aldrich _
agar biiyiitiilmesinde kullanilmustir.
Ampisilin Sigma-Aldrich Antibiyotik
. Elektroforez jel yapimin da
Agaroz Invitrogen
kullanilmigtir.
Edta (Etilendiamin ) Tampon ¢ozeltilerin
o Sigma
tetraasetik asit) hazirlanmasinda kullanilmistir.
Jel elektorforezinde
Etidyum bromiir Millipor oligoniikleotidlerin
gorlintiilenmesinde kullanilmistir.
DNA’nin jeldeki kuyucuk
DNA jel yiikleme boyast New England Biolabs tabanina inmesinde ve

FBS (Fetal Sigir Serum)

PBS (Fosfat tamponlu tuz)

Tris bazi

Gibco-Invitogen,

USA, Lot # 10500
Gibco-Invitogen,

USA, Lot # 20031084R
T1503- sigma,

Lot # SLBN7135V
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boyanmasinda kullanilmustir.
Hiicre kiiltiiriinde besleyici serum
olarak kullanilmstir.

Hiicre kiiltiiriinde yikama
soliisyonu olarak kullanilmistir.
Bufferlarin hazirlanmasinda

kullanilmustir.



Tablo 3.2 (Devami): Kullanilan kit, kimyasal listesi.

Hidroklorik asit ( HCI )

Sodyum hidroksit

Diklorometan ( DCM )

Asetillenmis Sigir Serum

Albumin (Acetylated BSA)

Sulforhodamine B

PLGA,; “Poly (lactic-co-
glycolic acid)” or “Poly
(D,L-lactide-co-glycolide)
lactide:glycolide” (50:50) ,
mol wt 30,000-60,00
DMSO (Dimethyl

sulfoxide)

Tween 80

Asetik asit

DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium )

TCA (Trikloroasetik Asit)

Quant-iT™ RiboGreen™
RNA Reagent

Silencer® siRNA
Construction Kit
Pierce™ Renilla-Firefly

Luciferase Dual Assay Kit

NucleoSpin® Gel and PCR
Clean- up Kit

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Merck
#1,06044

Promega,
LOT#0000311319

Sigma-Aldrich,
Lot # MKBX1736V

Sigma-Aldrich USA p2191-

Merck, Darmstadt, Almanya

Merck, Darmstadt, Almanya

Sigma-Aldrich

Gibco® Waltham, Massachusetts,
ABD

Thermo Fisher Scientific
Invitrogen by Thermo Fisher
Scientific

Ambion by life Technologies
K#AM1620

Thermo Scientific
#K16185

Macherey-Nagel,
# K740609.10 /.50 /.250
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Tampon ¢ozeltilerin pH
ayarlamalarinda kullanilmistir.
Tampon ¢ozeltilerin pH
ayarlamalarinda kullanilmistir.
Nanopartikiil hazirlamada
kullanilmugtir.

Nanopartikiil hazirlama ve RNA
miktarinin tespitinde
kullanilmustir.

Sitotoksisite testinde

kullanilmaistir.

Nanaopartikiil hazirlamada

kullanilmustir.

Hiicre kiiltiiriinde pasajlamada
kullanilmustir.

Nanopartikiil olusumuda
stirfaktan olarak kullanilmistir.
Sulforhodamine B boyama

yonteminde kullanilmistir.
Hiicre kiiltiiriinde kullanilmustir.

Sulforhodamine B boyama

yonteminde kullanilmistir.
Nanopartikiil igcerisindeki RNA
miktarint 6lgmede kullanilmustir.
siRNA iiretiminde kullanilmistir.
Gen susturma ol¢timiinde
kullanilmustir.

PCR iirlinlerinin

saflagtirilmasinda kullanilmistir.



Tablo 3.2 (Devam): Kullanilan kit, kimyasal listesi.

TransformAid Bacterial

Transformation Kit

GeneRuler and
O'GeneRuler DNA Ladders

Zyppy™ Plasmid Miniprep
Kit

Phusion Flash HighFidelity
PCR Master Mix

Thermo

Rapid DNA Ligation Kit

Lentifectin™

PVA ( Polivinil Alkol)

Diethyl pyrocarbonate
(DEPC)

Thermo Fisher Scientific, #K2710

Thermo Scientific

ZYMO RESEARCH
#KD4036, D4019, D4020 &
D4037

Thermo Fisher Scientific,
#F-548S

Thermo Fisher Scientific, #K1422

Applied Biological Materials Inc.

Sigma
#363073
Sigma
#159220

Klonlamada kullanilacak
bakterileri kompetan hale
getirmede ve kompetent
bakterilere plazmid
transformasyonu i¢in
kullanilmistir.

PCR firliniiniin boyunu tespit
etmede DNA markorii olarak

kullanilmastir.

Plazmidlerin izolasyonunda

kullanilmistir

Hedef gen bolgesinin PCR
yontemiyle ¢cogaltilmasinda
kullanilmaistir.

PCR iiriinii ile vektdriin
birlestirilmesinde kullanilmistir.
Rekombinant DNA’nin hiicre
kiiltiiriine gonderilmesinde
kullanilmaistir.

Nanopartikiil hazirlamada
kullanilmustir.

RNase-free su hazirlamakta

kullanilmistir.

3.1.3 Enzimler

Tez asamasinda kullanilan enzimler asagidaki tabloda yer almaktadir.

Tablo 3.3: Kullanilan enzimlerin listesi.

Enzim Ad1

Marka

Kullanim amaci

Taq DNA polimeraz

Alkalin fosfataz

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific
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PCR firiinlerinin 3* ucuna dATP
eklenmesinde kullanilmustir.
Restriksiyon enzimleri ile
kesilen vektoriin
defosforilasyonunda

kullanilmustir.



Xhol, Pstl

T4 DNA ligaz

Lizozim

Ligasyon enzimleri

Tablo 3.3 (Devami): Kullanilan enzimlerin listesi.

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Vivantis Technologies

Thermo Fisher Scientific

PCR iiriinleri ve vektorlerin
restriksiyon endoniikleaz

kesiminde kullanilmigtr.

Restriksiyon enzimleri ile
kesilen pargalarin
birlestirilmesinde kullanilmistir.
Bakteri hiicre duvarinin
parcalanmasinda kullanilmistir.
PCR (iiriinii ile vektdriin

birlestirilmesinde kullanilmistir.

3.1.4 Mikroorganizma
» Escherichia coli One Shot® Mach1™-T1R kompetan hiicreleri;

(Thermo Fisher Scientific)

Escherichia coli susuna aittir. Klonlama konakgist ve klonlanan genin

cogaltilmasinda kullanilmistir.

3.1.5 PCR primerleri
Klonlanacak GPR87 gen bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasinda kullanilmistir. Primer3

programiyla tasarlanan primerlerin USCS In silico-PCR, Primer Design and Search

Tool ve PCR Primer Stats biyoinformatik uzantilariyla kontrolleri yapilmistir.

Kontrolleri yapilan primerler Sentromer DNA Teknolojileri (istanbul) firmasi

tarafindan sentezlenmistir.

Tablo 3.4: GPR87 geni i¢in tasarlanan primer ve 6zellikleri.

Oligo ad1 Baz Dizisi 5'-3' Baz sayisi Tm (°C)
GPR87- tactcgAGGGAACCTAGTAGCCTGTGGG 23 63.32
Forward
GPR87- atctcgaGCTTATCAGCCCAAGGAACACGA 23 63.04
Reverse
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3.1.6 siRNA oligoniikleotid kalibx

Silencer® siRNA Construction Kit protokiilii dogrultusunda Custom Dicer-Substrate
SiRNA (DsiRNA) programiyla sense ve antisense siRNA oligoniikleotitleri dizayn
edilmigstir. siRNA {iretiminde kullanilacak olan DNA oligoniikleotit templateleri

Sentromer DNA Teknolojileri (Istanbul) firmasi tarafindan sentezlenmistir.

Tablo 3.5: GPR87 geni i¢in tasarlanan primer ve zellikleri.

siRNA Oligo Baz Dizisi 5'-3' Baz sayisi
Template

Sense siRNA

oligonucleotide CCTTGGTACTTCAAGTTTATTCTCTCCTGTCTC 23
template

Antisense siRNA

oligonucleotide AGAGAATAAACTTGAAGTACCAAGGCCTGTCTC 33
template

3.1.7 Vektor sistemi
PSICHECK™-2 vektorii (Promega,Cat.#C8021) GPR87 geninin klonlanmasinda ve
hiicrelere aktarilmasinda kullanilmistir.
BamHI 4451
SV40 Late

poly(A)

Amp’

/ hiue+
ori

psiCHECK™-2

HSV-TK Bglll 1
promoter ) Vector Konl 58
Synthetic (6273bp) P
aly(A
1674 | Notl Poly(A) SV40 early
1663 | Pmel enhancer/
1643 | Xhol - promoter
1640 | Sfl hRive Promoter <
\ “
I
2
Mhel 684 2

Sekil 3.1: psiCHECK™-2 vektor haritasi.
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Tablo 3.6: psiCHECK ™ -2 Vekto6r dizisinin referans noktalari.

Ozellik Baz pozisyonu
SV40 early enhancer/promoter 7-425

Chimeric intron 489-621

T7 RNA polymerase promoter 666-684
Synthetic Renilla luciferase gene (hRluc) 694-1629
Coklu klonlama bolgesi (MCS) 1636-1680
Synthetic poly(A) 1688-1736
HSV-TK promoter 1744-2496
Synthetic firefly luciferase gene (hluc+) 2532-4184
SVA40 late poly(A) 4219-4440
B-lactamase (Ampr ) coding region 4587-5447

3.1.8 DNA Markerlari
DNA markori olarak “Thermo Scientific O'GeneRuler DNA Ladder Mix

(#SM1173)” kullanilmustr.
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bp ng/0.5 pg %

10000 18 3.6

8000 18 3.6

6000 18 3.6

5000 18 36

4000 18 36

/4 3500 18 3.6
7-3000 60 120

—2500 16 3.2

—2000 16 3.2

_~1500 16 3.2

~1200 16 32
_~1000 60 120

— 900 17 34

:8(11.» 17 34

700 17 34

N600 17 34
?00 60 112.0

400 20 4.0

D 300 20 4.0

" 200 20 4.0

? 100 20 4.0

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,

1X TAE, 7 V/cm, 45 min

Sekil 3.2: Thermo Scientific O'GeneRuler DNA Ladder Mix.

3.1.9 Tampon ve ¢ozeltiler

3.1.9.1 Biiyiitme medyumlari
» LB (Luria Bertani) broth besiyeri

Sigma-Aldrich firmasindan alinan besiyerinin igerisinde 10 g/L tripton, 10 g/L
NaCl, 5 g/L maya ekstrakti bulunur. 1 L LB besiyeri hazirlanirken 1 L distile su
tizerine 20 g LB broth tozu eklenip 120°C’de 20 dakika otoklav ile sterilize
edilmistir. Hazirlanan stok ¢ozelti daha sonraki kullanimlar i¢in buzdolabina (+4°C)
kaldirilmigtir.

» LB (Luria Bertani) -Ampisilin agar

Ampisilin iceren LB agar medyumu hazirlanirken sicakligi yaklasik 55°C’ye
diismiis 200 mL LB agar tlizerine 200 pL ampisilin ilave edilir. Hafifce karigmasi
saglandiktan sonra esit hacimlerde steril petri kaplarina dokiilmiistiir. Donarak kati
forma gecen medyumlar daha sonra kullanilmak iizere buzdolabina (+4 °C)

kaldirilmastir.
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» Ampisilin stok cozeltisi

100 mg/mL ampisilin distile su igerisinde ¢ozdiriilirek stok ¢ozelti hazirlanir.
Hazirlanan stok c¢ozelti filtreden gegirildikten sonra 1,5 mL’lik kiiclik hacimlere
ayrilir. Daha sonra kullanilmak iizere derin dondurucuya (-20°C) kaldirilmastir.

» %10 FBS besiyeri

%10 FBS (Fetal bovine serum), %89 DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
(4.5 g/Lglukoz) %1 Penisilin/Streptomisin kullanilarak hazirlanmistir. Hazirlanan
besiyeri kullanilana kadar buzdolabinda (+4 ° C) bekletildi.

3.1.9.2 Agaroz jel elektroforezi ¢ozeltileri
» 10X TAE (Tris Aceticacid Edta) tamponu

48.4 g Tris [tris(hydroxymethyl)aminomethane] bazi, 3.7 g EDTA (Etilen diamin
tetra asetik asit), 11.4 mL glasiyal asetik asit (17.4 M) 1 L distile su igerisinde
cozdiiriilerek hazirlanmigtir. Hazirlanan ¢ozeltinin pH degeri 8,4 olarak ayarlanir.

> %1 agaroz jel ¢ozeltisi
1 g agaroz tartilarak 100 mL TAE tamponunda ¢ozdiiriilmustiir. Uzerine 1 uL
etidyum bromiir eklenerek hazirlanmistir.

» 1 Molar (M) Tris pH 8,8

81,65 g Tris base 800 mL distile su igerisinde karistirici yardimiyla ¢ozdiriiliir.
Cozdiirme isleminden sonra pH degeri 1 milimolar (mM) HCl ile 8,8'e ayarlanir. Ph
ayarlamasinin ardindan iizerine 1 olacak sekilde distile su ile tamamlanir.

» 6X Loading tamponu

%60 gliserol, % 0,03ksilen siyanol FF, 10 mM Tris-HCI (pH 7,6), %0,03 bromofenol
mavisi ve 60 mM EDTA iceren boyadir. Elektroforez sirasinda DNA ile birlikte jel

kuyucuklarina yiiklenir.
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3.1.9.3 Nanopartikiil sentezinde kullanilan cozeltileri

» Tween 80 cozeltisi

19 mL DEPC (dietilpirocarbonat) su igerisinde 1 mL twen-80 homojenizatérde

karistirilarak stok ¢ozelti hazirlanmistir.

> % 2(W/V)’lik PVA (Polivinil alkol) ¢ozeltisi

100mL DEPC (dietilpirocarbonat) su igerisinde 2 gr PVA eklenerek ultrasonik
banyoda 60°C ‘de ¢ozdiirtilerek hazirlanmustir.
» Tris-EDTA (TE Buffer) stok ¢ozeltisi pH 8,8

0,5MpH 81 mLEDTA velM pH 8,85 mL Tris kullanilarak son pH 8,8 olacak
sekilde hazirlanir. Hazirlanan ¢6zeltinin iizerine 496 mL DEPC (dietilpirokarbonat)

su eklenerek hazirlanmistir.

» BSA (Bovine serum albumin)-Tris-EDTA stok ¢ozeltisi (1 mL)

7,2 mg BSA (Bovine serum albiimin) 1 mL Tris-EDTA (pH 8.,8) igerisinde
¢ozdiirtilerek hazirlanmistir.

> RNase-free Su

2 It dH20 igerisine 2 mL DEPC (Diethyl pyrocarbonate) eklenerek g¢eken ocak
altinda 24 saat bekletilmistir. Hazirlanan %2(w/v) Diethyl pyrocarbonate (DEPC)-

H20 tiim deneysel ¢calismalarda kullanilmak tizere oda sicakliginda saklanmaistir.

3.1.9.4 Sitotoksisite testinde kullanilan ¢ozeltiler
» %20 TCA (Trikloroasetik Asit)

20 gr TCA tartilarak 100 mL ddH2O igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.
» %1 Asetik asit cozeltisi

1 mL asetik asit 99 mL dH2O iizerine dikkatlice eklenerek hazirlanmistir.
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3.2 Yontem

3.2.1 PCR primeri tasarim

Literatiir taramast sonucunda primerlerin tasarimi igin referans diziler ENSEMBLE
‘dan alindu.

