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1.0ZET

Gen tedavisi, genetik defektlerin diizeltilmesi amaciyla genetik materyalin aktarimi
ve hatali veya fazla calisan genlerin susturulmasi olarak da tanimlanan
multidisipliner bir calisma alanidir. Anjiogenez tiimor gelisiminde Onemli bir
basamaktir. Dolayisiyla anjiogenezi susturmak, gen tedavisinde etkili bir
yaklagimdir. Son yillarda, gen ekspresyonunun inhibisyonu, kisaca RNAi (RNA
interferans), basta kanser olmak iizere bir¢ok Onemli hastaliklarin tedavisinde
geleneksel tedavilere alternatif olarak arastirilmaktadir. Ancak shRNA ile tedavide,
en Onemli sorun bu molekiillere karsi hiicre membrani permeabilitesinin zayif
olmasidir. Bu amagla c¢aligmamizda, anjiogenik bir protein olan VEGF’in
inhibisyonu i¢in pozitif yiikli, dogal ve biyouyumlu bir polimer olan kitozan ve
peptid yapida protamin ile hazirlanan kompleks ve nanopartikiil formiilasyonlarinin
shRNA tasiyici potansiyeli aragtirtlmistir. VEGF-A shRNA igeren kitozan, protamin
ve kitozan/protamin kompleksleri ile kitozan/TPP nanopartikiil formiilasyonlar
hazirlanmis ve in vitro karakterizasyonlar1 yapilmistir. Komplekslerin ve
nanopartikiillerin HEK293, HeLa ve MCF-7 hiicre hatlarinda in vitro transfeksiyon
etkinligi ve gen inhibisyonu oOzellikleri incelenmistir. Kullanilan polimerler ile
ortalama 299nm, 253nm, 338nm boyutlarinda ve +8-28mV, -12-9mV, +8-21mV yiik
degerinde  kitozan/shRNA, protamin/shRNA  ve  kitozan/protamin/shRNA
kompleksleri elde edilmistir. Ayrica 280nm boyutunda ve 8-21mV yiik degerinde
shRNA iceren kitozan/TPP nanopartikiilleri hazirlanmistir. Tasiyict sistemler,
VEGF-A shRNA’y1 serum ve niikleaz degredasyonuna karst korumustur.
Nanopartikiil formiilasyonlar1 ile uzun siireli kontrollii bir salim profili elde
edilmigstir. Tasiyict sistemler ile in vitro transfeksiyon c¢alismalarinda maximum
VEGF-A gen inhibisyonu 1/2/1 kitozan/protamin/shRNA kompleksleriyle HEK293
hiicrelerinde  saglanmistir ~ (%98;  HEK293>HeLa>MCF-7).  Kompleksler
(kitozan/protamin/shRNA> protamin/shRNA > kitozan/shRNA) ile nanopartikiillere
(=%50) kiyasla daha yiiksek diizeyde VEGF gen inhibisyonu elde edilmistir. Sonug
olarak kitozan ve protamin esash tasiyici sistemler ile VEGF-A shRNA’nin
formiilasyonu ve etkin bir gen transferi miimkiindiir. Elde edilen veriler, RNAi
teknolojisinde, VEGF-A shRNA stabilitesi ve transferi ¢alismalarina énemli 6l¢iide
katkida bulunacak niteliktedir.

Anahtar Kelimeler; RNAI, kitozan, protamin, nanopleks, nanopartikiil



2.SUMMARY

IN VITRO STUDIES ON THE SILENCING OF THE VASCULAR
ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR GENE

Gene therapy is a multidiciplinary area with the purpose of transfering genetic
material, inhibiting defective or amplified genes for the correction of genetic defects.
Angiogenesis 1s an important step in the development of tumor. Therefore, inhibiting
angiogenesis is an effective approach in gene therapy. In recent years, the inhibition
of the gene expression, in other words RNAi (RNA inteference) is heavily researched
as an alternative to the traditional treatments of many important diseases including
cancer. However, the most important problem in shRNA therapy is that these
molecules against the cell membrane permeability weak. For this purpose in our
thesis study, for the inhibition of VEGF which is an angiogenic protein; the complex
which is prepared with positive charged, natural and biocompatible polymer chitosan
and protamin which is a peptide and the potential of nanoparticle formulations with
shRNA carrier were investigated. The chitosan/TPP nanoparticles formulations are
prepared with chitosan containing VEGF-A shRNA, protamine and
chitosan/protamine complexes, and in vitro characterization is done. In vitro
transfection efficiency and gene inhibition properties of complexes and nanoparticles
are analyzed in HEK293, HeLa and MCF-7 cell lines.With the used polymers,
averagely 299nm, 253nm, 338nm sized and 8-28mV, -12-9 mV, 8-21mV surface
charged chitosan/shRNA, protamin/shRNA and chitosan/protamin/shRNA
complexes are obtained. Furthermore, 280 nm sized and 8-21 surface charged
shRNA containing chitosan/TPP nanoparticles were prepared. The carrier systems
protected VEGF-A shRNA against serum and nuclease degradation. A long term
controlled release profile has been obtained with the nanoparticle formulations. With
carrier systems, In in vitro transfection studies the most highest VEGF-A gene
inhibition was obtained with 1/2/1 chitosan/protamine/shRNA complexes in
HEK?293 cell line (%98, HEK293>HeLa>MCF-7). We obtained more higher VEGF
gene inhibition compared with complexes (chitosan/protamine/shRNA>
protamine/shRNA>chitosan/shRNA) and nanoparticles(=%50). As a result, with
chitosan and/or protamin-based carrier systems, formulation of VEGF-A shRNA and
effective gene transfer can be possible. The data obtained have the quality to provide
significant contribution to VEGF-A shRNA stability and transfer studies in the RNAi
technology.

Key Words; RNAI, chitosan, protamin, nanoplex, nanoparticle



3. GIRIS VE AMAC

Gen tedavisi, farmasotik iiriin olarak genlerin kullanilmasi yoluyla eksik, bozuk
ve istenilen sekilde ¢alismayan gene islevselliginin kazandirilmasi i¢in alternatif bir
yaklagimdir. Gen tedavisinde, istenen genin etkili ve yeterli olacak diizeyde hiicre
icine taginmasi, taginan genin etkinligini tedavi boyunca siirdiirmesi, konak¢i1 hiicrenin
tagiyici sistem ve gene cevabinin hiicresel ve organizma i¢in uygun sekilde olmasi ve

ayrica bu genin baska bir hastaliga yol agmamasi amaglanmaktadir V.

Gen ekspresyonunun inhibisyonu, bir antijen teknolojisi olan RNA interferans
teknolojisi olarak da tanimlanan teknikle miimkiin olabilmektedir. Proteinlerin
islevlerinin ve aktivitelerinin, baskilanarak ya da durdurularak arastirilmasi molekiiler
biyoloji alaninda giliniimiizde {izerinde durulan bir yontemdir. Hiicre kiltiiri
calismalarinda sekansa spesifik gen inhibisyonu saglayan RNAi teknolojisi, antisens
ve ribozimlere alternatif bir tekniktir. siRNA teknolojisi, daha dnceden kullanilan
metodlara gore daha giivenilir, etkin ve spesifiktir. Bu teknikte, ¢ok kiiciik dozda
siRNA spesifik olarak ilgili gene baglanarak protein iiretimini durdurmakta ve bu
sekilde gen ekspresyonunun inhibisyonu saglanmaktadir. 2000’li yillarin bilimsel
bulusu olarak tanimlanan RNAI1 ile gen susturulmasi giiniimiizde tedavisi son derece
giic olan basta kanser olmak iizere viral enfeksiyonlar (HIV, hepatit) ve degisik
genetik hastaliklarin  tedavisinde umut kaynagi olmustur. RNAi teknolojisinin
enfeksiyon hastaliklari, norolojik hastaliklar, kanser, okiiler hastaliklar, inflamasyon,
apoptozis ve solunum sistemi hastaliklarini tedavi etmek icin kullanilan terapotik
uygulamalarina ek olarak, bilinmeyen genlerin fonksiyonel analizi agisindan da
kullanim1 ¢ok popiilerdir. siRNA temelli ilaglar gesitli hastaliklar i¢in faz 1 ve

preklinik asamalarina gelmistir &7 %%

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) hem tiimor biiytimesi, hem de
metastaza katilan biiylime faktorlerinden birisidir. Yeni kan damarlarinin olusmasi
olarak da tanimlanan anjiogenez tiimor gelismesi ve metastazda 6nemli bir faktordiir.
Tiimorlerin biiylimesinde yeni damarlanmanin engellenmesi ve/veya kisitlanmasi,
kanser Onleyici tedavi olarak kullanimini giindeme getirmektedir. Anjiogenezise

katilan birgok biiylime faktorii (epidermal biiylime faktor reseptorii, integrinler, MMP



molekiilleri, VEGF, siklooksijenaz-2) vardir ®. Bunlar arasinda vaskiiler endotelyal
bliytime faktorii (VEGF), anjiogenez ile iliskili birgcok basamakta yer almaktadir.
VEGF aktivitesinin inhibisyonu yada reseptdrlerinin fonksiyonel kaybinin cesitli
hayvan tiimér modellerinde tiimdr biiylimesi ve metastazi inhibe edebilecegi

gosterilmistir &35 119,

Terapotik genlerin hiicreye aktarilmasinda kullanilan gen tasiyict sistemler, viral
ve viral olmayan tastyici sistemler olarak smiflandirilabilir. Viral olmayan tasiyici
sistemler, iiretim ve saflagtirma kolayligi, giivenli ve stabil olmasi, kolay
uygulanabilmesi ve her boyutta genetik materyali tagiyabilmesi nedeniyle, viral
tagiyict sistemlere kiyasla daha cok tercih edilmektedir. Terapdtik etki igin vektor,
yiiksek transfeksiyon etkinligine ve optimal gen anlatimi i¢in uygun promotor-
enhancer diziler ile kombine edilebilen, kontrol edilebilir gen dizaynina sahip
olmalidir "™, Ayrica ideal gen tasiyic1 sistemin maliyeti ucuz olmali, stabil olmal,
biyouyumlu ve biyopargalanir olmali, toksik, inflasmatuar, immunojenik ve onkojenik
ozellikte olmamalidir ** " Viral olmayan tasiyict sistemler olarak polikatyonik

polimerler, lipidler ve lipozomlar en siklikla kullanilan sistemlerdir.

Tez kapsaminda, shRNA iceren nanopartikiil ve komplekslerin hazirlanmasinda
kullanilacak olan kitozan; degrede olabilen ve biyogecimli bir biopolimerdir; diisiik
toksisitesi ve katyonik 6zelligi nedeniyle iyi bir gen-tasiyict sistem olarak dikkat

cekmektedir ¢

ve basarili bir sekilde niikleik asitlerin formiilasyonunda
kullanilmaktadir. Protamin ise, 1s1 ile koagiile olmayan katyonik yapida basit bir
proteindir. Protamin, gilinlimiizde antisens oligoniikleotidlerin (AsODNs) tasinmasi

¢alismalarinda denenmektedir >'"*”

. Literatiirde protamin nanopartikiiller ile gen
ekspresyonunu durdurma amagh olarak ¢esitli calismalar mevcuttur “”. Weyerman ve
ark., 2004; AsODN igeren protamin nanopartikiiller hazirlayarak fiziksel
karakterizasyonunu ve in vitro transfeksiyon Ozelliklerini incelemislerdir.
Caligmalarinda diger tasiyict sistemlere kiyasla (Lipopleks ve lipozom), protamin
esasl1 nanopartikiiler sistemlerin hiicreye penetrasyonunun yiiksek ve sitotoksisitesinin

cok diisiik oldugunu rapor etmislerdir "'¥. Benzer sekilde Dinauer ve ark., 2004

protamine-AsODN nanopartikiiler sistemlerin hiicre igerisi trafigini ve HIV-1



transaktivasyonunu “*”; Kerkman ve ark., 2006 ise CpG oligoniikleotidlerinin

nanopartikiiler ~formiilasyonunda kitozan, jelatin ve protamin kullanimini,
formiilasyon parametrelerini incelemisler ve protamin’in CpG-ODN esasli terapotikler
icin biyoyikimlanabilir bir tastyici sistem olarak immiinstimiilasyonu da uyarmadigin

bildirmislerdir.

VEGF, timor anjiogenezini, tiimor bilylimesini ve vaskiiler permeabiliteyi
arttirir. Hiicre gdclinli uyarir, apoptozisi baskilar. Polilaktik ko-glikolik asit (50:50)
kullanilarak formiile edilen antisens oligoniikleotid nanopartikiilleri seklinde hiicreye
uygulanan VEGF’in enkapsiilasyon etkinligi ve partikiil biiyiikliigii incelenmistir ®
V. Kitozan ve protamin ile olusturulan nanopartikiillerle ilgili c¢alisma

bulunmamaktadir. Bu sebeple tez kapsaminda VEGF-A shRNA kitozan ve protamin

nanopartikiil ve kompleksleri hazirlanacaktir.

shRNA konusu ¢ok yeni bir konudur ve shRNA terapétiklerinin ¢éziimlenmesi
gereken pek ¢ok sorunu vardir ©* %, Amacimiz, pek gok ciddi hastaligm tedavisinde
timit vadeden shRNA molekiilii i¢in uygun bir tagiyici sistem gelistirmek ve bu
tastyict sistem ile hazirlanan shRNA ilaglarinin tiimérde VEGF ekspresyonunu

engellemesi amaciyla kullanilabilirligini in vitro olarak arastirmaktir.



4. GENEL BILGILER

4.1. RNA Interferans

RNA interferans, c¢ift iplikli RNA’nin hiicreye girdigi zaman homolog mRNA
zincirinin degredasyonuna yol agmasi ile sonuglanan transkripsiyon sonrasi gen
baskilama mekanizmasidir (post-transcriptional gene silencing, PTGS) ©?. RNAi
mekanizmas1 biyolojik sistemlerde dogal ve evrimsel olarak yiiksek diizeyde
korunmus olup, virus kalitm materyali, transpozonlar gibi hareketli genetik
elementlerin istilasina karsi genomu koruyarak hiicresel savunmada onemli rol
oynayan ayni zamanda istenmeyen yabanci genlerin elimine edilmesi, baskilanmasi

ve gelisimsel yollarin diizenlenmesinde de etkili olan bir mekanizmadir "',

RNAI olarak tanimlanan gen baskilama mekanizmas: ile ilgili ilk veriler 1980’li
yillarin sonlarina dogru bitkilerin genetik modifikasyonlar1 iizerine yapilan
calismalarda elde edilmistir. Transkripsiyon sonrast gen baskilanmasi olarak ilk kez
1990 yilinda Jorgensen ve arkadaglar1 tarafindan Petunya ¢iceklerinde
tanimlanmistir. Jorgensen ve arkadaslar1 calismalarinda, genetik transformasyon ile
petunya bitkisinde pigmentasyonu katalizleyen Antosiyanin iiretim basamaklarinda
yer alan flavonoid enzimlerden chalcone synthase (CHS) ve dihydroflavonol-4-
reductase (DFR) ekspresyonundan sorumlu bir genin aktivitesini diizenleyerek koyu
mor petunya bitkileri elde etmeyi amaglamislardir. Ancak gergeklestirdikleri
ekzojenik gen transformasyonu sonrasinda beklenilen sekilde ¢igek renginin
koyulagsmadigin1 aksine alacali pigmentasyon ile daha beyaz renkte petunyalarin
olustugunu gézlemlemislerdir. Bu beklenmeyen durum karsisinda yapilan ¢alismalar
nukleusta transkripsiyonun devam ettigini ancak transkripsiyon sonrasi sitoplazmada
hem endojenik hem de ekzojenik gen {iriinii mRNA’larin par¢alandigini géstermistir.
Daha sonraki arastirmalar, ekzojenik transgenin ekspresyonunun ¢ift zincirli RNA
molekiillerinin  (dsSRNA) olusumuna neden oldugunu ve dsRNA’larin da
organizmada dogal olarak bulunan PTSG’yi baslattigin1 ortaya koymustur ©> *% 9,
1992°de  Romano ve Macino, petunya bitkisindekine benzer bir PTSG
mekanizmasin1  Neurospora crassa fungusunda goézlemlemisler ve bu olayl
“Quelling” olarak adlandirmuslardir °%. 1995°1i yillara gelindiginde RNA baskilama

mekanizmasinda antisense RNA’nin mRNA ile hibridizasyonu ile translasyonun



inhibisyonunun yam sira sense RNA ile de gen ekspresyonunun antisense RNA
kadar etkili bir sekilde baskilanabilecegi Guo ve Kemphues tarafindan gosterilmistir
™), Sense ve antisense RNA nin gen ekspresyonunun baskilanmasi iizerine gosterdigi
sinerjik etkinin anlagilmasindan sonra 1998’de Andrew Z. Fire ve Craig Mello ekibi
dsRNA’nin gen ekspresyonunu baskilamada sense ve antisense RNA’ ya kiyasla 10
kat daha fazla etkili oldugunu saptamiglardir. Arastiricilar C. Elegans’a bir kas
proteinini kodlayan genin belirli bir dizisine spesifik dsRNA molekiillerini
enjeksiyon yolu ile nakletmisler ve dsSRNA enjekte edilen solucanlarda ¢aligilan kas
protein defekti bulunan solucanlarda gozlenen kas segirmesi fenotipini
gozlemlemislerdir . Elde edilen veriler, gerceklestirilen genetik ve biyokimyasal
caligmalar bitkilerde, funguslarda ve ardisik olarak C. Elegans’ta rapor edilen co-
supresyon/PTGS, quelling ve RNAi mekanizmalarinin islemsel olarak benzer
oldugunu ve dsRNA indiikleyici gen baskilama temeline dayanan bu biyolojik
yollarin hemen hemen biitiin 6karyotik organizmalarda biyolojik siirecte yer aldigini
RNAi’nin farkli sekilleri oldugunu ortaya koymustur. RNAi, Science dergisi
tarafindan 2001°de “yilin molekiili”, 2002’de 2002 yilinin en 6nemli bilimsel
hamlesi” secilmis ve 2006 yilinda da RNAL ile ilgili yaptiklari ¢aligmalar ile Andrew
Z. Fire ve Craig C. Mello adli arastiricilar Fizyoloji ve Tip alaninda nobel o6diilii
almiglardir. Daha sonra memeliler de dahil olmak {izere pek cok organizmada

tanimlanmgtir %5179,

4.1.1. RNAi mekanizmasi

Genel olarak gen baskilanmasi 2 sekilde olabilir: Transkripsiyonel gen
baskilanmast (TGS) ve post transkripsiyonel gen baskilanmasi (PTGS). TGS,
promotdr inaktivasyonu sonucu olusur. PTGS ise; promotor aktif fakat mRNA’lar
akiimiile olamiyorsa gerceklesir. TGS’de, DNA metilasyonu, transgenin kromozomal
cevresi, repeat-induced DNA metilasyonu ve DNA-DNA etkilesimi gibi faktorler rol
oynar. PTGS’de ise; transgenin dogrudan ekspresyonunun rolii, RNA-giidiimlii DNA
metilasyonu (RdDM), homolog transkriptlerin eliminasyonu gibi konular
belirleyicidir. En 6nemli farklilik olarak, PTGS mekanizmasi transgene homolog
olan tiim RNA’lar iizerinde etkilidir. Viral dizisi olan transgenler kullanildiginda

viral RNA’lar, viral olmayan dizi i¢eren kimerik viriisler kullanildiginda ise yapi



igerisindeki rekombinant diziler degredasyon i¢in hedef alinabilir. Biitiin bunlarin
yanisira hiicre icerisinde olusabilecek hatali RNA’larin da PTGS mekanizmasini

indiikleme olasilig1 mevcuttur 7V,

RNAi mekanizmast mRNA seviyesinde gen ekspresyonunun durdurulmasi ile
sonuglanan bir kontrol mekanizmasidir. Mekanizma temelde; uzun dsRNA’larin
RNA niikleazlar tarafindan yaklasik 22-23 niikleotidlik RNA fragmentlerine
(siRNA) pargalandig1 bir baslangi¢ ve multiniikleaz RISC kompleksi yapisina katilan
siRNA’nin  rehberliginde  (antisens  zincir)  komplementer = mRNA’nin
degredasyonunun gergeklestigi bir efektdr olmak iizere iki basamakli mekanistik bir

olaydir (4.74,91,178)

Bu mekanizmada 6nemli rol oynayan baslica molekiiller/bilesenler vardir; Dicer
enzimi (RNAase III) ve RISC (RNA-Induced Silencing Complex, RNA indiikleyici
baskilama kompleksi). Dicer, ilk olarak Drosophila melanogaster’den izole edilmistir
ve RNAase III ailesinin bir iiyesidir. Bu niikleazlar sahip olduklart dsRNAase
aktivitesi ile dsRNA molekiillerini siRNA (small interfering RNA) olarak
adlandirilan 21-23 niikleotid uzunlugunda kiigiik RNA’lara par¢calamaktadirlar. Dicer
enzimi, bir N-terminal helikaz domaini, bir PAZ (Piwi/Argonaute/Zwille
proteinlerini iceren domain) domaini, iki katalitik RNAase III domaini ve C-
terminalinde bir adet dSRNA baglanma domaini (dsRBD) olmak iizere yapisi ve
fonksiyonu bilinen dort domaine ayrica yap1 ve fonksiyonu giiniimiiz i¢in tam olarak

aydinlatilamamig bir DUF 283 domainine sahiptir ®>'® (Sekil 4.1.).

Helikaz DUF PAZ RNAase III' RNAase III dsRBD
283

T — - -

Sekil 4.1. Dicer Enziminin domain yapisi (sematize edilmistir) ©>'*?.



Dicer enzimi siRNA molekiillerinin olusturulmasi islevi yani sira siRNA
molekiillerinin RISC kompleksine yiiklenmesi asamasinda da o©nemli rol

oynamaktadir ©" "%,

RISC, niikleaz aktivitesine sahip RNA-multiprotein kompleksi olup asimetrik
olarak siRNA molekiillerine baglanarak uygun siRNA zincirinin rehberliginde
(antisense zincir) komplementer hedef mRNA’y1 degrede eder. RISC, endoniikleaz,
ekzoniikleaz ve helikaz enzimleri yani sira Argonaute ailesi icerisinde siniflandirilan
Argonaute proteinlerinin de yer aldigi bir protein kompleksidir ®* °V. Yapidaki
Argonaute proteinleri evrimsel slirecte korunmus iki domain igerirler. Bunlar PAZ ve
PIWI domainleridir; PAZ domaini, ayni zamanda dicer enziminde de bulunmaktadir.
PIWI domaini ise argonaute proteinlerine spesifiktir. Argonaute proteini RISC
kompleksinin temel bilesenidir ve mRNA degredasyonunda temel katalitik bolge
olarak gorev yapar. PAZ domaini ile rehber zincirin (antisense zincir) 3’ ucuna
baglanan RISC kompleksinde, PIWI domaini ise yapisal olarak RNAase H aktif
bolgesine esdeger islevi ile mRNA molekiiliinde kesim islemini gerceklestirir % '

(Sekil 4.2.).

Sekil 4.2. RISC protein kompleksinin domain yapisi.

( http://www.nsls.bnl.gov/newsroom/science/2005/1-Joshua-Torr htm)



Baslangic asamasinda; hiicre icerisinde sentez edilen uzun dsRNA oOncii
molekiilii PAZ domaininden dicer enzimine baglanir ve dicer enziminin RNAase 11
katalitik aktivitesi sonucu 3’OH uglarinda iki niikleotid ¢ikintis1 bulunan 21-23
niikleotidlik siRNA molekiillerine parcalanir. Efektdr agamasinda ise; bu siRNA
molekiillerine termodinamik olarak daha stabil olan 3’OH ucundan dicer enzimi Dcr-
2 ve daha az stabil olan 5’PO4 ucundan ise dsSRNA baglama proteini R2D2 baglanir.
Dcr-2/R2D2 heterodimeri daha sonra RISC’in temel bileseni olan argonaute proteini
Ago2’ye bagladig1 siRNA’y1 transfer eder. Yapilan son ¢aligmalar, siRNA’nin Der-
2/R2D2’den Ago2’ye bir dubleks olarak transfer edildigini ve Ago2’nin hedef
mRNA degredasyonu icin gerekli rehber zincir (antisens zincir) disindaki zinciri
ayirarak parcaladigini gostermistir. Sense zincirin yapidan ayrilmasi ATP bagiml bir
reaksiyon ile meydana gelir. Sense zincirin yapidan ayrilip parcalanmasi ile aktif
hale gegen RISC kompleksinde antisense zincir Ago2 iizerinde bagli kalir. Ardisik
olarak antisens zincir rehberliginde hedef mRNA molekiiliine yonelen RISC
kompleksinde antisense zincir 3’OH ucu ile RISC kompleksinin temel bileseni olan
argonaute proteininin PAZ domainine 5’PO4 ucu ile de PIWI domainine baglanir.
Argonaute proteininin yapisal olarak RNAase H’in aktif bolgesine benzer katalitik
aktivitesi olan PIWI domaini mRNA’y1 antisense zincirin 5’ ucundan 6lgerek 10. ve
11. niikleotidler arasindaki fosfodiester baglarini endoniikleolitik olarak keser.
Fragmentasyona ugrayan mRNA molekiili ATP bagimli bir reaksiyon ile RISC
kompleksinden ayrilir. Sitoplazmada serbest hale gegen mRNA 3’ ucundan 5°—3’
ekzoniikleaz XRN-1 (veya homologlari) ile 5’ ucu ise eksozom olarak bilinen

ekzoniikleazlarn bir kompleksi tarafindan pargalanmaktadir ®*°V.

RNAIi organizmada dogal olarak meydana gelen bir yolak oldugu icin bu
mekanizmanin etki ve spesifitesi antisense oligoniikleotid ve ribozimler gibi diger
niikleik aside dayali baskilama/susturma mekanizmalarindan farklidir. Bu nedenle de
RNAI diger pek c¢ok klasik antisense teknolojilerine kars1 6nemli potansiyele sahip

alternatif bir mekanizmadir ¢,
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4.1.2. siRNA Yapisi ve Ozellikleri
RNA1"'Im  yaygin kullanimini engelleyen en Onemli etken, siRNA’nin
farmakokinetigini, biyolojik stabilitesini ve hedeflenen hiicre alimini arttirmak icin

gerekli olan biyouyumlu ve miimkiinse genouyumlu tagima sistemleri gelistirmektir.

4.1.3. In Vitro siRNA tasinmasi

siRNA’nin in vitro etkisi, bircok farkli gen ve farkli hiicre tipinin
ekspresyonunun inhibe edilmesiyle gosterilmistir. Hiicre kiiltiiriinde siRNA’nin
transfeksiyonu, plazmidler ve diger gen ekspressiyon sistemleri ile
karsilagtirildiginda daha kolay gibi gorlinse de, sonuclar intraselliiler tagima
araglarina baghdir. Memeli hiicrelerine ¢iplak, siRNA’larin verilmesi ile hedef gen
etkin olarak susturulamaz, ¢iinkii; 1) Memeli hiicreleri Caenorhabditis elegans gibi
diger tiirlerde bulunan etkin dsRNA alim mekanizmasindan yoksundur. 2) siRNA
negatif yiikli oldugu i¢in sitoplazmik membrani serbestce gecemez. 3) Sivi-faz
endositoz ile siRNA’nin alinmasi siRNA’nin sitoplazmaya salimiyla sonuglanmaz.
Eger siRNA sitoplazmik kompartmana etkin bir sekilde tasinamazsa diger RISC
komponentleri ile etkilesemez ve RNAi indiiklenmez. siRNA tasiyict sistemlerin,
giivenli, etkin, biyouyumlu, yan etkisi az, uygulamasi kolay ve terapdtik kullanimina
uygun olarak gelistirilmesi i¢in ¢aligmalar yapilmaktadir. Bugiine kadar birgok farkli
niikleik asit tagima sistemi gelistirilmistir; viral vektorler ve non-viral yaklagimlar ile
farkli hiicre tiplerinde gen ekspresyonunun etkin olarak ve Onemli Olgiide

modiilasyonu basarilmigtir .

4.1.4. siRNA’nin Viral Vektorlerle Tasinmasi

Viriis-aracili  siRNA/shRNA tasima sistemlerinin  kullanilmasinin  baslica
avantaji, diger yontemler ile transfeksiyonu zor olan hiicrelerde ve hatta boliinmeyen
hiicrelerde bile kullanilabilmesidir. Viral vektorler hiicre igerisine dogal yollardan
girer ve diger transfeksiyon yoOntemleri veya viral olmayan vektorlerle
karsilagtirildiginda daha  yiiksek transdiiksiyon etkinligi  gosterir. Genetik
mithendisliginin ¢abalariyla, enfeksiyon i¢in temel olmayan viral genler yabanci bir
genle degistirilerek genomlarin1 konak hiicreye transfer etme yeteneginde olan ve

hiicre i¢inde enfektif viriisler olusturmayan rekombinant viriisler olusturulur. Bu
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sekilde degistirilen viriisler hiicre icerisine girmek i¢in kendi yontemlerini kullanirlar
ve genomlarmin ekspresyonu sonucu tasidiklar1 terapdtik genin kodladigi protein
hiicre igerisinde {iretilir. Virlisiin kendini ¢ogaltmak i¢in ihtiya¢ duydugu genler,
terapdtik genler ile yer degistirmis oldugundan viriis ¢ogalip konak hiicrenin

oliimiine yol agamaz """,

In vitro ve in vivo gen transferinde kullanilacak ideal bir viral vektor asagida
belirtilen tiim oOzelliklere sahip olmalidir; 1-Giivenilir olmalidir. Vektor olarak
kullanilan virus, kendisi hastaliga yol agmamalidir, immiin veya inflamatuvar cevap
olusturmamalidir. 2-Hedef dokuya etkin olarak alabilmelidir. 3-Pratik olarak
kullanilabilmesi i¢in manipulasyonu kolay olmalidir ve saf halde iiretimi

yapilabilmelidir "**,

siRNA/shRNA tasinmasinda oldukc¢a uygun olarak kullanilan viral vektorler;
Adenoviriis, Adeno-ortaklasa virlis (AAV), Lentiviriis, Retroviriis, Herpes ve
Baculoviriislerdir. Gliniimiizde viral vektorler, siRNA tasinmasinda siklikla
kullanilan favori yontemlerden biri olsa da bazi dezavantajlara sahiptir. Bunlardan
bazilari; toksisite, spesifik hiicre tiplerine sinirli hedefleme, iiretim ve paketleme

problemleri, rekombinasyon ve yiiksek maliyettir 2% '*,

Retroviral Vektorler

Retrovirtisler tek zincirli, zarfli RNA virtsleridir ve ilk kullanilan viral gen
tastyict sistemlerdir. Oldukg¢a yaygin olarak kullanilan retroviral vektorler, murine
leukemia viriis (MLV) tiirevleridir. Retroviriislerin konak genomuna entegre olmasi,
tagidiklar1 genin siirekli ifadesi agisindan 6nemli olmakla birlikte, genoma gelisi
glizel entegrasyon konak i¢in istenmeyen genlerin aktivasyonuna ya da
inaktivasyonuna, mutajenik bir etkiye yol agabilir''”. Buna bagh gelisen karsinojenite
(lenfoma) en oOnemli dezavantajlaridir. Retroviriisler, niikleer membrandan
gecememeleri nedeniyle gen transferinin saglanabilmesi i¢in konak hiicrelerin,
boliinen hiicreler olmasi zorunlulugu, bu vektorlerin gen transferi ve tedavisinde
kullanimina 6nemli sinirlamalar getirmektedir. Konak araligi smirlidir, sadece

boliinen hiicrelere spesifik reseptorlere baglanarak girerler. Retroviriisler, konak
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organizmada immiin yanit olusturmadiklar1 halde, kompleman ile hizla yikilabilirler
ve bu Ozellikleri de bir dezavantaj olusturmaktadir. Ayrica retroviral vektorlerin,
sinirli boyutlarda yabanci DNA molekiilii tasima kapasitesine sahip olmalar1 da
onemli bir dezavantajlaridir. Kii¢iikk olmalar1 nedeniyle tasiyabilecekleri genetik

materyal boyutu 4-8 kb kadardir ¥,

Lentiviral Vektorler

Lentiviral vektorler hem bolinen hem de boliinmeyen hiicreleri transdiikte
edebilme yetenegindedir, fakat boliinen hiicrelerde daha yiiksek transdiiksiyon
etkinligine sahiptirler. Retroviral vektorlerin aksine, lentiviral vektorler béliinmeyen
hiicrelerin ¢ekirdegine girebilirler. Lentiviral vektorler siirli sayida hiicre tipini
transdiikte edebilirler, fakat yalanci tip lentiviriisler ¢ok sayida farkli hiicre dizisi ve
karaciger, kas, noronlar, beyin, kok hiicreleri ve hematopoietik kok hiicreleri gibi
dokulara etkin olarak transdiikte olabilirler *'*. Bu yaklasim, HIV’in inhibisyonu
icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Yaygin olarak kullanilan lentiviral vektorlerin
cogu HIV temellidir, bu nedenle biyogiivenlik 6nemli bir konudur. Insan ve fare
genomunun biiyiik bir kismini kaplayan shRNA kiitiiphaneleri, lentiviral vektorler

kullanilarak yapilmaktadir .

Adenoviral Vektorler

Adenoviral viriisler, ¢ift zincirli, zarfsiz, dogrusal DNA tasiyan viriislerdir.
Boliinen ve boliinmeyen birgok hiicreyi transdiikte edebilme yetenegine sahip
vektorler olarak oldukca sik kullanilmaktadir. Diger vektorler ile karsilastirildiginda,
ilk ve ikinci kusak adenoviral vektorlerin kullanilmasi immunojenisite ve diisiik

paketleme kapasitesi (yaklasik 7.5 kb) nedeniyle sinirlidir ‘%)

Ugiincii kusak adenoviral vektorlerde tiim viral genler delesyona ugratilmistir.
Pol 11, pol III ve indiiklenebilen promotor gibi ¢ok sayida promotdr bu vektorlerde
shRNA’larin  ekspresyonu i¢in kullanilabilir. Genellikle adenoviriis-aracili
ekspresyon kisa siirelidir, ¢link{i genoma entegrasyon olmaz. Bu nedenle ekspresyon
stiresini uzatmak i¢in ilk kusak adenoviral vektorler, AAV’lerin ITR’leri (inverted

translated region) genetik miihendislik teknikleri ile aktarilir. Bu hibrid virisler
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adenoviriislere benzer sekilde replike olabilirler ve hiicresel genoma entegre olurlar

(166)

Adenoviral vektorler, retroviral vektorlere kiyasla bazi avantajlara sahiptirler.
Retroviral vektorlerin aksine konak hiicrede serbestlesen adenovirlis genomu
niikleusa tasiir, fakat konak genomuna entegre olmadan kalir. Vektoriin konak
genomuna entegre olmamasi, organizma i¢in énemli olan genlerin inaktivasyonu ya
da bir kisitm onkogenlerin aktivasyonu olasiligin1 ortadan kaldirir. Bu nedenle
karsinojenite ve mutajenite riskleri disiiktiir. Biitlin bu avantajlarina karsin,
adenoviral vektorler konak hiicre genomuna entegre olmadigi icin ilgili genin
ekspresyonu gegici olarak saglanir. Adenoviral vektorlerin en 6nemli dezavantajlari;
insanlar i¢in potansiyel patojen olmalar1 ve birka¢ uygulamadan sonra immiin
reaksiyona neden olmalaridir. Immiinojeniteleri nedeniyle konak organizmada
enflamasyon ve hiicresel toksik reaksiyonlara yol agabilmektedirler. Vektor dizayni

yapilirken bu etkilerden sorumlu olan E2 geni ¢ikarilarak vektor hazirlanmaktadir.

Transgenlerin stabil entegrasyonu, Retrotranspozon-Adenoviriis hibrid vektorleri
ve hibrid Adenovirlis-AAV vektorleri kullanilarak gosterilmektedir. RNAi’1n uzun
siireli etkileri ile shRNA’larin stabil ekspresyonu icin bu miikemmel bir strateji

olarak goriinmektedir ®",

Adenoviriisler ile ortaklasan viriisler (AAYV)

Adenoviriisler ile ortaklasan viriisler (AAV), Parvoviridae sinifina ait, 4861
niikleotidlik tek iplikli dogrusal DNA genomuna sahip, zarfsiz, dogal replikasyon
kusurlu bir parvoviriis olup patojenik &zellikleri yoktur. AAV’ler insan

popiilasyonunda olduk¢a yaygin bulunan viriislerdendir.

Genomun 6nemli bir kisminda yaklagik 145 niikleotidlik ters tekrar bolgeleri
(ITR; inverted repeat region) bulunur. ITR’lerin varligi genoma paketleme yapmak
acisindan Onemlidir. shRNA eksprese etme yeteneginde olan yaklasik olarak 4.5

kb’lik DNA’y1 pol II ve pol III promotorlarinin kontrolii altinda paketleyebilir.
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Hiimoral immiin cevaplarin indiiklenmesinden kaginmak ve tekrarlanabilirlik i¢in

farkl1 AAV serotiplerinde paketleme yapilabilir 7.

Adenoviriisler ile ortaklasan viriisler, boliinen ve bdliinmeyen hiicrelerde ¢ok
yiiksek spesifiklikte genoma entegre olabilirler. Bu 6zellik, entegrasyona bagli gen
aktivasyonu-inaktivasyonu ve mutajenik etki gibi olumsuzluklar1 ortadan
kaldirmaktadir. Bircok c¢esit hiicre dizisini enfekte edebilirler. Yiiksek titrede
hazirlanabilirler ve fiziksel faktorlere karst dayaniklidirlar. Buna karsin,
transdiiksiyon oranlar1 diisiiktiir. Gen tedavisinde kullanilan en kiigiik virlis olmasi

nedeni ile tasiyabilecegi genetik materyal miktar1 da sinirlidir 7% 2%,

4.1.5. siRNA’nin Viral Olmayan Vektorlerle Tasinmasi

Gen tasiyici sistemler arasinda, viral vektorlerin bircok hiicre dizisinde daha
yiiksek transfeksiyon etkinligine sahip olmasina ragmen, viral olmayan vektorler
sentez kolayligi, diisiik immiin cevap, giivenlik ve genetik materyal tasima
kapasitesinin smirli olmamasi nedeniyle daha c¢ok dikkat ceken ve tercih edilen

vektorlerdir.

DNA tasinmasinda kullanilan bir¢ok katyonik bilesik, siRNA taginmasi i¢in de
kullanilabilir. iki tasiyici sistem arasinda formiilasyon, hiicresel alim ve tasinma
yollar1 gibi baz1 farkliliklar olsa da; sonugta siRNA formiilasyon prosediirii, pPDNA

formiilasyonuna dayanarak optimize edilmelidir "*”.

siRNA temel olarak niikleik asit yapisinda bir molekiildiir, bu nedenle prensip
olarak plasmidler gibi diger niikleik asitler i¢in dizayn edilen tasiyici sistemler
siRNA’lar i¢in de tasarlanabilir. Niikleik asit transfeksiyon ajanlar {i¢ temel 6zellige
sahip olmalidir, bunlardan ilki, niikleik asit kargosu ile etkilesime girebilmelidir.
Siklikla niikleik asit komplekslerinin olusumunu saglayan elektrostatik kuvvetler ile
etkilesim saglanir. Kompleksi olusturan niikleik asit ve transfeksiyon ajani ayni anda
hiicre membranina sunulurlar. Tasiyici ajanin yapisina bagli olarak kompleksler ii¢

simifa ayrilirlar: lipopleksler, polipleksler ve lipopolipleksler. Lipopleksler katyonik
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lipidler ile, polipleksler katyonik polimerler ile ve lipopolipleksler katyonik lipidler

ve katyonik polimerlerin anyonik niikleik asitler ile etkilesimi sonucu hazirlanirlar

(157)

Transfeksiyon ajanlarmin ikinci temel 0Ozelligi, niikleik asidin hiicre
sitoplazmasina tasinmasi i¢in biyolojik membranlar1 yikma ve/veya kaynasma
Ozelligine sahip olmasidir. Hem hiicre membrant hem de lipoplekslerin lipid
kompozisyonu nedeniyle niikleik asitlerin taginmasi icin lipopolipleksler hiicre
membrani ile kaynasirlar. Bununla birlikte, hiicre membrani ile lipopoliplekslerin
fiizyonu ve transfeksiyon arasinda iliski goriilmemistir ®*. Floresan ve elektron
mikroskopisi ¢alismalarina gore, lipopleksler hiicreye endositoz yoluyla girerler ve
daha sonra endozomal/lizozomal membranin yikimiyla niikleik asit sitoplazmaya

salmir 18V,

Endozom yikimi, ya ¢ift katlh membran yapisinin denatiirasyonu veya
membranin sisme ve patlamasia yol acan osmotik basing artis1 ya da her ikisiyle
gergeklesebilir. Lipopleks hazirlamak ig¢in kullanilan katyonik lipidler, endozomal
membran lipidleri ile etkileserek endozomlar1 yikar. Membran yapisinin
bozulmasinin yanisira, lipopleksden niikleik asidin ayrilmasi, lipopleksin katyonik
lipidleri ile endozomal membrandaki anyonik lipidlerin yer degistirmesiyle
gergeklesir ©®. Katyonik lipidler ticari transfeksiyon ajam olarak yaygin kullanima
sahiptir. Bunlar, endozomlarin asidifikasyonuna bagli olarak osmotik basincin
artmasiyla endozomal yikima sebep olurlar, c¢ilinkii endozomlar lizozomlara
olgunlasirlar. Endozomal olgunlasma siiresince, liimen pH’s1 7.0’den 5.0’a diiser. Bu
viral aktiviteyi taklit etmek icin polipleks-tip transfeksiyon ajani olarak kullanilan
bircok katyonik polimer, pKa degerleri 5-7 olan pH-bagimli fonksiyonel gruplara
sahiptirler. Bu tamponlanan gruplar, endozomal pH’nin azalmasimi saglayan
protonlarin sayisini artirir ve proton sayisinin artist endozomun ozmotik basincini

arttirarak membranin yikilmasina sebep olur *?.

Son olarak tasiyict sistem, genetik materyali hem endositik yoldan hem de

sitoplazmik niikleazlardan koruyarak niikleusa girmeden once veya girdikten sonra
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kondanse olmus komplekslerden ayirabilmelidir (niikleer hedefleme/giris). Nukleusa
giris, niikleer porlar (10 nm c¢apinda) araciliiyla veya hiicre boliinmesi siiresince
gerceklesir. Cekirdege girer girmez, genetik materyalin transfeksiyon etkinligi

cogunlukla gen ekspresyon sisteminin kompozisyonuna bagldir 7,

Polimerler:

siRNA tasinmasinda, polietilenimin (PEI), kitozan, poli-L-lizin (PLL) ve
polietilenglikol (PEG) gibi polimerler ile hazirlanan kompleks ve nanopartikiiller
kullanilmaktadir. Bunlar polikatyon iceren blok polimerlerdir ve siRNA ile inter-
polielektrolit kompleksler (IPEC) veya blok iyonomer kompleksler (BIC) olusturma
yetenegindedirler. Glinlimiizde gen tedavisinde kullanilan IPEC sistemleri, PEI, PLL,
poliniikleik asitler (DNA veya RNA) ve polikatyon komplekslerinden olusurlar. Zit
yikli polielektrolitler arasindaki giiclii elektrostatik etkilesimler, kendiliginden
toplanmay1 saglarlar, enzimatik parcalanmayr Onemli Olgiide Onlerler. Son
zamanlarda BIC’lar, konvansiyonel sistemlere gore sirkiilasyon ve ¢oziinme
konularinda olduk¢a etkindir. Polietilenoksit (PEO) ve poli-(N-2-hidroksipropil)
metakrilamid, hidrofilik, immunojenik olmamasi, niikleik asit baglanmasi igin
katyonik segmentler olarak notral blok ve sentetik kuaterner amin polimerleri veya

biyokonjugatlar igermesi nedeniyle siklikla secilmektedir .

