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KISALTMALAR 

bp : Baz çifti 

BSA : Bovin serum albumin 

°C : Celsius 

dk : Dakika 

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DMSO   : Dimetilsülfoksit   

DNA : Deoksiribonükleik asit 

DPBS : Dulbecco fosfat tamponlu salin  

dsRNA : Çift zincirli RNA 

E. coli : Escherichia coli 

EDTA : Etilendiamin tetraasetik asit 

EE   : Enkapsülasyon verimliği 

FBS : Fetal bovin serum 

FDA : Food and drug administration 

g : Gram 

GPR87 : G-protein bağımlı reseptör 87 

GPRC : G protein-bağlantılı hücre yüzeyi reseptörleri   

L : Litre 

LB  : Luria bertani  

LE : yükleme verimliği   

mg : Miligram 

miRNA : MikroRNA   

mL : Mililitre   

mM   : Milimolar   

mRNA   : Mesajcı RNA   

nm : Nanometre 

NP : Nanopartikül 

OD   : Optik yoğunluk   

PBS : Fosfat ile tamponlanmış tuz çözeltisi  

PCR  : Polimeraz zincir reaksiyonu   

PLGA : Poli laktik-ko-glikolik asit  

PTGS : Post-Transkripsiyonel Gen Susturulması 

RISC   : RNA - İndükleyici Susturucu Kompleks   

RNA : Ribonükleik asit 

RNAi : RNA interferans   

rpm   : Dakikadaki devir sayısı  

siRNA : Küçük Engelleyici RNA 

sn : Saniye   

TAE : Tris asetik asit EDTA 

UV   : Ultraviyole  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μL : Mikrolitre  

μM : Mikromolar   
 



 

iii 

 

 

TABLO LİSTESİ 

                                                                                                                               Sayfa 

 

Tablo  2.1    : RNAinterferans (RNAi) teknolojisi ile çeşitli yapılan çalışmaların  

kronolojik gelişimi. ............................................................................. 15 

Tablo 2.2    : Klinik denemeleri devam eden siRNA terapötikleri [158]. ................. 24 

Tablo 3.1    : Kullanılan cihazların listesi. ................................................................ 36 

Tablo 3.2    : Kullanılan kit,kimyasal listesi. ............................................................ 38 

Tablo 3.3    : Kullanılan enzimlerin listesi. ............................................................... 40 

Tablo 3.4    : GPR87 geni için tasarlanan primer ve özellikleri. ............................... 41 

Tablo 3.5    : GPR87 geni için tasarlanan primer ve özellikleri. ............................... 42 

Tablo 3.6    : psiCHECK ™ -2 Vektör dizisinin referans noktaları. ......................... 43 

Tablo 3.7    : GPR87 geni için tasarlanan primerler. ................................................. 48 

Tablo 3.8    : GPR87 için PCR Prtotokolü. ............................................................... 49 

Tablo 3.9    : GPR87 için PCR Prtotokolü. ............................................................... 49 

Tablo 3.10  : Insert restriksiyon kesim işlemi madde miktarları. .............................. 50 

Tablo 3.11  : Vektör psiCHECK™-2 defosforilasyon işlemi madde miktarları. ...... 52 

Tablo 3.12  : Vektör psiCHECK™-2 defosforilasyon işlemi madde miktarları. ...... 52 

Tablo 3.13  : Vektör psiCHECK™-2 defosforilasyon işlemi madde miktarları. ...... 53 

Tablo 3.14  : psiCHECK™-2+GPR87 plazmidlerini alan hücrelerin tespiti için 

yapılan PCR karışım bileşenleri. ......................................................... 55 

Tablo 3.15  : psiCHECK™-2+GPR87 vektörü için PCR Prtotokolü. ...................... 56 

Tablo 3.16  : psiCHECK™-2+GPR87 plazmidlerinin PstI restriksiyon enzimi ile  

kesimi. ................................................................................................. 57 

Tablo 3.17  : Oligonükleotit templatin T7 promoter primer ile hibridizasyonu. ...... 60 

Tablo 3.18  : Klenow DNA polimeraz ile polimerizasyon. ...................................... 60 

Tablo 3.19  : Transkripsiyon için gerekli bileşenler.................................................. 61 

Tablo 3.20  : siRNA pürikasyon bileşenleri. ............................................................. 61 

Tablo 3.21  : Yüksek aralık standart eğrisi için hazırlanan protokol. ....................... 67 

Tablo 3.22  : Düşük aralık standart eğrisi için hazırlanan protokol. ......................... 67 



 

iv 

 

 

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

tarafından önerilen dalga boyları. ........................................................ 76 

Tablo 4.1    : Farklı yöntemlerle üretilen siRNA-PLGA NP’lerinin DLS sonuçları. 94 

Tablo 4.2    : Farklı yöntemlerle üretilen siRNA-PLGA NP’lerinin %EE ve %LE 

sonuçları. ............................................................................................. 96 

 

 



 

iii 

 

 

ŞEKİL LİSTESİ 

                                                                                                                               Safya 

 

Şekil 2.1    : GPR87 geninin görevli olduğu sinyal yolağı [50]. ................................. 8 

Şekil 2.2    : Farklı antisens stratejilerinin karşılaştırması. ........................................ 13 

Şekil 2.3    : Petunya bitkisinde chs geninin ekspresyonunun baskılanması. ............ 14 

Şekil 2.4    : RNA interferans(RNAi) mekanizması[116]. ........................................ 17 

Şekil 2.5    : RNA interferans(RNAi) mekanizmasının başlangıç adımı [117]. ........ 18 

Şekil 2.6    : Dicer enziminin domain yapısı [121]. ................................................... 19 

Şekil 2.7    : RNAi mekanizmasında DICER ve RISC kompleksi [129]. ................. 20 

Şekil 2.8    : siRNA (small interfering RNA). ........................................................... 21 

Şekil 2.9    : siRNA ve miRNA yolakları[144]. ........................................................ 22 

Şekil 2.1    : Gelişmiş Geçirgenlik ve Alıkonma (EPR) etkisi [175]. ........................ 27 

Şekil 2.11  : Hedefli ilaç taşıma sisteminde kullanılan bazı nanopartiküller [189]. .. 29 

Şekil 2.12  : Misel oluşumu [197]. ............................................................................ 31 

Şekil 2.13  : PLGA moleküler yapısı (x=laktik asit birimi, y=glikolik asit birimi). . 33 

Şekil 2.14  : PLGA hidrolizi [15]. ............................................................................. 34 

Şekil 2.15  : Biyobozunr polimerik nanopartiküllerde enkapsüle edilen edilen 

biyoaktif ajanların salımı. Polimerik sistem çevre ile etkileşime girerek 

çevredeki ortam sıvısı matrise giriyor (A), sıvı polimerik sistemin 

şişmesine neden oluyor (B), sıvı difüzyon kanalları oluşturuyor (C), 

polimerik sistemin bozunması (D) [231]. ............................................. 35 

Şekil 3.1    : psiCHECK™-2 vektör haritası. ............................................................ 42 

Şekil 3.2    : Thermo Scientific O'GeneRuler DNA Ladder Mix. ............................. 44 

Şekil 3.3    : psiCHECK™-2  vektörünün çoklu klonma bölgesi. ............................. 51 

Şekil 3.4    : psiCHECK™-2 vektörünün haritası. .................................................... 51 

Şekil 3.5   : Rekombinant vektörü (psiCHECK™-2+GPR87) alarak transforme olan 

bakteri kolonileri. ................................................................................. 55 

Şekil 3.6    : siRNA üretim protokolü. ....................................................................... 58 



 

iv 

 

 

Şekil 3.7    : Water-Oil-Water (W1/O/W2) ikili emülsiyon çözücü buharlaştırma 

yöntemiyle PLGA nanopartiküllerinin oluşumu. ................................. 63 

Şekil 3.8    : Nanopartikül oluşumu. .......................................................................... 64 

Şekil 3.9    : Yüksek araklık standart eğrisi. .............................................................. 69 

Şekil 3.10  : Düşük aralık standart eğrisi. .................................................................. 69 

Şekil 3.11  : 40X objektif altında HEK293T hücrelerinin görüntüsü. ....................... 71 

Şekil 3.12  : Coelenterazine ve green Renilla lusiferazın kimyasal reaksiyonu. ....... 72 

Şekil 3.13  : Lusiferin ve kırmızı ateş böceği lusiferazının kimyasal reaksiyonu. .... 73 

Şekil 3.14  : Lusiferaz raportörün çalışma şeması. .................................................... 73 

Şekil 3.15  : Luciferaz deneyinin çalışma prensibi. ................................................... 75 

Şekil 4.1    : GPR87 geninin PCR ile çoğaltılması sonucu elde edilen ürünün UV 

görüntüsü. ............................................................................................. 79 

Şekil 4.2    : psiCHECK™-2 vektörüne GPR 87 geninin ligasyon sonucu. .............. 80 

Şekil 4.3    : psiCHECK™-2-GPR 87 ligasyon ürünün jel görüntüsü. ..................... 82 

Şekil 4.4    : Saflaştırılan siRNA UV spektrofotometre sonucu. ............................... 83 

Şekil 4.5    : PLGA-1 sayıca dağılım (Number). ....................................................... 84 

Şekil 4.6    : PLGA-1 şiddetçe dağılım (Intensity). ................................................... 84 

Şekil 4.7    : PLGA-1 hacimce dağılım (Volume). .................................................... 85 

Şekil 4.8    : siRNA-PLGA-1 sayıca dağılım (Number). ........................................... 85 

Şekil 4.9    : siRNA-PLGA-1 şiddetçe dağılım (Intensity). ....................................... 86 

Şekil 4.10  : siRNA-PLGA-1 hacimce dağılım (Volume). ........................................ 86 

Şekil 4.11  : PLGA-2 sayıca dağılım (Number). ....................................................... 87 

Şekil 4.12  : PLGA-2 şiddetçe dağılım (Intensity). ................................................... 88 

Şekil 4.13  : PLGA-2 hacimce dağılım (Volume). .................................................... 88 

Şekil 4.14  : siRNA-PLGA-2 sayıca dağılım (Number). ........................................... 89 

Şekil 4.15  : siRNA-PLGA-2 şiddetçe dağılım (Intensity). ....................................... 89 

Şekil 4.16  : siRNA-PLGA-2 hacimce dağılım (Volume). ........................................ 90 

Şekil 4.17  : PLGA-3 sayıca dağılım (Number). ....................................................... 91 

Şekil 4.18  : PLGA-3 şiddetçe dağılım (Intensity). ................................................... 91 

Şekil 4.19  : PLGA-3 hacimce dağılım (Volume). .................................................... 92 

Şekil 4.20  : siRNA-PLGA-3 sayıca dağılım (Number). ........................................... 92 

Şekil 4.21  : siRNA-PLGA-3 şiddetçe dağılım (Intensity). ....................................... 93 

Şekil 4.22  : siRNA-PLGA-3-hacimce dağılım (Volume). ....................................... 93 



 

v 

 

 

Şekil 4.23  : Green Renilla ve Red Firefly floresan emisyon alanının taranması. 

siRNA-PLGA-1 NP ile HEK 293T hücre hattında GPR87 gen susturma 

sonucu. .................................................................................................. 98 

Şekil 4.24  : Green Renilla ve Red Firefly floresan emisyon alanının taranması. 

siRNA-PLGA-2 NP ile HEK 293T hücre hattında GPR 87 gen 

susturma sonucu. .................................................................................. 99 

Şekil 4.25  : Green Renilla ve Red Firefly floresan emisyon alanının taranması. 

siRNA-PLGA-3 NP ile HEK 293T hücre hattında GPR 87 gen 

susturma sonucu. .................................................................................. 99 

Şekil 4.26  : Green Renilla ve Red Firefly floresan emisyon alanının taranması. 

siRNA-PLGA-1,2 ve 3 NP ile HEK293T hücre hattında GPR87 gen 

susturma sonucu. ................................................................................ 100 

Şekil 4.27  : Pozitif ve negatif kontrol ile farklı siRNA-PLGA nano-

formülasyonlarının GPR87 gen susturma aktivitesinin 490 nm ve 690 

nm’de ölçüm sonuçları. ...................................................................... 101 

Şekil 4.28  : Green Renilla ve Red Firefly floresan emisyon alanının taranması. 

siRNA-PLGA NP ile 1.1B4 hücre hattında GPR 87 gen susturma 

sonucu. ................................................................................................ 101 

Şekil 4.29  : SRB yöntemiyle 1.1B4 hücrelerinin sitotoksisite sonucu. .................. 103 

Şekil 4.30  : siRNA-PLGA NP’lerinin salım sonucu. ............................................. 104 

 

 

 



vi 

 

POLİ LAKTİK-KO-GLİKOLİK ASİT NANOPARTİKÜLLERİ 

KULLANARAK HEDEFLİ HÜCRELERDE RNA İNTERFERANS İLE GEN 

SUSTURMA YÖNTEMİ GELİŞTİRİLMESİ 

ÖZET 

Pankreas kanseri hem dünyada hem de Türkiye'de mortalite insidans oranı en yüksek 

kanser türleri arasında sayılmaktadır. Bu veri var olan tedavi stratejilerinin yeterince 

etkili olmadığını göstermektedir. Modern yöntemlere rağmen henüz etkili bir ilaç 

tedavisi geliştirilememiştir. 

Ayrıca tedavi amaçlı kullanılan kemoterapi ilaçlarının tümörü hedef alamaması ve 

sağlıklı dokular üzerinde etkili olması; tedavi amaçlı kullanılan radyoterapinin ise 

radyasyona maruz kalan sağlıklı dokuda fonksiyon kaybı oluşturması gibi bu 

yöntemlerin çeşitli dezavantajları vardır.  

Kanser tedavisinde geleneksel tedavi yöntemlerinin yerini, tümöre özgü hedeflenmiş 

yeni nesil tedaviler almaktadır. Hedefe yönelik tedaviler sağlıklı hücrelere zarar 

vermediği ve yüksek seçiciliğe sahip oldukları için oldukça ilgi görmektedir. 

RNA interferans (RNAi) tekniği, çekirdekte DNA tarafından kodlanan çift iplikli mi-

RNA’nın tek sarmalının sitoplazmada komplementeri olan spesifik mRNA 

moleküllerini yıkıma uğratması sonucu, gen ekspresyonunun inhibe edildiği doğal, 

biyolojik bir süreçtir. Antisense etki gösteren moleküllerin hedef mRNA’ya 

bağlanması, genin eksprese olmasını engellemektedir. RNAi mekanizmasında, 

antisens etki gösteren mikroRNA (miRNA), küçük engelleyici RNA (siRNA) gibi 

çeşitli moleküller kullanılmaktadır. 

Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) nanopartiküller; biyobozunurluk, yüksek 

biyouyumluluk, düşük toksisite gibi özellikleriyle kanser teşhis ve tedavisinde 

kullanılmaktadır. PLGA nanopartiküllerin içerisine yüklenen siRNA ile mRNA 

düzeyinde etkili gen susturulması mümkündür. 

GPR87 (G-protein bağımlı reseptör 87) geni, GPCR (G protein-bağlantılı hücre 

yüzeyi reseptörleri) ailesine dahil hücre yüzey reseptörünü kodlayan gendir. 
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Pankreas kanserinde aşırı eksprese olan GPR87 geni hücrelerin canlılığını devam 

ettirmede önemli rol oynamaktadır.  

GPR87 geni, siRNA yüklü PLGA nanopartikülleri kullanılarak genin susturulması 

hücrelerin yaşam süresini önemli derecede etkilemektedir. 

Bu çalışmada farklı hücrelerde GPR87 geni PLGA nanopartikülleriyle hedeflenerek, 

genin RNAi mekanizmasıyla post transkipsiyonel susturulması hedeflenmiştir. Bu 

amaçla ilk olarak GPR87 geni HEK293T hücre hattından izole edilmiş, izole edilen 

gene özgü tasarlanan primerler ile genin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 

amplifikasyonu gerçekleştirilmiştir. PCR ürünü ve psiCHECK™-2 vektörü XhoI ile 

kesilerek ligasyonu gerçekleştirilmiştir. GPR87-psiCHECK™-2 rekombinant 

vektörü E. coli One Shot® Mach1™-T1R hücrelerine transforme edilmiştir. 

Transformasyon kontrolü PCR, agaroz jel elektroforezi ve biyoinformatik araçlarla 

kontrol edilmiştir. Daha sonra GPR87 gen dizisine özgü siRNA üretimi 

gerçekleştirilmiştir. siRNA üretimi ilk önce oligonükleotit template tasarımı 

gerçekleştirilmiştir. Tasarlanan bu template T7 promoter primer ile hibridizasyonu 

sağlandıktan sonra Klenow DNA polimeraz ile polimerizasyonu gerçekleştirilerek 

dsRNA elde edilmiştir.  

Tezin ikinci aşamasında PLGA nanopartiküllerinin sentezlenmesi, karakterizasyonu, 

optimum salım süresi ve toksisitesi tespit edilmiştir. Bu amaçla ilk önce water-oil-

water (W1/O/W2) çift emülsiyon çözücü buharlaştırılması yöntemiyle PLGA 

nanopartikülleri hazırlanmıştır. Üç farklı formülasyonda nanopartiküller hazırlanmış 

ve bu nanopartiküllere siRNA yüklenmiştir. Elde edilen siRNA-PLGA 

nanopartiküllerinin karakterizasyonları gerçekleştirilmiş, enkapsülasyon veriminin 

(%EE) ve yükleme veriminin (LE) hesaplanmıştır. Ayrıca oluşturulan 

nanopartiküllerin in vitro salım süreci optimize edilmiş ve sitotoksisitesi ölçülmüştür. 

Son aşamada ise üretilen nanopartiküller insan embriyonik böbrek hücre hattı 

HEK293T ve pankreas hücre hattı 1.1B4 hücrelerinde gen susturma oranları lusiferaz 

aktivitesi ile tespit edilmiştir. Üç farklı protokol kullanarak hazırlanan siRNA-PLGA 

nannopartiküllerin gen susturma oranlarının farklı olduğu, yüksek enkapsülasyon ve 

yükleme verimliliğine sahip olduğu, in vitro salım süresinin istenilen düzeyde olduğu 

ve ayrıca hazrılanan siRNA-PLGA nanopartiküllerinin genin post transkripsiyonel 

susturulmasını sağlayarak hücre ölümüne neden olduğu belirlenmiştir. 

Anahtar kelimeler: siRNA, PLGA, RNAi, GPR87, pankreas kanseri 
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DEVELOPMENT OF GENE SILENCING METHOD WITH RNA 

İNTERFERENCE IN TARGET CELLS USİNG POLY LACTIC-CO-

GLYCOLIC ACID NANOPARTİCLES 

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 mRNA 

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 mRNA 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 mRNA 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 RNAi 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 psiCHECK2 vector were ligated by XhoI. The GPR87- 

psiCHECK ™ -2 recombinant vector was transformed into E. coli One Shot® Mach1 

™ -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  
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Kanser, hücrede genetik ve epigetik değişiklikler sonucu hücrelerin kontrolsüz 

bölünmesi ve çoğalması sonucu oluşan kötü huylu tümörler olarak tanımlanmaktadır 

[1]. Dünya Sağlık Örgütünü (WHO)’nün yaptığı çalışmalar sonucu dünya genelinde 

görülen ölümlerin kalp rahatsızlıklarından sonra en büyük pay sahibinin kanser 

olduğu belirtilmektedir. Pankres kanseri, mortalite insidans oranı en yüksek kanser 

türleri arasında sayılmaktadır. Bu veri var olan tedavi stratejilerinin yeterince etkili 

olmadığını göstermektedir. Modern yöntemlere rağmen henüz etkili bir ilaç tedavisi 

geliştirilemeyen pankreas kanserine ancak cerrahi yöntemler ile müdahale 

edilmektedir [2]. Ayrıca tedavi amaçlı kullanılan kemoterapötik ilaçların tümörü 

hedef alamaması ve sağlıklı dokular üzerinde sayısız yan etki göstermesi; tedavi 

amaçlı kullanılan radyoterapinin ise radyasyona maruz kalan sağlıklı dokuda 

fonksiyon kaybı gibi çeşitli problemlere neden olmaktadır. Bu nedenle geleneksel 

kanser tedavi yöntemleri yerini, tümöre özgü yeni nesil tedavi yöntemleri almaktadır. 

Hedefe yönelik tedaviler, sağlıklı hücrelere zarar vermedikleri ve yüksek seçiciliğe 

sahip oldukları için büyük ilgi çekmektedir [3]. RNA interferansı (RNAi) tekniği, 

gen ekspresyonunun sitoplazmada spesifik mRNA moleküllerinin parçalanarak 

inhibe edildiği doğal, biyolojik bir süreçtir. RNAi mekanizmasında, antisens etkisine 

sahip miRNA ve siRNA gibi çeşitli moleküller kullanılabilir. Antisens etkili 

moleküller hedef mRNA'ya bağlanarak, genlerin transkripsiyon sonrası 

fonksiyonlarının ve hedefteki istenmeyen genetik aktivitenin durdurulması yoluyla 

hastalıkların tedavisinde özgün bir yaklaşım sunmaktadır [4]. RNAi mekanizmasında 

güçlü ve etkili gen susturma özelliği nedeniyle ekzojen kaynaklı siRNA’lar 

kullanılmaktadır. siRNA temelli gen terapisi kanser gibi çeşitli hastalıkları tedavi 

etmede umut verici yeni bir strateji olarak  görülmektedir [5]. Bununla birlikte, 

siRNA'nın klinik uygulamasında hızlı degradasyon, spesifik olmayan dağılım, zayıf 

hücre alımı ve düşük endozomal kaçış etkinliği nedeniyle direkt olarak 

uygulanamamaktadır [6] ve taşıyıcı bir sisteme gereksinim duyulmaktadır.  

Ayrıca ekzojen olarak sentezlenen siRNA'nın aktivitesi, makromoleküler yapısı, 

siRNA’nın negatif yükü ve hücre zarının negatif yüklü fosfolipid yapısı nedeniyle bir 
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itici kuvvet uygulayarak hücre zarından girişine engel olur [7, 8]. Oligonükleotitlerin 

nükleaz enzimler tarafından parçalanması, siRNA'nın hedeflenen hastalık bölgesine 

sistemik ulaşmasında ana engellerdendir [9].  

Biyouyumlu ve biyopaçlanabilir nano ilaç taşıma sistemleri, DNA ve RNA gibi 

terapötik molekülleri, enzimatik reaksiyonlardan, bağışık sisteminden koruyarak 

sistemik kan dolaşımında istenilen boyutta, güvenle hedefe taşınmasını sağlar [10, 

11]. siRNA' nın nükleaz enzimlerine duyarlılığı ve etkili susturma kabiliyeti nano-

ilaç taşıma sisteminde, DNA’ya oranla siRNA taşınmasını daha cazip hale getirir 

[12]. siRNA taşınmasında yükünün ayarlanabilmesi, hızlandırılmış membran 

penetrasyon sağlaması [13] ve hücre içerisine girişe imkan vermesi, gibi özellikleri 

nedeniyle nanopartiküller kullanılmaktadır.  

Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), laktik ve glikolik kopolimerinden oluşan 

sentetik bir polimerdir. Gıda ve İlaç İdaresi (FDA) tarafından onaylı, biyouyumlu, 

biyobozunur ve toksik olmaması nedeniyle çeşitli terapötik molekkülerin 

taşınmasında kullanılmaktadır [14, 15]. PLGA, endo-lizozomal kompartmandan 

sitoplazmik bölmeye kaçtığı ve fizyolojik ortamda hazırlanan nanopartikül uzun süre 

boyunca nükleik asit salınımını gerçekleşirtirdiğinden, hedef dokuda uzun süreli gen 

ifadesi sağlar [16]. 

Çeşitli nanopartiküller bulunmasına rağmen [17-20], büyük oranda siRNA 

taşınmasında PLGA nano-miselleri üzerinde yoğunlaşılmaktadır [15, 21]. 

siRNA dışsal faktörlerin etkisiyle yıkımının kolay olması üretim sürecinin 

optimizasyonunun önemini ortaya koymaktadır. Literatürde bugüne kadar bildirilmiş 

olanlara rağmen, ultra sonikasyon, oda sıcaklığında uzun süreli reaksiyonlar, proses 

sırasında organik çözücülerin uygulanması ve hatta santrifüj gibi ajitasyon süreci [22, 

23]. RNA’nın yapısına zarar vermektedir. Ayrıca nanopartikül üretim prosesi 

sırasında kaybedilen RNA oranı, yayınlanmış araştırma verilerinde nadiren 

tartışılmıştır [24].   

siRNA yüklü nanopartikül geliştirilirken, RNA yapısını bozmadan küresel şekilli, 

optimum salım süresi ve yüksek kapsüllasyon verimliliğine sahip (%EE), mono 

dispers parçacık üretimi oldukça zordur. Hidrofilik siRNA ve amfifilik PLGA’nın 

etkileşimi sayesinde, uzun salım süresine sahip monodispers parçacıkların üretimi 

gerçekleştirilebilir [22].  Bu amaca ulaşmak için poli-vinil alkol (PVA) veya poli-

etilen imid (PEI) [24] gibi polimerler yüzey gerilimini azaltarak sulu ortamda 
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siRNA’nın kendiliğinden bileşen sistemle oluşan PLGA nano-misellerinin hidrofobik 

kısmına girmesini kolaylaştırır. Fakat PVA/PEI gibi toksisiteye neden olabilecek 

moleküllerin santrifüj ile atılması gerekir. Santrifüj işlemi PLGA içersinde bulunan 

siRNA’nın nanopartikülden dışarı çıkmasına ve enkapsülasyon veriminin düşmesine 

neden olur.  

Ayrıca su ile karışabilen çözücülerin nükleotitlere bağlanma ve etkileşimleri 

nükleotit omurgasının stabilitesini azalatabilir, bu nedenle araştırmacılar PLGA’yı 

çözmek ve nanopartikül hazırlanmada su-yağ-su yöntemini kullanmaya yönlendirir. 

Bu yöntemde organik çözücü içeren PLGA’nın ultrasonik problar kullanarak su 

içeren RNA’da emülsifikasyonunu gerekir [24]. 

G protein-bağlı reseptörler (GPCR) 87, yeni tanımlanan bu gen 3q24 kromozomu 

üzerinde yer alır. G protein-bağlı reseptörler hücre zarını yedi kez geçen heliksli 

yapısı, hücre içine bakan bir C-ucuna ve hücre dışına bakan bir N ucu ile sahip 

olduğu açıklanmaktadır [25, 26]. Hücre yüzey GPCR’leri çeşitli kanser türlerinde 

aşırı eksprese olduğu ve tümör hücrelerinin hayatta kalmasında önemli rol oynadığı 

belirtilmiştir [25-27]. GPR87 geninin pankreas kanserinde dikkate değer 

ekspresyonun arttığı ve pankreas kanseri olan hastaların daha kısa genel sağkalımı ile 

ilişkili bulunmuştur. GPR87’nin aşırı ekspresyonu, pankreas kanserinde 

kemoterapötik bir ajan tarafından indüklenen proliferasyon, metastaz, anjiyogenez ve 

apoptoza direnç sağladığı belirtilmiştir. Ayrıca yapılan çalışmada GPR87’inin 

pankreas kanserinin ilerlemesinde hayati bir onkogenik rol oynadığı ve pankreas 

kanseri tedavisi için potansiyel bir hedef olacağı belirtilmektedir [26].  

Bu çalışmada siRNA yüklü PLGA nanopartikülleri kullanılarak GPR87 genin post 

transkripsiyonel susturması amaçlanmıştır. Bu amaçla ilk önce siRNA üretimi 

gerçekleştirilmiştir. Üretilen siRNA literatür ile uyumlu olarak PLGA 

nanopartiküllerinin oluşumu sırasında ve yeni bir metod kullanılarak önceden 

üretilmiş PLGA nanopartiküllerine yüklenmiştir. Farklı yöntemlerle üretilen PLGA 

nanopartiküllerine siRNA yüklenmesi, GPR87 geninin en yüksek %EE değerine 

sahip, mono dispers PLGA nanopartikülleri kullanılarak susturulması ve optimize 

edilmiş salım süresi elde edilmeye çalışmıştır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1 Kanser 

Kanser bir organ veya  dokudaki hücrelerin kontrolsüz bölünmesi ve çoğalması 

sonucu oluşan kötü huylu tümörler olarak tanımlanmaktadır [28]. Kanserli 

hücrelerde genetik ve epigenetik değişiklikler kontrolsüz hücre bölünmesine yol açar 

[29]. Günümüzde bulundukları organa ve köken aldıkları hücre türüne göre farklı 

isimlendirilen 100’den fazla kanser çeşidi tanımlanmış, tahmini kanser çeşidinin 

200’den fazla olabileceği ileri sürülmüştür [30].  