Gene: GPR87 ENSG00000138271

Name GPR87 (HGNC Symbol)

G protein-coupled receptor 87 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:4538]

Gene Synonyms: GPR95

Location: Chromosome 3: 151,294,086-151,316,952

//CTGTAAGGGAACCTAGTAGCCTGTGGGCATGCTTGCCAAGCACTGAAGTCCTATCTCCCCACTTCTCCTA
CAGATAACGAGCTGCACGGCCAAGAGAGTCACAATTCAGGCAACAGGAGCGACGGGCCAGGAAAGAACACCA
CCCTTCACAATGAATTTGACACAATTGTCTTGCCGGTGCTTTATCTCATTATATTTGTGGCAAGCATCTTGC
TGAATGGTTTAGCAGTGTGGATCTTCTTCCACATTAGGAATAAAACCAGCTTCATATTCTATCTCAAAAACA
TAGTGGTTGCAGACCTCATAATGACGCTGACATTTCCATTTCGAATAGTCCATGATGCAGGATTTGGACCTT
GGTACTTCAAGTTTATTCTCTGCAGATACACTTCAGTTTTGTTTTATGCAAACATGTATACTTCCATCGTGT
TCCTTGGGCTGATAAGCATTGATCGCTATCTGAAGGTGGTCAAGCCATTTGGGGACTCTCGGATGTACAGCA
TAACCTTCACGAAGGTTTTATCTGTTTGTGTTTGGGTGATCATGGCTGTTTTGTCTTTGCCAAACATCATCC
TAACAAATGGTCAGCCAACAGAGGACAATATCCATGACTGCTCAAAACTTAAAAGTCCTTTGGGGGTCAAAT
GGCATACGGCAGTCACCTATGTGAACAGCTGCTTGTTTGTGGCCGTGCTGGTGATTCTGATCGGATGTTACA
TAGCCATATCCAGGTACATCCACAAATCCAGCAGGCAATTCATAAGTCAGTCAAGCCGAAAGCGAAAACATA
ACCAGAGCATCAGGGTTGTTGTGGCTGTGTTTTTTACCTGCTTTCTACCATATCACTTGTGCAGAATTCCTT
TTACTTTTAGTCACTTAGACAGGCTTTTAGATGAATCTGCACAAAAAATCCTATATTACTGCAAAGAAATTA
CACTTTTCTTGTCTGCGTGTAATGTTTGCCTGGATCCAATAATTTACTTTTTCATGTGTAGGTCATTTTCAA
GAAGGCTGTTCAAAAAATCAAATATCAGAACCAGGAGTGAAAGCATCAGATCACTGCAAAGTGTGAGAAGAT
CGGAAGTTCGCATATATTATGATTACACTGATGTGTAGGCCTTTTATTGTTTGTTGGAATCGATATGTACAA
AGTGTAAATAAATGTTTCTTTTCATTATCCTTGCTTGAGCCCATCAAAA/ /

GPR87 gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in Primer3 programi ile uygun primerler dizayn
edilmistir. Primer dizaym yapilirken, primerlerin 5> ucuna restriksiyon enzimleri
olarak kullanilacak olan Xhol endoniiklezlarna uygun tanima bolgeleri

yerlestirilmistir.

t aGGAACCTAGTAGCCTGTGGGCATGCTTGCCAAGCACTGAAGTCCTATC

TCCCCACTTCTCCTACAGATAACGAGCTGCACGGCCAAGAGAGTCACAATTCAGGCA
ACAGGAGCGACGGGCCAGGAAAGAACACCACCCTTCACAATGAATTTGACACAATTG
TCTTGCCGGTGCTTTATCTCATTATATTTGTGGCAAGCATCTTGCTGAATGGTTTAG
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CAGTGTGGATCTTCTTCCACATTAGGAATAAAACCAGCTTCATATTCTATCTCAAAA
ACATAGTGGTTGCAGACCTCATAATGACGCTGACATTTCCATTTCGAATAGTCCATG
ATGCAGGATTTGGACCTTGGTACTTCAAGTTTATTCTCTGCAGATACACTTCAGTTT
TGTTTTATGCAAACATGTATACTTCCATCGTGTTCCTTGGGCTGATAAGCtcgaga
t

Primer tasarimi yapildiktan sonra primerlerin kontrolleri USCS-InSilico PCR ve
BiSearch.enzyme biyoinformatik sayfalar1 kullanilarak yapildi. Kontrolleri yapilan
primerler Sentromer DNA Teknolojileri(istanbul) firmasina siparis verildi.

HPLC saflagtirma metoduyla tretilen primerler liyofilize olarak teslim alundi.
Teslim alinan primerler son konsantrasyonlar1 100 pmol/ul olacak sekilde distile su
ile sulandirildi. 100 pmol/ul stok primerlerin 1/10 sulandirilmasi suretiyle 10 pmol/pl
olacak sekilde hazirlandi. Forward ve reverse primerler PCR reaksiyonlarinda
kullanilmak tizere derin dondurucuya (-20°C) kaldirilmstir.

primerler Tablo 3-7°de gosterilmistir.

Tablo 3.7: GPR87 geni i¢in tasarlanan primerler.

Template GC
Sequence (5'->3') Uzunluk Start Stop Tm
strand %
Forward  tactcgAGGGAACCTAG 63.
Plus 23 5 27 >6.
primer TAGCCTGTGGG 32 52
Reverse atctcgaGCTTATCAGCC 63. 52.
Minus 23 447 425
primer CAAGGAACACGA 04 17

3.2.2 GPR87 geninin klonlanmasi

3.2.2.1 GPR87 geninin eldesi ve PCR ile ¢ogaltilmasi

HEK 293T hiicre hatti1 Bezmialem Vakif Universitesi Tibbi Biyoloji anabilim
dalindan temin edildi. HEK 293T hiicre hatt1 kullanilarak genomik DNA’dan PCR
ile GPR8&7 geninin amplifikasyonu saglandi. GPR87 genini PCR ile ¢ogaltmak icin
Phusion Flash High-Fidelity PCR Master kiti kullanilarak PCR ile gogaltimistir.
Amplifikasyon i¢in gerekli bilesenler Tablo 3-8’de ve PCR dongiisii Tablo 3-9’de

gosterilmistir.
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Tablo 3.8: GPR87 i¢in PCR Prtotokolii.

Bilesen Miktar
Master mix 10 pl
Primer (F+R) 2 ul
Genomik DNA 1 ul
dH20 7 ul
Toplam 20 nl

Tablo 3.9: GPR87 i¢in PCR Prtotokolii.

Basamaklar Sicakhik Zaman Dongii sayis1
[k denatiirasyon 98°C 2 dakika
Denatiirasyon 98°C 30 saniye

Baglanma i
] 70°C 7 saniye
(annealing) 32 déngii

Uzama (extension) 72°C 15 saniye
Final uzama 72°C 5 dakika

PCR islemi tamamlandiktan sonra hedef genin dogru sekilde ¢ogalip ¢ogalmadigin
kontrol etmek i¢in agaroz jel elektroforezi yapilmistir. %1°lik agaroz jele 5 ul DNA
markdri, 3 uL DNA yiikleme boyamasi, 10 uL PCR firiinii yliklenerek 127 mA, 100
V’de 20 dk yiiriitiilmiustiir. Jel goriintiileme sistemi ile PCR {iriiniin biiyiikligi tespit

edilmistir.

3.2.2.2 PCR iiriiniiniin saflastirilmasi
PCR iiriinii NucleoSpin® Gel and PCR Clean- up Kit ile piiriifiye edilmistir.
Piirifikasyon agamasinda sirasiyla asagidaki basamaklar uygulanmistir:
» DNA baglanma kosullar1 ayarlandi.
Hacim < 30 pL altinda ise 50-100 pL dH20 eklenerek hacim arttirildi.
Elimizde bulunan 6rnegin iki kat1 olacak sekilde Buffer NTI eklendi.
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» NucleoSpin® Gel and PCR Clean- up kolonu uygun bir vakum manifoldu
tizerine yerlestirildi. Kolunun kapagi kapatilmadan 700 pL 6rnek eklendi.
Vakum - 0.2 to - 0.4 bar arasinda olmasinda dikkat edildi. Yaklasik bir
dakika bekletildi.

Ornek temizleme kolonunu gectiginde vakum bosaltild.

» Temizleme kolonuna 700 pL Buffer NT3 eklendi. Tekrar vakumlanarak
bufferin gegmesi saglandi.

» Kolonda bulunan silika membranin kurumasi ve Buffer NT3’den tamamen
arindirilmasi amaciyla 11,000 x g 1 dakika santrifiijlendi.

» NucleoSpin® Gel and PCR Clean- up kolonu yeni 1.5 mL mikrosantrifiij
tiipiine yerlestirildi. Uzerine 15-30 uL Buffer NE eklenerek oda sicakliginda
1 dakika inkiibasyona birakild1. Inkiibasyondan sonra 11,000 x g 1 dakika
santrifiij edilerek DNA tiipte toplandi.

Elde edilen PCR fiiriiniin miktarmi ve safligini tespit etmek amaciyla Thermo

Scientific™ Multiskan™ GO ile 260-280 nm dalga boylarinda 6l¢iilmiistiir.

3.2.2.3 PCR iiriinii ve vektoriin restriksiyon kesimi
PCR iiriinii (Insert) kesimi
Restriksiyon enzimleri olan Xhol ile 5° ve 3* ucundan kesilerek ligasyona hazir hale

getirilmistir.

Tablo 3.10: Insert restriksiyon kesim islemi madde miktarlari.

Bilesen Miktar
10x buffer 10
Xhol 5
dH:0 45
DNA 40

Toplam 100 pl
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Vektor restriksiyon kesimi
psiCHECK™-2 vektorii ¢coklu klonlama bolgesinden restriksiyon enzimi Xhol ile

kesilmistir.

hRluc — sgfl  —2nol

5 ... GAGC&GTAA‘WGTAGGGGﬂT{]GETCGAG

Pmel

CCCGGGAATTCGTTTAAACCTAG

Mot| Synthetic poly(A) signal
1
AGCGGCCGCTGGCCGCIAATAAAATA .. . &

Sekil 3.3: psiCHECK™-2 vektoriiniin ¢oklu klonma bdlgesi.

psiCHECK™-2 vektoriiniin gen dizisi:

BamHI 4451
5V40 Late
poly(A)
ﬁ
/ hluc+
ori
. .
HSV-TK pSiCHECK™-2 Bglll 1
Vector
promoter . Kpnl 58
Synthetic (B273bp) P
oly(A
1674 | Notl Poi(A) SV4D0 early
1663 | Pmel enhancer/
1643 | Xhol - promoter
1640 | Sgfl Q Promoter
1

4345MAT0_3A

Nhel 684

Sekil 3.4: psiCHECK™-2 vektoriiniin haritasi.
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Tablo 3.11: Vektor psiCHECK™-2 defosforilasyon igslemi madde miktarlari.

Bilesenler Miktar
Vektor ( psiCHECK™-2 ) 12 pl
Enzim Xhol 1 ul
dH,O 7l
Restriksiyon enzim Tamponu 5ul
Toplam 25 ul

Vektor defosforilasyonu

Vektoriin kendi iizerine kapanmasini engellemek i¢in alkalen fosfataz enzimi
kullanilarak 5’ ucunda bulunan fosfat gruplar1 koparilmistir. Rapid DNA Ligation
Kit igerisinde bulunu aklalen fosfataz enzimi ile defosforilasyon islemi
gerceklestirilmistir. Vektor defosforile islemi igin PCR cihazi igerisine yerlestirilip

37 °C’de 10 dakika bekletilmisti. Sonrasinda enzimin inaktivasyonu amaciyla
72°C’de 10 dakika bekletilmistir.

Tablo 3.12: Vektor psiCHECK™-2 defosforilasyon igslemi madde miktarlari.

Bilesen Miktar
Enzim 8 ul

Tampon 12 pl
DNA 40 pl
dH20 40 ul

Toplam 100 pl

PCR iiriinii ve defosforile edilen vektor yukaridaki yontemle NucleoSpin® Gel and
PCR Clean- up Kit ile piiriifiye edilmistir.

3.2.2.4 psiCHECK™-2 ve GPR87 geninin ligasyonu

Defosforile edilen plazmid DNA ve kesilen GPR87 geni ligasyonu yapilmistir.
Ligasyon islemi vektor-insert molar oranm1 1:1,1:3, 1:0 olarak “Rapid DNA Ligation
Kit”” ile ti¢ ayrt karistm hazirlanmisgtir. 1:3 oraninda hazirlanan ligasyon

karigimindan 5 plL alinarak bir sonraki transformasyon islemine gegilmistir.
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Tablo 3.13: Vektor psiCHECK™-2 defosforilasyon igslemi madde miktarlari.

1:1 oram 1:3 oram 1:0
Rapid DNA ligasyon
P it 4 ul 4 ul 4 ul
tamponu
Vektor 5l 5l 5l
(psiCHECK™-2) : : "
Insert DNA (GPR87) 2 ul 6 ul -
T4 DNA ligaz 1 ul 1 ul 1 ul
dH20 11 pl 7 ul 12 ul
Toplam 20 pl 20 pl 19 ul

psiCHECK™-2 -GPR87 baz dizisi igerisindeki kesim bolgeleri ve ligasyonu:
//TGAAGAACGAGCAGTAATTCTAGGCGATCGCTCgAGGGAACCTAGTAGCCTGTGG
GCATGCTTGCCAAGCACTGAAGTCCTATCTCCCCACTTCTCCTACAGATAACGAGCT
GCACGGCCAAGAGAGTCACAATTCAGGCAACAGGAGCGACGGGCCAGGAAAGAACAC
CACCCTTCACAATGAATTTGACACAATTGTCTTGCCGGTGCTTTATCTCATTATATT
TGTGGCAAGCATCTTGCTGAATGGTTTAGCAGTGTGGATCTTCTTCCACATTAGGAA
TAAAACCAGCTTCATATTCTATCTCAAAAACATAGTGGTTGCAGACCTCATAATGAC
GCTGACATTTCCATTTCGAATAGTCCATGATGCAGGATTTGGACCTTGGTACTTCAA
GTTTATTCTCTGCAGATACACTTCAGTTTTGTTTTATGCAAACATGTATACTTCCAT
CGTGTTCCTTGGGCTGATAAGCtcGAGACAACCAGCTATCACACACGGAGCGGLCCGL
TGGCCGCAATAAAATATCTTTATTTTCATTACATCTGTGTGTTGGTTTTTTGTGTGA
GGATCTAAAT//

3.2.2.5 Transformasyon

PCR iiriinleri ile birlistirilerek rekombinant hale getirilen psiCHECK™-2 vektorii
(psiCHECK™-2+GPR87), “TransformAid Bacterial Transformation Kit” ile
kompetan hale getirilmis E. coli One Shot® Machl™-T1R hiicrelerine aktarilmistir.
Kit protokoliinde kiigiik degisiklikler yapilarak asagidaki islemler sirasiyla

uygulanmaistir:
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» 1.5 mL LB broth besiyerine 5 pL E. coli One Shot® Mach1™-T1R hiicreleri
transformasyondan bir giin dnce steril kosullarda inokiile edilmistir. 37°C,
260 rpm’de inkiibatorlii calkalayicida gece boyu inkiibasyona birakilmistir.

» Ertesi giin taze hazirlanan kiiltiirden 150 pL alinarak 1 mL “C-medium”un
oldugu baska bir tiipe inokiile edilmistir. 37°C, 260 rpm’de yaklasik 3 saat
inkiibatorlii calkalayicida inkiibe edilmistir. Belirgin bir bulanikliga ulagmasi
beklenmistir.

» Transformasyon islem basamaklarina baslamadan Once hazirlanan
ampisilinli LB agar 37°C’deki etiivde, hazirlanan “T-solution (A)” ve “T-
solution (B)” 250 pL esit hacimlerde alinip karistirilarak buz istiinde
inkiibasyona birakilmistir.

» Yeteri kadar kiiltiire olan hiicreler 15000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek
stipernatant kismi atilmistir.

» Santrifiij sonrasi olusan peletin tizerine 300 pL T soliisyonu karigimi eklenip
buz tlizerinde 5 dakika bekletilmistir. Sonra tekrar 15000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edilerek siipernatant kismi1 atilmustir.

» Santrifiij sonrasi olusan peletin iizerine 120 pL T soliisyonu karisimi
eklenmistir. Daha sonra buz tizerinde 5 dakika bekletilmistir.

» Buz iizerinde 3 dakika bekletilmis ligasyon karigimindan 5 pL, T soliisyonlart
ile muamele edilmis hiicrelerden 80 pL alinip ayr1 bir tiipte karistirilarak buz
tizerinde 30 dakika bekletilmistir.

» Son asamada ise, oda sicakliginda iizerine 50 pL X-gal yayilmis ampisilinli
LB agar iizerine steril kosullarda 50puL bakteri ekimi yapilmistir. Ekimi

tamamlanan petri kaplar1 37°C’deki etiivde inkiibasyona birakilmistir.

Koloni se¢imi

Antibiyotik direng seciciligi ile rekombinant vektorleri hiicre icerisine alan bakteriler
secilmigtir. Bu teknige gore, rekombinant vektorleri alarak transforme direngli olan
hiicreler petride gogalarak koloni olusturmaktadir. Olusturulan bu koniler Sekil 3-

5‘de olarak gorildiigi sekildedir.
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Sekil 3.5: Rekombinant vektorii (psiCHECK™-2+GPR87) alarak transforme olan
bakteri kolonileri.