Sentetik polimerler kimyasal modifikasyonlarla gelistirilebilir. Ornegin lineer
polietilenglikol (PEG), yogun globiiler PLL dendrimeri ile konjuge edildiginde suda
¢oziinebilen poli-iyonik sferik bir kompleks olan PEG-blok-PLL dendrimerlerini
olustururlar. Polietilenimin (PEI) ve mannoz-PEI, transferrin-PEI ve lineer-PEI
konjugatlari, jelatin ve kitozan, metakrilad/metakrilamid polimerleri ve pridinium
surfaktantlar gibi kimyasallar (¢cogunlukla polimerler) ile DNA tasinmasinin

arttirilmasina calisiimaktadir 7.

Polietileniminler, in vitro ve in vivo sartlar altinda yiiksek transfeksiyon etkinligi
gosteren, etkin, viral olmayan niikleik asit tasiyicilaridir. Komplekslere tasinan
DNA’y1 kondanse eden ve kompakt bir yapi saglayan yiiksek katyonik yiik

yogunluguna sahiptir. Ayrica, DNA molekiillerini siki sekilde kondanse etmesi ve
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endozomlar ve lizozomlar gibi belli hiicresel kompartmanlarda PEI’i tamponlama
kapasitesi nedeniyle DNA’y1 parcalanmaya kars1 korur. Son zamanlarda siRNA i¢in
tagiyict vektor olarak, lineer PEI veya diisiik molekiiler PEI sicak arastirma konusu

olmustur @* 9,

Werth ve arkadaslari, ticari olarak mevcut PEI’ini fraksiyon ederek elde ettikleri
diisitk molekiil agirlikli PEI ile farkli hiicre dizilerinde diisiik toksisite ve c¢ok iyi
transfeksiyon etkinligi saglamiglardir. Sonuglarda, bu PEI’nin kompleks yapabilme
yetenegine sahip oldugu, niikleaz degredasyonuna karsi siRNA’y1 tam olarak
korudugu ve siRNA’y1 hiicrelere tasiyip bu bolgede biyoaktivite gosterdigi
saptanmistir. VEGF’in siRNA-aracili inhibisyonu ile hazirlanan taze veya liyofilize
komplekslerle PC-3 prostat karsinoma hiicreleri tedavi edildiginde, farkli deneylerde

hiicre proliferasyonun azaldig1 gosterilmistir .

Son yillarda kitozan-temelli tasiyic sistemler, gen materyallerinin tasinmasinda
daha giivenli ve etkin oldugundan viral olmayan vektorler arasinda giderek daha
fazla 6nem kazanmaktadir. Kitozan diisiik toksisite, diisiik immunojenite, miikemmel
biyoparcalanabilirlik, biyouyumluluk gibi 6zelliklerinin yanisira, elektrostatik
etkilesim ile negatif yiikli niikleotidler ile kolaylikla polielektrolit kompleksler
olusturan yiiksek pozitif ylike sahip bir biyopolimerdir. Tasiyic1 sistem olarak
kitozanin kullanildig1 ilk gen transfer ¢calismasinda, kitozan1 DNA ile belli oranlarda
kanstirarak farkli boyutlarda kompleksler elde edilmis ve in vitro Ozellikleri
incelenmistir. Sonugta, kullanilan kitozanin molekiil agirligina bagli olarak
fizikokimyasal oOzelliklerinin ve in vitro transfeksiyon etkinliginin degistigini

saptamiglardur 2196 162)

Yukarida belirtilen tiim bu metodlarda, hiicrelere belli zaman araliklarinda DNA
veya siRNA’nin verilmesi gerekir. Hiicreler, genetik materyal ve transfeksiyon
ajanlarina kisa bir siire maruz birakilir, bu nedenle, son zamanlarda biyouyumlu
kontrollii salim polimerleri, sentetik DNA tasima stratejilerinde énem kazanmustir.
Yapilan calismalarda, ¢iplak DNA, biyoparcalanabilen poli(D,L-laktid-ko-glikolid)

(PLGA) mikropartikiillerine ve mikrokiirelerine enkapsiile edilerek uzun siireli ve
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kontrollii DNA salimi gergeklestirilmistir *". FDA’in onayladig diisiik maliyetli ve
ayarlanabilir kontrollii salim yapan DNA tasiyict sistemler, salimdan 6nce DNA’y1
koruma, polimerler araciligiyla bolgeye spesifik tasima ve siirekli tekrarlayan ilag
uygulamalar1 olmadan uzun-dénemli salim yapabilme gibi Onemli avantajlara

sahiptirler. % '*,

4.2. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

Vaskiiler gelisim, embriyogenezis siiresince organ gelisimi ve farklilagsmasi igin
gerekli olan, en onemli ve en erken olusan proseslerden birisidir. Ayrica bu proses
yetigkinlerde yara iyilesmesi ve reprodiiktif fonksiyonlar icin de gereklidir.
Fonksiyonel vaskiiler agin biiylimesi ve olgunlagsmasi komplike bir prosestir.
Embriyonik gelisimin erken basamaklarinda vaskiilogenezisde rol oynayan, vaskiiler
progenitorlerin aktivasyonuna katilan prosesler halen tam olarak anlagilamamistir.
Bu prosesler, birka¢ biliylime faktorii ve reseptorlerinin siki  bir sekilde
aktivasyonlarinin diizenlenmesini gerektirir ®. Vaskiiler endotel biiyiime faktorii,
ozellikle endotel hiicrelere 6zgii etkilere sahip olan multifonksiyonel bir biiylime
faktorii  ailesidir. Endotel hiicresinin  proliferasyonuna, migrasyonuna ve
differensiasyonuna sebep olur. VEGF, hem gelisim sirasinda, hem de yetiskinde

vaskiilogenez ve anjiogenez i¢in énemli ve gereklidir ¢V,

VEGF ailesi iiyeleri, lenfanjiogenezis, vaskiiler gecirgenlik ve hematopoesis
gibi bircok 6nemli biyolojik proseslere katilmaktadirlar. Bu biiylime faktoriiniin,
Ozellikle damar olusumunda kritik rol oynamasinin yanisira, endotel hiicrelerinin
yaptig1 bir ¢ok fonksiyonda da gerekli oldugu goriilmiistiir. Bunlar embriyogenez,
yara iyilesmesi, timor biiyiimesi, miyokardial iskemi, okiiler neovaskiiler hastaliklar
ve romatoid artrit gibi kronik inflamatuar hastaliklar1 da kapsayan fizyolojik ve

fizyopatolojik olaylardir ©".

VEGF tiimor hiicreleri tarafindan salimir ve tiimor neovaskiilarizasyonunu

hedefler. Bu nedenle VEGF antitiimér tedavi i¢in énemli bir hedeftir. Farkli VEGF

ligandlar1 veya reseptorlerindeki hasarlar, vaskiiler olusum ve olgunlasmada ciddi
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defektler yaratmaktadir. Anormal VEGF sinyali, yasla-iliskili makular dejenerasyon

ve romatoid artrit gibi diger birkag patolojik durumda ortaya ¢ikmaktadir ¢°"-'%?),

VEGF, vaskiiler sizmay1 indiikleme yetenegi nedeniyle vaskiiler gecirgenlik
faktorii (VPF) olarak da bilinmektedir "'®. Dvorak ve ark.’lari, mikrovaskiiler
gecirgenlikteki artisin, tiimorler ve yaralar ile iligkili olarak anjiogenezisde dnemli
bir basamak oldugunu gostermislerdir ®*. Bu hipoteze gore, anjiojenik prosesteki
VEGF/VPF’nin 6nemli bir fonksiyonu, plazma protein sizmasiin indiiklenmesidir.
Bu etki, endotelyal ve tiimdr hiicre biiylimesi igin bir substrat olarak ekstravaskiiler
fibrin jelin olusumuyla ortaya c¢ikmaktadir. Son yapilan c¢alismalarda, VEGF’in
endotelyal hiicrelerinde fenestrasyonlar1 indiikleyen bir faktor olabilecegi
onerilmektedir. VEGF, topikal uygulandiginda kiiclik veniil ve kapillerlerin
endotelyumunda ve hatta normal olarak fenestreleri olmayan endotelyal hiicrelerin
bulundugu bolgelerde de akut olarak fenestrasyonlarin gelisimine yol agmaktadir ve

vaskiiler gegirgenligi artirmaktadir ®* '

4.2.1. VEGF Geninin Yapisi

VEGF, arterler, venler ve lenfatiklerden tiirevlenen mikro ve makrovaskiiler
endotelyal hiicreleri icin (ED50 2—10 pM) potent bir mitojendir. insanlardaki VEGF
geni kromozom 6p21.3 iizerinde yerlesmistir. Yedi intronla ayrilmis sekiz eksondan
olugmaktadir, kodlayici bolge ~14 kb’lik bir alan kaplamaktadir. Tek bir pre-
mRNA’nin alternatif splicing’i (birlestirilmesi) cok sayida farkli VEGF tiiriinii

olusturur 4.

4.2.2. VEGF Gen Ekspresyonunun Diizenlenmesi

4.2.2.1. Hipoksi

VEGF gen ekspresyonunu diizenleyen birka¢ mekanizma vardir. Bunlar
arasinda, hem in vitro hem de in vivo da oksijen basinci ¢ok énemli rol oynar. VEGF
mRNA ekspressiyonu, cesitli normal ve transforme hiicre tiplerinde diisiik oksijen

basinct altinda hizli ve geri dontisiimlii olarak indiiklenir. Hipoksi, VEGF mRNA
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diizeylerinde hizli ve gii¢lii bir artis1 indiiklemektedir. Bu durum 6zellikle, tiimorlerin
nekrotik alanlar1 etrafinda daha belirgin bir sekilde goriilmesine karsin VEGF
ailesinin diger liyeleri ve bFGF, hipoksi tarafindan indiiklenmemektedir. Bu nedenle
VEGF, hipoksi ile indiiklenmis neovaskularizasyonun esas, en 6nemli medyatorii
olmalidir. Hipoksik hiicrelerden salgilanan adenosin, adenosin A2 reseptorlerine
baglanir ve c-AMP bagimli protein kinaz (PKA) yolag: lizerinde VEGF’1i upregiile

eder 17,

HIF-1 bazik, heterodimerik ve heliks-loop-heliks bir protein olup, hipoksiye
verilen tarnskripsiyonel cevaplarin bir aracisi olarak klonlanmis ve saflastirilmistir.
Forsythe ve ark.’lar1 hipoksi siiresince, HIF-1’in VEGF gen transkripsiyonunun

aktivasyonunda rol oynadigmi kanitlamislardir ©V.

Hipoksi yanit eleman1 (HRE), VEGF geninin iist basamaklarinda yer alan bir
VEGF artirimu ile ilgili bir gen bolgesidir. Bu HRE hipoksi ile indiiklenebilir faktor I
(HIF-1) igin bir baglanma yeri igerir. Diislik oksijen basinci HIF-1 diizeylerini post-
transkripsiyonel diizeyde arttirir ve ayrica HIF-1’in DNA-baglayabilme kapasitesini

de arttirir ©V,

4.2.2.2. Sitokinler

Pek cok sitokin ve biiyltime faktorii, VEGF mRNA’sin1 upregiile etmekte veya
VEGF salgisin1 indiiklemektedir. Bunlar arasinda platelet-tiirevli biliylime faktorii
(Platelet derived growth factor; PDGF), TNF-alfa, TGF-beta, FGF-4, keratinosit
biiylime faktorii (KGF/FGF-7), epidermal biiyiime faktorii (EGF), IL-1alfa, IL-1beta,
IL-6 ve insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF-1) bulunmaktadir. Bunlarin ¢ogu direkt
bir anjiogenik etkiden yoksundur ancak VEGF ve bFGF {izerinde anjiogenik aktivite
sergilerler. Koagiilasyon faktorlerinden faktor VII/VIIa’nin bir reseptorii olan doku
faktoriinlin sitoplazmik kuyrugu da VEGF {iretimini regiile eder ve yara iyilegsme

yerlerinde nem tasiyabilir V.
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4.2.2.3. Farklilasma ve Transformasyon

Hiicre farklilasmas1 VEGF gen ekspresyonunun diizenlenmesinde énemli bir rol
oynar. C2C12 hiicrelerinin miyojenik farklilagmasi siiresince veya 3T3
preadipositlerin adipositlere doniisiimii  stiresince  VEGF mRNA’s1 upregiile
olmaktadir. Tersi durumda, ndron-benzeri hiicrelerde malign olmayan PCI12’nin
farklilagmasi siiresince de, VEGF gen ekspresyonu baskilanmaktadir. Yapilan bu
calismalar, preadipositlerde VEGF mRNA ekspresyonunun indiiklenmesinde protein

kinaz C ve protein kinaz A aktivasyonu aracili yollar gerektigini géstermektedir '°".

Spesifik transformasyon, VEGF gen ekspresyonunun indiiklenmesiyle
olugmaktadir. Murine p53 tiimor baskilayic1i geninin mutasyona ugramis formu
VEGF mRNA ekspresyonunu indiiklemektedir. Benzer sekilde ras’in amplifikasyonu
veya onkojenik mutasyonlari, VEGF up-regiilasyonuna yol agmaktadir. Bunlara
ilaveten, von Hippel-Linadu (VHL) tiim6ér baskilayict gen, VEGF gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynamaktadir. VEGF, VHL sendromunun

solid tiimdr ozellikleri ve anormal vaskiiler proliferasyonlarin anahtar bir aracisidir.

(127)

4.2.3. VEGF Uyeleri ve Yapisi

Trombosit kaynakli biiylime faktorleri (PDGF) siiper ailesinin onemli bir iiyesi
olan vaskiiler endotelyal biiylime faktorii ailesi alt1 iiyeden olusur; VEGF-A (insan-

VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve plasental biliylime faktorii (PIGF)

(140)

4.2.3.1. VEGF-A

VEGF-A geni, kromozom 6p21.3’teki lokalizasyonda kodlanmaktadir. VEGF-
A, aynt zamanda human VEGF olarak da bilinmektedir. VEGF-A 6zellikle
anjiogeneze katilan bir glikoproteindir. Cesitli insan VEGF klonlarinin cDNA sekans
analizi yapildiginda, VEGF’in en az bes farkli molekiiler tipten biri olarak bulundugu
tespit edilmistir. Bu molekiiler heterojenitenin temelinde tek bir VEGF geninin
alternatif ekson ayrilmalar1 yatmaktadir: VEGF 5, VEGF 145, VEGF 65, VEGF g9 ve
VEGF,6. Diger izoformlar, 148, 162 ve 183 aminoasid igerirler (VEGF 43, VEGF ¢y,
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VEGF 33 olarak adlandirilirlar) ve VEGF45’in son zamanlarda tanimlanan bagska
varyantlart1 da vardir, VEGF¢s, olarak adlandirilirlar. Ayrilan (splice) varyantlar

heparin ve heparin-siilfata baglanma yeteneklerine gore farklilik gosterirler *”.

VEGF isoformlarimin Ozellikleri
Dogal VEGF, 45.000 daltonluk bazik, heparine baglanan, homodimerik bir

glikoproteindir. Insan VEGF’iin bugiine dek 6 isoformu tanimlanmstir. Bu

isoformlarin uzunlugu 121 ile 206 amino asitlik rezidiiler arasinda degismektedir.

Ekson 1-5 tarafindan kodlanan amino asitler tiim izoformlarda korunmustur,
fakat alternatif ayrilmalar (splice) ekson 6 ve 7°de gergeklesir. Bu ekzonlar, reseptor
baglanmasini ve solubilitesini etkileyen iki heparin-baglanma domainlerini kodlarlar.
Bu ekzon 6’y1 kodlayan izoformlar, hiicre yiizeyine siki bir sekilde baglanirlar
(VEGF145, VEGF189 ve VEGF206). Ekzon 6’dan yoksun izoformlar difiize
olabilir. Ekzon 6’dan yoksun olan VEGF165 orta derecede difiize, gen yapisinda
ekzon 6 ve 7 bulunmayan VEGF121 de oldukga fazla difiize olma 6zelligindedir.
VEGF165 en 6nemli izoformdur ve 6zellikle anjiogenezi uyarmasi agisindan ¢ok
potenttir. Hem heparine hem de ekstraselliiler matrikse baglanabilir. Son zamanlarda
tanimlanan VEGF165b splice varyanti, VEGF165 ile benzer aminoasid sayisina
sahiptir, fakat COOH terminal bolgesindeki 6 aminoasid digerlerinden farkli olarak
ekson 8 tarafindan kodlanmaktadir. VEGF165’in COOH terminali, mitojenik sinyali
tanimlamak acisindan onemlidir, bu nedenle bu bdlgede olusan degisiklikler
muhtemelen fonksiyonu da etkileyecektir. Anjiogenezisi stimule eden diger VEGF
isoformlarinin aksine VEGF165b, VEGF ile indiiklenen proliferasyonu ve endotelyal

hiicrelerin gociinii azaltan, VEGEF in endojen bir inhibitér formudur ®.

Farkli izoformlar arasindaki aminoasid say1 farkliliklarina bakildiginda;
VEGF165 ile VEGF121 karsilastirildiginda, VEGF121 44 aminoasitten yoksundur;
VEGF189’a bazik rezidiilerle zenginlestirilmis 24 aminoasid eklenmistir ve
VEGF206’ya ek olarak 17 aminoasid eklenmistir. VEGF121 ve VEGFI189’un
kodlanan transkriptleri, VEGF genini eksprese eden bir¢ok hiicre ve dokuda tespit
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edilmistir. Aksine, VEGF206 ¢ok nadir bulunan bir formdur, simdiye kadar yalnizca

insan fetal karaciger cDNA Kkiitiiphanesinde tanimlanmigtir ®V.

Yapilan caligmalarda, murine VEGF geninin organizasyonu da tanimlanmigtir.
Insan genine benzer sekilde, murine VEGF geninin kodlanan bélgesi yaklasik olarak
14 kb’liktir ve yedi intronla ayrilmis sekiz ekzon igerir. U¢ izoformu bulunmaktadir;
VEGF120, VEGF164 ve VEGF188. Bu sebepten, murine VEGF’leri bir amino asit
farki ile insan VEGF’inden daha kisadir "

Ozelliklerine gore VEGF165, VEGF’in en 6nemli izoformudur. VEGF121 zayif
asidik bir polipeptid oldugundan heparine baglanamaz. VEGF189 ve VEGF206 daha
baziktir ve VEGF165’den daha fazla bir afinite ile heparine baglanir. Daha 6nce
yapilan c¢alismalarda, heparine afinite ve izoelektrik noktasindaki farkliliklar,
VEGF’in biyoyararlanimimi 6nemli 6l¢iide etkileyebilir. VEGF121 serbest olarak
¢oziinen bir proteindir; VEGF165’in 6nemli bir fraksiyonu hiicre ylizeyi ve
ekstraseliiler matrikse baglanmasina ragmen sekrete edilebilir. Aksine VEGF189 ve
VEGF206, ekstraseliller matriksten tamamiyla ayrilabilir. Bununla birlikte bu
izoformlar, heparin ve heparinaz ile soluble formda salinabilir ve baglanma bdlgeleri,
heparin-benzeri yogunluk iceren proteoglikanlar ile birliktedir. Ilging olarak, uzun
formlar COOH ucundaki ayrilmadan sonra plazmin tarafindan salinabilir. Bu
faaliyet, 34,000 daltonluk molekiiler kiitleye sahip biyoaktif proteolitik fragmentin

olusumuna yol acar.

Plazminojen aktivasyonu ve plazmin olusumunun anjiogenez kaskadinda énemli
bir rol oynadig1 gosterilmistir. (Sekil 4.5) Boylece, VEGF’in proteolizisi in vivo
olarak da olusur. Proteolitik kesilme ile biyoaktif VEGF’in olusumu, ozellikle
proteazlarin ekspresyon artiginin oldugu tiimor mikrogevresinde 6nemlidir. VEGF-
heparan siilfat-reseptor komplekslerinin stabilitesi, etkin sinyal transdiiksiyonu ve
endotelyal hiicre proliferasyonunun stimiilasyonuna katkida bulunur. Béylece, VEGF
dereceli ve kontrollii biyolojik cevap olusturmak ic¢in yapisal ve fonksiyonel
heterojenite eksprese etme potansiyeline sahiptir. Sekilde vaskiiler endotelyumda ve

regiilator mekanizmalarda VEGF izoformlarinin faaliyeti gosterilmektedir .
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Sekil.4.5. Vaskiiler endotelyumda VEGF isoformlarinin faaliyeti. Gelen uyarilar ile difiize olabilen
alternatif olarak ayrilan VEGF izoformlar1 (VEGF165, VEGF121) farkl: hiicre tiplerinden salinir. Bu
proteinler, vaskiiler endotelyumda etkileri indiikleyebilir; hiicre sprouting, interstisyel kollojenazin
indiiksiyonu, plazminojen aktivatdrleri ve plazminojen aktivator inhibitor-1 (PAI-1)’in indiiklenmesi,
plazma proteinlerinin ekstravazyonu. Plazminojen aktivasyonu, difiize olabilen proteolitik fragmentin
(VEGF110) salinimi igin akstraselliiler matrikse bagli VEGF (VEGF189 veya VEGF206) ayirabilen
plazminin olusumuyla sonuglanir. Plazmin prokollojenazi aktive edebilir. PAI-1’in aktivasyonu,
plazminojen aktivatérlerinin inhibisyonu ile negatif bir regiilatér basamak olusturabilir ®".

4.2.3.2. VEGF-B

VEGF-B, baslangigta VEGF-A ile %23'i homolog olan bir sinyal peptitinin
boliinmesinden sonra, 186 amino asitli bir protein olarak olusur. Sonra ekson-6'da
olusan bir alternatif splicing ile tamamen farkli terminal COOH- gruplar1 iceren 167
aminoasitli bir proteine doniigiir. VEGF-B, vaskiiler endotel biiyiime faktorii
reseptori-1 (VEGFR-1)'e baglanarak monositlerin aktivasyonu ve farklilagmalarinda

rol alir 192127,

4.2.3.3. VEGF-C
VEGF-C, VEGF-benzeri protein olarak da bilinir. VEGF-A ile %16's1 benzeyen

388 amino asitten olugmustur. Lenfatik damarlarin olusmasinda (lenfanjiogenez) rol
oynamaktadir. VEGFR-2 ve VEGFR-3'e baglanarak vaskiiler ve lenfatik endotelyal

hiicrelerde mitojenik etki yapar. Yapilan bir ¢calismada, transgenik farenin derisinde
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VEGF-C’nin fazla salgilanmasinin endotel hiicre proliferasyonuna ve lenfatik
damarlarda genislemeye neden oldugu, bununla beraber vaskiiler doku olusmadigi
rapor edilmistir . VEGF-C’nin Kaposi sarkomunda 6nemli oranda rol aldig

goriilmiistiir ®2.

4.2.3.4. VEGF-D
VEGF-D, 334 amino asitten olusan ve VEGF-A'ya %31 oraninda ayni amino
asitler igeren bir proteindir. C-terminal uclarinda zengin sistein domainleri icerir. Bu

da VEGFR-2 ve VEGFR-3'e baglanarak VEGF-C ile benzer islevler yapar ®°",

4.2.3.5. VEGF-E

VEGF-E, VEGF-A ile amino asit dizilimi %25 oraninda ayni olan bir
polipeptittir. Giiglii bir mitojen ve permeabilite arttirict faktordiir. VEGFR-1'e

baglanmay1 basaramaz ama VEGFR-2'ye secici olarak baglanarak etkisini gosterir

(140)

4.2.3.6. PIGF

PIGF, VEGF ailesinin tanimlanan ilk iyesidir. Sinyal peptitlerinin bdliinmesi
sirasinda once 131 amino asite sahiptir. Daha sonra yeni amino asitlerin
eklenmesiyle VEGF-A ile %37 oraninda benzesen ve 152 amino asit i¢ceren son sekli

olusur. VEGF-B gibi VEGFR-1'e baglanarak etki gosterir "**.

4.2.4. VEGF Reseptorleri ve Benzeri Etkili Reseptorler

VEGF ailesinin tiyeleri, iic VEGF tirozin kinaz reseptdrlerinden biri i¢in farkli
affiniteler gosterir: VEGF reseptér (VEGFR)-1, VEGFR-2 ve VEGFR-3. Ayrica,
heparin siilfat proteoglikanlar ve ndrofilinler gibi birka¢ ko-reseptorler de

VEGFR ’lerinin aktivasyonuna katkida bulunur **?.
4.2.4.1. VEGF Reseptor 1

VEGF Reseptor 1 (VEGFR-1, flt-1) ve VEGFR-2, yiiksek affiniteli VEGF

reseptorleridir ve VEGFR-3 ile birlikte reseptor tirozin kinazlarin flt alt-ailesini
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olustururlar. Bu reseptorler, 7 adet ekstraselliiler immiinglobulin (Ig)-benzeri domain
ve bu domainleri izleyen membrani-gecen bir bolge ve korunmus bir intraseliiler

tirozin kinaz domain’i ile bu domain’in arasina giren bir kinaz insert sekansi ile

karakterizedir (Sekil 4.3).

= < L %c?’g
g e

binding
domain

Y-@
Tyrosim—:<
kinase —
domain Y-B

VEGFR-1 (FIt-1) ) *lr'
VEGFR-2 (Flk-1/KDR) Actwateql;receptor

VEGFR-3 (Fit-4) Angiogenesis

Sekil.4.3. VEGF tirozin kinaz reseptérlerinin yapist 7.

~180 kDa’luk bir glikoprotein olan VEGFR-1 tanimlanan ilk VEGFR’dir ve
VEGF’ye karst en yiiksek affiniteye sahiptir. VEGFR-1, VEGF-A, VEGF-B ve
plasental biiyiime faktoriine baglanabilir. Vaskiiler endotelyal hiicrelerde eksprese
olur. Ayrica, VEGFR-1 monositler ve makrofajlar, hematopoetik kok hiicreleri ve
belirli endotelyal olmayan hiicre tiplerinde de eksprese edilir. Monositlerde doku
faktoriintin indiiklenmesi ve kemotaksis ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde matriks
metalloproteinaz ekspresyonunun arttirtlmasindan sorumludur. Anjiogenik kaskad
stiresince bu reseptoriin ¢ozilinebilir formu (splice’t) VEGF aktivasyonuna katilir ve

meme kanserinde tiimdr gelisimi i¢in prognostik bir belirtegtir ®.
VEGFR-1, damar farklilasmasi ve olgunlasmasi agisindan énemlidir. VEGFR-1

olusturamayan fareler embriyonik donemde 8,5 giinde 6lmektedir. Bu farelerde hem

embriyonik hem de embriyo dis1 yerlerde endotel hiicreleri normal bir sekilde
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olusabilmekte ancak dogru bir sekilde bir araya gelerek kan damarlar1 halinde
organize olamamaktadirlar. Bu defekt, mezenkimal hiicrelerin hemangioblast haline
gelebilmek igin VEGFR-1 ‘in gerekli oldugunu gostermektedir ©". Sessiz (inaktif
durumdaki) endotel hiicrelerinde oldugu kadar prolifere olan endotel hiicrelerinde de
VEGFR-1 mRNA’sinin bulunmasi, bu reseptoriin endotelin siirdiiriilmesinde siirekli
bir rolii oldugunu diistindiirmektedir. VEGFR-1 vaskiilogenez siiresince esansiyeldir.
Ayrica VEGFR-1, endotel hiicrelerinde doku faktdriiniin, uPA’nin ve plazminojen
aktivator inhibitori-I’in (PAI-1’in) upregiile edilmis ekspresyonundan da sorumlu

tutulmustur.

4.2.4.2. VEGF Reseptor 2

VEGF Reseptor 2 (VEGFR-2, Flk-1 ) (kinaz-insert-domaini-igeren reseptor;
KDR olarak da bilinmektedir) 200 — 230 kDa’luk yiiksek affiniteli bir VEGF
reseptoriidiir. VEGFR-2, primer olarak VEGF-A ile aktive olur. Ayrica VEGF-C ve
VEGF-D i¢in de reseptor gorevi yapabilmektedir. VEGFR-2 vaskiiler endotelyal
hiicreler i¢in mitojenik bir sinyal yaratmasi agisindan Onemli bir reseptor olup,
vaskiiler gegirgenlik i¢in sinyal aracisi olarak da 6nemli rol oynamaktadir. Endotel

hiicrelerinin yanisira, hematopoetik kok hiicrelerinde de eksprese olmaktadir ©V.

VEGFR-2 sinyali vaskiilogenez i¢in gereklidir. Fare embriyonik kok
hiicrelerindeki VEGFR-2 geninin inaktive edilmesi sonucunda hematopoietik ve
endotelyal preciirsor hiicrelerden yoksun embriyolar olugsmaktadir, dolayisiyla fareler
E9 civarinda 6lmektedir. VEGFR-2 aktivasyonu, kanser gibi bir¢ok patolojik durum
icinde anahtar bir sinyal yoludur, bu reseptor siklikla gelisen damarlarda upregiile
olmaktadir. Spesifik inhibitorlerin kullanildig1 bir¢ok ¢alismada, VEGF/VEGFR2
sinyal yolu tiimor anjiogenezi ag¢isindan Onemlidir ve bu nedenle solid tiimor
biliytimesi geligir. Farkli hiicre tiplerinde VEGFR2’nin ekspresyonu, mitojenik

sinyalin transdiiksiyonu ile ligandlara cevap olarak olusur *'*'*7,

VEGFR-2 ligandla baglandiktan sonra, sitoplazmik domaindeki bir¢ok tirozin

rezidiisiiniin fosforilasyonu sonucunda aktive olur (Sekil 4.4.). Sonrasinda Shc, Grb2

ve MAP kinaz gibi ¢esitli sinyal molekiillerinin rol aldig: intraseliiler pek ¢ok yolak
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aktive olur ve endotel hiicrelerinde mitogeneze, kemotaksise ve morfolojik

degisikliklere yol acar ©".
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Sekil 4.4. VEGFR-1,2,3 ve Norofilin reseptériine baglanabilen molekiiller*”.

4.2.4.3. VEGF Reseptor 3

VEGF Reseptor 3 (VEGFR-3, Flt-4), reseptor tirozin kinazlarin flt alt-ailesinin
bir iiyesidir. VEGFR-3, yalnizca VEGF-C ve VEGF-D ile aktive edilebilir (Sekil
4.4.). Lenf damarlarinin farklilasmast ve mitojenik sinyal agisindan lenfatik
endotelyal hiicreler i¢in dnemli bir reseptordiir. Normal ve tiimor lenfanjiogenezi
diizenler ve yetiskinlerdeki ekspresyonu ancak lenfatik endotelyal hiicrelerle

stnirlidir 49,

VEGFR-3’teki mutasyonlar ciddi patolojik durumlara yol agabilir. Erken kan
damar1 olusumunda VEGFR-3, VEGFR-1 ve VEGFR-2 ile birlikte eksprese edilir
fakat daha sonra gelisim siiresince ekspresyonu olgun lenfendotelyal hiicrelerle
sinirlidir. VEGFR3, lenfatikler i¢in spesifik bir belirtectir ve farkli endotelyal dncii

hiicre karisimindan lenf endotelyalini izole etmek i¢in kullamlabilir ¢ 7.
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4.2.4.4. Norofilinler

Endotelyal hiicreler, ya VEGFR-2 ya da VEGFR-3’den daha kii¢iik bir kiitleye
sahip VEGF reseptorlerini de icermektedirler. Endotelyal hiicrelerin bu kii¢iik VEGF
reseptorleri, spesifik bir izoformdur ve VEGF165’e baglanir. Daha onceleri yapilan
caligmalarda endotelyal olmayan birka¢ hiicre tipinde, VEGF165’¢ spesifik bu
reseptorlerin eksprese oldugu gosterilmistir. Ayrica bu izoform-spesifik reseptorlerin,
prostat ve meme kanser hiicre dizilerinde de fazla miktarda eksprese olduklari
goriilmiistiir .

Bu reseptorler, VEGF’iin ekson 7 tarafindan kodlanan domain’ini tanirlar ve
dolayisiyla da VEGF121’e degil ama VEGF165’e baglanirlar. Bu tiir reseptorlerden
biri neurophilin-1°dir (NRP-1). NRP-1, kollapsin/semaphorin ailesinin belirli iiyeleri
i¢in noronal bir reseptor olarak daha 6nceden karakterize edilmis olan 120 — 130 kDa
agirliginda bir glikoproteindir. NRP1’in tlimor kokenli hiicreler ve endotel hiicreleri
de dahil olmak tiizere ¢ok genis bir doku dagilimi mevcuttur. Embriyonik néronlar
tizerinde bulunan NRP-1 akson biiylimesinin kontroliinden ve semaphorin ailesine
mensup olan belirli iiyelerin baglanmasi yoluyla akson biiylimesine kilavuzluk

etmekten sorumlu tutulmaktadir !'¥,

Son zamanlarda NRP-1’in, PIGF ve PIGF-2’nin heparine baglanma formu i¢in
de bir reseptor olarak fonksiyon gordiigli gosterilmistir. NRP1’in VEGF-B ve PIGF-
2’ye baglanmasindaki biyolojik rolii heniiz belli degildir ¢iinkii bu biiylime faktorleri
sadece VEGFR-1’e baglanmaktadir. PIGF, VEGFR-1 reseptoriiniin aktivasyonu
aracilifiyla hiicre gogiinii indiiklemektedir. PIGF-2, NRP1 eksprese eden endotel
hiicrelerinin proliferasyonu tlizerinde herhangi bir etkiye sahip degildir ve VEGFR-1

aracili migrasyonu stimule etmede PIGF-1’den daha etkili degildir "*”.

Norofilinler ¢ok kisa bir intraselliiler domaine sahiptir ve bu sebepten bagimsiz

reseptorler olarak fonksiyon goéremezler. NRP-1 eksprese eden hiicrelerde veya

VEGFR-2’nin  bulunmadigr  hiicrelerde =~ VEGF165’e¢  kars1  bir  cevap
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gozlenmemektedir. NRP1, VEGF165 icin bir ko-reseptor seklinde etki ederek bu
isoformun VEGFR-2’ye baglanmasini ve bioaktivitesini arttirmaktadir (Sekil 4.4.).

Yapilan caligmalarda, NRP-1’in kan damar gelisiminde onemli bir regiilator
olabilecegi ortaya konmustur. NRP-1’den yoksun olan fare embriyolari,
kardiyovaskiiler sistem olugsmadigindan 6lmektedir. Endotel hiicrelerinde indirekt
etkili bir anjiogen olan TNF-alfa tarafindan, hem NRP1 hem de VEGFR-2 upregiile

edilmektedir %%,

NRP1 reseptorii vaskiilogenez, angiogenez ve sinir sisteminin gelisimi gibi ¢ok
cesitli proseslerde rol oynamaktadir. VEGF165 periferik sinir sisteminde bulunan
hiicrelerin proliferasyonu ve siirveyi ile birlikte aksonal biiyiimeyi stimule eden
norotrofik bir faktor seklinde etki edebilmektedir. Benzer sekilde, kimyasal itici bir
molekiil olan semaphorin Sema III (NRP1’e baglanir ve akson mobilitesini inhibe
eder) ayni zamanda endotel hiicre motilitesini de inhibe etmekte ve NRP1’e

baglanmak ig¢in VEGF165 ile yarigmaktadir 7.

4.2.4.5. Heparan Siilfat

Disakkarit tekrarlarindan olusan heparan siilfatlar, dallanmamis polisakkarit
zincirleridir. Sekrete edilebilir veya belli proteinlerin serin rezidiilerine tutunabilirler.
Glikozilasyon golgide gergeklesir, seker zincirleri N-asetil gruplarinin siilfatlanmasi
gibi modifikasyonlar gecirirler. Proteinlerin heparin siilfata baglanmasi ile heparin
stilfat proteoglikanlar (HSPG) olarak adlandirilirlar. Birgok ligand-reseptor
etkilesimi, HSPG’ye bagimlidir veya ondan etkilenir. HSPG, VEGF ‘i stimule eden
VEGFR-2’nin daha giiclii bir aktivasyon olusturmasini engeller, muhtemelen

komplekse baglanarak internalizasyonu ve degredasyonu oénler ©'?.

4.3. Anjiogenez

Mevcut kan damarlarindan yeni kan damarlarinin gelismesi demek olan
anjiogenez viicutta dogal olarak ortaya ¢ikan bir siire¢ olup, bazi durumlarda kanser,
iskemik kardiyovaskiiler hastaliklar, retinopatiler, yara iyilesmesi ve enflamasyon

gibi pek ¢ok 6nemli hastalik durumunu 6nemli 6lcilide etkilemektedir. Anjiogenezin
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kendisine benzer olan pek ¢ok durumdan 6rnegin vaskiilogenezden, arteriyogenezden
ve lenfanjiogenezden ayirt edilmesi gerekir. Vaskiilogenez ve anjiogenez birbirinden
farkli regiilator mekanizmalar tarafindan kontrol edilir. Anjiogenez baslangicta 6zel
olarak, embriyonik gelisim siirecinde primitif hiicrelerden yeni kan damarlarinin de
novo (sifirdan, yeni bastan) bir sekilde formasyonunu ifade etmek amaciyla
kullanilmaktaydi. Ancak, kemik iliginde ve dolagimda bulunan endotelyal prekiirsor
hiicrelerin de bazi durumlarda anjiogeneze katkida bulunabilecekleri gbzlenmistir.
Ayrica, anjiogenez terimi genel olarak kullanilan, kii¢iik kan damarlarinin
formasyonunu ifade etmektedir ve bu nedenle, yeni arterlerin gelisimini ifade eden
arteriyogenez teriminden ayirt edilmelidir. Yine anjiogenez ile, yeni lenfatik
damarlarin formasyonunu ifade eden lenfanjiogenez’in de ayirt edilmesi
gerekmektedir “**¥. Anjiogenez, normal ya da fizyolojik ve patolojik anjiogenez

olarak ayrilabilir;

Fizyolojik anjiogenez; embriyogenez, yara iyilesmesi ve kadin iireme

sisteminde gozlenir. Anjiogenez gelismekte olan fetiiste baslar ve dogum sonrasinda,
erigskin dokulardaki normal kan damarlarin1 olusturacak bigcimde devam eder. Normal
kan damarlari, diizenli ve birbirinden yakin bosluklarla ayrilmis bir bi¢imde dagilim
gosterirler ve elastik ve miiskiiler arterler, arterioller, kapillerler, postkapiller
veniiller ve ufak ve biiylik venler seklinde hiyerarsik bir diizenlenmeye sahiptirler.
Proanjiogenik ve anti anjiogenik faktorler arasindaki denge bozuldugunda anjiogenez

kontrol edilemez ©¥.

Patolojik anjiogenez; indiiklenen yeni kan damarlar1 agisindan son derece

anormaldir. Damarlar uniform olmayan bir bicimde dagilirlar, diizensiz dallanirlar,
arteriovendz santlar olustururlar ve belirli kesin bir hiyerarsik paterne uymazlar.
Ayrica yapisal ve fonksiyonel agidan heterojendirler. Plazma proteinlerine ve
plazmaya kars1 genellikle yiiksek derecede gecirgenditler. inflamatuvar hastaliklarda
(artrit, kronik inflamasyon, inflamatuvar bagir-sak hastaliklari, psoriazis), cesitli
kanserlerde (meme, mesane, kolon, akciger, noroblastom, melanom, bdbrek,
pankreas, uterus, serviks, glioblastom) ve goz hastaliklarinda (yasla iliskili makiiler
dejenerasyon, proliferatif retino-pati) anjiogenez patolojik olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Periferik arter hastaliklarinda ve gecikmis yara iyilesmesinde ise anjiyogenezin

yetersizligi sz konusu olmaktadir ©7.
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4.3.1. Anjiogenik Doniisiim

Anjiogenezis, endojen

pro-anjiogenik

uyaricilarin ~ ve  anti-anjiogenik

inhibitorlerin dengesine baglidir. Tiimor biiylimesi bu dengenin bozulmasiyla olusur,

bu durum “’anjiogenik doniigsiim’’olarak adlandirilir. Anjiogenik uyaranlarin artig1 ve

anjiogenez inhibitorlerinin azalisi anjiogenezi baslatmaktadir ©”. Anjiogenik ve

antianjiogenik faktorler Tablo 4.5.’de gosterilmektedir.

Tablo 4.5. Anjiogenik faktorler ve anjiogenezi dnleyen faktorler

(34)

Anjiogenik Faktorler

Anjiogenezi Onleyen Faktorler

VEGEF (Vaskiiler endotelyal biiylime faktor)
PGF (Plasental biiylime faktor)

FGF (Asidik,bazik fibroblast biiylime-fak.)
FGF-3 (Fibroblast biiylime faktor-3)
FGF-4 (Fibroblast biiylime faktdr-4)
TGF-a (Transforme edici biiyiime faktor-o;)
TGF-B (Transforme edici biiyiime faktor-f)
EGF (Epidermal biiyiime faktor)

HGF (Hepatosit biiylime faktor)

TNF-a (Timér nekroz faktor-a)

PDGF (Trombosit kaynakl biiyiime faktor)
GCSF (Graniilosit koloni uyaran faktor)
IL- 8 (Interldkin-8)

Anjiogenin

Proliferin

Trombospondin- 1
Anjiostatin

Endostatin

Vazostatin

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
Trombosit faktdr-4 fragmani
Prolaktin derivesi

Restin

Proliferinle ilgili protein
Interferon-o-p
Anjiopoetin-2
Antitrombin-3 fragmant

Interferon ile indiiklenebilen protein- 10

4.3.2. Anjiogenez Basamaklari

a-Vasodilatasyon, endotelyal permeabilite ve periendotelyal destek

Anjiogenez, nitrik oksidle ilgili bir proses olan vasodilatasyonla baglar. Vaskiiler

permeabilite VEGF’e yanit olarak artar ve boylece plazma proteinleri ekstravaze
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olur. Jel formasyonuna gelen ekstraseliiler alan, damar disina ¢ikarak go¢ eden

endotel hiicreleri i¢in bir yapi iskelesi gorevi goriir. Permeabilitedeki bu artis;
e Fenestralarin formasyonu,
e Vezikiilo-vakiioler organellerin formasyonu,
e Platelet-endotelyal hiicre adhezyon molekiilii (PECAM-1),

e Vaskiiler endotelyal (VE)-cadherin’in redistribiisyonu araciligiyla meydana

gelir ve Src kinazlari ilgilendirir .

Permeabilite anjiogenez acisindan iyi olmakla beraber, asir1 vaskiiler kacak ve
sizint1 kotli olabilir ve sirkulatuar kollapsa, intrakranyel hipertansiyona, adhezyon
formasyonuna, metastazlara, premenstruel rahatsizliga ve korliige yol agabilir.
Endotelyal Tie2 reseptoriiniin bir ligandi olan angiopoietin (Ang)-1 vaskiiler
permeabilitenin dogal bir inhibitdrii olup 6nceden mevcut bulunan kan damarlarini
sikilagtirmaktadir. Angl, eriskin damarlarina akut bir sekilde uygulandigi zaman,
vaskiiler morfolojiyi siddetli bir sekilde etkilemeden plazma sizintisina karsi koruma

saglamaktadir ©?.