Oldukça karmaşık bir hastalık olan kanser, popülasyonlarda, bireylerde, genetik 

materyalde moleküler düzeydeki değişikliklere kadar birçok seviyede farklılıklar 

göstermektedir. Kanser genomik araştırmaları, özellikle insan genom projesinin 

sonuçlandırılması ile kanserin çok çeşitli genomik değişiklikler sonucu ortaya çıktığı 

tezini güçlendirmiştir [31]. 

Normal vücut hücrelerinde hücre büyümesi ve çoğalmasını kontrol eden çeşitli 

mekanizmalar mevcuttur. Hücrede mutasyonlar, UV ışığı, kimyasallar, tütün 

ürünleri, virüs ve çevresel faktörlerin etkisiyle [32] hücre anormal büyümeye ve 

bölünmeye başlar. Bu hücreler vücudun farklı bölgelerine yayılır (invazyon) ve bu 

ikincil alanlarda çoğalarak tümör oluşturur (metastaz)  [33]. 

İnsan vücudunda bulunan genler arasında bazıları kanser ile ilişkilidir. Kanser türüne 

bağlı olarak bu genlerde mutasyon adı verilen değişiklikler meydana gelir. 

Protoonkogenler bu genlerden bazılarıdır. Protoonkogenler hücrede büyüme, 

çoğalma, farklılaşma, apoptoz gibi çeşitli işlevleri kontrol eden hücre sinyal 

iletiminde etkili proteinlerin sentezinden sorumlu olan genlerdir [34]. 

Protoonkogenler mutasyona uğradıklarında onkogene dönüşürler. Protoonkogenlerin 

mutasyona uğraması büyüme faktörlerinin aşırı üretimi, transkripsiyon faktörlerinin 

sentezinin artması [35], bu genlerden üretilen enzimlerin substrat yüzeyleri modifiye 

ederek bağlanma kapasitelerinin artmasına nede olur [36].  

Onkogenlerin aksine tümör baskılayıcı genler hücre bölünmesi, DNA onarımı ve 

hücrelerin ne zaman öleceğinin bilgisini veren genlerdir. Bu genlerden p53 gibi 
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tümör baskılayıcı genler hücre ölümünü arttırarak veya büyümeyi baskılayarak tümör 

büyümesini engeller [37]. Tümör baskılayıcı genlerde meydana gelen mutasyonlar 

hücre bölünmesinin kontrol edilememesine neden olur [38].  

Diğer gen gruplarına ek olarak genom kararlılık genleri; DNA onarımında rol 

oynayan, kromozom bütünlüğünü koruyan ve düzenleyen genlerdir. Ayrıca bu genler 

tümör baskılayıcı ve protoonkogenlerin mutasyon hızını arttırır [39]. Bu genlerde 

çevresel etkenler, DNA replikasyonu sırasında yanlış nükleotid eklenmesi gibi çeşitli 

faktörlerin etkisiyle DNA hasarı meydana gelebilir. Ayrıca bu genlerde oluşan 

mutasyonlar hataların düzeltilmesini engelleyerek mutasyonların artarak yayılmasına 

neden olur. Bu hücrelerde kanser görülme potansiyelini arttırır. Örneğin XP 

(Xeroderma pigmentosum)’da DNA onarımında sorumlu genlerde meydana gelen 

mutasyon sonucu derinin UV ışığına duyarlılığı ve cilt kanserinin oluşma olasılığı 

artar [40]. 

2.1.1 Pankreas kanseri 

Pankreas kanseri hem dünyada hem de Türkiye’de mortalite insidans oranı en yüksek 

kanser türüdür [41]. Pankreas kanseri agresif seyirli, ölümcül, ileri yaşlarda görülme 

sıklığı daha da artan malign kanser türüdür [42].  Mevcut tedavi protokolleriyle tanı 

koyulduktan sonra ki yaşam süresi ortalama 6 aydır. Modern yöntemlere rağmen 

henüz etkili bir ilaç tedavisi geliştirilemeyen pankreas kanserine ancak cerrahi 

yöntemler ile müdahale edilmekte ve etkin bir tedavi yöntemi bulunmamakadır. 

Pankreatik kanserin en ölümcül tedavi yöntemleri arasında olmasının nedenleri; 

agresif tümör gelişimiyle kemoterapi ve radoyoterapiye direnç gelişmesi, erken 

evrede metastaz yapabilme özelliğidir [43]. Pankreatik kanser türleri arasında en sık 

rastlanan duktal adenokarsinomadır [44]. Bu nedenle pankreatik kanser denilince 

pankreatik duktal adenokarsinom anlaşılmaktadır. 

Pankreas kanserinin daha iyi erken tanı ve tedavisinin yapılabilmesi için moleküler 

patogenezinin detaylı olarak açıklanması gerekmektedir. Diğer kanser türlerinde 

olduğu gibi pankreatik kanserde de çeşitli kromozomal değişiklikler, nokta 

mutasyonları gibi çok çeşitli genetik ve epigenetik değişiklikler tespit edilmiştir. 

Tespit edilen bu değişiklikler hücrelerin kontrolsüz çoğalmasına yol açarak malign 

tümörlere neden olmaktadır [45].   
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Pankreas kanseri gelişiminde, tümör süpresör gen ve onkogenlerde meydana gelen 

mutasyonlar, kromozomlarda görülen anormaliler, mikrosatellit kararsızlığı, epigetik 

değişiklikler gibi moleküler düzeyde meydana gelen değişiklikler etkilidir [46]. 

Kromozomal anormaliler içerisinde en sık 1, 4, 6, 9, 12, 17, 18, 21, Y 

kromozomlarda gözlenmektedir. Nadir olarak diğer kromozomlarda çeşitli kayıplar 

meydana gelmektedir [47]. 

Gen düzeyinde değişiklikler; tümör süpresör genler ve onkogenlerde oluşabilir. 

Pankreatik kanserde mutasyonu belirlenen önemli genlerden bazıları 

CDKN2A/p16/MTS1 (%95), TP53 (%50-75), MADH/SMAD4/DPC4 (%55), FHIT 

(%70) ‘dır [48]. 

Dukal adenokarsinomlarda yapılan çalışmalar sonuucu birçok onkogende ekspresyon 

düzeyinde değişiklik gözlenmiştir. En yaygın değişiklik tespit edilen onkogenlerden 

bazıları; KRAS, CDKN2A (p16), TP53 ve SMAD4, RAS grubudur [47]. 

Pankreatik kanser türlerinde büyüme hormonları ve onların reseptörlerinin de 

içerisinde bulunduğu bazı genlerin ekpresyon seviyelerinde artış gözlenmektedir. 

Bunlardan bazıları HER2/Neu/ERBB genidir. Normal dokuda ekspresyonu 

gözlenmezken, pankreatik endokrin ve ekzokrin bezlerde ekprese olduğu ve tümör 

dokusu boyunca ekspresyonunu devam ettirdiği gösterilmiştir. Bunun gibi çeşitli 

ekpresyon başlamakta veya genin ekpresyon seviyesinde artış gözlenmektedir. 

Bunlardan bazıları; Epidermal Growth Factor (EGF), Fibroblast Growth Factor 

(FGF), Insulinlike Growth Factor (IGF-1), IGF-1 reseptör, Nerve Growth Factor 

(NGF) ve Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) genlerinin ekspresyonlarında 

meydan gelen artışın artan tümörijenite ile ilişkili olduğu tespit edilmiştir [47, 49].  

2.1.1.1 GPR87 geni 

GPR95 olarak da bilinen insan GPR87’si 2001’de bir Ekspres Dizisi Etiketi 

veritabanı kullanılarak yeni GPR kodlayan genlerin araştırılmasında Wittenberger ve 

ark. tarafından keşfedilmiştir [25, 50]. 

G protein-bağlı reseptörler (GPCR), insan genomu tarafından kodlanan tüm genlerin 

% 2’sinden fazlasını oluşturur. Endokrin ve ekzokrin bezlerden salınan hormon ve 

enzim, nörotransmisyon, çeşitli immün yanıt tepkileri, kalp ve düz kas kasılmaları, 

kan basıncının düzenlenmesi gibi çok çeşitli fizyolojik süreçlerde önemli bir rol 

oynayan geniş ve gelişmekte olan bi integral membran protein ailesi oluştururlar 

[51]. G protein-bağlantılı hücre yüzeyi reseptörleri (GPCR); fotonlar, aminler, 
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lipitler, peptitler ve proteazlar gibi hücre yüzeyinden gelen çeşitli sinyalleri hücre 

içine iletiminde rol oynayarak çok çeşitli yanıtlar oluştururlar. Yedi transmembran 

ailesine ait olan heterotrimerik G proteinleri; α, β, ve γ sübstütientlerinden oluşan 

proteinlerdir [52, 53]. Bu altbirimler intarasellüler sinyal yollaklarında adenilil 

siklazlar, küçük GTPazlar, fosfolipazlar ve kinazlar gibi çeşitli efektörlerin 

aktivasyonuyla hücrelerin sağkalım, proliferasyon, farklılaşma ve diğer çeşitli 

fonksiyonların gerçekleşmesini sağlayan genlerin ekspresyonunu düzenler [54, 55]. 

Tanımlanmış 400’den fazla GPCR vardır. Bunlardan doğal ligandları ve fizyolojik 

fonksiyonlarının tanımlanmaya devam ettiği 150 yeni orphan olarak adlandırılan 

GPCR’ler üzerinde araştırmalar devam etmektedir [56].  

Orphan G-protein bağımlı reseptör 87 (GPR87); plasenta, baş ve boyun hariç, insan 

dokularında düşük seviyelerde ifade edilir. GPR87 akciğer, serviks, cilt, idrar kesesi, 

testis, baş ve boynun skuamöz hücreli karsinomlarında (SCC) gibi bazı kanser 

türlerinde regülasyonun arttığı bildirilmiştir [27, 57, 58]. 

Bununla birlikte, GPR87’nin insan kanser hücrelerinin canlılığına katkıda bulunduğu 

[27] ve genotoksik strese cevap olarak p53’e bağlı hücre yaşamı için gereklidir [59]. 

Pankreatik kanserde de GPR87 geninin ekspresyonunun anlamlı düzeyde arttığı ve 

hastaların daha kısa sağkalım süresi ile korelasyonu bulunmuştur. GPR87’nin aşırı 

ekspresyonu proliferasyon, metastaz, anjiyogenezde etkilidir ve kemoterapötik bir 

ajan tarafından indüklenen apoptoza direnç sağlar [26]. Ayrıca GPR87 geninin aşırı 

eskpresyonu PDAC (Pankreatik duktal adenokarsinom) hastalarında sağ kalım 

süresini olumsuz etkilemektedir [50, 60]. 
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Şekil 2.1: GPR87 geninin görevli olduğu sinyal yolağı [50]. 

2.1.2 Kanser tedavi yöntemleri 

Günümüzde mecvut standart kanser tedavileri arasında cerrahi yöntemler, 

radyoterapi ve kemoterapötik ilaçlar [61] veya bu yöntemlerle  kombine tedavi 

uygulanmaktadır. Ancak bu yöntemlerin çeşitli kısıtlamaları vardır. Gelişen 

tekonoloji ile hipertermi [62], immünoterapi [63], gen tedavisi [64] , hormonal terapi 

[65] gibi çeşitli tedavi yöntemlerinin geliştirilmesi hedeflenmektedir. 

2.1.2.1 Cerrahi yaklaşımlar 

Günümüzde önemli tedavi yaklaşımlarından olan cerrahi, solid(katı) tümörlerde 

vücudun bir bölümünde lokal veya genel anestezi uygulanarak kanserli bölgenin 

alınmasıdır. Cerrahi biyopsiyle kanser teşhis veya tedavisinde bir seçenektir. Erken 

tanı kanserin bulunup tedavi edilmesinde önemlidir. Kanserli hücreler vücudun başka 

bölümlerine yayıldığında cerrahi yöntem etkili ve genel bir tedavi yöntemi olarak 

kabul edilmez. Çoğunlukla kanserin tamamıyla temizlenmesinde ve yok edilmesinde 

etkili olmamaktadır [66]. Ayrıca bu yöntemin kendine has farklı yan etkileri 

bulunmaktadır. Bunlardan bazıları; cerrahi uygulama sırasında anestezi nedeniyle 

ölüm riski, cerrahi sonrası bakımın uzun sürmesi, kanserli hücrelerin başka dokulara 

yayılması ve sonucunda tümörün tamamıyla yok olmaması [67]. 
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Gelişen medikal teknoloji ile ultrason, bilgisayarlı tomografi (BT), magnetik 

rezonans görüntüleme (MRI), pozitron emisyon tomografisi (PET) gibi yöntemlerle  

tümörleri kesmede ve yok etmede daha az yan etkili yöntemler üzerinde çalışılıyor 

[68]. 

2.1.2.2 Kemoterapi 

Kemoterapi kanser hastalarında ilaçla tedavi demektir. Hastalara uygulanan özel 

tedavi protokolleri ile vücutta istemeyen hücrelerin bir veya birkaç ilaç kullanarak 

öldürülmesi hedeflenmektedir [69]. Kemoterapötik ilaçlar genellikle kan dolaşımında 

düşük moleküler ağırlığa sahip ve kısa yarı ömüre sahiptirler. Bu küçük ilaç 

molekülleri hızlı bir şekilde tüm vücuda eşit olarak yayılır ve sağlıklı hücrelerde 

sistematik toksisiteye sebep olur [70]. 

Ayırıca kullanılan ilaçlar; anemi ve hematolojik sorunlar, anemi ve hematolojik 

sorunlar, lezzet alterasyonu, kilo/anoreksi kaybı, saç dökülmesi, ağrı, bulantı, kusma, 

hafıza problemleri, yorgunluk, deri yan etkileri, bağışıklık sistemi sorunları, viral 

enfeksiyonlar, kanama problemleri gibi kişilerde farklı yan etkiler görülebilir [71].  

Bu nedenle çeşitli çalışmalarda, anti-tümör ilaçların hücreye özgü alımını arttırma ve 

kontrollü salım gerçekleştirme yeteneği olan hedefli ilaç taşıma sistemlerinin 

geliştirilmesi üzerinde odaklanmıştır [72]. 

2.1.2.3 Radyoterapi 

Radyoterapi, parçacık demetleri ve dalgalar yolu ile taşınan enerjinin özel araçlarla 

yüksek dozda kanser hücrelerinin öldürülmesi ve bölünerek çoğalmasını engellemek 

amacıyla kullanılır. Ayrıca cerrahi müdahale sonrası bölgede kalmış kanserli 

hücrelerin yok edilmesi amacıyla da uygulanabilmektedir. Kanser hastalarında 

çoğunlukla ameliyat, kemoterapi ile birlikte kombine tedavi yöntemi olarak da 

kullanılmaktadır [73].  Yan etkiler genellikle tedavi dozu ve tedavi edilen bölgeye 

göre farklılık göstermektedir. Bunlar bağırsak rahatsızlıkları, epitaliyal yüzeyin zarar 

görmesi, kusma, saç dökülmesi, bulantı, üreme ve solunum sistemi rahatsızlıkları, 

sekonder kanser, kalp hastalıkları, bilişsel gerileme, tükürük ve gözyaşı kuruması 

gibi çeşitli yan etkilere sebep olmaktadır [74]. 

2.1.2.4 İmmünoterapi 

İmmünoterapi, hastanın kendi bağışıklık sistemine ait belli bölümleri kullanarak 

çeşitli hastalıkların tedavisinde kullanılması amaçlanmaktadır [75]. Kanser 
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tedavisinde amaç kanser hücrelerinin hedef alınarak yok edilmesidir. Monoklonal 

antikorlar, immün sistem kontrol inhibitörleri, sitokinler, interlökinler, interferonlar 

[68], kanser ilaçları gibi çeşitli yolaklar kullanılarak kanser tedavisine spesifik, 

sağlıklı hücrelere zarar vermeden immün yanıt oluşturması amaçlanmaktadır. 

İmmünoterapide kullanılan yöntemler kanser türüne göre tek başına veya diğer 

tedavi yöntemleri ile beraber kullanılmaktadır [76].  

2.1.2.5 Hipertermi 

Hipertermi vücudun sağlıksız bölgesinde bulunan hücrelere fizyolojik sıcaklıkların 

üzerinde, daha yüksek sıcaklık uygulayarak zarar vermek ve onları öldürmek 

amacıyla veya diğer tedavilere duyarlı hale getirmek için uygulanan tedavi 

yaklaşımıdır [77].   

İnsan vücudu sıcaklığını 37˚C korur ve homeostatik dengenin devamı sağlamak için 

sıcaklığını belli değerler arasında korunması gerekir [78]. Sıcaklık belli değerler 

üzerine çıktığında dokuların sıcaklık homeostazı, dokuların metabolizması tarafından 

üretilen ısıyı onu çevreleyen doku aracılığıyla cilt yüzeyine veya kan akışıyla 

düzenler [79]. Tümör dokusunda bulunan vasküler ağda hem normal doku hem de 

tümör dokusundan büyüyenler bulunur. Bu karmaşık vasküler oluşum tümör 

dokusunda kan akışının değişmesine [80] ve homeastaz yeteneğinin düşmesine neden 

olur.   

Sıcaklığın 41˚C ve üzerine çıkması yani hipertermi durumunda hücre zarının 

parçalanması, proteinlerin denatürasyonu ve hücre ölümü görülür [81]. Bu tedavi 

yönteminde tümör bölgesinin sıcaklığı 41-43˚C arasında uzun süre tutularak kanser 

hücrelerinin ölümü hedeflenmektedir [82]. Hipertermide görünebilir ışık, lazer ışını 

[83], radyo dalgaları, ses dalgaları, mikrodalgalar [84] kullanılabilmektedir.  

2.1.2.6 Gen tedavisi 

Terapötik etkiye sahip nükleik asitlerin çeşitli vektörler aracılığıyla hücreye 

aktarımını ifade etmektedir [85]. Gen terapisi hastalığa neden olan genin 

değiştirilmesi, onarılması ve hastalık ortamında bulunun hücrelerin desteklenmesi 

amacıyla hem genetik hem de enfeksiyöz hastalıkların tedavisinde kullanımı 

amaçlanan alternatif bir tedavi şeklidir [86]. Spesifik dokuya veya hücreye minimum 

toksisite ile hedeflenerek aktırılan nükleik asit, bir genin işlevini engelleyebilir, gene 
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yeni bir fonksiyon kazandırabilir veya eski haline getirip iyileşmesini sağlayabilir 

[87]. 

Gen tedavisi uygulanacak hücre türüne göre eşey (germ) ve somatik gen tedavisi 

olmak üzere iki farklı tedavi yaklaşımı vardır. 

Eşey hücre gen tedavisi; hayvan ve bitki çalışmalarında başarılı sonuçlar elde 

edilmiş, eşey hücrelerinde yani yumurta ve sperm gibi kalıtımsal özellikleri aktaran 

hücrelerin çekirdeğine fonksiyonel nükleik asit eklenmesiyle gerçekleştirilir [88]. 

Eşey hücrelerinde yapılan değişik sonraki nesilleri etkilemesi, genom düzeyinde 

ortaya çıkan değişikliklere neden olması ve bu değişikliklerin geri dönüşümsüz 

olması, gelecek nesillerdeki riskler hakkında yeterince bilgi sahibi olmadığından bir 

çok ülkede etik ve teknik nedenlerle uygulamada sıkıntılar olabilir [89]. 

Somatik hücre gen tedavisi; somatik hücre gen tedavisinde terapötik özelliğe sahip 

genler somatik hücrelere transfer edilir [90]. Gen tedavisi uygulanan hücreler kemik 

iliği, kan ve deri gibi hücreler olduğundan etkileri vücut düzeyinde sınırlı kalır. 

Somatik hücrelere uygulanan gen terapisi vücut düzeyinde kalır ve gelecek kuşaklara 

aktarılmaz  [91]. 

Günümüzde gen tedavisi ex vivo ve in vivo gen tedavisi olarak uygulanmaktadır. 

Yöntemlerden hangisinin tercih edileceği hedef hücrenin yapısına, terapötik gene ve 

salım sistmeinin özelliklerine bağlıdır [92]. 

İn vivo gen terapisi, genetik materyalin doğrudan hastanın hedefli hücrelerine 

verilmesi esasına dayanır [93]. Bu yöntemde geni alan hücrelerin seçilmesi ve 

çoğaltılması mümkün olmadığından gen aktarım başarısı vektöre ve gen 

ekspresyonunun başarısına bağlıdır [94]. 

Ex vivo gen tedavisi, hastandan alınan hedef hücrelere terapötik gen transfer işlemi 

kültür ortamında gerçekleştirilerek tedavi edilmiş hücreler tekrar hastaya geri verilir 

[95]. Hedef hücreye transfer edilen genin kalıcı olarak ifade edilmesi kalıcı bir 

entegrasyona bağlıdır. Entegrasyon kalıcı olmadığı durumda transfer edilen gen 

ürünü parçalanır veya hücreden atılır [96]. 

2.2 Gen Susturma Stratejileri 

Gen susturma stratejileri genlerin kendisini veya onların kodladığı mRNA’ları hedef 

alarak yanlış veya fazla çalışan genlerin ekspresyonlarının engellenmesi, sağlıklı gen 
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ekspresyonunu sağlamayı amaçlamaktadır. Hedef genetik materyali veya genin 

ürünü mRNA hedeflenerek gen susturulabilir [97].  

Gen susturma stratejilerinden Transkripsiyonel gen susturma (TGS) ve Post  

transkripsiyonel  (transkripsiyon  sonrası)  gen  susturma  (PTGS) olmak üzere iki 

farklı şekilde uygulanabilir [97].  

Transkripsiyonel gen susturma mekanizması (TGS), hedeflenen genin ekspresyonu, 

protein sentezinin transkripsiyonu aşamasında baskılanır. TGS DNA metilasyonu, 

kromatin modifikasyonundan kaynaklanabilir [98]. 

Post-transkripsiyonel gen susturma mekanizmasında (PTGS), genden transkribe olan 

mRNA molekülünün komplementeri ile yıkıma uğraması veya translasyon 

basamağına geçememesine dayanır. Böylece mRNA üzerinden genin ifadesi 

engellenmiş olur [99].  

2.2.1 Antisens teknolojisi 

Antisens stratejileri, hedef proteni kodlayan mRNA’ya spesifik DNA veya RNA 

oligonükleotitlerinin hücreye aktarılarak gen ekspresyonunun engellenmesidir [100]. 

1970 yıllında Zamecnik ve Stephenson tarafından ilk kez kullanılmıştır. 

Araştırmacılar Rous Sarcoma virüsün (RSV) 35S RNA’ sının integrasyon genine 5’ 

ve 3’ uçlu nükleotid sekansını kullanarak viral integrasyonun önlendiğini tespit 

etmişlerdir. 21 nükleotidlik tekrarlayıcı sekanslar kullanılarak viral sekansın bir 

kısmına komplementer d(AATGCTAAAATGG)13 mer’lik oligonükleotid ile 

fibroblast hücre kültüründe viral üretiminin engellenebildiğini göstermişlerdir [101].  

Kullanılan ilaçların çoğu proteine bağlanarak onların fonksiyonları üzerinde 

değişikliğe neden olurken, antisens oligonükleotitler hedef mRNA’ya bağlanarak 

translasyonunu engelleyebilir. RNAz H gibi endojenik nükleazlar ya da  ribozimlerde 

hedef mRNA’nın parçalanarak genin ekspresyonunu engelleyebilir [102].  

 

 

 

 

mRNA seviyesinde gen sessizleştirilmesi ile geliştirilen yöntemler genel olarak 3 

başlık altında incelenebilir: 

 mRNA’ya bağlanarak herhangi bir enzim aracılığı ile mRNA 

degredasyonuna sebep olmadan translasyonu durduran antisens 
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oligonükleotitler veya RNAz H enzimiyle mRNA yıkımını endogenik olarak 

tetikleyen oligonükleotitler. 

 Hedef mRNA degredasyonunu gerçekleştiren Ribozimler ve DNA enzimleri. 

 Hedef mRNA’yı RISC enzimi aracılığıyla degrede eden siRNA (Küçük 

İnterfere Edici RNA)’ lardır [103]. 

 

 

Şekil 2.2: Farklı antisens stratejilerinin karşılaştırması. 

Antisens oligonükleotitler mRNA dizisine Watsons-Crick baz (selektif 

hibridizasyon) eşleşmesi sistemiyle nükleus ve protein üretim bölgeleri arasındaki 

genetik bilginin üretimini çeşitli mekanizmalar aracılığı ile baskılamaktadır [104]. 

Son yıllarda antisens oligonükleotid çalışmalarında son derecede etkili bir yöntem 

olan RNA interferansın (RNAi)  keşfedilmesiyle genetik ve infeksiyöz hastalıkların 

tedavisinde veya hücreye yeni bir fonksiyon kazandırılmasında terapötik olarak 

kullanılmıktadır [105]. Ökaryotlarda çift zincirli RNA (dsRNA) veya miRNA (micro 
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RNA) ile post-transkripsiyonel gen susturulmasına RNA interferansı (RNAi) denir 

[106].  

2.2.1.1 RNA interferans teknolojisi (RNAi) 

RNA interferans (RNAi), canlılarda hedef mRNA’nın parçalanarak post 

transkripsiyonel  gen susturma mekanizmasıdır [107]. 

Post transkripsiyonel gen susturma ilk olarak 1990 yılında petunya çiçeğinde 

tanımlanmıştır. Jorgensen ve arkadaşları, genetik transformasyon çalışmaları ile 

pigmentasyonu katalizleyen chalcone syntase (chs) ekspresyonundan sorumlu genin 

aktivitesini düzenlemek amacıyla koyu mor petunya çiçeği elde etmeyi 

amaçlamışlardır. Ancak petunya bitkisinde promotor kontrolü altında olan mor 

pigment üreten genin aktarılmasıyla beklenmeyen renksiz veya normalden daha açık 

renkli petunya çiçekleri ortaya çıkmıştır. 

 

Şekil 2.3: Petunya bitkisinde chs geninin ekspresyonunun baskılanması. 

Yapılan araştırmalarda, transkripsiyonun gerçekleştiği ancak translasyon aşamasında 

proteine dönüşmeden hızla parçalandığı tespit edilmiştir. Bunun sebebinin chalcone 

syntase (chs) geni içindeki dsRNA bölgesinin dejenerasyonunun sebep olduğu 

belirtilmiştir. Bu olgunun “transkripsiyon sonrası gen susturma mekanizması” ilgili 

olabiliceği açıklanmıştır  [99]. 

1995 yılında Guo ve Kempheus, Caenorhabtidis elegans ile yaptıkları çalışmada 

non-coding RNA’ların transkripsiyon sonra gen susturmada etkili olduğunu ortaya 

koymuşlardır [108]. 1998’de Prof. Andrew Fire ve Craig Mello  Caenorhabtidis 

elegans  ile yaptıkları çalışmada çift iplik RNA’nın (dsRNA) gen ekspresyonunu 

engellemede etkili olduğunu göstererek  RNA interferansı keşfetmişlerdir [109]. 

Tablo 2-1’ de RNA interferans (RNAi) konusunda yapılan çalışmaların tarihsel 

gelişimi gösterilmiştir [109].  
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Tablo 2.1:  RNAinterferans (RNAi) teknolojisi ile çeşitli yapılan çalışmaların kronolojik 

gelişimi. 

Yıl Araştırmacılar Yöntem ve Sonuç 

1995 

 
Guo ve Kempheus 

C. elegans’da gen ifadesini 

baskılama da sense RNA’nın 

da antisense RNA kadar etkili 

olduğunu gözlemlendi. 

1998 Fire ve arkadaşları 

C.elegans’da   çift iplikçikli 

RNA (dsRNA)’nın bazı 

spesifik genlerin 

susturulmasını sağladığını 

gözlemeledi. (RNA 

interferans) 

2000 Zemore ve arkadaşları 

Drosophila’da uzun 

dsRNA’nın RNAse III (Dicer) 

enzimi tarafından 21-23 

nükleotidlik küçük parçalara 

kesildiği gözlemlendi. 

2001 Tuschi ve arkadaşları 
Memeli hücrelerinde RNA 

interferans (RNAi) tanımlandı. 