Inkiibasyon sonra (+) kontrol grubunda gériilen sekiz koloni segilerek ampisilinli LB
broth besiyerine aktarilmistir. 1 mL LB broth besiyerine her bir bakteri kolonisi
inokiile edilmistir. Inkiibatorlii calkalayicida 37°C, 260 rpm’de yaklasik 7 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi transforme oldugu diisiiniilen kolonilerin
gercekten rekombinant vektorleri alip almadigini tespit etmek amaciyla i¢in Tablo 3-
14°de belirtilen bilesenlerle PCR yapilmistir.

Tablo 3.14: psiCHECK™-2+GPR87 plazmidlerini alan hiicrelerin tespiti igin yapilan PCR
karigim bilesenleri.

Bilesen Miktar
Master mix 10 pl
Primer (F+ R) 0.8 pl
DNA 1l
dH20 8.2 ul
Toplam 20 ul
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Tablo 3.15: psiCHECK™-2+GPR87 vektorii igin PCR Prtotokolii.

Basamaklar Sicakhik Zaman Doéngii sayisi
[k denatiirasyon 95°C 3 dakika
Denatiirasyon 95°C 55 saniye

Baglanma )
] 68°C 10 saniye
(annealing) 40 dongi

Uzama (extension) 72°C 10 saniye
Final uzama 72°C 5 dakika

PCR iriinleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiis jel goriintiileme sistemiyle
hedef band1 veren koloni segilmistir.

Segilen kolonilerdeki plazmidlerin izolasyonu “Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit”
protokoliine gére gergeklestirilmistir.

Kit protokoliine gore izolasyon asamasinda asagidaki islemler uygulanmistir:

» LB mediumda bulunan bakteri kiiltiirinden 600 pL alinarak 1.5 mL’lik
mikrosantrifiij tiipiine koyulmustur.

» Mikrosantrifiyj tiipiine 100 pL 7X Lysis Buffer eklenerek 4-6 defa nazikce
calkalanir. Bu igslem Lysis Bufferin mavi rengi kaybolana kadar ortalama 2
dakikada bitirilerek sonraki basamaga gecilmistir.

» Uzerine 350 uL soguk sar1 Neutralization Buffer eklenerek calkalanir. Ornek
tekrar sar1 renk alip notralizasyon tamamlandiginda ve sarimsi bir pelet
olustugunda calkalama islemi tamamlanir.

» 15,000 x g’ de 2-4 dakika santrifiij edilmistir.

A\

Alt kisimda bulunan pelete dokunulmadan kitin igerisinden c¢ikan Zymo-
Spin™ [IN kolonuna supernatant aktarilir.

Kolon bir toplama tiipiine yerlestirilir ve 15 saniye santrifiij edilir.

Kolonun altinda biriken siv1 atilarak kolon yeni bir toplama tiipiine alinir.
Kolona 200 pL Endo-Wash Buffer eklenir. 30 saniye santrifiijlenir.

Kolona 400 pL Zyppy™ Wash Buffer eklenerek 1 dakika santrifiijlenir.

vV V V V V

Transfer kolonu 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine alinir. Uzerine 30 pL
Zyppy™ Elution Buffer2 eklenerek oda sicaklikliginda 1 dakika
bekletilmistir.

» Plazmidi ayristirmak i¢in 30 saniye santrifiij edilir.
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» Santrifiij sonrasi siiziintii igerisinde bulunan plazmidlerin kalitesi ve miktar1

Thermo Scientific™ Multiskan™ GO spektrofotometre ile belirlenmistir.

PCR firiiniinlerinin psiCHECK™-2 vektoriine ters mi diiz mii girdigini anlamak icin
izole edilen plazmidler Pstl restriksiyon enzimi kesilmistir. Pstl restriksiyon enzimi
ile kesimi Tablo 3-16’da verilen bilesenlerle 37°C’de 10 dakika inkiibe edilerek
gerceklesmistir.

Restriksiyon enzimiyle kesilen plazmidlerin agaroz jel elektroforezi (170 mA 170 V
25 dakika) ile bant biiyiikliigii tespit edilmistir. Vektore diiz bir sekilde girdigi tespit

edilen rekombinant plazmidlerle ¢alismalara devam edilmistir.

Tablo 3.16: psiCHECK™-2+GPR87 plazmidlerinin Pstl restriksiyon enzimi ile kesimi.

Bilesen Miktar
Buffer(10X) 2 ul
Pstl enzimi 1.5ul

DNA 12.5 ul
dH20 4 ul

Toplam 20 pl

PCR fiirlinlinlin vektore diiz girdigi tespit edilen hiicreleri ¢ogaltilmak amaciyla 30
uL ampisilin eklenerek hazirlanan 1 mL LB Broth besiyerine 10 pL bakteri
eklenerek inkiibatorlii ¢alkalayicida 37°C 200 rmp’de kiiltiire edilmistir. Ertesi giin
yeterince {iiredigi gozlenen bakterilerden “Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit”
protokoliine uygun olarak plazmidlerin izolasyonu gergeklestirilmistir. Plazmidlerin
kalitesi, miktan ve konsantrasyonu Thermo Scientific™ Multiskan™ GO spektrorfotometre

ile belirlenmistir.
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3.2.3 siRNA iiretimi

“Silencer® siRNA Construction Kit” protokoliine uygun olarak

gergeklestirilmistir.

Dizayn edilen DNA oligoniikleotit template

8nt target sequence Bnt target sequence
” leader (scnse) 5 3 Jea (antisense) 5

sense sIRNA oligonucleotide template  antisense sIRNA oligonucleotide template

T7 promoter primerin
oligontikleotid templatle
baglanmasi

Promot T7 P ter Primer
oot T targe sequence (sense) 5 T target sequence (antsense)
5 s

Klenow DNApolimeraz
ile tamamlanir

g 17 Promoter target (sense) 3 17 Promoter  target
——— R —— 3
sense sIRNA transeription template antsense sIRNA ranseription temphate

T7 RNA polimerazile
transkript

Hibridizasyon
66— uuc,cc
i dsRNA

RNase parcalanmasi,
purifikasyon

u—\ Uy
w \‘/—\
sIRNA

Sekil 3.6: siRNA iiretim protokolii.

3.2.3.1 siRNA i¢in Oligoniikleotit kalip tasarim

SIRNA {iretimi i¢in gerekli olan DNA oligoniikleotit template Custom Dicer-

Substrate siRNA (DsiRNA) programi kullanilarak tasarlanmistir. Hedef mRNA

dizisine uygun tasarlanan templatede T7 Promoter primerin baglanmasi ve

transkirpsiyonun daha etkili olmasi i¢in 3” ucuna CCTGTCTC dizisi eklenmistir.

Sequence Strand

5' CCUUGGUACUUCAAGUUUAUUCUCT 3'  +
5' AGAGAAUAAACUUGAAGUACCAAGGUC 3 -

Sequence Strand

5" CCTTGGTACTTCAAGTTTATTCTCTCCTGTCTC 3' + (Sense)

5' AGAGAATAAACTTGAAGTACCAAGGCCTGTCTC 3' - (Antisense)
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Dizayn edilen siRNA hedef mRNA dizisiyle eslestirilerek kontorolii saglanmustir.

GPR87 baz dizisi:

CTGTAAGGGAACCTAGTAGCCTGTGGGCATGCTTGCCAAGCACTGAAGTCCTATCTCCCCACTTCTCCTACA
GATAACGAGCTGCACGGCCAAGAGAGTCACAATTCAGGCAACAGGAGCGACGGGCCAGGAAAGAACACCACC
CTTCACAATGAATTTGACACAATTGTCTTGCCGGTGCTTTATCTCATTATATTTGTGGCAAGCATCTTGCTG
AATGGTTTAGCAGTGTGGATCTTCTTCCACATTAGGAATAAAACCAGCTTCATATTCTATCTCAAAAACATA
GTGGTTGCAGACCTCATAATGACGCTGACATTTCCATTTCGAATAGTCCATGATGCAGGATTTGGACCTTGG
TACTTCAAGTTTATTCTCTGCAGATACACTTCAGTTTTGTTTTATGCAAACATGTATACTTCCATCGTGTTC
CTTGGGCTGATAAGCATTGATCGCTATCTGAAGGTGGTCAAGCCATTTGGGGACTCTCGGATGTACAGCATA
ACCTTCACGAAGGTTTTATCTGTTTGTGTTTGGGTGATCATGGCTGTTTTGTCTTTGCCAAACATCATCCTA
ACAAATGGTCAGCCAACAGAGGACAATATCCATGACTGCTCAAAACTTAAAAGTCCTTTGGGGGTCAAATGG
CATACGGCAGTCACCTATGTGAACAGCTGCTTGTTTGTGGCCGTGCTGGTGATTCTGATCGGATGTTACATA
GCCATATCCAGGTACATCCACAAATCCAGCAGGCAATTCATAAGTCAGTCAAGCCGAAAGCGAAAACATAAC
CAGAGCATCAGGGTTGTTGTGGCTGTGTTTTTTACCTGCTTTCTACCATATCACTTGTGCAGAATTCCTTTT
ACTTTTAGTCACTTAGACAGGCTTTTAGATGAATCTGCACAAAAAATCCTATATTACTGCAAAGAAATTACA
CTTTTCTTGTCTGCGTGTAATGTTTGCCTGGATCCAATAATTTACTTTTTCATGTGTAGGTCATTTTCAAGA
AGGCTGTTCAAAAAATCAAATATCAGAACCAGGAGTGAAAGCATCAGATCACTGCAAAGTGTGAGAAGATCG
GAAGTTCGCATATATTATGATTACACTGATGTGTAGGCCTTTTATTGTTTGTTGGAATCGATATGTACAAAG
TGTAAATAAATGTTTCTTTTCATTATCCTTGCTTGAGCCCATCAAAA

Ticari olarak sentromer DNA Teknolojileri(istanbul) firmas: tarafindan sentezlenen
DNA oligontikleotit template kit protokiiliine uygun olarak son konsantrasyon 100

uM olacak sekilde nuclease-free su ile sulandirilnistir.

Sulandirilan oligoniikleotit template spektorofotometrede 260 nm okunarak miktari
ve kalitesi kontrol edilmistir. Calismalarda kullanilmak tizere -20°C’de saklanmistir.
3.2.3.2 Oligoniikleotitlerin T7 promoter primer ile hibridizasyonu

Sentezlenen sense ve antisense siGPR87 oligoniikleotidleri ayr1 tiiplerde T7 promoter
primer ile Tablo 3-17’de gosterilen bilesenlerle 6nce 70°C” de 5 dakika ardindan oda

sicakliginda 5 dakika bekletilmistir.
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Tablo 3.17: Oligoniikleotit templatin T7 promoter primer ile hibridizasyonu.

Bilesen Miktar
T7 Promoter Primer 2 ul
DNA Hibridizasyon
6 ul
Buffer
Sense- siGPR87 2 ul
Toplam 10 1

3.2.3.3 Klenow DNA polimeraz ile polimerizasyon

Polimerizasyon i¢in Tablo 3-18’de gosterilen bilesenler eklemistir.

Tablo 3.18: Klenow DNA polimeraz ile polimerizasyon.

Bilesen Miktar
10X Klenow Reaction Buffer 2ul
10X dNTP Mix 2 ul
Nuclease-free Water 4 ul
Exo— Klenow 2 ul
Toplam 10 pl

37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.
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3.2.3.4 dsRNA sentezlenmesi

Hazirlanan sense ve anti-sense siGPR87 tiipleri dikkatli bir sekilde birlestirilir.
dsRNA sentezlenmesi i¢in Tablo 3-19°da gdsterilen maddeler kullanilarak 37°C’de

gece boyunca inkiibasyona birakilmistir.

Tablo 3.19: Transkripsiyon igin gerekli bilesenler.

Bilesen Miktar
Sense ve antisense siGPR87 template 3ul
Nuclease-free Water 4 ul
2X NTP Mix 10 ul
10X T7 Reaction Buffer 4 ul
T7 Enzyme Mix 2ul
Toplam 23 1

3.2.3.5 siRNA piirifikasyonu

Transfeksiyondan 6nce 5° ucunda bulunan leader dizisinin riboniikleazlarla
cikarilmasi gerekir. Ayrica iiretilen siRNA’nin niikleotid, enzim, kisa oligomer ve
tuzlardan arindirilmasi gerekir. Saflagtirma sirasinda siRNA kolondan gecerken
transfeksiyona hazir hale getirilmis olur. Gece boyu 37°C’de inkiibasyonda

bekletilmis olan dsRNA iizerine Tablo 3-20’da asagida belitilen bilesenler

eklenmistir.
Tablo 3.20: siRNA piirikasyon bilesenleri.

Bilesen Miktar

Digestion Buffer 6 ul
Nuclease-free Water 48.5 ul

RNase 3ul

DNase 2.5 ul

Toplam 60 pnl
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Hafif¢e calkalandiktan sonra 37°C’de 2 saat bekletilmistir.

> %100 etanol eklenerek siRNA Binding Buffer ve siRNA Wash Buffer
hazirlanir. Hazirlanan siRNA Binding Buffer’dan 400 plL eklenir. Oda
sicakliginda 5 dakika bekletilerek niikleazlarin pargalanmasi saglanir.

> Onceden 75°C’ye 1sitilan 1s1 blogunun iizerine 120 uL Nuclease-free Water
eklenerek 1sinmaya birakilir. Bu Nuclease-free Water siRNA’y1 filtreden
ayrilmasi i¢in kullanilacaktir.

» Kit igerisinden alinan filtre 1.5 mL’lik ependorf koyularak 100 uL SiRNA
Binding Buffer ile 1slatilir.

» Islatilan filtrenin {izerine siRNA koyularak 10,000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilir. Siiziintliniin bulundugu toplama tiipii atilarak filtre yeni 2 mL’lik
ependorf tlipiine alinir.

» Filtrenin tizerine 500 pL siRNA Wash Buffer eklenerek 10,000 rpm’de 1
dakika santrifiij edilir.

» Toplama tiipii degistirilerek 1s1 blogundan alinan Nuclease-free Water’dan
100 pL eklenerek oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edilir.

> Inkiibasyon siiresinden sonra 12,000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilerek
SIRNA saf bir sekilde elde edilmistir. Elde edilen siRNA’nin temizligini,
miktarini ve konsantrasyonunu 6lgmek i¢in UV spektrofotometre ile 260 nm
dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. Daha sonra kullanilmak {izere derin dondurucuya
(-20°C) kaldirilmustur.

3.2.4 PLGA nanopartikiillerinin Sentezi

Deneysel ¢aligmalarda kullanilmak iizere farkli formiilasyonlar kullanilarak su-yag-
su (water-oil-water (W1/O/W2)) ¢ift emiilsiyon ¢6ziicli buharlastirilmasi yontemiyle
PLGA nanopartikiilleri hazirlanmistir.

En genel hatlartyla bu yontemde biyoaktif ajan iceren sulu ¢ozelti polimer igeren
organik faz igerisine dagitilir. Elde edilen su/yag (w/o) emiilsiyonu dis sulu faz
igerisinde emiilsifiye edilerek w/o/w (water-oil-water) ikili emiilsiyonu elde edilir.
Elde edilen emiilsiyondan ¢oziici difiizyon veya evaporasyonla [232]
uzaklastirildiktan sonra terapotik maddenin sulu ¢6zeltisini igeren nanopartikiil

olusur [233].
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Farkli protokoller kullanilarak hazirlanan siispansiyonlarda santrifiijleme ile saf
nanopartikiiller elde edilebilir. Ayrica yikama yapildiktan sonra nanopartikiiller
liyofilize edilerek de kullanilabilir [234].

Hazirlanan nanopartikiillerin karakterizasyonu yapildiktan sonra in vivo ve in vitro
calismalarda kullanmustir.

=
)

Aseton
icerisinde

PLGA g

éﬁ)ﬁ Asetonun ugurulmasi

!
%0.05 é

Tween 80-
DEPC'li su

-

C—=a ™

siRNA-PLGA nanopartikilleri

Sekil 3.7: Water-Oil-Water (W1/O/W2) ikili emiilsiyon ¢6ziicii buharlagtirma
yontemiyle PLGA nanopartikiillerinin olusumu.

3.2.4.1 siRNA’min 6nceden hazirlanmis PLGA nanopartikiillerine yiiklenmesi

5 mL aseton igerisinde 50 mg PLGA eklenerek ultrasonik banyoda ¢6ziilmiistiir (Oil
phase). Tween 80 1:20 oraninda seyreltilerek stok ¢dzelti hazirlanmistir. Hazirlanmis
olan stok Tween 80’den 1 mL alinarak 19 ml DEPC (0.2 mg/ml)-H20’ya eklenmistir
(Water phase). Tween 80 ve DEPC- H2O karisimi1 pipetajla homojenize edildikten
sonra igerisine balik atilarak karistiricinin {lizerine alinmistir. Hazirlanan PLGA-
aseton karigimi karigitiricinin tizerinde bulunun Tween 80-DPEC- H20’ ya yaklasik
20 cm uzakliktan siringayla damlatilmistir.