Endotel hiicrelerinin bulunduklar1 yerden migrasyon yapabilmeleri igin,
interendotelyal hiicre temaslarinin gevsemesi ve periendotelyal hiicre desteginden
kurtulmalart gerekir. Yani, matiir kan damarlarinin destabilize hale gelmesi gerekir.
Endotelyal Tie2 reseptor sinyallemesinin inhibitrlerinden biri olan Ang2, diiz kas
hiicre tutunmasinda ve matriksin gevsetilmesinde yer alabilmektedir. Proteinazlardan
plasminojen aktivatorii, matriks metalloproteinazlart (MMP’ler), chymase (kimaz)
yada heparanase aileleri, matriks molekiillerini pargalayarak ve ekstraseliiler matriks
icinde hapsedilmis (sekestre edilmis) biiylime faktorlerini serbestlestirerek (bFGF,
VEGF ve IGF-1 gibi) anjiogenezi etkilemektedirler. MMP-1 veya -3’ilin ya da MMP-
2 fragmani olan PEX’in doku inhibitdrleri MMP-2’nin avf3’e integrinine

baglanmasini inhibe ederek anjiogenezi etkilemektedir ©".
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b-Endotel hiicre proliferasvonu ve migrasyonu

Prolifere olan endotel hiicreleri, yolaklar1 bir kez belli olduktan sonra uzak
yerlere go¢ etmeye baglarlar. VEGF, Plasental biiyiime faktorii (PLGF), VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D ve bunlarin reseptorleri olan VEGFR2, VEGFR3 ve neurophilin-
1 spesifik fonksiyonlara sahiptirler: VEGF ve reseptorii (VEGFR2) embriyonik,
patolojik ve neonatal anjiogenezi etkiler ancak farkli VEGF isoformlarmin ya da
VEGF ailesi iyelerinin heterodimerlerinin bu siiregte yer almalar1 konusunda
molekiiler mekanizmalar tam netlesmemistir. VEGF120 anjiogenezi tek basina

baslatabilmekte ancak bu siireci tamamlayamamaktadir ©?.

VEGF-C (VEGFR3iin bir ligandidir) erigkin patolojilerinde anjiogenik iken ©?,
VEGFR3 hem embriyonik anjiogenezde yer alir, hem de patolojik anjiogenezde

eksprese edilir.

VEGF’nin aksine Angl kendi basmna endotel hiicre ag1 organizasyonunu
baslatamaz ancak VEGF tarafindan baslatilmis olan network’lari stabilize eder.
Bunu, endotel hiicreleri ile periendotelyal hiicreler arasindaki etkilesimleri stimule
ederek yapmaktadir. Bu durum, Angl’in VEGF’den daha ge¢ asamalarda etki ediyor

olabilecegini diisiindiirmektedir ©*.

Ang2 de en azmdan VEGF varliginda
anjiogeniktir. Erigkinlerin sessiz vaskulatiiriinde Fosforile Tie2’nin disiik
diizeylerinin saptanmasi damarlarin siirdiiriilmesinde Tie2’nin yer aldigin

gostermektedir.

Fibroblast biiylime faktorii ve platelet-kdkenli biiyiime faktorii (PDGF) ailesinin
tiyeleri normal gelisim esnasinda bol miktarda bulunurlar ancak uygulandiklar
zaman mezenkimal ve enflamatuar hiicreleri g¢ekerek (toplayarak) anjiogenezi
etkilerler. TGF-B1 ve tiimor nekroz faktorii o (TNF-a) endotel hiicre biiyilimesini

inhibe ya da stimule edebilirler ve tiimdr progresyonunu belirleyebilirler %3,
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Hiicre-hiicre yada hiicre-matriks etkilesiminde yer alan avp3 integrin gibi
molekiiller endotelyal yayilmaya aracilik ederler ve oavp3 antagonistlerinin

anjiogenezi inhibe etmesini agiklayabilirler ®*.

PECAM-1 ve Ephrin-B2 de patolojik anjiogenezde yer alabilmektedir.
VEGF’den sonraki basamaklarda yer alan bir VEGF effektorii olan nitrik oksid,
TGF-B1 ve diger anjiogenik faktdrler embriyonik vaskiiler gelisim i¢in zorunlu
degillerdir ancak patolojik anjiogenezi etkilerler ve damarlarin re-endotelizasyonunu
gelistirirler. Ekzojen yoldan uygulandiktan sonra anjiogenik oldugu kesfedilen ancak
endojen anjiogenik aktivitesi belirlenmeyi bekleyen molekiillerin listesi giderek
uzamaktadir. Bunlar; erithropoietin, IGF-1, Neuropepide-Y, leptin, Thy-1, epidermal
biiyiime faktorii, doku faktorii (koagulasyonun baslaticist olan), hepatosit biiylime

faktorii, interlokinler, hormonlar ve kemokinler ® olarak sayilabilir.

Anjiogenik tomurcuklanma, aktivatorler ve inhibitorler arasindaki denge ile
kontrol edilmektedir. Endotel hiicrelerinin proliferasyonunu veya migrasyonunu
suprese eden anjiogenez inhibitorleri; Angiostatin, Endostatin, Antitrombin III,

Interferon-p, Losemi inhibitor faktor, Platelet-faktor 4°dir ©2).

c-Liimen formasyonu (olusumu, sekillenmesi)

Endotel hiicreleri ¢ogunlukla, daha sonradan liimenlenen solid bir kordon
seklinde bir araya gelirler. Tiimor damarlar1 ve patolojik anjiogenezde damarlar
normal damarlarin aksine genellikle anormal sekilde genislemislerdir ama tiimor
damarlarinin i¢indeki kan akimi genellikle kaotik (yonii tam anlasilamayan) bigimde

olmaktadir ve metabolik ihtiyaglar1 karsilamada etkisiz kalmaktadir ",

VEGF189 liimen ¢apini azaltirken VEGF121, VEGF165 ve reseptorleri liimen
formasyonunu arttirir ve ayrica damar ¢apimi da arttirir. Bazi belirli dokularda
(6rnegin psoriatik cilt dokusunda) VEGF , mevcut olan kan damarlarin1 biiyiiterek

morfogenetik bir aktivite sergilemektedir ©'*?.
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d-Endotelval siirvey (sagkalim)

Endotel hiicreleri yeni damarlarda bir kez toplandiktan sonra sessiz bir hale
gelirler ve uzun yillar boyunca canli, kalirlar. Azalmis sagkalimin embriyoda
vaskiiler regresyona yol a¢tigmin gozlenmesi, endotel siirveyinin Onemini

gostermektedir ©V.

VEGF’nin siirvey fonksiyonu, VEGFR2, B-catenin ve VE-cadherin arasindaki
etkilesimlere baghdir ®”. Angl endotel siirveyini arttirrken Ang2  siiprese
etmektedir. Matriks makromolekiilleri ile etkilesimin avB3 antagonistleri ya da
desintegrin accutin kullanilarak engellenmesi de endotel apoptosisi ile sonuglanabilir
ancak avfB3 sadece proliferatif hiicrelerde eksprese edildigi i¢cin onceden mevcut

bulunan sessiz kan damarlar1 etkilenmeden kalmaktadir.

e-Endotel diferansivasyonu

Endotel hiicreleri, lokal fizyolojik gereksinimlere uyum saglayabilmek igin,
kismen konak doku tarafindan belirlenen bazi 6zel karakteristik 6zellikler kazanirlar.
Bu duruma, VEGF ile ekstraselliiler matriks arasindaki etkilesimler aracilik
etmektedir. Tiimodrlerde ve patolojik anjiogenezde bulunan endotel hiicreleri pek ¢cok
bakimdan anormaldir: ¢ok kathdirlar, interselliiler ve transselliiler delikler igerirler,
kontrolsiiz bir gecirgenlik sergilerler ve siirekli yeniden modellenme gegirirler.
Timor damarlarinin “mozaik” damarlar olduklari (hem endotel hem tiimore ait
hiicreler icerir) ve hem endotelyal hiicrelerle hem de malign “vaskiilojenik” tiimor
hiicreleriyle kapli olduklar1 seklindeki yeni ve tartismali bir bulgu anti-anjiogenik
timor tedavisini daha anlamli hale getirmistir. Tiimor endotel hiicreleri tarafindan
yapilan hiicre yiizeyinde spesifik olan epitoplar, anti-kanser tedavisinde pro-
apoptotik veya trombotik molekiillerin yapismast icin cazip hedeflerdir.
Mikrogevresel faktorler de tlimorlerdeki endotel bariyerini belirleyebilmektedir
Ciinki timorler ciltte biiytidiiklerinde, beyinde biiytimeleri durumunda oldugundan

daha fazla fenestra icermektedir ©*>%.
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f-Remodeling (veniden modellenme, sekillenme)

Endotel hiicrelerine dogru yonde gelismeleri yoniinde ve ii¢ boyutlu aglar
olusturacak sekilde yol gosteren spatial (mekansal) ipuglart hakkinda su ana dek ¢ok
az sey bilinmektedir. Bu, terap6tik anjiogenez i¢in 6nemli bir hedef teskil etmektedir.
Endotel aginin matiirasyonu, uniform biiylikliikteki kapiller-benzeri damarlarin
remodeling’ini ve bazilarinin ayiklanmasin1 ve dallanan damar yapilarindan olusan
yapilandirilmis bir ag yapisina diizensiz bir sekilde organize olmay1 igermektedir.
Gen inaktivasyon c¢aligsmalari, farkli VEGF izoformlarinin ve VEGFR3’iin endotelyal
“orphan” reseptorii Tiel, T-hiicreli-losemi protein stem cell 16semi faktorii/tal-1,
TEL, GTP baglayic1 protein Gal3, kemokin reseptorii 4, VCAM-1, 04 integrin ve
fibronektin  acisindan  degisik  morfogenetik  fonksiyonlarinin  oldugunu

gostermektedir ).

@ EC receptor binding

e ez ellular signalling

A\ @ EC activation

N TR P e

@® Loop formation

8 » SifMfgrentiagtc-

@ Vascular stabilization

(48)

Sekil 4.6. Angiogenez prosesi
Sekil 4.6.’da verilen anjiogenez prosesinin basamaklart;

1) Tiimorler yakin dokulara difiize olabilen anjiogenik biiylime faktorlerini tiretir ve

cevreye salarlar.
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2) Anjiogenik biiylime faktorleri yakininda bulunan Onceden var olan kan

damarlarinin endotelyal hiicrelerinde lokalize olan spesifik reseptorlere baglanirlar.

3) Biiyiime faktorleri reseptorlerine baglanir baglanmaz, endotelyal hiicreler active
olur. Sinyaller hiicre yiizeyinden niikleusa gonderilir. Endotelyal hiicrelerde yeni

proteinler, enzimler {iretilmeye baslanir.
4) Enzimler, kan damarlarini ¢cevreleyen bazal membranda kiiciik delikler agar.

5) Endotelyal hiicreler boliinmeye baslar ve tlimoére dogru var olan damarlardaki

kiigiik deliklerin agilmasiyla gb¢ eder.

6) Adezyon molekiilleri veya integrinler (avp3, avp5) olarak adlandirilan 6zel

molekiiller ¢ikintilarin yeni kan damarlarina dogru ¢ekilmesine yardimer olur.

7) Ek enzimler (matriks metalloproteinazlar veya MMP) cikintt yapan damar
dokusunda fretilir. Damar uzadigi zaman, damar c¢evresinde doku yeniden

modellenir.
8) Dallanan endotelyal hiicreler, kan damari tiipiinii olusturmak i¢in yuvarlanir.

9) Kan sirkiilasyonu yapabilen kan damar1 looplarini olusturmak i¢in ayr1 kan damari

tiiplerine baglanirlar.

10) Sonugcta, yeni olusan kan damar tiipleri, yapisal destek saglayan 6zellesmis kas
hiicreleri (diiz kas hiicreleri, perisitler) tarafindan stabilize edilir. Daha sonra kan

akis1 baglar Y.

4.3.3. Angiogenez ve Kanser

Ik olarak 1971 yilinda Judah Folkman tiimér biiyiimesinin yeni bir kan damari
olusumuna bagli olacagini diistinmiistiir. Solid tlimoérlerin biiylimesine destek olan bu
onemli prosese anjiogenez adi verilmistir. Insan karsinomalarinin yaklasik olarak
%095°1 vaskiiler olmayan epitelyal tabakadaki in situ lezyonlardan kaynaklanir. Bu
mikroskopik tiimoérler, yalnizca nodiil ¢evresindeki dokularin vaskiilarizasyonundan

r Y. Timdr mikrogevresindeki anjiogenik cevap, stroma

sonra Dbilyiiyebilirle
komponentleri ve timor hiicreleri tarafindan sekrete edilen pro-anjiogenik ve anti-

anjiogenik faktorlerin dengesine baglidir (anjiogenik doniisim).
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Damarlanma hem tiimér biliyiimesi hem de metastaz olusumunda ¢ok 6nemlidir.
Difilizyon yoluyla beslenmenin 2-3 mm’yi ge¢gmeyecegi diisiiniiliirse, damarlanmasi
iyi olmayan tiimériin nekroza gidecegi kolayca anlagilir. Boyutu 2-3 mm’ ‘iin
tistinde olan tiimorler, besin ve oksijen saglamak icin vaskiiler destege ihtiyag
duyarlar. Damarlanma i¢in gerekli faktorler, hem tiimor hiicrelerinden hem de
makrofajlar ve diger iltihap hiicrelerinden salgilanmaktadir. Bu faktorler arasinda en
onemlileri VEGF ve bazik fibroblast biiyiime faktorii (bFGF) sayilabilir ''¥. VEGF
gibi anjiogenik biiyiime faktorlerinin sekresyonu ile Onceden var olan kan
damarlarindan yeni damarlar gelisir (anjiogenez). VEGF oOnceden var olan
endotelyumdaki reseptorlerine baglanir, endotelyal hiicre proliferasyonunu stimule
eder ve vaskiiler dallanmalar ile tiimor icerisinde go¢ olur. Bu dallanmalar, sonugta
timor icerisinde yeni kan damarlarini olusturur. VEGF, endotelyal damar olusumu
icin kemik iliginden endotelyal Oncii hiicrelerin katilmasiyla vaskiilogenezde de rol
oynar. Yeni damarlar tlimore yeni yollar saglar, tiimor hiicreleri kan sirkiilasyonuna

girebilir ve uzak yerlere metastaz yapabilir ®*¥.

Buna karsilik, bizzat tiimor hiicrelerinden salinan ya da indiklenen;
trombospondin 1, angiostatin, endostatin gibi molekiillerden olusan antianjiogenik
faktorler unutulmamalidir. Genetik mutasyonlar sonucu tiimdr baskilayict genin
(p53) fonksiyon kaybi, trombospondin gibi anjiogenez inhibitorlerinde azalmaya

sebep olur ve VEGF sekresyonunu arttirir.

Ayrica tiimdr hiicre apoptozisindeki azalmalar tiimor anjiogenezinin baglamasina
neden olur. Buna karsilik EGFR, 6nemli bir lenfanjiogenik sitokin olan VEGF-C’yi

upregiile eder ©V.

Timorlerde VEGF iiretiminin artmasinin, timor vaskiilaritesinin ve metastazin,
artmastyla iliskisi vardir ve VEGF-negatif tiimérler ile karsilagtirildiginda daha zayif

prognoza sahiptir. Sirkiile olan VEGF meme, akciger ve gastrointestinal
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kanserlerinde artmaktadir. Ameliyat sonras1 orneklerde fazla VEGF ekspresyonu
olan meme tiimorleri, diisiik VEGF seviyeli tiimor ornekleri ile karsilastirildiginda
fazla VEGF ekspresyonu olan tiimérlerde erken ¢okiis goriilmiistiir. Bu nedenle,
VEGF ekspresyonu prognostik bir belirteg olarak rol oynayabilir, sirkiilasyonda veya
timor dokusundaki yiiksek VEGF seviyeleri yasam siiresini negatif olarak
etkilemektedir. Bu durumun VEGF’in tlimdrde anjiogenezi arttirmasi mi, yoksa
kanserin gelisiminde oynadigi diger roller nedeniyle mi oldugu heniiz tam olarak

bilinmemektedir ¢,

VEGF mRNA neoplastik hiicrelerde eksprese edilir, fakat cok az miktarda
endotelyal hiicreler tarafindan da sentezlenir. Aksine, endotelyal hiicreler VEGFR1
ve VEGFR2 mRNA ve proteinlerini eksprese ederler. Neoplastik hiicrelerden salinan
VEGF yakin g¢evredeki endotelyal hiicreleri etkiler. Yapilan immunohistokimyasal
calismalarda, VEGF’in hem neoplastik hem de endotelyal hiicrelerde lokalize oldugu

gosterilmistir ',

Dvorak ve ark.’lari, kobaylarda ve insanlarda yaptiklari ¢aligmalarda VEGF
proteininin solid tliimdrlere yakin damarlarda biriktigini, fakat tiimorden 0,5 mm’den

daha uzakta bulunan damarlarda ise bulunmadigini gostermislerdir ©*.

Anti-anjiogenik  tedavilerin ¢ogunda VEGFR-aracili sinyal yollarinin
bloklanmasi1 amaglanir. VEGF/VEGFR sistemi iyi karakterize edilmesine ragmen,
VEGEF i¢in anjiogenik sinyalleri aktive edebilen endotelyal hiicreler iizerinde bulunan

diger reseptor-benzeri molekiiller tam olarak bilinmemektedir 7.

4.3.4. Kanserde siRNA Aracihg ile VEGF Gen Inhibisyonu

Kanser hiicreleri, yogun bir sinyal transdiiksiyon yol agi ile karakterize
edilmektedir. Ancak bu yolda yer alan tiim onkogenler esit olarak karsinogeneze

katilmazlar. Bu nedenle kanserde gen susturmasinda basarili olmak i¢in; onkogenez
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yollari, apoptozis, hiicre siklus regiilasyonu, hiicre yaslanmasi, tiimor-konak
etkilesimi ve konvansiyonel tedavilere direng mekanizmalarinin iyi bilinmesi

gereklidir.

Gen ekspresyonunun susturulmasinda yiiksek etkinlik ve spesifiteye sahip olan
RNAI teknolojisi, hem kanser gelisimine neden olan genlerdeki degisiklikler hem de
potansiyel terapdtik stratejiler agisindan arastirilmaktadir. Bununla birlikte birgok
kanser olgusunda tek bir genin bloklanmasi, hastalig1 ortadan kaldirmak icin yeterli
degildir. Ayn1 zamanda birgok sinyal yolunu inhibe etmek veya diger tedaviler ile

gen susturmasini kombine etmek gerekebilir.

Kanser, AMD (age-related macular degeneration) ve inflamatuar hastaliklarda,
VEGEF aile iiyelerini hedefleyen Anti-VEGF antikorlari, (Bevacizumab (Avastin®)
ve Ranibizumab (Lucentis®)), solubl VEGFR’leri, VEGFA¢s aptamerleri
(Pegaptinib (Macugen®)) ve reseptor tirozin kinaz (RTK) inhibitorleri gibi anti-
anjiogenik ajanlar ¢ogunlukla tiimor biiyiimesini ve vaskiilarizasyonunu inhibe
etmek icin kullanilmaktadir. Giiniimiizde birkag siRNA terapotigi, makular
dejenerasyon, solunum yolu hastaliklar1 ve kanserlerin tedavisinde klinikte kullanim

icin gelistirilmektedir (Tablo 4.6) "7,

Kanser tedavisinde anti-anjiogenez aktiviteyi basarmak i¢in iki farkli yaklagim
kullanilmaktadir (Sekil 4.7.); 1. Sentetik siRNA aracili inhibisyon, 2. Plazmid temelli
vektor, shRNA’lar ile inhibisyon. siRNA, 6zellikle hem potenslik hem de sekansa-
spesifik secicilik agisindan hiicre kiiltiirii anti-anjiogenez ¢alismalarinda giiglii bir

inhibitordir %7 12,
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Tablo 4.6. Klinik tedaviler i¢in gelistirilen siRNA terapotikleri

(157

Sirket Uriin Hedef Gen Hedef Verime Faz
Hastahik Yolu
Opko Health | Bevasiranib | VEGF AMD Intravitreal Faz 111
(Cand 5) DME FazlIl
Allergan AGN211745 | VEGF AMD Intravitreal Faz II
(Sirna 027) Reseptor
Alnylam ALN-RSV01 | RSV RSV Intranazal Faz I1
Farmasotik Enfeksiyonu
Quark RTP801i-14 | RTP801 AMD Intravitreal Faz 1
Farmasotik |y P53 ARF Intravendz | Faz 1
Calando CALAA-01 | Riboniikleotid | Solid tiimoér | Intravendz Faz 1
Farmasotik rediiktazin
M2 subiinitesi
Nucleonics NUC B1000 | HBV HBV Intravendz Fazl
enfeksiyonu
Transderm TD101 Keratin 6a’da | PC Intradermal | Faz |

tek nikleotid

mutasyonu

DME: Diabetik makular 6dem, RSV: respiratuar sinsityal viriis, AMD: yasla-iligkili makular

dejenerasyon, HBV:Hepatit B viriis, ARF:Akut renal hasar, PC: Pachyonychia konjenital.
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Sekil 4.7. Kanser hiicresine VEGF-hedeflenen siRNA ya da shRNA saliminin sematik gosterimi.

Schiffelers ve ark.’lar1 yaptiklari ¢alismada, siRNA nanoplekslerini tiimor
anjiogenezinin VEGF-aracili yolunu inhibe etmek amaciyla kullanmislar, tiimor
igerisinde protein ekspresyonunun sekansa spesifik inhibisyonu ve tiimor anjiogenezi
ve bilyiime oraninin inhibisyonu amaciyla tiimor tasiyan fareye i.v olarak siRNA
vermislerdir. Sonugta hazirladiklar1 siRNA nanopleksler ile nanopartikiil ligand
araciligiyla tiimor dokusuna secici olarak taginma ve siRNA oligoniikleotid
araciligtyla gene spesifik hedefleme olmak iizere iki seviyede hedeflemeyi
basarmislardir. Boylece olusturduklar1 sistemde, siRNA’nin gen sekans segiciligi ile

dokuya hedeflenen segicilik kombine edilmistir ",
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Takei ve ark.’larmin yaptiklar1 ¢alismada, insan prostat kanser hiicre dizisinde
(PC-3) in vitro ve in vivo olarak VEGF ekspresyonunu inhibe etmeye ¢alismiglardir.
Bu amagcla 4°C’de sivi, 37°C’de jel kivaminda olan atelokollojen kullanmiglardir.
Atelokollojen hiicresel alimi, niikleaz direncini, tiimoére enjekte edilen siRNA’nin
etkin transfeksiyonu, stabilizasyonunu ve tiimore verilen siRNA’nin uzun siireli
salimin1 artirmak amaciyla denenmistir. Atelokollojen ile taginan VEGF siRNA,
tiimdr anjiogenezini belirgin bir sekilde baskilamis ve fare timoér modelinde tiimor

biiyiimesini inhibe etmistir 7,

Chono ve ark.’lar1 metastatik timor modeline, sSiRNA’nin sistematik olarak
taginmasi i¢in lipozom-protamin-hyaluronik asid (LPH) nanopartikiil formiilasyonu
gelistirmislerdir. In vitro gen susturma ¢alismasi stabil olarak lusiferaz eksprese eden
B16F10 hiicrelerinde yapilmistir. Hiicre dizilerinde nanopartikiillerin gen susturma
etkinligi %40 bulunurken, B16F10 akciger metastaz modelinde liisiferaz aktivitesi

%80 susturulmustur “*.

Kim ve ark.’lar;, siRNA igin yeni bir tasiyict sistem olan polielektrolit
kompleksleri (PEC) calismislardir. VEGF siRNA’y1 PEG ile konjuge etmisler ve
siRNA PEG konjugati katyonik polietileniminle (PEI) etkileserek PEC misellerini
olusturmustur. Yapilan VEGF siRNA-PEG/PEI PEC miselleri siRNA’y1 enzimatik
degredasyona karsi korumustur. Bu misellerin PC-3 hiicrelerinde VEGF gen
ekspresyonunu %96.5’a kadar susturdugu saptanmistir. VEGF siRNA/PEI
kompleksleri ile VEGF siRNA-PEG/PEI PEC miselleri, N/P oranlar1 (0, 2, 4, 8, 16
ve 24) arttirilarak karsilastirildiginda salinan VEGF protein miktarinda belirgin bir
azalma goriilmektedir. Ayni sekilde siRNA konsantrasyonu arttikga VEGF protein

miktarinda da azalma olmustur %%,

Mulkeen ve ark.’lari, kolon kanser hiicrelerinde VEGF-A’nin ekpresyonunu
inhibe etmek amaciyla birka¢ siRNA dizisi ve shRNA-VEGF plazmidini ve
hiicrelere, sentetik siRNA’larin transfeksiyonu amaciyla lipid-temelli ticari ajan

oligofektamin, shRNA’larin transfeksiyonu i¢in de yine lipid-temelli ticari ajan olan
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lipofektamini kullanmislardir. Insan kolon kanser hiicrelerinde (RKO hiicre dizisi)
VEGF-A ve VEGFR2’nin ekspresyonunu in vitro ¢aligsmalar ile degerlendirmisler,
VEGF mRNA’sin1 hedefleyen farkli miktarlarda siRNA (1, 12, 24, 36, 48 ve 50 nM)
kullandiklarinda VEGF ekspresyonunda transfeksiyondan sonraki 48. saatte %67,5-
%94 susturma (en iyi susturma 12 nM), hiicresel proliferasyonda ise %67 oraninda
azalma saglamiglardir. Hiicrelere ShARNA-VEGF’in transfeksiyonundan 48 saat sonra

ise VEGF protein ekspresyonunda %77 susturma saglamglardir **.

4.4. Kitozan Hakkinda Genel Bilgiler

4.4.1. Kitozanin Yapisi ve Elde Edilmesi

Kitin yengec¢ ve karides gibi deniz kabuklarinin ve boceklerin dis iskeletinde,
dogada seliilozdan sonra en fazla bulunan ikinci polisakkarittir. Kitin yap1 olarak
selilloza benzer, genellikle selillozun bir tiirevi gibi goriliir. Kitozan kitinin
deasetilasyonu ile elde edilen yiiksek molekiil agirlikli bir katyonik polisakkarittir.
Kitin polimerinin temel {initesi (Sekil 4.8) 1-4-bagli-2-asetamid-2-deoksi-p-D-
glukandir. Kitin ve seliiloz, lineer P(1 4)-baglantili monosakkaritlerdir. Bununla
birlikte, seliilozla kitozan arasindaki en oOnemli farklilik, kitozanin glikozidik
baglantilar ile 2-amino-2-deoksi-B-D-glukan’dan olugmasidir. Kitozan yap1 olarak,
glukozamin ve N-asetil glukozamin monomerlerinin -1,4 pozisyonunda baglanmasi

ile olusan bir polimer seklindedir (Sekil 4.9) "7,

Kitozanin primer amin gruplar1 farmasétik uygulamalarda polimere ¢ok 6nemli
bir 6zellik kazandirir. Diger dogal polimerlerle karsilagtirildiginda, kitozan pozitif
ylke sahiptir ve mukoadezifdir. Bu sebepten ilag tasima sistemlerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Kitin yap1 olarak selilloza benzerlik gosterdiginden, kitin
uygulamalar1 kitozanla karsilastirildiginda daha sinirhidir. Kitinin asetamid grubu
kitozan1 olusturmak i¢in amino gruplarina doniistiiriiliir, bu reaksiyon Kkitinin
konsantre alkali ¢ozeltide (%40 NaOH) ve yiiksek sicaklikla (120°C) muamele
edilmesiyle gerceklestirilir. Kitin ve kitozan birka¢c milyon daltona kadar olan
molekiiler kiitleye sahip uzun zincirli polimerlerdir. Kitozan nispeten reaktiftir ve

toz, pasta, fiber gibi farkli formlarda iiretilebilir. Kitozanin iiretim kosullarina baglh
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olarak molekiil agirlig1 25-2000 kDa, deasetilasyon derecesi %40-98 arasinda genis

bir dagilim gosterir 79

CH20H

CH20H

: W

H OH

SELULOZ

CH20H CH20H
H

H

OH nH

H NHCOCH 3

KITIN

Sekil. 4.8. Selliiloz ve kitinin molekiiler yapis1 7.
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Sekil 4.9. a) Kitozan yapisi [poli (1-4-D-glukozamin)] b) Capraz baglantili kitozan yapist
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/
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(176)
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Fizyolojik ¢evrede, kitozan biyolojik agidan uyumlu, lizozim enzimleriyle veya
intestinal flora tarafindan iiretilen belli bakteriyel polisakkaritleri degrede eden
enzimler ile pargalanabilen, parcalanma iirlinleri toksik 6zellik gdstermeyen dogal bir
polisakkarittir. Kitozanin hem i.v. hem de oral yoldan kullanilmasi durumunda
biyolojik agidan ge¢imli oldugu saptanmistir. Ayrica kitozan zararli bir monomer

icermediginden fizyolojik olarak da giivenilirdir /7.

4.4.2. Kitozanin Fizikokimyasal Ozellikleri

Kitozanin deasetilasyon derecesi, kristal yapisi, monomer sayisi, viskozitesi, su
tutma Ozelligi, molekiil agirligi, pKa degeri ve hidrasyon enerjisi Onemli

ozellikleridir.

Kitin beyaz renkte, suda ¢oziinmeyen bir polimerdir. Kitinin deasetilasyon {iriinii
olan kitozan ise asetik asit, formik asit, sitrik asit gibi pek cok organik asitte ¢oziiniir,
ancak fosforik ve siilfirik asitte ¢Oziinmez. Asit ortaminda amino gruplarinin

protonlanmas1 sonucunda ise suda ¢oziinebilir.

Kitozanin deasetillenmis birimlerinin yani glukozaminlerinin mol fraksiyonu,
deasetilasyon derecesi olarak bilinir ve bu deger %40-98 arasinda degismektedir.
Diisiik deasetilasyon seviyesine sahip kitozan (%40) pH 9 ve lizerinde ¢dziiniirken,
yiiksek deasetile kitozan (%85) pH 6,5 ve altinda ¢oziiniir. Kitozanin deasetilasyon
derecesi, polikatyonik 6zelligini gosterir. N-asetil guplarinin bulunusu ise hidrofobik

ozellik verir @7,

Genellikle kitozanin deasetilasyon derecesi (DD), yiikk yogunlugu, ¢oziiniirliik,
kristalite ve degredasyon gibi polimer 6zelliklerini etkiler. DD ve molekiiler agirlik,
partikiil boyutu, partikiil formasyonu ve agregasyonu etkileyen baslica faktorlerdir
(70 Tae-Hee ve ark.’larmin yaptiklari galismada, gen transfeksiyon etkinliginde
asetik anhidrid ile asetillenmis kitozanin deasetilasyon derecesi aragtirilmistir;

calisilan  bircok  kitozan/DNA  komplekslerinde, deasetile (%80) kitozan
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kullanilmistir. Bu sonuglar da gosteriyor ki, DNA baglanma etkinligi, azalan DD ile
diiser, bu nedenle tam DNA kompleksasyonunu etkiledigi i¢in £ yiikk oranmin

artmasi gereklidir 77,

Kitozanin ¢oziiniirliigii, serbest amino ve N-asetil gruplarinin dagilimina
baghdir. Genellikle %1-3 sulu asetik asitte kitozan c¢oziindiiriilebilir. Kitozan
biyolojik pH’larda (pH<6) pozitif yiikliidiir. Notral pH’larda ise ¢oker. Kitozan
¢ozeltisinin igerisine iyon eklenmesi ¢oziiniirligii etkiler. Bunun nedeni, birbirlerine
komsu olan glukozamin birimlerinin birbirlerini itmeleri nedeniyle kitozanin ¢ozelti
igerisinde serbest formda kalmasidir. Cozeltiye bir elektrolit eklendiginde bu serbest
formu olusturucu etki azalir ve sarmalimsi gelisigiizel bir yap1 olusur. Bu sekilde
elektrolit konsantrasyonu arttikga iyonik kuvvet de artacagindan ‘salting-out’

etkisiyle kitozan ¢oker ©°,

Kitozan yiiksek molekiiler agirligi ve dogrusal dallanmamis yapisi nedeniyle
viskozite arttirict bir polimer olarak kullanilanabilir. Kitozan ¢6zeltisinin viskozitesi,
kitozan konsantrasyonu ve deasetilasyon derecesi ile dogru orantili, sicaklikla ise ters

orantili olarak artar.

4.4.3. Kitozanin Genel Kullanimi

[Ik olarak 1975°de kitozan Japon endiistrisinde atik sularm temizlenmesi
amaciyla kullanilmigtir. Daha sonra, kitin, kitozan ve tlirevlerinin pratik

uygulamalarini gelistirmek i¢in ¢aba sarfedilmistir.

Kitozanin genel kullanimi;
-Tarim alaninda
-Fotografcilikta
-Kagit ve tekstil sanayinde
-Hayvan yemlerinde
-Zehirli maddelerin uzaklastirilmasinda
-Canl1 hiicrelerin ve enzimlerin immobilizasyonunda

-Kozmetik sanayinde
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-Biyomedikal amacli (Kontakt lens, ortopedi, dis hekimligi, yara-yanik tedavisi)
-Farmasoétik endiistride (kati ve kontrollii salim dozaj formlarinda, yara tedavisi

tiriinlerinde, gen tastyici sistemlerde) "7

4.4.4. Gen Tasiyic Sistem Olarak Kitozan

Gen tedavisinin basarisi, etkin vektor sistemlerinin kullanilmasi ile saglanir. Gen
tedavisi glinimiizde AIDS, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi birgok farkli
saglik probleminde uygulanmaktadir. Birka¢ deneme icin kullanilan gen tedavi
protokolleri kistik fibrozisli hastalarda ve adenozin deaminaz eksikliginde basariyla
tamamlanmistir. Bununla birlikte baz1 vakalarda gen transfer vektorlerinin etkin

olmayist nedeniyle etki saglanamamaktadir ",

Insan viicuduna yabanci genetik materyali transfer etmek igin birkag sistem
kullanilir. Transfer edilen DNA, makromolekiillerin birikimini etkileyen
proseslerden kagmak zorundadir. Bu prosesler; kan komponentleri ile etkilesim,
vaskiiler endotelyal hiicreler ve retikuloendotelyal sistem tarafindan alinma gibi
sayilabilir. Ayrica serum niikleazlar tarafindan terapdtik DNA’nin degredasyonu,

hedef hiicreye fonksiyonel tasinmast igin potansiyel bir engel olusturur "°V.

Kitozan hiicre membranin1 gecen ilaglarin transportunu arttirmak igin de
kullanilir. Kitozanin katyonik polielektrolit yapisi; negatif yiiklii mukozal yiizeyler,
mukus ve DNA gibi diger makromolekiiller ile giiclii elektrostatik etkilesimini
saglar. Kitozanin intrinsik ozellikleri, biyomedikal ve farmasdtik uygulamalar igin

¢ekici bir polimer olmasini saglar ** '),

Genelde kitozan-temelli plazmid DNA transferi, biiyiikk Ol¢lide transfekte
edilecek hiicrelerin yiizeyi ve kitozanin karbonhidrat omurgasi arasindaki iyonik ve
iyonik olmayan etkilesimlere baglidir. Kitozan ile plazmid DNA tasinmasi,
enzimatik degredasyon, etkin olmayan hiicresel alim, endo-lizozomlarda
enkapsiilasyon, niikleik asit/polimer ayrilmasindaki basarisizlik ve niikleer
lokalizasyon gibi bir¢ok olasi1 hiicresel bariyerlerden gecmesi ile basarilabilir. PEI ile

karsilastirildiginda (genellikle yiiksek transfeksiyon ozelligine sahip fakat oldukca
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sitotoksik ozellikte) kitozan daha diisiik transfeksiyon etkinligine sahiptir. Bu durum
endo-lizozomalitik proton-sponge (hidrojen iyonlarin1 endozom igerisine alma)
etkisinin zayif olmasi ile iligkilidir ve PEI ve kitozanin tamponlama kapasiteleri
arasindaki farkliliktan kaynaklanir. Bununla birlikte kitozan bir membran bozucusu

olarak da taninmaktadir &+ %,

Fang ve ark.’lar1 membran yapisin1 bozmada kitozanin etkilerini arastirmiglar ve
kitozanin protonlanma derecesi ile bu etkinin artmas1 arasindaki iligkiyi
saptamuglardir ©”. 1,2-dipalmitoil-sn-glisero-3-fosfokolin (DPPC) c¢ift tabaka-kitozan
etkilesiminde pH ve kitozanin molekiil agirhgmnin etkilerini ¢alismuslardir ©°.
Kitozanin mol fraksiyonundaki artis, molekiil agirligindaki artisa karsin yardimci
tinitelerde 6nemli azalmaya yol agar. Kitozan ¢ift kath lipid membranm1 kivrilarak
gecebilir ve polipleksin hiicresel alimini kolaylastirabilir. Kitozan yaklasik olarak
pKa degeri 6,5 olan primer amin gruplarina sahiptir. Asidik sulu vasatta pozitif yiikli
tek helikoidal formda kat1 zincirler olusturur. Kitozanin pozitif ylizey yiikii, eksojen
niikleik asit, negatif yiikli mukozal yiizeyler ve plasma membrani gibi farkl
makromolekiiller ile etkilesmesini saglar. Buna ilaveten, kitozanin konfigiirasyonu
asidik pH altinda tam olarak degisebilir ve bu konfiglirasyondaki kitozan hiicreler
arast siki1 baglantilar1 agmaya baglayabilir ve bu nedenle hidrofilik ajanlarin

paraselliiler transportu artar ** 'V,

Tasiyic1 biyomateryal olarak kitozan ile DNA taginmasiyla ilgili yapilan birgok
calismada in vitro ve in vivo reporter genlerin etkin ekspresyonu gosterilmistir,
bdylece kitozanin siRNA taginmasinda da etkin bir aday olarak kullanilabilecegi
diistiniilmiistiir. In vitro siRNA tasinmasinda kitozam kullanan ilk ¢alisma grubu
Katas ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada, kitozanin etkin bir tastyict biyopolimer
olarak kullanilabilecegi gosterilmistir. Katas ve ark.’larinin ¢alismasini, in vitro ve in
vivo gen transferinde etkin bir sistem gelistirmek amaciyla, kitozan ve kitozan tiirevi

polimerler iizerinde yapilan yeni ¢alismalar izlemistir ©”.