2003 Paddison ve arkadaşları 

shRNA’ların memeli 

hücrelerinde bazı gen 

dizilerine spesifik 

inaktivasyonu sağlandığını 

gözlemlendi. 

2003 Song ve arkadaşları 

siRNA’ları tedavi amaçlı 

memelilerde kullanılabileceği 

açıklandı. 

2004 Kawasaki ve arkadaşları 

İnsanda genlerin 

transkripsiyon seviyesinde 

siRNA kullanılarak de novo 

DNA metilasyonuyla 

susturabileceği açıklandı. 

2004 Acuity Pharmaceuticals 

AMD (sarı nokta hastalığı) 

hastalığı için siRNA temelli 

ilacın birinci faz klinik 

denemelerde kullanılmaya 

başlandığı açıklandı. 
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RNAi mekanizması canlılarda doğal olarak var olan bir işlem olup, virüs kalıtım 

materyali ve transpozon gibi hareketli genetik materyallerin istilasına karşı genomu 

koruyan hücresel savunma mekanizması olarak rol oynamaktadır. Ayrıca ökaryot 

canlılarda gelişimsel fonksiyonlar için önemli olan post transkripsiyonel gen 

susturma ile gen regülasyonunda rol oynamaktadır [110]. RNAi doğal süreçlerde 

meydana geldiğinden bu tekniğin etikisi ve spesifitesi diğer antisens oligonükleotid, 

ribozim gibi diğer nükleik aside dayalı post transkripsiyonel gen susturma 

tekniklerinden farklıdır [111]. Böylece RNA interferans tekniği diğer pek çok klasik 

antisense teknolojilere oranla önemli potansiyel alternatif bir yöntem olarak ortaya 

çıkmıştır [97]. 

Memeli hücrelerine gönderilen siRNA’lar komplementer mRNA’ya bağlanarak RNA 

interferans mekanizmasını harekete geçirdiği ve RNA’nın degredasyonuna yol açtığı 

saptanmıştır [109]. Bu elde edilen veri temel metabolik olaylarda rol oynaya genlerin 

düzenlenmesinde kullanılabilecek yeni bir mekanizma olarak ortaya çıkmıştır, ayrıca 

çeşitli biyomedikal araştırmalarda siRNA kullanımına olan ilgiyi arttırmıştır. Yüksek 

derecede spesifik özelliğe sahip RNAi ile hedef geninin susturularak kanser, viral 

hastalıklar, çeşitli genetik hastalıkların tedavisi ve gen fonksiyonlarının 

düzenlenmesini mümkün kılmaktadır [112]. 

RNAi mekanizmasında siRNA’ların düşük konsantrasyon seviyesinde etkin gen 

susturma özelliğine sahip olması, hedef gen bölgesine kolay bağlanabilmeleri ayrıca 

yüksek özgüllük göstermeleri sebebiyle bir metod haline gelmiştir.  Kullanılan 

siRNA ile nükleusta veya sitoplazmada gen susturmak mümkündür. Nukleusta 

transkripsiyonun engellemesi ile sitoplamazda ise mRNA degredasyonu ile 

translasyon engelleyerek gen susturulmaktadır. Doğal bir hücresel mekanizma olan 

bu yöntem ile hedef mRNA’ya dizi homoloji gösteren dsRNA tanınması ve RNAi 

yolağının aktive olması ile başlar [113]. 

2.2.1.2 RNAi mekanizması 

RNA interferans mekanizması 1998’de Andrew Fire ve Craig Mell tarafından ilk kez  

Caenorhabditis elegans nematodunda çift sarmallı RNA’nın homoloji gösterdiği 

mRNA’ları degredasyona yönlendirdiğini gösterilmeleri üzerine 2006 yılında 

Fizyoloji ve Tıp dalında Nobel Ödülüne layık görüldüler [114]. 
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RNAi, uzun çift iplikli (dsRNA)’ların ribonükleazlar tarafından 21-23 nükleotidlik 

RNA fragmentlerine parçalanması ve multinükleaz RISC (RNA- Induced Silencing 

Complex) kompleksine katılan siRNA rehberliğinde komplementer mRNA 

degresyonun gerçekleştiği bir mekanizmadır [115]. 

 

 

Şekil 2.4: RNA interferans(RNAi) mekanizması [116]. 

RNA interferans mekanizması, ilk olarak sitoplazmada uzun dsRNA bir RNAse III 

enzimi familyası (Dıcer) tarafından dinükleotid çıkıntısı bulunan 3’ hidroksil ve 5’ 

fosfat uçlarına sahip 22 nükleotidlik siRNA’lara parçalanmasıyla başlar [106].  
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Şekil 2.5: RNA interferans(RNAi) mekanizmasının başlangıç adımı [117]. 

siRNA RISC kompleksi komponentlerine  bağlanır [115]. RNA- multiprotein 

nükleaz kompleksinin (RISC) içerisinde bulunan argonaute proteini siRNA’nın 

rehber zinciri sayesinde hedef mRNA’yı bulurken, diğer yolcu zinciri substratı olarak 

parçalar [118, 119]. Yolcu zincirin parçalanmasıyla tamamen aktif hala gelen RISC 

kompleksi, rehber zincir eşliğinde hedef mRNA’yı bulur [118]. RISC kompleksi 

içerisinde bulunan argonaute proteini aracılığyla mRNA’da bulunan fosfodiester 

bağlarını endonükleaz aktivitesiyle kesmektedir [118, 120]. 

2.2.1.3 RNAi temelli gen baskılama bileşenleri 

RNA interferans bitki, solucan, maya ve insanlar arasında yüksek derecede 

korunmuş, doğal olarak meydana gelen biyolojik bir süreçtir. RNAi gen susturma 

mekanizmasında bazı bileşenler başlatıcı (initiator), bazıları etki edici (effector), 

bazıları çoğaltıcı (amplifier) veya bazıları iletici (transmitter) olarak görev almaktadır 

[115].  

Dicer Enzimi 

RNAse III ribonükleaz ailesine ait olan enzimler RNAi ilk basamağını başlatır. İlk 

olarak Bernstein ve arkadaşları tarafından  Drosophila’dan izole etmiş ve RNAi 

mekanizmasında 21-23 nükleotid uzunluğunda fragmentler oluşturduğunu 

göstermişlerdir [121]. Dicer enzimi dört farklı domaine sahiptir. Bunlar; bir tane N-

terminal helikaz domaini, bir tane PAZ domaini (Piwi, Argo ve Zwille/Pinhead 

proteinlerinden oluşan domain), iki tane Rnase III bölgesi ve bir tane C-terminalinde 

bulunan dsRNA’ların bağlanma (dsRBD) domainidir [122]. Dicer enziminin kesim 



 

19 

 

 

işlemi arka arkaya sıralı iki katalitik RNAase III bölgesi tarafından gerçekleştirildiği 

düşünülmektedir [123]. Dıcer enziminde yer alan helikaz domaini ise siRNA’nın 

açılması ve tek zincirinin RISC kompleksine aktarılmasında rol oynar. PAZ domaini 

ise nükleik asitin (dsRNA) enzime bağlanmasında rol oynamaktadır [124]. 

 

Şekil 2.6: Dicer enziminin domain yapısı [121]. 

Dıcer enzimi RNAi ilk basamağında siRNA’nın elde edilmesinin yanı sıra sonraki 

basamak olan RISC kompleksine yüklenmesinde de rol oynamaktadır [125]. 

Dıcer enzimi mantar, bitki ve memelilerde evrimsel olarak korunmuştur [115]. 

Ancak canlılar arasında farklılık gösterebilir. Drosophila’da gibi daha basit yapılı 

ökaryotik canlılarda kesim aktivitesi için ATP kullanılırken, memelilerde ATP 

kullanımına gereksinim duymamaktadır [115, 124]. 

Endonükleaz aktivitesi sırasında ATP gereksinimi dıcer enzimine özgüdür. ATP 

siRNA’ların serbset kalabilmesi için kullanılmaktadır [126]. 

RISC (RNA- Induced Silencing Complex) 

RISC (RNA indükleyici baskılama kompleksi), nükleaz aktiviteli RNA-multiprotein 

kompleksidir (500 kDa). Yapısında ekzonükleaz ve helikaz enzimleri içerir [127]. Bu 

kompleksin önemli protein bileşenlerinden biri argonaute ailesi üyesi olarak 

tanımlanmıştır. Argonaute proteninde iki korunmuş domain yapısı içermektedir: PAZ 

domaini ve bu proteini özgü PIWI domainidir [115].  

Dicer aktivitesiyle oluşan siRNA, RISC ile etkileştiğinde siRNA’nın çift sarmallı 

yapısı açılır ve yapısında bulunan enzim kompleksi hedef mRNA ile aynı baz 

dizisine sahip siRNA (sense) zincirini uzaklaştırır [128]. RISC kompleksi antisens 

diziye sahip siRNA zincirini rehber olarak kullanarak hedef mRNA ile hibritleşir ve 

mRNA’nın 5’ ucundan ölçerek endonükleaz aktivitesiyle 10. Ve 11. Nükleotitler 

arasında bulunan fosfodiester bağını keser [118]. 
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Şekil 2.7: RNAi mekanizmasında DICER ve RISC kompleksi [129]. 

MikroRNA 

Hücrede RNA polimeraz enziminin katalizlediği reaksiyonla genom tarafından 

üretilen çift iplikli miRNA (mikro RNA)’lar, RNAi mekanizmasının temelini 

oluşturmaktadır. miRNA’lar RISC kompleksini aktif hale getirebilmesi için bazı 

aşamalardan geçer [130]. İlk olarak RNA polimeraz II endojen veya ekzojen 

kaynaklı kaynaklı bir RNA’yı kullanarak dsRNA sentezler [131]. Bu yapı intron 

bölgelerinden gevşeyerek saç tokası şeklinde kıvrılarak eşleşir [132]. Böylece 

transkripsiyon sonrası pri-miRNA olarak isimlendirilen ilk miRNA oluşur [133]. 

Rnaz III grubu üyesi bir endonükleaz olan drosha, oluşan pri-miRNA’ya etki ederek 

bu saç tokası gibi kıvrılmış RNA parçasını zincirden ayırırak pre-miRNA’yı 

oluşturur [134]. Oluşan pre-miRNA eksportin 5 aracılığı ile sitoplazmaya taşınır 

[130]. Sitoplazmada bulunan dicer enzimi, ATP bağımlı etkileşim ile RNA’ya 

bağlanır ve RNA’nın ucundaki kıvrımlı yapıyı keser [134]. Sonra dsRNA helikaz 

aktivitesiyle çift iplikli yapısı açılır ve kısa RNA fragmentleri şeklinde keser [134]. 

Oluşturulan kısa RNA parçacıkları daha tekrardan  ATP bağımlı şekilde RISC 

kompleksine aktarılır [133]. RISC içerisinde bulunan argonaute proteini substrat 

seçiliğini sağlayarak [135] miRNA ile mRNA etkileşimini sağlar. Hedef mRNA ile 

birebir eşleşme bölgelerinde endonükleazlar tarafından kesilir [131].   
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siRNA 

siRNA (Small interfering RNA veya short interfering RNA)’lar 20-25 baz çifti 

uzunluğunda in vitro sentezlenen çift iplikli RNA (dsRNA)’lardır [136]. siRNA’lar 

5´- fosfat ve 3´- hidroksil uçları bulunan ve 3´-hidroksil uçlarında iki nükleotidlik 

çıkıntıya sahip, 21-23 nükleotid uzunluğunda çift zincirli (dsRNA) RNA 

molekülleridir [106, 137].  

Başlangıçta endojen veya ekzojen orijinli dsRNA molekülleri hedef mRNA ile 

birleşmeden önce dıcer enzimi tarafından tanınır ve yaklaşık 21-23 nükleotidlik 

küçük fragmenlere ayrılır [106]. RISC kompleksini tarafından tanınan ve yapısında 

bulunan helikaz enzimi ile çift iplikli siRNA dubleksi açılır [138]. Bir zinciri 

parçalanır, diğer rehber zinciri ve RISC kompleksi hedef mRNA’ya bağlanarak 

mRNA degredasyonunu sağlar [139]. 

 

Şekil 2.8: siRNA (small interfering RNA). 

Günümüzde RNA interferans mekanizması ile yapılan çalışmalarda gen susturucu 

molekül olarak siRNA ve miRNA’lar öne çıkmaktadır [140]. Protein ifadesi 

bulunmayan siRNA ve miRNA’lar, hücrede farklılaşma, gelişim, hücre çoğalması, 

apoptoz gibi çeşitli biyolojik olaylarda gen ifadesinin negatif düzenleyicisi olarak 

görev yaparlar [107, 141]. Bu protein kodlamayan iki tür RNA sentez ve olgunlaşma 

süreçlerinde ortak aşamalardan geçerler fakat aralarında bazı farklılıklar da bulunur 

[140]. miRNA’lar sadece memelilerde bulunurken, siRNA’lar ökaryotik canlılar ve 

memelilerde bulunur [142]. siRNA molekülleri sentetik endojen kaynaklıdır ve hedef 

dizi ile mükemmel eşleşme gösterirken, miRNA’lar genomik kaynaklı endojen 

moleküllerdir ve hedef dizi ile tam eşleşme yapamazlar [139, 143]. 
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Şekil 2.9: siRNA ve miRNA yolakları[144]. 

RNAi’in etkili bir şekilde gerçekleşmesi için terapötik etkili siRNA’nın hücreye 

taşınması gerekir. siRNA vücut içerisine girdikten sonra nükleazlar tarafından hızla 

bozunabilir, dolaşımda retiküloendotelyal sistem (RES) tarafından parçalanabilir 

[145], hücreye transfekte edildiğinde hücre içi helikaz ve Rnaz’lar ile etkileşime 

girerek parçalanmasında ve gen susturma özelliği yok olmasına neden olur [146]. Bu 

etkileşimler siRNA’ların parçalanmasına yol açmakta ve dolayısıyla  siRNA hücreye 

viral taşıyıcı sistemler veye non-viral taşıyıcı sistemlerle taşınabilir [147].  

Viral taşıyıcı vektörler gen tedavisi araştırmalarında kullanılan ilk vektör grubudur. 

Birçok virüs genetik materyallerini memeli hücrelerine etkili bir şekilde aktarma 

yeteneğine sahiptirdirler. Retrovirüs, adenovirüs, lentivirüs, herpes simplex virüsü, 

adeno ilişkili virüs gibi çeşitli viral sistemler kullanılmaktadır [148]. İn vivo gen 

taşınmasında patojenitesi arındırılmış virüsler kullanılmaktadır. Daha yüksek verim 

elde etmek amacıyla kullanılan virüslerin üretimleri zordur, toksisite ve immün yanıt 

oluşumuna neden olurlar [149]. 

Viral olmayan gen taşıyıcı sistemlerin sentezleri kolaydır, düşük toksisite ve 

immünojenik özellik gösterirler. Ayrıca aktif hedefleme özelliğine sahiptirler. 

Yüksek trasnfeksiyon etkinliğine sahip viral vektörlere oranla, viral olmayan 



 

23 

 

 

vektörlerin genetik materyal taşıma kapasitesi sınırlıdır ve belli hücre, doku ve 

organlara özgü bağlanabilmeleri nedeniyle daha dikkat çekici ve tercih edilen taşıyıcı 

sistemlerdir [150]. 

siRNA taşınmasında son yıllarda özellikle üretim ve saflaştırma aşamalarının 

kolaylığı, güvenli olması, uygulanmasının kolay, stabilitesinin yüksek olması ve her 

boyutta üretilebilmeleri nedeniyle viral olmayan taşıyıcı sistemler kullanılmaktadır. 

Viral olmayan gen taşıyıcı sistemler olarak polikatyonik lipitler, lipozomlar, peptit-

protein yapıda taşıyıcı sistemler [151] veya çeşitli polimerik taşıyıcı sistemler 

biyouyumlu ve  biyoparçalanabilir olmasından dolayı tercih edilmektedir [152]. 

2.2.1.4  RNAi Terapötiklerinin Uygulama Alanları 

RNAi terknolojisinin; özgüllük, potens özellik, çok yönlülük gibi pek avantajları 

bulunmaktadır [153]. RNAi mekanizmasında özellikle son yıllarda siRNA’ların 

senztezlenip kullanılmaya başlanmasıyla bilim dünyasında heyecan verici yeni 

pencere açılmasına neden olmuştur [154].  

RNAi mekanizması ile bu güne kadar HIV/AIDS, SARS, hepatit, influenza, HPV 

gibi viral hastalıklarda; alzheimer, parkinson gibi nörodejeneratif hastalıklarda, 

diyabet ve obezite gibi metabolik hastalıklarda, özellikle kanser türlerinde tanı ve 

tedavi amaçlı uygulanması ile ilgili çok sayıda ümit veren gelişmeler vardır [154, 

155]. 

RNAi mekanizması özellikle onkogenez yolağında, hücre döngüsünün 

düzenlenmesinde, apoptozda, hücre yaşlanmasında, geleneksel tedavilerde direnç 

mekanizmasına neden olan genleri hedef alarak etkili potansiyel yeni bir tedavi 

stratejisi olarak karşımıza çıkmaktadır [156]. 

RNAi temelli terapötikle ilgili çeşitli faz çalışmları başlamış ve bazı ilaç firmaları 

çeşitli RNAi teknolojisi temelli siRNA’ları çeşitli hastalıkların tedavisinde 

kullanmak üzere patent başvurularında bulunmaktadır [157]. 

 

 

 

 

 

 



 

24 

 

 

Tablo 2.2: Klinik denemeleri devam eden siRNA terapötikleri [158]. 

siRNA 

Terapötik 

İsmi 

Endikasyonlar 
siRNA 

Hedefi 
Faz Taşıma Sistemi Şirket / Merkez 

ALN-VSP02 

İlerlemiş solid 

tümör 

(karaciğer) 

KSP ve 

VEGF1 
1, tamamlandı 

Lipit 

nanopartiküller 

Alnylam 

Pharmaceuticals 

Atu027 

İlerlemiş solid 

tümör 

Pankreatik 

Duktal 

Karsinoma 

PKN3 1, tamamlandı 

Lipozomal 

partiküller 

(AtuPLEX®) 

Silence 

Therapeutics 

GmbH 

DCR-MYC 

(Dicer 

Substrat 

siRNA) 

Solid tümör, 

multipl 

miyelom, non 

Hodgkin 

Lenfoma 

Hepatosellüler 

karsino 

MYC 

onkogen 

1,devam 

ediyor 

Lipit 

nanopartiküller 

(EnCore) 

Dicerna 

Pharmaceuticals, 

Inc. 

sİG12D 

LODER    

İleri evre 

pankreatik 

kanser 

Mutant 

KRAS 

onkogen   

1, tamamlandı     

Biyobozunur 

polimer temelli 

iskelet   

Silenseed Ltd 

ARC-

520Kronik 

Kronik HBV 

enfeksiyonu  

HBV’nin 

korunmuş 

bölgeler 

1, tamamlandı 

DPC (Kolesterol 

konjüge siRNA 

taşıyan 

membran litik 

peptitler        

Arrowhead 

Research Corp. 

TKM-100201 
Ebola virüs 

enfeksiyonu 

Ebola L 

Polimeraz, 

VP24 ve 

VP25 

1,sonlandırıldı 
Lipit 

nanopartikülleri 

Arbutus 

Biopharma Corp. 

Bamosiran 

(SYL040012) 

Göz 

hipertansiyonu, 

Glokom 

ADRB2 1, tamamlandı Direkt uygulama 
Sylentis, S.A 

Sylentis, S.A 

PF-04523655   AMD RTP801 
1,2 

tamamlandı   
Direkt uygulama 

Quark 

Pharmaceuticals 
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Tablo 2.2 (devamı): Klinik denemeleri devam eden siRNA terapötikleri. 

ALN-AT3sc   
Hemofili A ve 

B   

AT 

komplement   

1, devam 

ediyor   

GalNAc-siRNA 

konjügatı 

Alnylam 

Pharmaceuticals 

 

QPI-1002 

(I5NP) 

Akut böbrek 

yetmezliği, 

böbrek hasarı, 

Böbrek nakli 

sırasında doku 

reddinin 

geciktirilmesi 

P53 
1, tamamladı 

1,sonlandırıldı 
Direkt uygulama 

Quark 

Pharmaceuticals 

ND-L02-

s0201   
Hepatik fibroz   HSP47 1, tamamlandı 

Vitamin A bağlı 

lipozomlar   

Nitto Denko 

Corporation 

 

2.3 Nanoteknoloji 

Nanoteknoloji, herhangi bir ölçünün milyarda birini ifade etmektedir [159]. 

Nanopartiküler sistemler 1-1000 nm arasında değişen, ilaçların hapsedildiği, yüzeye 

bağlandığı veya adsorbe edildiği katı kolloidal sistemlerdir [160].  

Nanopartiküller, ilaç moleküllerinin sınırlı karakteristik özelliklerini koruyarak ve 

stabilitesini arttırarak [161] hedef hücre ve doku membranlarını aşabilme 

kabiliyetlerinin olduğu bilinmekedir [162]. Nano boyutta hazırlanan taşıyıcılar hedef 

bölgeye ulaştığında desorpsiyon, nanopartikülün kabuk veya kor bölgesinden ilacın 

difüzyonu, nanopartikülün kabuk veya kor bölgesinin erozyonu gibi çeşitli 

mekanizmalardan bir veya birkaçını kullanarak ilaç salınımını gerçekleştirebilir 

[161].  

Nano boyuttaki taşıyıcı sistemlerin çeşitli avantajları vardır. Nano taşıyıcı sistemler 

kullanılarak ilaçların toksik etkisi azaltılabilir, çoklu ilaç direncinin önüne geçilebilir 

[163], ilaç dağılımı kontrol edilebilir, terapötik madde hedef bölgeye taşınarak yan 

etkisi azaltılabilir, yüksek seçicilikte tedaviye olanak sağlanır [164]. Ayrıca hedefli 

nano ilaç taşıma sistemleri ilacın hızlı bir şekilde degredasyonu önler, hedef dokuda 

ilaç konsantrasyonunu arttırarak düşük dozda etkin tedavi imkanı sağlar [165]. 

Hedefli ilaç taşıma konsepti 1900’larin başında Paul Ehlrich tarafından ‘’Magic 

Bullet’’ adı altında önerilmesiyle başladı [166].  
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Günümüzde genel itibariyle hedefli ile taşıma sistemleri pasif, ters (invers), aktif ve 

kombine hedefleme olmak üzere dört kategori altında toplanabilir [167].   

2.3.1 Pasif hedefleme 

Pasif hedefleme, ilacın hedef dokunun doğal özellikleri ve fizyolojik yapısından 

dolayı nanopartiküllerin hedef bölgeye yığılması ile gerçekleşmektedir [168]. Pasif 

hedeflemede retikulo-endotelial sistemin (RES) bileşenlerini hedeflemeyi amaçlayan 

önemli bir stratejidir. RES elemanları yabancı maddeleri kan dolaşımından 

temizlerken bazı ilaç taşıma sistemlerini de etkilemektedir. Nanotaşıyıcıları hidrofilik 

bir polimer ile kaplayarak makrofaj gibi kan bileşenleriyle etkileşimini 

engellenmektedir [169]. 

Pasif ilaç hedeflemesi, sağlıklı dokular kıyasla tümör dokularının eşsiz patafizyolojik 

özelliklerine dayanarak yapılmaktdır. Tümör hücrelerinin aşırı büyümesi nedeniyle 

kusurlu vasküler yapı ve geniş anjiyogenez meydana gelir. Buna ek olarak solid 

tümör dokusunda yüksek geçirgenliğe sahip ara madde ve fonksiyonel lenf 

drenajından yoksundur [167]. Tümör dokularının bu patofizyolojik özelliklerinden 

yararlanılarak uygun nano taşıyıcılar tasarlanabilir ve hedefli bölgede anormal 

hücrelere kolayca etki ederek terapötik etki gösterebilir. Bu mekanizma Gelişmiş 

Geçirgenlik ve Alıkonma (Enhanced Permeability and Retention (EPR)) etkisi olarak 

tanımlanmaktadır [170].  

EPR etkisinin keşfi,  tümörlere karşı daha hedefe yönelik tedaviye yol açan en büyük 

buluş olarak kabul edilir [171]. İlk kez 1986'da Matsumura ve Maeda  [170] EPR 

etkisini bildirmişlerdir.  

Araştırmalar sonucunda, tümörlerin genellikle çeşitli vasküler geçirgenlik faktörleri 

ürettiği ve katı tümörlerin çoğunda kan damarlarının hatalı formlara sahip olduğunu 

ortaya çıkmıştır. Solid tümörlere ait damarlar, hızlı gelişim için tümörlere bol 

miktarda besin ve oksijen verilmesini sağlayan daha fazla damar geçirgenliğine 

sahiptir. EPR etkisi makromoleküllerin tümör dokularına taşınmasını kolaylaştıran 

tümöre ait kan damarlarının bu eşsiz anatomik-patofizyolojik doğasını dikkate alır 

[172]. 40 kDa'dan daha büyük boyutları olan makromoleküller tümör damarlarından 

sızabilir ve tümör bölgelerinde toplanabilir. Ayrıca tümör kan damarları perisitler ve 

düz kas hücre katmanları içermez, bu da onları yüksek interstisyel basınçlara karşı 

daha savunmasız hale getirir ve kan akışını hızla değiştirir.  
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Tümör tipine bağlı olarak, tümör vaskülatüründeki açıklıklar tipik olarak 100-800 nm 

arasındadır [173]. Bununla birlikte, bu EPR etkisi sağlıklı dokularda görülmez [174].  

 

 

Şekil 2.10: Gelişmiş Geçirgenlik ve Alıkonma (EPR) etkisi [175]. 

2.3.2 Aktif hedefleme 

Ligand hedefleme olarak da bilinen aktif hedefleme, nano taşıyıcıların hedef 

hücrelere spesifik olarak tutulma ve alım için yüzeyinde afinite ligandlarını 

kullanmasıdır [176]. Aktif hedeflemede, seçilen ligandlar hedef bölgede bol bulunan 

veya yüzey elemanlarını hedef almak için seçilir [177].  

Aktif hedeflemede nanopartiküllerin tasarlanmasında çeşitli faktörlere dikkat 

edilmesi gerekir. Bunlardan bazıları ligand tipi, ligand konjugasyon yapısı ve 

uygulama şeklidir [178]. Ayrıca ligand yoğunluğu, hazırlanan nanopartiküllerin 

boyutu, hedeflenen ligandın seçimi gibi fizikokimyasal özellikler de in vitro ve in 

vivo etkinliği etkiler [179].  

Ligandın substratı ile eşleşmesi aktif hedeflemenin temel mekanizmasıdır. Protein, 

şeker, nükleik asit, antikor, vitamin gibi küçük moleküller ligand olarak kullanılabilir 

[180]. Hedef elementler, hedef bölgede veya hücrelerin yüzeyinde mevcut olan 

şekerler veya proteinler olabilir [181].  

Aktif hedeflemede hedeflemenin özgüllüğü ve hedefleme sağlama kapasitesi dikkat 

edilmesi gereken iki kritik faktördür [179].  
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Şu anda, aktif hedeflenen nanopartiküllerin özellikle kanser çalışmalarında EPR 

etkisinin tamamlayıcı bir prosedür olduğuna inanılmaktadır. 

 

2.4.3 Nano ilaç taşıyıcı sistemler 

Nano ilaç taşıyıcı sistemler tıpta görüntüleme, implant, teşhis ve tedavi gibi çeşitli 

amaçlarla kullanılmaktadır [182].  

Nano taşıyıcı sistmeler, ilacın çözünürlük ve stabilitesinin attırılması [183], ilacın 

hedeflenen bölgeye gitmesi sonucu biyoyararlanımın artması [184], alınan doz 

miktarının azaltılması, istenmeyen yan etkilerin azaltılması ve hatta ortadan 

kaldırılması mümkündür [185]. 

İlaç taşıyıcı sistemler geliştirilmiş ve hala yeni taşıyıcı sistemeler araştırılmaktadır. 

Nanopartiküllerin hazırlanmasında genel olarak iki farklı yöntem kullanılır. Bunlar 

yukarıdan aşağı (top-down) ve aşağıdan yukarı (bottom-up)’dır. Yukarından aşağıya 

yönteminde, büyük boyutta olan maddeler farklı yöntemler kullanılarak (öğütme, 

homojenizasyon, sonikasyon, termal yöntemler gibi) nano boyuta dönüştürülür.  