Karigtiricinin  iizerinde gece boyunca birakilarak aseton buharlastirilmistir. Elde
edilen nanopartikiil i¢ceren siispansiyondan 1 mL alinarak Dynamic Light Scattering

(DLS) ile nanopartikiillerin boyutu ol¢iilmiistiir.
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Hazirlanan nanopartikiil siispansiyonundan 1 mL alinarak 1.5 mL’lik ependorfa
koyulmustur. Buz Tizerinde bekletilen siRNA’dan 8 plL alinarak ependorfa
koyulmustur. SIRNA-PLGA NP- Tween 80-DPEC- H;O siispansiyonu 2500 rmp’de
30-40 saniye siddetli vortekslenerek 20-30 saniye buz iizerinde bekletilmistir. Bu
islem 6 kez tekrarlandiktan sonra oda sicakliginda yaklasik 6 dakika bekletilerek
siRNA’nin PLGA NP tarafindan enkapsiilasyonu saglanmistir. Bu yodntemle
hazirlanan NP siRNA-PLGA-1 olarak adlandirilmastir.

2
( = PLGA-aseton

\7

Tween 80-DPEC-H20

Buharlastirma

SiRNA
"

—

Sekil 3.8: Nanopartikiil olusumu.

Dynamic Light Scattering (DLS) ile nanopartikiillerin boyutu &l¢iilmiistiir. Istenilen
boyutta ve yogunlukta elde edilen SIRNA-PLGA NP’lerini i¢eren siispansiyon daha
sonraki deneysel agamalarda kullanilmak tizere 25°C’ de saklandi.

Bos PLGA NP’leri ayn1 yontemler siRNA kullanilmadan hazirlanmistir.

3.2.4.2 PLGA Nanopartikiil sentezi ve vortex ile siRNA yiiklenmesi

30 mg PLGA tartilarak 500 uL DCM (Diklormetan)’da ¢ozildii. 360 ug BSA
(Bovine serum albumin) daha 6nce hazirlanmis olan 50 pL Tris-EDTA (pH 8.8)’da
¢ozilildi. Hazirlanan BSA- Tris-EDTA siispansiyonununa 50 pL (2.5 ng) siRNA

eklenerek vortekslendi.

Oda sicakliginda (25°C) bulunan BSA- Tris-EDTA-siRNA (water phase) iizerine
PLGA-DCM ¢ozeltisi (Oil phase) yavas yavas damlatilarak ilave edilir.
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Elde edilen ¢ozelti 2 dakika siddetli vortekslendi. Vortekslenen ¢ézeltinin iizerine
hazirlanmis olan %2(w/v) PVA (Polivinil alkol) ¢ozeltisinden 2 mL alinarak 2
dakika vortekslendi. Elde edilen karistma 6 mL %2(w/v) PVA (Polivinil alkol)
¢ozeltisi daha eklenmesiyle eklenmesiyle water-oil-water (W1-O-W2) ¢ift emiilsiyon
¢Oziicli buharlastirilmast yonteminin son basamagida tamamlanmis oldu. Olusan
karisim 3 saat boyunca oda sicakliginda magnetik karigtirict yardimiyla karistirildi.
Karistiric1 lizerinde Self-assembly yontemiyle NP olusumu gergeklestirilmis oldu.
Ortamda bulunan PVA gibi ¢esitli yabanci molekiilleri uzaklastirmak ve NP saf elde
etmek igin +4°C 18000 x g 25 dakika 3 kez santrifiij edilerek siipernant kismi1 alindi.
Tiipiin dibinde kalan pellet haline gelmis NP DPEC-H0 ile re-hydrated edildi.
Boylece NP olusumu sirasinda ortamda bulunan PVA gibi ¢esitli atiklar
uzaklastirildi ve NP daha saf bir sekilde elde edilmis oldu. Bu yontemle hazirlanan
NP siRNA-PLGA-2 olarak adlandirilmistir.

Bos PLGA NP’leri ayn1 yontem kullanilarak, SiRNA yiiklenmeden hazirlanmistir.

3.2.4.3 PLGA nanopartikiil Sentezi ve ultrasonic prob ile siRNA yiiklenmesi

360 ng BSA (Bovine serum albumin) daha 6nce hazirlanmig olan 50 pL Tris-EDTA
(pH 8.8)’da c¢oziildi. 30 mg PLGA tartilarak 500 pL DCM (Diklormetan)’da
¢ozlildi. Hazirlanan BSA-Tris-EDTA siispansiyonununa 50 plL (2.5 ng) buz

uzerinde siRNA eklenerek vortekslendi.

Buz iizerinde bulunan BSA-Tris-EDTA-siRNA {izerine (water phase) PLGA-DCM
cozeltisi (Oil phase) yavas yavas damlatilarak ilave edilir. Boylece su-yag (W1/0)
emiilsiyonunun ilk basamagi tamamlandi. Elde edilen ¢6zelti 60 saniye ultrasonik
homojenizatorde (2.25MHz, Athena Technology, Titanium Probe) sonike edildi.
Sonikasyondan sonra ¢ozeltinin iizerine hazirlanmis olan %2 (w/v) PVA (Polivinil
alkol) ¢ozeltisinden 2 mL alinarak (Water phase) 60 saniye daha sonike edildi. Son
olarak elde edilen karisima 6 mL %2 (w/v) PVA (Polivinil alkol) ¢dzeltisinin
eklenmesiyle water-oil-water (W1/0/W2) ¢ift emiilsiyon ¢oziicii buharlastirilmasi
yonteminin son basamagida tamamlanmig oldu. Oda sicakliginda 3 saat boyunca
magnetik karistirici yardimiyla karistirilarak organik fazin ugmasi ve self-assembly
yontemle NP olusumu saglandi. Daha sonra +4°C 18000 x g 25 dakika 3 kez

santrifiij edilerek slipernant kismi alinir. Tiipiin dibinde kalan pellet haline gelmis NP

65



DPEC-H:0 ile re-hydrated edildi. Boylece NP olusumu sirasinda ortamda bulunan
PVA gibi ¢esitli atiklar uzaklastirilir ve NP daha saf bir sekilde elde edilmis olur. Bu
yontemle hazirlanan NP siRNA-PLGA-3 olarak adlandirilmistir.

Bos PLGA NP’leri ayni1 yontem kullanilarak, siRNA yiiklenmeden hazirlanmistir.

3.2.5 PLGA nanopartikiillerinin karakterizasyonu

Temelde W/O/W yontemi kullanilarak hazirlanan NP’ler Zetasizer Nano ZSP
cihaziyla Dynamic Light Scattering (DLS) Metodu kullanilarak boyut olgiimleri
gerceklestirilmistir. Lazer 1s1k sacilimina dayanan oOlgiimlerde tek kullanimlik
disposable kiivetler kullanilmistir. Yapilan DLS 6lglimlerinde NP’lerin boyutu, gapi,
yogunlugu ve PDI (Polydispersity index) sonuglar1 elde edilmistir. Her bir 6rnegin
ol¢iimii 3 kez gergeklestirilmistir. Olgiimlerin her biri 3 dakika arayla 5 kez tekrar
edildi [235]. NP’lerin mono-dispersity indeksi ve boyutu sayr (number), hacim

(volume) ve yogunluk (intensity) olarak analiz edildi.

3.2.6 Enkapsiilasyon veriminin (%EE) ve Vyiikleme veriminin (LE)
Hesaplanmasi

SIRNA-PLGA-1 NP %EE (Enkapsiilasyon veriminin) ve LE (Yiikleme veriminin)
hesaplanmas1 hazirlanmis NP ¢oOzeltilerinin  liyofilize edilmesinden sonra
heseplanmistir.  Liyofilizasyon (Labogene Scandinavian by design Scanvac
CoolSAFE) NP iiretildikten ve boyut 6l¢iimleri yapildiktan sonra -96°C 28 saat
0.038hPa basingda gerceklestirilmistir. Uc farkli yontemle hazirlanan NP’lerin
tizerine 200 pL kloroform koyularak hafifce vortekslendi. Kloroformda PLGA’nin
¢oziinmesi saglandiktan sonra tizerine 800 puL Tris-EDTA (pH 8.8) eklenerek
SIRNA’nin nanoparikiilden ¢ikmasi saglanmistir. Sulu fazda kalan siRNA ve organik
fazin ayrilmasmi saglamak igin 4°C 18,000 x g 20 dakika santrifiijlenmistir.
Stipernantant kisimda kalan siRNA Quant-iT™ RiboGreen™ RNA Reagent
kullanilarak siRNA miktar1 6l¢tilmiistiir.

Quant-iT™ RiboGreen™ RNA Reagent kit protoliine uygun olarak high-range (20
ng/mL igerisinde 1 pg/mL RNA) ve low-range (1 ng/mL igerisinde 50 ng/mL RNA)
olarak iki ayr1 protokol ile Ol¢lilmustir. 2 pg/mL RNA igeren TE buffer
hazirlanmistir. Hazirlanan RNA high-range (yiiksek aralik) i¢in Tablo 3-21 ve low-
range (diisiik aralik) i¢in Tablo 3-22’de belirtilen sekillerde diliie edilmistir.
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Tablo 3.21: Yiiksek aralik standart egrisi i¢in hazirlanan protokol.

200 defa seyreltilmis Quant-iT™
TE (uL) 2 pg/mL RNA Stogu Quant-iT™ RiboGreen®
(uL) RiboGreen® Reagent  6l¢iimiinde son RNA
(uL) konsantrasyonu
0 1,000 1,000 1 pg/mL
500 500 1,000 500 ng/mL
900 100 1,000 100 ng/mL
980 20 1,000 20 ng/mL
1,000 0 1,000 blank

Tablo 3.22: Diisiik aralik standart egrisi igin hazirlanan protokol.

200 defa seyreltilmis
’ Quant-iT™ RiboGreen®
2 pg/mL RNA Stogu Quant-iT™
TE (uL) ) Olclimiinde son RNA
(nL) RiboGreen® Reagent
konsantrasyonu
(uL)
0 1,000 1,000 50 ng/mL
500 500 1,000 25 ng/mL
900 100 1,000 5 ng/mL
980 20 1,000 1 ng/mL
1,000 0 1,000 blank

1.5 mL’lik ependorflarda hazirlanan diliisyonlarin tizerine 1 mL Quant-iT™

RiboGreen® reagent eklenmistir. 4 dakika oda sicakliginda 1siktan korunarak

inkiibasyona birakilmistir.

ELISA Reader, Synergy- Hi cihaziyla floresans dalga boyu dl¢iilmiistiir (excitation

~480 nm, emission ~520 nm). Her bir ornek ii¢c kez Olgiildii. Konsantrasyonlar

siRNA ve RiboGreen® reagent kullanilarak dnceden hazirlanmis olan konsantrasyon

egrisiyle hesaplanmustir.

Enkapsiilasyon verimi(%EE) ve Yiikleme verimi (LE) asagida gosterilen denklemler

kullanilarak hesaplanmistir [236].
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PLGA icerisinde bulunan siRNA
EEW = : x100
Toplam kullanilan siRNA

PLGA icerisinde bulunan siRNA(ng)
PLGA'nm agirhig: (mg)

3.2.7 sSiRNA-PLGA-1 nanopartikiillerinin in vitro salimi

Salim c¢aligmasi mono-dispersty, kiicliik boyutlu ve en etkili gen susturma oranina
sahip olmasindan dolay1 SIRNA-PLGA-1 NP ile yapilmistir. 5 mL aseton igerisinde
50 mg PLGA eklenerek ultrasonik banyoda ¢oziilmiistiir. Daha dnceden hazirlanmig
stok Tween80’den 1 mL alinarak 19 mL DEPC (0.2 mg/mL)-H2O’ya eklenmistir.
Tween80 ve DEPC-H,0O karisimi pipetajla homojenize edildikten sonra igerisine
balik atilarak karistiricinin  iizerine almir. Hazirlanan PLGA-aseton karigimi
karisitiricinin tizerinde bulunun Tween80-DPEC-H20’ ya yaklasik 20 cm uzakliktan
siringayla damlatilmastir.

Karigtiricinin iizerinde gece boyunca birakilarak asetonun buharlagsmasi saglanmistir.
Hazirlanan 1 mL SiRNA-PLGA iizerine 1 mL Tris-EDTA (pH 7.4) ilave edilerek 100
rpm ve 37 ° C'de doner galkalayicida inkiibe edildi. Belirlenen zaman araliklarinda,
0, 1, 2, 3, 4, 5. saatte Ornekler alinarak 20,000 xg 20 dakika 4 °C’de
santrifiijlenmistir. Deneysel calisma ii¢ kez tekrar edilmistir.

Konsantrasyon egrisi, Quant-iT ™ RiboGreen ™ eklenerek elde edilen siRNA
orneklerinin 1000 ile 1 ng / mL arasindaki farkli konsantrasyonlardaki yogunlugu
Olgiirek olusturulmustur. Olusturulan konsantrasyon egrisi kullanilarak siipernant

kisimda bulunan siRNA miktar1 6l¢ilmiistiir.

3.2.7.1 Standart konsantrayon egrisinin olusturulmasi

Quant-iT ™ RiboGreen ™ kullanilarak hazirlanan ¢esitli siRNA konsantrasyonlari
floresans 6l¢iimii alind.

y=ax+b denklemi kullanilarak asagidaki high-range ve low-range standart egrileri

olusturulmustur.
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Sekil 3.10: Diisiik aralik standart egrisi.

High-range ve low-range olarak iki farkli formiilasyonda hazirlanan standart

egrilerden R? degeri daha anlamli ¢ikan high-range kullanilmustir.

3.2.8 Sitotoksisite ¢calismalar:

Sulforhodamine B (SRB) yontemi hiicre temelli arastirmalarda in vitro sitotoksisiteyi

incelemek i¢in etkili bir metoddur [237]. Bu testin temelinde SRB’nin trikloroasetik

asit ile kiiltlir plaklarina sabitlenmis hiicrelerin protein bilesenlerine baglanir [238].

SRB, hafif asidik kosullar altinda proteinlere sitokiyometrik olarak baglanir ve daha

sonra bazik kosullar kullanilarak ¢ikarilabilir; bu nedenle bagli boya miktari, hiicre

cogalmasini 6lgmek icin ekstrapolasyonlu olabilen hiicre kiitlesi i¢in bir araci olarak

kullanilabilir [239].
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Sitotoksisite caligmasi mono-dispersty, kiicliik boyutlu ve en etkili gen susturma
oranina sahip olmasi nedeniyle siRNA-PLGA-1 NP ile yapilmistir.
1.1B4 Pakreas hiicre hatt1 %10 FBS (Fetal Bovine Serum) iciren besiyeri ortamini
kullanilarak, 6 kuyulu kiiltiir kaplarinda 37 °C %5 CO2 %95 nem igeren inkiibatorde
kiiltire edildi. Hiicreler iverted mikroskopta incelerek kiiltiir kabinin %80’ini konflue
oldugunda Sulforhodamine B (SRB) yontemiyle sitotoksisite Olgiilmiistiir.
Sitotoksisite c¢aligmasinda iki farkli SIRNA-PLGA-1 (25 uL ve 50 pul)
konsantrasyonu ve bos PLGA NP kullanilmistir. 24 saaat ve 48 saat kiiltiire edilen
hiicrelerin canlilik oranlar1  Sulforhodamine B (SRB) yontemi kullanilarak
Olclilmiistiir.
» Hiicrelere zarar vermeden plakanin kenarindan yavasga %20 soguk TCA
(Trikloroasetik asit) eklenerek 4°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.
> Inkiibasyon sonrast TCA dékiilerek hiicreler soguk dHO ile yikanmistir.
Ceker ocakta kurumaya birakilmistir.
» Hiicrelerin tizerine 500 uL % 0.4’lik SRB (%1 asetik asitle hazirlanir)
eklenerek 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.
» Hiicreler %]l asetik asit ile 5 kez yikanarak boyanin pembe renginin
kaybolmas1 saglandiktan sonra kurumaya birakilmmastir.
» Hiicrelerin tizerine 1 mL 10 mM Tris (pH 10.0) buffer eklenerek 5 dakika
inkiibasyona birakilmistir.
» SIRNA-PLGA-1 ile muamele edilen hiicrelerin canlilik oranlari ELISA
Reader, Synergy-Hl cihaziyla 515 nm’de absorbans degerlerinde
dl¢iilmiistiir. Olgiim sonuglar1 kontrol grubuyla karsilastirilarak hiicrelerin

sitotoksisite degerleri hesaplanmistir.