[k olarak 1995 yilinda Mumper ve arkadaslari tarafindan kitozanin gen tasiyici

(135)

ozelligi aragtirllmigtir Arastirmacilar plazmid DNA ile farkli molekiil
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agirh@indaki (108-540 kDa) kitozani birbiriyle karistirarak farkli boyutlarda (150-
500 nm) kompleksler hazirlamislardir. Hazirlanan komplekslerin in vitro 6zelliklerini
incelemigler ve olusan kompleks boyutunun formiilasyonda kullanilan kitozanin
molekiil agirhigmma bagli olarak degistigini saptamislardir. DNA ve kitozan
kompleksleri ile ilgili bu yapilan ilk calismayi, gen transferinde etkin bir sistem

gelistirmek amaciyla yeni c¢alismalar izlemistir. Tae-Hee ve ark.’lar1 77,

gen
transfeksiyon etkinliginde asetik anhidrid ile asetillenmis kitozanin deasetilasyon
derecesinin etkisini arastirmislar ve bir¢cok kitozan/DNA kompleksinde oldukca
deasetile kitozan kullanmiglardir. Sonugta DNA baglanma etkinliginin azalan
deasetilasyon derecesi ile azaldigin1 gostermislerdir. Deasetilasyon derecesindeki

azalma, nanopartikiillerin stabilizasyonlarinin bozulmasi nedeniyle hiicrelerdeki

liisiferaz ekspresyon seviyesinin azalmasia yol agmustir 77,

Benzer sekilde Huang ve ark.’larinin yaptiklar1 c¢alismada, kitozan/DNA
nanopartikiillerinin A549 hiicreleri tarafindan alimi, 6nemli Olgiide kitozanin
deasetilasyon derecesinin diismesi ile azalmaktadir ve diislik transfeksiyon etkinligi
ile sonuclanmaktadir ®¥. Diger yandan Lavertu ve ark.’lar1 ayn1 zamanli diisiik
molekiil agirlig1 ve artan deasetilasyon derecesi veya diisiik deasetilasyon derecesi ve
artan molekiil agirligi ile maksimum ekspresyon seviyesini elde ettiklerini
gostermiglerdir.  Partikiil stabilitesinin  rolinii ve yardimci elektrostatik
baglanmalarin, transfeksiyon etkinliginin tanimlanmasinda 6nemli oldugunu

vurgulamuslardir 'V,

Kitozanin molekiil agirligi, ortamin biyolojik ve fizikokimyasal 6zelliklerinden
onemli Olclide etkilenir. Ayrica molekill agirligindaki degisiklikler gen transfer
etkinligini etkileyebilir. Yiiksek molekiil agirlikli kitozan, DNA ile elektrostatik
etkilesim baslar baslamaz daha kolay kompleks haline gelebilir. Huang ve ark.’lari,
diisiik molekiil agirlikli kitozanin diliisyon siiresince DNA’y1 korumada daha az
etkin oldugunu ve DNAaz ve serum komponentleri tarafindan paragalanmaya karsi
kondanse DNA’y1 daha az korudugunu ve sonugta diisiik molekiil agirlikli kitozanin

diisiik transfeksiyon etkinligi gosterdigini saptamglardir .
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Asidik pH’da (pH 5,5 ve alt1), kitozandaki primer aminler pozitif yiikliidiir, pKa
degeri 6,3-6,4 civarindadir. Komplekslerin transfeksiyon etkinligi kiiltiir vasatinin
pH’mna baghdir, clinkii kitozanin protonlanmis aminleri negatif yiikli DNA’ya
baglanmay1 kolaylastirir. Sato ve ark.’lar1t pH 6,9 ve 7,6 arasinda A549 hiicrelerinin
transfeksiyon etkinligini karsilastirmiglardir. Sonuglarda pH 6,9’un transfeksiyon
etkinliginin pH 7,6’dan daha fazla oldugu goriilmiistiir ¢iinkii pH 6,9 ‘da DNA/
kitozan kompleksleri pozitif yiiklidiir ve elektrostatik etkilesimle negatif yiiklii

hiicrelere baglanabilir '

. Ayrica Zhao ve ark.’lar1 kondrositlere transfeksiyon
etkinliginde transfeksiyon vasatinin pH degerinin transfeksiyon etkinligine olan
etkisini arastirmiglardir. En yiiksek ekspresyon etkinligi pH 6,8 ve 7,0’da elde
edilmistir; transfeksiyon etkinligi transfeksiyon vasatinin pH’s1 7,4’e yiikseldiginde
belirgin olarak azalmigtir. Bu durum, daha yiiksek pH’da kompleksten serbest

plazmidin ayrilmasi nedeniyle olugsmustur **,

Komplekslerin yiik orant (N/P), kitozanin nitrojen ve DNA’nin fosfat
gruplarinin stokiyometrisi ile verilir. Lavertu ve ark.’lar1 yaptiklar1 ¢caligmada farkl
deasetilasyon dereceleri ve farkli molekiil agirliklarina sahip kitozanlar sentez
etmisler, bu sentezledikleri kitozanlarin fizikokimyasal karakterizasyonunu yaptiktan
sonra in vitro transfeksiyonda kullanmiglardir. Sonucta, kitozanin molekiil agirligi ve
deasetilasyon derecesi arasinda 6nemli bir iliski bulundugunu saptanuslardir 'V
Kitozanin molekiil agirligi azaltilip deasetilasyon derecesi arttirildiginda veya
deasetilasyon derecesi azaltilip molekiil agirligr arttirildiginda benzer ekspresyon
diizeylerine ulasilmasi, transfeksiyon etkinliginin tayin edilmesinde elektrostatik
baglanma ile saglanan partikiil stabilitesinin baskin roliiniin  oldugunu
diisiindiirmektedir. N/P oran1 diisiik oldugunda fiziksel olarak stabil olmayan ve
transfeksiyon etkinligi diisiik kompleksler olusur, fakat N/P oram1 ¢ok yiiksek
oldugunda kompleksler daha ¢ok stabil hale gelir, transfeksiyon daha da azalir, bu

nedenle kullanilan kitozana spesifik optimal aralikta N/P oran1 secilmelidir.
DNA ile kompleks olusumunda, etkin bir gen tasima sisteminde hiicre igerisine

genin transportu ve girdikten sonra hiicre igerisinde salinmasi, gen ekspresyonu i¢in

niikleus icerisine girmesi ve sonugta protein sentezine yol agmasi gereklidir. Kitozan-

53



aracili transfeksiyon hiicre tipine bagimlidir, bu nedenle farkli hiicre dizilerinde gen
tasima oOzelliginin test edilmesi gereklidir. Farkli hiicre tipleri arasinda hiicresel
membran kompozisyonu farklilik gosterir ve bu durum komplekslerin baglanmasini
ve daha sonra internalizasyonunu ya kolaylastirir veya engeller. Kitozan/DNA
kompleksleri baglica HeLa, HEK293, A549 ve COS-1 hiicreleri gibi farkli hiicre
tiplerinde c¢alisilmistir, fakat mekanizmalari tam olarak aydinlatilamamistir. Bu
konuda Corsi ve ark.’lari, kitozan/DNA komplekslerinin transfeksiyonu i¢in
HEK293 ve M69 mezenkimal hiicreleri ve MG63 hiicre dizilerini karsilagtirmislar,
HEK293 hiicrelerine transfeksiyon etkinliginin en fazla oldugunu tespit etmislerdir
@9 Tlging olarak K&ping-Hoggard ve ark.’lar1 ultrasaf ve toksik olmayan kitozan
kompleksleri ile HEK293 hiicrelerinde transgen ekspressiyonunu, PEI ile yapilan
caligsma sonuglart ile karsilastirmislardir. Ultrasaf kitozan komplekslerinin, HT-1080
ve Caco-2 gibi daha farklilasmis epitelyal hiicrelerinde PEI’den daha az etkin
olmasina ragmen, oldukca saflastirilmis kitozanin diger az veya ¢ok toksik katyonik
polimerlere gore daha yiiksek transfeksiyon etkinligi gosterdigini saptamigslardir "%
Ozgel ve Akbuga yaptiklar1 caliymada, hIL-2 genini tastyan plazmid DNA ile
kitozan, PEI ve DOTAP polimerlerini belli oranlarda karistirarak kompleks
formulasyonlar1 hazirlamiglardir. Hazirladiklar1  komplekslerin  fizikokimyasal
ozelliklerini (partikiil biytikliigii, zeta potansiyeli, enzim ve serum stabilitesi)
incelemigler ve in vitro transfeksiyon etkinliklerini arastrimiglardir. Sonugta
komplekslerin serum ve enzime karsi oldukca stabil oldugunu bulmuslardir. in vitro
transfeksiyon g¢alismalarin1 HelLa ve 3T3 hiicrelerinde yapmislar ve transfeksiyon
etkinliginin DOTAP/DNA>PEI/DNA>Kitozan/DNA  seklinde gerceklestigini,
transfeksiyon etkinliginin hiicre tipine bagli olarak degistigini ve HeLa hiicrelerinde
3T3  hiicrelerine gore daha fazla transfeksiyon etkinliginin elde edildigini

gostermislerdir '+,

Giliniimiizde kitozan mikro ve nanopartikiilleri ila¢ tasiyic1 sistemler olarak
yaygin sekilde kullanilmaktadir. Ozellikle kitozanla hazirlanan bu partikiiler
sistemler, kolay hazirlama metodu ve karakterizasyonu, biyouyumlu,
biyoparcgalanabilir olmasi, stabil olmasi, immunojenik ve toksik olmamasi, suda

¢oOziinebilmesi, liyofilize edilebilmesi, bir¢ok ilag i¢in uygun tasiyici 6zellikte olmasi
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(kiiciik molekiiller, proteinler ve poliniikleotidler gibi) ve fakli sekillerde in vivo
uygulanabilmeleri gibi 0Ozellikleri nedeniyle giin gectikce daha da Onem

kazanmaktadir ‘9,

Ozbas-Turan ve ark.’lar1 tarafindan, kitozan mikropartikiilleri hazirlanarak iki
farkl1 reporter geni tasiyan plazmid DNA molekiillerinin enkapsiilasyonu ve
serbestlesmesi caligmalar1 yapilmigtir. B-galaktosidaz veya liisiferaz genlerini tasiyan
plazmid DNA ayr1 ayr1 veya birlikte enkapsiile edilerek kompleks koaservasyon
yontemiyle mikrokiireler olusturmuslar ve olusan mikrokiirelerin in vitro ve in vivo
ozelliklerini ¢alismiglardir. Sonu¢ olarak, plazmid DNA’lar yiiksek oranda
mikrokiireler igerisine enkapsiile olmustur ve enzimatik degredasyona karsi
korunmustur. Yapilan in vivo transfeksiyon c¢alismalarinda da B-galaktozidaz ve

liisiferaz gen ekspresyonlari yiiksek diizeyde elde edilmistir **,

Li ve ark.’lar ise lusiferaz kodlayan pGL3-kontrol ve B-galaktozidaz proteinini
kodlayan pCH110 plazmidleri igeren kitozan nanopartikiilleri hazirlamislar ve bu
hazirladiklar1 nanopartikiilleri HEK-293 hiicrelerine ve CHO-KI1 hiicrelerine
uygulayarak plazmid DNA transfeksiyonunu arastirmislardir. Sonugta bu kitozan
nanopartikiillerinin 10 giin igerisinde liisiferaz ekspresyonunu saglayabildigi ve artan
baslangic plazmid DNA miktarina gore de beta-galaktozidaz ekspresyonunda artis

oldugu gozlenmistir. Kitozanin memeli hiicreler lizerine toksisitesi gézlenmemigtir

(115)

Bozkir ve ark.’lar1, kitozan kullanarak pDNA ile nanopartikiil formiilasyonlar
hazirlamiglar ve hazirladiklar1 kitozan nanopartikiillerinin pDNA’y1 enzimatik
parcalanmadan koruyabildigini, COS-7 hiicrelerinde yapilan transfeksiyonun

(26)

nanopartikiillerle ¢iplak pDNA’ya gore 3 kat daha iyi oldugunu belirtmislerdir

Aral ve ark.’lar1, kompleks koaservasyon yontemi ile plazmid DNA igeren
kitozan mikrokiireler hazirlamiglardir. Calismalarinda; plazmid DNA molekiil
agirligl, konsantrasyonu, DNA’nin formiilasyona ilave edilme teknigi, kitozan

konsantrasyonu gibi faktorlerin mikrokiire formiilasyonu {izerine etkilerini
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arastirmiglardir. Ayrica, olusturulan plazmid DNA igeren mikrokiirelerin in vitro
salim ve in vivo transfeksiyon Ozelliklerini incelemislerdir. Arastirmacilar,
olusturulan mikrokiire formiilasyonlar1 ile uzun siireli ve kontrollii bir salim elde
edilebildigini, mikrokiirelerin in vitro ve in vivo Ozelliklerinin formiilasyon

faktorlerine bagl olarak degistigini belirtmislerdir '*.

Akbuga ve ark.’lari, hIL-2 genini tasiyan plazmid DNA molekiiliiniin kitozan
mikrokiirelerde enkapsiilasyonunu ¢alismislar ve kompleks koaservasyon yontemi ile
hazirladiklar1 plazmid DNA igeren kitozan mikrokiirelerde; kitozanin molekiil
agirhigl ve konsantrasyonu, plazmid DNA konsantrasyonu, ¢apraz baglayici olarak
glutaraldehit ilavesi gibi faktorlerin, formiilasyon iizerine etkilerini; mikrokiirelerden
plazmid DNA’nmn in vitro salim ve transfeksiyon oOzelliklerini incelemislerdir.
Kullanilan yontem ile kiiresel, net pozitif yiizeyel yiikke sahip ve plazmid DNA
molekiiliiniin %82-92 oraninda enkapsiile edilebildigi mikrokiirelerin olustugunu
bildirmiglerdir. In vitro salim ¢aligmalarinda; mikrokiirelerden plazmid DNA
molekiiliiniin saliminda, kullanilan kitozanin molekiil agirlig1 ve konsantrasyonu ile
plazmid DNA miktariin etkili faktdrler oldugunu, olusturulan mikrokiire
formiilasyonlari ile yaklasik 150 gilin gibi uzun siireli ve kontrollii bir salimin elde
edildigini saptamuslardir. In vitro transfeksiyon c¢alismalarinda ise; mikrokiire
formiilasyonlar1 ile neredeyse ticari transfeksiyon ajani olan lipofektaminTM’e
esdeger diizeyde transfeksiyon etkinligi ve gen ekspresyonunun saglanabildigini

bildirmislerdir ©.

4.4.5. siRNA Tasiyic1 Sistem Olarak Kitozan ve Kullanilan Farmasotik Sekiller

Kitozan hem plazmid DNA’y1 transfer edebilme, hem de RNA’y1 tastyabilme
Ozelligine sahip bir polimerdir. Bu nedenle kitozan in vivo ve in vitro ¢alismalarda
¢iplak siRNA’nin zayif olan hiicresel aliminin arttirilmasinda ve hizli degredasyona

kars1 korunmasinda etkin olarak kullanilabilecegi bildirilmistir.

Howard ve ark.’lar1, in vitro ve in vivo RNA1 uygulamalar1 i¢in kitozan-temelli
siRNA nanopartikiil tastyict sistemleri kullanmiglardir. siRNA dupleksleri (21-

merlik) ve kitozan polimeri arasinda olusan kompleksler, 40-600 nm arasinda
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degisiklik gostermistir. In vitro calismada, NIH 3T3 hiicrelerine Cy-5 etiketli
nanopartikiiller verildiginde hiicrelere 1 saat igerisinde kompleksler hizli olarak
alindigim1 ve 24 saat igerisinde biriktigini semikonfokal epifloresans mikroskop
kullanarak gostermislerdir. Endojen arttirilmis yesil floresan proteinin (EGFP)
nanopartikiil aracilt olarak susturulmasi hem HI1299 insan akciger karsinoma
hiicrelerinde ve murin peritonal makrofajlarda (EGFP floresansindaki azalma %78-
90) calisilmistir. Kitozan/siRNA formiilasyonlarinin transgenik EGFP farelere nasal
olarak verilmesinden sonra brongiol epitel hiicrelerinde etkin in vivo RNA
interferans bagarilmistir. Mismatch ve kontrol ile karsilagtirildiginda %37-43
oraninda azalma goriilmiistiir. Bu calismada, akciger hastaliklarin tedavisinde bir
yaklagim olarak respiratuar bolgelerde RNA interferans ve etkin tasima igin
kitozanin mukoadezif ve gegirgenlik Ozelliginden faydalanilmigtir. Elde edilen
bulgular ile siRNA tasiyici kitozan-temelli sistemlerin sistemik ve mukozal

hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi gosterilmistir #*2%%,

Sailong ve ark.’lari, gen susturmasi i¢in siRNA tastyict sistemler olarak
kitozan/siRNA nanopartikiillerini kullanmiglar, siRNA ve kitozan arasindaki
etkilesim giiciiniin nanopartikiillerin stabilite ve olusumunu anlamada Kkatki
saglayacagini diistinmiislerdir. Yaptiklar1 ¢aligmada, molekiiller aras1 etkilesimlerde
pH’1n, kitozan ve niikleik asit arasindaki kompleksasyon oranini ve nanopartikiillerin
stabilite ve ayrilma oranlarim etkiledigini gdstermislerdir *”. Bu c¢alismada atomik
kuvvet mikroskobisi kullanarak farkli pH’lardaki fizyolojik fosfat tampon tuzunda
(PBS) olgiilen siRNA ve kitozan arasinda etkilesim kuvvetlerini incelemislerdir.
Kuvvet olgiimlerinde, pH 4,1’den 6,1°’¢ ve 7,4’den 9,5’a arttigi zaman, adhezif
etkilesimler kuvvet gerginligi ve kuvvet frekansin1 azaltmistir. Asidik pH’da siRNA
ve kitozan molekiilleri arasinda etkilesim kuvvetleri farkli multimodal dagilimlar
gostermistir. Notral veya alkali pH’da kitozan ve siRNA molekiilleri arasinda,
kitozan molekiillerinin agregasyonu ve yiik yogunlugunun azalmasindan dolay1 daha
az baz ciftinin temas etmesi nedeniyle etkilesim olmadigini diistinmiiglerdir. Diisiik
pH kosullarinda, kuvvetli siRNA-kitozan etkilesiminde yiiksek yiik yogunluguna
sahip siRNA ile kitozanin serbest olarak uzayan kismi arasinda bir¢cok temas bolgesi

olusabilir. Bu durum, siRNA/kitozan nanopartikiillerinin iyi sekilde kompakt yapi
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olusturmasin1 ve stabilitesini yansitir. siRNA/kitozan etkilesimlerinin giiclii pH-
bagimlilig, siRNA/kitozan kompleks olusumunu ve disik asidik kosullarda
nanopartikiil stabilitesini saglayabilir. Bu bulgular, adesif kuvvet Slgiimleri igin
kuvvet spektroskopisinin kullanilmas: ile siRNA ve kitozan arasinda olusan
komplekslerin 6zellikleri degerlendirilebildigini ve nanopartikiil stabilitesinin tahmin

etmede fayda saglayabildigini gostermektedir *).

Andersen ve ark.’lar1 yaptiklar1 ¢aligmada, liyofilize katyonik polimer olan
kitozan ile lipid (TransIT-TKO) siRNA formiilasyonlarinin gen susturma
mekanizmalari i¢in yeni bir metod tanimlamaya ¢alismislardir. Liyoprotektan olarak
siikroz iceren kitozan/siRNA formulasyonu (~%70) ve TransIT-TKO/siRNA ile
onceden kaplanmis plate’lerde transfekte edilen H1299 insan akciger karsinoma
hiicrelerinde EGFP’nin (enhanced green fluorescent protein) etkin ve spesifik olarak
susturuldugunu gostermiglerdir. Bu metod, hem kullanmadan once acil olarak
siRNA’nin ¢ozilindiiriilmesini hem de hiicrelere eklenmesi gerekliligini ortadan
kaldirmaktadir. Ayrica, yaklasik olarak 2 ay oda sicakliginda saklandigi zaman
kitozan/siRNA formulasyonunun susturma aktivitesinin oldugu da gosterilmistir.
Lipid formiilasyonu ile karsilastirildiginda, kitozan sisteminde daha yiiksek hiicre
canlilig1 saptanmistir. Proinflamatuar sitokin olan tumor nekrozis faktoriiniin (TNF-
a) susturulmasi, liyofilize kitozan/siRNA sisteminin kullanildigt RAW makrofaj
hiicre dizisinde de  gosterilmistir, bu durum medikal uygulamalarin
biyouyumlulugunu arttirmak i¢in kaplama yoOnteminin kullanilabilecegini
desteklemektedir. Bu calisma, daha uzun raf Omiirlii terapotiklerin, biyouyumlu
medikal implant komponentlerin ve gen fonksiyonunun taranmasi gibi potansiyel
uygulama alanlarinda dondurularak-kurutulan formiilasyonlarin kullanilmasini

amagclayan etkin bir gen susturma ydntemini tanimlamaktadir 2.

Katas ve ark.’larinin yaptiklar1 calisma, siRNA igin kitozan-temelli ilk
aragtirmalardandir. siRNA’nin potansiyel terapdtik bir ilag olarak kullanimi, in vitro
ve in vivo hiicrelere zayif alimi ve hizli parcalanmasi nedeniyle sinirlanmaktadir. Bu
nedenle ¢alismada diisiik toksik 6zellige sahip, biyoparcalanabilen ve biyouyumlu

olmasi gibi bircok avantaja sahip kitozanin siRNA tasiyicis1 olarak kullanilmasi
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arastirllmistir.  Kitozan nanopartikiilleri iyonik ¢apraz baglanma, basit
kompleksasyon ve TPP kullanarak yapilan iyonik selasyon yoOntemleriyle
hazirlanmistir. Kullanilan her iki metod ile kullanilan kitozanin tipine, molekiiler
agirhigina ve konsantrasyonuna bagli olarak 500 nm’den daha az nano boyutta
partikiiller olusturulmustur. In vitro ¢alismada CHOK1 ve HEK 293 hiicre hatlari
kullanilmistir. Bu hiicre tiplerinde siRNA’nin kitozanla hazirlandig1 formiilasyonun,
susturma etkinliginde 6nemli rol oynadig1 saptanmistir. siRNA’nin enkapsiile oldugu
kitozan-TPP nanopartikiilleri, kitozan/siRNA kompleksleri ile karsilastirildiginda,
nanopartikiillerin yiiksek baglanma kapasitesi ve yiikleme etkinligi nedeniyle daha
1yi bir tasiyici sistem olarak kullanilabilecekleri gdsterilmistir. Bu nedenle, kitozan-
TPP nanopartikiilleri daha giivenli ve etkin siRNA tasinmasi i¢in potansiyel bir

tasima araci olarak kabul edilebilir ®.

Liu ve ark.’lar1, kitozan/siRNA nanopartikiillerinin fizikokimyasal ozellikleri
(boyut, zeta potansiyeli, morfoloji ve kompleks stabilitesi) ve in vitro susturma
etkinlikleri, kitozanin molekiiler agirlig1 ve deasetilasyon derecesine kuvvetli sekilde
bagli oldugunu gostermislerdir. Yiiksek molekiil agirligi ve deasetilasyon derecesine
sahip kitozanlar ile yaklastk 200 nm boyutunda stabil nanopartikiiller
olusturmuslardir. Diisiik molekiil agirlikli (10 kDa) kitozan ile hazirlanan
kitozan/siRNA (N:P 50) formiilasyonlar, H1299 insan akciger karsinoma hiicrelerine
verildiginde endojen EGFP’de 6nemli 6lgiide bir susturma saglanamamustir, fakat
daha yiliksek molekiil agirlikli (64,8-170 kDa) ve deasetilasyon dereceli (%80)
kitozan ile hazirlanan formulasyonlarda gen susturma etkinligi %45-65 arasinda
degismektedir. En yiiksek gen susturma etkinligi (%80) daha yiiksek molekiil
agirhikli  (114-170 kda) ve deasetilasyon dereceli (%84) kitozan/siRNA
nanopartikiilleri (N:P 150) kullanildiginda basarilmistir, bu durum yaklasik olarak
200 nm boyutunda stabil nanopartikiillerin olusumu ile iliskilidir. Bu c¢alisma
sonucunda, siRNA i¢in viral olmayan tasiyict sistem olarak kitozanin
uygulanabilirligi ve kitozan/siRNA nanopartikiilleri kullanilarak gen susturma
etkinliginin optimizasyonu i¢in kitozanin polimerik o6zelliklerinin 6nemli oldugu

vurgulanmustir 19

59



Rojanarata ve arkadaslari, kitozan ve tiamin pirofosfat (TPP) kullanarak yeni bir
siRNA tastyicisin1 formiile etmislerdir. Stabil ve devamli olarak EGFP-ekspresse
eden HepG2 hiicrelerine (insan hepatokarsinoma hiicre dizisi) siRNAnin taginmasini
incelemiglerdir. Jel elektroforezi sonuglarma gore, kitozan-TPP ve siRNA’nin
baglanmasi, kitozanin agirlik oranina ve molekiiler agirligina bagh olarak degisebilir
ve hazirlanan kitozan-TPP/siRNA komplekslerinin partikiil boyutu ise nano
boyuttadir. Calismada endojen EGFP geninin kitozan-TPP aracili siRNA susturmasi
maksimum %70-73 etkinlikle ger¢eklesmistir. En diisiitk molekiil agirlikli kitozan (20
kDa) ile hazirlanan kitozan-TPP/siRNA kompleksinde en gii¢lii gen ekspresyonu
saglanmistir. MTT yontemi ile komplekslerin ortalama hiicre canliligi %90’ nin
tizerinde bulunmustur. Bu c¢alisma ileride kitozan-TPP komplekslerinin in vitro

siRNA tagimasinda, giivenli ve etkin olarak kullanilabilecegini gdstermektedir .

So-Ly Wang ve ark.’lari, shRNA igin yeni bir tastyict sistem gelistirmeye
calismislardir. Bu amagcla arastirmacilar, insan rabdomyosarkom RD hiicre dizisinde
TGF-B1 ekspressiyonunu inhibe etmek i¢in shRNA ekspresse eden kitozan
nanopartikiil-aracili tastyict sistem kullanmiglardir. shRNA ile TGF-B1’in
susturulmasiyla in vitro RD hiicre biiyiimesinde ve nude farelerin tiimoér hacminde
azalma goriilmiigtiir. Ayrica TGF-B1’in gen susturma etkinligi, hedef bolgelerin
secilmesi ile degisiklik gostermistir %2,

4.5. Protamin Hakkinda Genel Bilgiler

Protamin yaklasik 5 kDa agirliginda diisiikk molekiil agirlikli kuvvetli katyonik
yapida bir peptittir. pKa’s1t 12-13 izoelektrik noktadadir. Yiiksek oranda arginin
(molar olarak %66 oraninda) aminoasiti igermektedir ve bu nedenle yapisal olarak

arginin aminoasiti ile benzerlik gdstermektedir @V,
Protamin suda ¢ozlinen (10mg /ml) major bir komponenttir. Protein ve niikleik

asitlerin komponentlerinin birbirlerine sikica bagli oldugu kuvvetli bir yapidan séz

etmek miimkiindiir. Bu yap1 baz1 énemli 6zelliklere sahiptir *".
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4.5.1. Protaminin Yapisi
Protamin ¢ok komplike yapida bir protein degildir, bilakis tersine ¢ok basit
yapidaki niikleoproteinlerden olusur. Gergekte, nukleozomlar i¢in ayrintili bir

@ D" Protaminin histon komponenti, sekiz protein

molekiiler model mevcuttur
aktivitesine (alt linitesine) sahiptir ve yaklasik protaminden daha ¢ok atomu bulunur.
Insan protamini P1 ve P2 isimli her biri 50 a.a. igeren iki zincirden olusan kiiciik bir
proteindir. Bu 50 amino asidin yaris1 arginindir. Arginin olmayan yapilar ise lizin ve
histidin amino asitlerini icerir. Bodyle bir yapinin yoklugunda sperm
niikleoproteinlerinin olusumu miimkiin degildir. Protaminin DNA ve RNA ile
kompleks olusumunda argininin pozitif yiiklii guanidin gruplari, DNA ve RNA’nin
negatif yiiklii fosfat gruplarina elektrostatik olarak baglanir. Bu sekilde elektrostatik
cekim yoluyla kompleksler olusturulur. Yalniz bu komplekslerin stabilitesi
konusunda problemler mevcuttur > ®. Protamin-DNA kompleksi hemen kristalize
olabilen bir yap1 degildir ve bu ylizden laboratuvar solusyonu stabil degildir. Uzun
siireli dayanikli kompleksler heniiz olusturulamamistir. Protamin komplekslerle
yapilan in vitro g¢alismalarda uygulanacak kompleks formlar1 uygulama oncesi

hemen hazirlanip yaklagik 1 saat komplekszasyon siiresi sonunda hemen hiicreye

verilmelidir ©> 6> 11®
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Sekil 4.10. Fare protamin gen sekansi.
(http://genomebiology.com/content/figures/gb-2007-8-9-227-1).
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Fare proteinlerinin ( P1 ve P2 ) sematik sekli Sekil 4.10.’da gosterilmistir.
Aminoasit artiklarinin numaralar1 isaretlenmistir. Her iki proteinin de alt kisminda
exon parcalar1 gosterilmistir. DNA baglanti alanlari, 3 ve daha fazla sayida arjinin ve
lizin artiklarin1 igeren bolgelerdir. Fosforilasyon bdlgeleri ya spermden izole edilen
proteinlerin aminoasit kalintilarinin fosforilizasyonuyla ya da cAMP-bagh protein
kinaz ya da protein kinaz C ile bes memeli tiiriinden izole edilmis proteinlerin in

vitro inkiibasyonuyla aydinlatilmistir.

Protamin molekiilii ile ilgili literatiirlerde genis bir bilgiye rastlanamamaktadir.
Arastirilan yeni bir molekiildiir. Ozellikle hiicre i¢ine tasinmada ekspresyonu arttirici
ozellikleri lizerinde durulmaktadir. Tasiyict sistem olarak protamin ve boyle dnemli

bir yapinin molekiiler modeli daha evvel ortaya gikarilamamustir ' "%,

Oncelikle sperm hiicrelerinde, protamin ve DNA arasinda baz1 basit kompleks
olusumunun varlhig1 gosterilmistir. Protamin ve DNA arasindaki etkilesim kesinlikle
elektrostatik bir etkilesimdir, ¢linkii protamin pozitif yiiklii bir peptittir ve iizerindeki
pozitif yiikli yapilar DNA’daki negatif ylikli fosfat gruplartyla baglanarak bir
kompleks yap1 olusturmaktadir. Ozellikle sperm hiicrelerinde kuvvetli bir protamin

ve DNA kompleksi bulunmaktadir 47,

Protamin antibakteriyel 6zelliklere sahiptir. Pepsin aktivitesini inhibe eder.
Protamin siilfat ve diger polikatyonlar, komplementin klasik yolunu inhibe eder.
Heparinin antikoagiilan aktivitesini ndtralize eder ve lipoprotein lipaz yoluyla
lipoproteinlerin yikilmasini1 inhibe eder. Protamin siilfat varliginda eritrositlerin

agregasyonu, MN fenotiplerinin uyarilmasi igin aragtirilmaktadir ¢°,

Protamin siilfat kiiclik, katyonik bir proteindir. DNA’ya baglanir ve DNA’y1
hizlandirir,  olusumunu  ¢abuklastirir.  DNA’nin  protein  Orneklerinden
ayrigtirllmasinda ya da DNA bagli proteinlerin saflastirilmasinda kullanilir. Protamin

siilfat ayrica retroviral kaynakli-aracili gen transferinde polybrene’e bir alternatif

olarak kullanilabilir 3 6%
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4.5.2. Protaminin Gen Tedavisinde Kullanimi
Protamin, vertebra ve capepod larin sperm hiicrelerinden izole edilir. Sperm

maturasyonu sirasinda sperm hiicre niikleuslarinda bulunan histonlarin yerini alir 7,

Protamin siilfat, heparinin olusturdugu antikoagiilan etkiyi notralize etmek igin
rutin olarak kullanilmaktadir. Diger yandan protamin siilfatin hipotansiyon
olusturdugu, ancak bu yan etkinin kalp, pulmoner ya da periferal dolasimdan m
kaynaklandig1 konusu heniiz acikliga kavusturulmamistir. Konuyla ilgili yapilan ilk
calismalarda, protaminin kalbin fonksiyonlarini etkileyecek kadar toksik bir ilag
olmadigr bildirilmistir. Oysa son zamanlarda yapilan bir¢cok c¢alismada, protamini
izole edilmis kardiyak kas striplerinde doza bagli olarak kasilmayi deprese ettigi

bildirilmektedir (13%20%-206),

Intravendz veya subkutan heparin uygulamasindan sonra goriilen ciddi hemoraji
vakalarinda heparini inaktive etmek ve ekstrakorporeal dolasim ve hemodiyalizden
sonra heparini inaktive etmek amaciyla kullanilan protaminin “Protamin ICN®
ampul 5000 IU/5ml” ticari isminde Onko firmasina ait preparati bulunmaktadir.
Protamin plazmada enzim etkisi ile inaktive edilir. Hayvanlarda i.v. uygulamay1
takiben, en yliksek konsantrasyonu igeren organlar karaciger ve bobrektir. Protamin
baslica bobrek yoluyla, daha az miktarda ise karaciger ve safra yoluyla atilir. Heparin
ile inaktif bir kompleks olusturur, bunun yar1 émrii hayvanlarda 24 dakika olarak

saptanmgtir #%9,

Wernig ve ark’lari, idiyopatik arteriyel hipertansiyon tedavisinde kullanilan,
sistemik ve pulmoner vasodilator olan vazoaktif intestinal peptidleri (VIP), protamin-
oligoniikleotid nanopartikiilleri seklinde hazirlamislar ve bu sekilde enzimatik
degredasyona kars1  VIP’leri korumuslardir. Bu ¢alismada olusturulan
nanapartikiillerin boyutunu ve zeta potansiyellerinin 6l¢iimiinii yapmiglar ve VIP
salinimini incelemislerdir. Enkapsiilasyon etkinligini %80, VIP salinimini1 %77-87 ve
uygun nanopartikiil boyutunu da 177-251 nm olarak tesbit etmislerdir. Sonug olarak,
protaminin pulmoner VIP depo formiilasyonlar: i¢in uygun bir ilag¢ tastyici sistem

oldugunu gostermislerdir *>.
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Weyermann ve ark’lari, ticari liposomlardan DOTAP ve lipofektini
kullanarak poliyoma VP1 viriis kapsoidi ile akrilat iceren nanopartikiil ve protamin
bazli nanopartikiiller hazirlayarak bu tasiyici sistemlerin fiziksel parametrelerini
incelemislerdir.( boyut, yiizey yiikii, yiikk dagilimi ) Fare fibroblastlarindan hiicresel
alim, konfokal lazer mikroskopisi yoluyla goézlenmistir. Farkli ila¢ tasiyici
sistemlerin sitotoksisitesini karsilastirmak amaciyla bir MTT protokolii ¢alisilmistir.
Sonuglara gore bos oligoniikleotidlerle karsilastirildiginda hazirlanan biitiin tasiyict
sistemlerde yiiksek bir oligoniikleotid (ON) alimi1 goriilmiistiir. Protamin ON ‘leri

diger tasiyic1 sistemlere oranla ¢ok diisiik sitotoksisite gdstermistir *7.

Kratzer ve ark’lari, protamin-oligoniikleotid nanopartikiillerin (proticles)
beyin kapiller endotel hiicrelerinin fonksiyonel ozellikleri iizerine etkisini ve bu
hiicrelerin geri alimlarim1 ve sitoplazmadan gegirgenliklerini arastirmislardir.
Proticles’lerin beyin kapiller endotel hiicreleri ve kan-beyin bariyer fonksiyonlarinda
negatif bir etkileri bulunmamaktadir. Proticles’lerin ylizeyinden salinan apoA-I’lerin
absorbsiyonu, kaplanmamis komplekslere gore belirgin sekilde geri alim ve
gecirgenlik Ozelliklerini  arttirmistir.  Yapilan calisma apoA-I kapli protamin
komplekslerin kan-beyin bariyer sistemine gegciste kullanilacak tasiyici sistemlerin

gelistirilmesinde hedef teknolojilerden biri olacagimi gdstermektedir .

Aragtirmalar, kedi, kdpek ve domuz gibi degisik hayvan tiirlerinin kalp kasilma
fonksiyonlarinin protaminden etkilenip azaldigini bildirmektedir. Ayrica protamin
iceren Krebs sollisyonundaki sican kalp papiller kas preparatinda direkt elektriksel
uyari ile gelisen izometrik kasilma kuvvetinin, protamin dozuna bagl olarak azalip
deprese oldugu gosterilmistir. Bu durum protaminin sigan kalp papiller kasinda

negatif inotropik etki yaptigim gostermektedir **%.

Poli-L-lizin benzeri sentetik katyonik peptidler ile olusturulan ON kompleksleri
endositoz  yoluyla hiicresel alimin arttirllmasi amaciyla uzun yillardir
kullanilmaktadir. Reseptdr aracili endositoz yoluyla spesifik hiicre alimini arttirmak

amaciyla PLL molekiillerine gesitli ligandlar eklenmektedir. Benzer olarak dogal bir
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peptid olan protamin de ON tasiyict sisteminde bir yardimci faktér olarak
kullanilmaktadir. Bundan baska arjinin ve histidinden zengin peptidler sitoplazma
icerisindeki ON’lerin endozomal kacisim1 arttirmaktadir. Filizyonik peptidler
membran destabilizasyonuna sahiptir ve litik 6zelliklerinden dolay1 sitoplazma
icindeki ON salinimini arttirabilirler. Ayrica, niikleer lokalizasyon sekans motifleri

(NLS- peptidleri) ON’lerin niikleusa transportuna aracilik edebilir '7.

(40 mg/ml) protamin dozunun miyositin - adrenerjik reseptdr yanitini deprese
ettigi, yiikksek dozda ise bu yanitin tamamen yok oldugu ve bunun sonucunda
dinlenim zar potansiyelinin Onemli derecede diisiip kasin depolarize oldugu
saptanmigtir. Protaminin miyokardin fonksiyonlari etkilerken hiicre disindan mu,
icinden mi yoksa her iki yoldan birlikte mi etkiledigi konusu tam olarak acikliga
kavusmus degildir. Birgok arastirmaci, protaminin miyosit sarkolemmasindaki

ekstraseliiler reseptor sistemini etkileyerek kasilma genligini azalttigi goriisiindedir

(107, 139)

Protamin, 40 ve 80 mg/ml dozlarinda CT, %2 RT, dF/dT ve —dF/dt degerlerinin
siirelerini uzatmakta, kasilma ve yar1 gevseme siirelerini uzatmakta, kasilma ve
gevseme hizlarini yavaglatmaktadir. Sican papiller kasmin kasilma kuvvetini
azaltmakta, kasilma ve gevseme siirelerini uzatmakta ve konraktiir olusturmaktadir.
Bu etkileri muhtemelen: Hiicre zarinim iyon iletkenliklerini diisiiriirek, spesifik Ca™
ATPase aktivitesini zayiflatarak, sarkoplazmik retikulum ve mitokondri gibi internal
membranlardan Ca™ tekrar alimmi (reabsorpsiyonunu) azaltarak ve kalsiyum

iyonlarinin flamentlere baglanma siireglerini uzatarak yapmaktadir 2%,

Hayati tehdit eden veya intrakraniyal bir kanama halinde kriyopresipitat veya
taze dondurulmus plazma ve heparin antidotu olan protamin siilfat (son dort saatte
kullanilan heparinin her 100 initesi i¢in 1 mg) 10-30 dakikada yavasca i.v. verilir.
Protamin siilfat allerjik reaksiyon yapabilir, hipotansiyon ve bradikardiye neden

olabilir. Protaminin yavas infiizyonu ile bu yan etkiler 6nlenebilir.
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. GEREC

5.1.1. Kimyasal Sarf Malzemesi
Akrilamid/Bisakrilamid
Agaroz

Amfoterisin B

Amonyum asetat
Amonyum kloriir
Amonyum molibdat
Amonyum persiilfat
Ampisilin

Asetik asit

Bacto agar

Borik asit

Bovin serum albumin
Bromfenol mavisi

Clal

Dimetil siilfoksit
di-Potasyum hidrojen fosfat
di-Sodyum hidrojen fosfat
DMEM

DNAse I

EDTA

ELISA kit

Etanol (absolii)

Etidyum bromiir

Fenol

Featal bovin serum
Glasiyal asetik asit
Gliserol

Glisin

Serva (Almanya)

Sigma (ABD)

Biochrom (Almanya)
Sigma (ABD)

Sigma (ABD)

Sigma (ABD)

Serva (Almanya)

Sigma (ABD)

E. Merck (Almanya)

Difco (ABD)

Sigma (ABD)

Biological Industries (Israil)
Sigma (ABD)

MBI Fermentas (Litvanya)
Sigma (ABD)

E. Merck (Almanya)

E. Merck (Almanya)
Biological Industries (Israil)
Sigma (ABD)

Sigma (ABD)

Biosource (USA)

Riedel de Haen (Almanya)
Sigma (ABD)

Sigma (ABD)

Biological Industries (Israil)
E. Merck (Almanya)

Fluka (Almanya)

Sigma (ABD)
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Glukoz

Glutaraldehit

HEPES

Hidrojen floriir
Hidroklorik asit

Hind III

[zo-propanol
Kalsiyum klortir
Kitozan

Kitozan

Kitozan

Kloroform
L-Glutamine
Lipofektintm reagent
Lizozim

Luria Bertani medium
Magnezyum klortir
Magnezyum siilfat
MEM

Metanol

Metilen mavisi

PEG 8000
Penicillin-Streptomycin
Plazmid izolasyon Kiti
Polivinil formal
Potasyum asetat
Potasyum di-hidrojen fosfat
Potasyum hidroksit
Potasyum kloriir
Protamin siilfat
Proteinase K

RNAase A

Sigma (ABD)

Sigma (ABD)

J. T. Baker (ABD)

Sigma (ABD)

E. Merck (Almanya)

Roche (Almanya)

Sigma (ABD)

Fluka (Almanya)

mwt. 70 kD., %75-85 DA, Sigma (ABD)
mwt.400 kD.,%87 DA, Fluka (Almanya)
mwt.750 kD., %75-85DA, Sigma (ABD)
E. Merck (Almanya)
Biochrom (Almanya)
Gibco-BRL(ABD)

Roche (Almanya)

Sigma (ABD)

E. Merck (Almanya)

E. Merck (Almanya)
Biological Industries (Israil)
E. Merck (Almanya)

Sigma (ABD)

Sigma (ABD)

Biochrom (Almanya)
Roche (Almanya)

Fluka (Almanya)

Sigma (ABD)

E. Merck (Almanya)

E. Merck (Almanya)

Sigma (ABD)

Sigma (ABD)

Roche (Almanya)

Roche (Almanya)
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Sodyum asetat

Sodyum azid

Sodyum bikarbonat
Sodyum di-hidrojen Fosfat
Sodyum Dodesil Siilfat
Sodyum hidroksit
Sodyum karbonat
Sodyum kloriir

Sodyum sitrat

Sukroz

TPP (STTP)

Tripan mavisi

Tripsin 1:250

Trizma base

Triton® X-100

Tween 20

Zeocin

Xbal

A DNA / Hind III marker
2-B-Merkaptoetanol

5.1.2. Kullanilan Cihazlar
Calkalayicili Su banyosu
Calkalayicili Su Banyosu
Derin Dondurucu (-20)
Derin Dondurucu (-80)
Dikey Jel Elektroforez Cihazi
Distile Su Cihazi
Elektroforez Gii¢ Kaynagi
ELISA Okuyucu

Etiv

Etiv

Sigma (ABD)

E. Merck (Almanya)

E. Merck (Almanya)

E. Merck (Almanya)

J. T. Baker (ABD)

J. T. Baker (ABD)

Carlo Erba (italya)

Sigma (ABD)

E. Merck (Almanya)
Sigma (ABD)

Sigma (ABD)

E. Merck (Almanya)
Sigma (ABD)

Roche (Almanya)

Sigma (ABD)
Glaxo-wellcome (Ingiltere)
Invivogen (ABD)

MBI Fermentas (Litvanya)
Roche (Almanya)

Fluka (Almanya)

Niive BM 102 (Tiirkiye)
Memmert (Almanya)
Arcelik (Ttrkiye)

Nuar (ABD)

Atto (Japonya)

GFL (Almanya)
EC-Techne (ingiltere)
Bio-Rad (ABD)
Heraeus (Almanya)

Memmert (Almanya)
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Fluoresan Mikroskop

Hassas Terazi

Horizontal Karistirict

Isitic1 Tabla

Invert Mikroskop

Jel Analiz Sistemi

JVC Spot Junior Kamera Sistemi
Karbondioksitli Etiiv

Laminair Akish Doku Kiiltiiri Kabini
Laminair Akisli Doku Kiiltiirti Kabini
Liyofilizator

Manyetik Karistirict

Mekanik Karigtirict

Mikropipet seti

Mikrosantrifiij

Biokiiler Mikroskop

Mili-Q Su Sistemi

Otoklav

Partikiil Ol¢iim Cihaz1

pH metre

Santrifiij

Sogutmal1 Santrifiij
Spektrofotometre

Sterilizator

Su Banyosu

Taramal1 Elektron Mikroskobu
Transmission Elektron Mikroskobu
Terazi

U.V. Transilliiminator

Vertikal Karistirici

Yatay Jel Elektroforez Cihaz1
Yiizey Yiikii Ol¢iim Cihazi

Olympus BX50 (Japonya)
Shimadzu (Japonya)

Velp Scientifica (italya)
Ika-Werk (Almanya)

Olympus BH40 (Japonya)
Kodak 1D Dijital Science (ABD)
JVC (Japonya)

Sanyo (Japonya)

Holten-Safe 2000 (Danimarka)
Herasafe KS-12 (Almanya)
Leybold, Lyovac GT2 (Almanya)
Ika-Werk (Almanya)
Ika-Werk (Almanya)

Gilson (Fransa)

Hettich (Almanya)

Olympus (Japonya)

Milipore (ABD)

Kermanlar (Tiirkiye)

Malvern Nano-ZS (Ingiltere)
WTW (Almanya)

Hettich (Almanya)

Eppendorf 5810R (Almanya)
Shimadzu BioSpec-1601 (Japonya)
Heraeus (Almanya)

Techne (Ingiltere)

Jeol JSM-5200 (Japonya)

Jeol (Japonya)

Sartorius (Almanya)

Vilber Lourmat (Fransa)

Velp Scientifica (Italya)

Atto (Japonya)

Malvern Nano-ZS (Ingiltere)
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5.1.3. Plazmid siRNA (Short Hairpin), shRNA Yapisi
VEGF Plazmid siRNA (psiRNA-mVEGF, shRNA) InvivoGen (ABD) kullanild1.

Tez g¢alismamizda Okaryotik hiicrelerde anlatim yapabilen psiRNA-mVEGF
(shRNA) vektorii kullanilmistir. psiRNA-mVEGF, 3589 baz cifti uzunlugunda bir
plazmid vektordiir. Yapisinda E.coli orjini (Ori), 7SK ve hCMV-HTLV memeli
promotorlar1 ile EC2K bakteri promotoru, seleksiyon amacli zeocin direng geni ve
yesil floresan protein (Green Fluoresans Protein, GFP) reporter geni bulunmaktadir.
psiRNA-mVEGF plazmidinin 6karyotik hiicrelere transfeksiyonu halinde, hiicrelerde
VEGF proteininin ekspresyonu siRNA ile baskilanabilmektedir. psiRNA-mVEGF
plazmid vektoriiniin haritast Sekil 5.1 *de verilmistir.

e

HiadIll (3578)
AccbSl (304

Ndel (182)

Apsll

paRNA-mVEGF
(3589 bp)

‘_\\Irpal (1186)
~
o -
 —
Asel (18335
Mrlel (1&689)

Sekil 5.1. psiRNA-mVEGF plazmidinin yapisi (ShRNA-mVEGF ticari ismi).

Tez ¢alismamiza ait metinde psiRNA-VEGF vektorii “shRNA” kisaltmasi ile kullanilmugtir.
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5.1.4. Kullanilan Hiicre Hatlar1

HEK 293 (insan embrivonik bobrek hiicre Kiiltiirii):
HEK?293 hiicreleri Alex Van der Eb tarafindan adenoviris 5 DNA ile normal

insan embriyonik bobrek hiicrelerinin kiiltiirde transformasyonu ile olusturulmus
hiicre dizileridir. Orjinal HEK 293 dizisi, orjinal HEK 293 hiicre klonunun 293.
deney iiriintidiir. Bu hiicreler, bobrekte bol bulunan ya fibroblastik, endotelyal veya
epitelyal hiicrelerin transformasyonu ile olusturulmustur. Sodyum kanallarina ilag
etkilerinin arastirilmasi, indiiklenebilir RNA interferans sisteminin test edilmesi, iki
protein arasindaki etkilesimlerin arastrilmasi, proteinde niikleer ¢ikis sinyalinin

arastirilmasi gibi alanlarda kullanilmaktadir 7%

HeLa (insan serviks adenokarsinomu hiicre Kiiltiirii):

31 yasinda zenci bir kadindan alinarak W.F.Scherer tarafindan stoklanan yiizeye
tutunan ve epitelyal serviks adenokarsinom hiicreleridir. Hiicreler immiinoperoksidaz
ile boyama sonrasinda keratin i¢in pozitif reaksiyon verirler. HeLa hiicrelerinin insan
papilloma viriis 18 (HPV-18) sekanslar1 tasidigi rapor edilmistir. P53 ekspressiyonu
diisiik ve pRB (retinoblastoma baskilayict) diizeyi normal olarak tespit edilmistir.