Aşağıdan yukarı yönteminde ise, moleküler seviyedeki maddelerin, kimyasal sentez, 

kendiliğinden bileşen sistemler (self-assembily) gibi çeşitli yöntemlerle nanometre 

boyutuna yükselmesini sağlamaktır [167, 186]. 

Nano ilaç taşıyıcı sistemlerin üstünlükleri genel olarak aşağıdaki gibi özetlenebilir 

[167, 187]:  

 İlaç alındıktan belli bir süre boyunca terapötik özelliğe sahip madde plazma 

konsantrasyonu sabit kalır. Böyle hasta daha az sıklıkta ve küçük dozlarla 

tedavi imkanı sağlanır. 

 Hastaya tedavi düşük dozlarla sağlandığı için ilaçların yan etkileri ve toksisite 

problemleri azaltılır/görülmez. 

 Kullanılan etkin maddenin yarılanma ömürlerinin uzaması sağlarlar. 

 Kontrollü salım sistemlerinde istenilen doku veya organlara 

hedeflendirilebilirler. 

 İlaçların kullanımı sırasında yaşanan unutma, kısa zaman aralıkları ile 

kullanma gibi çeşitli sorunların ortadan kalkması sağlanır. 

 Terapötik etkisi sınırlı olan maddeler için kullanımları uygundur. 

 Hedefli ilaç taşına sistemi kullanılan hastalarda yaşam kalitesi artar ve hasta 

bakımı kolaylaşır.  



 

29 

 

 

Fakat bu sistemler ile ilgili bazı dikkat edilmesi gereken noktalar mevcuttur. Bunlar; 

nano ilaç taşıma sisteminin hazırlanmasında kullanılan polimerin parçalanma 

ürünlerinin toksik veya biyolojik olarak uyumsuz olması, nano sistem vücut 

içerisindeyken ilaç salınmasının istenilen sürede durdurulamaması veya hedef 

bölgeye ulaşmadan salımın gerçekleşmesi, formülasyon maliyetlerinin yüksek 

olması, formülasyon hazırlama yöntemlerinin çeşitli olması ve her etkin maddenin 

hedefli kontrollü salım sistemlerininin hazırlanmaması gibi çeşitli dikkat edilmesi 

gereken noktalar bulunmaktadır [188]. 

Nanotıpta çeşitli nanopartiküler sistemler kullanılmaktadır. Bunlardan bazıları Şekil 

10’da gösterilmiştir.  

 

Şekil 2.11: Hedefli ilaç taşıma sisteminde kullanılan bazı nanopartiküller [189]. 

2.3.2.1 Lipozomlar 

Lipozomlar, bir veya birden fazla lipit tabakadan oluşan, çekirdeğinde ve tabakalar 

arasında sulu faz bulunduran kapalı veziküler sistemlerdir. Genellikle amfifilik 

fosfolipid molekülleri ile hazırlanırlar. Buna ek olarak çeşitli sterollerin, özellikle de 

kolesterolün eklenmesiyle lipozomların stabilizasyonunu ve ilaç hedefleme 

kapasitesi arttırılabilir. Lipozomlar, hücre zarlarında doğal olarak bulunan 

fosfolipidlere ve lipoproteinlere yapısal benzerlik göstermektedir. Lipozomlar bu 

özelliklerden dolayı biyolojik olarak uyumludur, biyobozunurdur ve ciddi toksik 
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etkilere yol açmaz. İlaç depolama süresi boyunca lipitlerin oksidasyonları, hidrolizi 

ve parçacıkların zamanla büyüme eğilimi lipozomların stabilite problemleri 

arasındadır [190, 191].  

Bu stabilite problemlerinden kaçınmak amacıyla, ayrıca fosfolipitlerin yüksek 

maliyetine ekonomik bir alternatif de sağlayabilen alternatif niozomlar ortaya 

çıkmıştır. Niosomlar, lipozomlara benzer yöntemlerle çift kat iyonik olmayan yüzey 

aktif maddelerle hazırlanan veziküler sistemlerdir. Sürfaktanların yapıdaki toksik 

etkileri, füzyon riski ve depolanma sırasında birikme niozom bazlı sistemlerin 

dezavantajları arasındadır [192].  

2.3.2.2 Miseller 

Miseller, polimerik veya lipid bazlı amfifilik molekküllerin sulu ortamdan herhangi 

bir enerji gerektirmeden kendiliğinden oluşan küçük boyutlu (5-100 nm) 

partiküllerdir. Sferoidlerin iç kısmı hidrofobiktir yağda çözünen ilaçlar için uygun bir 

taşıyıcı görevi görürken ve dış kısmı hidrofiliktir [193, 194]. Amfifilik moleküller, 

sadece belirli bir konsantrasyona ulaştıktan sonra sulu ortamda miseller oluştururlar, 

bu süreçte sistemin serbest enerjisinin azalması şeklinde bir birleşme de meydana 

gelebilir. Bu eşik konsantrasyon değeri kritik misel konsantrasyonu (CMC) olarak 

adlandırılır ve amfifilik moleküllerin yapısına bağlı olarak değişir. Düşük CMC'li 

sistemler dilüsyona daha dirençlidir. Misel içeren sulu dispersiyon sistemi su ile 

seyreltiğinde, sistemde monomer olarak bulunan amfifilik molekül konsantrasyonu 

azalır ve misel CMC değerine geri getirmek için gereken miktara getirilmesi gerekir. 

Bu durumda, misellere yüklenen ilaç da aynı zamanda miselden sulu ortamda salınır. 

Enjeksiyondan ve fazla kan hacmi ile temastan sonra, yüksek CMC'li miseller, ilacın 

aniden salınmasıyla emboliye neden olabilir. Bu nedenlerden dolayı, tedavilerde 

düşük CMC değerleri tercih edilir [195].  

Miseller, en fazla tercih edilen ilaç taşıyıcılardır çünkü hazırlanmaları kolaydır, 

yüksek miktarda ilaç taşıyabilirler, yapıları son derece stabildir ve farklı amaçlara 

göre yapılarında değişiklikler yapılabilir [185]. Bunlara ek olarak, fosfolipitler 

kullanılarak hazırlanan miseller, kabul edilebilir düşük bir toksisite profili sergiler 

[196].  
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Şekil 2.12: Misel oluşumu [197]. 

2.3.2.3 Dendrimerler 

Dendrimerler, birbirini tekrarlayan monomerlerin basamaklar halinde eklenmesiyle 

merkezden yüzeye doğru sentezlenen üç boyutlu geometrik desene sahip küresel 

makromoleküllerdir [198]. Dendrimerler ağaç şeklinde üç boyutlu bir mimaride ve 

monodispers yapıdadırlar [167]. Yapsında merkezi bir iç kısım, iç dendritik dallar ve 

fonksiyonel gruplara sahip bir dış yüzey olmak üzere üç bileşenden oluşur. Bu 

bileşenlerle çeşitli kombinasyonda konumları iç çekirdekten farklı şekil ve 

boyutlarda nano ürünlerin üretimi gerçekleştirilebilir. Dendrimerler, nano yapılı ve 

dar polidispersite indeksli olmaları, ayrıca iç kısımlardaki kavitelerde veye 

boşluklarda fazla fonksiyonel grup bulundurmaları gibi cazip özellikleri vardır [199]. 

Bu özelliklerinden dolayı aşı, oligonükleotid, enzim, aşı, çeşitli genler veya biyoaktif 

maddelerin taşınmasında kullanılmak üzere araştırılmaktadır [200, 201]. 

2.3.2.4 Karbon nanotüpler 

Karbon nanotüpler silindir şeklindeki bir karbon allotropudur. Karbon nanatüpler tek 

duvarlı, sadece tek grafen sarılmış şeklinde veya birden fazla duvarlı, birden fazla 

tabaka eş merkezli sarılmış olarak iki temel grupta incelenebilir [202]. Karbon nano 

tüpler; gen, protein, ilaç gibi çeşitli biyolojik maddeleri taşıyabilen  silindir yapısına 

benzer nanomalzemelerdir [203]. Çapları birkaç nanometreden yüzlerce nanometreye 

kadar değişkenlik gösterebilir [204]. Yüzey alanlarının geniş olmasından dolayı çok 

çeşitli terapötik özelliğe sahip maddeleri adsorbe etme veya konjuge etme özelliğine 

sahiptir [205]. Karbon nano tüpler çeşitli yöntemlerle işlevselleştirmesi, daha 

çözünür, biyouyumlu, kovalent veya kovalent olmayan bağlarla yüzeylerine çeşitli 

moleküllerin yüklenmesine yardımcı olur. Böylelikle hedefli kanser tedavisinin her 

basamağında iyi bir taşıyıcı ajan olmaları sağlanmış olur. Özellikle son yıllarda 

benzersiz mekanik özelliklerinden dolayı büyük ilgi görmektedirler [206].  
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2.3.2.4 Metalik nanopartiküller 

Metalik nanopartiküller genellikle altın, platin, gümüş, bakır ve demir oksit gibi 

toprak elementleri kullanılarak hazırlanan kolloidal nanotaşıyıcılardır. Metalik 

nanopartiküller çeşitli şekil ve boyutarda hazırlanabilir. Yüzeyleri farklı moleküllerle 

kolayca değiştirilebilir ve aynı zamanda işlevselleştirilebilir [204]. 

Gümüş nanopartikülller etkili antimikrobiyal ve antioksidan özelliklere sahiptir 

[207]; altın nanopartiküller eşsiz optik özelliklerinden dolayı tümörlerin erken 

tanısında, fototermal terapide kullanılırlar [208]. Demir içeren nanopartiküller 

manyetik özellikleri için kullanılır. Uygulamadan sonra harici olarak uygulanan 

manyetik alan demir nanopartikülleri istenen bölgede birikmesini sağlar [209]. 

Metalik nanopartiküllerin en büyük dezavantajı, biyolojik olarak parçalanamamaları 

ve vücutta birikme riskine sahip olmalarıdır. Toksik etkiler, kullanılan elemente ve 

partikül boyutuna bağlı olarak değişir [186]. 

2.3.3 İlaç taşıyıcı sistemlerin hazırlanmasında kullanılan polimerler 

Polimerler, ilaç taşıyıcı sistemlerin hazırlanmasında olarak en çok araştırma konusu 

olan materyallerdendir [210]. Polimerler, pasif hedeflemede hedef dokuda ilaç 

birikimi, vücudun enzimatik koşullarında ilaçları korunmasını, ilaçların kontrollü 

olarak sürekli salınmasını sağlayabildikleri tespit edilmiştir. Ayrıca suda az 

çözünürlüğe sahip bazı ilaçların üstesinden gelmek amacıyla kullanılabilmektedir 

[211]. Polimer kompozitler uygulamalarda dayanıklı, güçlü ve çok fonksiyonludurlar 

[212]. 

Polimerik ilaç taşıyıcı sistemlerin hazırlanmasında temelde iki çeşit polimer 

kullanılmaktadır. Kullanılan bu sentetik ve doğal polimerlerin biyobozunur ve 

biyouyumlu olması ayrıca konsantrasyonları optimum olduğunda potansiyel 

toksisiteye sahip olmadıkları bildirilmiştir [213].  

Doğal polimerler polisakkarit bazlı ve protein bazlı polimerler olarak ayrılırken; 

senteteik polimerler poliesterler, polieterler, ploxamerler ve rekombinant protein 

bazlı polimerler olarak alt gruplara ayrılır. Son yıllarda optimal terapötik etkiler elde 

etmek için doğal veya sentetik polimerler kullanılarak polimerik nano taşıyıcı 

sistemler üzerinde çalışılmaktadır [214]. 
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2.3.4 PLGA 

Polimer temelli nanopartiküller ilaçların biyoyararlanımını arttırır ve olumsuz yan 

etkileri en aza indirir [14]. Poli laktik-ko-glikolik, nano ilaç taşıyıcı sistemlerde 

kullanılan biyouyumlu polimerdir [215]. Amerikan Gıda ve İlaç Kurumu (FDA) ve 

Avrupa İlaç Ajansı (EMA) tarafından trikarboksilik asit döngüsü ara maddeleri, 

laktik asit ve glikolik aside parçalanan [14] toksik olmayan, biyouyumlu ve 

biyoparçalanabilen bir polimerdir [15]. Ayrıca PLGA degredasyon özelliklerinin 

sürekli salım sistemlerinde kullanılması için uygun bir polimerdir [216]. PLGA 

hedefli ilaç taşıma sistemlerinde iyi araştırılmış ve biyolojik olarak kullanımı en 

elverişli, parçalanabilir polimerler arasında “altın standart” olarak kabul edilir [214].  

Poly-(glikolik asit) (PGA) ve poli-(laktik asit) (PLA) ile birlikte PLGA, 1960’larda 

cerrahi dikişlerde kullanılmak üzere keşfedildi. PLGA, üreme sistemindeki 

düzenleyici hormonlar, steroid hormonlar, anti-enflamatuar ilaçlar, sitokinler, 

kemoterapötikler, antibiyotikler, büyüme hormonları, insülin ve aşılar dahil olmak 

üzere küçük moleküllü ilaçlar, peptitler ve proteinlerin salınması için kullanılmıştır 

[217]. Diğer polimerlere kıyasla, PLGA enjekte edilebilir, mikroküre veya nanoküre 

gibi çeşitli şekillerde tasarlanması daha kolaydır. 

PLGA, laktik ve glikolik asit monomerlerinin kopolimerizasyonu ile oluşan poliester 

omurgalı alifatik bir polimerdir [217].  

 

Şekil 2.13: PLGA moleküler yapısı (x=laktik asit birimi, y=glikolik asit birimi). 

PLGA tamamen esnektir, farklı boyutlarda ve şekillerde çalışmak için uygudur. 

Ayrıca hemen hemen her boyutta madde taşıyabilme kapasitesine sahiptir. PLGA; 

etil asetat, klorlu çözücüler, tetrahidofuran ve aseton gibi çeşitli çözücüler içinde 

çözülebilir [218].  
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PLA (poli laktik asit) ve PGA (poli glikolik asit) polimerlerinden oluşan PLGA 

kopolimeri özellikleri en iyi açıklanmış biyomateryaldir. Laktik yapısı asimetrik 

yapıda bir karbon içerir, D ve L olmak üzere iki optik izomeri bulunur. Sonuçta, 

optikçe aktif olan L-laktik ve D-laktik, ayrıca optikçe aktif olmayan DL-laktik olmak 

üzere üç faklı laktik oluşmaktadır [216, 219]. PLA yapısında bulunan metil yan 

grubundan dolayı hidrofobik bir polimerdir ve biyobozunması PGA’dan daha uzun 

sürede gerçekleşmektedir. Metil grubunun sterik engel oluşturması nedeniyle 

PGA’ya göre hidrolize daha da dayanıklı olmasını sağlar [220].  

PGA iseyapısında metil yan grubu içermez.  % 45-55 oranında kristalin yapı gösterir. 

Bundan dolayı, birçok organik çözücüde çözünmez. PLGA kopolimerinin elde 

edilmesinde glikolik ile L-laktik veya DL-laktik kullanılarak kopolimerizasyon 

yapmak mümkündür [216, 221].  

Kopolimer zincirindeki glikolik:laktik ‘in tür ve molar oranı; PLGA'nın kristallik 

derecesini, mekanik dayanıklılığını, şişme davranışını, hidrolize uğrama kapasitesini 

ve polimerin biyolojik parçalanma oranını etkiler [216]. Araştırmalar kopolimer 

yapısındaki laktik içeriğinin ve moleküler ağırlıktaki azalmanın PLGA'nın Tg 

değerini düşürdüğünü göstermiştir [222].  

PLGA kopolimeri sulu ortamda ester bağları üzerinden hidrolize uğrar. Hidroliz ile 

monomer düzeyinde asitlere parçalanır. Krebs döngüsü ile CO₂  ve su halinde idrarla 

atılırlar [15, 223]. 

 

Şekil 2.14: PLGA hidrolizi [15]. 

PLGA, hedefli ilaç taşıma sisteminde özel bir araç olarak kullanıldığında, enkapsüle 

edilmiş maddesini hedeflenen bölgeye istenen konsantrasyonda, istenen sürede 

taşıyabilme özelliğine sahiptir. Bu nedenle PLGA nanopartiküllerinin tasarımına, 

içerdiği farmasötik bileşenlerin bozunma süresine dikkat edilmelidir.  
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PLGA’nın biyo-dağılımının ve farmakokinetiğinin doğrusal olmadığı ve doza bağlı 

olduğu bildirilmiştir [224].   

İlaç salım sistmelerinde kullanılan PLGA; emülsiyon çözücü buharlaştırma, 

emülsifikasyon-difüzyon, nanoçöktürme, ara yüzde depolama gibi çeşitli yöntemlerle 

PLGA nanopartikülleri üretilebilir [225]. Çeşitli sentez metodlarıyla üretilen PLGA 

nanopartiküllerine hapsedilmiş veya yüzeyine absrobe edilerek protein/peptit 

yapıdaki ilaçlar, aşılar, genler, büyüme faktörleri, antikanser etkili etkin maddelerin 

taşınması amacıyla üretilebilir. Ayrıca farklı uygulama yollarına yönelik (nazal, oral, 

oftalmik gibi) nanopartiküller üretilebilir [226, 227]. 

Terapötik maddeleri içeren bu nanopartiküller, çözünürlüğü düşük, endozomlar 

tarafından yakalanıp hücre içine alınabilir ve aynı zamanda kılcal damarlardan 

geçebilicek kadar küçük yapılardır [228]. Ayırıca üretilen nanopartiküller 

yüzeylerinde çeşitli modifikasyonlar yapılarak hedef dokuya taşınabilir, orada salım 

yapabilir [229].    

PLGA nanopartiküllerinin matrisine yerleştirilen terapötik maddeler, polimerin 

matristen difüzyonuyla ve polimerin bozunmasına bağlı olarak salınır. Polimerin 

bozunması blok kopolimerin bileşimine, moleküler ağırlığına bağlı olarak günler 

veya aylarca sürebilir [230]. 

 

Şekil 2.15: Biyobozunr polimerik nanopartiküllerde enkapsüle edilen edilen 

biyoaktif ajanların salımı. Polimerik sistem çevre ile etkileşime girerek 

çevredeki ortam sıvısı matrise giriyor (A), sıvı polimerik sistemin şişmesine 

neden oluyor (B), sıvı difüzyon kanalları oluşturuyor (C), polimerik 

sistemin bozunması (D) [231]. 

PLGA, endo-lizozomal kompartmandan sitoplazmik bölmeye kaçtığı ve fizyolojik 

ortamda hazırlanan nanopartiküller uzun süre boyunca nükleik asit salımını 

gerçekleşirtirdiğinden, hedef dokuda uzun süreli gen ifadesi sağlar [21]. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1 GEREÇ 

3.1.1 Cihazlar 

Tez aşamasında kullanılan cihazlar aşağıdaki tabloda yer almaktadır. 

Tablo 3.1: Kullanılan cihazların listesi. 

Cihaz Adı Cihaz Firması Kullanım Amacı 

Yatay Jel Elektroforez 

Sistemi 
Major Science 

Agaroz jele yüklenen PCR 

ürünlerinin yürütülmesinde 

kullanılmıştır. 

Jel Görüntüleme Sistemi Fusion Fx7 

Agarozda yürütülen DNA 

fragmanlarının 

görüntülenmesinde kullanılmıştır.  

PCR Cihazı Bio-Rad, Sacem 
Klonlanacak DNA ürününün 

aplifikasyonunda kullanılmıştır. 

Distile su cihazı Sartarius Stedim Biotech 
Tüm moleküler çalışmalarda 

kullanılmıştır. 

Otoklav Nüve 
Laboratuvar malzemeleri 

sterilizasyonunda kullanılmıştır. 

Hassas Tartı Precisa 
Kimyasal maddelerin miktarını 

ölçmede kullanılmıştır 

Santrifüj Hettich 

Yüksek hızda (maksimum: 14000 

rpm) ayrıştırma gerektiren tüm 

çalışmalarda kullanılmıştır 

(Hettich) 

Soğutmalı Santrifüj Nüve NF1200 
RNA yüklü nanopartiküllerin 

saflaştırılmasında kullanılmıştır. 

Vorteks Stuart 

Küçük hacimdeki solüsyon ve 

mixleri homojen hale getirmede 

kullanılmıştır. 

Isıtıcı blok Denville Scientific 
Örneklerin ve belirli çözeltilerin 

ısıtılmasında kullanılmıştır. 

Buz makinesi Scotsman Buz eldesinde kullanılmıştır. 
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Tablo 3.1 (Devamı): Kullanılan cihazların listesi. 

Buzdolabı (+4˚C) Beko 

Örnekler tampon ve stok 

çözeltilerin saklanmasında 

kullanılmıştır. 

Derin dondurucu       

(-20˚C, -80˚C) 
Uğur, Haier 

Örnekler, çeşitli çözeltilerin uzun 

süre saklanmasında kullanılmıştır. 

pH metre Hanna Instruments 
Çözeltilerin pH ayarlamasında 

kullanılmıştır. 

Manyetik ısıtmalı 

karıştırıcı 
Stuart 

Çözelti ve nanopartikülün 

hazırlanmasında kullanılmıştır. 

Etüv Nüve 

Katı besiyerine ekilen bakterilerin 

uygun sıcaklıkta kültüre alınıp 

çoğaltılmasında kullanılmıştır. 

Vakum manifoldu Welch 

Pürifikasyon işlemlerinde atık 

sıvıların kolonlardan 

uzaklaştırılmasında kullanılmıştır. 

Nanodrop 
Thermo Scientific  

Multiskan GO 

RNA, DNA konsantrasyon 

ölçümlerinde kullanılmıştır. 

Florasan Mikroskop Zeiss 
Hücrelerin görüntülenmesinde 

kullanılmıştır. 

Memeli Hücre Kültür 

Etüvü 
Fisher Scientific 

Hücre hattı büyütme aşamasında 

kullanılmıştır. 

Çeker ocak Vortice 
Agaroz jel hazırlamada 

kullanılmıştır. 

Mikrodalga fırın Arçelik 
Agaroz jel hazırlamada 

kullanılmıştır. 

Liyofilizatör 
LaboGene  

 

Örneklerin liyofilizasyonunda 

kullanılmıştır. 

Sıcak su banyosu Nüve BM 30  
Çeşitli çözeltilerin ısıtılmasında 

kullanılmıştır. 

Karbondioksitli Etüv Nüve EC 160 Hücre kültüründe kullanılmıştır. 

Manyetik Karıştırıcı Stuart 
Çözeltilerin hazırlanmasında 

kullanılmıştır. 

Ultrasonikatör Bandelın Sonorex 
Çözeltilerin homojenizasyonunda 

kullanılmıştır. 

Homojenizatör MTOPS SR30 
Çözeltilerin homojenizasyonunda 

kullanılmıştır. 

DLS-Dinamik Işık 

Saçılım Spektrometresi 

Malvern Instruments (Zetasizer 

Nano ZSP) 

Nanopartikül boyutunun 

ölçülmesinde kullanılmıştır. 
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Tablo 3.1 (Devamı): Kullanılan cihazların listesi. 

Laminar Flow Kabin Nüve MN090/120 
Deneysel 

çalışmalardakullanılmıştır. 

Otomatik pipetler Thermo, Eppendorf 
Tüm moleküler çalışmalarda 

kullanılmıştır. 

Şırınga (5-10 ml )  Biotech 
Nanopartikül oluşumunda 

kullanılmıştır. 

Mikropipet ucu  

(1, 200, 1000 µl) 
Neptune 

Tüm çözeltilerin hazırlanmasında 

kullanılmıştır. 

Spektrofotometre - 

polistiren küvetler 
ISOLAB 

Nanopartikül boyutunun 

ölçümünde kullanılmıştır. 

ELISA (Enzyme-linked 

immunosorbent assay) 

VARIOSKAN FLASH, Thermo 

scientific 

Gen susturma miktarının 

ölçümünde kullanılmıştır. 

 

3.1.2 Kimyasallar ve kitler 

Tez aşamasında kullanılan kimyasallar ve kitler aşağıdaki tabloda yer almaktadır. 

Tablo 3.2: Kullanılan kit, kimyasal listesi. 

Kimyasal Adı, Kit Marka Kullanım Amacı 

LB (luria-bertani) broth ve 

agar 
Sigma-Aldrich 

Mikroorganizmaların 

büyütülmesinde kullanılmıştır. 

Ampisilin Sigma-Aldrich Antibiyotik 

Agaroz Invitrogen 
Elektroforez jel yapımın da 

kullanılmıştır. 

Edta (Etilendiamin 

tetraasetik asit) 
Sigma 

Tampon çözeltilerin 

hazırlanmasında kullanılmıştır. 

Etidyum bromür Millipor 

Jel elektorforezinde 

oligonükleotidlerin 

görüntülenmesinde kullanılmıştır. 

DNA jel yükleme boyası New England  Biolabs 

DNA’nın jeldeki kuyucuk 

tabanına inmesinde ve 

boyanmasında kullanılmıştır. 

FBS (Fetal Sığır Serum) 
Gibco-Invitogen,  

USA, Lot # 10500 

Hücre kültüründe besleyici serum 

olarak kullanılmıştır. 

PBS (Fosfat tamponlu tuz) 
Gibco-Invitogen,  

USA, Lot # 20031084R 

Hücre kültüründe yıkama 

solüsyonu olarak kullanılmıştır. 

Tris bazı 
T1503- sigma, 

 Lot # SLBN7135V 

Bufferların hazırlanmasında 

kullanılmıştır. 
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Tablo 3.2 (Devamı): Kullanılan kit, kimyasal listesi. 

Hidroklorik asit ( HCI )  Sigma-Aldrich 
Tampon çözeltilerin pH 

ayarlamalarında kullanılmıştır. 

Sodyum hidroksit Sigma-Aldrich 
Tampon çözeltilerin pH 

ayarlamalarında kullanılmıştır. 

Diklorometan ( DCM ) 
Merck 

#1,06044 

Nanopartikül hazırlamada 

kullanılmıştır. 

Asetillenmiş Sığır Serum 

Albumin (Acetylated BSA) 

Promega, 

LOT#0000311319 

Nanopartikül hazırlama ve RNA 

miktarının tespitinde 

kullanılmıştır. 

Sulforhodamine B 
Sigma-Aldrich, 

 Lot # MKBX1736V 

Sitotoksisite testinde 

kullanılmıştır. 

PLGA; “Poly (lactic-co-

glycolic acid)” or “Poly 

(D,L-lactide-co-glycolide) 

lactide:glycolide” (50:50) , 

mol wt 30,000-60,00 

Sigma-Aldrich USA  p2191- 
Nanaopartikül hazırlamada 

kullanılmıştır. 

DMSO (Dimethyl 

sulfoxide) 
Merck, Darmstadt, Almanya 

Hücre kültüründe pasajlamada 

kullanılmıştır. 

Tween 80 Merck, Darmstadt, Almanya 
Nanopartikül oluşumuda 

sürfaktan olarak kullanılmıştır. 

Asetik asit Sigma-Aldrich   
Sulforhodamine B boyama 

yönteminde kullanılmıştır. 

DMEM (Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium ) 

Gibco® Waltham, Massachusetts, 

ABD 
Hücre kültüründe kullanılmıştır. 

TCA (Trikloroasetik Asit ) Thermo Fisher Scientific 
Sulforhodamine B boyama 

yönteminde kullanılmıştır. 

Quant-iT™ RiboGreen™ 

RNA Reagent 

Invitrogen by Thermo Fisher 

Scientific 

Nanopartikül içerisindeki RNA 

miktarını ölçmede kullanılmıştır.  

Silencer® siRNA 

Construction Kit 

Ambion by life Technologies 

K#AM1620 
siRNA üretiminde kullanılmıştır. 

Pierce™ Renilla-Firefly 

Luciferase Dual Assay Kit 

 

Thermo Scientific  

 #K16185 

Gen susturma ölçümünde 

kullanılmıştır. 

NucleoSpin® Gel and PCR 

Clean‑ up Kit 

Macherey-Nagel,  

# K740609.10 /.50 /.250 

PCR ürünlerinin 

saflaştırılmasında kullanılmıştır. 
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Tablo 3.2 (Devamı): Kullanılan kit, kimyasal listesi. 

TransformAid Bacterial 

Transformation Kit 
Thermo Fisher Scientific, #K2710 

Klonlamada kullanılacak 

bakterileri kompetan hale 

getirmede ve kompetent 

bakterilere plazmid 

transformasyonu için 

kullanılmıştır. 