3.2.9 Hiicre Kiiltiirii

3.2.9.1 HEK 293T ve 1.1B4 Pankreas hiicre hatti

HEK 293T insan embriyonik bobrek hiicresi (Human Embryonic Kidney 293T Cell)

ve 1.1B4 pankreas hiicre hatt1 kullanilmistir.

HEK 293T hiicre hatt1 insan embriyonik bdbrek hiicre hattindan (HEK 293)
tiiretilmistir. HEK 293T hiicre hatt1 SV40 vektorii ile transfekte edilmis ve T antijeni
bulundurur [240]. HEK 293 hiicre hatt1 epitelial kdkenli olmasina ragmen

biyokimyasal mekanizmasi sayesinde memeli veya memeli olmayan hiicrelere ait
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niikleik asit molekiilleriyle transfekte olarak post-translasyonel tiretiminlerini
gerceklestirir [241]. HEK 293 hiicre hatti gesitli transfeksiyon yontemlerine yatkin
olmasi [242], hizli ve kolay ¢ogalmalari, transfeksiyon protein {liretim verimlerinin
yiikksek olmasi [243], yeni ilaglarin ve hedeflerinin etkisine yonelik ayrintili
farmakolojik ve biyofiziksel profillerin olusturulmasinda [241], siklikla kullanilan
hiicre hattidir. Bezmialem Vakif Universitesi Tibbi Biyoloji anabilim dalindan temin

edilerek deneysel ¢alismalarda kullanilmistir.

Istanbul {iniversitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisiinden alinan
1.1B4 pankreas hiicre hatti pankreas duktal karsinoma hiicre hatt1 olan PANC-1
[244], ile insan pankres B adaciklarinin elektrofiizyonuyla olusturulan bir hibrit hiicre
hattidir (Cat. No. EC10012801). 1.1B4 pankreas hiicre hattinda bulunan B hiicreleri

sayesinde gen ekspresyonunun artmasini saglar.

Sekil 3.11: 40X objektif altinda HEK293T hiicrelerinin goriintiisii.
3.2.9.2 Hiicrelerin kiiltiire edilmesi

Hiicreler %10 FBS (Fetal Bovine Serum) ve %1 Pen-Strep (Penisilin-Streptomisin)
soliisyonu iceren DMEM ((4.5 g/Lglukoz) besi yeri icerisinde steril 6 ve 24 kuyulu
hiicre kiiltiir plaklarinda 37° C de %5 CO2 %98 nem ortaminda 4-5 giin inkiibe

edilmistir.

Hiicreler inverted mikroskopta kontrol edilerek konfluent hale geldiginde

pasajlanarak kiiltiiriin devam etmesi saglandi. Konfluent hale gelen hiicreler
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pasajlanirken kuyucuklarda bulunan besiyerleri uzaklastirildi. Hiicreler PBS
(phosphate buffered saline) tamponu ile yikandi. Yapisan hiicreleri kaldirmak i¢in 10
mL Tripsin-EDTA soliisyonu eklenerek 5 dakika inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra
plaka hafifce sallanarak tiim hiicrelerin kalkmasi saglandi. Hiicrelerin ylizeyden
ayrildiklar1 inverted mikroskopta kontrol edildikten sonra hiicreler 50 mL steril
falkon tiiplere aktarilmigtir. Tripsinin etkisini nétralize etmek amaciyla hiicrelerin
tizerilerine 10 mL taze besiyeri eklenmistir. Hiicreler 1700 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilerek c¢okmesi saglanmistir. Coken hiicrelerin iizerindeki supernatant aspire
edilerek hiicrelerin iizerine 2 mL taze besi yeri eklenir. Sayim isleminden sonra yeni
bir steril 15 mL’lik Falkon tiip igine aktarilan hiicreler stok siispansiyonu (20-30
hiicre/100 pL) olarak hazirlanmistir. 200 pL hiicre siispansiyonu 12°liik hiicre kiiltiir
plaklarina aktarilarak deneysel c¢alismalarda kullanilmak {izere inkiibasyona

birakilmistir.
3.2.10 Lusiferaz aktivitesi ile siRNA etkinliginin kantitatif olarak belirlenmesi

3.2.10.1 Lusiferaz ile katalizlenen biyoliiminesans reaksiyon

Yesil (Green) Renilla luciferase biyoliiminesans 1s1masi (firefly) ates bocegine oranla
daha parlak ve stabildir. Yesil Renilla lusiferaz proteini coelenterazine tarafindan
okside olursa 1s1maya sebep olur (Amax = 535nm). Bu reaksiyon i¢in adenozin
trifosfat (ATP) veya baska bir molekiile ihtiya¢ yoktur. Isima yesil Renilla’da
bulunan promotoriin ekspresyonuyla Renilla proteini {iretilir, liretilen protein 1s1ma

miktariyla iliskilidir.

(o) — > 0OH

O
4 Renilla H Y

! N luciferase N. NH l

Mg Y OH

‘ * O_ — - | o
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HO™ ~F Light HO™
Coelenterazine Coelenteramide

Sekil 3.12: Coelenterazine ve green Renilla lusiferazin kimyasal reaksiyonu.

Olgiimde kullanilan bir diger lusiferaz, Italyan ates bocegi lusiferazi Luciola
cruciata’mn mutant formu kirmizi (red) firefly lusiferazdir. Bu lusiferaz ATP
varliginda D-lusiferin oksidasyonuyla kirmizi bolgede 1s1ma verir (Amax = 613nm).
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Sekil 3.13: Lusiferin ve kirmiz1 ates bocegi lusiferazinin kimyasal reaksiyonu.

Green Renilla lusiferaz plazmidi red firefly ekspresyon plazmidi ile birlestirilmis
deneysel raportor gen olarak iglev gorsiistiir. Bu raportér ve kontrol kombinasyonu,
iki asamal1 substrat reaktifine veya sondiirmeye gerek kalmadan, tek bir okuma
deneyinde deneysel raportor ve kontrol lusiferaz aktivitesinin eszamanli izlenmesini

saglar.

RNA Polimeraz Transkripsiyon faktorleri
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Lusiferaz Ekspresyonu= Promotér aktivitesi= Isik sinyali

Sekil 3.14: Lusiferaz raportoriin ¢alisma semas.

siRNA’nin GPR87 geninin ekspresyonu iizerindeki etkisi Thermo Scientific™
Pierce™ Renilla-Firefly Luciferase Dual Assay kit kullanilarak ol¢iilmiistiir.
psiCHECK™-2 Vektorii tizerinde bulunan lusiferaz raportor geninin translasyonu ile

eklenen substrat liiminesansa neden olur.

Vektor restriiksiyon enzimleri ile kesilerek ¢oklu klonlama bdlgesine GPR 87 geni
klonlanmistir. Klonlanan gen sentetik Renilla lusiferazin (hRluc) hemen devaminda

ve 3’ bolgesine konumlacak sekilde uygun restriiksiyon enzimi secilmistir.
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Klonlamadan sonra hiicre kiiltliriine transfekte edilerek liisiferaz ekspresyonu

Olciilmiistiir.

3.2.10.2 Rekombinant plazmitin hiicre hattina transfeksiyonu

psiCHECK™-2 vektorii RNA girisiminin (RNAi) nicel ve hizli optimizasyonunu
saglamak icin tasarlanmistir. psiCHECK™-2 vektoriiniin, raportér gene kaynagmis
bir hedef genin ekspresyonundaki degisikliklerin izlenmesini saglar. Renilla
luciferase (hRluc) aktivitesindeki Ol¢lim azalmasi, RNAi1 etkisinin izlenmesi igin

uygun bir aragtir.

1.2 x 10" HEK 293 hiicresi inkiibasyona birakilmistir. 2-3 giin sonra inverted
mikroskopta kontrol edilerek %70-80 konfluent oldugu tespit edilmis ve bu hiicreler

transfeksiyon i¢in kullanilmistir.

Daha once 37°C’de 1sitilmis olan Opti-MEMden 250 pL alinarak 1.5mL’lik
ependorfa koyulmustur. Uzerine 2 pg plazmit koyulmustur. Opti-MEMden 250 plL
alinarak farkli 1.5 mL’lik ependorfa koyulmustur. Uzerine 4 pL Lentifectin™
koyulmustur. Oda sicaklifinda 5 dakika inkiibasyona birakilmistir. Ardindan her iki
tiip karistirilarak oda sicakliginda 20 dakika bekletilerek transfeksiyon kompleksinin

olusmasi saglanmistir.

Hiicrelerin mediumlar1 alinarak 1 mL Opti-MEM ile degistirilmistir. Olusan
transfeksiyon kompleksi hiicrelere esit olarak paylastirilip inkiibasyona birakilmistir.
5-6 saat inkiibasyondan sonra hiicrelerin {izerinde bulunan Opti-MEM alinmis ve

yerine 2 mL %10 FBS medium koyulmustur.

3.2.10.3 Lusiferaz assay ile siRNA etkisinin gosterilmesi

Tranfeksiyon islemi tamamlandiktan sonra, ertesi giin hiicrelere siRNA
gonderilmistir. Gonderildikten siRNA vektdrde kaynasik olarak bulunan Renilla
luciferase- GPRS87 transkripsiyonun iiriinii mRNA’y1 pargalayarak Renilla lusiferaz
sinyalini engeller. Eger siRNA komplementer mRNA ile eslesemezse liiminesans

devam eder.
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Sekil 3.15: Luciferaz deneyinin g¢aligma prensibi.

Thermo Scientific™ Pierce™ Renilla-Firefly Luciferase Dual Assay kit ile vektor
tizerinde bulunan green Renilla luciferase ekpresyonundaki degisiklik ile siRNA’nin
GPR87 geni lizerindeki susturma etkisi tespit edilmistir. Ayn1 zamanda vektorde
bulunan red firefly luciferase vektoriin hiicreye girdiginin, sorunsuz bir sekilde deney
protokoliiniin ilerlediginin ve siRNA komplementer mRNA ile etkilestigini gosteren

kontrol mekanizmasi olarak kullanilmistir.

Lusiferaz aktivitesinin varligi, hiicrelerde plazmit vektoriin transformasyonunu
dogrulamistir. Kontrollere gore kiyaslandiginda, bu lusiferaz aktivitenin baskilanma

derecesi aynt zamanda siRNA’nin etkinliginin derecesini géstermistir.
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Pierce™ Renilla-Firefly Luciferase Dual Assay Kit protkoliinde bazi degisiklilikler

yapilarak uygulanmistir:

>

37°C in 5% COz etiivden alinan 1.1B4 ve HEK 293 hiicrelerinin 6ncelikle
sayim iglemi yapilmistir. Sayim islemi sonucu kiiltiir plakalarinda yaklisik
~10,000 hiicre oldugu tespit edilmistir.

Hiicrelerin tizerlerindeki medium alindi ve 100 pL 1X DPBS buffer ile
yikandi. Ardindan hiicrelerin tizerine 500 pL 1X Cell Lysis Buffer koyularak
calkalayicilt inkiibatorde 240 rpm’de 15 dakika bekletildi.

ELISA Reader, Synergy- H1 cihazi liiminesans 6l¢iim hazirlandi.

2 mL’lik ependorf i¢resinde 750 uL Dual Assay Working Solution, 7.5 pL D-
Luciferin ve 7.5 pL 10x Coelenterazine koyularak karistirildi. Hazirlanan
¢Ozelti 1s1ktan korunmustur.

Lizis olan hiicreler 96 kuyucuklu siyah plakaya her bir kuyucuga 20 uL
olacak sekilde dagitildi. Hazirlanan soliisyondan her bir kuyucuga 50 pL
olacak sekilde dagitilmistir.

Her bir ornek 3 tekrarli olacak sekilde hazirlanmig ve ELISA Reader,
Synergy- H1 &lciilmiistiir. Olgiim her iki dakikada bir yaklis 2 saat boyunca

tekrarlanarak, 6lgtim sonuglar1 kontrol gruplariyla karsilagtirilmstir.

Asagidaki tabloda green renilla luciferase ve red firefly lusiferase i¢in 6lgiimde

kullanilmast gerek dalgaboylar1 verilmistir. Kit protokoliinde kiigiik degisiklikler

yapilarak green renilla luciferaz sinyalinin baskilandig tespit edilmistir.

Tablo 3.23: Thermo Scientific Pierce Renilla-Firefly Luciferase Dual Assay Kit tarafindan

oOnerilen dalga boylari.

Emission Maximum

Lusiferaz Emission araligi (nm) (nm)
Green Renilla 450-650 535
Red Firefly 560-700 613

76



3.2.10.4 PLGA nanopartikiilleri kullanilarak siRNA’nin hiicrelere gonderilmesi

Etiivden almman HEK293T ve 1.1B4 pankreas hiicre hattina inverted mikroskopta
bakilmis ve %80-90 konflue olduklari tespit edildikten sonra sayim iglemi
yapilmustir. Yaklasik ~10,000 hiicre oldugu tespit edilmistir. Onceden hazirlanmis
olan siRNA-PLGA-1, siRNA-PLGA-2 ve SiRNA-PLGA-3 NP’lerinden her bir
hiicreye 30 pL koyulmustur. Ug tekrarli hazirlanan hiicre kiiltiir plaklarinda kontrol
amacl olarak kullanilan gruba siRNA-PLGA koyulmamistir. Inkiibasyon sonrasi
Pierce™ Renilla-Firefly Luciferase Dual Assay Kit ile kontrol gruplar

karsilastirilarak GPR87 geninin ekpresyon seviyesi olgiilmiistiir.
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4, BULGULAR VE TARTISMA
4.1 PCR Yontemi ile HEK 293T Hiicre Hattindan GPR87 Gen Bolgesi Eldesi

Caligmada kullanilacak GPR87 geni; HEK 293T hiicre hatti1 kullanilarak genomik
DNA’dan PCR ile GPR87 geninin amplifikasyonu saglanmistir. GPR87 genin
amplifikasyonu i¢in ilk Once gene Ozgii primerler tasarlanmigtir. Tasarlanan
primerler ticari olarak Sentromer DNA Teknolojileri(istanbul) firmasma siparis
verilmistir. Liyofilize olarak gelen primerlerin safligt ve miktar1 260 nm dalga
boyundaki absorbans degeri ile kontrol edilmistir.

Primerler kullanilarak GPR87 geninin PCR ile optimizasyonu saglanmistir. Optimize

edilen PCR protokolii ile GPR87 geni ¢ogaltilmistir.
PCR il ¢ogaltilan GPR87 gen bolgesi:

tactcoAGGGAACCTAGTAGCCTGTGEECATGCTTGCCAAGCACTGAAGTCCTATC
TCCCCACTTCTCCTACAGATAACGAGCTGCACGGCCAAGAGAGTCACAATTCAGGCA
ACAGGAGCGACGGGCCAGGAAAGAACACCACCCTTCACAATGAATTTGACACAATTG
TCTTGCCGGTGCTTTATCTCATTATATTTGTGGCAAGCATCTTGCTGAATGGTTTAG
CAGTGTGGATCTTCTTCCACATTAGGAATAAAACCAGCTTCATATTCTATCTCAAAA
ACATAGTGGTTGCAGACCTCATAATGACGCTGACATTTCCATTTCGAATAGTCCATG
ATGCAGGATTTGGACCTTGGTACTTCAAGTTTATTCTCTGCAGATACACTTCAGTTT
TGTTTTATGCAAACATGTATACTTCCATCEGTGTTCCTTCGGGCTCGATAAG

e

PCR ile cogaltilarak elde edilen iiriin, %1’ lik agaroz jelde yliriitiildiikten sonra
goriintiileme cihazinda UV goriintiisii alinmustir.

451 baz ¢iftine sahip GPR87 gen dizisinin PCR iiriinii beklenildigi gibi agaroz jelde
~500 bp’lik bant bliylikligl vermistir.
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Sekil 4.1: GPR87 geninin PCR ile ¢ogaltilmasi sonucu elde edilen {iriiniin UV
goruntisu.