Hiicrelerin %98 inde kiigiik telosentrik kromozomlar vardir ®"°V.

MCF-7 (insan meme adenokarsinomu hiicre kiiltiirii):

C.M. McGrath tarafindan 69 yasinda 0 Rh+ kan grubuna sahip Orta Asyali bir
kadindan plevral efiizyon ile elde edilmis yiizeye tutunan, epitelyal siit bezi
adenokarsinomudur. Ostrojen reseptdrii pozitif hiicrelerdir. MCF-7 hiicrelerinin
biiylimeleri TNF-a tarafindan inhibe edilir. MCF-7 hiicreleri sitoplazmik Ostrojen
reseptorleri aracilifiyla Ostradiolii prosesleme de dahil diferansiye olmus meme
epitel hiicrelerinin ¢esitli 6zelliklerini tasimaktadir. Radyasyon uygulanan MCF-7
hiicrelerinde ¢ekirdekte p53 akiimiilasyonunun p2lwafl ekspresyonunu arttirdigi

gozlenmistir ve p53’iin hiicre siklusu siiresince degisimleri arastirilmistir %%,
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5.1.5. Besiyerleri ve Cozeltiler
Tez calismasi kapsaminda kullanilan besiyeri ve ¢ozeltilerin isimleri, hazirlama
yontemleri, sterilizasyon ve saklama kosullar1 asagida verilmistir.

5.1.5.1. Besiyerleri

Luria Bertani (LB)

LB besiyeri, 10.0 g tripton, 5.0 g maya 06ziitii ve 10.0 g sodyum kloriir 1000 ml
bidistile su igerisinde ¢oziindiiriilerek hazirland1 ve sodyum hidroksit ile besiyerinin
pH degeri 7.0’a ayarlandi. Calismalarda ayrica ticari olarak satilan hazir LB besiyeri

de kullanildi.

Luria Bertani Agar (LBA)

Yukarida formiilasyonu verilen sivi LB besiyerine, % 1.5 (a/h) oraninda agar

eklenerek hazirlandi.

Hazirlanan Luria Bertani ve Luria Bertani Agar besiyerleri, 121°C, 1.2 atmosfer
basing altinda 20 dakika otoklavda tutularak steril edildiler. Besiyerine, psiRNA-
mVEGF plazmid vektoriinti igceren GT116 bakteri kiiltiiriiniin ekiminden 6nce 25

pg/ml konsantrasyonda Zeocin® ilave edildi.

RPMI
RPMI (Sigma, 1x11t) besiyeri, 1000 ml bidistile su igerisinde ¢oziindiiriildii.
Besiyeri 0.22um por capina sahip filtre kullamlarak sterilizasyon sonrasi +4 C’ da

saklandi.

MEM
MEM (Sigma, 1x11t) besiyeri, 1000 ml bidistile su igerisinde ¢oziindiirtildii.
Besiyeri 0.22um por ¢apina sahip filtre kullanilarak sterilizasyon sonrasi +4 C’ da

saklandi.
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DMEM
DMEM (Sigma, 1x1l1t) besiyeri, 1000 ml bidistile su igerisinde ¢oziindiirtildii.
Besiyeri, 0.22um por capina sahip filtre kullanilarak sterilizasyon sonrast +4 C’ da

saklandi.

RPMI, MEM ve DMEM hiicre kiiltiirii besiyerlerinin pH degeri, % 5.0 steril
sodyum bikarbonat c¢ozeltisi kullanilarak 7.2-7.4’e ayarlandi. Deneysel calismalar
esnasinda gerekli kosullarda besiyerlerine % 10 (h/h) oraninda featal bovine serum,
% 0.03 (a/h) oraninda L-glutamin sirastyla 100 IU/ml, 10 pg/ml, 5.0 pg/ml nihai

konsantrasyonlarda penisilin, streptomisin ve amfoterisin B ilave edildi.
5.1.5.2. Cozeltiler
TE Tamponu (Tris-EDTA. pH 7.6)

10 mM Tris-HCI (pH 7.6)
1 mM EDTA (pH 8.0)

TE tamponu, 121°C, 1.2 atmosfer basin¢ altinda 20 dakika otoklavda tutularak

sterilizasyon sonrast +4 C’ da muhafaza edildi.

TE Tamponu (Tris-EDTA, pH 8.0)
10 mM Tris-HCI (pH 8.0)
1 mM EDTA (pH 8.0)

TE tamponu, 121°C, 1.2 atmosfer basing altinda 20 dakika otoklavda tutularak

sterilizasyon sonras1 +4 C’ da muhafaza edildi.

TBE Tamponu (Tris-Borik Asit-EDTA, pH 8.0)
0.090 M Tris
0.090 M Borik asit
0.002 M EDTA
TBE tamponu, 121°C, 1.2 atmosfer basin¢ altinda 20 dakika otoklavda tutularak

sterilizasyon sonrast +4 C’ da muhafaza edildi.
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Cozelti I
50 mM Glukoz
25 mM Tris-HCI (pH 8.0)
10 mM EDTA (pH 8.0)
Cozelti, 121°C, 1.2 atmosfer basin¢ altinda 20 dakika otoklavda tutularak

sterilizasyon sonrast +4 C’ da muhafaza edildi.

Cozelti 11
0.2 N NaOH (10 N NaOH stok ¢ozeltisinden seyreltilerek)

% 1.0 SDS (% 10 SDS stok c¢ozeltisinden seyreltilerek)
Cozelti 11, ¢alisma esnasinda stok c¢ozeltiler kullanilarak istenilen konsantrasyonlarda

taze olarak hazirlandi.

Cozelti 111
5.0 M KAc 60.0 ml
Glasiyal Asetik Asit 11.5 ml
Bidistile H,O 28.5 ml

KAc’in ¢ozeltideki nihai konsantrasyonu 3.0 M. Cozelti III, 121°C, 1.2 atmosfer

basing altinda 20 dakika otoklav sterilizasyonu sonrasi +4 C* da muhafaza edildi.

RNAase A Reaksivon Tamponu
10 mM Tris-HCI (pH 7.5)
15 mM NacCl

0.22 um por ¢apina sahip filtre sterilizasyonu sonrasi +4 C* da muhafaza edildi.

Proteinaz K Reaksiyvon Tamponu
0.01 M Tris-HCI (pH 7.8)
0.005 M EDTA
% 0..5 SDS

Proteinaz K reaksiyon tamponu, 0.22um por capima sahip filtre kullanilarak

sterilizasyon sonras1 +4 C’ da muhafaza edildi.
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pDNA Saflastirma Cozeltisi
1.6 M NaCl
% 13 (a/h) PEG 8000

pDNA saflastirma ¢ozeltisi, 0.22pum por ¢apina sahip filtre kullanilarak sterilizasyon

sonrasi +4°C’ da muhafaza edildi.

Tamponlanmis Fenol Cozeltisi

-20'C’da muhafaza edilen molekiiler biyoloji ¢alismalarinda kullanima uygun
safliktaki kristalize fenol 68 C’daki su banyosuna alinarak ¢6ziindiiriildii ve igerisine
oksidasyonu 6nlemek amaci ile % 1.0 nihai konsantrasyonda 8-hidroksikinolin ilave
edildi (8-hidroksikinolin, yapisal olarak antioksidan bir bilesiktir, kismi RNAase
inhibitérii ve metal iyonlarmin zayif kelat olusturdugu bir maddedir. Fenol
cozeltisine sar1 renk verdiginden dolayr organik fazin sulu fazdan ayrilmasinda
kolaylik saglar). Esit hacim 0.5 M steril Tris-HCI tamponu (pH 8.0) ilave edilerek
manyetik karistiricida 15 dakika karigtirildi. Organik faz (fenol) ve sulu fazin (Tris-
HCI tamponu) birbirinden ayrilmasi i¢in karisim +4'C” da 60 dakika bekletildi. Ust
sulu faz bir pipet yardimi ile dikkatlice alinip uzaklastirildi ve isleme 0.1 M steril
Tris-HCI1 (pH 8.0) tamponu kullanilarak organik fazin (fenol) pH degeri 7.8 olana
kadar devam edildi. Fenol fazinda pH 7.8 degerine ulasildiginda sulu faz tamamen
almip uzaklastirildi. Tamponlanmis fenol ¢ozeltisi, fenol fazinin iizerine 0.1 hacim
0.1 M Tris-HCI tamponu (pH 8.0) ilave edilerek +4 C’ da koyu renk bir sise

icerisinde saklandi.

Fenol:Kloroform:izoamil Alkol (25:24:1)

25 kisim tamponlanmis fenol ¢ozeltisi

24 kisim kloroform

1 kisim izoamil alkol
Fenol: kloroform: izoamil alkol karigimi {lizerine, 0.1 hacim 0.1 M Tris-HCI tamponu
(pH 8.0) ilave edilerek +4°C’ da koyu renk bir sisede muhafaza edildi. Calisma

esnasinda alinacak miktar, iist sulu fazin altindaki organik fazdan alinarak kullanildi.

75



Elektroforez Yiikleme Tamponu (x 6)
% 0.25 Bromfenol Mavisi
% 0.25 Ksilen Siyanol
% 30 Gliserol

Hazirlanan elektroforez yiikleme tamponu, kiigik hacimlere bolinerek +4°C’ da
muhafaza edildi. Jel elektroforezi calismalari esnasinda elektroforez yiikleme

tamponu, ornekler ile 1:5 oraninda karigtirilarak kullanildi.

Niikleaz (DNAase 1) Hazirlama Tamponu
10 mM Tris-HCI (pH 7.5)
50 mM NaCl
10 mM MgCl,
I mM DTT
% 50 Gliserol
Niikleaz (DNAase I) hazirlama tamponu, DTT ilave edilmeden 121°C, 1.2 atmosfer

basing altinda 20 dakika otoklavlandi. Tampon, sterilizasyon sonrasi konsantrasyonu

1 mM olacak sekilde DTT eklenerek +4 C’ da muhafaza edildi.

Niikleaz (DNAase I) Reaksivon Tamponu
20 mM Tris-HCI (pH (8.4)
10 mM KCI
2 mM MgCl,
Niikleaz (DNAase I) hazirlama tamponu, 121°C, 1.2 atmosfer basing altinda 20

dakika otoklavda tutularak sterillizasyon sonras1 +4 C’ da muhafaza edildi.

PBS Tamponu (Fosfat-Sodyum Kloriir, BP, pH 7.4)
137 mM NaCl
6.65 mM Na,HPO4
1.40 mM KH,PO4
PBS tamponu, 121°C, 1.2 atmosfer basing altinda 20 dakika otoklavda tutularak

sterilizasyon sonras1 +4 C’ da muhafaza edildi.
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Liziz Tamponu (x 5)
25 mM Tris-PO4 tamponu (pH 7.8)
2 mM EDTA
2 mM DTT
% 10 Gliserol
% 1 Triton® X-100

Liziz tamponu, 0.22um por ¢apina sahip filtre kullanilarak sterilizasyon sonrasi

+4°C’ da saklandi.

Tripsin-EDTA Cozeltisi
% 0.05 (a/h) Tripsin
% 0.05 (a/h) EDTA

Tripsin-EDTA ¢ozeltisi, 0.22um por capina sahip filtre kullanilarak sterilizasyon

sonrasi -20 C’ da saklandh.

Akrilamid ve N.N’-Metilen Bisakrilamid (%30)
%29 (w/v) akrilamid
%1(w/v) bisakrilamid
Akrilamid-N,N’-Metilen Bisakrilamid ¢6zeltisi pH degeri 7’ye ayarlanir. Oda

sicakliginda giin 1s181ndan korunarak saklanir.

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (%10)
10 g SDS

Cozelti oda sicakliginda saklanir.

Tris Tamponu

1,5 M Tris-HCL pH 8,8

Konsantre HCL ile pH 8,8 ‘e ayarlanir, oda sicakliginda saklanir.

Tris-HCL Tamponu
1 M Tris-HCL pH 6,8

Konsantre HCL ile pH 6,8 ‘e ayarlanir, oda sicakliginda saklanir.
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Amonvum Persiilfat (%10)

10 g Amonyum Persiilfat

Taze olarak hazirlanmalidir.

Resolving Jel Cozeltisi (Ayirma Jeli)
%30 akrilamid
1,5 M Tris-HCL (pH 8,8)
%10 SDS
%10 APS
TEMED
H,O

Stacking Jel Cozeltisi ( Yiikleme Jeli)
%30 akrilamid
1 M Tris-HCL ( pH 6,8)
%10 SDS
%10 APS
TEMED
H,O

Tris-Glisin Elektroforez Tamponu (pH 8.3)
25 mM Tris
250 mM glisin ( pH 8,3)
%0,1 SDS

+4°C’ de saklanir. Kullanilacagi zaman oda sicakligina getirilip 5 kez sulandirilir.

1xXSDS Jel Yiikleme Tamponu

Tris-HCL (pH 6,8)
%10 SDS

Bromfenol blue ( %0,2)
Gliserol

dd H,O
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5.2. YONTEM

5.2.1. shRNA fle flgili Cahsmalar
5.2.1.1. shRNA

Tez caligmasinda, hem prokaryotik hem de okaryotik hiicrelerde anlatim
yapabilen ticari psiRNA-mVEGF (invivoGen, USA) plazmid vektorii kullanilmistir.
psiRNA-mVEGF plazmid vektorii; 3589 baz ¢ifti uzunlugunda, yapisinda mouse
(fare) VEGF (mVEGF) genine spesifik sense ve antisense dizilerini i¢cermektedir.
Vektore iliskin bilgiler bolim 5.1. Gere¢ kisminda ‘Plazmid siRNA (Short Hairpin)
Yapist® baghigi altinda 5.1.3’de ayrintili bir sekilde verilmistir.

5.2.1.2. shRNA’min Transformasyonu
Ticari olarak satin  alman psiRNA-mVEGF plazmid vektoriiniin
transformasyonunda konak bakteri olarak Escherichia Coli GT116 susu kullanildi.

Transformasyon iiretici firmanin 6nerdigi protokole uygun olarak yapildi.

Transformasyon protokoliinde; LyoComp GT116 liyofilize edilmis kompetant
hiicreler buzda 5 dakika bekletildi. Uzerine 1 ml soguk rekonstitiif soliisyon eklendi
ve buz iizerine inkiibasyona devam edildi. Kompetent hiicreler hafif¢e karistirilarak
hiicrelerin tamamiyle rehidrate olmasi saglandi. Rehidrate olan kompetent hiicre
sollisyonu iizerine lpg siiper sarmal shRNA ilave edilerek karisim 30 dakika
siiresince buzda tutuldu. Ardisik olarak karisim tlizerine 1 ml LB besiyeri ilave
edilerek vasat 37°C’de 1,5 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda Zeocin®
iceren TBA petrilerine 100ul bagetle ekim yapildi. Ekim sonrasi petriler bir gece
boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Petrilerde gelisen kolonilerden, gerceklestirilecek
caligmalarda kullanilmak tizere petri, egri besiyeri (+4°C) ve gliserine (-20 ve -80°C)

stok alindi. Alinan stoklardan shRNA izolasyonu ve kontrolleri yapildi "%,

5.2.1.3. shRNA’nin izolasyonu
shRNA igeren E.coli suslarindan plazmid DNA izolasyonu, Birnboim ve

Doly’nin modifiye alkali-liziz yontemi kullamlarak gerceklestirildi '¥.
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shRNA’nin transforme edildigi FE.coli GT116 susunun, 25 pg/ml
konsantrasyonda Zeocin iceren 25 ml TB besiyerinde doygun kiiltiirii hazirlandi.
Hazirlanan 6n kiiltiirden 1000 ml antibiyotikli TB besiyerine ekim yapildi ve 37 C’de

18-24 saat siire ile inkiibasyona birakildi.

Elde edilen doygun kiiltiirler, +4°C, 10000 devir/dakika hizda 10 dakika
santrifiij edilerek hiicreler ¢okeltildi ve besiyeri kalintilarinin uzaklastirilmasi amaci
ile TE tamponu ilavesi ile hiicreler yikandi. Hiicre ¢okeltisi, 2.5 pg/ml son
konsantrasyonda lizozim igeren 1 hacim Cozelti I icerisinde siispande edildi ve 20
dakika buz igerisinde bekletildi. Hiicre slispansiyonu {iizerine, taze hazirlanmig 2
hacim Cozelti II ilave edildi ve hafif¢e karistirilarak hiicrelerin parcalanmasi
saglandi. Hiicre lizat1 {izerine, 1.5 hacim buzda sogutulmus Cozelti III ilave edildi ve
lizat buz igerisinde 30 dakika bekletildi. Bu agamada hiicre artiklari, genomik DNA
ve proteinlerin Gnemli bir kismmin ¢okelmesi saglandi. Lizat, +4 C, 15000
devir/dakika hizda 15 dakika santrifiij edildi ve siipernatant hacmi 6lgtilerek temiz bir
tiipe aktarildi. shRNA’y1 igeren siipernatant iizerine 0.6 hacim izopropanol ilave
edildi. Oda temperatiiriinde 30 dakika bekleme siiresi sonunda shRNA, +4°C, 15000
devir/dakika hizda 15 dakika santrifiij edilerek ¢okeltildi. Cokelti 1 hacim Tris-
EDTA (TE, pH 8.0) tamponu ilavesi ile ¢0ziindirildi, 20 pg/ml nihai
konsantrasyonda RNAase A ve ardisik olarak 50 pg/ml nihai konsantrasyonda
Proteinase K ile muamele edildi. Enzimatik olarak kismen saflastirilan shRNA’nin
tizerine 4 hacim PEG 8000/NaCl (% 13 / 1.6 M) ¢ozeltisi ilave edildi ve karigim 3-4
saat buz icerisinde bekletildi. Siirenin sonunda shRNA, +4°C, 15000 devir/dakika
hizda 15 dakika santriflij edilerek ¢oktiiriildii. 1 hacim TE tamponu ilave edilerek
coziindiiriilen shRNA, fenol:kloroform:izoamil alkol ekstraksiyonunu takiben
amonyum asetat (NH4Ac)/Etanol uygulamast ile +4 C, 15000 devir/dakika hizda 15
dakika santrifiij edilerek c¢oktiiriildii. Pellet, % 70 etanol ile yikand1 ve uygun hacim
TE tamponu ilave edilerek ¢oziindiiriildii. Bu sekilde hazirlanan shRNA stoklar

kontrolleri yapilarak -20°C’de saklandu.

Calismamizda DNA izolasyonu i¢in klasik alkali lizis yontemi yani sira ticari

plazmid izolasyon kiti kullanilarak da izolasyonlar yapilmistir.
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5.2.1.4. shRNA’nmin Kontrolii
Yontem 5.2.1.3.°de belirtildigi sekilde izole edilen shRNA 6rneklerinin
miktar tayini, saflik derecesi ve konformasyonel yap1 kontrolleri spektrofotometrik

ve elektroforetik olarak yapildi.

shRNA’nin Spektrofotometrik Kontrolii

shRNA’nin, izolasyon sonrasinda, konsantrasyonu ve saflik derecesi
spektrofotometrik olarak 260 ve 280nm dalga boylarindaki 6l¢giim sonuglarindan
yararlanilarak spektrofotometrik olarak tayin edildi. Yapisal olarak ¢ift zincirli

shRNA molekiilii i¢in konsantrasyon,;

ug/ml DNA = OD,g x 50 x seyreltme orani

formiiliine gore hesaplandi.

shRNA’nin saflik derecesinin belirlenmesinde ise OD,gg / ODygy oranindan
yararlanildi. Spektrofotometrik olarak, 260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans
degerlerinin birbirine oraninin 1.8-1.9 arasinda olmast DNA molekiiliiniin ytiksek

derecede saf oldugunu gostermektedir Y.

shRNA’nin Elektroforetik Kontrolii

Izole edilen shRNA’ nin safligy, icerdigi formlar, restriksiyon enzim
haritasinin ve plazmid yapisinin dogrulugu agaroz jel elektroforezi ydntemi

kullanilarak kontrol edildi *®.

shRNA’nin elektroforetik analizinde % 0.8 (a/h) konsantrasyonda agaroz
jeller kullanildi. Tris-Borik asit-EDTA (TBE, pH 8.0) tamponu igerisinde
kaynatilarak ¢oziindiiriilen agaroz 60°C’a kadar sogutulduktan sonra 0.5 pg/ml
konsantrasyonda etidyum bromiir ilave edilerek yatay agaroz jel kasetlerine dokiildii.
Hazirlanan agaroz jel kasetleri, jelin donmasini takiben igerisinde pH 8.0 TBE
tamponu bulunan yiiriitme tankina alindi. Elektroforetik analiz i¢in izolasyon sonrasi
spektrofotometrik kontrolleri yapilmis Ornekler, 5:1 (6rnek:elektroforez yiikleme

tamponu) oraninda 6x agaroz jel yiikleme boyasi ile karistirilarak jele uygulandi ve
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elektroforez islemi sabit 80 volt akimda 1.5 saatte tamamlandi. Elektroforez islemi
sonrasi, UV transilliiminatdr {izerinde incelenen jeller, Kodak Digital Science, DC40
Camera ve 1D Image Analysis Software sistemi kullanilarak degerlendirildi. sShRNA

topolojik form yiizdeleri,

KH DNA Hacmi - Bos Hacim

(KH, %) =
[(KH DNA Hacmi + Dogrusal DNA Hacmi + AH DNA Hacmi) — (3 X Bos Hacim)]

KH; Kapali halkasal pDNA, siiper sarmal pDNA.
AH; Acik halkasal pDNA, gevsek sarmal pDNA

formiilii yardimiyla hesapland: .

Kalitatif ve kantitatif kontrolleri yapilan shRNA’lar1 uygun restriksiyon
endoniikleazlari ile kesildikten sonra, agaroz jel elektroforezinde verdikleri DNA
bantlart ve boyutlar1 degerlendirilerek restriksiyon enzim haritasinin dogrulugu
kontrol edildi. Bunun i¢in psiRNA-mVEGF plazmid DNA’s1 restriksiyon enzim
haritasinda belirtilen Xbal ve Clal restriksiyon endoniikleazlar1 ile kesilerek

elektroforetik olarak incelendi.

shRNA’nin Standart Egrisinin Hazirlanmasi
Standart egri olusturmak amaci ile, 0.5-12.0 pug/ml (0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0,
4.0, 5.0, 6.0, 8.0, 10.0 ve 12.0) konsantrasyon araliginda n=3 olacak sekilde

hazirlanan shRNA c¢ozeltilerinin 260 nm’deki absorbans degerleri spektrofotometrik
olarak Olciildii. Konsantrasyon degerlerine karsilik gelen 260 nm’deki absorbans
degerlerinden yararlanilarak standart egri grafigi cizildi. Elde edilen grafikte yer alan
degerlerin regresyon analizi yapilarak egrinin kullanilabilirligi ve dogrusalligi
saptand1. Olusturulan shRNA standart egrisi shRNA’nin miktar tayininde,

formiilasyonlardan shRNA’nin in vitro salim ¢alismalarinda kullanildi.
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5.2.2. shRNA iceren Farmasotik Sekillerin Hazirlanmasi

5.2.2.1. Kitozan/shRNA Komplekslerinin Hazirlanmasi

Farkli molekiil agirligina sahip kitozanlarin (Low kitozan; =70 kD., %75-85
DA, Sigma-Aldrich / Medium kitozan; =400 kD., %87 DA, Fluka ve High kitozan;
=750 kD., %75-85DA, Sigma-Aldrich) %0.25 konsantrasyonda %1.0 asetik asit
icerisindeki sulu ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan kitozan ¢dzeltileri 0.22um por
capimna sahip filtreden gegirilerek steril edildi. Farkli ylik oranlarindaki kompleks
serileri (0.5/1, 1/1, 2/1; kitozan/shRNA) kitozan ¢dzeltileri ile sShRNA soliisyonunun
uygun oranda karistirilmast ve ardisik olarak vortekslenmesiyle elde edildi.
Kompleks serileri, kompleks olusumunun tamamlanmasi ve stabilizasyonu i¢in oda
sicakliginda 30-60 dakika stire ile bekletildi. Hazirlanan kompleks serilerinde amaca
uygun teorik ylik oranini ayarlamak i¢in, ShRNA orani sabit tutularak kitozan orani
degistirildi.

*DA; Deasetilasyon Derecesi

5.2.2.2. Protamin/shRNA Komplekslerinin Hazirlanmasi

Protamin/shRNA komplekslerinin hazirlanmasi 6ncesinde protamin’in PBS
icerisinde 1.0 mg/ml konsantrasyonda stok ¢Ozeltisi hazirlanarak degisik
konsantrasyonlarda SDS-PAGE’e uygulandi ve polimer molekiil agirligi agisindan

standart protein marker ile degerlendirildi.

Protamin farkli ¢oziiciilerde (bidistile su, pH 7.4 PBS tamponu, fizyolojik
tuzlu su, %5.0 glukoz ¢ozeltisi ve pH 5.0 10mM sodyum asetat tamponu) 1 mg/ml
konsantrasyonda stok c¢ozeltisi hazirlanarak filtrasyon yontemiyle steril edildi. Farkli
yiik oranlarinda (0.1/1, 0.2/1, 0.3/1, 0.4/1, 0.5/1, 0.6/1, 0.7/1, 0.8/1, 0.9/1, 1/1 ve 2/1;
protamin/shRNA) protamin/shRNA kompleks olusumu arastirildi. Bu amagla
belirtilen yiik oranlarinda protamin/shRNA kompleks serileri Yontem 5.2.2.1.°de
belirtildigi  sekilde hazirlandi. Kompleks serileri, kompleks olusumunun
tamamlanmas1 ve stabilizasyonu i¢in 30 ve 60 dakika siire ile oda temperatiiriinde

bekletildi.

83



5.2.2.3. Kitozan/Protamin/shRNA Komplekslerinin Hazirlanmasi

Farkli yiikk oranlarinda kitozan/protamin/shRNA (0.5/1/1, 1/1/1 ve 2/1/1)
kompleks olusumu arastirildi. Bu amacgla belirtilen yiik oranlarindaki
kitozan/protamin/shRNA kompleksleri Yontem 5.2.2.1. ve 5.2.2.2.°de belirtildigi
sekilde hazirlandi. Kompleks serileri, kompleks olusumunun tamamlanmasi ve

stabilizasyonu i¢in 30 ve 60 dakika siire ile oda temperatiiriinde bekletildi.

5.2.2.4. shRNA Iceren Kitozan Nanopartikiillerin Hazirlanmasi
shRNA igeren kitozan nanopartikiillerin hazirlanmasinda Calvo ve
ark.’larinin #**” kullandi81 iyonotropik jellesme ydnteminin modifiye edilmis sekline

gore caligildi.

Bu amagla, farkli molekiil agirliklarina sahip kitozanlarin % 1.0’lik (a/h)
asetik asit icerisinde % 0.25 (a/h) konsantrasyonda ¢ozeltisi hazirlandi. Oda
temperatiiriinde, manyetik karistirictda 900-1000 devir/dakika hizda karistirilan
kitozanin asetik asitteki ¢ozeltisine, belirli miktarlarda (25, 100 ve 250ug) shRNA
eklenmis esit hacimdeki tripolifosfat (TPP) ¢ozeltisi (%0.05), 20 cm yiikseklikte
sabitlenmis bir kolon yardimi ile 10 damla/dakika hizda damlatilarak ilave edildi.
Damlatma islemi sonrasinda 30 dakika siire ile karistirma islemine devam edildi.
Olusan nanopartikiiller, +4'C, 16000 devir/dakika hizda 20 dakika santrifiij edilerek
cokeltildi. Di1s faz, verim ve enkapsiilasyon etkinliginin saptanmasi amact ile
spektrofotometrik ve elektroforetik yontemlerde kullanilmak iizere temiz bir tiipe
alindi. Toplama islemi sonrasinda nanopartikiiller, yikama amaci ile en az 3 kez
bidistile su ile siispande edildi ve yeniden +4 C, 16000 devir/dakika hizda 20 dakika
santrifiij edilerek c¢oktiiriildii. Yikama islemini takiben —20°C’ da dondurularak
liyofilize edilen nanopartikiil formiilasyonlar: elenerek, tartildi ve etiketli siselere
almarak +4 C’ da desikatorde muhafaza edildi. Kitozan nanopartikiil formiillerine

iliskin formiilasyon parametreleri Tablo 5.2.1°de verilmistir.

84



Tablo 5.2.1. Kitozan nanopartikiil formiilasyonlarina iliskin formiilasyon parametreleri.

Kitozan TPP shRNA

Formiilasyonlar (%) (%) (ng)

L,

M; 25

H, 0.25 0.05

L,

M, 100

H,

L

M; 250

H;

5.2.3. shRNA iceren KomplekslerdeYapilan Kontroller

5.2.3.1. Kompleks Olusumunun Saptanmasi

Yontem 5.2.2.1., 5.2.2.2. ve 5.2.2.3.°de belirtildigi sekilde hazirlanan
kitozan/shRNA, protamin/shRNA ve kitozan/protamin/shRNA komplekslerinde
kompleks olusumu elektroforetik yontem kullanilarak incelendi (Bkz: Yontem

5.2.1.4.).

5.2.3.2. Transmission Elektron Mikroskobu (TEM) incelemeleri

Hazirlanan kompleksler, Jeol (Japonya) marka transsmission elektron
mikroskobu (TEM) ile goriintiilendi. TEM incelemeleri i¢in, % 0.2 Polivinil formal
(Vinylec K) ile kaplanmis 100, 200 ve 300 mesh boyutlarindaki bakir (Cu™) gridler
kullanildi. Polimer ile kaplanmig gridlerin iizerine, 10-20 pl hacimde incelenecek
olan kompleks formiilasyonunun pH 7.4 PBS tamponu igerisinde hazirlanan
stispansiyonu damlatildi. Oda temperatiiriinde yaklasik olarak 5 dakika bekleme
stiresi (membrana tutunma siiresi) sonunda siispansiyonun fazlasi filtre kagidi ile

dikkatlice alindi. Gridler, oda temperatiiriinde kurutuldu ve negatif boyama teknigi
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uygulandi. TEM incelemeleri, x30-50.000 biiylitme araliginda ve 20kV artan voltaj
kosullarinda gerceklestirildi.

5.2.3.3. Kompleks Boyutunun Tayini

Calismamiz kapsaminda hazirlanan kitozan/shRNA, protamin/shRNA ve
kitozan/protamin/shRNA komplekslerinde biiylikliik analizi, Malvern Nano-ZS
partikiil 6l¢iim cihazinda yapildi. Bu amagla, kompleks formiilasyonlari, pH 7.4 PBS
tamponu igerisinde siispande edilerek 6l¢iildii. Her bir formiilasyon i¢in, n=3 olacak

sekilde 6l¢iim alinda.

5.2.3.4. Yiizey Yiik Tayini
Kompleks formiilasyonlarinda yiizey yiik kontrolii calismasi, Malvern Nano-
ZS marka boyut ve ylizey yiikii 6l¢iim cihazinda, pH 7.4 PBS tamponu igerisinde

yapildi. Her bir formiilasyon i¢in n=3 olacak sekilde 6l¢iim alindi.

5.2.3.5. Komplekslerin Serum Stabilitesi

Nanoplekslerin (komplekslerin) serum ve serum bilesenlerine kars1 stabilitesi
arastiritldi.  Bu amagla; hazirlanan  kitozan/shRNA, protamin/shRNA  ve
kitozan/protamin/shRNA kompleksleri iizerine %10 oraninda inaktive edilmemis
fetal bovin serum ilave edilerek karisim 24 saat siire ile 37 C’daki calkalayicilt su
banyosunda inkiibasyona birakild. Inkiibasyon ortamindan 0, 15, 30, 45. dk ve 1, 2,

24, 48. ve 72. saatlerde alinan 6rnekler elektroforetik olarak incelendi.

5.2.3.6. Niikleaz Stabilitesi

Nanopleks formiilasyonlarinin, niikleaz (DNAase I) cinsi enzimlerin
enzimatik aktivitesine karsi stabilitesi arastirildi. Bu amagla; kompleksler 1ug
shRNA/1U DNAase I olacak sekilde niikleaz edilerek 37°C’daki ¢alkalayicili su
banyosunda 24 saat siire ile inkiibasyona birakildi. 0., 15., 30., 45. dk ve 1, 2, 24., 48.
ve 72. saatlerde inkiibasyon ortamindan alinan 6rneklerin tizerine 5 pul 0.5 M EDTA

cozeltisi eklenerek reaksiyon durduruldu ve elektroforetik olarak incelendi.
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5.2.4. shRNA I¢eren Nanopartikiillerde Yapilan Kontroller

5.2.4.1. Transmission Elektron Mikroskobu (TEM) incelemeleri

shRNA iceren nanopartikiil formilasyonlari, Jeol (Japonya) marka
transsmission elektron mikroskobu (TEM) ile goriintiilendi. TEM incelemeleri igin
gridler Yontem 5.2.3.2.°de belirtildigi sekilde hazirlandi ve ¢alisma x5000 biiyiitme
araliginda ve 80kV artan voltaj kosullarinda gerceklestirildi.

5.2.4.2. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) Incelemeleri

Formiilleri Tablo 5.2.1."de verilen nanopartikiil formiilasyonlari, biiytikliik ve
ylizey Ozelliklerinin belirlenebilmesi amaci ile Jeol marka JSM-5910 LV model
taramal1 elektron mikroskobunda (SEM) incelendi. Bu amagla, 6rnekler aluminyum
grid tizerinde altin palladyum ile kaplandi. Kaplanan kitozan nanopartikiil
orneklerinde tarama islemi, x100-65.000 biiylitme araliginda ve 20kV artan voltaj

kosullarinda gercgeklestirildi.

5.2.4.3. Verim ve Enkapsiilasyon Etkinliginin Saptanmasi

Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin, verim ve % verim degerleri,
liyofilizasyon islemini takiben nanopartikiillerin elenip, tartilmasi ile elde edilen
teorik ve pratik tartim sonuglarindan yararlanilarak hesaplandi. % enkapsiilasyon
etkinligi ise yontem 5.2.2.4.’de belirtildigi sekilde santrifiigasyon sonrasi ayrilip
+4'C’da muhafaza edilen dis fazin 260 ve 280 nm dalga boylarindaki
spektrofotometrik Ol¢lim sonuglart ve yontem 5.2.1.4.°de belirtildigi sekilde

hazirlanan shRNA standart egrisinden yararlanilarak saptandi.

5.2.4.4. Nanopartikiil Boyutunun Tayini

shRNA igeren kitozan nanopartikiillerde biiyiikliik analizi, Malvern Nano-ZS
partikiil 6lciim cihazinda yapildi. Bu amagla, nanopartikiil formiilasyonlari, pH 7.4
PBS tamponu igerisinde siispande edilerek oOlgiildii. Her bir formiilasyon i¢in, n=3

olacak sekilde 6l¢tim alindi.
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5.2.4.5. Yiizey Yiik Tayini

Nanopartikiil formiilasyonlarinda yiizey yiik kontrolii ¢alismasi, Malvern
Nano-ZS marka boyut ve yiizey yiikii Ol¢iim cihazi kullanilarak, pH 7.4 PBS
tamponu icerisinde gergeklestirildi. Her bir formiilasyon icin n=3 olacak sekilde

Ol¢tim alindi.

5.2.4.6. In Vitro Stabilite Cahsmalar1

shRNA iceren kitozan/TPP nanopartikiil formiilasyonlarinin in vitro stabilite
calismalar1 +4°C ve 37°C’da gerceklestirildi. Hassas terazi kullanilarak tartilan
nanopartikiil formiilasyonlar1 +4°C i¢in nem almayacak sekilde desikator igerisinde
buzdolabina, 37°C i¢in ise inkiibatore yerlestirildi. 1., 2. ve 3. aylarda alinan
orneklerde biiylikliik ve ylizey yiikii 6l¢lim caligmalar ile in vitro salim ¢alismalari

yapildu.

5.2.4.7. In Vitro Salim Cahsmalar1

shRNA iceren kitozan nanopartikiillerden, shRNA’nin in vitro kosullarda
salim ¢alismalari, 37 C’daki ¢alkalayicili su banyosu kullanilarak gerceklestirildi. Zn
vitro salim caligsmalari igin, hassas terazide tam olarak tartilan 20pug shRNA igeren
nanopartikiil formiilasyonu, 2.0 ml steril pH 7.4 PBS tamponu ile slispande edilerek
agz1 kapal plastik numune siselerine alindi ve 37 C’da calkalayicili su banyosunda
salim bitene kadar kesintisiz olarak calkalanmaya birakildi. /n vitro salima birakilan
orneklerde, belirli zaman araliklarinda (1., 4., 8. saati takiben 24 saat ara ile)
santrifiigasyon ile nanopartikiiller ¢oktiiriildii ve iist faz (pH 7.4 PBS tamponu)
alinarak yenisi ile degistirildi. Santrifiigasyon sonrasi alinan iist fazda serbestlesen
shRNA konsantrasyonu, spektrofotometrik olarak tayin edildi. Ayrica, shRNA yapisi
tist faz 6rneklerinin agaroz jel elektroforezi yontemine uygulanmast ile elektroforetik

olarak kontrol edildi.

5.2.4.8. Nanopartikiillerin Serum Stabilitesi
Nanopartikiillerin serum ve serum bilesenlerine karsi stabilitesi arastirildi.
Calismada; shRNA iceren kitozan nanopartikiil formiilasyonlari, inaktive edilmemis

fetal bovin serum ile 10pg shRNA iceren nanopartikiil/1.0 ml serum oranlarinda
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kanistirildi ve 24 saat siire ile 37°C’deki calkalayicili su banyosunda inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon ortamindan 0., 24., 48., 72. ve 96. saatlerde numuneler alind1.
Islem sonrasi nanopartikiil formiilasyonlar1 +4°C, 16.000 devir/dakika hizda 15
dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii ve pH 7.4 PBS tamponu ile en az 3 kez yikandi.
Daha sonra, serum uygulamasina birakilmig nanopartikiiller, 2 ml pH 7.4 PBS
tamponu ilavesi ile in vitro hizlandirilmig salim iglemine tabi tutuldu. Hizlandirilmis
salim iglemi sonrast shRNA konsantrasyonu, spektrofotometrik olarak tayin edildi.
Ayrica shRNA yapisinda meydana gelebilecek olast degisimler drneklerin agaroz jel

elektroforezi yontemine uygulanmasi ile elektroforetik olarak kontrol edildi.

5.2.4.9. Niikleaz Stabilitesi

Nanopartikiil formiilasyonlarinin, niikleaz (DNAase I) cinsi enzimlerin
enzimatik aktivitesine karsi stabilitesi arastirildi. Bu amagla, 1pg shRNA/1U
DNAaz I olacak sekilde 10pug shRNA igeren kitozan nanopartikiil formiilasyonu
tizerine 10 U DNAaz [ ilave edilerek 37°C’daki calkalayicili su banyosunda 24 saat
siire ile inkiibasyona birakildi. 0., 24., 48., 72. ve 96. saatlerde inkiibasyon
ortamindan numuneler alind1 ve {izerine 5.0ul 0.5M EDTA ilave edilerek reaksiyon
durduruldu. Niikleaz (DNAaz I) uygulamasi sonrasi nanopartikiil formiilasyonlari,
+4°C, 12000 devir/dakika hizda 15 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii ve pH 7.4
PBS tamponu ile siispande edilerek en az 3 kez yikandi. Daha sonra niikleaz
uygulamasina tabi tutulmus nanopartikiil formiilasyonlar1 hizlandirilmis in vitro
shRNA salim c¢alismasina alindi. Islem sonrasi shRNA konsantrasyonu,
spektrofotometrik olarak tayin edildi. Ayrica shRNA yapisinda meydana gelebilecek
olas1 degisimler salim O6rneklerinin agaroz jel elektroforezi yontemine uygulanmasi

ile elektroforetik olarak kontrol edildi.

5.2.5. In Vitro Transfeksiyon Calismalari

shRNA tasiyan farmasotik sekillerden olan kitozan/shRNA, protamin/shRNA
ve kitozan/protamin/shRNA kompleks ve kitozan nanopartikiil formiilasyonlarinin,
in vitro transfeksiyon c¢alismalarinda, HEK293, HelLa, ve MCF-7 hiicre hatlar
kullanilmais, hiicre hatlarinin 6zelliklerine iliskin bilgiler boliim 5.1. Gere¢ kisminda

‘Kullanilan Hiicre Kiiltiirleri’ baslig1 altinda 5.1.4.’de ayrintili bir sekilde verilmistir.
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5.2.5.1. Hiicre Pasaj1 ve Hiicre Kiiltiiriiniin Devamhihiginin Siirdiiriilmesi

Cahismalan

In vitro transfeksiyon caligmalar; T-25 cm’ hiicre kiiltiirii siseleri ile 24
ve/veya 96 kuyucuklu kiiltiir kablar1 kullanilarak gergeklestirildi. Hiicre pasajlari ve
hiicre kiiltiirlinlin devamliliginin saglanmasi ¢aligmalarinda, % 10 fetal bovin serum,
100 mM L-glutamin ve 100 mM antibiyotik ¢ozeltisi igeren 0.22 um por c¢apina
sahip filtre kullanilarak steril edilmis RPMI, MEM ve/veya DMEM doku kiiltiirii
besiyeri kullanildi. n vitro transfeksiyon ¢alismalarmin ilk asamalarinda, belirtilen
doku kiiltlirii besiyerleri, serum ilavesiz olarak kullanildi. Hiicre pasajlar1 ve deney
grubundaki hiicreler, % 5.0 CO,, % 95 nem igeren 37°C’daki doku kiiltiirii etiiviinde
inkiibe edildi. Belirli zaman araliklarinda mikroskobik kontrolleri, hiicre sayimi ve

canlilik tayini yapildu.

Hiicre pasajlama islemi, hiicrelerin yogunluguna bagli olarak 3-4 giinde bir
yapildi. Hiicre Pasajlama i¢in besiyeri ortamdan uzaklastirildiktan sonra kalan hiicre
tabakasi steril PBS (pH 7.4) tamponu ile 2 kez yikandi. Ardisik olarak hiicre kiiltiirii
sisesi Tripsin:EDTA (%0.05:%0.05) ¢ozeltisi ilave edilerek 37°C’de 2-5 dakika siire
ile inkiibasyona birakildi ve hiicre kiiltlir sisesine tutunmus haldeki hiicrelerin
tamamen kalkmas1 saglandi. Hiicre tabakasinin tamamen dagildigi invert 11k
mikroskobu ile goézlenerek onaylandi. Daha sonra hiicrelerin iizerine 5 ml taze
besiyeri ilave edildi ve birka¢ kez pipetaj yapilarak hiicre kiimelerinin ayrilmasi
saglandi. Istenilen sayida hiicre ekimi yapilan hiicre kiiltiirii siseleri ve/veya hiicre
kiiltiirii plaklar1 yeniden % 5 karbondioksit ve % 98 nem iceren 37°C’lik etiivde

kaldirilarak inkiibasyona devam edildi.