GeneRuler and 

O'GeneRuler DNA Ladders 
Thermo Scientific 

PCR ürününün boyunu tespit 

etmede DNA markörü olarak 

kullanılmıştır. 

Zyppy™ Plasmid Miniprep 

Kit 

ZYMO RESEARCH  

#KD4036, D4019, D4020 & 

D4037 

Plazmidlerin izolasyonunda 

kullanılmıştır 

Phusion Flash HighFidelity 

PCR Master Mix  

Thermo 

Thermo Fisher Scientific, 

#F-548S 

Hedef gen bölgesinin PCR 

yöntemiyle çoğaltılmasında 

kullanılmıştır. 

Rapid DNA Ligation Kit Thermo Fisher Scientific, #K1422 
PCR ürünü ile vektörün 

birleştirilmesinde kullanılmıştır. 

Lentifectin™  Applied Biological Materials Inc.  

Rekombinant DNA’nın hücre 

kültürüne gönderilmesinde 

kullanılmıştır. 

PVA ( Polivinil Alkol ) 
Sigma  

#363073 

Nanopartikül hazırlamada 

kullanılmıştır. 

Diethyl pyrocarbonate 

(DEPC) 

Sigma 

 #159220 

RNase-free su hazırlamakta 

kullanılmıştır. 

 

3.1.3 Enzimler 

Tez aşamasında kullanılan enzimler aşağıdaki tabloda yer almaktadır. 

Tablo 3.3: Kullanılan enzimlerin listesi. 

Enzim Adı Marka Kullanım amacı 

Taq DNA polimeraz Thermo Fisher Scientific 
PCR ürünlerinin 3’ ucuna dATP 

eklenmesinde kullanılmıştır. 

Alkalin fosfataz Thermo Fisher Scientific 

Restriksiyon enzimleri ile 

kesilen vektörün 

defosforilasyonunda 

kullanılmıştır. 
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Tablo 3.3 (Devamı): Kullanılan enzimlerin listesi. 

XhoI, PstI Thermo Fisher Scientific 

PCR ürünleri ve vektörlerin 

restriksiyon endonükleaz 

kesiminde kullanılmıştır. 

 

T4 DNA ligaz 

 

Thermo Fisher Scientific 

 

Restriksiyon enzimleri ile 

kesilen parçaların 

birleştirilmesinde kullanılmıştır. 

Lizozim Vivantis Technologies 
Bakteri hücre duvarının 

parçalanmasında kullanılmıştır. 

Ligasyon enzimleri Thermo Fisher Scientific 
PCR ürünü ile vektörün 

birleştirilmesinde kullanılmıştır. 

3.1.4 Mikroorganizma 

 Escherichia coli One Shot® Mach1™-T1R kompetan hücreleri; 

(Thermo Fisher Scientific) 

Escherichia coli suşuna aittir. Klonlama konakçısı ve klonlanan genin 

çoğaltılmasında kullanılmıştır. 

3.1.5 PCR primerleri 

Klonlanacak GPR87 gen bölgesinin PCR ile çoğaltılmasında kullanılmıştır. Primer3 

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

Tool ve PCR Primer Stats biyoinformatik uzantılarıyla kontrolleri yapılmıştır. 

Kontrolleri yapılan primerler Sentromer DNA Teknolojileri (İstanbul) firması 

tarafından sentezlenmiştir.  

Tablo 3.4: GPR87 geni için tasarlanan primer ve özellikleri. 

Oligo adı Baz Dizisi 5̍′-3′ Baz sayısı Tm (˚C) 

 

GPR87-

Forward  

 

tactcgAGGGAACCTAGTAGCCTGTGGG 

 

23 

 

63.32 

 

GPR87-

Reverse  

 

atctcgaGCTTATCAGCCCAAGGAACACGA 

 

 

23 

 

63.04 
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3.1.6 siRNA oligonükleotid kalıbı 

Silencer® siRNA Construction Kit protokülü doğrultusunda Custom Dicer-Substrate 

siRNA (DsiRNA) programıyla sense ve antisense siRNA oligonükleotitleri dizayn 

edilmiştir. siRNA üretiminde kullanılacak olan DNA oligonükleotit templateleri 

Sentromer DNA Teknolojileri (İstanbul) firması tarafından sentezlenmiştir.  

Tablo 3.5: GPR87 geni için tasarlanan primer ve özellikleri. 

siRNA Oligo 

Template 

Baz Dizisi 5̍′-3′ Baz sayısı 

Sense siRNA 

oligonucleotide 

template  

 

CCTTGGTACTTCAAGTTTATTCTCTCCTGTCTC 

 

23 

Antisense siRNA 

oligonucleotide 

template  

 

AGAGAATAAACTTGAAGTACCAAGGCCTGTCTC  

 

33 

 

3.1.7 Vektör sistemi 

PsiCHECK™-2 vektörü (Promega,Cat.#C8021) GPR87 geninin klonlanmasında ve 

hücrelere aktarılmasında kullanılmıştır.   

 

Şekil 3.1: psiCHECK™-2 vektör haritası. 
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Tablo 3.6: psiCHECK ™ -2 Vektör dizisinin referans noktaları. 

Özellik 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 

Çoklu klonlama bölgesi (MCS)  1636–1680 

Synthetic poly(A) 1688–1736 

HSV-TK promoter 1744–2496 

Synthetic firefly luciferase gene (hluc+) 2532–4184 

SV40 late poly(A) 4219–4440 

β-lactamase (Ampr ) coding region 4587–5447 

 

3.1.8 DNA Markerları 

DNA markörü olarak “Thermo Scientific O'GeneRuler DNA Ladder Mix 

(#SM1173)” kullanılmıştır. 
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Şekil 3.2: Thermo Scientific O'GeneRuler DNA Ladder Mix. 

 

3.1.9 Tampon ve çözeltiler 

3.1.9.1 Büyütme medyumları 

 LB (Luria Bertani) broth besiyeri 

  Sigma-Aldrich firmasından alınan besiyerinin içerisinde 10 g/L tripton, 10 g/L 

NaCl, 5 g/L maya ekstraktı bulunur. 1 L LB besiyeri hazırlanırken 1 L distile su 

üzerine 20 g LB broth tozu eklenip 120˚C’de 20 dakika otoklav ile sterilize 

edilmiştir. Hazırlanan stok çözelti daha sonraki kullanımlar için buzdolabına (+4˚C) 

kaldırılmıştır. 

 LB (Luria Bertani) -Ampisilin agar   

Ampisilin içeren LB agar medyumu hazırlanırken sıcaklığı yaklaşık  55˚C’ye 

düşmüş 200 mL LB agar üzerine 200 µL ampisilin ilave edilir. Hafifçe karışması 

sağlandıktan sonra eşit hacimlerde steril petri kaplarına dökülmüştür. Donarak katı 

forma geçen medyumlar daha sonra kullanılmak üzere buzdolabına (+4 ˚C) 

kaldırılmıştır. 
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 Ampisilin stok çözeltisi 

100 mg/mL ampisilin distile su içerisinde çözdürülürek stok çözelti hazırlanır. 

Hazırlanan stok çözelti filtreden geçirildikten sonra 1,5 mL’lik küçük hacimlere 

ayrılır. Daha sonra kullanılmak üzere derin dondurucuya (-20°C) kaldırılmıştır. 

 %10 FBS besiyeri 

%10 FBS (Fetal bovine serum), %89 DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) 

(4.5 g/Lglukoz) %1 Penisilin/Streptomisin kullanılarak hazırlanmıştır. Hazırlanan 

besiyeri kullanılana kadar buzdolabında (+4 0 C) bekletildi. 

3.1.9.2 Agaroz jel elektroforezi çözeltileri 

 10X TAE (Tris Aceticacid Edta) tamponu 

48.4 g Tris  [tris(hydroxymethyl)aminomethane] bazı, 3.7 g EDTA (Etilen diamin 

tetra asetik asit) , 11.4 mL glasiyal asetik asit (17.4 M) 1 L distile su içerisinde 

çözdürülerek hazırlanmıştır. Hazırlanan çözeltinin pH değeri 8,4 olarak ayarlanır. 

 %1 agaroz jel çözeltisi 

1 g agaroz tartılarak 100 mL TAE tamponunda çözdürülmuştür. Üzerine 1 µL 

etidyum bromür eklenerek hazırlanmıştır. 

 1 Molar (M) Tris pH 8,8  

81,65 g Tris base 800 mL distile su içerisinde karıştırıcı yardımıyla çözdürülür. 

Çözdürme işleminden sonra pH değeri 1 milimolar (mM) HCl ile 8,8'e ayarlanır. Ph 

ayarlamasının ardından üzerine 1 olacak şekilde distile su ile tamamlanır. 

 6X Loading tamponu 

%60 gliserol, % 0,03ksilen siyanol FF, 10 mM Tris-HCl (pH 7,6), %0,03 bromofenol 

mavisi ve 60 mM EDTA içeren boyadır. Elektroforez sırasında DNA ile birlikte jel 

kuyucuklarına yüklenir.  
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3.1.9.3 Nanopartikül sentezinde kullanılan çözeltileri 

 Tween 80 çözeltisi 

 19 mL DEPC (dietilpirocarbonat) su içerisinde 1 mL twen-80 homojenizatörde 

karıştırılarak stok çözelti hazırlanmıştır. 

 

 % 2(W/V)’lik PVA (Polivinil alkol) çözeltisi 

100mL DEPC (dietilpirocarbonat) su içerisinde 2 gr PVA eklenerek ultrasonik 

banyoda 60°C ‘de çözdürülerek hazırlanmıştır. 

 Tris-EDTA (TE Buffer) stok çözeltisi pH 8,8 

0,5 M pH 8 1 mL EDTA ve 1 M pH 8,8 5 mL Tris kullanılarak son pH 8,8 olacak 

şekilde hazırlanır. Hazırlanan çözeltinin üzerine 496 mL DEPC (dietilpirokarbonat) 

su eklenerek hazırlanmıştır.  

 BSA (Bovine serum albumin)-Tris-EDTA stok çözeltisi (1 mL) 

7,2 mg BSA (Bovine serum albümin) 1 mL Tris-EDTA (pH 8,8) içerisinde 

çözdürülerek hazırlanmıştır. 

 RNase-free Su 

2 lt dH2O içerisine 2 mL DEPC (Diethyl pyrocarbonate) eklenerek çeken ocak 

altında 24 saat bekletilmiştir. Hazırlanan %2(w/v) Diethyl pyrocarbonate (DEPC)-

H2O tüm deneysel çalışmalarda kullanılmak üzere oda sıcaklığında saklanmıştır. 

 

3.1.9.4 Sitotoksisite testinde kullanılan çözeltiler 

 %20 TCA (Trikloroasetik Asit) 

20 gr TCA tartılarak 100 mL ddH2O içerisinde çözülerek hazırlanmıştır. 

 %1 Asetik asit çözeltisi 

1 mL asetik asit 99 mL dH2O üzerine dikkatlice eklenerek hazırlanmıştır. 
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3.2 Yöntem 

3.2.1 PCR primeri tasarımı 

Literatür taraması sonucunda primerlerin tasarımı için referans diziler ENSEMBLE 

‘dan alındı. 

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 bölgesinin çoğaltılması için Primer3 programı ile uygun primerler dizayn 

edilmiştir. Primer dizaynı yapılırken, primerlerin 5’ ucuna restriksiyon enzimleri 

olarak kullanılacak olan XhoI endonüklezlarına uygun tanıma bölgeleri 

yerleştirilmiştir. 

 

tactcgAGGGAACCTAGTAGCCTGTGGGCATGCTTGCCAAGCACTGAAGTCCTATC

TCCCCACTTCTCCTACAGATAACGAGCTGCACGGCCAAGAGAGTCACAATTCAGGCA

ACAGGAGCGACGGGCCAGGAAAGAACACCACCCTTCACAATGAATTTGACACAATTG

TCTTGCCGGTGCTTTATCTCATTATATTTGTGGCAAGCATCTTGCTGAATGGTTTAG

https://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=HGNC:4538
https://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=HGNC:4538
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000138271;r=3:151294086-151316952
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CAGTGTGGATCTTCTTCCACATTAGGAATAAAACCAGCTTCATATTCTATCTCAAAA

ACATAGTGGTTGCAGACCTCATAATGACGCTGACATTTCCATTTCGAATAGTCCATG

ATGCAGGATTTGGACCTTGGTACTTCAAGTTTATTCTCTGCAGATACACTTCAGTTT

TGTTTTATGCAAACATGTATACTTCCATCGTGTTCCTTGGGCTGATAAGCtcgaga

t  

Primer tasarımı yapıldıktan sonra primerlerin kontrolleri USCS-InSilico PCR ve 

BiSearch.enzyme biyoinformatik sayfaları kullanılarak yapıldı. Kontrolleri yapılan 

primerler Sentromer DNA Teknolojileri(İstanbul) firmasına sipariş verildi.  

HPLC saflaştırma metoduyla üretilen primerler liyofilize olarak teslim alıındı. 

Teslim alınan primerler son konsantrasyonları 100 pmol/μl olacak şekilde distile su 

ile sulandırıldı. 100 pmol/μl stok primerlerin 1/10 sulandırılması suretiyle 10 pmol/μl 

olacak şekilde hazırlandı. Forward ve reverse primerler PCR reaksiyonlarında 

kullanılmak üzere derin dondurucuya (-20°C) kaldırılmıştır. 

GPR87 dizisi için Sentromer DNA Teknolojileri(İstanbul) firmasından satın alınan 

primerler Tablo 3-7’de gösterilmiştir. 

Tablo 3.7:  GPR87 geni için tasarlanan primerler. 

 Sequence (5'->3') 
Template 

strand 
Uzunluk Start Stop Tm 

GC

% 

Forward 

primer 

tactcgAGGGAACCTAG

TAGCCTGTGGG 
Plus 23 5 27 

63.

32 
56.
52 

Reverse 

primer 

atctcgaGCTTATCAGCC

CAAGGAACACGA 
Minus 23 447 425 

63.

04 

52.

17 

 

3.2.2 GPR87 geninin klonlanması 

3.2.2.1 GPR87 geninin eldesi ve PCR ile çoğaltılması 

HEK 293T hücre hattı Bezmialem Vakıf Üniversitesi Tıbbi Biyoloji anabilim 

dalından temin edildi. HEK 293T hücre hattı kullanılarak genomik DNA’dan PCR 

ile GPR87 geninin amplifikasyonu sağlandı. GPR87 genini PCR ile çoğaltmak için 

Phusion Flash High-Fidelity PCR Master kiti kullanılarak PCR ile çoğaltımıştır. 

Amplifikasyon için gerekli bileşenler Tablo 3-8’de ve PCR döngüsü Tablo 3-9’de 

gösterilmiştir. 
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Tablo 3.8: GPR87 için PCR Prtotokolü. 

Bileşen Miktar 

Master mix 10 µl 

Primer (F+R) 2 µl 

Genomik DNA 1 µl 

dH2O 7 µl 

Toplam 20 µl 

 

Tablo 3.9: GPR87 için PCR Prtotokolü. 

Basamaklar Sıcaklık Zaman Döngü sayısı 

İlk denatürasyon 98˚C 2 dakika  

Denatürasyon 98˚C 30 saniye 

 

32 döngü 

Bağlanma 

(annealing) 
70˚C 7 saniye 

Uzama (extension) 72˚C 15 saniye 

Final uzama 72˚C 5 dakika  

 

PCR işlemi tamamlandıktan sonra hedef genin doğru şekilde çoğalıp çoğalmadığını 

kontrol etmek için agaroz jel elektroforezi yapılmıştır. %1’lik agaroz jele 5 μl DNA 

markörü, 3 μL DNA yükleme boyaması, 10 μL PCR ürünü yüklenerek 127 mA, 100 

V’de 20 dk yürütülmüştür. Jel görüntüleme sistemi ile PCR ürünün büyüklüğü tespit 

edilmiştir. 

3.2.2.2 PCR ürününün  saflaştırılması 

PCR ürünü NucleoSpin® Gel and PCR Clean‑ up Kit ile pürüfiye edilmiştir.  

Pürifikasyon aşamasında sırasıyla aşağıdaki basamaklar uygulanmıştır: 

 DNA bağlanma koşulları ayarlandı. 

Hacim < 30 µL altında ise 50–100 µL dH2O eklenerek hacim arttırıldı. 

Elimizde bulunan örneğin iki katı olacak şekilde Buffer NTI eklendi.  
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 NucleoSpin® Gel and PCR Clean‑ up kolonu uygun bir vakum manifoldu 

üzerine yerleştirildi. Kolunun kapağı kapatılmadan 700 µL örnek eklendi. 

Vakum ‑ 0.2 to ‑ 0.4 bar arasında olmasında dikkat edildi. Yaklaşık bir 

dakika bekletildi. 

Örnek temizleme kolonunu geçtiğinde vakum boşaltıldı. 

 Temizleme kolonuna 700 µL Buffer NT3 eklendi. Tekrar vakumlanarak 

bufferın geçmesi sağlandı. 

 Kolonda bulunan silika membranın kuruması ve Buffer NT3’den tamamen 

arındırılması amacıyla 11,000 x g 1 dakika santrifüjlendi. 

 NucleoSpin® Gel and PCR Clean‑ up kolonu yeni 1.5 mL mikrosantrifüj 

tüpüne yerleştirildi. Üzerine 15–30 µL Buffer NE eklenerek oda sıcaklığında 

1 dakika inkübasyona bırakıldı. İnkübasyondan sonra 11,000 x g 1 dakika 

santrifüj edilerek DNA tüpte toplandı. 

Elde edilen PCR ürünün miktarını ve saflığını tespit etmek amacıyla Thermo 

Scientific™ Multiskan™ GO ile 260-280 nm dalga boylarında ölçülmüştür. 

3.2.2.3 PCR ürünü ve vektörün  restriksiyon kesimi 

PCR ürünü (Insert) kesimi 

Restriksiyon enzimleri olan XhoI ile 5’ ve 3’ ucundan kesilerek ligasyona hazır hale 

getirilmiştir.   

Tablo 3.10: Insert restriksiyon kesim işlemi madde miktarları. 

Bileşen Miktar 

10x buffer 10 

XhoI 5 

dH20 45 

DNA 40 

Toplam 100 µl 
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Vektör restriksiyon kesimi  

psiCHECK™-2 vektörü çoklu klonlama bölgesinden restriksiyon enzimi XhoI ile 

kesilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.3: psiCHECK™-2  vektörünün çoklu klonma bölgesi. 

psiCHECK™-2 vektörünün gen dizisi: 

 

 

Şekil 3.4: psiCHECK™-2 vektörünün haritası. 
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Tablo 3.11: Vektör psiCHECK™-2 defosforilasyon işlemi madde miktarları. 

Bileşenler Miktar 

Vektör ( psiCHECK™-2 ) 12 µl 

Enzim XhoI 1 µl 

dH2O 7 µl 

Restriksiyon enzim Tamponu 5 µl 

Toplam 25 µl 

 

Vektör defosforilasyonu 

Vektörün kendi üzerine kapanmasını engellemek için alkalen fosfataz enzimi 

kullanılarak 5’ ucunda bulunan fosfat grupları koparılmıştır. Rapid DNA Ligation 

Kit içerisinde bulunu aklalen fosfataz enzimi ile defosforilasyon işlemi 

gerçekleştirilmiştir. Vektör defosforile işlemi için PCR cihazı içerisine yerleştirilip 

37 ˚C’de 10 dakika bekletilmişti. Sonrasında enzimin inaktivasyonu amacıyla 

72˚C’de 10 dakika bekletilmiştir. 

Tablo 3.12: Vektör psiCHECK™-2 defosforilasyon işlemi madde miktarları. 

Bileşen Miktar 

Enzim   8 µl 

Tampon 12 µl 

DNA 40 µl 

dH20 40 µl 

Toplam 100 µl 

 

PCR ürünü ve defosforile edilen vektör yukarıdaki yöntemle NucleoSpin® Gel and 

PCR Clean‑ up Kit ile pürüfiye edilmiştir. 

3.2.2.4  psiCHECK™-2 ve GPR87 geninin ligasyonu 

Defosforile edilen plazmid DNA ve kesilen GPR87 geni ligasyonu yapılmıştır. 

Ligasyon işlemi vektör-insert molar oranı 1:1,1:3, 1:0 olarak “Rapid DNA Ligation 

Kit’’ ile üç ayrı karışım hazırlanmıştır. 1:3 oranında hazırlanan ligasyon 

karışımından 5 µL alınarak bir sonraki transformasyon işlemine geçilmiştir. 
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Tablo 3.13: Vektör psiCHECK™-2 defosforilasyon işlemi madde miktarları. 

 1:1 oranı 1:3 oranı 1:0 

Rapid DNA ligasyon 

tamponu 
4 µl 4 µl 4 µl 

Vektör  

(psiCHECK™-2) 
2 µl 2 µl 2 µl 

İnsert DNA (GPR87) 2 µl 6 µl - 

T4 DNA ligaz 1 µl 1 µl 1 µl 

dH2O 11 µl 7 µl 12 µl 

Toplam 20 µl 20 µl 19 µl 

 

psiCHECK™-2 -GPR87 baz dizisi içerisindeki kesim bölgeleri ve ligasyonu: 

//TGAAGAACGAGCAGTAATTCTAGGCGATCGCTCgAGGGAACCTAGTAGCCTGTGG

GCATGCTTGCCAAGCACTGAAGTCCTATCTCCCCACTTCTCCTACAGATAACGAGCT

GCACGGCCAAGAGAGTCACAATTCAGGCAACAGGAGCGACGGGCCAGGAAAGAACAC

CACCCTTCACAATGAATTTGACACAATTGTCTTGCCGGTGCTTTATCTCATTATATT

TGTGGCAAGCATCTTGCTGAATGGTTTAGCAGTGTGGATCTTCTTCCACATTAGGAA

TAAAACCAGCTTCATATTCTATCTCAAAAACATAGTGGTTGCAGACCTCATAATGAC

GCTGACATTTCCATTTCGAATAGTCCATGATGCAGGATTTGGACCTTGGTACTTCAA

GTTTATTCTCTGCAGATACACTTCAGTTTTGTTTTATGCAAACATGTATACTTCCAT

CGTGTTCCTTGGGCTGATAAGCtcGAGACAACCAGCTATCACACACGGAGCGGCCGC

TGGCCGCAATAAAATATCTTTATTTTCATTACATCTGTGTGTTGGTTTTTTGTGTGA

GGATCTAAAT// 

3.2.2.5 Transformasyon 

PCR ürünleri ile birliştirilerek rekombinant hale getirilen psiCHECK™-2 vektörü 

(psiCHECK™-2+GPR87), “TransformAid Bacterial Transformation Kit” ile 

kompetan hale getirilmiş E. coli One Shot® Mach1™-T1R hücrelerine aktarılmıştır. 

Kit protokolünde küçük değişiklikler yapılarak aşağıdaki işlemler sırasıyla 

uygulanmıştır:  
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 1.5 mL LB broth besiyerine 5 µL E. coli One Shot® Mach1™-T1R hücreleri 

transformasyondan bir gün önce steril koşullarda inoküle edilmiştir. 37°C, 

260 rpm’de inkübatörlü çalkalayıcıda gece boyu inkübasyona bırakılmıştır. 

 Ertesi gün taze hazırlanan kültürden 150 µL alınarak 1 mL “C-medium”un 

olduğu başka bir tüpe inoküle edilmiştir. 37°C, 260 rpm’de yaklaşık 3 saat 

inkübatörlü çalkalayıcıda inkübe edilmiştir. Belirgin bir bulanıklığa ulaşması 

beklenmiştir. 

  Transformasyon işlem basamaklarına başlamadan önce hazırlanan 

ampisilinli LB agar 37°C’deki etüvde, hazırlanan “T-solution (A)” ve “T-

solution (B)” 250 µL eşit hacimlerde alınıp karıştırılarak buz üstünde 

inkübasyona bırakılmıştır. 

 Yeteri kadar kültüre olan hücreler 15000 rpm’de 1 dakika santrifüj edilerek 

süpernatant kısmı atılmıştır. 

 Santrifüj sonrası oluşan peletin üzerine 300 µL T solüsyonu karışımı eklenip 

buz üzerinde 5 dakika bekletilmiştir. Sonra tekrar 15000 rpm’de 1 dakika 

santrifüj edilerek süpernatant kısmı atılmıştır. 

 Santrifüj sonrası oluşan peletin üzerine 120 µL T solüsyonu karışımı 

eklenmiştir. Daha sonra buz üzerinde 5 dakika bekletilmiştir. 

 Buz üzerinde 3 dakika bekletilmiş ligasyon karışımından 5 µL, T solüsyonları 

ile muamele edilmiş hücrelerden 80 µL alınıp ayrı bir tüpte karıştırılarak buz 

üzerinde 30 dakika bekletilmiştir. 

 Son aşamada ise, oda sıcaklığında üzerine 50 µL X-gal yayılmış ampisilinli 

LB agar üzerine steril koşullarda 50µL bakteri ekimi yapılmıştır. Ekimi 

tamamlanan petri kapları 37°C’deki etüvde inkübasyona bırakılmıştır. 

Koloni seçimi 

Antibiyotik direnç seçiciliği ile rekombinant vektörleri hücre içerisine alan bakteriler 

seçilmiştir. Bu tekniğe göre, rekombinant vektörleri alarak transforme dirençli olan 

hücreler petride çoğalarak koloni oluşturmaktadır. Oluşturulan bu koniler Şekil 3-

5‘de olarak görüldüğü şekildedir.  
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Şekil 3.5: Rekombinant vektörü (psiCHECK™-2+GPR87) alarak transforme olan 

bakteri kolonileri. 

 

İnkübasyon sonra (+) kontrol grubunda görülen sekiz koloni seçilerek ampisilinli LB 

broth besiyerine aktarılmıştır. 1 mL LB broth besiyerine her bir bakteri kolonisi 

inoküle edilmiştir. İnkübatörlü çalkalayıcıda 37°C, 260 rpm’de yaklaşık 7 saat 

inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası transforme olduğu düşünülen kolonilerin 

gerçekten rekombinant vektörleri alıp almadığını tespit etmek amacıyla için Tablo 3-

14’de belirtilen bileşenlerle PCR yapılmıştır. 

Tablo 3.14: psiCHECK™-2+GPR87 plazmidlerini alan hücrelerin tespiti için yapılan PCR 

karışım bileşenleri. 

Bileşen Miktar 

Master mix 10 µl 

Primer (F+ R) 0.8 µl 

DNA 1 µl 

dH2O 8.2 µl 

Toplam 20 µl 
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Tablo 3.15: psiCHECK™-2+GPR87 vektörü için PCR Prtotokolü. 

Basamaklar Sıcaklık Zaman Döngü sayısı 

İlk denatürasyon 95˚C 3 dakika  

Denatürasyon 95˚C 55 saniye 

 

40 döngü 

Bağlanma 

(annealing) 
68˚C 10 saniye 

Uzama (extension) 72˚C 10 saniye 

Final uzama 72˚C 5 dakika  

 

PCR ürünleri agaroz jel elektroforezinde yürütülmüş jel görüntüleme sistemiyle 

hedef bandı veren koloni seçilmiştir. 

Seçilen kolonilerdeki plazmidlerin izolasyonu “Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit” 

protokolüne göre gerçekleştirilmiştir.   

Kit protokolüne göre izolasyon aşamasında aşağıdaki işlemler uygulanmıştır: 

 LB mediumda bulunan bakteri kültüründen 600 µL alınarak 1.5 mL’lik 

mikrosantrifüj tüpüne koyulmuştur.  

 Mikrosantrifüj tüpüne 100 µL 7X Lysis Buffer eklenerek 4-6 defa nazikçe 

çalkalanır. Bu işlem Lysis Bufferın mavi rengi kaybolana kadar ortalama 2 

dakikada bitirilerek sonraki basamağa geçilmiştir. 

 Üzerine 350 µL soğuk sarı Neutralization Buffer eklenerek çalkalanır. Örnek 

tekrar sarı renk alıp nötralizasyon tamamlandığında ve sarımsı bir pelet 

oluştuğunda çalkalama işlemi tamamlanır. 

 15,000 x g’ de 2-4 dakika santrifüj edilmiştir. 

 Alt kısımda bulunan pelete dokunulmadan kitin içerisinden çıkan Zymo-

Spin™ IIN  kolonuna supernatant aktarılır. 

 Kolon bir toplama tüpüne yerleştirilir ve 15 saniye santrifüj edilir. 