4.2 GPR87 Geninin Piirifikasyonu

GPR87 geni PCR sirasinda eklenen enzim, dNTP gibi ¢esitli maddelerle bir aradadir.
Geni saf olarak elde etmek igin NucleoSpin® Gel and PCR Clean- up Kit ile
piiriifikasyonu  gerceklestirilmistir.  Plirikasyon sonucu elde edilen DNA
konsantasyonu Thermo Scientific™ Multiskan™ GO cihaziyla 6l¢lilmiistiir.
Piirifikasyonu yapilan DNA’nun safligt 0.D(260/280) gore degerlendirildi. OD260
¢ozeltideki DNA miktarini; OD 280 ise ¢ozeltideki protein miktarini gosterir. Bu
oranin 1,8-2.0 araliginda olmasi izole edilen DNA’nin saf oldugu bilgisini verir.
Izole edilen DNA konsantrasyonu ise asagida verilen denkleme gore hesaplanmustir.
DNA konsantrasyonu= A260 X 50 X Diliisyon faktorii Abs260*40*(10/0.52)

Diliie  edilerek  Olgiilen ideal konsantrasyonu 30-100 ng/uL  olarak

degerlendirilmistir.
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4.3 GPR87 geni-psiCHECK™-2 Vektoriiniin Restriksiyon Kesimi ve Ligasyonu

PCR iiriinii ve psiCHECK™-2 vektorii ayni restriiksiyon enzimleri ile kesilmistir.
Restriksiyon kesim sonucu olusan yapiskan uglardan GPR87 geni psiCHECK™-2

vektoriiniin ¢oklu klonlama bdlgesine ligasyonu yapilmistir.

Bglll -1 - A'GATC T
Acc65T - 54 - G'GTAC C
Kpnl 58 - G_GTAC'C
Stul - 403 - AGG'CCT
AwTI - 404 - C'CTAG G
HindIII - 420 - A'AGCT T
Niel - 684 - G'CTAG C
Bmil - 688 - G_CTAG'C
EcoRV - 1179 - GAT'ATC
Nrul - 1355 - TCG'CGA
Zral - 1389 - GAC'GTC
Aafll 1391 - G ACGT'C

ApaLl - 6391 - G'TGCA_C

Asel - 5642 - AT'TA_AT
Acll - 5588 - AA'CG_TT

Pyul - 5448 - CG_AT'CG
Pyul - 1640 - CG_AT'CG

AsiSI - 1640 - GCG_AT'CGC

Acell - 5215 - AA'CG_TT
Apalll - 5145 - G'TGCA_C
Sspl - 5012 - AAT'ATT
BamHI - 4894 - G'GATC _C
Clal - 4887 - AT'CG_AT
Mfel - 4801 - C'AATT G
Hpal - 4792 - GTT'AAC

Psil - 4772 - TTA'TAA

Fsel - 4651 - GG_CCGG'CC

psiCheck2-GPR87

XhoI - 1643 - C'TCGA_G
Mfel - 1805 - C'AATT G
BsiBI - 1968 - TT'CG_AA
Peil - 2051 - A'CATG_T
BstZ171 - 2057 - GTA'TAC
Xhol - 2088 - C'TCGA_G
Notl - 2117 - GC'GGCC_GC
BssHII - 2421 - G'CGCG_C

Xbal - 4632 - T'CTAG_A
Fisel - 4386 - GG_CCGG'CC

Xmal - 2462 - C'CCGG_G
Smal - 2464 - CCC'GGG
Sacll - 2479 - CC_GC'GG
AvrIl - 2502 - C'CTAG_G
BstZ171 - 2523 - GTA'TAC
EcoRI - 2829 - G'AATT_C
BsiBI - 2833 - TT'CG_AA
MinI -2893 - A'CGCG_T
HindIII - 2940 - A'AGCT_T

PspOMI - 3001 - G'GGCC_C

Apal - 3005 - G_GGCC'C

Afel - 3962 - AGC'GCT

BsrGI - 3465 - T'"GTAC_A

Sekil 4.2: psiCHECK™-2 vektoriine GPR87 geninin ligasyon sonucu.

Ligasyonu gergeklestirilen GPR87- psiCHECK™-2 vektoriiniin %1°lik agaroz jelde
yiritildiikten sonra goriintiileme cihazinda UV goriintiisii elde edilmistir. 451 bp
uzunlugunda GPR87 geni ve 6.271 bp uzunlugunda psiCHECK™-2 vektoriiniin

ligasyonu sonucunda ~6716 bp bir ligasyon tiriinii elde edilmistir.

4.4 Transformasyon

Transformasyon basamaginda psiCHECK™-2+GPR87 vektorii “TransformAid
Bacterial Transformation Kit” ile kompetan hale getirilmis E. coli One Shot®
Mach1™-T1R hiicrelerine aktarilmistir. Rekombinant vektorleri hiicre igerisine alan

bakterilerin secilmesinde ampisilin direng geni kullanilmistir.
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Bu teknik, ampisilin diren¢ geni aktivitesine baglidir. Ampisilin direng geni tagiyan
bakterilerin ampisilinli agarda iirerken, rekombinant vektorii tasimayan ve kompetan
hale gelmemis hiicreler ampisilinli ortamda ¢ogalamazlar.

Bu calismada ligasyon ile muamele edilen kompetan hiicreler ampisilin iceren LB
agar besiyerine ekimi yapilmistir. Inkiibasyon sonrasi olusan kolonilerden sekiz tane
koloni segilerek ampisilinli LB broth besiyerine inokiile edilmistir. Inkiibatorlii
calkalayicida 37°C, 260 rpm’de yaklasik 7 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1
transforme oldugu diisiiniilen kolonilerin gergekten rekombinant vektdrleri alip
almadigim1 goérmek icin PCR yapilmis, jel elektroforezinde yiiriitiilmistiir. Jel
elektroforezinde yiiriiyen Ornekler gorlintileme cihaziyla UV 1sik  altinda

goriintiilenmistir. Segilen sekiz koloniden 6 tanesi beklenen ~6716 bp’lik bir bant

gostererek pozitif sonug vermistir.

Secilen kolonilerdeki plazmidlerin izolasyonu “Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit”
protokoliine gore gerceklestirilmistir. Plazmitlerin mikar1 UV spektrofotometrede
A260 degeri, safligt ise A260/280 oran1 ile belirlenmistir. Kolonilerin
konsantrasyonlar1 190-175 ng/uL, saflig1 ise 1.79-1.84 araliginda ¢ikmustir.

Secilen kolonilerde PCR f{irlinlerinin vektdr icerisine diiz mii ters mi girdigini
saptamak icin izole edilen plazmidler Pstl restriksiyon enzimi kesilmistir. PCR
tirtinlerinin vektore diiz girenlerin 1566, ters girenlerin ise 1260 bandi olusturmasi
beklenmistir. Secilen 8 koloniden 6 tanesi diiz giris bandin1 vermistir. Bu
kolonilerden PCR iiriiniiniin vektore diiz girdigi tespit edilen hiicreleri ¢ogaltilmak
amaciyla LB Broth besiyerinde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi 190

ng/uL olarak tespit edilen konsantrayonla ¢aligmalara devam edilmistir.
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Sekil 4.3: psiCHECK™-2-GPR87 ligasyon liriiniin jel goriintisii.
4.5 siRNA Uretimi ve Saflastirma Bulgusu

“Silencer® siRNA Construction Kit” kullanilarak siRNA iiretimi gerceklestirilmistir.
Uretilen siRNA’nin piirifikasyonu gergeklestirildikten sonra RNA konsantrasyonu
Thermo  Scientific NanoDrop Spektrofotometre ile belirlenmistir. RNA
spektrofotometrede A260 nm degeri ile miktari, A260/230 absorbans degeri safligt
belirlenmistir.

A260/230 oranin ~2.0 araliginda olmasi izole edilen RNA’nin saf oldugu bilgisini

Verir.

Izole edilen RNA konsantrasyonu ise asagida verilen denkleme gére hesaplanmistir:
RNA konsantrasyonu= A260 X 40 X Diliisyon faktorii

Piirifiye edilen RNA’nin 500ng/pL konsantrasyona, sagliginin ise ~2 oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.4: Saflastirilan siRNA UV spektrofotometre sonucu.

4.6 PLGA nanopartikiillerinin karakterizasyonu

Gereg ve yontem kisminda bahsedilen farkli yontemler kullanilarak siRNA-PLGA-1,
SIRNA-PLGA-2, SiIRNA-PLGA-3 nanopartikiilleri hazirlanmistir. Hazirlanan
NP’lerin karakterizasyonu Zetasizer Nano ZSP cihaziyla Dynamic Light Scattering
(DLS) Metoduyla boyut dlgtimleri yapilmustir.

4.6.1 sSiRNA-PLGA-1 nanopartikiillerin karakterizasyonu

Yontem kisminda bahsedildigi sekilde ftretilen siRNA-PLGA-1 NP ilk Once
Dynamic Light Scattering (DLS) Metoduyla; NP’lerin boyutu, ¢api, yogunlugu ve
PDI sonuglar1 elde edilmistir. Ol¢iimlerin her biri 3 dakika arayla 5 kez tekrar edildi.
NP’lerin mono-dispersity indeksi ve boyutu sayi (number), hacim (volume) ve

yogunluk (intensity) olarak analiz edilmistir.

4.6.1.1 Bos PLGA-1 partikiillerin karakterizasyonu

SIRNA-PLGA-1 nanopartikiillerinin  siRNA yiiklenmeden karakterizsyonlari
gergeklestirilmistir. Bu NP’ler PLGA-1 olarak adlandirilmastir.
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Results

Size (d.n... % Number: St Dev (d....
Z-Average (d.nm): 154.6 Peak 1: 121.6 100.0 3743
Pdl: 0.075 Peak2:  0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.938 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality Good

Size Distribution by Number

Number (Percent)

Size (d.nm)

Sekil 4.5: PLGA-1 sayica dagilim (Number).

Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 1546 Peak 1: 168.1 100.0 50.01
Pdl: 0.075 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.938 Peak 3:  0.000 0.0 0.000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Sekil 4.6: PLGA-1 siddetce dagilim (Intensity).
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Results

Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):

Z-Average (d.nm): 154.6 Peak 1: 1596 100.0 54.90
Pdl: 0.075 Peak 2: 0.000 00 0.000
Intercept: 0938 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality Good

Size Distribution by Volume

DYt eanaen R IREE TR R R R -

w

Volume (Percent)
]

w

01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Sekil 4.7: PLGA-1 hacimce dagilim (Volume).

4.6.1.2 SiRNA-PLGA-1 partikiillerin karakterizasyonu

[k 6nce bos olarak hazirlanan PLGA-1 NP igerisinde yontem kisminda bahsedildigi
sekilde siRNA yiiklenmigtir. siRNA yiiklenen NP karakterizasyonlar1 asagida
gosterildigi sekildedir.

Results
Size (d.n... % Number: St Dev (d....
Z-Average (d.nm): 112.6 Peak 1: 9213 100.0 2291
Pdi: 0.040 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.975 Peak 3:  0.000 0.0 0.000

Result quality Refer to quality report

Size Distribution by Number

| LT R EEEEEEEE R PR R REEEERERRE .

Number (Percent)

1000 10000

Size (d.nm)

Sekil 4.8: sSIRNA-PLGA-1 sayica dagilim (Number).
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Results

Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 1126 Peak 1: 1201 100.0 28.89
Pdl: 0.040 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.975 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

FETe e v e T TR TR S

Intensity (Percent)

1000 10000

Size (d.nm)

Sekil 4.9: SIRNA-PLGA-1 siddetge dagilim (Intensity).

Results
Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):

Z-Average (d.nm): 1126 Peak 1: 1088 100.0 30.48
Pdl: 0.040 Peak 2: 0.000 00 0.000
Intercept: 0975 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality Refer to quality report

Size Distribution by Volume
P O PP eiheia e e re e en e TR :
g :
o .
R /S T
< :
] .
E ............................ :
g :
—"'—"h—i
1000 10000
Size (d.nm)

Sekil 4.10: SiRNA-PLGA-1 hacimce dagilim (Volume).
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4.6.2 sSIRNA-PLGA-2 nanopartikiillerin karakterizasyonu

Yontem kisminda bahsedildigi sekilde firetilen siRNA-PLGA-2 NP ilk Once
Dynamic Light Scattering (DLS) Metoduyla; NP’lerin boyutu, ¢api, yogunlugu ve
PDI sonuglar1 elde edilmistir. Ol¢iimlerin her biri 3 dakika arayla 5 kez tekrar edildi.

NP’lerin mono-dispersity indeksi ve boyutu sayi (number), hacim (volume) ve

yogunluk (intensity) olarak analiz edilmistir.

4.6.2.1 Bos PLGA-2 partikiillerin karakterizasyonu

SIRNA-PLGA-2 nanopartikiillerinin ~ siRNA  yiiklenmeden karakterizsyonlari
gerceklestirilmistir. Bu NP’ler PLGA-2 olarak adlandirilmastir.

Results
Size (d.n... % Number: St Dev (d....
Z-Average (d.nm): 8957 Peak1: 5135 34 102.8
Pdl; 0.731 Peak 2: 108.5 96.6 19.51
Intercept: 0.903 Peak 3:  0.000 0.0 0.000

Result quality Refer to quality report

Size Distribution by Number

Number (Percent)
%]
[=]

1000 10000

Size (d.nm)

Sekil 4.11: PLGA-2 sayica dagilim (Number).
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Results

Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...

Z-Average (d.nm): 8957 Peak 1: 5354 76.9 88.33
Pdl: 0.731 Peak 2: 120.4 231 18.65
Intercept: 0903 Peak 3:  0.000 0.0 0.000
Result quality Refer to quality report
Size Distribution by Intensity
AT e e
Eok (1 R R RS E R R SRR~ FEPEEERS R RERFFRRRERE
g
[
| TR TP O S RS PR SRTE PR 11 /\ ...................
E
E 10t
0
0.1 1 10 10000
Size (d.nm)
Sekil 4.12: PLGA-2 siddetge dagilim (Intensity).
Results
Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 8957 Peak 1: 5595 791 1101
Pdl: 0.731 Peak 2: 116.1 209 22.00
Intercept: 0903 Peak 3: 0.000 0.0 0.000
Result quality Refer to quality report
Size Distribution by Volume
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Sekil 4.13: PLGA-2 hacimce dagilim (Volume)

88




4.6.2.2 SIRNA-PLGA-2 partikiillerin karakterizasyonu
SIRNA-PLGA-2 olarak yontem kisminda adlandirilmis olan NP iiretim yonteminde
siRNA vyiiklenerek karakterizasyonu yapilmistir.

Results
Size (d.n... % Number: St Dev (d....
Z-Average (d.nm): 3580 Peak 1: 4.038 100.0 0.4953
Pdl: 1.000 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.690 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality Refer to quality report

Size Distribution by Number

Size (d.nm)
Sekil 4.14: sSiRNA-PLGA-2 sayica dagilim (Number).
Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 3580 Peak 1: 522 4 823 54.39
Pdl: 1.000 Peak 2: 4101 17.7 0.2041

Intercept: 0.690 Peak 3: 0.000 0.0 0.000
Result quality Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

Bowm
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)
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Intensity (Percent)
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Sekil 4.15: sSiRNA-PLGA-2 siddetge dagilim (Intensity).
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Results

Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):

Z-Average (d.nm): 3580 Peak 1: 5324 0.0 79.16
Pdl: 1.000 Peak 2: 4 086 100.0 04858
Intercept: 0.690 Peak 3: 0.000 00 0.000
Result quality Refer to quality report
Size Distribution by Volume
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Sekil 4.16: SIRNA-PLGA-2 hacimce dagilim (Volume).

Laroui ve ark. yaptiklar1 ¢alismada PVA’nin hidrofobik karakterinden dolayr suda
¢oziinmedigi ve bu molekiiliin hidrodinamik yaricap1 tizerinde bir etkiye sahip oldugi
tespit edilmistir [245]. Bizim de ¢alismamizda siRNA-PLGA-2 NP ile yaptigimiz
DLS ol¢timleri sonucunda farki boyutlarda partikiillerin goriilmesenin nedeni
PV A’nin kullanilan bu yontemde yeterince homojenize olmadigi, PVA kalintilarinin

kalidigy literatiir ile uyumludur.

4.6.3 SIRNA-PLGA-3 nanopartikiillerin karakterizasyonu

Yontem kisminda bahsedildigi sekilde tiretilen siRNA-PLGA-2 NP ilk Once
Dynamic Light Scattering (DLS) Metoduyla; NP’lerin boyutu, c¢api, yogunlugu ve
PDI sonuglari elde edilmistir. Olgiimlerin her biri 3 dakika arayla 5 kez tekrar edildi.
NP’lerin mono-dispersity indeksi ve boyutu sayr (number), hacim (volume) ve

yogunluk (intensity) olarak analiz edilmistir.

4.6.3.1 Bos PLGA-3 partikiillerin karakterizasyonu

SIRNA-PLGA-3 nanopartikiillerinin yontem kismina belirtilen protokole uygun
olarak hazirlanmig fakat siRNA yiiklenmeden karakterizsyonlar1 gergeklestirilmistir.