5.2.5.2. Kompleksler Ile Gergeklestirilen Hiicre Kiiltiirii Calismalar1

Kitozan kompleks formiilasyonlar1 ile in vitro transfeksiyon calismalarinda,
T-25 cm’ hiicre kiiltiirii siselerinde saghkli bir sekilde biiyiime ve tireme profili
gosteren, tek tabaka olusturmus hiicre kiiltiirleri kullanildi. Tek tabaka olusturmus
standart hiicre pasajlarinda, Tripan mavisi diskalifikasyonu yontemi kullanilarak, %

canlilik tayini ve hiicre sayimi yapildi. Tripan mavisi diskalifikasyonu yonteminde;
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tripsinize edilen hiicrelerin iizerine 5 ml besiyeri eklendi ve 1000 rpm’de 4 dakika
santrifiij edilerek hiicreler ¢coktiirtildii. Stipernatant atild1 ve ¢okelti halindeki hiicreler
1 ml besiyeri ilavesi ile siispande edildi. Steril bir ependorf igerisinde 100 pl hiicre
siispansiyonu, 400 pl besiyeri ve 500 ul % 0.4’ liik tripan mavisi ¢ozeltisi karistirildi.
Thoma laminin 16 biiyiik karelik alaninin en {ist ve en sag cizgisi disinda kalan alan
tizerindeki toplam Olii ve canli hiicre sayisi ters fazli mikroskoptan gozlenerek
sayildi. Bu islem Thoma laminin diger 16 biiyiik karelik bolmesi icin de tekrarlandi.
Elde edilen sayim sonuglarindan ortalama hiicre sayist hesaplandi. Hiicre sayisi

hesaplanmasi i¢in agagidaki formiil kullanildi.

Ortalama hiicre sayisi
Hiicre sayisi/ml = x (diliisyon faktorii=10)
10

Istenilen konsantrasyonda hiicre sayisina ulasmak igin, besiyeri ile seyreltilen hiicre
siispansiyonlarindan 6- kuyucuklu hiicre kiiltiirii plagma her bir kuyucuga 2x10°

hiicre/kuyu olacak sekilde ekim yapildi.

Hiicre pasaji sonrasi, yaklasitk olarak %50-70 hiicre yogunluguna
ulasildiginda in vitro transfeksiyon calismasina baslanildi. ik asamada, hiicrelerin
tizerindeki besiyerleri alindi ve kuyulara Onceden belirlenen miktarlarda
(1 pg shRNA nanopleks /kuyu olacak sekilde) kitozan/shRNA, protamin/shRNA ve
kitozan/protamin/shRNA kompleks formiilasyonlar1 ilave edildi. Uygulamayi takiben
hiicrelerin {izerine kuyulara standart olarak konulmasi gereken toplam besiyeri
miktarinin Y4’li oraninda, serum icermeyen doku kiiltiirii besiyeri eklendi ve kiiltiir
kaplar1 doku kiiltiirii etiiviinde inkiibasyona birakildi. Transfeksiyon isleminden 4-6
saat sonra kuyulara, ¥ oraninda taze serum igeren besiyeri ilave edildi ve kiiltiir

plaklar1 yeniden doku kiiltiirii etiiviine yerlestirildi.

In vitro transfeksiyon sonrasi belirli zaman araliklarinda (24, 48 ve 72.
saatlerde) deney gruplarinda hiicreler lizis edilip plaklar -20°C’daki derin
dondurucuya kaldirildi. Tranfeksiyon c¢alismalar1 tamamlandiktan sonra hiicre

lizatlarinda VEGF miktar tayini kit kullanilarak ELISA yontemi ile yapildi.
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5.2.5.3. Nanopartikiiller Ile Gerceklestirilen Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Kitozan nanopartikiil formiilasyonlar1 ile gerceklestirilen in vitro transfeksiyon
calismalarinda da Yontem 5.2.5.1.°de belirtildigi sekilde calisildi. Hiicre kiiltiirii
plag1 kuyularma 1 pg shRNA nanopartikiil /kuyu olacak sekilde nanopartikiil
formiilasyonlar1 ilave edildi ve uygulamay: takiben hiicrelerin iizerine kuyulara
standart olarak konulmasi gereken toplam besiyeri miktarinin %4’ oraninda, serum
icermeyen doku kiiltiirii besiyeri eklendi. Transfeksiyon isleminden 4-6 saat sonra
kuyulara, % oraninda taze serum igeren besiyeri ilave edildi ve kiiltiir plaklar
yeniden doku kiiltiirii etliviine yerlestirildi. Nanopartikiil formiilasyonlar1 ile
gerceklestirilen in vitro transfeksiyon c¢aligmalarinda oldugu gibi belirli zaman
araliklarinda (4. ve 8. giinlerde) deney gruplarinda hiicreler lizis edilip hiicre

lizatlarinda VEGF miktar tayini kit kullanilarak ELISA yontemi ile yapildi.

5.2.6. In Vitro Gen inhibisyonunun Tayini
Kompleks ve nanopartikiil uygulanan hiicrelerde in vitro VEGF gen inhibisyonu

tayini kalitatif ve kantitatif olarak incelenmistir.

5.2.6.1. Floresan Mikroskobu incelemeleri

In vitro gen inhibisyonunun tayini ve shRNA hiicreye girisinin izlenmesinde
shRNA vektor yapisinda bulunan GFP seleksiyon marker geninden yararlanildi.
Tranfeksiyon calismasi sonrasi sonlandirilan deney serilerinde lizis islemi Oncesi
hiicrelerin tizerindeki besiyeri uzaklastirildi ve kiiltlir plagi kuyulart steril PBS ile
yikandi. Hiicre kiiltlirli plaklarinda kuyulardaki hiicreler floresan mikroskobu altinda

incelendi ve dijital kamera yardimiyla resim alindi.

5.2.6.2. VEGF’in ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay) Yontemi
Ile Tayini
In vitro transfeksiyon c¢alismalar1 sonrasinda hiicre lizatlarinda VEGF tayini
ELISA yéntemi ile ticari iiretici protokoliine uygun olarak yapildi. Kiiltiir vasatinda
biriken VEGF proteini ve rekombinant insan VEGF165 protein standardin
diliisyonlar1 kat1 faz sandvi¢ ELISA yontemi kullanilarak analiz edildi. Kiiltiir
siipernatant1 (insan VEGF antijeni), insan VEGF165’e spesifik poliklonal antikor ile
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kaplh kuyularda inkiibe edildi. Yikamadan sonra, VEGF’e spesifik biotinlenmis
monoklonal antikor eklendi. Inkiibasyondan sonra streptavidin-peroksidaz enzimi
ilave edildi. Ugiincii inkiibasyondan ve tiim baglanmayan enzim uzaklastirilip
yikandiktan sonra, enzime baglanarak renk olusturan substrat soliisyonu eklendi. Bu
renkli iiriiniin yogunlugu, orjinal numunede var olan VEGF konsantrasyonuna
orantilanarak elde edildi. Spektrofotometrik yontem ile 450nm’deki absorbans
degerleri olciildi. VEGF miktar tayini, kit igerisindeki 0-1500 pg/ml arasinda
degisen VEGF standardlar1 kullanilarak olusturulan VEGF standart egrisinden
yararlanilarak belirlendi. Her bir 6rnek i¢in n=3 olacak sekilde calisildi ve standart

sapmalari (+) hesaplandi.

5.2.7. Tasiyia1 Sistemlerin In Vitro Sitotoksisitesi
shRNA tastyict sistemlerin (Kitozan/shRNA, protamin/shRNA,
kitozan/protamin/shRNA kompleksleri ve shRNA iceren kitozan/TPP nanopartikiil

formiilasyonlar1) in vitro sitotoksisitesi MTT yontemi kullanilarak aragtirild %,

Bir tetrazolyum tuzu olan MTT {3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5 difeniltetrazolyum
bromiir} analizini hiicre proliferasyonunu ,canliligi ve sitotoksisiteyi ol¢mekte
kullanilir. Yontem mitokondriyal enzim sistemleri tarafindan kataliz edilen
tetrazolyum tuzlarinin indirgenmesine dayanan ,hiicre biiyiimesi ve ksenobiyotik

sitotoksisiteyi yansitan bir yontemdir .

5.2.8. Istatistiksel Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi
Tez kapsaminda elde edilen in vitro ¢aligmalara iliskin sonuglarin
degerlendirilmesi ve istatistiksel analizinde, Mann Whitney Rank Sum Test ve

Student’s t-Test kullanildi, p<0.05 anlaml1 kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. shRNA ile ilgili Cahsmalara Iliskin Bulgular
6.1.1. shRNA Izolasyonuna Iliskin Bulgular

Tez c¢alismasinda kullanilan ve karakteristik Ozellikleri, bolim 5.1. Gereg
kisminda ‘Plazmid siRNA (Short Hairpin) Yapist’ baglig1 altinda 5.1.3’de ayrintili
bir sekilde verilen psiRNA-mVEGF plazmidinin Esherichia coli GT116 konak
bakterisine transformasyonu yontem 5.2.1.2. ve izolasyonu yontem 5.2.1.3.°de

belirtildigi sekilde gergeklestirildi.

6.1.2. shRNA’min Kontroliine iliskin Bulgular
Izole edilen plazmid shRNA’da Yontem 5.2.1.4.’de belirtilen spektrofotometrik
ve elektrofotometrik kontroller yapilmis ve yapilan kontrollere iliskin sonuglar

asagida verilmistir.

6.1.2.1. shRNA’nin Spektrofotometrik Kontroliine fliskin Bulgular
Izole edilen shRNA’nin spektrofotometrik kontrolii yontem 5.2.1.4.°de
belirtildigi sekilde yapildi.

shRNA miktar tayini i¢in; 1/100 (shRNA/TE tamponu) oraninda steril pH 8.0
TE tamponunda seyreltilerek hazirlanan 6rneklerin, spektrofotometrik olarak OD 260
ve 280nm dalga boyundaki absorbans degerleri 6l¢iildii. OD 260nm dalga boyundaki
absorbans degeri yontem 5.2.1.4.’de verilen formiilde yerine konularak izole edilen

shRNA miktar1 hesaplandi.

Izole edilen shRNA o6rneklerinde saflik derecesinin yani Ajep/Azgp Oraninin
molekiiler ve gen aktarimi caligmalarina uygun olarak 1.80-1.92 arasinda degistigi
bulundu (Az60=0.732, A30=0.399, As0280=1.834). Izole edilen shRNA nmn, 220-300
nm dalga boylar1 arasindaki spektrofotometrik Ol¢iimii sonucu elde edilen UV

spektrumu Sekil 6.1.1.°de verilmistir.
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psiRNA-mVEGF

Absorbans

O T T T 1
220 240 260 280 300
Dalga Boyu (nm)

Sekil 6.1.1. psiRNA-mVEGF plazmidine ait UV spektrumu.

6.1.2.2. shRNA’nin Elektroforetik Kontroliine iliskin Bulgular

Izole edilen shRNA; miktarmnin, saflik derecesinin, igerdigi yapisal formlarin ve
restriksiyon enzim haritasinin  dogrulugu agaroz jel elektroforezi yoOntemi
kullanilarak Yontem 5.2.1.4.°de belirtildigi sekilde incelendi. sShRNA’nin izolasyon
sonrasi, elektroforetik incelemelerine iligkin agaroz jel fotograflar1 Resim 6.1.1. ve

6.1.2.°de verilmistir.

bp
231320
9416
6557
4361
2322
apz7 || M- Marker (A\DNA/Hind III)
1. psiRNA-mVEGF plazmidi izolasyon
2. psiRNA+Xbal+Clal kesim sonucu
64 3. psiRNA+ Xbal kesim sonucu
4. psiRNA+ Clal kesim sonucu

Resim 6.1.1. psiRNA-mVEGF plazmidinin agaroz jel fotografi.
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0.30pg
0.225ug
0.15ug
Marlker

oc; open circular (acik halkasal)
I; linear (dogrusal)
sc; super coiled (kapali halkasal)

Resim 6.1.2. Farkli konsantrasyonlardaki psiRNA-mVEGF plazmidine ait agaroz jel
fotografi.

Agaroz jel elektroforezi sonucglarina gore; kullanilan yontem ile yaklasik %95-
100 oraninda kapali halkasal formda shRNA izole edilmistir (Resim 6.1.1. ve 6.1.2.).
Agaroz jel elektroforezi g¢alismasi sonuglarina goére, psiRNA-mVEGF plazmidi
restriksiyon enzim haritasinda yer alan Xbal ve Clal restriksiyon enzimi ile kesilerek
dogrusal hale getirilebilirligi ve 3589 baz cifti uzunlugunda bir DNA molekiilii

oldugu dogrulanmastir.

6.1.2.3. shRNA’nmin Standart Egrisinin Hazirlanmasina iliskin Bulgular

shRNA standart egrisi, 0-12 ug/ml konsantrasyon araliginda n=3 olacak sekilde
yontem 5.2.1.4.°de belirtildigi  sekilde c¢alisilarak hazirlandi.  0-12pg/ml
konsantrasyon araliginda n=3 olacak sekilde spektrofotometrik yontem ile ¢alisilarak
hazirlanan shRNA standart egrisinin; dogru denkleminin y= 0.0236x ve R*=0.9966
oldugu saptandi ve tez ¢alismasi kapsamindaki ¢alismalarda kullanilabilecegine karar

verildi.

shRNA standart egrisine ait 260nm dalga boyundaki absorbans degerleri
Tablo 6.1.1.°de ve konsantrasyon degerlerine bagli absorbans degisim grafigi

Sekil 6.1.2.°de verilmistir.
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Tablo 6.1.1. shRNA standart egri ¢izimine iliskin degerler.

shRNA Konsantrasyonu Absorbans
(ng/ml) (OD 260nm)
0,5 0.016 +0.004
1,0 0.024 + 0.004
1,5 0.035 +0.003
2,0 0.052 £+ 0.003
2,5 0.062 +0.005
3,0 0.081 +0.003
4,0 0.098 + 0.003
5,0 0.119 +£0.002
6,0 0.147 £ 0.002
8,0 0.184 +0.003
10,0 0.227 +0.003
12,0 0.287 £ 0.004

Absorbans (260 nm)

0,35 1
0,30
0,25 ~
0,20 ~
0,15
0,10

0,05 ~

0,00

psiRNA-mVEGF

- y=0,0236x
R>=0,9966

0,0

2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 6.1.2. psiRNA-mVEGEF plazmid vektoriine ait standart egri.
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6.2. shRNA Iceren Farmasotik Sekillerin Hazirlanmasina fliskin Bulgular

6.2.1. Kitozan/shRNA Komplekslerinin Hazirlanmasina iliskin Bulgular
Kitozan/shRNA kompleksleri Yontem 5.2.2.1.°de belirtildigi sekilde 0.5/1, 1/1

ve 2/1 kompleks oranlarinda hazirlanmstir.

6.2.2. Protamin/shRNA Komplekslerinin Hazirlanmasina Iliskin Bulgular
Protamin’in protamin/shRNA komplekslerinin hazirlanmasi dncesinde molekiil
agirhig agisindan incelenmesi amaci ile uygulandigr %12 Akrilamid-N,N’-metilen

bisakrilamid SDS-PAGE’e iligkin jel fotografi Resim 6.2.1.°de verilmistir.

Protamin

=556 kD)

Resim 6.2.1. Protamin’in SDS-PAGE goriintiisii.

Protamin, Resim 6.2.1.’de de goriildiigli gibi literatiir bilgileri ile de uyumlu

olacak sekilde yaklasik 5-5.6 kD agirliginda bir protein molekiiliidiir.
Protamin/shRNA kompleksleri Yontem 5.2.2.2.°de belirtildigi sekilde 0.1/1- 2/1

(protamin/shRNA) araliginda olmak {iizere farkli kompleks oranlarinda

hazirlanmstir.
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6.2.3. Kitozan/Protamin/shRNA Komplekslerinin Hazirlanmasina fliskin
Bulgular

Kitozan/protamin/shRNA kompleksleri 0.5/1/1, 1/1/1 ve 2/1/1 olmak fizere {i¢
farkli kompleks oraninda Yontem 5.2.2.3.’de belirtildigi sekilde hazirlandi.

6.2.4. shRNA Iceren Kitozan Nanopartikiillerin Hazirlanmasina iligkin
Bulgular

shRNA igeren kitozan nanopartikiiller, yontem 5.2.2.4.’de belirtildigi sekilde

hazirlandi ve formiilasyon parametreleri Tablo 5.2.1."de verildi.

6.3. shRNA iceren Komplekslerde Yapilan Kontrollere iliskin Bulgular

6.3.1. Kompleks Olusumunun Saptanmasi
Hazirlanan kitozan/shRNA, protamin/shRNA ve kitozan/protamin/shRNA
komplekslerinde, kompleks olusum siireci ve kompleks olusumunun fiziksel kontrolii

elektroforetik yontem kullanilarak belirlenmistir.

6.3.1.1. Kitozan/shRNA Kompleks Olusumuna iliskin Bulgular
0.5/1, 1/1 ve 2/1 kompleks oranlarinda hazirlanan kitozan/shRNA
komplekslerinin elektroforetik yontem ile incelenmesine iliskin agaroz jel fotografi

Resim 6.3.1.’de verilmistir.

-

2% 7
ol B

WEQI—!N

Resim 6.3.1. Kitozan/shRNA komplekslerine iligkin agaroz jel fotografi.
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Farklt molekiil agirligina sahip kitozanlar ile 0.5/1, 1/1 ve 2/1 kompleks
oranlarinda hazirlanan kitozan/shRNA kompleksleri agaroz jel elektroforezi yontemi
ile degerlendirildi. Resim 6.3.1.’de de goriildiigii gibi pozitif yiiklii kitozan ile
negatif yliklii DNA ile arasindaki elektrostatik etkilesim sonucunda denenen yiik
oranlarinda tam kompleks olusumu gozlenmistir. Jel elektroforezi analizi sonucunda
kismi kompleks olusumu gostergesi olarak kabul edilen serbest shRNA bandina

rastlanmamustir.

Kitozan/shRNA komplekslerinin olusumunda, katyonik yapida bir polimer olan
kitozanin aniyonik yapidaki shRNA ile elektrostatik etkilesimi sonucunda
molekiillerin polaritesi degismekte ve buna bagli olarak net yiik notrlesmektedir.
Molekiillerin polaritesinde meydana gelen bu degisim nedeni ile elektroforez
sirasinda elektriksel alanda herhangi bir hareket s6z konusu olmamakta ve jele
uygulanan kitozan/shRNA kompleksleri jelin yiikleme ceplerinde kalmaktadirlar.
Elde edilen sonuglara gére, shRNA’nin DNA molekiiliine spesifik floresan bir boya
olan etidyum bromiir ile baglanma egilimi, kompleks yiik orani ile dogru orantili
olarak artmaktadir ve jel elektroforezi sonrast UV transilliiminatdrde jellerin
incelenmesi sirasinda daha yiliksek yogunlukta floresan gostermeleri ile de tesbit

edilebilmektedir.

6.3.1.2. Protamin/shRNA Kompleks Olusumuna iliskin Bulgular
0.1/1 - 2/1; (protamin/shRNA) protamin/shRNA komplekslerinin elektroforetik
yontem ile incelenmesine iligkin agaroz jel fotograflar1 Resim 6.3.2., 6.3.3., 6.3.4.,

6.3.5. ve 6.3.6.’da verilmistir.

Resim 6.3.2.’de farkli protamin/shRNA agirlik oranlarinda kompleks olusumuna
iliskin agaroz jel fotografi verilmistir. Jel fotografinda da goriildiigii gibi, 0.1/1.0 ve
0.25/1.0 kompleks oranlarinda kismi kompleks olusumu meydana gelmis ve jelde
serbest sShRNA gozlenmistir. Serbest shRNA miktar1 0.1/1.0 kompleks oraninda
0.25/1.0 kompleks oranmma kiyasla daha fazladir. 0.50/1.0 kompleks oranindan
itibaren ise jelde serbest ShRNA g6zlenmemis ve kullanilan 0.50/1.0, 1.0/1.0, 2.0/1.0

oranlarinda tam kompleks olusumu meydana gelmistir (Resim 6.3.2.).
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M. Marker
1. 0.10/1.0 (protamin/shRNA)
2. 0.25/1.0 (protamin/shRNA)
3. 0.50/1.0 (protamin/shRNA)
4. 1.0/1.0 (protamin/shRNA)
5. 2.0/1.0 (protamin/shRNA)

Resim 6.3.2. Farkl1 yiik oranlarinda protamin/shRNA kompleks olugumu.

Farkli c¢oziiciilerin protamin/shRNA kompleks olusumu {izerine etkisinin
incelenmesi amact ile protamin ddH,O ve PBS igerisinde ¢dziindiiriilerek

kompleksler hazirlanmistir.

Protamin/shRTNA
1/1)

1. 2.0/1.0 (protamin/shRNA)

2. 1.0/1.0 (protamin/shRNA)

3. 0.5/1.0 (protamin/shRNA)

4.2.0/1.0 (protamin/shRNA)

5. 1.0/1.0 (protamin/shRNA)

6. 0.5/1.0 (protamin/shRNA)
M. Marker

Resim 6.3.3. 1/1 protamin/shRNA oraninda su ve PBS kullanilarak hazirlanmis kompleksler.
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Coziici olarak ddH,O ve PBS kullanilarak hazirlanan komplekslere iliskin

agaroz jel fotografi Resim 6.3.3.’de verilmistir.

Ardisik olarak tam kompleks olusumunun gozlendigi 0.5/1.0 ve 1.0/1.0
oranlarinda protamin/shRNA kompleksleri, ddH,O ve PBS tamponu yan1 sira ¢oziicii
olarak serum fizyolojik, %5.0 glukoz ¢ozeltisi ve 10mM Asetat tamponu kullanilarak
da hazirlanmistir. Farkli ¢oziiciilerin protamin/shRNA komplekslerinin olugumuna

etkisinin incelendigi agaroz jel fotografi Resim 6.3.4.’de verilmistir.

Protamin/shBTNA
0571 1/1

. Bidistile H,O

. PBS (pH 7.4)

. Serum Fizyolojik

. %5.0 Glukoz ¢ozeltisi

. 10mM Asetat tamponu (pH 5.0)
. Bidistile H,O

. PBS (pH 7.4)

. Serum Fizyolojik

. %5.0 Glukoz ¢ozeltisi

. 10mM Asetat tamponu (pH 5.0)

CRGIL D - G

O 0 N N N A W N -

—
(=)

Resim 6.3.4. Protamin/shRNA komplekslerinin olusumuna farkli ¢oziiciilerin etkisi.

Farkli ¢oziiciilerin protamin/shRNA kompleks olusumu iizerinde negatif yonde
bir etkisi gozlenmemistir. Yalnizca, 1.0/1.0 oraninda serum fizyolojik ile hazirlanan

komplekslerde etidyuim bromiir baglama spesifitesinde bir diisme gozlenmistir.

Tez ¢alismamiz kapsaminda in vitro transfeksiyon caligsmalari da diisiiniilerek
fizyolojik ortama en uygun ¢oOziiciinin PBS olduguna karar verilmis ve bundan
sonraki biitliin protamin/shRNA komplekslerinin hazirlanmasinda ¢oziicii olarak PBS

kullanilmastir.
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Kompleks olusum siiresinin etkisinin incelendigi agaroz jel fotografinda (Resim
6.3.5.); zamana bagl olarak kompleks olusumunun daha stabil bir sekilde meydana
geldigi, kompleks olusum siiresi olarak 30 dakikanin denendigi 6rneklerde kullanilan
oranlarda kismi kompleks olusumunun (6zellikle 0.5/1, protamin/shRNA) meydana
geldigi saptanmistir. Kompleks olusum stiresi arttirildiginda ise kullanilan biitiin

oranlarda tam kompleks olusumu gozlenmistir (Resim 6.3.5.).

Protamin/shRNA kompleks olusumunda zaman etkili bir faktordir. Tez
calismamizda zamana bagli kompleks olusumu (30, 60 ve 120 dakika) optimize
edilmistir ve protamin/shRNA komplekslerinde kompleks olusum siiresi olarak 60

dakika kullanilmistir.

30 dakika 60 dakika

1. 0.50/1.0 (protamin/shRNA)
2. 1.0/1.0 (protamin/shRNA)
3.2.0/1.0 (protamin/shRNA)
4. 0.50/1.0 (protamin/shRNA)
5. 1.0/1.0 (protamin/shRNA)
6. 2.0/1.0 (protamin/shRNA)

Resim 6.3.5. Protamin/shRNA kompleks olusumunun zamana bagli degisimi.

Liyofilizasyonun etkisinin arastirilmasi amaci ile farkli ¢oziiciiler kullanilarak
hazirlanan protamin/shRNA kompleksleri liyofilizasyon Oncesi ve sonrasi agaroz jel
elektroforezi yontemi ile degerlendirildi. Komplekslerde liyofilizasyon siirecinin

etkisine iliskin jel fotografi Resim 6.3.6.’da verilmistir.
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Resim 6.3.6. Farkli ¢oziiciilerde 1/1 ve 0.5/1 agirlik oraninda hazirlanmis protamin/shRNA
komplekslerinin liyofilizasyon oncesi ve sonrasi elektroforetik analizine iliskin agaroz jel
fotografi [(A, Liyofilizasyon oncesi; B, Liyofilizasyon sonrasi; 1. Bidistile H,O, 2. PBS
(pH 7.4), 3. Serum Fizyolojik, 4. %5.0 Glukoz ¢ozeltisi, 5. 10mM Asetat tamponu (pH 5.0),
6. Bidistile H,O, 7. PBS (pH 7.4), 8. Serum Fizyolojik, 9. %5.0 Glukoz ¢ozeltisi, 10. 10mM
Asetat tamponu (pH 5.0)].

Resim 6.3.6.’da da goriildiigii gibi liyofilizasyon sonrasinda 0.5/1.0 oranindaki
protamin/shRNA komplekslerinde a¢ilma meydana gelmis ve jelde serbest shRNA
ile kismi kompleks olusumu gézlenmistir. 1.0/1.0 oraninda hazirlanan komplekslerde
ise bir degisme saptanmamistir. Coziiciilerin liyofilizasyon siirecine etkisine iliskin
olarak; 0.5/1.0 oraninda serum fizyolojik ile hazirlanan komplekslerde agilma diger

¢oziiciilere kiyasla daha diisiik diizeyde meydana gelmistir.

6.3.1.3. Kitozan/Protamin/shRNA Kompleks Olusumuna iliskin Bulgular
0.5/1/1, 1/1//1 ve 2/1/1, yiik oranlarinda hazirlanan kitozan/protamin/shRNA
komplekslerinde, kompleks olusumu elektroforetik yontem ile incelenmis ve agaroz

jel fotografi Resim 6.3.7.’de verilmistir.

104



Kitozan/protamin/shRETM A

(Low)
Kitozan/protamin/shRTA

(Medium)

It

05/11

Frotamin/shETN A
11

17141
2/11
17141
2/111

Resim 6.3.7. Kitozan/protamin/shRNA komplekslerinin elektroforetik analizine iliskin
agaroz jel fotografi.

Farkli  molekiil agirligma  sahip  kitozan  kullanilarak  hazirlanan
kitozan/protamin/shRNA komplekslerinde Resim 6.3.7.de de goriildiigli gibi
kompleks olusumu ve etidyum bromiir baglama spesifitesi kitozan oranindaki artig
ile dogru orantili olacak sekilde artmustir. Elektroforetik yontem ile farkli molekiil
agirliga sahip kitozan kullanilarak hazirlanan kompleksler arasinda belirgin bir
farklilik gdzlenmemistir. Protamin/shRNA kompleks yapisina kitozan ilave edilmesi

sonucunda daha stabil kompleksler elde edilmistir.

6.3.2. Transmission Elektron Mikroskobu (TEM) Incelemelerine Iliskin
Bulgular

Protamin/shRNA ve kitozan/protamin/shRNA komplekslerinde kompleks
olusumu ve komplekslerin morfolojik 6zelliklerinin belirlemesi amaciyla yontem
5.2.3.2.de belirtildigi sekilde negatif boyama yontemi ile TEM incelemesi

gerceklestirildi. TEM incelemesine iliskin elektron mikroskobu mikrograflar1 Resim

6.3.8. ve 6.3.9.’da verilmistir.
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Resim 6.3.8. Protamin/shRNA komplekslerine ait TEM goriintiisii.

Resim 6.3.9. Kitozan/protamin/shRNA komplekslerine ait TEM goriintiisii.
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80kV artan voltaj ve x5000 biiylitme oraninda gerceklestirilen transmission
elektron mikroskobu incelemelerinde, protamin/shRNA kompleksleri Resim 6.3.8°de
de oklar ile gosterildigi gibi heterojen yogun alanlar seklinde izlenmistir. Buna
karsilik kitozan/protamin/shRNA komplekslerinin protamin/shRNA komplekslerine
kiyasla daha homojen bir dagilim sergiledigi gézlenmistir (Resim 6.3.9.).

6.3.3. Biiyiikliik Tayinine Iliskin Bulgular

Tez calismasi kapsaminda hazirlanan kitozan/shRNA, protamin/shRNA ve
kitozan/protamin/shRNA komplekslerinde partikiil biiytikligli tayini yontem
5.2.3.3.°de belirtildigi sekilde yapilmistir. Komplekslere ait partikiil 6l¢iim sonuglar
Tablo 6.3.1.’de verilmistir.

Tablo 6.3.1.°de de goriildiigii gibi farkli molekiil agirliklarina sahip kitozan ve
protamin ile hazirlanan komplekslerde partikiil biiyiikligl, kitozan/shRNA
komplekslerinde 236.80+£10.15-365.77+10.12 nm, protamin/shRNA kompleklerinde
221.15+5.26-293.35+£12.22 nm ve kitozan/protamin/shRNA komplekslerinde ise
287.5249.51-401.284+14.56 nm arasinda degismektedir.

Kullanilan polimerler ve yontem ile o6zellikle in vitro transfeksiyon

calismalarinda kullanima uygun istenilen boyutta kompleksler elde edilmistir.

6.3.4. Yiizey Yiikii Tayinine fliskin Bulgular
Kompleks formiilasyonlarinda yiizey yiikii tayini yontem 5.2.3.4.’de belirtildigi
sekilde yapilmistir. Komplekslere ait yilizey yiikii 6l¢iim sonuglari, Bulgular 6.3.3.’de

yer alan Tablo 6.3.1.’de verilmistir.
Yiizey yiikii, kitozan/shRNA komplekslerinde 8.32+2.14-28.11£3.76 mV,

protamin/shRNA kompleklerinde -12.51+£5.21-13.18+2.56 mV ve kitozan/protamin/
shRNA komplekslerinde ise 8.7141.65-21.22+3.28 mV arasinda degigsmektedir.
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Tablo 6.3.1. Komplekslere ait partikiil ve yiizey yiikii 6l¢iim sonuglari.

Formiilasyonlar Partikiil Bityiikliigii Yiizey Yiikii
(nm + SD) (mV + SD)
Kitozan/shRNA
Diisiik mwt. (70 kD) 0.5/1 236.80 = 10.15 832+2.14
111 20322 +11.24 15.45+5.75
2/1 341.65+10.05 23.71 £7.61
Orta mwt. (400 kD) 0.5/1 24541 +11.50 9.41+3.45
11 311.15+£12.16 17.21 +£2.77
2/1 365.77+10.12 28.11 £3.76
Yiiksek mwt.(750 kD) 0.5/1 248.17 £ 10.15 9.11 +2.15
11 312.14+11.45 18.17 £ 1.65
2/1 365.17 £12.51 28.05+2.76
Protamin/shRNA
0.10/1 221.15+ 5.26 -12.51+£5.21
0.25/1 226.14 £ 6.55 -7.54+3.18
0.50/1 255.05+ 8.71 414+£142
11 274.16 £10.23 9.56 £3.15
2/1 29335+ 12.22 13.18 £2.56
Kitozan/protamin/shRNA
Diisiik mwt. (70 kD) 0.5/1/1 287.52 £ 9.51 8.71 £1.65
1/11 326.76 £10.10 13.22+5.14
2/111 35524 +£12.41 18.52 +4.32
Orta mwt. (400 kD) 0.5/111 311.41 £14.32 10.12+4.23
1/111 34726 £11.25 16.21 £ 5.61
2/111 401.28 + 14.56 21.22 £3.28
Yiiksek mwt.(750 kD) 0.5/111 31541 +£12.25 11.25+5.55
1/11 34526 £10.51 14.11 £4.21
2/1/1 400.24 £12.44 20.12 £4.25
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6.3.5. Serum Stabilitesine Iliskin Bulgular

Hazirlanan kompleks formiilasyonlarinin in vitro transfeksiyon caligmalari
Oncesi serum komponentlerine karsi stabilitesi yontem 5.2.3.5.”de belirtildigi sekilde
arastirildi ve elektroforetik yontem ile kontrol edildi. Komplekslerin 0-72 saat

stiresince serum stabilitesine iligskin agaroz jel fotografi Resim 6.3.10.’da verilmistir.

Resim 6.3.10. 1/1 agirlik oranindaki protamin/shRNA komplekslerinin serum stabilitesine
iligkin agaroz jel fotografi.

Protamin/shRNA (1/1, a/a) komplekslerinde, kompleks yapisi serum varliginda
24 saat siiresince stabil kalmais, 48. saatte kompleks yapisinda kismi agilmay takiben
72. saatte degredasyon gdzlenmistir (Resim 6.3.10.). Protamin, shRNA’y1 serum ve

serum komponentlerinin enzimatik etkisine kars1 basarili bir sekilde korumustur.

6.3.6. Niikleaz Stabilitesine iliskin Bulgular

Kompleks formiilasyonlarinin in vitro transfeksiyon caligmalari oncesi serum
komponentlerine kars1 stabilitesinin arastirilmasina paralel olarak niikleaz cinsi
(DNAaz I) enzimlere karsi stabilitesi de arastirildi. Niikleaz stabilitesi ¢aligmasi
yontem 5.2.3.6.°da belirtildigi sekilde gergeklestirildi ve elektroforetik yontem ile
kontrol edildi. Komplekslerin niikleaz stabilitesine iliskin agaroz jel fotografi Resim

6.3.11.°de verilmistir.
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0. dakika
15. dakika
24, saat
48. saat
T2. saat

1. saat
2. saat

Resim 6.3.11. 1/1 (a/a) oranindaki protamin/shRNA komplekslerinin DNAaz I stabilitesine
iligkin agaroz jel fotografi.

Protamin/shRNA (1/1, a/a) komplekslerinde, niikleaz muamelesi sonrasi
kompleks yapist 72 saat siliresince stabil kalmistir (Resim 6.3.11.). Protamin,

shRNA’y1 niikleaz cinsi enzimlere karsi basarili bir sekilde korumustur.

Serbest shRNA’nin nukleaz ile muamelesi sonrasinda ise belirli zaman
araliklarinda alinan 6rneklerde 0. dakikadan itibaren shRNA’nin tamamen degrede

oldugu gozlendi.

6.4. shRNA iceren Nanopartikiillerde Yapilan Kontrollere iliskin Bulgular

6.4.1. Transmission Elektron Mikroskobu (TEM) Incelemeleri
shRNA iceren kitozan/TPP nanopartikiill formiilasyonlarmin morfolojik
ozelliklerininin belirlemesi amaciyla yontem 5.2.4.1.’de belirtildigi sekilde negatif

boyama yontemi ile 80 kV artan voltaj ve x5000 biiylitme oraninda TEM
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incelemeleri yapildi. TEM incelemesine iliskin elektron mikroskobu mikrografi

Resim 6.4.1.’de verilmistir.

Resim 6.4.1. shRNA iceren kitozan/TPP nanopartikiillerine ait TEM goriintiisii.

Kitozan/TPP nanopartikiil formiilasyonlarinin transmission elektron mikroskobu
incelemelerinde, nanopartikiiller kullanilan negatif boyama teknigi ve yogunluga
bagli olarak gri-siyah renkte gozlenmistir. Preparatta nanopartikiillerin yogun ve
agregat halinde yer aldig1 bolgeler koyu siyah renkte, daha az yogunluktaki bolgeler
ise gri tonlarinda bir goriintii sergilemistir (Resim 6.4.1.). Resim 6.4.1.’deki oklar, az

yogun bolgelerdeki tek nanopartikiilleri gostermektedir.

6.4.2 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Incelemelerine iliskin Bulgular
shRNA iceren kitozan/TPP nanopartikiil formiilasyonlarinin taramali elektron

mikroskobu (SEM) incelemeleri yontem 5.2.4.2.de belirtildigi sekilde yapildi. SEM

incelemelerine iligkin elektron mikroskobu mikrograflar1 Resim 6.4.2., 6.4.3. ve

6.4.4.’de verilmistir.
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Resim 6.4.2. shRNA iceren kitozan/TPP nanopartikiillerine ait SEM goriintiisii (4kX).

Resim 6.4.3. shRNA iceren kitozan/TPP nanopartikiillerine ait SEM goriintiisii (5kX).
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Nanopartikiil formiilasyonlarinin, scanning elektron mikroskobu (SEM)
incelemeleri sonuglarina gore; calisilan yontem ile istenilen 6zelliklerde, kiiresel
kitozan nanopartikiiller elde edilmistir (Resim 6.4.2., 6.4.3. ve 6.4.4.). Ayrica,
kitozan nanopartikiil formiilasyonlarina iliskin SEM boyut analizi sonug¢larinin da
(yaklasik olarak 200-500 nm biiyiikliiglinde), partikiill boyut olgiim cihazi 6l¢iim
degerleri ile uyumluluk gosterdigi saptanmistir. Bununla birlikte, nanopartikiil
biiytlikliigiine baglh olarak partikiillerin agregat olusturma egilimi nedeni ile SEM

incelemelerinde istenildigi gibi homojen bir goriintii alinamamis ve yiizey 6zellikleri

de tam olarak aydinlatilamamastir.

Resim 6.4.4. shRNA iceren kitozan/TPP nanopartikiillerine ait SEM goriintiisii (10kX).

6.4.3. Verim ve Enkapsiilasyon Etkinliginin Saptanmasina iliskin Bulgular
Kitozan/TPP nanopartikiil formiilasyonlarinda, verim ve shRNA enkapsiilasyon

etkinliginin belirlenmesi ¢alismalari, yontem 5.2.4.3.°de belirtildigi sekilde

gerceklestirildi. Nanopartikiil formiilasyonlarina iligskin elde edilen, % verim ve %

enkapsiilasyon etkinligi degerleri, Tablo 6.4.1.’de verilmistir.
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Kitozan nanopartikiil formiilasyonlarinda, verim ve % verimin belirlenmesi
amact ile yapilan calismalarda Tablo 6.4.1.°de goriildiigii gibi; formiilasyon
veriminin, % 92.2 = 1.0 ile % 97.8 + 1.0 (L formiilasyonlarinda; % 93.3 — 96.5, M
formiilasyonlarinda; % 93.3 — 97.8, ve H formiilasyonlarinda ise % 92.2 — 92.8)
degerleri arasinda degistigi saptandi. Elde edilen veriler, tez kapsaminda kullanilan

yontem ile basarili ve verimli bir sekilde nanopartikiil formiilasyonlarinin

hazirlanabildigi gostermektedir.

Tablo 6.4.1. Kitozan nanopartikiil formiilasyonlarina ait verim ve enkapsiilasyon etkinligi

Degerleri
Verim Enkapsiilasyon Etkinligi
Formiilasyonlar (%) (%)
L, 933+24 98.2+1.5
M, 93.3+0.7 89.9+1.5
H, 922+1.0 91.7+1.2
L, 955+1.2 89.7+1.0
M, 95.0+ 1.7 946+1.5
H, 92.8=+1.0 942+1.0
L; 96.5+1.4 98.6 1.6
M; 97.8+1.0 95.7+1.2

Kitozan/TPP nanopartikiil formiilasyonlarinda, shRNA’nin % enkapsiilasyon
etkinliginin belirlenebilmesi amaci ile gerceklestirilen caligsmalarda % enkapsiilasyon
etkinliginin, % 89.7+1.0 ile % 98.6+1.6 (L formiilasyonlarinda; % 89.7 - 98.6,
M formiilasyonlarinda; % 89.9 — 95.7 ve H formiilasyonlarinda ise % 91.7 — 94.2 )

PR

degerleri arasinda degistigi saptandi.

Sonug olarak, tez kapsaminda kullanilan yontem ile istenilen derecede yiiksek
verim ve enkapsiilasyon etkinligi degerlerine sahip kitozan ve pDNA igeren kitozan
nanopartikiiller elde edildi. Elde edilen sonuglarin, yontem 5.2.8’de belirtildigi

sekilde yapilan istatistiksel degerlendirmesi anlamli bulundu (p<0.05).
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6.4.4. Biiyiikliik Tayinine iliskin Bulgular
Nanopartikiil formiilasyonlarinin partikiil boyutu saptanmasi islemi yontem
5.2.4.4. °de belirtildigi sekilde gerceklestirildi. Nanopartikiil formiilasyonlarina iliskin

partikiil boyutu 6l¢iim sonuglar1 Tablo 6.4.2.’de verilmistir.

Tablo 6.4.2. Nanopartikiil formiilasyonlarina ait boyut ve ylizey yiikii 6l¢ctim sonuglari.

Partikiil Biyiikliigii Yiizey Yiikii
Formiilasyonlar (nm = SD) (mV = SD)
L, 209.05 +£10.71 16.57+ 1.4
M, 218.87 £ 11.35 21.10+£1.5
H, 236.51 £ 14.10 20.79 £ 1.1
L, 247.24 £ 15.65 1045+ 1.7
M, 25578 £ 11.35 9.68+1.0
H, 272.85+12.45 8.15+1.2
Ls 289.51 +£12.65 8.14+1.0
M, 315.60 £10.55 9.11+1.2

Yapilan Ol¢iimlerde, shRNA iceren  kitozan/TPP nanopartikiil
formiilasyonlarinin partikiil boyutunun, 209.05 + 10.71 nm ile 315.60 + 10.55 nm
arasinda degistigi saptandi. Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinda, partikiil
boyutu lizerinde kullanilan farkli kitozanlarin molekiil agirligi ile ilave edilen shRNA
miktarinin  etkili  parametreler oldugu belirlendi. Kitozan nanopartikiil
formiilasyonlarinda partikiil boyutu, kitozan molekiil agirlig1 ve ilave edilen shRNA
miktar1 ile dogru orantili olarak degismektedir. (L formiilasyonlarinda; 209.05 —
289.51 nm, M formiilasyonlarinda; 218.87 — 315.60 nm ve H formiilasyonlarinda;
236.51 — 272.85 nm). Partikiil boyutu 6l¢lim sonuglarinin, yontem 5.2.7.’e gore

yapilan istatistiksel analizi anlamli bulunmustur (p<0.05).

6.4.5. Yiizey Yiik Tayinine iliskin Bulgular

Kitozan nanopartikiil formiilasyonlarinda, yiizey yiik (zeta potansiyel) kontrolii
ve Olglimii caligmalari, yontem 5.2.4.5.”de belirtildigi sekilde gergeklestirildi. shRNA
igeren kitozan nanopartikiil formiilasyonlarina iliskin, partikiil net yiizey yiikii 6l¢iim

sonuglaria iligkin degerler Bulgular 6.4.4.’de yer alan Tablo 6.4.2.’de verilmistir.
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Nanopartikiil formiilasyonlarinda yiizeyel yiik ol¢timleri, li¢ farkli molekiil
agirhigindaki kitozan tiplerinde yapildi. Kullanilan yontem ile hazirlanan, shRNA
iceren kitozan/TPP nanopartikiil formiilasyonlarinin tamaminda, yiizey yiik
degerlerinin pozitif (+) deger araliginda 8.14 = 1.0 mV ile 24.01 + 1.2 mV arasinda
degistigi saptandi.

6.4.6. In Vitro Stabilite Calismalarina iliskin Bulgular

In vitro stabilitenin incelenmesi amaci ile yontem 5.2.4.6."da belirtildigi sekilde
+4°C ve 37°C’da bekletilen nanopartikiil formiilasyonlarinda partikiil bliyiikligi ve
ylizey ylkiiniin belirlenmesi ¢aligmalart yontem 5.2.4.4. ve 5.2.4.5’e gore yapildi.
3.ay sonrasi partikiil biiylikliigii ve ylisey yiikii 6l¢iim degerleri Tablo 6.4.3.’de

verilmigtir.

Tablo 6.4.3. 3.ay in vitro stabilite ¢aligmasi sonuglari.

