AGO2 PROTEINININ SAFLASTIRILMASI VE MiKRO RNA
ETKILESIMLERININ INCELENMESI

SERCAN GUZEL

YUKSEK LiSANS TEZi

Kimya Anabilim Dah
Damsman: Prof. Dr. Arzu ERSOZ

Eskisehir
Anadolu Universitesi

Fen Bilimleri Enstitiisii

Haziran2018

Bu tez caliymasi BAP Komisyonunca kabul edilen 1505F180 no. lu proje
kapsaminda desteklenmistir.



JURI VE ENSTITU ONAYI

Sercan Gilizel’ in “AGO2 Proteininin Saflastirillmas1 ve Mikro RNA
Etkilesimlerinin Incelenmesi bashikhi tezi 26/06/2018 tarihinde asagidaki jiiri
tarafindan degerlendirilerek “Anadolu Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Smav
Yonetmeligi”nin ilgili maddeleri uyarmca, Kimya Anabilim dalinda Yiiksek Lisans tezi

olarak kabul edilmistir.

Jiiri Uyeleri Unvam Adi Soyadi Imza
Uye (Tez Danismant) . Prof. Dr. Arzu ERSOZ e
Uye : Prof. Dr. Ebru BIRLIK OZKUTUK  ...ccooveveeee.
Uye : Dr. Ogr. Uyesi Ozlem UNLUER  ..coooovevnee,
Prof.Dr. Ersin YUCEL

Fen Bilimleri Enstitiisii Miidiirii



OZET

AGO2 PROTEINININ SAFLASTIRILMASI VE MiKRO RNA ETKILESIMLERININ
INCELENMESI

Sercan GUZEL
Kimya Anabilim Dal1
Biyokimya Bilim Dali

Anadolu Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Haziran, 2018

Danisman: Prof. Dr. Arzu ERSOZ

Bu ¢aligmada; RNA interferansi efektor proteini olarak bilinen Argonat 2 (AGO?2)
proteininin immunoafinite saflastirilmast ve AGO2 proteini iceren nanoprotein
partikiiller hazirlanarak, hazirlanan bu nanoprotein partikiillerin mikro RNA (miRNA)
baglanma etkinliklerinin kantitatif olarak belirlenmesi amaglanmistir. Bunun i¢in ilk
asamada, fotosensitif rutenyum tabanli amino asit monomeri, bis(2-2-
bipiridil)(MATrp).-rutenyum  (IT)  kullanilarak ANADOLUCA metoduna gore
poli(HEMA-ko-anti-AGO2) kriyojeli sentezlenmis ve SEM, FT-IR ve su tutma

kapasitesi testi ile karakterize edilmistir.

Daha sonra; sentezlenen bu kriyojel kolon ile AGO2 proteini, sigir karacigeri
sitoplazma  ekstraktindan tek adimda immunoafinite yoluyla saflastirilmistir.
Saflastirilan 6rnegin molekiiler agirhigr ve safligmm belirlenmesi icin SDS-PAGE
metodu; Ornek icerisindeki AGO2 proteininin varligmi net olarak belirlemek icin ise

EMSA metodu kullanilmastir.

En son asamada; AGO2 bazli nano blok polimerler fotosensitif mikroemiilsiyon
polimerizasyonu metodu kullanilarak hazirlanmis ve hazirlanan bu partikiiller SEM ve
zeta ile karakterize edilip ticari miR-335" ¢ baglanma afiniteleri belirlenmistir. Sonug

olarak, miR-335” in AGO2 partikiillerine yiiksek bir afinite ile baglandigi belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Argonat 2, RNA interferansi, Kriyojel, Nano blok polimer,
ANADOLUCA



ABSTRACT

PURIFICATION OF AGO2 PROTEIN and INVESTIGATION OF MICRORNA
INTERACTIONS

Sercan GUZEL
Department of Chemistry
Programme in Biochemistry
Anadolu University, Graduate School of Sciences, June, 2018

Supervisor: Prof. Dr. Arzu ERSOZ

In this study, immunoaffinity purification of Argonaute 2 (AGO2) protein, known
as RNA interference effector protein, preparation of nanoprotein particles having
AGO?2 protein and determination of micro RNA (miRNA) binding activities of these
prepared nanoprotein particles have been aimed. In the first step, poly(HEMA-co-anti-
AGO?2) cryogel has been synthesized using photosensitive ruthenium- based amino acid
monomer, bis(2-2-bipyridyl)(MATrp),-ruthenium (11) according to ANADOLUCA

method and characterized by FT-IR, SEM and water retention capacity test.