Bu NP’ler PLGA-3 olarak adlandirilmistir.
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Results

Size (d.n... % Number: St Dev (d....
Z-Average (d.nm): 1836 Peak 1: 1405 100.0 4930
Pdl: 0.099 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.955 Peak 3:  0.000 0.0 0.000
Result quality Good
Size Distribution by Number
25
= 20
z
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1] t
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Size (d.nm)
Sekil 4.17: PLGA-3 sayica dagilim (Number).
Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 1836 Peak 1: 2054 100.0 71.19
Pdl: 0.099 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.955 Peak 3:  0.000 0.0 0.000

Result quality Good

Intensity (Percent)

Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.18: PLGA-3 siddetge dagilim (Intensity).
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Results
Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):

Z-Average (d.nm): 183.6 Peak 1: 2017 100.0 78.98
Pdl: 0.099 Peak 2: 0.000 00 0.000
Intercept: 0955 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality Good

Size Distribution by Volume

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Sekil 4.19: PLGA-3 hacimce dagilim (Volume).

4.6.3.2 SIRNA-PLGA-3 partikiillerin karakterizasyonu
SIRNA-PLGA-3 olarak yontem kisminda adlandirilmis olan NP iretim yonteminde
siRNA yiiklenerek karakterizasyonu yapilmistir.

Size (d.n... % Number: St Dev (d....
Z-Average (d.nm): 210.7 Peak 1: 196.7 100.0 75.69
Pdl: 0274 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.950 Peak 3:  0.000 0.0 0.000

Result quality Refer to quality report

Size Distribution by Number

5]
=]

-
o

Number (Percent)
=

o

0.1 1 10 1000 10000

Size (d.nm)

Sekil 4.20: SIRNA-PLGA-3 sayica dagilim (Number).
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Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...

Z-Average (d.nm): 2107 Peak 1: 2834 100.0 1029
Pdl: 0.274 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.950 Peak 3:  0.000 0.0 0.000

Result quality Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
oo

Size (d.nm)

Sekil 4.21: sSiRNA-PLGA-3 siddetge dagilim (Intensity).

Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):

Z-Average (d.nm): 210.7 Peak1: 2972 100.0 117.5
Pdl: 0.274 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.950 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality Refer to quality report

Size Distribution by Volume

Volume (Percent)

10000
Size (d.nm})

Sekil 4.22: sSIRNA-PLGA-3-hacimce dagilim (Volume).
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Asagidaki Tablo 4-1’de DLS calismalarindan elde edilen ii¢ farkli siRNA-PLGA

partikiiliiniin tiim grafiksel sonuglar1 gdosterilmistir.

Tablo 4.1: Farkli yontemlerle tiretilen siRNA-PLGA NP’lerinin DLS sonuglart.

Partikiil boyut dagilhim
Number % Intensity % Volume % PDI
PLGA-3 140.5 100 205.4 100 201.7 100  0.099
PLGA-2 5135 3.4 535.4 76.9 5595 79.1

[~

z 0.731

k: 1085  96.6 120.4 23.1 116.1  20.9
PLGA-1 121.6  100.0 168.1 100.0 159.6 100.0 0.075

o SiRNA-

Z 196.7  100.0 283.4 100.0 297.2 100.0 0.274

‘o PLGA-3

§ SiRNA- 522.4 82.3 532.4 0.0

= 4.038 100.0 1.000

= PLGA-2 4.101 17.7 4.086  100.0

< SiRNA-

E 92.13  100.0 120.1 100.0 108.8 100.0 0.040

% PLGA-1

W/O/W yontemi temelli kendiliginden bilesen sistemlerle olusturulan PLGA
nanopartikiillerinin igerisine siRNA yiiklenmistir. Cun ve ark. yaptiklar1 benzer
calismada siRNA biyopargalanabilir PLGA nanopartikiilleri igerisine yiiksek
kapsiilsyon verimliligi ile yliklenmis, PLGA NP'lerinin sekli kiiresel ve mono dispers
oldugu tespit edilmistir [236].

Ug farkli yontem kullanilarak hazirlanan nanopartikiillere siRNA yiiklenmis ve
nanopartikiillerin karakterizasyonu sonucu 90 ve 500 nm arasinda boyutlara sahip
oldugu gozlenmistir. Farkli yontemler kullanilarak hazirlanan PLGA NP’leri literatiir
ile uyumlu olarak farkli yontemlerle farkli boyutlarda NP olusturabilecegini
gostermektedir [11].

Bhandari ve ark. yaptiklar1 caligmada kiiresel seklin ve kiigiilk boyutta nano
partikiillerin basarili endositozlari i¢in en 6nemli kriter oldugu gosterilmistir [246].
SIRNA-PLGA NP'lerinin iiretilmesinde diger gruplarin Onerdigi yontemleri takip
ettik ve farkli yaymlarda siRNA-PLGA partikiil sentezinde kullanilan sonikasyon
veya vortekslemenin partikiil sekli ve dispersiyonu iizerindeki etkisini arastirdik
[236, 247, 248]. Bu amagla iiretilen {i¢ farkli siRNA-PLGA nanopartikiillerinde en
kiigiik boyut, en yiiksek gen susturma oraninin elde edildigi SIRNA-PLGA-1

NP’leridir. Bu NP diretilirken amacimiz RNA yapisinda meydana gelebilecek
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bozulma riski nedeniyle sonikasyondan kacginmakti. Bununla birlikte, elde edilen
sonuglara dayanarak, sonikasyonun siRNA-PLGA partikiilleri tiretiminde gerekli bir
adim oldugu sonucuna varabiliriz.

Sonikasyon olmadan vortekslemek, biiyiikk ve poli dispersiyonlu partikiiller elde
edilmesine neden olurken; sonikasyon, hedeflenen kanser tedavisi igin kabul
edilebilir biiyiiklik olan yaklastk 196 nm biiyiikliigiinde mono-dispersiyonlu
partikiiller elde etmeyi saglar [249].

Oksijen tasityan ¢oziiciiler icinde seyreltme tek sarmalli RNA'da konformasyon
degisikliklerine neden oldugundan [23, 250], siRNA'nin formiile edilmesinde DCM
gibi suda c¢oziilebilir ¢oziicliler kullanilmasi zorunlulugunu getirmistir; bununla
birlikte, su ve yagin emiilsifikasyonunu saglamak i¢in PVA kullanilmasini gerektirir.
PVA; ¢ok hidrofilik bir polimerdir; DCM ile tamamen birlesemez, bu nedenle su
formlar1 igerisinde 100 nm'den biiyilk siRNA-PLGA partikiillerinin olusmasina
neden olan kismen biiyilk DCM nano-damlaciklart bulunur [251, 252]. Formiilasyon
islemi sirasinda sonikasyon gerekliliginin, sistemde homojenlestirilmis boyutlara
sahip daha kii¢ilk DCM partikiilleri elde etmek i¢in gerekli oldugunu varsayabiliriz.
SIRNA-PLGA-2 sisteminde g6zlenen biiyiik agregatlar, siRNA'nin PLGA NP'leriyle
eksik bir sekilde birlestirildigini gostermektedir, ki bu muhtemelen siRNA'nin sulu
ortamda BSA zincirleri ile toplanmasinin bir sonucudur. Bu arada, kiigiik parcaciklar

elde ederken EE% 'sini optimize etmek 6nemlidir.

4.7 sSiIRNA-PLGA NP’lerinin enkapsiilasyon verimi (%EE) ve yiikleme verimi
(%LE)

Kloroformda self-assembly metoduyla olusan PLGA miselleri igerisinde enkapsiile

edilen siRNA, su ve tampon c¢ozeltilerinin buldugu ortama salim gerceklestirir.

PLGA miselleri igerisinde en kapsiile edilen siRNA gere¢ ve yontem kisminda

verilen enkapsiilasyon verimi (%EE) formiilii kullanilarak hesaplanmstir.

Yiikleme verimi (%LE), nanopartikiil icerisinde bulunan gere¢ ve yontem kisminda

verilen esitlik kullanilarak hesaplanmistir.
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Tablo 4.2: Farkli yontemlerle tiretilen siRNA-PLGA NP’lerinin %EE ve %LE sonuglari.

PLGA Final Enkapsille Ik siRNA EE (%) LE
(mg) hacim siRNA kons. kons. (ng/ml) (ng/mg NP)
(ml) (ng/ml)
siR-PLGA-3 50 20  1245,55+261 4000 31,14+2.9 336,51+ 18.1
siR-PLGA-2 30 8115 121145+ 185 4000 30,29 +4.1 345,99+234
siR-PLGA-1 30 8.115 1110,08 £ 193 4000 27,75+3.2 444,03+ 31.6

Ug farkli yontem kullanilarak hazirlanan NP’lerin enkapsiilasyon ve yiikleme
verimlilikleri birbirinden farkli olmakla beraber cesitli yapilan ¢alismalarda
enkapsiilasyon ve yiikleme verimi elde ettigimiz sonuglarla benzerlik gostermektedir.
Cun ve ark. farkli PLGA konsantrasyonlar1 ile yaptilart calismada benzer
enkapsiilasyon ve ylikleme verimliligi tespit etmislerdir. Ayrica ortama BSA'nin
eklenmesi, ortalama partikiil boyutu ve boyut dagilimini 6nemli Olgiide
etkilememistir, fakat enkapsiilasyon etkinliginde onemli bir artisa neden olmustur.
BSA eklendikten sonra i¢ su fazimin artan viskozitesi, emiilsiyonun arttirilmis
stabilitesi ve arttirilmis kapsiilleme verimliligine katkida bulundugu gosterilmistir.
Bizim elde ettigimiz sonuglarda literatiir ile uyumlu sonuglar géstermektedir [236].
Chithrani ve ark. yaptilar1 calismada en basarili hiicre internalizasyonu ve gen
susturma igin istenen boyut 100 nm'den azdir [253]. Bu nedenle, diisiik tanecik ebadi
ile yiikksek %EE 'si gergeklestirilmelidir. Yapilan ¢alismalar siR-PLGA NP'lerinin
basarili optimizasyonu i¢in sonikasyonun en yiiksek EE elde etmedeki 6nemini
gostermistir. Bununla birlikte, kapsiilleme yiizdesindeki artig, biiyiik olasilikla su
i¢cinde biiylik emiilsifiye edilmis DCM damlaciklarinin olusmasindan dolayi, partikiil
biiyiikliigiiniin ~250 nm'ye yiikselmesiyle iligkilidir. Ayrica, kendiliginden bilesen
sistemlerde organik ¢oziicliniin buharlastirilmasi sirasinda sistemde RNA'nin varligi,
oda sicakliginda bulunan RNA'nin stabilizasyonunun bozulmasi bir risk faktoriidiir.
Mono dispers partikiil olugsmasina neden olan bu yontem RNA yapisina zarar
verebilir.

Bu nedenle siRNA'nin o6nceden olusturulan PLGA NP'lerine enkapsiilasyonu
saglanarak, RNA yapisinin bozulma olasilifi 6nlenmeye c¢alisildi. Ayrica PLGA
NP’lerine  Si-RNA'min  enkapsiile edilmesi; RNA'min optimum kosullarda
inkiibasyonunu saglarken, kullanilan organik ¢oziicti ile temasini onler. Bununla

birlikte su ile karisabilen oksijen tasiyamayan g¢ozciiler kullanilarak serbest PLGA
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NP'lerinin hazirlanmas1 miimkiindiir ve ayn1 zamanda bu sekilde 100 nm'den kiigiik
NP'ler hazirlanabilir.

Partikiil biiytikliigii siRNA yiiklendikten sonra 121 nm'den (say1 dagilimi ile dlgiilen)
92 nm'ye diismesi; Kkiigiilen partikiillerde PLGA'nin fonksiyonel gruplari
niikleotidleri kendi igerisine dahil ettigini acik¢a gostermektedir. Tiim bunlar diger
formiilasyonlara kiyasla SIRNA-PLGA-1'den elde edilen en yiiksek gen susturma
aktivitesi ve en yiiksek oranda yiik tasima kapasitesinin korundugunu gosterir.
SIRNA-PLGA-2 ve siRNA-PLGA-3'de clde edilen zayif gen susturma aktivitesi,
partikiil hazirlama islemi sirasinda RNA'nin stabilitesinin bozulmasimin bir sonucu
olabilir.

Ug farkli formiilasyon igin hesaplanan %EE neredeyse esit olmasina ragmen, LE
SIRNA-PLGA-1 i¢in en yiiksek bulunmustur.

Baz1 c¢aligmalar, formiilasyon bilesenlerinin %46'ya (BSA miktarini artirarak)
modifiye ederek %EE degerini artirmaya devam etmislerdir [236] , ancak SiRNA-
PLGA-1 kullanilarak gen susturma isleminde tam basari, formiilasyon

parametrelerinde modifikasyon ihtiyacini ortadan kaldirmaktadir.

4.8 Sentezlenen sSiRNA-PLGA NP’lerinin Gen Sustuma Sonuclari

GPR87 geninin sentezlenen PLGA nanopartikiilleri ile genin post transkripsyonel
susturulmasi Thermo Scientific™ Pierce™ Renilla-Firefly Luciferase Dual Assay kit
kullanilarak oSlgiilmiistiir. ELISA Reader cihaziyla ii¢ farkli yontemle sentezlenen
PLGA NP’lerinin gen susturma diizeyleri dl¢iilmiistiir. Olciimlerde negatif ve pozitif

kontroller kullanilarak floresans emisyonlari karsilagtirilmistir.

Kullanilan vektorde iki farkli dalga boyunda liiminesansa neden olan gen bdlgesi
mevcuttur. PsiCHECK™-2 vektoriinde bulunan Green renilla lusiferaz ve Red firefly
lusiferaz iki farkli dalga boyunda floresans 1s1maya neden olmaktadir. 450-650nm
(maksimum emisyon 535 nm) emisyon araliginda Green renilla lusiferazi, 560-700
nm (maksimum emisyon 613 nm) araliginda ise Red firefly floresans vermektedir.
Vektorde bulunan green renilla bdlgesinin devaminda ¢oklu klonlama bdlgesi
bulunmaktadir. Coklu klonlama bdolgesine GPR87 geni klonlanmistir. Bu bolgeye
hedefli gonderilen siRNA ile post transkripsiyonel gen susturma gergeklestidiginde

bu bolgede liiminesans degerin diistiigii veya liiminesans 151ma hi¢ gdzlenmez.
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Diger bir liiminesansa neden olan red firefly deneysel calismada kontrol amaclh
kullanilir. Bu bolgede liiminesans 1simanin goriilmesi deneysel ¢alismalarin sorunsuz

gergeklestigi ve gen susturmanin bagarili oldugunu gostermistir.

Olgiimlerimiz sonucunda 490 nm'de Green Renilla'nin dalga boyundaki diisiisiin
GPR87 genin post transkripsiyonel susturma aktivitesiyle orantili oldugu; 690 nm'de
Red Firefly emisyonun ise bagimsiz oldugu ve tiim deneylerde sabit oldugu tespit

edilmistir.

HEK293T ve 1.1B4 pankreas hiicre hatt1 ile yapilan gen susturma g¢aligmalarinda
Negatif ve pozitif kontroller her dlgiimde kullanilmistir. Pozitif kontrol gruplarina
siRNA yiikli PLGA NP kullanilmamistir. Bu nedenle green renilla ve red firefly
liminesansin gergeklestigi, negative kontrollerde ise siRNA etkisiyle green renilla

liimisansinin azaldigy/ hi¢ gerceklesmedigi tespit edilmistir.

Kontrollerin ve farkli siRNA-PLGA NP'lerin gen susturma aktivitesi, hiicre 6limii
nedeniyle pik yogunlugundaki genel azalma dikkate alinarak Olgiimler

gerceklestirilmistir.

HEK293T hiicre hattina gere¢ ve yontem kisminda anlatilan siRNA-PLGA-1,
SIRNA-PLGA-2, SiRNA-PLGA-3 nanopartikiilleri ile gen susturma oranlari sekil 4-
23, 4-24, 4-25°de ayn ayr1 gosterilmistir. Sekil 4-26°da ise li¢ farkli yontemle

hazirlanan nanopartikiillerin gen susturma oranlar1 karsilastirilarak gosterilmistir.

1. Ornek Ortalama
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Sekil 4.23: Green Renilla ve Red Firefly floresan emisyon alaninin taranmasi.
SIRNA-PLGA-1 NP ile HEK 293T hiicre hattinda GPR87 gen susturma
Sonucu.
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2. Ornek Ortalama
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Sekil 4.24: Green Renilla ve Red Firefly floresan emisyon alaninin taranmasi.
SIRNA-PLGA-2 NP ile HEK 293T hiicre hattinda GPR 87 gen susturma
sonucu.