 Kolonun altında biriken sıvı atılarak kolon yeni bir toplama tüpüne alınır. 

 Kolona 200 µL Endo-Wash Buffer eklenir. 30 saniye santrifüjlenir. 

 Kolona 400 µL Zyppy™ Wash Buffer eklenerek 1 dakika santrifüjlenir. 

 Transfer kolonu 1.5 mL’lik mikrosantrifüj tüpüne alınır. Üzerine 30 µL 

Zyppy™ Elution Buffer2 eklenerek oda sıcaklıklığında 1 dakika 

bekletilmiştir. 

 Plazmidi ayrıştırmak için 30 saniye santrifüj edilir. 
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 Santrifüj sonrası süzüntü içerisinde bulunan plazmidlerin kalitesi ve miktarı 

Thermo Scientific™ Multiskan™ GO spektrofotometre ile belirlenmiştir. 

PCR ürününlerinin psiCHECK™-2 vektörüne ters mi düz mü girdiğini anlamak için 

izole edilen plazmidler PstI restriksiyon enzimi kesilmiştir. PstI restriksiyon enzimi 

ile kesimi Tablo 3-16’da verilen bileşenlerle 37°C’de 10 dakika inkübe edilerek 

gerçekleşmiştir. 

Restriksiyon enzimiyle kesilen plazmidlerin agaroz jel elektroforezi (170 mA 170 V 

25 dakika) ile bant büyüklüğü tespit edilmiştir. Vektöre düz bir şekilde girdiği tespit 

edilen rekombinant plazmidlerle çalışmalara devam edilmiştir. 

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

Bileşen Miktar 

Buffer(10X) 2 µl 

PstI enzimi 1.5 µl 

DNA 12.5 µl 

dH2O 4 µl 

Toplam 20 µl 

 

PCR ürününün vektöre düz girdiği tespit edilen hücreleri çoğaltılmak amacıyla 30 

µL ampisilin eklenerek hazırlanan 1 mL LB Broth besiyerine 10 µL bakteri 

eklenerek inkübatörlü çalkalayıcıda 37°C 200 rmp’de kültüre edilmiştir. Ertesi gün 

yeterince ürediği gözlenen bakterilerden “Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit” 

protokolüne uygun olarak plazmidlerin izolasyonu gerçekleştirilmiştir. Plazmidlerin 

kalitesi, miktarı ve konsantrasyonu Thermo Scientific™ Multiskan™ GO spektrorfotometre 

ile belirlenmiştir. 

 

 

 

 

 



 

58 

 

 

3.2.3 siRNA üretimi 

“Silencer® siRNA Construction Kit” protokolüne uygun olarak siRNA üretimi 

gerçekleştirilmiştir. 

 

Şekil 3.6: siRNA üretim protokolü. 

 

3.2.3.1 siRNA için Oligonükleotit kalıp tasarımı 

siRNA üretimi için gerekli olan DNA oligonükleotit template Custom Dicer-

Substrate siRNA (DsiRNA)  programı kullanılarak tasarlanmıştır. Hedef mRNA 

dizisine uygun tasarlanan templatede T7 Promoter primerin bağlanması ve 

transkirpsiyonun daha etkili olması için 3’ ucuna CCTGTCTC dizisi eklenmiştir. 

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 eşleştirilerek kontorolü sağlanmıştır.  

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(İstanbul) firması tarafından sentezlenen 

DNA oligonükleotit template kit protokülüne uygun olarak son konsantrasyon 100 

μM olacak şekilde nuclease-free su ile sulandırılnıştır. 

Sulandırılan oligonükleotit template spektorofotometrede 260 nm okunarak miktarı 

ve kalitesi kontrol edilmiştir. Çalışmalarda kullanılmak üzere -20°C’de saklanmıştır. 

3.2.3.2 Oligonükleotitlerin T7 promoter primer ile hibridizasyonu 

Sentezlenen sense ve antisense siGPR87 oligonükleotidleri ayrı tüplerde T7 promoter 

primer ile Tablo 3-17’de gösterilen bileşenlerle önce 70°C’ de 5 dakika ardından oda 

sıcaklığında 5 dakika bekletilmiştir. 
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Tablo 3.17: Oligonükleotit templatin T7 promoter primer ile hibridizasyonu. 

Bileşen Miktar 

T7 Promoter Primer 2 µl 

DNA Hibridizasyon 

Buffer 
6 µl 

Sense- siGPR87 2 µl 

Toplam 10 µl 

 

3.2.3.3 Klenow DNA polimeraz ile polimerizasyon 

Polimerizasyon için Tablo 3-18’de gösterilen bileşenler eklemiştir. 

Tablo 3.18: Klenow DNA polimeraz ile polimerizasyon. 

Bileşen Miktar 

10X Klenow Reaction Buffer 2 µl 

10X dNTP Mix 2 µl 

Nuclease-free Water 4 µl 

Exo– Klenow 2 µl 

Toplam 10 µl 

37°C’de 30 dakika inkübasyona bırakılmıştır. 
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3.2.3.4 dsRNA sentezlenmesi 

Hazırlanan sense ve anti-sense siGPR87 tüpleri dikkatli bir şekilde birleştirilir. 

dsRNA sentezlenmesi için Tablo 3-19’da gösterilen maddeler kullanılarak 37°C’de 

gece boyunca inkübasyona bırakılmıştır.   

Tablo 3.19: Transkripsiyon için gerekli bileşenler. 

Bileşen Miktar 

Sense ve antisense siGPR87 template 3 µl 

Nuclease-free Water 4 µl 

2X NTP Mix 10 µl 

10X T7 Reaction Buffer 4 µl 

T7 Enzyme Mix 2 µl 

Toplam 
23 l 

 

3.2.3.5 siRNA pürifikasyonu 

Transfeksiyondan önce 5’ ucunda bulunan leader dizisinin ribonükleazlarla 

çıkarılması gerekir. Ayrıca üretilen siRNA’nın nükleotid, enzim, kısa oligomer ve 

tuzlardan arındırılması gerekir. Saflaştırma sırasında siRNA kolondan geçerken 

transfeksiyona hazır hale getirilmiş olur. Gece boyu 37°C’de inkübasyonda 

bekletilmiş olan dsRNA üzerine Tablo 3-20’da aşağıda belitilen bileşenler 

eklenmiştir. 

Tablo 3.20:  siRNA pürikasyon bileşenleri. 

Bileşen Miktar 

Digestion Buffer 6 µl 

Nuclease-free Water 48.5 µl 

RNase 3 µl 

DNase 2.5 µl 

Toplam 60 µl 
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Hafifçe çalkalandıktan sonra 37°C’de 2 saat bekletilmiştir.  

 %100 etanol eklenerek siRNA Binding Buffer ve siRNA Wash Buffer 

hazırlanır. Hazırlanan siRNA Binding Buffer’dan 400 µL eklenir. Oda 

sıcaklığında 5 dakika bekletilerek nükleazların parçalanması sağlanır. 

 Önceden 75°C’ye ısıtılan ısı bloğunun üzerine 120 µL Nuclease-free Water 

eklenerek ısınmaya bırakılır. Bu Nuclease-free Water siRNA’yı filtreden 

ayrılması için kullanılacaktır. 

 Kit içerisinden alınan filtre 1.5 mL’lik ependorf koyularak 100 µL siRNA 

Binding Buffer ile ıslatılır. 

 Islatılan filtrenin üzerine siRNA koyularak 10,000 rpm’de 1 dakika santrifüj 

edilir. Süzüntünün bulunduğu toplama tüpü atılarak filtre yeni 2 mL’lik 

ependorf tüpüne alınır. 

 Filtrenin üzerine 500 µL siRNA Wash Buffer eklenerek 10,000 rpm’de 1 

dakika santrifüj edilir. 

 Toplama tüpü değiştirilerek ısı bloğundan alınan Nuclease-free Water’dan 

100 µL eklenerek oda sıcaklığında 2 dakika inkübe edilir. 

 İnkübasyon süresinden sonra 12,000 rpm’de 2 dakika santrifüj edilerek 

siRNA saf bir şekilde elde edilmiştir. Elde edilen siRNA’nın temizliğini, 

miktarını ve konsantrasyonunu ölçmek için UV spektrofotometre ile 260 nm 

dalga boyunda ölçülmüştür. Daha sonra kullanılmak üzere derin dondurucuya 

(-20°C) kaldırılmıştır. 

3.2.4 PLGA nanopartiküllerinin Sentezi 

Deneysel çalışmalarda kullanılmak üzere farklı formülasyonlar kullanılarak su-yağ-

su (water-oil-water (W1/O/W2)) çift emülsiyon çözücü buharlaştırılması yöntemiyle 

PLGA nanopartikülleri hazırlanmıştır.  

En genel hatlarıyla bu yöntemde biyoaktif ajan içeren sulu çözelti polimer içeren 

organik faz içerisine dağıtılır. Elde edilen su/yağ (w/o) emülsiyonu dış sulu faz 

içerisinde emülsifiye edilerek w/o/w (water-oil-water) ikili emülsiyonu elde edilir. 

Elde edilen emülsiyondan çözücü difüzyon veya evaporasyonla [232] 

uzaklaştırıldıktan sonra terapötik maddenin sulu çözeltisini içeren nanopartikül 

oluşur [233].  



 

63 

 

 

Farklı protokoller kullanılarak hazırlanan süspansiyonlarda santrifüjleme ile saf 

nanopartiküller elde edilebilir. Ayrıca yıkama yapıldıktan sonra nanopartiküller 

liyofilize edilerek de kullanılabilir [234].   

 Hazırlanan nanopartiküllerin karakterizasyonu yapıldıktan sonra in vivo ve in vitro 

çalışmalarda kullanmıştır.  

 

Şekil 3.7: Water-Oil-Water (W1/O/W2) ikili emülsiyon çözücü buharlaştırma 

yöntemiyle PLGA nanopartiküllerinin oluşumu. 

3.2.4.1 siRNA’nın önceden hazırlanmış PLGA nanopartiküllerine yüklenmesi 

5 mL aseton içerisinde 50 mg PLGA eklenerek ultrasonik banyoda çözülmüştür (Oil 

phase). Tween 80 1:20 oranında seyreltilerek stok çözelti hazırlanmıştır. Hazırlanmış 

olan stok Tween 80’den 1 mL alınarak 19 ml DEPC (0.2 mg/ml)-H2O’ya eklenmiştir 

(Water phase). Tween 80 ve DEPC- H2O karışımı pipetajla homojenize edildikten 

sonra içerisine balık atılarak karıştırıcının üzerine alınmıştır. Hazırlanan PLGA-

aseton karışımı karışıtırıcının üzerinde bulunun Tween 80-DPEC- H2O’ ya yaklaşık 

20 cm uzaklıktan şırıngayla damlatılmıştır.  

Karıştırıcının üzerinde gece boyunca bırakılarak aseton buharlaştırılmıştır. Elde 

edilen nanopartikül içeren süspansiyondan 1 mL alınarak Dynamic Light Scattering 

(DLS) ile nanopartiküllerin boyutu ölçülmüştür.  
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Hazırlanan nanopartikül süspansiyonundan 1 mL alınarak 1.5 mL’lik ependorfa 

koyulmuştur. Buz üzerinde bekletilen siRNA’dan 8 µL alınarak ependorfa 

koyulmuştur. siRNA-PLGA NP- Tween 80-DPEC- H2O süspansiyonu 2500 rmp’de 

30-40 saniye şiddetli vortekslenerek 20-30 saniye buz üzerinde bekletilmiştir. Bu 

işlem 6 kez tekrarlandıktan sonra oda sıcaklığında yaklaşık 6 dakika bekletilerek 

siRNA’nın PLGA NP tarafından enkapsülasyonu sağlanmıştır. Bu yöntemle 

hazırlanan NP siRNA-PLGA-1 olarak adlandırılmıştır. 

 

Şekil 3.8: Nanopartikül oluşumu. 

Dynamic Light Scattering (DLS) ile nanopartiküllerin boyutu ölçülmüştür. İstenilen 

boyutta ve yoğunlukta elde edilen siRNA-PLGA NP’lerini içeren süspansiyon daha 

sonraki deneysel aşamalarda kullanılmak üzere 25°C’ de saklandı. 

Boş PLGA NP’leri aynı yöntemler siRNA kullanılmadan hazırlanmıştır.  

3.2.4.2 PLGA Nanopartikül sentezi ve vortex ile siRNA yüklenmesi 

30 mg PLGA tartılarak 500 µL DCM (Diklormetan)’da çözüldü. 360 µg BSA 

(Bovine serum albumin) daha önce hazırlanmış olan 50 µL Tris-EDTA (pH 8.8)’da 

çözüldü. Hazırlanan BSA- Tris-EDTA süspansiyonununa 50 µL (2.5 ng) siRNA 

eklenerek vortekslendi. 

Oda sıcaklığında (25˚C) bulunan BSA- Tris-EDTA-siRNA (water phase) üzerine 

PLGA-DCM çözeltisi (Oil phase) yavaş yavaş damlatılarak ilave edilir.  
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Elde edilen çözelti 2 dakika şiddetli vortekslendi. Vortekslenen çözeltinin üzerine 

hazırlanmış olan %2(w/v) PVA (Polivinil alkol) çözeltisinden 2 mL alınarak 2 

dakika vortekslendi. Elde edilen karışıma 6 mL %2(w/v) PVA (Polivinil alkol) 

çözeltisi daha eklenmesiyle eklenmesiyle water-oil-water (W1-O-W2) çift emülsiyon 

çözücü buharlaştırılması yönteminin son basamağıda tamamlanmış oldu. Oluşan 

karışım 3 saat boyunca oda sıcaklığında magnetik karıştırıcı yardımıyla karıştırıldı. 

Karıştırıcı üzerinde Self-assembly yöntemiyle NP oluşumu gerçekleştirilmiş oldu. 

Ortamda bulunan PVA gibi çeşitli yabancı molekülleri uzaklaştırmak ve NP saf elde 

etmek için +4oC 18000 × g 25 dakika 3 kez santrifüj edilerek süpernant kısmı alındı. 

Tüpün dibinde kalan pellet haline gelmiş NP DPEC-H2O ile re-hydrated edildi. 

Böylece NP oluşumu sırasında ortamda bulunan PVA gibi çeşitli atıklar 

uzaklaştırıldı ve NP daha saf bir şekilde elde edilmiş oldu. Bu yöntemle hazırlanan 

NP siRNA-PLGA-2 olarak adlandırılmıştır. 

Boş PLGA NP’leri aynı yöntem kullanılarak, siRNA yüklenmeden hazırlanmıştır.  

3.2.4.3 PLGA nanopartikül sentezi ve ultrasonic prob ile siRNA yüklenmesi 

360 µg BSA (Bovine serum albumin) daha önce hazırlanmış olan 50 µL Tris-EDTA 

(pH 8.8)’da çözüldü. 30 mg PLGA tartılarak 500 µL DCM (Diklormetan)’da 

çözüldü. Hazırlanan BSA-Tris-EDTA süspansiyonununa 50 µL (2.5 ng) buz 

üzerinde siRNA eklenerek vortekslendi. 

Buz üzerinde bulunan BSA-Tris-EDTA-siRNA üzerine (water phase) PLGA-DCM 

çözeltisi (Oil phase) yavaş yavaş damlatılarak ilave edilir. Böylece su-yağ (W1/O) 

emülsiyonunun ilk basamağı tamamlandı. Elde edilen çözelti 60 saniye ultrasonik 

homojenizatörde (2.25MHz, Athena Technology, Titanium Probe) sonike edildi. 

Sonikasyondan sonra çözeltinin üzerine hazırlanmış olan %2 (w/v) PVA  (Polivinil 

alkol) çözeltisinden 2 mL alınarak (Water phase) 60 saniye daha sonike edildi. Son 

olarak elde edilen karışıma 6 mL %2 (w/v) PVA (Polivinil alkol) çözeltisinin 

eklenmesiyle water-oil-water (W1/O/W2) çift emülsiyon çözücü buharlaştırılması 

yönteminin son basamağıda tamamlanmış oldu. Oda sıcaklığında 3 saat boyunca 

magnetik karıştırıcı yardımıyla karıştırılarak organik fazın uçması ve self-assembly 

yöntemle NP oluşumu sağlandı. Daha sonra +40C 18000 × g 25 dakika 3 kez 

santrifüj edilerek süpernant kısmı alınır. Tüpün dibinde kalan pellet haline gelmiş NP 
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DPEC-H2O ile re-hydrated edildi. Böylece NP oluşumu sırasında ortamda bulunan 

PVA gibi çeşitli atıklar uzaklaştırılır ve NP daha saf bir şekilde elde edilmiş olur. Bu 

yöntemle hazırlanan NP siRNA-PLGA-3 olarak adlandırılmıştır. 

Boş PLGA NP’leri aynı yöntem kullanılarak, siRNA yüklenmeden hazırlanmıştır.  

3.2.5 PLGA nanopartiküllerinin karakterizasyonu 

Temelde W/O/W yöntemi kullanılarak hazırlanan NP’ler Zetasizer Nano ZSP 

cihazıyla Dynamic Light Scattering (DLS) Metodu kullanılarak boyut ölçümleri 

gerçekleştirilmiştir. Lazer ışık saçılımına dayanan ölçümlerde tek kullanımlık 

disposable küvetler kullanılmıştır. Yapılan DLS ölçümlerinde NP’lerin boyutu, çapı, 

yoğunluğu ve PDI (Polydispersity index) sonuçları elde edilmiştir. Her bir örneğin 

ölçümü 3 kez gerçekleştirilmiştir. Ölçümlerin her biri 3 dakika arayla 5 kez tekrar 

edildi [235]. NP’lerin mono-dispersity indeksi ve boyutu sayı (number), hacim 

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

3.2.6 Enkapsülasyon veriminin (%EE) ve yükleme veriminin (LE) 

Hesaplanması 

siRNA-PLGA-1 NP %EE (Enkapsülasyon veriminin) ve LE (Yükleme veriminin) 

hesaplanması hazırlanmış NP çözeltilerinin liyofilize edilmesinden sonra 

heseplanmıştır. Liyofilizasyon (Labogene Scandinavian by design Scanvac 

CoolSAFE) NP üretildikten ve boyut ölçümleri yapıldıktan sonra -96˚C 28 saat 

0.038hPa basınçda gerçekleştirilmiştir. Üç farklı yöntemle hazırlanan NP’lerin 

üzerine 200 µL kloroform koyularak hafifçe vortekslendi. Kloroformda PLGA’nın 

çözünmesi sağlandıktan sonra üzerine 800 µL Tris-EDTA (pH 8.8) eklenerek 

siRNA’nın nanoparikülden çıkması sağlanmıştır. Sulu fazda kalan siRNA ve organik 

fazın ayrılmasını sağlamak için 4oC 18,000 × g 20 dakika santrifüjlenmiştir. 

Süpernantant kısımda kalan siRNA Quant-iT™ RiboGreen™ RNA Reagent 

kullanılarak siRNA miktarı ölçülmüştür.  

Quant-iT™ RiboGreen™ RNA Reagent kit protolüne uygun olarak high-range (20 

ng/mL içerisinde 1 µg/mL RNA) ve low-range (1 ng/mL içerisinde 50 ng/mL RNA) 

olarak iki ayrı protokol ile ölçülmüştür. 2 µg/mL RNA içeren TE buffer 

hazırlanmıştır. Hazırlanan RNA high-range (yüksek aralık) için Tablo 3-21 ve low-

range (düşük aralık) için Tablo 3-22’de belirtilen şekillerde dilüe edilmiştir. 
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Tablo 3.21: Yüksek aralık standart eğrisi için hazırlanan protokol. 

TE (μL) 
2 μg/mL RNA Stoğu 

(μL) 

200 defa seyreltilmiş 

Quant-iT™ 

RiboGreen® Reagent 

(μL) 

Quant-iT™ 

RiboGreen® 

ölçümünde son RNA 

konsantrasyonu 

0 1,000 1,000 1 μg/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: Düşük aralık standart eğrisi için hazırlanan protokol. 

TE (μL) 
2 μg/mL RNA Stoğu 

(μL) 

200 defa seyreltilmiş 

Quant-iT™ 

RiboGreen® Reagent 

(μL) 

Quant-iT™ RiboGreen® 

ölçümünde son RNA 

konsantrasyonu 

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 hazırlanan dilüsyonların üzerine 1 mL Quant-iT™ 

RiboGreen® reagent eklenmiştir. 4 dakika oda sıcaklığında ışıktan korunarak 

inkübasyona bırakılmıştır. 

ELISA Reader, Synergy- H1 cihazıyla floresans dalga boyu ölçülmüştür (excitation 

~480 nm, emission ~520 nm). Her bir örnek üç kez ölçüldü. Konsantrasyonlar 

siRNA ve RiboGreen® reagent kullanılarak önceden hazırlanmış olan konsantrasyon 

eğrisiyle hesaplanmıştır. 

Enkapsülasyon verimi(%EE) ve Yükleme verimi (LE) aşağıda gösterilen denklemler 

kullanılarak hesaplanmıştır [236]. 
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3.2.7 siRNA-PLGA-1 nanopartiküllerinin in vitro salımı 

Salım çalışması mono-dispersty, küçük boyutlu ve en etkili gen susturma oranına 

sahip olmasından dolayı siRNA-PLGA-1 NP ile yapılmıştır. 5 mL aseton içerisinde 

50 mg PLGA eklenerek ultrasonik banyoda çözülmüştür. Daha önceden hazırlanmış 

stok Tween80’den 1 mL alınarak 19 mL DEPC (0.2 mg/mL)-H2O’ya eklenmiştir. 

Tween80 ve DEPC-H2O karışımı pipetajla homojenize edildikten sonra içerisine 

balık atılarak karıştırıcının üzerine alınır. Hazırlanan PLGA-aseton karışımı 

karışıtırıcının üzerinde bulunun Tween80-DPEC-H2O’ ya yaklaşık 20 cm uzaklıktan 

şırıngayla damlatılmıştır. 

Karıştırıcının üzerinde gece boyunca bırakılarak asetonun buharlaşması sağlanmıştır. 

Hazırlanan 1 mL siRNA-PLGA üzerine 1 mL Tris-EDTA (pH 7.4) ilave edilerek 100 

rpm ve 37 ° C'de döner çalkalayıcıda inkübe edildi. Belirlenen zaman aralıklarında, 

0, 1, 2, 3, 4, 5. saatte örnekler alınarak 20,000 ×g 20 dakika 4 °C’de 

santrifüjlenmiştir. Deneysel çalışma üç kez tekrar edilmiştir. 

Konsantrasyon eğrisi, Quant-iT ™ RiboGreen ™ eklenerek elde edilen siRNA 

örneklerinin 1000 ile 1 ng / mL arasındaki farklı konsantrasyonlardaki yoğunluğu 

ölçürek oluşturulmuştur. Oluşturulan konsantrasyon eğrisi kullanılarak süpernant 

kısımda bulunan siRNA miktarı ölçülmüştür. 

3.2.7.1 Standart konsantrayon eğrisinin oluşturulması 

Quant-iT ™ RiboGreen ™ kullanılarak hazırlanan çeşitli siRNA konsantrasyonları 

floresans ölçümü alındı.  

y=ax±b denklemi kullanılarak aşağıdaki high-range ve low-range standart eğrileri 

oluşturulmuştur. 

 



 

69 

 

 

 

Şekil 3.9: Yüksek araklık standart eğrisi. 

 

 

Şekil 3.10: Düşük aralık standart eğrisi. 

Hıgh-range ve low-range olarak iki farklı formülasyonda hazırlanan standart 

eğrilerden R2 değeri daha anlamlı çıkan hıgh-range kullanılmıştır. 

3.2.8 Sitotoksisite çalışmaları 

Sulforhodamine B (SRB) yöntemi hücre temelli araştırmalarda in vitro sitotoksisiteyi 

incelemek için etkili bir metoddur [237]. Bu testin temelinde SRB’nin trikloroasetik 

asit ile kültür plaklarına sabitlenmiş hücrelerin protein bileşenlerine bağlanır [238]. 

SRB, hafif asidik koşullar altında proteinlere sitokiyometrik olarak bağlanır ve daha 

sonra bazik koşullar kullanılarak çıkarılabilir; bu nedenle bağlı boya miktarı, hücre 

çoğalmasını ölçmek için ekstrapolasyonlu olabilen hücre kütlesi için bir aracı olarak 

kullanılabilir [239]. 
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Sitotoksisite çalışması mono-dispersty, küçük boyutlu ve en etkili gen susturma 

oranına sahip olması nedeniyle siRNA-PLGA-1 NP ile yapılmıştır.  

1.1B4 Pakreas hücre hattı %10 FBS (Fetal Bovine Serum) içiren besiyeri ortamını 

kullanılarak, 6 kuyulu kültür kaplarında 37 °C %5 CO2 %95 nem içeren inkübatörde 

kültüre edildi. Hücreler iverted mikroskopta incelerek kültür kabının %80’ini konflue 

olduğunda Sulforhodamine B (SRB) yöntemiyle sitotoksisite ölçülmüştür. 

Sitotoksisite çalışmasında iki farklı siRNA-PLGA-1 (25 µL ve 50 µL) 

konsantrasyonu ve boş PLGA NP kullanılmıştır. 24 saaat ve 48 saat kültüre edilen 

hücrelerin canlılık oranları Sulforhodamine B (SRB) yöntemi kullanılarak 

ölçülmüştür. 

 Hücrelere zarar vermeden plakanın kenarından yavaşça %20 soğuk TCA 

(Trikloroasetik asit) eklenerek 4oC’de 30 dakika inkübe edilmiştir. 

 İnkübasyon sonrası TCA dökülerek hücreler soğuk dH2O ile yıkanmıştır. 

Çeker ocakta kurumaya bırakılmıştır. 

 Hücrelerin üzerine 500 µL % 0.4’lük SRB (%1 asetik asitle hazırlanır) 

eklenerek 30 dakika inkübasyona bırakılmıştır.  

 Hücreler %1 asetik asit ile 5 kez yıkanarak boyanın pembe renginin 

kaybolması sağlandıktan sonra kurumaya bırakılmmıştır. 

 Hücrelerin üzerine 1 mL 10 mM Tris (pH 10.0) buffer eklenerek 5 dakika 

inkübasyona bırakılmıştır. 

 siRNA-PLGA-1 ile muamele edilen hücrelerin canlılık oranları ELISA 

Reader, Synergy-H1 cihazıyla 515 nm’de absorbans değerlerinde 

ölçülmüştür. Ölçüm sonuçları kontrol grubuyla karşılaştırılarak hücrelerin 

sitotoksisite değerleri hesaplanmıştır.  

3.2.9 Hücre kültürü 

3.2.9.1 HEK 293T ve 1.1B4 Pankreas hücre hattı 

HEK 293T insan embriyonik böbrek hücresi (Human Embryonic Kidney 293T Cell) 

ve 1.1B4 pankreas hücre hattı kullanılmıştır.  

HEK 293T hücre hattı insan embriyonik böbrek hücre hattından (HEK 293) 

türetilmiştir. HEK 293T hücre hattı SV40 vektörü ile transfekte edilmiş ve T antijeni 

bulundurur [240]. HEK 293 hücre hattı epitelial kökenli olmasına rağmen 

biyokimyasal mekanizması sayesinde memeli veya memeli olmayan hücrelere ait 
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nükleik asit molekülleriyle transfekte olarak post-translasyonel üretiminlerini 

gerçekleştirir [241]. HEK 293 hücre hattı çeşitli transfeksiyon yöntemlerine yatkın 

olması [242], hızlı ve kolay çoğalmaları, transfeksiyon protein üretim verimlerinin 

yüksek olması [243], yeni ilaçların ve hedeflerinin etkisine yönelik ayrıntılı 

farmakolojik ve biyofiziksel profillerin oluşturulmasında [241],  sıklıkla kullanılan 

hücre hattıdır. Bezmialem Vakıf Üniversitesi Tıbbi Biyoloji anabilim dalından temin 

edilerek deneysel çalışmalarda kullanılmıştır.  

İstanbul üniversitesi Aziz Sancar Deneysel Tıp Araştırma Enstitüsünden alınan 

1.1B4 pankreas hücre hattı pankreas duktal karsinoma hücre hattı olan PANC-1 

[244], ile insan pankres β adacıklarının elektrofüzyonuyla oluşturulan bir hibrit hücre 

hattıdır (Cat. No. EC10012801). 1.1B4 pankreas hücre hattında bulunan β hücreleri 

sayesinde gen ekspresyonunun artmasını sağlar. 