Partikiil Biiyiikliigii (nm + SD)
KOD Baslangic +4°C 37°
L, 209.05 +10.71 210.11 £ 12.15 214.12+10.45
M, 218.87 £ 11.35 214.52 £10.24 218.57 +£12.30
H, 236.51 £ 14.10 231.54+£12.35 235.61 £14.10
L, 247.24 + 15.65 248.61 £ 12.10 250.16 £10.31
M, 255.78 £ 11.35 250.20 £ 14.75 24718 £12.75
H, 272.85+12.45 269.71 £ 10.15 270.11 +14.52
Ls 289.51 £ 12.65 290.18 £12.55 287.25+11.15
M; 315.60 = 10.55 311.66 = 14.50 308.58 £ 12.95
Partikiil Yiizey Yiikii (mV % SD)
L, 16.57+1.4 1822+1.2 17.15+ 1.0
M, 21.10£1.5 20.15+1.7 19.54 + 1.1
H, 20.79 £ 1.1 21.10+£1.2 20.52+ 1.1
L, 1045+ 1.7 11.20+ 1.5 1045+1.2
M, 9.681.0 10.05+1.4 9.30+1.0
H, 8.15+£1.2 9.50+1.1 9.10+ 1.1
Ls 8.14+£1.0 8.66+14 9.05+1.2
M; 9.11+£1.2 1030+ 1.7 10.00 £ 1.5
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Nanopartikiill ~ formiilasyonlarinin  in  vitro  stabilitesinin  incelenmesi
calismalarinda; 3. ay sonunda partikiil biiytikliigli ve yiizey yiikii 6l¢iim caligmalari
gergeklestirilmistir. Yapilan oOlgiimlerde; +4°C’da bekletilen Orneklerde partikiil
boyutunun, 210.11 + 12.51 nm ile 311.66 = 14.50 nm, 37°C’da bekletilen 6rneklerde
ise 214.12 £ 10.45 nm ile 308.58 + 12.95 nm arasinda degistigi saptanmistir.
Nanopartikiil formiilasyonlarinda yiizeyel yiik Olgiimleri ise +4°C’da bekletilen
orneklerde 8.66 + 1.4 mV ile 21.10 = 1.2 mV, 37°C’da bekletilen 6rneklerde ise
9.05+1.2mVile 20.52 £ 1.1 mV olarak elde edilmistir.

3.ay in vitro stabilite ¢calismasi sonrasi elde edilen partikiil boyutu ve ylizey ytkii
Olctim degerlerinin baslangi¢c degerleri ile anlamli bir farklilik géstermedigi yapilan

istatistiksel degerlendirme sonucu saptanmistir (p>0.05).

In vitro stabilite ¢alismasi yapilan nanopartikiil formiilasyonlarinda ayrica 1., 2.

ve 3. aylarda in vitro salim ¢aligmalar1 da gerceklestirilmistir.

6.4.7. In Vitro Sahm Cahsmalarina iliskin Bulgular

Tez kapsaminda hazirlanan shRNA  igeren  kitozan  nanopartikiil
formiilasyonlarindan shRNA’nin in vitro salim c¢alismalari, yontem 5.2.4.7.’da
belirtildigi sekilde gergeklestirildi. /n vitro salim c¢alismasi sonrasi serbestlesen
shRNA, yontem 5.2.1.4.°de belirtildigi sekilde spektrofotometrik ve elektroforetik

olarak incelendi.

Formiilasyon sonrasi baglangic ve in vitro stabilite ¢alismalarma (+4°C ve
37°C’da 1., 2. ve 3. ay) iligkin in vitro shRNA salim profilleri, Sekil 6.4.1., 6.4.2.,
6.4.3.,6.4.4., 6.4.5., 6.4.6. ve Sekil 6.4.7.’de verilmistir.

Sekil 6.4.1.’de de goriildiigii gibi hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlar1 ile 2
ay slresince kontrollii bir salim profili elde edilmistir. Formiilasyonlardan
shRNA’nin in vitro saliminda kullanilan kitozanin molekiil agirligi etkili bir
parametredir. Diisiik molekiil agirlikli kitozan (70 kD) kullanilarak hazirlanan

formiilasyonlardan shRNA’nin salimi orta ve yiliksek molekiil agirlikli kitozan (400
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kD ve 750kD) kullanilarak hazirlanan formiilasyonlara kiyasla daha hizli ve kisa
sirede gergceklesmektedir. Diisiik molekiil agirlikli kitozan kullanilan L; ve L,
formiilasyonlarinda salim 25-30, orta molekiil agirlikli kitozan kullanilan M; ve M,
formiilasyonlarinda salim 35-40 ve yiiksek molekiil agirlikli kitozan kullanilan H; ve

H, formiilasyonlarinda ise 50-65 giin arasinda tamamlanmaktadir.
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Sekil 6.4.1. Kitozan/TPP nanopartikiil formiilasyonlarindan shRNA’nin in vitro salim profili.

Nanopartikiillerden shRNA saliminda kitozanin molekiil agirligi kadar ilave
edilen shRNA miktar1 da 6nemli bir parametredir. ShARNA salimi formiilasyonda

kullanilan shRNA miktari ile dogru orantili olacak sekilde artmaktadir.

In vitro salim profilinde, ilk giinlerde bir patlama etkisi (burst-effect)
gbzlenmistir (%10-20). Nanopartikiillerden shRNA salimi uzun siireli ve kontrollii

bir sekilde devam etmistir.

Sekil 6.4.2., 6.4.4. ve 6.4.6.°da +4°C’da, Sekil 6.4.3., 6.4.5. ve 6.4.7.de ise
37°C’de gerceklestirilen in vitro stabilite caligmalarina ait 1., 2. ve 3. ay in vitro

shRNA salim profilleri verilmistir.
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Sekil 6.4.2. +4°C’da gerceklestirilen stabilite ¢calismasi 1. ay sonu shRNA salim profili.
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Sekil 6.4.3. 37°C’da gergeklestirilen stabilite ¢alismasi 1. ay sonu shRNA salim profili.
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Sekil 6.4.4. +4°C’da gerceklestirilen stabilite calismasi 2. ay sonu shRNA salim profili.
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18

Sekil 6.4.5. 37°C’da gerceklestirilen stabilite ¢alismasi 2. ay sonu shRNA salim profili.
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Sekil 6.4.6. +4°C’da gerceklestirilen stabilite ¢calismasi 3. ay sonu shRNA salim profili.
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Sekil 6.4.7. 37°C’da gergeklestirilen stabilite ¢aligmasi 3. ay sonu shRNA salim profili.
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Sekil 6.4.8., 6.4.9., 64.10., 64.11., 64.12. ve 64.13" de +4°C’da

gerceklestirilen stabilite ¢alismasina iliskin in vitro salim profilleri verilmistir.
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Sekil 6.4.8. L, formiilasyonundan in vitro salim profili (+4°C).
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Sekil 6.4.9. M, formiilasyonundan in vitro salim profili (+4°C).
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Sekil 6.4.10. H; formiilasyonundan in vitro salim profili (+4°C).
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Sekil 6.4.11. L, formiilasyonundan in vitro salim profili (+4°C).
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Sekil 6.4.12. M, formiilasyonundan in vitro salim profili (+4°C).
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Sekil 6.4.13. H, formiilasyonundan in vitro salim profili (+4°C).
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Sekil 6.4.14.,

6.4.15.,

6.4.16., 6.4.17., 6.4.18. ve 6.4.19.° de 37°C’da

gerceklestirilen stabilite ¢alismasina iliskin in vitro salim profilleri verilmistir.
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Sekil 6.4.14. L, formiilasyonundan in vitro salim profili (37°C).
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Sekil 6.4.15. M, formiilasyonundan in vitro salim profili (37°C).
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Sekil 6.4.16. H, formiilasyonundan in vitro salim profili (37°C).
100
...... kA
90 | A -- Baslangig ke A
—a—1. Ay a
g 80 1 —e—2. Ay e
A

= 70 —a—3. Ay s
=~ .
& 60 1
=
= 50 A
B
g€ 40
&=
—\4 30 |
B3

20

10 A

0 T I
0 1 2 3 4 5 8 9 10 11 12 15 17 19 22 24 26 29 31 33 35
Zaman (Giin)

Sekil 6.4.17. L, formiilasyonundan in vitro salim profili (37°C).
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Sekil 6.4.18. M, formiilasyonundan in vitro salim profili (37°C).
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Sekil 6.4.19. H, formiilasyonundan in vitro salim profili (37°C).

In vitro stabilite ve in vitro salim calismalar1 sonucunda +4°C’da 3 ay siire ile
bekletilen nanopartikiil formiilasyonlariin partikiil boyutu, yiizey yiik degerleri ve in
vitro salim profillerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisim saptanmamistir
(p>0.05). Nanopartikiil formiilasyonlar1 +4°C’da stabildir. 37°C’da bekletilen
formiilasyonlarda ise partikiil boyutu ve ylizey yiik degerleri anlamli diizeyde
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degismemistir (p>0.05). Ancak formiilasyonlarin in vitro salim profillerinde salimi
hizlandirici yonde bir artis sozkonusudur.. Salim hizi artmis ve buna bagl olarak

salim stiresi kisalmistir (p<<0.05).

Kitozan/TPP nanopartikiil formiilasyonlarindan shRNA’nin, in vitro salim
caligmalarinda yontem 5.2.1.4.°de belirtildigi sekilde spektrofotometrik olarak
incelenen ve serbestlesen shRNA miktar1 tayin edilen ornekler, ayni zamanda
elektroforetik olarak da incelendi. Serbestlesen shRNA’nin elektroforetik olarak

incelenmesine iligkin agaroz jel fotografi, Resim 6.4.5.’de verilmistir.

M H, H, M, M L L,

Resim 6.4.5. Nanopartikiil formiilasyonlarindan serbestlesen shRNA’ya ait agaroz jel resmi.

Yontem 5.2.3.1.°de belirtildigi sekilde agaroz jel elektroforezi yontemi
kullanilarak incelenen in vitro serbestlesen shRNA oOrneklerinde; kitozan
nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasi, santrifiigasyon, liyofilizasyon ve in
vitro salim ¢aligmalar1 sonrasinda, formiilasyona ilave edilen shRNA’da yapisal form
olarak herhangi bir degisimin meydana gelmedigi saptandi. [n vitro salim
caligmalarinda serbestlesen shRNA’nin, yapisal olarak baslangigtaki (shRNA

izolasyonu sonrast) % 100 kapal1 halkasal (sliper sarmal) formunu muhafaza ettigi ve
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in vitro salim caligmalar1 esnasinda serbestlesen shRNA’da, kompleks olusumunun

s0z konusu olmadig tesbit edildi.

6.4.8. Serum Stabilitesi Calismalarina Iliskin Bulgular

Kitozan/TPP nanopartikiil formiilasyonlarinin serum, stabilitesi c¢aligmalari
yontem 5.2.4.8.’de belirtildigi sekilde gerceklestirildi. Serum uygulamasindan sonra,
steril pH 7.4 PBS tamponu ile yikanan ve santrifiij edilerek c¢oktiiriilen
nanopartikiiller in vitro hizlandirilmig shRNA salim ¢aligmasina tabi tutuldu. Serum
muamelesi sonrasinda nanopartikiil formiilasyonlarindan serbestlesen shRNA,
yontem 5.2.1.4.°de belirtildigi sekilde spektrofotometrik ve elektroforetik olarak
incelendi. Nanopartikiil formiilasyonlarina ait serum stabilitesi c¢alismasina iliskin

elektroforetik inceleme sonuglari, Resim 6.4.6.’da verilmistir.

Serum DNAase 1
s ™ e ™y
Pt
= = = - @ - = = =
@ @ o ] L @ o = @
W W 2] ] [ ] W 7] w
17 ] 1] 17 ]
ol e 7] T E T e 7] -l
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Resim 6.4.6. Serum ve Niikleaz muamelesi sonrasinda kitozan nanopartikiil
formiilasyonlarindan serbestlesen shRNA’ya ait agaroz jel fotografi.
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Inaktive edilmemis fetal bovin serum ile muamele edilen kitozan nanopartikiil
formiilasyonlarinda; zamana (1., 24., 48. ve 72. saat) ve serum oranina (10 pug
shRNA iceren nanopartikiil/ml serum ve 10 pg shRNA iceren nanopartikiil/10 ml
serum) bagli herhangi bir degredasyon gozlenmedi. shRNA’nin serum ve serum

bilesenlerinin enzimatik aktivitesinden 72 saat siiresince korundugu tesbit edildi.

6.4.9. Niikleaz Stabilitesi Cahsmalarina iliskin Bulgular

Kitozan nanopartikiil formiilasyonlarinda niikleaz stabilitesi ¢aligmalari, yontem
5.2.4.9.°de belirtildigi sekilde gergeklestirildi. Niikleaz (DNAaz I) enzimi ile
muamelesi sonrasinda enzimatik reaksiyon durduruldu, nanopartikiiller pH 7.4 PBS
tamponu ilavesi ile en az 3 kez yikandi ve hizlandirilmis in vitro salim g¢aligmasina
alind1. Serbestlesen shRNA, yontem 5.2.1.4."de belirtildigi sekilde spektrofotometrik
ve elektroforetik olarak incelendi. Formiilasyonlarinin niikleaz stabilitesi ¢alismasina

ait agaroz jel fotografi, Bulgular 6.4.8.’de yer alan Resim 6.4.6.’da verilmistir.

Niikleaz (DNAaz I) stabilitesi ¢alismalarinda; inkiibasyon ortamindan 1., 24.,
48. ve 72. saatlerde alinan numunelerde, zamana bagli shRNA degredasyonu
saptanmadi. Kitozan nanopartikiil formiilasyonlarinda shRNA’nin, 72 saat siiresince

niikleaz (DNAaz I) cinsi enzimlerin enzimatik aktivitesinden korundugu tesbit edildi.

6.5. In Vitro Transfeksiyon Calismalarina Tliskin Bulgular

HEK293, HeLa ve MCF-7 hiicre kiiltiirlerinde, psiRNA-VEGF tasiyan kitozan
ve protamin komplekslerinin in vitro transfeksiyon c¢aligmalari, yontem 5.2.5.6.’de
belirtildigi sekilde gergeklestirildi. Kitozan ve protamin komplekslerinin in vitro
transfeksiyon etkinligi ve in vitro VEGF gen ekspressiyonu yontem 5.2.5.7.°de

belirtildigi sekilde tayin edildi.

6.5.1. Kompleksler Ile Gergeklestirilen Hiicre Kiiltiirii Calismalarina iliskin
Bulgular

Kitozan/shRNA, protamin/shRNA ve kitozan/protamin/shRNA nanopleks

formiilasyonlar1 ile in vitro transfeksiyon c¢aligmalar1 gergeklestirildi. Ayrica tez
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kapsaminda kullanilan polimerler ile hazirlanan formiilasyonlarin sitotoksisitesi

yontem 5.2.7.’de belirtildigi sekilde arastirildi.

6.5.2. Nanopartikiiller ile Gerceklestirilen Hiicre Kiiltiirii Calismalarina liskin
Bulgular

shRNA iceren kitozan/TPP nanopartikiil formiilasyonlar1 3 farkli hiicre hattinda
in vitro transfeksiyon calismalar1 gerceklestirildi. In vitro transfeksiyon ¢alismalart
kapsaminda nanopleksler ile gerceklestirilen sitotoksisitenin belirlenmesine yonelik
caligmalara paralel olarak shRNA igeren kitozan/TPP nanopartikiil formiilasyonlari

ile de yontem 5.2.7.”de belirtildigi sekilde sitotoksite ¢alismalar1 yapilmistir.

6.6. In Vitro Gen inhibisyonunun Tayinine iliskin Bulgular
In vitro VEGF gen inhibisyonunun tayini calismalar1 yontem 5.2.6.’da
belirtildigi sekilde kalitatif ve kantitatif olmak iizere her iki yontem ile de tayin

edilmistir.

6.6.1. Floresan Mikroskobu Incelemelerine iliskin Bulgular
In vitro transfeksiyon g¢aligmalarinda VEGF gen inhibisyonu kalitatif olarak
yontem 5.2.6.1.°de belirtildigi sekilde floresan mikroskobu incelemeleri ile

saptanmistir.

Floresan mikroskobu calismalarinda shRNA yapisinda bulunan GFP seleksiyon
marker geninden yararlanilmigtir. Nanopleks formiilasyonlar1 ile li¢ farkli hiicre
hattinda gergeklestirilen in vitro transfeksiyon c¢alismalarina iliskin floresan
mikroskobu gorintiileri Resim 6.6.1., 6.6.2., 6.6.3., 6.6.4. ve Resim 6.6.5.,’de

verilmistir.

Nanopleksler ile gerceklestirilen caligmalara paralel olacak sekilde shRNA
iceren nanopartikiil formiilasyonlar ile de aym caligma yapilmistir. Nanopartikiil
formiilasyonlar1 ile HEK293 hiicre hattinda gergeklestirilen in vitro transfeksiyon

calismalarina iligkin floresan mikroskobu goriintiileri Resim 6.6.6.’da verilmistir.
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Protamin/shRNA
(0.5/1.0)

HEK?293

HeLa

MCF-7

Resim 6.6.1. 0.5/1 (a/a) oraninda protamin/shRNA kompleksleri ile farkl: hiicre tiplerinde in
vitro transfeksiyon ¢aligmalarina iliskin floresan mikroskobu goriintiileri.
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Protamin/shRNA
(1.0/1.0)

HEK?293

HeLa

MCF-7

Resim 6.6.2. 1/1 (a/a) oraninda protamin/shRNA kompleksleri ile farkli hiicre tiplerinde in
vitro transfeksiyon ¢aligmalarina iliskin floresan mikroskobu goriintiileri.
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Protamin/shRNA
(2.0/1.0)

HEK?293

HeLa

MCF-7

Resim 6.6.3. 2/1 (a/a) oraninda protamin/shRNA kompleksleri ile farkl: hiicre tiplerinde in
vitro transfeksiyon caligmalarina iliskin floresan mikroskobu goriintiileri.
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Kitozan/protamin/shRNA
(0.5/1.0/1.0)

HEK?293 (Kitozan, 70kD)

HEK?293 (Kitozan, 400kD)

HEK?293 (Kitozan, 750kD)

Resim 6.6.4. 0.5/1/1 (a/a) oraninda kitozan/protamin/shRNA kompleksleri ile in vitro
transfeksiyon ¢aligsmalarina iliskin floresan mikroskobu goriintiileri.
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Kitozan/protamin/shRNA
(1.0/1.0/1.0)

HEK?293 (Kitozan, 70kD)

HEK?293 (Kitozan, 400kD)

HEK?293 (Kitozan, 750kD)

Resim 6.6.5. 1/1/1 (a/a) oraninda kitozan/protamin/shRNA kompleksleri ile in vitro
transfeksiyon ¢aligsmalarina iliskin floresan mikroskobu goriintiileri.
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Kitozan/TPP
(5.0/1.0)

Nanopartikiiller

L, HEK?293

M, HEK293

H, HEK?293

Resim 6.6.6. shRNA iceren kitozan/TPP nanopartikiil formiilasyonlari ile in vitro
transfeksiyon ¢alismalarina iligkin floresan mikroskobu goriintiileri.

137



Protamin/shRNA, kitozan/protamin/shRNA kompleksleri ve shRNA igeren
kitozan/TPP nanopartikiil formiilasyonlar1 ile in vitro transfeksiyon caligmalarinda
floresan mikroskobu degerlendirmeleri, shRNA yapisinda yer alan GFP proteini

seleksiyon marker geninden yararlanilarak yapilmistir.

0.5/1, 1/1 wve 2/1 agurhk oranlarinda hazirlanan protamin/shRNA
komplekslerinde maksimum GFP ekspresyonu 2/1 agirlik oranindaki kompleksler ile
HEK?293 hiicre hattinda elde edilmistir. HEK293 hiicre hattinin kullanildig: in vitro
transfeksiyon ¢alismalarinda in vitro transfeksiyon etkinligi agisindan daha basarili
sonuglar almmustir. GFP gen ekspresyonu agisindan HEK293 hiicre hattin1 HeLa ve
MCEF-7 takip etmektedir (Resim 6.6.1., 6.6.2. ve 6.6.3).

Kitozan ve protaminin kombine olarak kullanildig1 kitozan/protamin/shRNA
kompleksleri ile in vitro transfeksiyon calismalar1 transfeksiyon etkinligi yiiksek
HEK293 hiicre hattinda gergeklestirilmistir. 0.5/1/1 ve 1/1/1 agirlik oranlarinda
hazirlanan kitozan/protamin/shRNA kompleksleri ile in vitro transfeksiyon
caligmalarinda; diisiik molekiil agirlikli kitozan kullanilarak hazirlanan kompleks
formiilasyonlar1 ile yiiksek diizeyde GFP ekspresyonu saptanmistir. 1/1/1 agirlik
oraninda hazirlanan kompleksler ile elde edilen GFP gen ekspresyonu 0.5/1/1
oranindaki komplekslere kiyasla daha fazladir. En diisik diizeyde transfeksiyon
etkinligi ve GFP ekspresyonu yiiksek molekiil agirligina sahip kitozan kullanilarak

hazirlanan kompleks formiilasyonlarinda goriilmiistiir (Resim 6.6.4. ve 6.6.5.).

shRNA iceren kitozan/TPP nanopartikiil formiilasyonlar1 ile gerceklestirilen in
vitro transfeksiyon c¢alismalarinda da HEK293 hiicre hatti kullanmilmistir. GFP
ekspresyonu kitozanin molekiil agirligi ile ters orantili olacak sekilde L,
formiilasyonu ile en yiliksek diizeyde H, formiilasyonu ile en diisiik diizeyde

meydana gelmistir (Resim 6.6.6.).
In vitro transfeksiyon etkinligi ve GFP ekpresyonu agisindan kompleks ve

nanopartikiil formiilasyonlar1 kiyaslandiginda, kompleks formiilasyonlar: ile daha

basarili sonuglar elde edilmistir.
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6.6.2. VEGF’in ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay) Yontemi
fle Tayinine Iliskin Bulgular
psiRNA ve siRNA tasiyan farmasotik sekillerden olan kitozan kompleks ve
kitozan nanopartikiil formiilasyonlarinin in vitro transfeksiyon c¢aligmalarinda; in
vitro transfeksiyon etkinligi ve VEGF geninin ekspresyonunun spektrofotometrik
tayininde kullanilmak {izere VEGF standart egrisi yontem 5.2.1.4.’de belirtildigi
sekilde calisilarak hazirlandi.

VEGF konsantrasyon degerlerine karsilik gelen 450 nm’deki absorbans
degerlerinden yararlanilarak grafik cizildi. Elde edilen grafikte yer alan degerlerin
regresyon analizi yapilarak egrinin kullanilabilirligi ve dogrusalligi saptandi. Elde
edilen pg/ml VEGF konsantrasyonlarina karsilik gelen OD 450 nm’deki absorbans
degerleri Tablo 6.6.1.’de verilmistir.

Tablo 6.6.1. uVEGF ELISA kit standart egri gizimine iliskin degerler.

VEGFKonsantrasyonu Absorbans

(pg/ml) (OD 450nm)

23.4 0.500 +0.145

46.9 0.650 = 0.155

93.8 0.775 £ 0.065

188.0 1.415+0.172

375.0 2.215+0.011

750.0 4.000 +0.185

1500.0 8.450 + 0.150

Tablo 6.6.1.°de verilen spektrofotometrik ¢alisma ve Ol¢iim sonuglarina gore

cizilen huVEGEF standard egri grafigi ise Sekil 6.6.1°’de verilmistir.
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Sekil 6.6.1. huVEGF standart egrisi.

Hazirlanan VEGF standart egrisinin; dogru denkleminin y=0.0054x+0.2542, R
degerinin 0.9962 oldugu saptanmistir. VEGF Elisa kit ve elde edilen standart egrinin
in vitro transfeksiyon c¢alismalarinda insan VEGF gen ekspresyonunun tayininde

kullanilabilecegine karar verildi.

Tez calismasinda farkli hiicre tiplerinde susturma etkinligini incelemek ig¢in
kullanilan HEK293, HelLa ve MCF-7 hiicre hatlarindaki endojen VEGF
ekspressiyonundan yararlanildi. Kompleks ve nanopartikiil formiilasyonu
uygulanmis hiicre hatlarindaki VEGF ekspresyon miktar1 kontrol hiicre gruplari ile

kiyaslandi.

Hiicrelerde transfeksiyon sonrasi 6l¢iillen VEGF miktarlar1 Sekil 6.6.2.,6.6.3.,6.6.4.

ve 6.6.5.’de verilmistir.
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In vitro transfeksiyon calismalarinda shRNA kompleksleri ile VEGF gen
inhibisyonu {i¢ farkli hiicre hattinda incelendi (Sekil 6.6.2. ve 6.6.3.). HeLa hiicre
hattinda; protamin/shRNA kompleksleri ile 2/1 agirlik oraninda maksimum % 55.11,
diisiik molekiil agirlikli kitozan kullanilarak hazirlanan 2/1 agirlik oranindaki
kitozan/shRNA kompleksleri ile maksimum % 50.05 diizeyinde gen inhibisyonu elde
edilmistir. Her iki polimerin kombine kullanildig1 kitozan/protamin/shRNA ile
transfeksiyon c¢alismalarinda ise her bir polimerin tek tek tasiyici sistem olarak
kullanildiginda elde edilen gen inhibisyon degerinin yaklasik olarak iki kat1 oraninda
gen inhibisyonu elde edilmistir. 1/2/1 agirlik oraninda kitozan/protamin/shRNA
kompleksleri ile elde edilen gen inhibisyonu % 92.8 dir.

HEK?293 hiicre hattinda; protamin/shRNA kompleksleri ile 2/1 agirlik oraninda
% 78,53, diisik molekiil agirlikli kitozan kullanilarak hazirlanan 2/1 agirlik
oranindaki kitozan/shRNA kompleksleri ile % 61.02 diizeyinde gen inhibisyonu elde
edilmistir. Kitozan/protamin/shRNA ile transfeksiyon c¢alismalarinda ise % 98.59
diizeyinde gen inhibisyonu elde edilmistir ve bu deger de HeLa hiicre hattinda
oldugu gibi her iki polimerin tek tek kullanildiginda elde edilen maksimum gen

inhibisyonu degerinin yaklasik iki katidir.

MCEF-7 hiicre hattinda ise; protamin/shRNA ve kitozan/shRNA kompleksleri ile
istatistiksel olarak (Tablo 6.6.4.) da anlamsiz benzer diizeyde gen inhibisyonu elde
edilmistir (% 79.24, % 78.98). Her iki polimerin kombine kullanildig:
kitozan/protamin/shRNA ile transfeksiyon ¢alismalarinda ise % 85.22 diizeyinde gen

inhibisyonu elde edilmistir.

Tez c¢aligmast kapsaminda hazirlanan kitozan/shRNA, protamin/shRNA ve
kitozan/protamin/shRNA kompleksleri ile HeLa, HEK293 ve MCF-7 hiicre
hatlarinda yiiksek diizeyde gen inhibisyonu saglanmistir. Elde edilen verilerin
istatistiksel degerlendirme sonuclar1 Tablo 6.6.2., 6.6.3. ve 6.6.4.de verilmistir.
Kullanilan hiicre hatlar1 gen inhibisyonu agisindan HEK293>HeLa>MCF-7

seklindedir ve floresan mikroskobu degerlendirmeleri ile korelasyon gdstermektedir.
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Tablo 6.6.2. shRNA kompleks formiilasyonlarinin HeLa hiicre hattinda in vitro transfeksiyonuna iligkin istatistiksel degerlendirme sonuglari.

Kontrol 0.5/1 1/1 2/1 0.5/1 1/1 Kit. 2/1 Kit. 2/1 Kit. 2/1 Kit. 1/0.5/1 2/0.5/1 1/1/1 1/2/1 1/0.5/1 1/1/1 1/2/1
(HelLa) Prot. Prot. Prot. (70kD) (70kD) (70kD) (400kD) | (750kD) (70kD) (70kD) (70kD) (70kD) (400kD) | (400kD) | (400kD)
Kontrol P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
(Hela)
0.5/1 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
Prot.
1/1 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
Prot.
2/1 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
Prot.
0.5/1 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 P>0.05 P>0.05 P<0.001 | P<0.001 P>0.05 P>0.05 P<0.001
(70kD)
1/1 Kit. P<0.001 | P>0.05 P<0.001 P>0.05 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 P>0.05 P>0.05 P<0.001
(70kD)
2/1 Kit. P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
(70kD)
2/1 Kit. P<0.001 P>0.05 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 P>0.05 P>0.05 P<0.001
(400kD)
2/1 Kit. - P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
(750kD)
1/0.5/1 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 P>0.05 P>0.05
(70kD)
2/0.5/1 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P>0.05
(70kD)
1/1/1 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
(70kD)
1/2/1 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
(70kD)
1/0.5/1 P>0.05 P<0.001
(400kD)
/11 P<0.001
(400kD)
1/2/1
(400kD)
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Tablo 6.6.3. shRNA kompleks formiilasyonlarinin HEK293 hiicre hattinda in vitro transfeksiyonuna iligkin istatistiksel degerlendirme sonuglari.

Kontrol 0.5/1 1/1 2/1 0.5/1 1/1 Kit. 2/1 Kit. 2/1 Kit. 2/1 Kit. 1/0.5/1 2/0.5/1 1/1/1 1/2/1 1/0.5/1 1/1/1 1/2/1
(HEK293) Prot. Prot. Prot. (70kD) (70kD) (70kD) (400kD) | (750kD) (70kD) (70kD) (70kD) (70kD) (400kD) | (400kD) | (400kD)
Kontrol P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
(HEK293)
0.5/1 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
Prot.
11 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
Prot.
2/1 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P>0.05
Prot.
0.5/1 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 P>0.05 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
(70kD)
1/1 Kit. P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
(70kD)
2/1 Kit. P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 P>0.05 P<0.001 | P<0.001
(70kD)
2/1 Kit. P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
(400kD)
2/1 Kit. P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
(750kD)
1/0.5/1 P>0.05 P>0.05 P>0.05 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
(70kD)
2/0.5/1 P>0.05 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
(70kD)
1/1/1 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
(70kD)
1/2/1 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
(70kD)
1/0.5/1 P<0.001 | P<0.001
(400kD)
/11 P<0.001
(400kD)
1/2/1
(400kD)
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Tablo 6.6.4. shRNA kompleks formiilasyonlarinin MCF-7 hiicre hattinda in vitro transfeksiyonuna iligkin istatistiksel degerlendirme sonuglart.

Kontrol 0.5/1 1/1 2/1 0.5/1 1/1 Kit. 2/1 Kit. 2/1 Kit. 2/1 Kit. 1/0.5/1 2/0.5/1 1/1/1 1/2/1 1/0.5/1 1/1/1 1/2/1
(MCF-7) Prot. Prot. Prot. (70kD) (70kD) (70kD) (400kD) | (750kD) (70kD) (70kD) (70kD) (70kD) (400kD) | (400kD) | (400kD)
Kontrol P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
(MCF-7)
0.5/1 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
Prot.
11 P<0.001 | P<0.001 | P>0.05 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 P>0.05 P<0.001 | P<0.001
Prot.
2/1 P<0.001 | P<0.001 P>0.05 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 P>0.05 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
Prot.
0.5/1 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
(70kD)
1/1 Kit. P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 P>0.05 P<0.001 | P<0.001
(70kD)
2/1 Kit. P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 P>0.05 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
(70kD)
2/1 Kit. P<0.001 P>0.05 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
(400kD)
2/1 Kit. P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
(750kD)
1/0.5/1 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 P>0.05 P<0.001
(70kD)
2/0.5/1 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
(70kD)
1/1/1 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
(70kD)
1/2/1 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
(70kD)
1/0.5/1 P<0.001 | P<0.001
(400kD)
/11 P<0.001
(400kD)
1/2/1
(400kD)
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shRNA iceren kitozan/TPP nanopartikiil formiilasyonlar1 ile VEGF gen
inhibisyonu c¢alismalar1 da shRNA kompleksleri ile in vitro transfeksiyon
calismalarinda oldugu gibi Hela, HEK293 ve MCF-7 hiicre hatlarinda
gergeklestirilmistir (Sekil 6.6.4. ve 6.6.5.).

VEGF gen inhibisyonu calismalarinda Hela hiicre hattinda; maksimum gen
inhibisyonu diisik molekiil agirlikli kitozanin kullanildig1 Ls; formiilasyonu ile elde
edilmistir (% 92.23). Orta ve yliksek molekiil agirlikli kitozan ile hazirlanan
nanopartikiil formiilasyonlar ile istenilen diizeyde gen inhibisyonu elde edilmistir
M; formiilasyonu ile maksimum gen inhibisyonu %79.97, H, formiilasyonu ile

maksimum gen inhibisyonu ise % 34.91 dir.

Nanopartikiil formiilasyonlar ile HEK293 hiicre hattinda; L; formiilasyonu ile %
99.75, M3 formiilasyonu ile % 87.62 ve H, fomiilasyonu ile % 33.80 diizeyinde gen

inhibisyonu elde edilmistir.

MCF-7 hiicre hattinda nanopartikiil formiilasyonlar1 ile gergeklestirilen in vitro
transfeksiyon g¢aligsmalarinda ise Hela ve HEK293 hiicre hattinda elde edilen gen
inhibisyonu degerlerine kiyasla daha diigiik olmakla birlikte L3 formiilasyonu ile %
90.35, M3 formiilasyonu ile % 80.21, H, formiilasyonu ile % 33.89 diizeyinde VEGF

gen inhibisyonu elde edilmistir.

Kullanilan hiicre hatlarinda shRNA igeren kitozan/TPP nanopartikiil
formiilasyonlar1 ile yiliksek diizeyde gen inhibisyonu saglanmistir. Nanopartikiil
formiilasyonlarinda kullanilan kitozanin molekiil agirhigi ve formiilasyona ilave
edilen shRNA miktar1 etkili parametrelerdir. Kullanilan hiicre hatlar1 gen inhibisyonu
agisindan HEK293>HeLa> MCF-7 seklinde bir siralama ve floresan mikroskobu
degerlendirmeleri ile korelasyon gdstermektedir (Sekil 6.6.4. ve 6.6.5.). Elde edilen
verilerin istatistiksel degerlendirme sonuglari Tablo 6.6.5., 6.6.6. ve 6.6.7.°de

verilmistir.
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Tablo 6.6.5. shRNA nanopartikiil formiilasyonlarinin HeLa hiicre hattinda in vitro
transfeksiyonuna iliskin istatistiksel degerlendirme sonuglari.

Kontrol L pos L, L, | M g, M, M, M; H,
Kontrol P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.00I | P<0.001 | P<0.00! | P<0.001
L pos P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P>0.05 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
L, P<0.001 | P<0.001 | P<0.00! | P<0.00] | P>0.05 | P<0.00I | P<0.001
L, P<0.001 | P<0.001 | P<0.00] | P<0.001 | P>0.05 | P<0.001
Ls P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
M pog P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
M, P<0.001 | P<0.00/ | P>0.05
M, P<0.001 | P<0.001
M; P<0.001
H,
Tablo 6.6.6. shRNA nanopartikiil formiilasyonlarinin HEK293 hiicre hattinda in vitro
transfeksiyonuna iligkin istatistiksel degerlendirme sonuglari.
Kontrol L gos L, L, L; M gy M, M, M, H,
Kontrol - P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
L gos — P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
L, — P<0.001 | P<0.00] | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
L, P<0.001 | P<0.001 | P<0.00] | P>0.05 | P<0.00I | P<0.001
L; — P<0.001 | P<0.00] | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
M gos — P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
M, — P<0.001 | P<0.00! | P<0.001
M, P<0.001 | P<0.001
M; P<0.001
H,
Tablo 6.6.7. shRNA nanopartikiil formiilasyonlarinin MCF-7 hiicre hattinda in vitro
transfeksiyonuna iligkin istatistiksel degerlendirme sonuglari.
Kontrol L gos L, L, L; M po M, M, M; H,
Kontrol P<0.001 | P<0.00] | P<0.00] | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.00! | P<0.00! | P<0.001
L 5o P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.00] | P<0.001 | P<0.001 | P<0.00I | P<0.001
L, P<0.001 | P<0.001 | P<0.00! | P<0.00] | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
L, P<0.001 | P<0.001 | P<0.00! | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
Ls P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
M pog P<0.001 | P<0.00] | P<0.00] | P<0.001
M, P<0.001 | P<0.00] | P<0.001
M, P<0.001 | P<0.001
M; P<0.001
H,
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6.7. Tasiyic1 Sistemlerin In Vitro Sitotoksisitesine fliskin Bulgular

Kitozan/shRNA, protamin/shRNA, kitozan/protamin/shRNA kompleks ve
shRNA iceren nanopartikiil formiilasyonlar1 ile in vitro transfeksiyon caligmalar
kapsaminda kullanilan polimerler ile hazirlanan formiilasyonlarin sitotoksisitesi
MTT yontemi ile arastirildi. Sitotoksisitenin belirlenmesine yonelik yapilan
calismalara iliskin elde edilen sonuglar Sekil 6.7.1., 6.7.2., 6.7.3., 6.7.4., 6.7.5. ve
6.7.6.’da verilmistir.

Kitozan/shRNA, protamin/shRNA ve kitozan/protamin/shRNA komplekslerinin
sitotoksisitesinin belirlenmesi amaci1 ile gerceklestirilen c¢alismalarda kullanilan
polimerler ve bu polimerler ile hazirlanan komplekslerin hiicreler i¢in toksik bir etki
gostermedigi aksine hiicre proliferasyonunu tesvik ettigi saptanmistir (1pg kitozan;
% 134, 2ug protamin; % 164, 0.5/0.5/1 agirlik oraninda kitozan/protamin/shRNA
kompleksleri ile % 130) (Sekil 6.7.1., 6.7.2. ve 6.7.3.).

In vitro transfeksiyon c¢aligmalari kapsaminda kompleks formiilasyonlar: ile
gergeklestirilen sitotoksisitenin belirlenmesine yonelik ¢aligmalara paralel olarak
shRNA igeren kitozan/TPP nanopartikiil formiilasyonlar1 ile de sitotoksite

calismalar1 yapilmstir.

Nanopartikiil formiilasyonlart ile sitotoksisite calismalarinda da kullanilan
polimer ve hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin hiicreler {izerinde sitotoksik

bir etkisi saptanmamaistir (Sekil 6.7.4., 6.7.5. ve 6.7.6.).

Sitotoksisite caligmalari sonuglarina gore kullanilan polimerler ile hazirlanan
formiilasyonlarin kullanilan hiicre hatlar1 {izerinde toksik herhangi bir etkisinin
olmadig1 ve hiicre proliferasyonunu inhibe edici bir etki gostermedigi saptanmuistir.
Sitotoksisite ¢aligmalarinda elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirme sonuglari

anlamlidir (p<0.001).

151



Protamin, Kitozan ve Komplekslerin Sitotoksisitesine iliskin Bulgular
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Protamin, Kitozan ve Komplekslerin % Canlihgina iliskin Bulgular
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7. TARTISMA

Gelisen ¢agimizin en ileri teknolojilerinden biri olarak gosterilen ve kalitsal,
kronik hastaliklarin ¢6ziim kaynagi olarak goriilen gen tedavisi, fonksiyonel genin
hiicrelere aktarilmasi ve ekspresyonunun kontroliiniin yanisira hastaliga neden olan
genlerin susturulmas: seklinde de uygulanmaktadir. Gen teknolojilerinin ana
unsurunu teskil eden niikleik asitler, ¢cagimizin en Onemli hastaligi olan kanser
tedavisinde kemoterapdtikler ve protein ilaglarina alternatif olarak kullanilmaktadir.
Son zamanlarda plazmid DNA ve 6zellikle siRNA ile gen tedavisi 6nemli arastirma

alanlarindan biri olmustur.

Proteinlerin islevlerinin ve etkilerinin, baskilanarak ya da durdurularak
arastirilmasi sik rastlanan bir yontemdir. RNA1 ile hedeflenen post-transkripsiyonel
gen susturulmasi, hem biyolojik arastirmalarda hem de hastaliklara neden olan gen
tiriinlerinin in vivo inaktivasyonu igin ilag gelistirilmesinde son derece 6nemli bir
aractir. Gen anlattmimnin durdurulmasi amaciyla siRNA kullanimina dayanan
yontemde tedavi edici gen, mRNA’ya etki ederek ¢esitli enzimlerin yardimiyla yanlis
anlatim yapan genin islevini etkisiz hale getirmektedir. Hedefe 6zgiin olan bu

yontem, gen tedavisi galismalarina yeni bir boyut kazandirmistir ©2,

Diger taraftan VEGF ailesi proteinleri ve reseptorlerini (VEGFR) kapsayan
Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF) yolagi fizyolojik ve patolojik
anjiogenezin onemli regiilatoriidiir. Proanjiogenik kosullarin gelismesi malign timdr
gelismesi icin gerekli bir kademedir ve pek ¢ok kanser tipinde (kolorektal, mide,
pankreas, karaciger, akciger, meme, tiroid, genitoiiriner, intrakranial ve
hematopoetik) VEGF’in yiiksek oranda eksprese edildigi saptandigindan bu
asamalardaki yolaklarin diizenlenmesi ve/veya inhibisyonu {izerine yapilan
arastirmalar son yillarda yogunluk kazanmustir . Yiiksek miktarda VEGF
ekspresyonunun tiimor biiylimesi ile ilgili oldugu bilinmekte oldugundan VEGF gen
inhibisyonu yoluyla kanser tedavisi diger yontemlere nazaran ¢ok daha 6nemli bir
unsur haline gelmistir '*”. VEGFR sinyalleri ve VEGF yolunu inhibe edecek

molekiiller iizerinde ¢alisilmaktadir. Bu amagla, gelistirilen monoklonal antikorlar
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(Bevasizumab, VEGF Trap), tirozin kinaz inhibitorleri ve gen baskilayicilar (antisens
oligontikleotidler) iizerinde yogun c¢alismalar yapilmaktadir. Bu c¢alismalarin bir

kismu klinikte kullanilmakta, bir kisminin ise faz calismalar1 devam etmektedir ©V.

siRNA ve shRNA da, kanser tedavisi agisindan kullanilabilir ve timit vaad eden

etkin bir yontemler olarak pek ¢ok agidan arastirilmaktadir %%,

Giliniimiizde shRNA’larin  terapdtik alanda kullanimininda, ekzo ve
endoniikleazlara karst RNA duplekslerinin stabilitesi, taginmasi, zayif intraselliiler
alimi ve spesifik olmayan immiin stimiilasyonu gibi c¢esitli problemler mevcuttur.
shRNA molekiilleri, niikleaz degredasyonuna antisens molekiillerden daha fazla
diren¢ gostermelerine karsin, bazi serum niikleazlar1 tarafindan da kolaylikla degrede
olmaktadirlar. Bu nedenle stabiliteyi arttirmak icin molekiilde kimyasal
modifikasyonlar yapilmakta ¥, ancak modifiye sekillerin de toksisite ve diisiik

aktivite gibi sorunlar1 bulunmaktadir.