3. Ornek Ortalama
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Sekil 4.25: Green Renilla ve Red Firefly floresan emisyon alaninin taranmasi.
SIRNA-PLGA-3 NP ile HEK 293T hiicre hattinda GPR87 gen susturma
sonucu.
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Sekil 4.26: Green Renilla ve Red Firefly floresan emisyon alaninin taranmasi.
SIRNA-PLGA-1,2 ve 3 NP ile HEK 293T hiicre hattinda GPR87 gen
susturma sonucul.

Negatif kontrol grubunda hiicrelere GPR87 geni transfesiyonu gergeklestirilmis fakat
SIRNA-PLGA NP gonderilmemistir. Bu nedenle Green Renilla (490 nm) ve Red
Firefly (690 nm) dalga boylarinda floresans i1sima goriilmiistiir. Negaitf kontrol
olarak “Lipofectamine® LTX and PLUS™ Reagent” kullanilmistir. Kitin ve
NP’lerin gen susturmalar1 oranlari pozitif ve negatif kontrol gruplar ile
karsilastirilmistir.

Pierre ™ Renilla-Firefly Luciferase Dual Assay Kit kullanilarak 490 nm ve 690 nm’
yapilan 6l¢iimler sonucunda iiretilen ii¢ farkli nanopartikiiliin gen susturmada basarili
oldugu tespit edilmistir. Farkli formiilasyonlarda hazirlanan NP’ler kendi aralarinda
kiyaslandiginda GPR87 geninin post transkripsiyonel susturma oranlarinin farklh

oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.27: Pozitif ve negatif kontrol ile farkli siRNA-PLGA nano-
formiilasyonlarinin GPR87 gen susturma aktivitesinin 490 nm ve 690 nm’de 6l¢iim
sonuglart.

Glatt ve ark. GPR87 ekspresyonunun small interfering RNA (siRNA) ile
susturuldugunu tespit etmislerdir [27]. Bizim c¢alismamizda ii¢ farkli yontem
kullanilarak hazirlanan siRNA-PLGA NP’lerinin GPR87 genini susturmada etkili
oldugu tespit edilmistir. En etkili gen susturma siRNA-PLGA-1 NP’lerinde tespit
edilmistir.

1.1B4 pankreas hiicre hattinda gere¢ ve yontem kisminda anlatilan siRNA-PLGA-1
nanopartikiilleri ile gen susturma sonucu sekil 4-28’de gosterilmistir.
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Sekil 4.28: Green Renilla ve Red Firefly floresan emisyon alaninin taranmasi.
SIRNA-PLGA NP ile 1.1B4 hiicre hattinda GPR 87 gen susturma sonucu.
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Yuan ve ark. yaptig1 ¢alismada si-GFP-RNA yiiklii PLGA NP ile gen susturuldugu
GPF proteinleri ile tespit edilmistir [254]. Bizim ¢aligmamizda Green Renilla ve Red
Firefly liminesans 1s1masi ile gen susturma tespit edilmistir. 490 nm’de liiminesans
1simasinin goriilmemesi siRNA’nin kompementer diziyle tam eslesme gosterdigi ve
mRNA’nin pargalasina neden olarak liiminesans 1s1ma gergeklesmedigini
gostermektedir. 690 nm’de ise liiminesans 1s1ma devam etmektedir. Bu liminesans
1sima  siRNA’nin  PLGA nanopartikiilleri ile hiicreye girdigini ve siRNA-
psiCHECK™-2 rekombinant vektdriin gen ekspresyonunun sorunsuz devam ettigini
gostermektedir. Pozitif konrol ile karsilastirma yapildiginda liiminesans 1g1mada belli
bir miktar azalmasinin nedeni ise siRNA 1.1B4 hiicre hattinda ¢esitli yolaklari
etkileyerek hiicre 6liimiine neden olmasindan kaynaklanmaktadir. Zhang ve ark. [59]
yaptiklar1 ¢alismada GPR87 geninin ekspresyonun engellemesi hiicrelerin canliligini
etkilemekte ve P53’e bagli DNA hasari ile hiperaktivize edildigi gézlenmistir. Bu ve

benzeri ¢aligmalar bizim deney sonuglarimizi dogrulamaktadir.

4.9 sSiRNA-PLGA NP ile 1.1B4 Hiicre Hattinda Sitotoksisite Deneyi Sonuclar:

GPR87 geninin susturulmasi hiicrede ¢esitli yolaklar1 etkileyerek zamanla hiicre
canliligiin kaybedilmesine neden olmaktadir. Sulforhodamine B (SRB) yontemiyle
gen susturmanin hiicreler lizerindeki sitotoksik etkisi tespit edilmistir.

1.1B4 pankreas hiicre hattina iki farkli konsantrasyonlarda siRNA-PLGA NP
verilmistir.

Gereg ve yontem kisminda siRNA-PLGA-1 NP seklinde hazirlanan NP’ler; iki farkli
konsatrayonda (50 pl, final konsant. 62 ng/ml ve 25 pl, final konsant. 31 ng/ml)
olmak ftizere iki farkli konsantrasyonda hiicrelere muamele edilmistir. Hiicrlerin
canliliklarini tespit etmek i¢in 24 saat ve 48 saattlik farkli periyotlarda inkiibasyona

birakilmustir. Inkiibasyon sonrast SRB y&ntemiyle hiicrelerin canliliklart 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 4.29: SRB yontemiyle 1.1B4 hiicrelerinin sitotoksisite sonucu.

Yapilan ¢alismalarda kullanilan ¢esitli katyonik lipitler, katyonik polimerler, hiicre
penetrasyon peptitleri gibi ¢esitli non-viral tagima yontemlerinin yapilan galigmalar
sonucu toksisite, diisiik serum stabilitesi, non-spesifik immiin yanit ve biyolojik
olarak parcalanabilirlik eksikligi gibi ¢esitli kullanimini sinirlayan ciddi kritik
konular bulunmaktadir [255]. Bu nedenle biyouyumu ve biyoparcalanabilir
polimerlerin kullanilmas: toksisite, non-spesifik immiin yanit gibi ¢esitli problemlei
ortadan kaldirarak hedefli kisiye 6zgii tedavide kullanimina imkan tanimaktadir.
Garcia ve ark. yaptiklar ¢alismada anal displazi ve servikal displazinin faz 2 klinik
calismalarinda  kullandigt PLGA [256] diisiik toksisite, biyouyumlu ve
biyoparcalanabilir oldugundan terapotik maddelerin  taginmasinda  kullanilir.
Deneysel ¢alismalarimiz ~ sirasinda PLGA  polimeri ile olusturdugumuz
nanopartikiillere siRNA yiiklenmeden hiicrelere verilmis ve hiicreler 24 ve 48 saat
inkiibasyonda bekletilmistir. Inkiibasyon sonras1 herhangi bir muamele yapilmamus
kontrol gruplariyla karsilastirilarak sitoktoksisitesi dl¢lilmiistiir. Literatiir ile uyumlu
olarak herhangi bir sitotoksik etki gézlenmemistir.

GPR&87, LPA reseptor ailesiyle iliskili GPR, cesitli karsinomalarda asir1 eksprese
edilir ve timoriin hayatta kalma siiresinde 6nemli rol oynar [50]. Zhang ve ark.
kanser hiicre hatti MCF7 ve ROC ile yaptiklar1 calismada GPR87 geninin
ekspresyonu tiimor baskilayici p53 ve p53'e bagli DNA hasar ile diizenlendigi
bildirildi [59]. Yine bu ¢alismada Ad-shGPR87 kullanilarak mesane kanseri hiicre
hatlarinda GPR87'min baskilanmasinin, anti-kanser ilaglar1 nedeniyle herhangi bir
stres olmadiginda p53 ekspresyonunda bir artisa neden oldugu, ardindan da hiicre
proliferasyonu ve apoptozun indiiksiyonu gosterilmistir.

GPR87 genini hedefleyerek tasarladigimiz siRNA-PLGA (SIRNA-PLGA-1)

nanopartikiilleri igerisine enkapsiile edilerek iki farkli konsantrasyonda hiicrelere
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verilerek inkiibasyona birakilmistir. 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonrasi toksisite
sonuclart incelenmistir. 50 puL verilen hiicrelerde 25uL gonderilen hiicreler gore

toksik etkinin daha fazla oldugu gozlemlenmistir.

4.10 siRNA-PLGA-1 Nanopartikiillerinin in Vitro Salim Sonucu

SIRNA-PLGA NP’lerinin pH 7.4‘de gere¢ ve yontem kisimda bahsedilen periyotlarla
salim miktar1 tespit edilmistir. Sekil 31°de goriildiigli gibi hizli bir salinimin ardindan
siirekli bir salim gerceklesmektedir. Salim profili en iyi 0.9184 R? degerinde tespit
edilmstir. Buda siRNA serbest birakma oraninin konsantrasyona bagli oldugu

anlamina gelir.
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Sekil 4.30: sSiRNA-PLGA NP’lerinin salim sonucu.
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5. SONUC VE ONERILER

Farkli yontemlerle hazirlanan PLGA NP’leri igerisine enkapsiile edilen siRNA’nin
RNAIi teknigi ile gen susturma tizerindeki etkisi arastirilmistir. Ayrica hidrofilik
siRNA’nin amfililik PLGA ile etkilesimi, salim siiresi, mono-dispers parcacik
olusumu ve sitotoksisitesi degerlendirildirilmistir.

Hidrofilik ortamda kendiliginden bilesen sistemlerle (self-assembly) olusan mono
dispers PLGA NP’leri igerisine siRNA girisi basariyla ger¢eklesmis ve farkl
protokoller kullanilarak iiretilen farkli PLGA NP’leri gen susturmada basarili
olmustur.

Calismanin ilk basamaginda siRNA basariyla iiretilmis; ikinci basamaginda su-yag-
su (W1/O/W2) metoduyla farkli protokollerle ii¢ farkli PLGA NP’leri {iretilerek
SiRNA’nin bu NP’lere farkli yontemlerle enkapsiilasyonu, HEK293T ve 1.1B4 hiicre
hatlarinda, NP hiicreye girdigi ve gen susturmada basarili oldugu biyoliiminesans
151mast ile belirlenmistir.

HEK293T hiicre hattina uygulanan siRNA-PLGA-1, 2 ve 3 NP’leri hiicrenin
igerisine basariyla girdigi ve GPR87 geninin post transkripsiyonel gen susturmada
basarili oldugu tespit edilmistir.

SIRNA-PLGA-1 NP’leri literatiirden farkli olarak PVA gibi bir ara polimer
kullanilmadan, siRNA nanopartikiil sentezlendikten sonra enkapsiile edilmistir.
Partikiil boyutunun ~100 nm oldugu ve en etkili gen susturma bu yontem ile iiretilen
SIRNA-PLGA NP’leri ile tespit edilmistir.

SIRNA-PLGA-2 NP’leri ise literatiire uygun olarak PLGA NP’leri olusurken siddetli
vortekslenerek siRNA enkapsiilasyonu saglanmistir. Oda sicakliginda hazirlanan bu
NP’lerin diger protokollere oranla boyutunun daha biiylik oldugu (~500 nm) ve gen
susturma oraninin diger yontemlerle hazirlananlara gore diisiik oldugu tespit
edilmistir.

SIRNA-PLGA-3 NP’leri ise literatiire uygun olarak PLGA NP’leri olusurken
ultrasonik prob kullanarak emiilsifikasyon ve siRNA enkapsiilasyonu saglanmistir.

Kismen buz iizerinde gergeklestirilen bu islemler sonucunda NP boyutu (~200 nm)
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SIRNA-PLGA-2’ye gore daha istenilen boyutta ve daha etkili gen susturma tespit
edilmistir.

Literatiir ile uyumlu olarak sentezlenen siRNA-PLGA-2 ve 3 NP’lerine siRNA’nin
enkapsiile edilmesi i¢in literatiirde PV A/PEI gibi ara polimerler kullanilmistir. Bu ara
polimerler yiizey gerilimini azaltarak (mono dispers partikiil olusmasini saglar) ve
hidrofilik ortamda siRNA’nin hiicreye girisini kolaylastirir. Ancak kullanilan
PVA/PEI'nin santrifiij islemleriyle uzaklastirilmasi siRNA stabilitesini ve NP yapisi
tizerinde olumsuz etkileri vardir. Ayrica toksisiteye sebep olabilecek maddelerden
arindirilamsi i¢in gergeklestirilen santrifiijleme islemi siRNA’nin disar1 ¢ikmasina
enkapsiilasyon verimliliginin diismesine ve bir miktar siRNA’nin dis kisimdaki sulu
ortamda kaybedilmesine neden olur. Tiim bunlara ek olarak NP hazirlanirken
kullanilan diklormetan NP’lerin boyutunun biiylimesine neden olmaktadir. Literatiire
uygun olarak hazirlanan siRNA-PLGA-2 ve sSiRNA-PLGA-3 NP’lerinde etkili gen
susturma tespit edilmesine ragmen uygulanan protokiillerin  siirliliklar
bulunmaktadir. Bu da hiicreye alimini ve gen susturmasini etkilemektedir.

Farkli ve 6zgiin olarak hazirlanan siRNA-PLGA-1 NP’leri ise sitotoksisiteye neden
olabilecek herhangi bir maddeyi uzaklastirmak i¢in santrifiij islemine gereksinim
duyulmamasi, siRNA’nin NP olusturulduktan sonra enkapsiile edilesi, ayrica
olusturulan NP’lerin diger yontemlerle hazirlanan NP oranla boyutunun daha kiiciik
olmasi gibi ¢esitli avantajlar1 vardir. Ayrica diger hazirlanan NP’lere oranla daha

etkili gen susturma gozlenmistir.

HEK293T hiicre hatt1 sonuglarina gore en etkili gen susturma ve NP boyutuna sahip
SIRNA-PLGA-1 NP’leri kullanilarak 1.1B4 pankreas hiicre hattinda da gen
susturmanin basariyla gergeklestigi, hiicreler iizerinde sitotoksik etki yaratmadigi
tespit edilmistir.

1.1B4 hiice hatt1 iizerinde yapilan sitotoksisite ¢aligmasi sonuclarina gore 25 pL
olarak uygulanan hiicrelerin 24 saat sonucu ve kontrol gruplarina kiyasla, 50 pL
uygulanan hiicrelerin 48 saat sonunda canliliklarinin azaldigi tespit edilmistir.
Yapilan salim deneyleri sonucunda edilen salim grafigine gore siRNA’nin bir
boliimiiniin disarida oldugunu hepsinin suda ¢éziinmedigini NP i¢ine de yiiklendigini

gostermektedir. NP’ler siRNA’y1 ilk 6nce hizli bir salimin1 gergeklestirdikten sonra
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yaklagik 6 saat boyunca enkapsiile edilen siRNA’nin zamanla tamamini biraktigi
tespit edilmistir.

Enkapsiilasyon verimi literatiire uygun olarak gergeklesmistir. Ancak %EE’nin
istenilenden diisiik olmasinin nedeni, siRNA’nin santrifiij islemleri sonucu NP’lerden
ayrilmasindan kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Yapilan literatiir arastirmasinda siRNA-PLGA NP kullanilarak GPR87’genin post
transkripsiyonel susturulmasi ile ilgili ¢alisma tespit edilememistir. Ayirca yapilan
literatiir aragtirmalarinda PLGA NP’ne enkapsiile edilen siRNA’nin genellikle ticari
olarak alindig1 ve arastirmacilar tarafindan liretiminin yok denecek kadar az oldugu
belirlenmistir. Calismamizda RNAI teknigi ile iiretilen siRNA’nin, GPR87 genini in
vitro kosullarda etkili bir susturdugu tespit edilmistir. Calismanin devami olarak bu
nanotastyici sistemlerin etkinligi gelistirilerek in vivo c¢aligmalarla desteklenmesi
distiniilmektedir.

SIRNA-PLGA-1 NP’nin GPRS87 genini tamamen susturmadaki basarisi, iiretim
prosesinin endiistriyel tiretimlere uyumu nedeniyle toplu iiretimi de miimkiindiir ve
RNA makromolekiillerinin formiile edilmesinde yeni bir yontem olarak
onerilmektedir. Her ne kadar GPR87 geninin susturulmasi, 1.1B4 pankreas kanseri
hiicre hatlarinda diisiik hiicre 6liim oranma yol agsada, bu yaklasim pankreas
kanserinin tamamlayict tedavisi olarak diigtiniilebilir. Bu nedenle, SiRNA
formiilasyonlarmin geleneksel kanser kemoterapisiyle birlikte uygulamasi i¢in daha

ileri caligmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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