 

Şekil 3.11: 40X objektif altında HEK293T hücrelerinin görüntüsü. 

3.2.9.2 Hücrelerin kültüre edilmesi 

Hücreler %10 FBS (Fetal Bovine Serum) ve %1 Pen-Strep (Penisilin-Streptomisin) 

solüsyonu içeren DMEM ((4.5 g/Lglukoz) besi yeri içerisinde steril 6 ve 24 kuyulu 

hücre kültür plaklarında 37⁰ C de %5 CO2 %98 nem ortamında 4-5 gün inkübe 

edilmiştir. 

Hücreler inverted mikroskopta kontrol edilerek konfluent hale geldiğinde 

pasajlanarak kültürün devam etmesi sağlandı. Konfluent hale gelen hücreler 
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pasajlanırken kuyucuklarda bulunan besiyerleri uzaklaştırıldı. Hücreler PBS 

(phosphate buffered saline) tamponu ile yıkandı. Yapışan hücreleri kaldırmak için 10 

mL Tripsin-EDTA solüsyonu eklenerek 5 dakika inkübe edilir. İnkübasyondan sonra 

plaka hafifçe sallanarak tüm hücrelerin kalkması sağlandı. Hücrelerin yüzeyden 

ayrıldıkları inverted mikroskopta kontrol edildikten sonra hücreler 50 mL steril 

falkon tüplere aktarılmıştır. Tripsinin etkisini nötralize etmek amacıyla hücrelerin 

üzerilerine 10 mL taze besiyeri eklenmiştir. Hücreler 1700 rpm’de 5 dakika santrifüj 

edilerek çökmesi sağlanmıştır. Çöken hücrelerin üzerindeki supernatant aspire 

edilerek hücrelerin üzerine 2 mL taze besi yeri eklenir. Sayım işleminden sonra yeni 

bir steril 15 mL’lik Falkon tüp içine aktarılan hücreler stok süspansiyonu (20-30 

hücre/100 µL) olarak hazırlanmıştır. 200 µL hücre süspansiyonu 12’lük hücre kültür 

plaklarına aktarılarak deneysel çalışmalarda kullanılmak üzere inkübasyona 

bırakılmıştır. 

3.2.10 Lusiferaz aktivitesi ile siRNA etkinliğinin kantitatif olarak belirlenmesi 
 

3.2.10.1 Lusiferaz ile katalizlenen biyolüminesans reaksiyon 

Yeşil (Green) Renilla luciferase biyolüminesans ışıması (firefly) ateş böceğine oranla 

daha parlak ve stabildir. Yeşil Renilla lusiferaz proteini coelenterazine tarafından 

okside olursa ışımaya sebep olur (λmax = 535nm). Bu reaksiyon için adenozin 

trifosfat (ATP) veya başka bir moleküle ihtiyaç yoktur. Işıma yeşil Renilla’da 

bulunan promotörün ekspresyonuyla Renilla proteini üretilir, üretilen protein ışıma 

miktarıyla ilişkilidir.  

 

Şekil 3.12: Coelenterazine ve green Renilla lusiferazın kimyasal reaksiyonu. 

Ölçümde kullanılan bir diğer lusiferaz, İtalyan ateş böceği lusiferazı Luciola 

cruciata’nın mutant formu kırmızı (red) firefly lusiferazdır. Bu lusiferaz ATP 

varlığında D-lusiferin oksidasyonuyla kırmızı bölgede ışıma verir (λmax = 613nm).      
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Şekil 3.13: Lusiferin ve kırmızı ateş böceği lusiferazının kimyasal reaksiyonu. 

Green Renilla lusiferaz plazmidi red firefly ekspresyon plazmidi ile birleştirilmiş 

deneysel raportör gen olarak işlev görşüştür. Bu raportör ve kontrol kombinasyonu, 

iki aşamalı substrat reaktifine veya söndürmeye gerek kalmadan, tek bir okuma 

deneyinde deneysel raportör ve kontrol lusiferaz aktivitesinin eşzamanlı izlenmesini 

sağlar. 

 

Şekil 3.14: Lusiferaz raportörün çalışma şeması. 

siRNA’nın GPR87 geninin ekspresyonu üzerindeki etkisi Thermo Scientific™ 

Pierce™ Renilla-Firefly Luciferase Dual Assay kit kullanılarak ölçülmüştür.  

psiCHECK™-2 Vektörü üzerinde bulunan lusiferaz raportör geninin translasyonu ile 

eklenen substrat lüminesansa neden olur.  

Vektör restrüksiyon enzimleri ile kesilerek çoklu klonlama bölgesine GPR 87 geni 

klonlanmıştır. Klonlanan gen sentetik Renilla lusiferazın (hRluc) hemen devamında 

ve 3’ bölgesine konumlacak şekilde uygun restrüksiyon enzimi seçilmiştir. 
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Klonlamadan sonra hücre kültürüne transfekte edilerek lüsiferaz ekspresyonu 

ölçülmüştür. 

3.2.10.2 Rekombinant plazmitin hücre hattına transfeksiyonu 

psiCHECK™-2 vektörü RNA girişiminin (RNAi) nicel ve hızlı optimizasyonunu 

sağlamak için tasarlanmıştır. psiCHECK™-2  vektörünün, raportör gene kaynaşmış 

bir hedef genin ekspresyonundaki değişikliklerin izlenmesini sağlar. Renilla 

luciferase (hRluc) aktivitesindeki ölçüm azalması, RNAi etkisinin izlenmesi için 

uygun bir araçtır. 

1.2 x 107 HEK 293 hücresi inkübasyona bırakılmıştır. 2-3 gün sonra inverted 

mikroskopta kontrol edilerek %70-80 konfluent olduğu tespit edilmiş ve bu hücreler 

transfeksiyon için kullanılmıştır.  

Daha önce 37°C’de ısıtılmış olan Opti-MEMden 250 μL alınarak 1.5mL’lik 

ependorfa koyulmuştur. Üzerine 2 μg plazmit koyulmuştur. Opti-MEMden 250 μL 

alınarak farklı 1.5 mL’lik ependorfa koyulmuştur. Üzerine 4 μL Lentifectin™ 

koyulmuştur. Oda sıcaklığında 5 dakika inkübasyona bırakılmıştır. Ardından her iki 

tüp karıştırılarak oda sıcaklığında 20 dakika bekletilerek transfeksiyon kompleksinin 

oluşması sağlanmıştır.  

Hücrelerin mediumları alınarak 1 mL Opti-MEM ile değiştirilmiştir. Oluşan 

transfeksiyon kompleksi hücrelere eşit olarak paylaştırılıp inkübasyona bırakılmıştır. 

5-6 saat inkübasyondan sonra hücrelerin üzerinde bulunan Opti-MEM alınmış ve 

yerine 2 mL %10 FBS medium koyulmuştur. 

3.2.10.3 Lusiferaz assay ile siRNA etkisinin gösterilmesi 

Tranfeksiyon işlemi tamamlandıktan sonra, ertesi gün hücrelere siRNA 

gönderilmiştir. Gönderildikten siRNA vektörde kaynaşık olarak bulunan Renilla 

luciferase- GPR87 transkripsiyonun ürünü mRNA’yı parçalayarak Renilla lusiferaz 

sinyalini engeller. Eğer siRNA komplementer mRNA ile eşleşemezse lüminesans 

devam eder.  
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Şekil 3.15: Luciferaz deneyinin çalışma prensibi. 

Thermo Scientific™ Pierce™ Renilla-Firefly Luciferase Dual Assay kit ile vektör 

üzerinde bulunan green Renilla luciferase ekpresyonundaki değişiklik ile siRNA’nın 

GPR87 geni üzerindeki susturma etkisi tespit edilmiştir. Aynı zamanda vektörde 

bulunan red firefly luciferase vektörün hücreye girdiğinin, sorunsuz bir şekilde deney 

protokolünün ilerlediğinin ve siRNA komplementer mRNA ile etkileştiğini gösteren 

kontrol mekanizması olarak kullanılmıştır.  

Lusiferaz aktivitesinin varlığı, hücrelerde plazmit vektörün transformasyonunu 

doğrulamıştır. Kontrollere göre kıyaslandığında, bu lusiferaz aktivitenin baskılanma 

derecesi aynı zamanda siRNA’nın etkinliğinin derecesini göstermiştir. 

 

 



 

76 

 

 

Pierce™ Renilla-Firefly Luciferase Dual Assay Kit protkolünde bazı değişiklilikler 

yapılarak uygulanmıştır: 

 37°C in 5% CO2 etüvden alınan 1.1B4 ve HEK 293 hücrelerinin öncelikle 

sayım işlemi yapılmıştır. Sayım işlemi sonucu kültür plakalarında yaklışık 

~10,000 hücre olduğu tespit edilmiştir.  

 Hücrelerin üzerlerindeki medium alındı ve 100 µL 1X DPBS buffer ile 

yıkandı. Ardından hücrelerin üzerine 500 µL 1X Cell Lysis Buffer koyularak 

çalkalayıcılı inkübatörde 240 rpm’de 15 dakika bekletildi. 

 ELISA Reader, Synergy- H1 cihazı lüminesans ölçüm hazırlandı.  

 2 mL’lik ependorf içresinde 750 µL Dual Assay Working Solution, 7.5 µL D-

Luciferin ve 7.5 µL 10x Coelenterazine koyularak karıştırıldı. Hazırlanan 

çözelti ışıktan korunmuştur. 

 Lizis olan hücreler 96 kuyucuklu siyah plakaya her bir kuyucuğa 20 µL 

olacak şekilde dağıtıldı. Hazırlanan solüsyondan her bir kuyucuğa 50 µL 

olacak şekilde dağıtılmıştır. 

 Her bir örnek 3 tekrarlı olacak şekilde hazırlanmış ve ELISA Reader, 

Synergy- H1 ölçülmüştür. Ölçüm her iki dakikada bir yaklış 2 saat boyunca 

tekrarlanarak, ölçüm sonuçları kontrol gruplarıyla karşılaştırılmıştır. 

Aşağıdaki tabloda green renilla luciferase ve red firefly lusiferase için ölçümde 

kullanılması gerek dalgaboyları verilmiştir. Kit protokolünde küçük değişiklikler 

yapılarak green renilla luciferaz sinyalinin baskılandığı tespit edilmiştir. 

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

önerilen dalga boyları. 

Lusiferaz Emission aralığı (nm) 
Emission Maximum 

(nm) 

Green Renilla 450-650 535 

Red Firefly 560-700 613 
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3.2.10.4 PLGA nanopartikülleri kullanılarak siRNA’nın hücrelere gönderilmesi 

Etüvden alınan HEK293T ve 1.1B4 pankreas hücre hattına inverted mikroskopta 

bakılmış ve %80–90 konflue oldukları tespit edildikten sonra sayım işlemi 

yapılmıştır. Yaklaşık ~10,000 hücre olduğu tespit edilmiştir. Önceden hazırlanmış 

olan siRNA-PLGA-1, siRNA-PLGA-2 ve siRNA-PLGA-3 NP’lerinden her bir 

hücreye 30 μL koyulmuştur. Üç tekrarlı hazırlanan hücre kültür plaklarında kontrol 

amaçlı olarak kullanılan gruba siRNA-PLGA koyulmamıştır. İnkübasyon sonrası 

Pierce™ Renilla-Firefly Luciferase Dual Assay Kit ile kontrol grupları 

karşılaştırılarak GPR87 geninin ekpresyon seviyesi ölçülmüştür. 
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4. BULGULAR VE TARTIŞMA 

4.1 PCR Yöntemi ile HEK 293T Hücre Hattından GPR87 Gen Bölgesi Eldesi 

Çalışmada kullanılacak GPR87 geni; HEK 293T hücre hattı kullanılarak genomik 

DNA’dan PCR ile GPR87 geninin amplifikasyonu sağlanmıştır. GPR87 genin 

amplifikasyonu için ilk önce gene özgü primerler tasarlanmıştır. Tasarlanan 

primerler ticari olarak Sentromer DNA Teknolojileri(İstanbul) firmasına sipariş 

verilmiştir. Liyofilize olarak gelen primerlerin saflığı ve miktarı 260 nm dalga 

boyundaki absorbans değeri ile kontrol edilmiştir.  

Primerler kullanılarak GPR87 geninin PCR ile optimizasyonu sağlanmıştır. Optimize 

edilen PCR protokolü ile GPR87 geni çoğaltılmıştır. 

 

PCR il çoğaltılan GPR87 gen bölgesi: 

 

tactcgAGGGAACCTAGTAGCCTGTGGGCATGCTTGCCAAGCACTGAAGTCCTATC

TCCCCACTTCTCCTACAGATAACGAGCTGCACGGCCAAGAGAGTCACAATTCAGGCA

ACAGGAGCGACGGGCCAGGAAAGAACACCACCCTTCACAATGAATTTGACACAATTG

TCTTGCCGGTGCTTTATCTCATTATATTTGTGGCAAGCATCTTGCTGAATGGTTTAG

CAGTGTGGATCTTCTTCCACATTAGGAATAAAACCAGCTTCATATTCTATCTCAAAA

ACATAGTGGTTGCAGACCTCATAATGACGCTGACATTTCCATTTCGAATAGTCCATG

ATGCAGGATTTGGACCTTGGTACTTCAAGTTTATTCTCTGCAGATACACTTCAGTTT

TGTTTTATGCAAACATGTATACTTCCATCGTGTTCCTTGGGCTGATAAGCtcgaga

t 

 

PCR ile çoğaltılarak elde edilen ürün, %1’ lik agaroz jelde yürütüldükten sonra 

görüntüleme cihazında UV görüntüsü alınmıştır.  

451 baz çiftine sahip GPR87 gen dizisinin PCR ürünü beklenildiği gibi agaroz jelde 

500 bp’lik bant büyüklüğü vermiştir. 
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Şekil 4.1: GPR87 geninin PCR ile çoğaltılması sonucu elde edilen ürünün UV 

görüntüsü. 

4.2 GPR87 Geninin Pürifikasyonu 

GPR87 geni PCR sırasında eklenen enzim, dNTP gibi çeşitli maddelerle bir aradadır. 

Geni saf olarak elde etmek için NucleoSpin® Gel and PCR Clean‑ up Kit ile 

pürüfikasyonu gerçekleştirilmiştir. Pürikasyon sonucu elde edilen DNA 

konsantasyonu Thermo Scientific™ Multiskan™ GO cihazıyla ölçülmüştür.  

Pürifikasyonu yapılan DNA’nıın saflığı O.D(260/280) göre değerlendirildi. OD260 

çözeltideki DNA miktarını; OD 280 ise çözeltideki protein miktarını gösterir. Bu 

oranın 1,8-2.0 aralığında olması izole edilen DNA’nın saf olduğu bilgisini verir. 

İzole edilen DNA konsantrasyonu ise aşağıda verilen denkleme göre hesaplanmıştır. 

DNA konsantrasyonu= A260 X 50 X Dilüsyon faktörü Abs260*40*(10/0.52) 

 Dilüe edilerek ölçülen ideal konsantrasyonu 30-100 ng/μL olarak 

değerlendirilmiştir.  
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4.3 GPR87 geni-psiCHECK™-2 Vektörünün Restriksiyon Kesimi ve Ligasyonu 

PCR ürünü ve psiCHECK™-2 vektörü aynı restrüksiyon enzimleri ile kesilmiştir. 

Restriksiyon kesim sonucu oluşan yapışkan uçlardan GPR87 geni psiCHECK™-2 

vektörünün çoklu klonlama bölgesine ligasyonu yapılmıştır.  

 

 

 

Şekil 4.2: psiCHECK™-2 vektörüne GPR87 geninin ligasyon sonucu. 

Ligasyonu gerçekleştirilen GPR87- psiCHECK™-2 vektörünün %1’lik agaroz jelde 

yürütüldükten sonra görüntüleme cihazında UV görüntüsü elde edilmiştir. 451 bp 

uzunluğunda GPR87 geni ve 6.271 bp uzunluğunda psiCHECK™-2 vektörünün 

ligasyonu sonucunda 6716 bp bir ligasyon ürünü elde edilmiştir.  

4.4 Transformasyon 

Transformasyon basamağında psiCHECK™-2+GPR87 vektörü “TransformAid 

Bacterial Transformation Kit” ile kompetan hale getirilmiş E. coli One Shot® 

Mach1™-T1R hücrelerine aktarılmıştır. Rekombinant vektörleri hücre içerisine alan 

bakterilerin seçilmesinde ampisilin direnç geni kullanılmıştır.  



 

81 

 

 

Bu teknik, ampisilin direnç geni aktivitesine bağlıdır. Ampisilin direnç geni taşıyan 

bakterilerin ampisilinli agarda ürerken, rekombinant vektörü taşımayan ve kompetan 

hale gelmemiş hücreler ampisilinli ortamda çoğalamazlar.  

Bu çalışmada ligasyon ile muamele edilen kompetan hücreler ampisilin içeren LB 

agar besiyerine ekimi yapılmıştır. İnkübasyon sonrası oluşan kolonilerden sekiz tane 

koloni seçilerek ampisilinli LB broth besiyerine inoküle edilmiştir. İnkübatörlü 

çalkalayıcıda 37°C, 260 rpm’de yaklaşık 7 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası 

transforme olduğu düşünülen kolonilerin gerçekten rekombinant vektörleri alıp 

almadığını görmek için PCR yapılmış, jel elektroforezinde yürütülmüştür. Jel 

elektroforezinde yürüyen örnekler görüntüleme cihazıyla UV ışık altında 

görüntülenmiştir. Seçilen sekiz koloniden 6 tanesi beklenen 6716 bp’lik bir bant 

göstererek pozitif sonuç vermiştir.  

Seçilen kolonilerdeki plazmidlerin izolasyonu “Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit” 

protokolüne göre gerçekleştirilmiştir. Plazmitlerin mikarı UV spektrofotometrede 

A260 değeri, saflığı ise A260/280 oranı ile belirlenmiştir. Kolonilerin 

konsantrasyonları 190-175 ng/µL, saflığı ise 1.79-1.84 aralığında çıkmıştır. 

Seçilen kolonilerde PCR ürünlerinin vektör içerisine düz mü ters mi girdiğini 

saptamak için izole edilen plazmidler PstI restriksiyon enzimi kesilmiştir. PCR 

ürünlerinin vektöre düz girenlerin 1566, ters girenlerin ise 1260 bandı oluşturması 

beklenmiştir. Seçilen 8 koloniden 6 tanesi düz giriş bandını vermiştir. Bu 

kolonilerden PCR ürününün vektöre düz girdiği tespit edilen hücreleri çoğaltılmak 

amacıyla LB Broth besiyerinde inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrası 190 

ng/µL olarak tespit edilen konsantrayonla çalışmalara devam edilmiştir.  
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             Şekil 4.3: psiCHECK™-2-GPR87 ligasyon ürünün jel görüntüsü. 

4.5 siRNA Üretimi ve Saflaştırma Bulgusu 

“Silencer® siRNA Construction Kit” kullanılarak siRNA üretimi gerçekleştirilmiştir. 

Üretilen siRNA’nın pürifikasyonu gerçekleştirildikten sonra RNA konsantrasyonu 

Thermo Scientific NanoDrop Spektrofotometre ile belirlenmiştir. RNA 

spektrofotometrede A260 nm değeri ile miktarı, A260/230 absorbans değeri saflığı 

belirlenmiştir.  

A260/230 oranın 2.0 aralığında olması izole edilen RNA’nın saf olduğu bilgisini 

verir. 

İzole edilen RNA konsantrasyonu ise aşağıda verilen denkleme göre hesaplanmıştır: 

RNA konsantrasyonu= A260 X 40 X Dilüsyon faktörü  

Pürifiye edilen RNA’nın 500ng/µL konsantrasyona, sağlığının ise 2 olduğu 

belirlenmiştir. 
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Şekil 4.4: Saflaştırılan siRNA UV spektrofotometre sonucu. 

4.6 PLGA nanopartiküllerinin karakterizasyonu 

Gereç ve yöntem kısmında bahsedilen farklı yöntemler kullanılarak siRNA-PLGA-1, 

siRNA-PLGA-2, siRNA-PLGA-3 nanopartikülleri hazırlanmıştır. Hazırlanan 

NP’lerin karakterizasyonu Zetasizer Nano ZSP cihazıyla Dynamic Light Scattering 

(DLS) Metoduyla boyut ölçümleri yapılmıştır.   

 

4.6.1 siRNA-PLGA-1 nanopartiküllerin karakterizasyonu 

Yöntem kısmında bahsedildiği şekilde üretilen siRNA-PLGA-1 NP ilk önce 

Dynamic Light Scattering (DLS) Metoduyla; NP’lerin boyutu, çapı, yoğunluğu ve 

PDI sonuçları elde edilmiştir. Ölçümlerin her biri 3 dakika arayla 5 kez tekrar edildi. 

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

yoğunluk (intensity) olarak analiz edilmiştir. 

4.6.1.1 Boş PLGA-1 partiküllerin karakterizasyonu 

siRNA-PLGA-1 nanopartiküllerinin siRNA yüklenmeden karakterizsyonları 

gerçekleştirilmiştir. Bu NP’ler PLGA-1 olarak adlandırılmıştır. 
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      Şekil 4.5: PLGA-1 sayıca dağılım (Number). 

 

 

           Şekil 4.6: PLGA-1 şiddetçe dağılım (Intensity). 
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        Şekil 4.7: PLGA-1 hacimce dağılım (Volume). 

 

4.6.1.2 siRNA-PLGA-1 partiküllerin karakterizasyonu 

İlk önce boş olarak hazırlanan PLGA-1 NP içerisinde yöntem kısmında bahsedildiği 

şekilde siRNA yüklenmiştir. siRNA yüklenen NP karakterizasyonları aşağıda 

gösterildiği şekildedir. 

 

            Şekil 4.8: siRNA-PLGA-1 sayıca dağılım (Number). 
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  Şekil 4.9: siRNA-PLGA-1 şiddetçe dağılım (Intensity). 

 

 

         Şekil 4.10: siRNA-PLGA-1 hacimce dağılım (Volume). 
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4.6.2 siRNA-PLGA-2 nanopartiküllerin karakterizasyonu 

Yöntem kısmında bahsedildiği şekilde üretilen siRNA-PLGA-2 NP ilk önce 

Dynamic Light Scattering (DLS) Metoduyla; NP’lerin boyutu, çapı, yoğunluğu ve 

PDI sonuçları elde edilmiştir. Ölçümlerin her biri 3 dakika arayla 5 kez tekrar edildi. 

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

yoğunluk (intensity) olarak analiz edilmiştir. 

4.6.2.1 Boş PLGA-2 partiküllerin karakterizasyonu 

siRNA-PLGA-2 nanopartiküllerinin siRNA yüklenmeden karakterizsyonları 

gerçekleştirilmiştir. Bu NP’ler PLGA-2 olarak adlandırılmıştır. 

 

          Şekil 4.11: PLGA-2 sayıca dağılım (Number). 
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                Şekil 4.12: PLGA-2 şiddetçe dağılım (Intensity). 

 

 

 

              Şekil 4.13: PLGA-2 hacimce dağılım (Volume). 
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4.6.2.2 siRNA-PLGA-2 partiküllerin karakterizasyonu 

siRNA-PLGA-2 olarak yöntem kısmında adlandırılmış olan NP üretim yönteminde 

siRNA yüklenerek karakterizasyonu yapılmıştır. 

 

 

              Şekil 4.14: siRNA-PLGA-2 sayıca dağılım (Number). 

 

 

 

                 Şekil 4.15: siRNA-PLGA-2 şiddetçe dağılım (Intensity). 
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    Şekil 4.16: siRNA-PLGA-2 hacimce dağılım (Volume). 

Laroui ve ark. yaptıkları çalışmada PVA’nın hidrofobik karakterinden dolayı suda 

çözünmediği ve bu molekülün hidrodinamik yarıçapı üzerinde bir etkiye sahip olduğı 

tespit edilmiştir [245]. Bizim de çalışmamızda siRNA-PLGA-2 NP ile yaptığımız 

DLS ölçümleri sonucunda farkı boyutlarda partiküllerin görülmesenin nedeni 

PVA’nın kullanılan bu yöntemde yeterince homojenize olmadığı, PVA kalıntılarının 

kalıdığı literatür ile uyumludur. 

4.6.3 siRNA-PLGA-3 nanopartiküllerin karakterizasyonu 

Yöntem kısmında bahsedildiği şekilde üretilen siRNA-PLGA-2 NP ilk önce 

Dynamic Light Scattering (DLS) Metoduyla; NP’lerin boyutu, çapı, yoğunluğu ve 

PDI sonuçları elde edilmiştir. Ölçümlerin her biri 3 dakika arayla 5 kez tekrar edildi. 

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

yoğunluk (intensity) olarak analiz edilmiştir. 

4.6.3.1 Boş PLGA-3 partiküllerin karakterizasyonu 

siRNA-PLGA-3 nanopartiküllerinin yöntem kısmına belirtilen protokole uygun 

olarak hazırlanmış fakat siRNA yüklenmeden karakterizsyonları gerçekleştirilmiştir. 

Bu NP’ler PLGA-3 olarak adlandırılmıştır. 
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         Şekil 4.17: PLGA-3 sayıca dağılım (Number). 

 

 

 

  Şekil 4.18: PLGA-3 şiddetçe dağılım (Intensity). 
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      Şekil 4.19: PLGA-3 hacimce dağılım (Volume). 

 

4.6.3.2 siRNA-PLGA-3 partiküllerin karakterizasyonu 

siRNA-PLGA-3 olarak yöntem kısmında adlandırılmış olan NP üretim yönteminde 

siRNA yüklenerek karakterizasyonu yapılmıştır. 

 

 

   Şekil 4.20: siRNA-PLGA-3 sayıca dağılım (Number). 
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                  Şekil 4.21: siRNA-PLGA-3 şiddetçe dağılım (Intensity). 

 

 

 

            Şekil 4.22: siRNA-PLGA-3-hacimce dağılım (Volume). 
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Aşağıdaki Tablo 4-1’de DLS çalışmalarından elde edilen üç farklı siRNA-PLGA 

partikülünün tüm grafiksel sonuçları gösterilmiştir. 

Tablo 4.1: Farklı yöntemlerle üretilen siRNA-PLGA NP’lerinin DLS sonuçları. 

 Partikül boyut dağılımı 

 Number % Intensity % Volume % PDI 

B
o

ş 
N

P
 

PLGA-3 140.5 100 205.4 100 201.7 100 0.099 

PLGA-2 513.5 

108.5 

3.4 

96.6 

535.4 

120.4 

76.9 

23.1 

559.5 

116.1 

79.1 

20.9 
0.731 

PLGA-1 121.6 100.0 168.1 100.0 159.6 100.0 0.075 

si
R

N
A

 y
ü

k
le

n
m

iş
 N

P
 siRNA-

PLGA-3 
196.7 100.0 283.4 100.0 297.2 100.0 0.274 

siRNA-

PLGA-2 
4.038 100.0 

522.4 

4.101 

82.3 

17.7 

532.4 

4.086 

0.0 

100.0 
1.000 

siRNA-

PLGA-1 
92.13 100.0 120.1 100.0 108.8 100.0 0.040 

 

W/O/W yöntemi temelli kendiliğinden bileşen sistemlerle oluşturulan PLGA 

nanopartiküllerinin içerisine siRNA yüklenmiştir. Cun ve ark. yaptıkları benzer 

çalışmada siRNA biyoparçalanabilir PLGA nanopartikülleri içerisine yüksek 

kapsülsyon verimliliği ile yüklenmiş, PLGA NP'lerinin şekli küresel ve mono dispers 

olduğu tespit edilmiştir [236].   

 Üç farklı yöntem kullanılarak hazırlanan nanopartiküllere siRNA yüklenmiş ve 

nanopartiküllerin karakterizasyonu sonucu 90 ve 500 nm arasında boyutlara sahip 

olduğu gözlenmiştir. Farklı yöntemler kullanılarak hazırlanan PLGA NP’leri literatür 

ile uyumlu olarak farklı yöntemlerle farklı boyutlarda NP oluşturabileceğini 

göstermektedir [11].    