Terapotik shRNA’lar igin ideal bir tasima sisteminin dizayninda, kan
dolasiminda uzun siireli sirkiilasyon, shRNA’nin hedef dokuda birikiminin artmasi
ve bozunmadan etkin intraselliiler transportu saglamak onemli hususlarin basinda
gelmektedir. Yukarida belirtilen sorunlari gidermek ve shRNA’larin hiicresel
alimlarini arttirabilmek ic¢in viral ve viral olmayan pek c¢ok tasiyict sistem
gelistirilmektedir. Viral vektorlerin, yiliksek transdiiksiyon etkinliginde olmalarina
karsin toksik ve immunojenik olmalari, genis capta iiretimlerinin gii¢ ve masrafl
olmasi, terapotik amacl kullanimlarina biiytik engel teskil etmektedir. Bu nedenle,
son yillarda dogal veya sentetik katyonik polimerler ve katyonik lipidler ile viral
olmayan shRNA tasiyici sistemler olusturulmasina yonelik ¢ok sayida c¢alisma

(185,194)

yapilmaktadir

Gen tastyici sistemlerin gelistirilmesinde, katyonik &zellikte bir polimer olan
kitozan, biyogecimli olmasi, diisiik oranda immiin yanit olusturmasi, pargalanma
iriinlerinin toksik etkiye sahip olmamasi ve ekonomik olmasi nedeniyle pek cok

calismada denenmektedir . Yapilan pek cok calismada kitozan, 6zellikle plazmid
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DNA ile gen tasinmasi ¢aligmalarinda basarili bir sekilde kullanilmig olup, ayrica
kitozan esasli pDNA poliplekslerin diislik sitotoksisite gdsterdikleri, in vivo olarak

da mukozal dokulara gen tasinmasinda etkin olarak kullanilabilecegi gosterilmistir

(209)

Arginin amino asidi bakimindan zengin katyonik yapida bir peptid olan
protamin, oligoniikleotidlerin, nanopartikiillerin ve ¢esitli oranlarda hazirlanan
nanoplekslerin olusturulmasinda denenmektedir. Protaminin hiicreye penetrasyonu
arttirict etkisi nedeni ile son yillarda protamin esasl tasiyici sistemler Ozellikle
kompleks, proticles yapilar1 gen tasiyici sistem olarak denenmekte, fakat stabil
komplekslerin olusturulmasinda bazi sorunlar ile karsilagiimaktadir. Bu sorunlarin
giderilmesi amaci ile ¢esitli stabilizan ve koruyucu cozeltiler eklenerek stabil

komplekslerin olusturulmasina ¢alisitimaktadir ¢*'-2%,

Bilindigi gibi shRNA’ nin tedavide kullanilabilirligi son derece yenidir. Howard
ve ark.’lar1, kitozan-temelli siRNA nanopartikiil tastyici sistemi olusturmuslardir.
Zenginlestirilmis yesil floresan proteinini (EGFP) stabil olarak eksprese eden H1299
insan akciger karsinoma hiicreleri ve murine peritonal makrofajlari, EGFP siRNA
tasiyan kitozan nanopartikiiller ile transfekte etmisler ve yliksek diizeyde EGFP gen

inhibisyonu saglamislardir ®?.

Aynmi grup diger bir c¢alismalarinda, kitozan/siRNA nanopartikiillerinin
fizikokimyasal 6zellikleri (boyut, zeta potansiyeli, morfoloji ve kompleks stabilitesi)
ve in vitro susturma etkinliginde, kitozanin molekiiler agirligi ve deasetilasyon

derecesinin etkili parametreler oldugu rapor etmektedir ®.

Issa ve ark.’lar1, farkli molekiil agirliginda ve deasetilasyon derecesinde kitozan
kullanarak, hiicresel alimi ve kolloidal stabiliteyi artirmay1r amagcladiklar
calismalarinda, in vitro ve in vivo transfeksiyon etkinligini arttirarak uzun siireli gen
inhibisyonu elde etmislerdir. Uzun lineer kitozan oligomerleri ve siRNA ile, nano
boyutta kompleksler olusturmuslar ve intraselliiler olarak siRNA’nin bozunmadan

siirekli salimini saglamglardir ).
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Sailong ve ark.’lar1, gen inhibisyonu i¢in siRNA tasiyict sistemler olarak
kitozan/siRNA nanopartikiillerini kullanmiglar, siRNA ve kitozan arasindaki
etkilesim giicliniin nanopartikiillerin stabilite ve olusumunu anlamada katki

saglayacagini diisiinmiislerdir *.

Andersen ve ark.’lar1 yaptiklar1 ¢aligmada, liyofilize katyonik polimer olan
kitozan ile lipid (TransIT-TKO) siRNA formiilasyonlarini gen susturma
mekanizmalari i¢in yeni bir metod tanimlamaya ¢alismislardir. Kriyoprotektan olarak
sukroz iceren kitozan/siRNA formiilasyonu (~%70) ve TransIT-TKO/siRNA ile
onceden kaplanmis platelerde transfekte edilen H1299 insan akciger karsinoma
hiicrelerinde EGFP’nin (enhanced green fluorescent protein) etkin ve spesifik olarak

susturuldugunu gostermislerdir 2.

Kitozan ve tiamin pirofosfat kullanilarak yeni bir siRNA tasiyicist formiile
edilmistir. Bu formiil stabil ve devamli olarak EGFP-ekspresse eden HepG2
hiicrelerine (insan hepatokarsinoma hiicre dizisi), siRNA’nin taginmasinda

kullanilmigtir .

Short hairpin RNA (shRNA) i¢in yeni bir tasiyici sistem gelistirmeye calisan
Wang ve ark.’lari, bu amacla insan rabdomyosarkom RD hiicre dizisinde TGF-p1
ekspresyonunu inhibe etmek i¢in shRNA eksprese eden kitozan nanopartikiillerini

tastyici sistem olarak kullanmiglardir *°%.

Jere ve ark.’lar1 yaptiklar1 caligmada, kitozan-PEI kompozisyonunun siRNA
tasinmasinda basarili bir sekilde kullanilabilecegini gostermislerdir. Arastiricilar
akciger kanseri ile ilgili yaptiklart in vitro calismada, Aktl siRNA’nin kanser

hiicrelerinin biiyiimesini énemli dlgiide azalttigin saptamislardir ©?.,

Zimmer ve ark.’lar1 protamin oligoniikleotidlerinin tuz ¢ozeltilerinde ¢ok kisa

siirede agregasyona ugramalar1 ve hiicre icerisinde zayif oranda ¢oziinmeleri gibi

negatif etkilerini, olusturulacak nanopartikiillere ve oligoniikleotidlere human serum
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albumini ekleyerek ortadan kaldirmuslardir ©®. Bu sekilde olusturulan
makromolekiilleri, small angle X-ray dagilimi (SAXS), floresan korelasyon
spektroskopi (FCS), foton korelasyon spektroskopi (PCS) oOlglimii ve taramali
elektron mikroskopi (SEM) yontemiyle goriintiilemisler ve boyutlarini ve yiizey

yiiklerini incelemislerdir !'®.

VEGFA shRNA/kitozan ve VEGFA shRNA/protamin kompleksleri ile ilgili
sinirli sayida yaym olmasi nedeniyle, bu tez kapsaminda kitozan ve protaminin
VEGF shRNA igin tasiyict sistem olabilme potansiyeli arastirilmistir. Bu tezin
amaci, VEGFA shRNA i¢in yeni bir tasiyici sistem olarak protamin ve kitozandan
hareketle; protamin/VEGFA shRNA, kitozan/VEGFA shRNA ve
protamin/kitozan/VEGFA  shRNA  kompleks ve kitozan/VEGFA  shRNA
nanopartikiilleri hazirlayarak, karakterizasyonu yapmak, in vitro stabilitesini,
transfeksiyon ozelliklerini arastirmak ve optimize ederek gelistirmektir. Yapilan
calismalar sonucu elde edilen bilgiler daha ileri diizeydeki ¢alismalara temel teskil
edecektir. Bu amacla gen susturucu olarak vektor temelli plazmid siRNA (shRNA)

kullanilmastir.

Tez calismasi kapsaminda; shRNA’nin izolasyon sonrasi spektrofotometrik ve
elektroforetik kontrolleri yapilmig, DNA molekiiliine spesifik olarak spektrumunda
260 nm’de maksimum absorbans degeri 6l¢iilmiis ve agaroz jel elektroforezinde de
yaklasik olarak % 100 oraninda kapali halkasal formda DNA bandi gozlenmistir
(Resim 6.1.1. ve 6.1.2.). Calismamizda protaminin yani sira diisiik (70 kD), orta (400
kD) ve yiiksek (750 kD) molekiil agirhigina sahip kitozanlar, % 0.25 (a/h)
konsantrasyonda kullanilarak kitozan/VEGFA shRNA, protamin/VEGFA shRNA
kitozan/protamin/VEGFA shRNA kompleksleri ile VEGFA shRNA igeren
kitozan/TPP nanopartikiilleri hazirlanmistir. Hazirlanan formiilasyonlarda; kompleks
olusumu incelenmis, partikiil boyutu, yiizey yiikii 6l¢iimleri, elektron mikroskobu
(TEM, SEM) incelemeleri, serum ve niikleaz stabiliteleri, in vitro stabilite, in vitro

salim, in vitro transfeksiyon ve in vitro sitotoksisite caligmalar1 yapilmistir.
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Kitozan/shRNA komplekslerinin hazirlanmasinda denenen 0.5/1, 1/1 ve 2/1 (a/a)
agirlik oranlarinda kitozan ile shRNA arasinda tam kompleks olusumu gozlenmistir
(Resim 6.3.1). Kismi kompleks olusumu gdstergesi olarak kabul edilen serbest
shRNA bandina rastlanmamistir. sShRNA’nin DNA molekiiliine spesifik floresan bir
boya olan etidyum bromiir ile baglanma egilimi, kompleks orani ile ters orantili
olarak degismektedir ve jel elektroforezi sonrast UV transilliiminatérde jellerin
incelenmesi sirasinda diisiikk kompleks oranlarinda daha yiiksek yogunlukta floresan

gostermeleri ile de tesbit edilebilmektedir.

Protamin kullanilarak olusturulan komplekslerde; kompleks olusturma orani,
zamana bagli kompleksasyon, farkli coziiciilerin etkisi ve liyofilizasyonun etkisi

arastirilmistir.

Protamin/shRNA komplekslerinde, 0.1/1.0 ve 0.25/1.0 agirlik oranlarinda kismi
kompleks olusumu meydana gelmis ve jelde serbest sShRNA gozlenmistir. Serbest
shRNA miktart 0.1/1.0 kompleks oraninda 0.25/1.0 kompleks oranina kiyasla daha
fazladir. 0.50/1.0 kompleks oranindan itibaren ise jelde serbest shRNA gozlenmemis
ve kullanilan 0.50/1.0, 1.0/1.0, 2.0/1.0 oranlarinda tam kompleks olusumu meydana
gelmistir (Resim 6.3.2.).

Protamin/shRNA tam kompleks olusumunun goézlendigi 0.5/1.0 ve 1.0/1.0
oranlarinda protamin/shRNA kompleksleri, ddH,O ve PBS tamponu yan1 sira ¢oziicii
olarak serum fizyolojik, %5.0 glukoz ¢ozeltisi ve 10mM Asetat tamponu kullanilarak
da hazirlanmigtir. Farkli ¢oziiciilerin protamin/shRNA kompleks olusumu {izerinde
negatif yonde bir etkisi gozlenmemistir. Tez calismamiz kapsaminda in vitro
transfeksiyon ¢alismalar1 da diisiiniilerek fizyolojik ortama en uygun ¢oziiciiniin PBS
olduguna karar verilmis ve bundan sonraki biitiin protamin/shRNA komplekslerinin

hazirlanmasinda ¢6ziicii olarak PBS kullanilmistir (Resim 6.3.3. ve 6.3.4.).
Protamin/shRNA kompleks olusumunda zaman etkili bir faktordiir. Zamana

bagli olarak kompleks olusumunun daha stabil bir sekilde meydana geldigi,

kompleks olusum siiresi olarak 30 dakikanin denendigi Orneklerde kullanilan

163



oranlarda kismi kompleks olusumunun (6zellikle 0.5/1, protamin/shRNA) meydana
geldigi saptanmistir. Kompleks olusum stiresi arttirildiginda ise kullanilan biitiin
oranlarda tam kompleks olusumu gozlenmistir (Resim 6.3.5.). Zamana bagh
kompleks olusumu (30, 60 ve 120 dakika) optimize edilmistir ve protamin/shRNA

komplekslerinde kompleks olusum siiresi olarak 60 dakika kullanilmistir.

Liyofilizasyonun etkisinin arastirilmasi amaci ile farkli ¢oziiciiler kullanilarak
hazirlanan protamin/shRNA kompleksleri liyofilizasyon 6ncesi ve sonrasi agaroz jel
elektroforezi yontemi ile degerlendirilmistir. Liyofilizasyon sonrasinda 0.5/1.0
oranindaki protamin/shRNA komplekslerinde agilma meydana gelmis ve jelde
serbest shRNA ile kismi kompleks olusumu go6zlenmistir. 1.0/1.0 oraninda
hazirlanan komplekslerde ise bir degisme saptanmamustir. Coziiciilerin liyofilizasyon
stirecine etkisine iliskin olarak; 0.5/1.0 oraninda serum fizyolojik ile hazirlanan
komplekslerde agilma diger c¢oziiciilere kiyasla daha diisiik diizeyde meydana

gelmistir (Resim 6.3.6.).

Farkli  molekiil agirligma  sahip  kitozan  kullanilarak  hazirlanan
kitozan/protamin/shRNA komplekslerinde Resim 6.3.7.’de de goriildigi gibi
kompleks olusumu ve etidyum bromiir baglama spesifitesi kitozan oranindaki artis
ile dogru orantili olacak sekilde artmustir. Elektroforetik yontem ile farkli molekiil
agirligma sahip kitozan kullanilarak hazirlanan kompleksler arasinda belirgin bir
farklilik gbzlenmemistir. Protamin/shRNA kompleks yapisina kitozan ilave edilmesi

sonucunda daha stabil kompleksler elde edilmistir.

Sonug olarak, shRNA molekiilii hem kitozanla hem de protaminle kompleks
olusturma o&zelligindedir, ancak kompleks olusturmak i¢in gereken kitozan ve
protamin oranlari farklidir. DNA’nin aksine “°”, RNA ile stabil polipleks olusturmak
icin yiiksek molekiil agirlikli ve yiiksek oranda polikatyon gerekliligi literatiirde
kayithdir M9, Pekgok yaymda artan polimer igerigine bagl olarak (yiiksek N/P)
nanopartikiil stabilitesi ve in vitro ve in vivo olarak artan gen susturma arasindaki
iliskiye dikkat ¢ekilmistir 7 '°”. Sonucta kitozan/shRNA ve protamin/shRNA ile

ilgili verilerimiz literatiir ile uyumludur.
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Transmisyon elektron mikroskopisi ¢alismasi ile kitozan/VEGFA shRNA ve
protamin/VEGFA shRNA komplekslerinin globiiler yapida oldugu ve homojen bir
dagilim gosterdigi goriilmiistiir (Resim 6.3.8. ve 6.3.9.). Kitozan/protamin/VEGFA
shRNA komplekslerinin protamin/VEGFA shRNA komplekslerinden daha homojen
goriiniimde oldugu goézlemlenmistir. TEM verileri kitozanin pDNA ile kompleks

olusturmasina iliskin veriler ile uyumluluk géstermektedir ®¥.

siRNA tasiyict komplekslerin partikiil boyutlarinin kiigiik olmasi, hiicrelere
endositozis yoluyla tasinmasinda kolaylik saglamaktadir. Calismamizda farkl
molekiil agirliklarina sahip kitozan ve protamin ile hazirlanan komplekslerde partikiil
biiytikliigii, kitozan/VEGFA shRNA komplekslerinde (236.80 + 10.15) — (365.77 +
10.12) nm, protamin/VEGFA shRNA kompleklerinde (221.15 + 5.26) — (293.35 +
12.22) nm ve kitozan/ protamin/VEGFA shRNA komplekslerinde ise (287.52 +9.51)
— (401.28 £ 14.56) nm arasinda degismektedir (Tablo 6.3.1.). En kiiciik boyuttaki
kompleksler protamin/VEGFA shRNA kompleksleridir. Kitozan/VEGFA shRNA ve
kitozan/protamin/VEGFA shRNA komplekslerinde partikiil biiyiikligi kullanilan
kitozanin molekiil agirligr ile dogru orantili olacak sekilde artmaktadir (p<0.05).
Kullanilan polimerler ve yontem ile 6zellikle in vitro transfeksiyon caligmalarinda

kullanima uygun istenilen boyutta kompleksler elde edilmistir.

siRNA’larin viral olmayan tastyicilarla hiicrelere tasinmasinda, tasiyicinin yiizey
yikii de ¢ok Onemlidir. Hiicre membranlar1 fizyolojik kosullarda negatif yiiklii
oldugu i¢in pozitif yiikli tasiyicilara gerek duyulmaktadir. Yiizey yiikii,
kitozan/shRNA komplekslerinde (8.32+2.14) — (28.114£3.76) mV, protamin/shRNA
kompleklerinde (-12.51£5.21) — (13.184+2.56) mV ve kitozan/protamin/ shRNA
komplekslerinde ise (8.7141.65) — (21.2243.28) mV arasinda degismektedir (Tablo
6.3.1.). -70 mV yiizey yiikii potansiyele sahip shRNA molekiilii, kitozan ve
protaminle kompleks olusturdugu zaman yiizey yilkii pozitif deger araliginda

artmugtir.
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Komplekslerin niikleaz ve serum stabilitesi, siRNA’nin in vivo ve in vitro
etkinligi icin gereklidir. Stabil protamin/kitozan/pDNA kompleksleri endozomal
kompartmanlarda DNA’nin korunmasi agisindan énemlidir, fakat bu durum nukleusa
DNA’nin girisini sinirlar ve sonugta diisiikk gen ekspresyonu olusturur. Bu nedenle
siRNA’nin biyolojik fonksiyonu i¢in hiicreye girisi ve korunmasi arasinda yeterli bir

dengenin saglanmasi1 énemlidir ©”.

Protamin/VEGFA shRNA (1/1, a/a) komplekslerinde, kompleks yapisi serum
varliginda 24 saat siiresince stabil kalmig, 48. saatte kompleks yapisinda kismi
acilmay1 takiben 72. saatte degredasyon gozlenmistir (Resim 6.3.10.). Protamin,
shRNA’y1 serum ve serum komponentlerinin enzimatik etkisine karsi basarili bir

sekilde korumustur.

Protamin/VEGFA shRNA (1/1, a/a) komplekslerinde, niikleaz muamelesi
sonras1 kompleks yapis1 72 saat siiresince stabil kalmistir (Resim 6.3.11.). Protamin,
shRNA’y1 niikleaz cinsi enzimlere karsi basarili bir sekilde korumustur. Serbest
shRNA’nin nukleaz ile muamelesi sonrasinda ise belirli zaman araliklarinda alinan

orneklerde 0. dakikadan itibaren sShRNA nin tamamen degrede oldugu gozlenmistir.

shRNA’lar katyonik polimerler ile formiile edilerek nano boyutta partikiiller
olusturulabilir. Nanopartikiiller niikleazlara karsi shRNA’y1 korur ve partikiil boyutu
yaklagitk 200 nm oldugunda shRNA’lar bozunmadan endositoz ile hiicrelere
kolaylikla gegebilir ®. Tez kapsaminda kitozan temelli diger bir farmasétik sekil

olarak VEGFA shRNA ytiklii kitozan/TPP nanopartikiilleri hazirlanmistir.

Nanopartikiil formiilasyonlarinin, transmission elektron mikroskobu (TEM) ve
taramali elektron mikroskobu (SEM) incelemeleri sonuglarina gore; ¢alisilan yontem
ile istenilen Ozelliklerde, kiiresel kitozan nanopartikiiller elde edilmistir (Resim

6.4.1., 6.4.2., 6.4.3. ve 6.4.4.).

Kitozan nanopartikiil formiilasyonlarinda, % verim ve % enkapsiilasyon

etkinliginin belirlenmesi amaci ile yapilan c¢alismalarda; formiilasyon veriminin,
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% 92.2 + 1.0 1le % 97.8 + 1.0 (L formiilasyonlarinda; % 93.3 —96.5, M formiilasyon-
larinda; % 93.3 — 97.8, ve H formiilasyonlarinda ise % 92.2 — 92.8) degerleri
arasinda degistigi, % enkapsiilasyon etkinliginin ise, % 89.7£1.0 ile % 98.6+1.6
(L formiilasyonlarinda; % 89.7 - 98.6, M formiilasyonlarinda; % 89.9 — 95.7 ve H
formiilasyonlarinda ise % 91.7 — 94.2 ) degerleri arasinda degistigi saptanmigtir
(Tablo 6.4.1.). Sonug¢ olarak, tez kapsaminda kullanilan yontem ile istenilen
derecede yliksek verim ve enkapsiilasyon etkinligi degerlerine sahip kitozan ve
shRNA iceren kitozan nanopartikiiller elde edilmistir. Elde edilen sonuglarin,

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

Partikiil boyutu ve yiizey ylikii niikleik asitlerin hiicreye transferi ve dagiliminda
yukarida belirtildigi gibi en 6nemli faktorlerden birisidir. Diger taraftan gen tasiyici
sistemin hiicrelere alim1 ve endozomdan serbestlesmesi hiicre igerisinde 6nemli hiz

kisitlayici kademelerdir .

shRNA igeren kitozan/TPP nanopartikiil formiilasyonlarinin partikiil boyutunun,
209.05 £ 10.71 nm ile 315.60 + 10.55 nm arasinda degistigi saptanmistir (Tablo
6.4.2.). Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinda, partikiil boyutu {izerinde
kullanilan farkli kitozanlarin molekiil agirligi ile ilave edilen shRNA miktarinin etkili
parametreler oldugu belirlendi. Kitozan nanopartikiil formiilasyonlarinda partikiil
boyutu, kitozan molekiil agirligi ve ilave edilen shRNA miktar1 ile dogru orantili
olarak degismektedir. (L formiilasyonlarinda; 209.05 — 289.51 nm, M formiilasyon-
larinda; 218.87 — 315.60 nm ve H formiilasyonlarinda; 236.51 — 272.85 nm). Partikiil

boyutu 6l¢iim sonuglarinin, istatistiksel analizi anlamli bulunmustur (p<0.05).

Kullanilan yontem ile hazirlanan, shRNA iceren kitozan/TPP nanopartikiil
formiilasyonlarinin tamaminda, yiizey yiik degerlerinin pozitif (+) deger araliginda

8.14 + 1.0 mV ile 24.01 + 1.2 mV arasinda degistigi saptandu.
Literatiirde sinirli sayida yer alan kitozan g¢alismalarinin hemen hemen tiimii

kitozan/siRNA kompleks ve nanopartikiilleri ile ilgilidir. Bunlar arasinda Katas ve

Alpar ® iki farkli kitozan (kitozan HCI ve glutamat) ve tripolifosfat kullanarak iki
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farkl1 metotla (iyonik ¢apraz baglama ve iyonik jelasyon) kitozan nanopartikiiller
hazirlamiglardir ©”. Yaklasik 500 nm boyutunda, %72-90 enkapsiilasyon etkinligine
sahip nanopartikiilleri, CHO K1 ve HEK293 hiicre hatlarinda in vitro transfeksiyon
etkinligi ve gen baskilama acisindan denemislerdir. Caligmalarinin sonucunda
yaklagik olarak %20 ile %40 arasinda gen inhibisyonu elde etmislerdir. Benzer
sekilde Howard ve ark. da 350-400 nm boyutlarinda hazirladiklar1 nanopartikiilleri
NIH 3T3 hiicre hattinin in vitro transfeksiyonunda denemisler ve %66.4 ile %86.9
arasinda gen inhibisyonu elde etmislerdir ®”. Kitozan ve TPP kullanarak iyonik
jelasyon yontemi ile VEGFA shRNA nanopartikiilleri hazirladigimiz tez
calismamizda ise, Katas ve Alpar ile Howard ve ark.’nin sonuglarina kiyasla daha
kiigtik 500 nm’nin altinda (ortalama 200-300 nm) ve %89.7 ile %98.2 enkapsiilasyon
etkinligi degerlerine sahip nanopartikiiller elde edilmistir (Tablo 6.4.1.).

Tablo 6.4.1.’de de goriildiigii gibi nanopartikiil boyutlarimiz, Katas ve Alpar ile
Howard ve ark.’dan daha kiigliktlir ve % enkapsiilasyon etkinligi degerlerimiz de
Katas ve Alpar ile Howard ve ark.’nin ¢alismalarinda elde ettikleri degerlerden daha

yiiksektir.

Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlari ile 2 ay siiresince kontrollii bir salim
profili elde edilmistir (Sekil 6.4.1 - 6.4.19.). Formiilasyonlardan shRNA’nin in vitro
saliminda kullanilan kitozanin molekiil agirligi etkili bir parametredir. Diisiik
molekiil agirlikli kitozan (70 kD) kullanilarak hazirlanan formiilasyonlardan
shRNA’nin salimi orta ve yiiksek molekiil agirlikli kitozan (400 kD ve 750kD)
kullanilarak hazirlanan formiilasyonlara kiyasla daha hizli ve kisa siirede
ger¢geklesmektedir. Diisiik molekiil agirlikli  kitozan kullanilan L; ve L,
formiilasyonlarinda salim 25-30, orta molekiil agirlikli kitozan kullanilan M; ve M,
formiilasyonlarinda salim 35-40 ve yiiksek molekiil agirlikl kitozan kullanilan H; ve
H, formiilasyonlarinda ise  50-65 giin  arasinda  tamamlanmaktadir.
Nanopartikiillerden shRNA saliminda kitozanin molekiil agirligi kadar ilave edilen
shRNA miktar1 da 6nemli bir parametredir. sShRNA salimi formiilasyonda kullanilan

shRNA miktar1 ile dogru orantili olacak sekilde artmaktadir.
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Nanopartikiill formiilasyonlarinin  in  vitro  stabilitesinin  incelenmesi
calismalarinda; 3. ay sonunda partikiil biiytikliigli ve yiizey yiikii 6l¢iim caligmalari
gergeklestirilmistir. Yapilan oOlgiimlerde; +4°C’da bekletilen Orneklerde partikiil
boyutunun, 210.11 + 12.51 nm ile 311.66 = 14.50 nm, 37°C’da bekletilen 6rneklerde
ise 214.12 £ 10.45 nm ile 308.58 + 12.95 nm arasinda degistigi saptanmistir.
Nanopartikiil formiilasyonlarinda yiizeyel yiik Olgiimleri ise +4°C’da bekletilen
orneklerde 8.66 £ 1.4 mV ile 21.10 £ 1.2 mV, 37°C’da bekletilen 6rneklerde 9.05 +
1.2 mV ile 20.52 £ 1.1 mV olarak elde edilmistir (Tablo 6.4.3.). 3.ay in vitro stabilite
calismas1 sonrasi elde edilen partikiil boyutu ve yiizey yiikii Ol¢iim degerlerinin
baslangic degerleri ile anlamli bir farklilik gostermedigi yapilan istatistiksel

degerlendirme sonucu saptanmistir (p>0.05).

In vitro salim profilinde, ilk giinlerde bir patlama etkisi (burst-effect)
gbzlenmistir (%10-20). Nanopartikiillerden shRNA salimi uzun siireli ve kontrollii
bir sekilde devam etmistir. In vitro stabilite ve in vitro salim ¢alismalar1 sonucunda
+4°C’da 3 ay siire ile bekletilen nanopartikiil formiilasyonlarinin partikiil boyutu,
yilizey yik degerleri ve in vitro salim profillerinde istatistiksel olarak anlamli bir
degisim saptanmamustir (p>0.05). Nanopartikiil formiilasyonlar1 +4°C’da stabildir.
37°C’da bekletilen formiilasyonlarda ise partikiil boyutu ve yiizey yiik degerleri
anlamli diizeyde degismemistir (p>0.05). Ancak formiilasyonlarmn in vitro salim
profillerinde salim1 hizlandirict yonde bir artis s6zkonusudur. Salim hizi artmig ve

buna bagli olarak salim siiresi kisalmistir (p<0.05).

In vitro serbestlesen shRNA 6rneklerinin elektroforetik incelemelerinde; kitozan
nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasi, santrifiigasyon, liyofilizasyon ve in
vitro salim caligmalar1 sonrasinda, formiilasyona ilave edilen shRNA’da yapisal form
olarak herhangi bir degisimin meydana gelmedigi saptanmustir. /n vitro salim
calismalarinda serbestlesen shRNA’nin, yapisal olarak baslangictaki (shRNA
izolasyonu sonrasi) % 100 kapali halkasal (siiper sarmal) formunu muhafaza ettigi ve
in vitro salim caligmalar1 esnasinda serbestlesen shRNA’da, kompleks olusumunun

s6z konusu olmadigi tesbit edilmistir.
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Nanopartikiil stabilitesi ekstraselliiler ShRNA korunmasi i¢in gereklidir. inaktive
edilmemis fetal bovin serum ile muamele edilen kitozan nanopartikiil
formiilasyonlarinda; zamana ve serum oranina bagli herhangi bir degredasyon
gbzlenmedi. sShRNA’nin serum ve serum bilesenlerinin enzimatik aktivitesinden 72
saat siiresince korundugu tesbit edildi. Serbest shRNA’nin niikleaz muamelesi
sonucu tamamen degrede oldugu buna karsin niikleaz (DNAaz 1) stabilitesi
calismalarinda; inkiibasyon ortamindan 1., 24., 48. ve 72. saatlerde alinan
numunelerde, zamana bagli shRNA degredasyonunun meydana gelmedigi
saptanmistir. Kitozan nanopartikiil formiilasyonlarinda shRNA’nin, 72 saat siiresince
niikleaz (DNAaz 1) cinsi enzimlerin enzimatik aktivitesinden korundugu tesbit

edilmistir (Resim 6.4.6.).

Kompleks ve nanopartikiil formiilasyonlar1 ile yapilan in vitro transfeksiyon
calismasinda 3 farkli hiicre hatti kullanilmistir. Bunlar; HEK 293, HelLa ve MCF-7
hiicreleridir. Bu hiicrelerden sonuncusu insan meme kanseri hiicresi olup 6zellikle
secilmistir. Formiilasyonlarin hiicreye transferleri plazmidin tasidigi GFP seleksiyon
marker geninin ekspresyonu ile floresan mikroskopta izlenmistir (Resim 6.6.1.,

6.6.2., 6.6.3., 6.6.4., 6.6.5. ve 6.6.6.).

0.5/1, 1/1 ve 2/1 agwhk oranlarinda hazirlanan protamin/shRNA
komplekslerinde maksimum GFP ekspresyonu 2/1 agirlik oranindaki kompleksler ile
HEK?293 hiicre hattinda elde edilmistir. HEK293 hiicre hattinin kullanildigi in vitro
transfeksiyon ¢aligmalarinda in vitro transfeksiyon etkinligi acisindan daha basarili
sonuglar alimmustir. GFP gen ekspresyonu agisindan HEK293 hiicre hattin1t HeLa ve
MCEF-7 takip etmektedir (Resim 6.6.1., 6.6.2. ve 6.6.3.). Kitozan ve protaminin
kombine olarak kullanildig1 kitozan/protamin/shRNA kompleksleri ile in vitro
transfeksiyon c¢aligmalar1 transfeksiyon etkinligi yiiksek HEK293 hiicre hattinda
gerceklestirilmistir.  0.5/1/1  ve  1/1/1  agirhk  oranlarinda  hazirlanan
kitozan/protamin/shRNA kompleksleri ile in vitro transfeksiyon calismalarinda;
diisiik molekiil agirlikli kitozan kullanilarak hazirlanan kompleks formiilasyonlar1 ile
yiiksek diizeyde GFP ekspresyonu saptanmustir. 1/1/1 agirlik oraninda hazirlanan

kompleksler ile elde edilen GFP gen ekspresyonu 0.5/1/1 oranindaki komplekslere
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kiyasla daha fazladir. En diisiik diizeyde transfeksiyon etkinligi ve GFP ekspresyonu
yluksek molekiil agirligina sahip kitozan kullanilarak hazirlanan kompleks

formiilasyonlarinda goriilmiistiir (Resim 6.6.4. ve 6.6.5.).

shRNA iceren kitozan/TPP nanopartikiil formiilasyonlari ile gerceklestirilen in
vitro transfeksiyon c¢alismalarinda da HEK293 hiicre hatti kullanmilmistir. GFP
ekspresyonu kitozanin molekiil agirligi ile ters orantili olacak sekilde L,
formiilasyonu ile en yiliksek diizeyde H, formiilasyonu ile en diisiik diizeyde

meydana gelmistir (Resim 6.6.6.).

In vitro transfeksiyon etkinligi ve GFP ekpresyonu agisindan kompleks ve
nanopartikiil formiilasyonlar1 kiyaslandiginda, kompleks formiilasyonlar: ile daha

basarili sonuglar elde edilmistir.

In vitro transfeksiyon calismalarinda shRNA kompleksleri ile VEGF gen
inhibisyonu ii¢ farkli hiicre hattinda incelenmistir (Sekil 6.6.2. ve 6.6.3.). shRNA
kompleksleri ile in vitro transfeksiyon ¢alismalarinda: HelLa hiicre hattinda;
protamin/shRNA kompleksleri ile 2/1 agirlik oraminda % 55.11, diisiik molekiil
agirhikli kitozan kullanilarak hazirlanan 2/1 agirlik oranindaki kitozan/shRNA
kompleksleri ile % 50.05 diizeyinde gen inhibisyonu elde edilmistir. Her iki
polimerin  kombine kullanildig1 kitozan/protamin/shRNA ile transfeksiyon
caligmalarinda ise her bir polimerin tek tek tasiyici sistem olarak kullanildiginda elde
edilen gen inhibisyon degerinin yaklasik olarak iki kati oraninda gen inhibisyonu
elde edilmistir (% 92.8). HEK293 hiicre hattinda; protamin/shRNA kompleksleri ile
2/1 agirlik oraninda % 78.53, diisiik molekiil agirlikli kitozan kullanilarak hazirlanan
2/1 agirhik oranindaki kitozan/shRNA kompleksleri ile % 61.02 diizeyinde gen
inhibisyonu elde edilmistir. Kitozan/protamin/shRNA ile ise % 98.59 diizeyinde gen
inhibisyonu elde edilmistir ve bu deger de HeLa hiicre hattinda oldugu gibi her iki
polimerin tek tek kullanildiginda elde edilen maksimum gen inhibisyonu degerinin
cok istiindedir. MCF-7 hiicre hattinda ise; protamin/shRNA (% 79.24) ve
kitozan/shRNA (%78.98) kompleksleri ile yakin gen inhibisyonu (p>0.05) elde
edilmistir. Her iki polimerin kombine kullanildig1 kitozan/protamin/shRNA ile

171



transfeksiyon calismalarinda ise % 85.22 diizeyinde gen inhibisyonu elde edilmistir

(Sekil 6.6.2. ve 6.6.3.).

Tez c¢aligmast kapsaminda hazirlanan kitozan/shRNA, protamin/shRNA ve
kitozan/protamin/shRNA kompleksleri ile HeLa, HEK293 ve MCF-7 hiicre
hatlarinda  yiiksek  diizeyde gen inhibisyonu saglanmistir.  Kompleks
formiilasyonunda kullanilan kitozanin molekiil agirlig1 in vitro transfeksiyon ve gen
inhibisyonu agisindan 6nemli bir parametredir. Diisiik molekiil agirlikli kitozan
kullanilarak hazirlanan kompleks formiilasyonlar1 ile daha basarili sonuglar elde
edilmistir ( HEK293 hiicre hattinda diisiik molekiil agirlikli kitozan kullanilarak
1/2/1 agirlik oraninda hazirlanan kitozan/protamin shRNA kompleksleri ile %98.59,
orta molekiil agirlikli kitozan kullanilarak 1/2/1 agirlik oraninda hazirlanan
kitozan/protamin shRNA kompleksleri ile %78.53). En yiiksek susturma etkinligi
cogalma hiz1 fazla olan insan embriyonik bdbrek kiiltiirii hiicresi HEK 293°de
gozlenmistir. Bu farkliligin  hiicrede bulunan VEGF reseptor sayisindan
kaynaklandig diisiiniilmektedir. Kullanilan hiicre hatlar1 gen inhibisyonu agisindan
HEK293>HeLa>MCF-7 seklinde bir siralama ve floresan mikroskobu
degerlendirmeleri ile korelasyon gostermektedir (p<0.05) (Sekil 6.6.2. ve 6.6.3.).

shRNA igeren kitozan/TPP nanopartikiil formiilasyonlar1 ile VEGF gen
inhibisyonu ¢aligmalarinda (Sekil 6.6.4. ve 6.6.5.): Hela hiicre hattinda; maksimum
gen inhibisyonu diisiik molekiil agirlikli kitozanin kullanildig1 L; formiilasyonu ile
elde edilmistir (% 92.23). M3 formiilasyonu ile maksimum gen inhibisyonu %79.97,
H, formiilasyonu ile maksimum gen inhibisyonu ise % 34.91°dir. HEK293 hiicre
hattinda; L; formiilasyonu ile % 99.75, M; formiilasyonu ile % 87.62 ve H,
fomiilasyonu ile % 33.80 diizeyinde gen inhibisyonu elde edilmistir. MCF-7 hiicre
hattinda nanopartikiil formiilasyonlar1 ile gergeklestirilen in vitro transfeksiyon
calismalarinda ise Hela ve HEK293 hiicre hattinda elde edilen gen inhibisyonu
degerlerine kiyasla daha diisilk olmakla birlikte L; formiilasyonu ile % 90.35, M;
formiilasyonu ile % 80.21, H, formiilasyonu ile % 33.89 diizeyinde VEGF gen
inhibisyonu elde edilmistir (p<0.05).
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Kullanilan hiicre hatlarinda VEGFA shRNA igeren kitozan/TPP nanopartikiil
formiilasyonlar1 ile yiiksek diizeyde gen inhibisyonu saglanmistir. Nanopartikiil
formiilasyonlarinda kullanilan kitozanin molekiil agirhigi ve formiilasyona ilave
edilen shRNA miktari etkili parametrelerdir. Kullanilan hiicre hatlar1 gen inhibisyonu
acisindan HEK293>HeL.a>MCF-7 seklinde bir siralama ve floresan mikroskobu
degerlendirmeleri ile korelasyon gostermektedir (Sekil 6.6.4. ve 6.6.5.). Elde edilen
verilerin istatistiksel degerlendirme sonuglar1 Tablo 6.6.5., 6.6.6. ve 6.6.7.’de

verilmigtir.

Tan ve ark.’lar1 "*”, kuantum dotta enkapsiile olan HER2siRNA konjuge kitozan
nanopartikiillerinin SKBR3 ve MCF-7 hiicresinde inhibisyon 6zelligini incelemisler

ve SKBR3’de HER2 proteininin daha fazla eksprese oldugunu saptamislardir.

Chono ve ark.’larinin yaptiklar1 calismada, serbest siRNA’nin gen susturma
etkisi goriilmemektedir, ¢linkii hiicre membran1 aracilifiyla siRNA gecirgenligi ¢cok

diisiiktiir. Bu bulgu in vitro intraselliiler siRNA tasima ¢alismamiz ile uyumludur “*,

Hiicreler arasinda susturma etkinligi agisindan goériilen bu farkliligin hiicrelerin
reseptor icerigi ve intraseliller tasinma mekanizmalarinin  farkliligindan

kaynaklandigmna iliskin hipotezler literatiirde mevcuttur ©* %,

Kitozan/VEGFA shRNA, protamin/VEGFA shRNA, kitozan/protamin/VEGFA
shRNA kompleks ve VEGFA shRNA igeren nanopartikiil formiilasyonlart ile in vitro
transfeksiyon c¢aligmalar1 kapsaminda kullanilan polimerler ile hazirlanan

formiilasyonlarin sitotoksisitesi MTT yontemi ile arastirildi.

Kitozan/VEGFA shRNA, protamin/VEGFA shRNA ve
kitozan/protamin/VEGFA shRNA komplekslerinin sitotoksisitesinin belirlenmesi
amaci ile gerceklestirilen galigmalarda kullanilan polimerler ve bu polimerler ile
hazirlanan komplekslerin hiicreler i¢in toksik bir etki gostermedigi aksine hiicre

proliferasyonunu tesvik ettigi saptanmistir (1pg kitozan; % 134, 2pg protamin; %
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164, 0.5/0.5/1 agirlik oraninda kitozan/protamin/shRNA kompleksleri ile % 130)
(Sekil 6.7.1., 6.7.2. ve 6.7.3.).

In vitro transfeksiyon c¢aligmalari kapsaminda kompleks formiilasyonlar: ile
gergeklestirilen sitotoksisitenin belirlenmesine yonelik ¢alismalara paralel olarak
VEGFA shRNA iceren kitozan/TPP nanopartikiil formiilasyonlar1 ile de sitotoksite
calismalar1 yapilmistir. Nanopartikiil formiilasyonlari ile sitotoksisite ¢aligmalarinda
da kullanilan polimer ve hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin hiicreler

tizerinde sitotoksik bir etkisi saptanmamistir (Sekil 6.7.4., 6.7.5. ve 6.7.6.).

Sitotoksisite caligsmalari sonuglarina gore kullanilan polimerler ile hazirlanan
formiilasyonlarin kullanilan hiicre hatlar1 iizerinde toksik herhangi bir etkisinin
olmadig1 ve hiicre proliferasyonunu inhibe edici bir etki gostermedigi saptanmuistir.
Sitotoksisite caligmalarinda elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirme sonuglari

anlamlidir (p<0.001).

Kisaca ozetleyecek olursak;
e 221-401 nm boyutlarinda VEGFA shRNA kompleksleri ile 209-316 nm
boyutlarinda VEGFA shRNA iceren kitozan/TPP nanopartikiil formiilasyonlari

hazirlanmustir.

e Hazirlanan farmasotik sekillerde tasiyici sistem olarak kullanilan kitozan ve
protamin, shRNA’y1 serum ve niikleaz degredasyonuna kars1 basarili bir sekilde

korumustur.

e Hazirlanan shRNA igeren kitoza/TPP nanopartikiil formiilasyonlar1 ile uzun

siireli kontrollii bir salim elde edilmistir.
e +4°C ve 37°C * da gergeklestirilen in vitro stabilite ¢alismasinda partikiil boyutu

ve yiizey ylkiinlin degigsmedigi, 37°C ‘da bekletilen 6rneklerde shRNA salim

hizinin artt1g1 saptanmustir.
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e In vitro transfeksiyon calismalarinda; en vyiiksek diizeyde VEGF gen
inhibisyonu kitozan/protamin/shRNA kompleksleri ile elde edilmistir (%98.59).
Kompleks formiilasyonlar1 ile VEGF gen inhibisyonu agisindan kullanilan hiicre

hatlar1 HEK>HeLa>MCF-7 seklinde bir siralama gdstermektedir.

e shRNA iceren kitozan/TPP nanopartikiil formiilasyonlar1 ile in vitro
transfeksiyon caligmalarinda en yiiksek diizeyde VEGF gen inhibisyonu diisiik
molekiil agirlikli kitozanin kullanildigi L3 formiilasyonu ile elde edilmistir
(%92.23). Nanopartikiil formiilasyonunda kullanilan kitozanin molekiil agirligi
ve ilave edilen shRNA miktari, transfeksiyon etkinligi agisindan Onemli
parametrelerdir. Nanopartikiil formiilasyonlar1 ile VEGF gen inhibisyonu
acisindan kullanilan hiicre hatlar1 kompleks formiilasyonlarinda oldugu gibi

HEK>HeLa>MCF-7 seklinde bir siralama gostermektedir.

e In vitro sitotoksisite ¢alismalar1 sirasinda kullanilan polimerler ile hazirlanan
formiilasyonlarin hiicreler iizerinde toksik herhangi bir etkisinin olmadigi, hiicre
proliferasyonunu inhibe edici bir etki gostermedigi aksine tesvik edici yonde etki

ettigi saptanmistir.

Sonug olarak kitozan ve/veya protamin-esashi tasiyici sistemler ile VEGFA
shRNA’nin bagarili bir sekilde formiilasyonu, etkin bir gen transferi ve inhibisyonu
miimkiindiir. Elde edilen veriler, RNAi teknolojisinde shRNA stabilitesi ve transferi

calismalarina 6nemli 6l¢iide katkida bulunacak niteliktedir.
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