Then, AGO2 protein has been purified via immunoaffinity chromatography from
bovine liver cytoplasmic extract in a single step using this prepared cryogel. SDS-
PAGE method has been used to determine the molecular weight and purity of this
purified sample. The EMSA method has been used to exact determination of the

presence of AGO2 protein in the purified sample.

At the last stage, AGO2-based nano block polymers have been prepared using
photosensitive microemulsion polymerization method. This prepared particles have
been characterized by SEM and Zeta-Sizer and the binding affinities to commercial
miR-335 have been determined. As a result, it has been determined that miR-335 has
bound to AGO?2 particles with a high affinity.

Keywords: Argonaute 2, RNA interference, Cryogel, Nano block polymer,
ANADOLUCA
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1. GIRIS

Biyokonjugasyon, ilag ve biyoteknolojik uygulamalar i¢in kullanilacak enzimlerin
ve proteinlerin fonksiyonlarinin modifiye edilmesinde dnemli bir aragtir. Proteinlerin
biyolojik sistemler icerisinde sahip olduklar1 dogal 6zgiilliik, onlar1 terapdtik ajanlar,
molekiiler sensorler ve molekiiler anahtarlar olarak ideal molekiiller yapmaktadir
(Bailon & Berthold, 1998; Duncan, 2003; Hoffman & Stayton, 2004). Dogal olarak
olusan ve rekombinant proteinler tip, biyoteknoloji, nanoteknoloji alanlarinda uygulama
alanlarma sahiptirler. Bu proteinlerin sentetik polimerlere kovalent baglanmasi ise
¢Ozlniirliik, biyouyumluluk ve stabilite gibi Ozellikleri artirmaktadir. Ayrica; bir
proteine bir polimer zinciri eklemek o proteinin aktivitesini modiile etmek ig¢in
kullanilmaktadir. Bir proteinin sentetik bir polimer ile kimyasal olarak konjuge edilmesi
miimkiindiir ve termal stabilitenin artirilmasi ve protein aktivitesinin kontrol altinda
tutulabilmesi gibi birtakim avantajlar igermektedir. Ancak, kimyasal konjugasyonda
sentez her zaman cok kolay olmamaktadir ve sentez olsa bile protein aktivitisinde

azalma meydana gelebilmektedir.

Mikroemulsiyonlar ilk defa 1943 yilinda yayinlanan bir ¢aligsma ile tanimlanmigtir
(HOAR & SCHULMAN, 1943). Mikroemulsiyonlarin ve polimer zincirlerinin
avantajlarin1 birlestirir nitelikteki ilk caligmalar 1977 yilinin baslarinda yaymlanmistir
(Riess, Nervo, & Rogez, 1977). Mikroemiilsiyonlar bir surfaktan veya yiizey aktif
ajanlarin karigimi ile stabilize edilen iki karigmayan sivinin en az iiglii karisimlarindan
olusan kompleks heterojen bir prosestir. Bu teknikte, partikiil stabilitesi, dispersiyon
ortammnin pH’s1, surfaktan tipi ve miktarindan etkilenmektedir. Isiga duyarl ¢apraz
baglama mikroemulsiyon polimerizasyon teknigi her ne kadar kompleks ve heterojen
bir teknik olsa da, ANADOLUCA (amino asit dekore edilmis ve 1sik destekli
konjugasyon yaklasimi) metoduna gore sentezlenmis olan partikiiller ile daha kolay hale
gelmektedir (“ANADOLUCA  Patent.pdf,” n.d.). Bu metod, proteinimsi
nanopartikiillerin fotosensitif ¢apraz baglanma ile oda kosullarinda, giin 1s181inda ve azot
atmosferi altinda kolay bir sekilde sentezlenmesine olanak tanimaktadir.
ANADOLUCA metodu, fotosensitif amino asit bazli monomerler ve oligomerler,
rutenyum selat bazli monomerler vasitast ile mikro ve nanoyapilar iizerinde
fotosensitizasyon ve konjugasyon yaklagimini kullanarak aminoasit monomer-protein

capraz baglanmasi i¢in strateji sunmaktadir (Say et al., 2011).