Bhandari ve ark. yaptıkları çalışmada küresel şeklin ve küçük boyutta nano 

partiküllerin başarılı endositozları için en önemli kriter olduğu gösterilmiştir [246]. 

siRNA-PLGA NP'lerinin üretilmesinde diğer grupların önerdiği yöntemleri takip 

ettik ve farklı yayınlarda siRNA-PLGA partikül sentezinde kullanılan sonikasyon 

veya vortekslemenin partikül şekli ve dispersiyonu üzerindeki etkisini araştırdık 

[236, 247, 248]. Bu amaçla üretilen üç farklı siRNA-PLGA nanopartiküllerinde en 

küçük boyut, en yüksek gen susturma oranının elde edildiği siRNA-PLGA-1 

NP’leridir. Bu NP üretilirken amacımız RNA yapısında meydana gelebilecek 
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bozulma riski nedeniyle sonikasyondan kaçınmaktı. Bununla birlikte, elde edilen 

sonuçlara dayanarak, sonikasyonun siRNA-PLGA partikülleri üretiminde gerekli bir 

adım olduğu sonucuna varabiliriz.  

Sonikasyon olmadan vortekslemek, büyük ve poli dispersiyonlu partiküller elde 

edilmesine neden olurken; sonikasyon, hedeflenen kanser tedavisi için kabul 

edilebilir büyüklük olan yaklaşık 196 nm büyüklüğünde mono-dispersiyonlu 

partiküller elde etmeyi sağlar [249].  

Oksijen taşıyan çözücüler içinde seyreltme tek sarmallı RNA'da konformasyon 

değişikliklerine neden olduğundan [23, 250], siRNA'nın formüle edilmesinde DCM 

gibi suda çözülebilir çözücüler kullanılması zorunluluğunu getirmiştir; bununla 

birlikte, su ve yağın emülsifikasyonunu sağlamak için PVA kullanılmasını gerektirir. 

PVA; çok hidrofilik bir polimerdir;  DCM ile tamamen birleşemez, bu nedenle su 

formları içerisinde 100 nm'den büyük siRNA-PLGA partiküllerinin  oluşmasına 

neden olan kısmen büyük DCM nano-damlacıkları bulunur [251, 252]. Formülasyon 

işlemi sırasında sonikasyon gerekliliğinin, sistemde homojenleştirilmiş boyutlara 

sahip daha küçük DCM partikülleri elde etmek için gerekli olduğunu varsayabiliriz. 

siRNA-PLGA-2 sisteminde gözlenen büyük agregatlar, siRNA'nın PLGA NP'leriyle 

eksik bir şekilde birleştirildiğini göstermektedir, ki bu muhtemelen siRNA'nın sulu 

ortamda BSA zincirleri ile toplanmasının bir sonucudur. Bu arada, küçük parçacıklar 

elde ederken EE% 'sini optimize etmek önemlidir. 

4.7 siRNA-PLGA NP’lerinin enkapsülasyon verimi (%EE) ve yükleme verimi 

(%LE) 

Kloroformda self-assembly metoduyla oluşan PLGA miselleri içerisinde enkapsüle 

edilen siRNA, su ve tampon çözeltilerinin bulduğu ortama salım gerçekleştirir. 

PLGA miselleri içerisinde en kapsüle edilen siRNA gereç ve yöntem kısmında 

verilen enkapsülasyon verimi (%EE) formülü kullanılarak hesaplanmıştır. 

Yükleme verimi (%LE), nanopartikül içerisinde bulunan gereç ve yöntem kısmında 

verilen eşitlik kullanılarak hesaplanmıştır. 
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Tablo 4.2: Farklı yöntemlerle üretilen siRNA-PLGA NP’lerinin %EE ve %LE sonuçları. 

 

 

PLGA 

(mg) 

Final 

hacim 

(ml) 

Enkapsüle 

siRNA kons. 

(ng/ml) 

İlk siRNA 

kons. (ng/ml) 

EE (%) LE 

(ng/mg NP) 

siR-PLGA-3 50 20 1245,55 ± 261 4000 31,14 ± 2.9 336,51± 18.1 

siR-PLGA-2 30 8.115 1211,45 ± 185 4000 30,29 ± 4.1 345,99± 23.4 

siR-PLGA-1 30 8.115 1110,08 ± 193 4000 27,75 ± 3.2 444,03± 31.6 

Üç farklı yöntem kullanılarak hazırlanan NP’lerin enkapsülasyon ve yükleme 

verimlilikleri birbirinden farklı olmakla beraber çeşitli yapılan çalışmalarda 

enkapsülasyon ve yükleme verimi elde ettiğimiz sonuçlarla benzerlik göstermektedir. 

Cun ve ark. farklı PLGA konsantrasyonları ile yaptıları çalışmada benzer 

enkapsülasyon ve yükleme verimliliği tespit etmişlerdir. Ayrıca ortama BSA'nın 

eklenmesi, ortalama partikül boyutu ve boyut dağılımını önemli ölçüde 

etkilememiştir, fakat enkapsülasyon etkinliğinde önemli bir artışa neden olmuştur. 

BSA eklendikten sonra iç su fazının artan viskozitesi, emülsiyonun arttırılmış 

stabilitesi ve arttırılmış kapsülleme verimliliğine katkıda bulunduğu gösterilmiştir. 

Bizim elde ettiğimiz sonuçlarda literatür ile uyumlu sonuçlar göstermektedir [236].  

Chithrani ve ark. yaptıları çalışmada en başarılı hücre internalizasyonu ve gen 

susturma için istenen boyut 100 nm'den azdır [253]. Bu nedenle, düşük tanecik ebadı 

ile yüksek %EE 'si gerçekleştirilmelidir. Yapılan çalışmalar siR-PLGA NP'lerinin 

başarılı optimizasyonu için sonikasyonun en yüksek EE elde etmedeki önemini 

göstermiştir. Bununla birlikte, kapsülleme yüzdesindeki artış, büyük olasılıkla su 

içinde büyük emülsifiye edilmiş DCM damlacıklarının oluşmasından dolayı, partikül 

büyüklüğünün ~250 nm'ye yükselmesiyle ilişkilidir. Ayrıca, kendiliğinden bileşen 

sistemlerde organik çözücünün buharlaştırılması sırasında sistemde RNA'nın varlığı, 

oda sıcaklığında bulunan RNA'nın stabilizasyonunun bozulması bir risk faktörüdür. 

Mono dispers partikül oluşmasına neden olan bu yöntem RNA yapısına zarar 

verebilir.   

Bu nedenle siRNA'nın önceden oluşturulan PLGA NP'lerine enkapsülasyonu 

sağlanarak, RNA yapısının bozulma olasılığı önlenmeye çalışıldı. Ayrıca PLGA 

NP’lerine si-RNA'nın enkapsüle edilmesi; RNA'nın optimum koşullarda 

inkübasyonunu sağlarken, kullanılan organik çözücü ile temasını önler. Bununla 

birlikte su ile karışabilen oksijen taşıyamayan çözcüler kullanılarak serbest PLGA 
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NP'lerinin hazırlanması mümkündür ve aynı zamanda bu şekilde 100 nm'den küçük 

NP'ler hazırlanabilir.  

Partikül büyüklüğü siRNA yüklendikten sonra 121 nm'den (sayı dağılımı ile ölçülen) 

92 nm'ye düşmesi; küçülen partiküllerde PLGA'nın fonksiyonel grupları 

nükleotidleri kendi içerisine dahil ettiğini açıkça göstermektedir. Tüm bunlar diğer 

formülasyonlara kıyasla siRNA-PLGA-1'den elde edilen en yüksek gen susturma 

aktivitesi ve en yüksek oranda yük taşıma kapasitesinin korunduğunu gösterir.  

siRNA-PLGA-2 ve siRNA-PLGA-3'de elde edilen zayıf gen susturma aktivitesi, 

partikül hazırlama işlemi sırasında RNA'nın stabilitesinin bozulmasının bir sonucu 

olabilir.  

Üç farklı formülasyon için hesaplanan %EE neredeyse eşit olmasına rağmen, LE 

siRNA-PLGA-1 için en yüksek bulunmuştur.  

Bazı çalışmalar, formülasyon bileşenlerinin %46'ya (BSA miktarını artırarak) 

modifiye ederek %EE değerini artırmaya devam etmişlerdir [236] , ancak siRNA-

PLGA-1 kullanılarak gen susturma işleminde tam başarı, formülasyon 

parametrelerinde modifikasyon ihtiyacını ortadan kaldırmaktadır.  

4.8 Sentezlenen siRNA-PLGA NP’lerinin Gen Sustuma Sonuçları 

GPR87 geninin sentezlenen PLGA nanopartikülleri ile genin post transkripsyonel 

susturulması Thermo Scientific™ Pierce™ Renilla-Firefly Luciferase Dual Assay kit 

kullanılarak ölçülmüştür. ELISA Reader cihazıyla üç farklı yöntemle sentezlenen 

PLGA NP’lerinin gen susturma düzeyleri ölçülmüştür. Ölçümlerde negatif ve pozitif 

kontroller kullanılarak floresans emisyonları karşılaştırılmıştır.  

Kullanılan vektörde iki farklı dalga boyunda lüminesansa neden olan gen bölgesi 

mevcuttur. PsiCHECK™-2 vektöründe bulunan Green renilla lusiferaz ve Red firefly 

lusiferaz iki farklı dalga boyunda floresans ışımaya neden olmaktadır. 450-650nm 

(maksimum emisyon 535 nm) emisyon aralığında Green renilla lusiferazı, 560-700 

nm (maksimum emisyon 613 nm) aralığında ise Red firefly floresans vermektedir. 

Vektörde bulunan green renilla bölgesinin devamında çoklu klonlama bölgesi 

bulunmaktadır. Çoklu klonlama bölgesine GPR87 geni klonlanmıştır. Bu bölgeye 

hedefli gönderilen siRNA ile post transkripsiyonel gen susturma gerçekleştidiğinde 

bu bölgede lüminesans değerin düştüğü veya lüminesans ışıma hiç gözlenmez.  
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Diğer bir lüminesansa neden olan red firefly deneysel çalışmada kontrol amaçlı 

kullanılır. Bu bölgede lüminesans ışımanın görülmesi deneysel çalışmaların sorunsuz 

gerçekleştiği ve gen susturmanın başarılı olduğunu göstermiştir. 

 Ölçümlerimiz sonucunda 490 nm'de Green Renilla'nın dalga boyundaki düşüşün 

GPR87 genin post transkripsiyonel susturma aktivitesiyle orantılı olduğu; 690 nm'de 

Red Firefly emisyonun ise bağımsız olduğu ve tüm deneylerde sabit olduğu tespit 

edilmiştir.  

HEK293T ve 1.1B4 pankreas hücre hattı ile yapılan gen susturma çalışmalarında 

Negatif ve pozitif kontroller her ölçümde kullanılmıştır. Pozitif kontrol gruplarına 

siRNA yüklü PLGA NP kullanılmamıştır. Bu nedenle green renilla ve red firefly 

lüminesansın gerçekleştiği, negative kontrollerde ise siRNA etkisiyle green renilla 

lümisansının azaldığı/ hiç gerçekleşmediği tespit edilmiştir. 

Kontrollerin ve farklı siRNA-PLGA NP'lerin gen susturma aktivitesi, hücre ölümü 

nedeniyle pik yoğunluğundaki genel azalma dikkate alınarak ölçümler 

gerçekleştirilmiştir.  

HEK293T hücre hattına gereç ve yöntem kısmında anlatılan siRNA-PLGA-1, 

siRNA-PLGA-2, siRNA-PLGA-3 nanopartikülleri ile gen susturma oranları şekil 4-

23, 4-24, 4-25’de ayrı ayrı gösterilmiştir. Şekil 4-26’da ise üç farklı yöntemle 

hazırlanan nanopartiküllerin gen susturma oranları karşılaştırılarak gösterilmiştir.  

 

Şekil 4.23: Green Renilla ve Red Firefly floresan emisyon alanının taranması. 

siRNA-PLGA-1 NP ile HEK 293T hücre hattında GPR87 gen susturma 

sonucu. 
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Şekil 4.24: Green Renilla ve Red Firefly floresan emisyon alanının taranması. 

siRNA-PLGA-2 NP ile HEK 293T hücre hattında GPR 87 gen susturma 

sonucu. 

 

 

Şekil 4.25: Green Renilla ve Red Firefly floresan emisyon alanının taranması. 

siRNA-PLGA-3 NP ile HEK 293T hücre hattında GPR87 gen susturma 

sonucu. 
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Şekil 4.26: Green Renilla ve Red Firefly floresan emisyon alanının taranması. 

siRNA-PLGA-1,2 ve 3 NP ile HEK 293T hücre hattında GPR87 gen 

susturma sonucu. 

Negatif kontrol grubunda hücrelere GPR87 geni transfesiyonu gerçekleştirilmiş fakat 

siRNA-PLGA NP gönderilmemiştir. Bu nedenle Green Renilla (490 nm) ve Red 

Firefly (690 nm) dalga boylarında floresans ışıma görülmüştür. Negaitf kontrol 

olarak “Lipofectamine® LTX and PLUS™ Reagent” kullanılmıştır. Kitin ve 

NP’lerin gen susturmaları oranları pozitif ve negatif kontrol grupları ile 

karşılaştırılmıştır.  

Pierre ™ Renilla-Firefly Luciferase Dual Assay Kit kullanılarak 490 nm ve 690 nm’ 

yapılan ölçümler sonucunda üretilen üç farklı nanopartikülün gen susturmada başarılı 

olduğu tespit edilmiştir. Farklı formülasyonlarda hazırlanan NP’ler kendi aralarında 

kıyaslandığında GPR87 geninin post transkripsiyonel susturma oranlarının farklı 

olduğu tespit edilmiştir.  
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Şekil 4.27: Pozitif ve negatif kontrol ile farklı siRNA-PLGA nano-

formülasyonlarının GPR87 gen susturma aktivitesinin 490 nm ve 690 nm’de ölçüm 

sonuçları. 

Glatt ve ark. GPR87 ekspresyonunun small interfering RNA (siRNA) ile 

susturulduğunu tespit etmişlerdir [27]. Bizim çalışmamızda üç farklı yöntem 

kullanılarak hazırlanan siRNA-PLGA NP’lerinin GPR87 genini susturmada etkili 

olduğu tespit edilmiştir. En etkili gen susturma siRNA-PLGA-1 NP’lerinde tespit 

edilmiştir.  

1.1B4 pankreas hücre hattında gereç ve yöntem kısmında anlatılan siRNA-PLGA-1 

nanopartikülleri ile gen susturma sonucu şekil 4-28’de gösterilmiştir.  

 

Şekil 4.28: Green Renilla ve Red Firefly floresan emisyon alanının taranması. 

siRNA-PLGA NP ile 1.1B4 hücre hattında GPR 87 gen susturma sonucu. 
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Yuan ve ark. yaptığı çalışmada si-GFP-RNA yüklü PLGA NP ile gen susturulduğu 

GPF proteinleri ile tespit edilmiştir [254]. Bizim çalışmamızda Green Renilla ve Red 

Firefly lüminesans ışıması ile gen susturma tespit edilmiştir. 490 nm’de lüminesans 

ışımasının görülmemesi siRNA’nın kompementer diziyle tam eşleşme gösterdiği ve 

mRNA’nın parçalasına neden olarak lüminesans ışıma gerçekleşmediğini 

göstermektedir. 690 nm’de ise lüminesans ışıma devam etmektedir. Bu lüminesans 

ışıma siRNA’nın PLGA nanopartikülleri ile hücreye girdiğini ve siRNA-

psiCHECK™-2 rekombinant vektörün gen ekspresyonunun sorunsuz devam ettiğini 

göstermektedir. Pozitif konrol ile karşılaştırma yapıldığında lüminesans ışımada belli 

bir miktar azalmasının nedeni ise siRNA 1.1B4 hücre hattında çeşitli yolakları 

etkileyerek hücre ölümüne neden olmasından kaynaklanmaktadır. Zhang ve ark. [59] 

yaptıkları çalışmada GPR87 geninin ekspresyonun engellemesi hücrelerin canlılığını 

etkilemekte ve P53’e bağlı DNA hasarı ile hiperaktivize edildiği gözlenmiştir. Bu ve 

benzeri çalışmalar bizim deney sonuçlarımızı doğrulamaktadır. 

4.9 siRNA-PLGA NP ile 1.1B4 Hücre Hattında Sitotoksisite Deneyi Sonuçları 

GPR87 geninin susturulması hücrede çeşitli yolakları etkileyerek zamanla hücre 

canlılığının kaybedilmesine neden olmaktadır. Sulforhodamine B (SRB) yöntemiyle 

gen susturmanın hücreler üzerindeki sitotoksik etkisi tespit edilmiştir.  

1.1B4 pankreas hücre hattına iki farklı konsantrasyonlarda siRNA-PLGA NP 

verilmiştir.  

Gereç ve yöntem kısmında siRNA-PLGA-1 NP şeklinde hazırlanan NP’ler; iki farklı 

konsatrayonda (50 µl, final konsant. 62 ng/ml ve 25 µl, final konsant. 31 ng/ml) 

olmak üzere iki farklı konsantrasyonda hücrelere muamele edilmiştir. Hücrlerin 

canlılıklarını tespit etmek için 24 saat ve 48 saattlik farklı periyotlarda inkübasyona 

bırakılmıştır. İnkübasyon sonrası SRB yöntemiyle hücrelerin canlılıkları ölçülmüştür. 
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Şekil 4.29: SRB yöntemiyle 1.1B4 hücrelerinin sitotoksisite sonucu. 

Yapılan çalışmalarda kullanılan çeşitli katyonik lipitler, katyonik polimerler, hücre 

penetrasyon peptitleri gibi çeşitli non-viral taşıma yöntemlerinin yapılan çalışmalar 

sonucu toksisite, düşük serum stabilitesi, non-spesifik immün yanıt ve biyolojik 

olarak parçalanabilirlik eksikliği gibi çeşitli kullanımını sınırlayan ciddi kritik 

konular bulunmaktadır [255]. Bu nedenle biyouyumu ve biyoparçalanabilir 

polimerlerin kullanılması toksisite, non-spesifik immün yanıt gibi çeşitli problemlei 

ortadan kaldırarak hedefli kişiye özgü tedavide kullanımına imkan tanımaktadır. 

Garcia ve ark. yaptıkları çalışmada anal displazi ve servikal displazinin faz 2 klinik 

çalışmalarında kullandığı PLGA [256] düşük toksisite, biyouyumlu ve 

biyoparçalanabilir olduğundan terapötik maddelerin taşınmasında kullanılır. 

Deneysel çalışmalarımız sırasında PLGA polimeri ile oluşturduğumuz 

nanopartiküllere siRNA yüklenmeden hücrelere verilmiş ve hücreler 24 ve 48 saat 

inkübasyonda bekletilmiştir. İnkübasyon sonrası herhangi bir muamele yapılmamış 

kontrol gruplarıyla karşılaştırılarak sitoktoksisitesi ölçülmüştür. Literatür ile uyumlu 

olarak herhangi bir sitotoksik etki gözlenmemiştir.  

GPR87, LPA reseptör ailesiyle ilişkili GPR, çeşitli karsinomalarda aşırı eksprese 

edilir ve tümörün hayatta kalma süresinde önemli rol oynar [50].  Zhang ve ark. 

kanser hücre hattı MCF7 ve ROC ile yaptıkları çalışmada GPR87 geninin 

ekspresyonu tümör baskılayıcı p53 ve p53'e bağlı DNA hasarı ile düzenlendiği 

bildirildi [59]. Yine bu çalışmada Ad-shGPR87 kullanılarak mesane kanseri hücre 

hatlarında GPR87'nin baskılanmasının, anti-kanser ilaçları nedeniyle herhangi bir 

stres olmadığında p53 ekspresyonunda bir artışa neden olduğu, ardından da hücre 

proliferasyonu ve apoptozun indüksiyonu gösterilmiştir.  

GPR87 genini hedefleyerek tasarladığımız siRNA-PLGA (siRNA-PLGA-1) 

nanopartikülleri içerisine enkapsüle edilerek iki farklı konsantrasyonda hücrelere 
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verilerek inkübasyona bırakılmıştır. 24 ve 48 saatlik inkübasyon sonrası toksisite 

sonuçları incelenmiştir. 50 µL verilen hücrelerde 25µL gönderilen hücreler göre 

toksik etkinin daha fazla olduğu gözlemlenmiştir. 

4.10 siRNA-PLGA-1 Nanopartiküllerinin İn Vitro Salım Sonucu 

siRNA-PLGA NP’lerinin pH 7.4‘de gereç ve yöntem kısımda bahsedilen periyotlarla 

salım miktarı tespit edilmiştir. Şekil 31’de görüldüğü gibi hızlı bir salınımın ardından 

sürekli bir salım gerçekleşmektedir. Salım profili en iyi 0.9184 R2 değerinde tespit 

edilmştir. Buda siRNA serbest bırakma oranının konsantrasyona bağlı olduğu 

anlamına gelir.  

 

 

Şekil 4.30: siRNA-PLGA NP’lerinin salım sonucu. 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Farklı yöntemlerle hazırlanan PLGA NP’leri içerisine enkapsüle edilen siRNA’nın 

RNAi tekniği ile gen susturma üzerindeki etkisi araştırılmıştır. Ayrıca hidrofilik 

siRNA’nın amfililik PLGA ile etkileşimi, salım süresi, mono-dispers parçacık 

oluşumu ve sitotoksisitesi değerlendirildirilmiştir. 

 Hidrofilik ortamda kendiliğinden bileşen sistemlerle (self-assembly) oluşan mono 

dispers PLGA NP’leri içerisine siRNA girişi başarıyla gerçekleşmiş ve farklı 

protokoller kullanılarak üretilen farklı PLGA NP’leri gen susturmada başarılı 

olmuştur.  

Çalışmanın ilk basamağında siRNA başarıyla üretilmiş; ikinci basamağında su-yağ-

su (W1/O/W2) metoduyla farklı protokollerle üç farklı PLGA NP’leri üretilerek 

siRNA’nın bu NP’lere farklı yöntemlerle enkapsülasyonu, HEK293T ve 1.1B4 hücre 

hatlarında, NP hücreye girdiği ve gen susturmada başarılı olduğu biyolüminesans 

ışıması ile belirlenmiştir. 

HEK293T hücre hattına uygulanan siRNA-PLGA-1, 2 ve 3 NP’leri hücrenin 

içerisine başarıyla girdiği ve GPR87 geninin post transkripsiyonel gen susturmada 

başarılı olduğu tespit edilmiştir.  

siRNA-PLGA-1 NP’leri literatürden farklı olarak PVA gibi bir ara polimer 

kullanılmadan, siRNA nanopartikül sentezlendikten sonra enkapsüle edilmiştir. 

Partikül boyutunun ~100 nm olduğu ve en etkili gen susturma bu yöntem ile üretilen 

siRNA-PLGA NP’leri ile tespit edilmiştir. 

siRNA-PLGA-2 NP’leri ise literatüre uygun olarak PLGA NP’leri oluşurken şiddetli 

vortekslenerek siRNA enkapsülasyonu sağlanmıştır. Oda sıcaklığında hazırlanan bu 

NP’lerin diğer protokollere oranla boyutunun daha büyük olduğu (~500 nm) ve gen 

susturma oranının diğer yöntemlerle hazırlananlara göre düşük olduğu tespit 

edilmiştir.  

siRNA-PLGA-3 NP’leri ise literatüre uygun olarak PLGA NP’leri oluşurken 

ultrasonik prob kullanarak emülsifikasyon ve siRNA enkapsülasyonu sağlanmıştır. 

Kısmen buz üzerinde gerçekleştirilen bu işlemler sonucunda NP boyutu ( 200 nm) 
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siRNA-PLGA-2’ye göre daha istenilen boyutta ve daha etkili gen susturma tespit 

edilmiştir. 

Literatür ile uyumlu olarak sentezlenen siRNA-PLGA-2 ve 3 NP’lerine siRNA’nın 

enkapsüle edilmesi için literatürde PVA/PEI gibi ara polimerler kullanılmıştır. Bu ara 

polimerler yüzey gerilimini azaltarak (mono dispers partikül oluşmasını sağlar) ve 

hidrofilik ortamda siRNA’nın hücreye girişini kolaylaştırır. Ancak kullanılan 

PVA/PEI’nin santrifüj işlemleriyle uzaklaştırılması siRNA stabilitesini ve NP yapısı 

üzerinde olumsuz etkileri vardır. Ayrıca toksisiteye sebep olabilecek maddelerden 

arındırılamsı için gerçekleştirilen santrifüjleme işlemi siRNA’nın dışarı çıkmasına 

enkapsülasyon verimliliğinin düşmesine ve bir miktar siRNA’nın dış kısımdaki sulu 

ortamda kaybedilmesine neden olur. Tüm bunlara ek olarak NP hazırlanırken 

kullanılan diklormetan NP’lerin boyutunun büyümesine neden olmaktadır. Literatüre 

uygun olarak hazırlanan siRNA-PLGA-2 ve siRNA-PLGA-3 NP’lerinde etkili gen 

susturma tespit edilmesine rağmen uygulanan protoküllerin sınırlılıkları 

bulunmaktadır. Bu da hücreye alımını ve gen susturmasını etkilemektedir.  

Farklı ve özgün olarak hazırlanan siRNA-PLGA-1 NP’leri ise sitotoksisiteye neden 

olabilecek herhangi bir maddeyi uzaklaştırmak için santrifüj işlemine gereksinim 

duyulmaması, siRNA’nın NP oluşturulduktan sonra enkapsüle edilesi, ayrıca 

oluşturulan NP’lerin diğer yöntemlerle hazırlanan NP oranla boyutunun daha küçük 

olması gibi çeşitli avantajları vardır. Ayrıca diğer hazırlanan NP’lere oranla daha 

etkili gen susturma gözlenmiştir. 

 

HEK293T hücre hattı sonuçlarına göre en etkili gen susturma ve NP boyutuna sahip 

siRNA-PLGA-1 NP’leri kullanılarak 1.1B4 pankreas hücre hattında da gen 

susturmanın başarıyla gerçekleştiği, hücreler üzerinde sitotoksik etki yaratmadığı 

tespit edilmiştir. 

1.1B4 hüce hattı üzerinde yapılan sitotoksisite çalışması sonuçlarına göre 25 µL 

olarak uygulanan hücrelerin 24 saat sonucu ve kontrol gruplarına kıyasla, 50 µL 

uygulanan hücrelerin 48 saat sonunda canlılıklarının azaldığı tespit edilmiştir. 

Yapılan salım deneyleri sonucunda edilen salım grafiğine göre siRNA’nın bir 

bölümünün dışarıda olduğunu hepsinin suda çözünmediğini NP içine de yüklendiğini 

göstermektedir. NP’ler siRNA’yı ilk önce hızlı bir salımını gerçekleştirdikten sonra 
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yaklaşık 6 saat boyunca enkapsüle edilen siRNA’nın zamanla tamamını bıraktığı 

tespit edilmiştir.  

Enkapsülasyon verimi literatüre uygun olarak gerçekleşmiştir. Ancak %EE’nin 

istenilenden düşük olmasının nedeni, siRNA’nın santrifüj işlemleri sonucu NP’lerden 

ayrılmasından kaynaklı olabileceği düşünülmektedir. 

Yapılan literatür araştırmasında siRNA-PLGA NP kullanılarak GPR87’genin post 

transkripsiyonel susturulması ile ilgili çalışma tespit edilememiştir. Ayırca yapılan 

literatür araştırmalarında PLGA NP’ne enkapsüle edilen siRNA’nın genellikle ticari 

olarak alındığı ve araştırmacılar tarafından üretiminin yok denecek kadar az olduğu 

belirlenmiştir. Çalışmamızda RNAi tekniği ile üretilen siRNA’nın, GPR87 genini in 

vitro koşullarda etkili bir susturduğu tespit edilmiştir. Çalışmanın devamı olarak bu 

nanotaşıyıcı sistemlerin etkinliği geliştirilerek in vivo çalışmalarla desteklenmesi 

düşünülmektedir.  

siRNA-PLGA-1 NP’nin GPR87 genini tamamen susturmadaki başarısı, üretim 

prosesinin endüstriyel üretimlere uyumu nedeniyle toplu üretimi de mümkündür ve 

RNA makromoleküllerinin formüle edilmesinde yeni bir yöntem olarak 

önerilmektedir. Her ne kadar GPR87 geninin susturulması, 1.1B4 pankreas kanseri 

hücre hatlarında düşük hücre ölüm oranına yol açsada, bu yaklaşım pankreas 

kanserinin tamamlayıcı tedavisi olarak düşünülebilir. Bu nedenle, siRNA 

formülasyonlarının geleneksel kanser kemoterapisiyle birlikte uygulaması için daha 

ileri çalışmaların yapılması gerekmektedir. 
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