Riboniikleik asit (RNA) interferansi, ¢ift sarmalli RNA’ nin homolog sekansli
RNA’ nin kaybin1 baslattigi bir mekanizmadir. RNA interferansinda RNA indiiklenmis
susturucu kompleks (RISC) adi verilen bir kompleks molekiil, 6zellikle de bu kompleks
molekiiliin merkezinde yer alan Argonat 2 (AGO2) proteini, sahip oldugu endoniikleaz
aktif bolge ile RNA baglayic1 bolgesine baglanan genelde 21-23 nt uzunlugundaki
RNA’ lar1 kismen ya da tamamen komplementer mesajct RNA (MRNA) sekanslarina
yonlendirmesi ardindan enzimatik anlamda ilgili mRNA sekansmnin yarilmasini
saglayarak ilgili genin susturulmasi veya baskilanmasmi saglamasi bakimindan ayrica

bir 6nem arz etmektedir.

miRNA’ lar genom tarafindan kodlanan diizenleyici elementlerdir. Bir tane
miRNA, c¢esitli fonksiyonlar1 olan bircok genin ekspresyonunu baskilayabilme
yetenegine sahiptir. Ekstraseliller miRNA’ lar oldukca kararli molekiillerdir ve viicut
stvilarinda bol miktar bulunurlar. Mevzu bahis bu miRNA’ lar ekstraseliiler sivilar
icerisinde ya Ozellikle AGO2 olmak tizere Argonat (AGO) proteinlerine bagl bir

sekilde ya da ekstraseliiler vesikiiller icerisinde enkapsiile olmus bir sekilde bulunurlar.

Bu ¢alismamizda; AGO2 proteini kompleksleri, ANADOLUCA konseptine gore
hazirlanmis monoklonal anti-AGO2 c¢apraz bagli kriyojel ile sigir karacigeri
ekstraktindan izole edilmistir. Ardindan; izole edilen bu protein kompleksleri yine
ANADOLUCA yaklagimina gore nano forma donistiiriilerek, sentezlenen bu nano
Olcekteki kopolimer partikiillerin ticari miR-335 molekiiline baglanma afiniteleri

agaroz jel elektroforezi ile kantitatif olarak belirlenmistir.

1.1. RNA interferansi

RNA interferansi olgusu ilk defa diziye 6zgii gen susturmasi ile sonuglanan ¢ift
sarmallt RNA’ ya (dSRNA) cevap olarak Caenorhabditis elegans yuvarlak solucaninda
kesfedilmistir (Fire et al., 1998). RNAi olarak bilinen prosesin kesfi son yillarda
biyomedikal aragtrma alanindaki en dnemli gelismelerden biridir. RNAI, hiicrelerin
kisa, ¢ift sarmalli RNA’ lari, tam bir 6zgiilliik ile mRNA’ lar1 tanimak i¢in kullandig: ve
bu mRNA’ larin enzimatik olarak yikilmasi suretiyle proteinlere ¢evrilmesini
engelleyen dogal bir prosestir. Genler dis kaynakli olarak da manipiile edilebilirler. Bu
amag ile dsRNA, hiicre igerisine farkli bi¢cimlerde eklenebilir. Laboratuvarda RNAi

yolu ile gen susturma islemi, yaygin olarak sentetik kiiciikk susturucu RNA’ larin



(siRNA) hiicreye eklenmesi ve konake1 hiicrelerin siRNA iiretmek iizere kullanacagi
kisa sa¢ tokast RNA (shRNA) olarak bilinen deoksiriboniikleik asit (DNA)

sablonlarinin kullanilmasi ile gergeklestirilmektedir.
1.1.1. RNA interferansi prosesi

RNAI teknolojisi memeli hiicrelerinde kullanlabilmektedir. Ciinkii; memeli
hiicreleri miRNA yolagi olarak bilinen bir endojen transkripsiyon sonrasi gen
susturmasi prosesine aracilik eden yiiksek Olgiide diizenlenmis bir mekanizma ifade
etmektedirler.  miRNA’ lar memeli hiicrelerinde kodlayici olmayan genlerin
transkripsiyonu ile iretilirler. Burada ilgili transkript hiicre cekirdeginde birtakim
enzimatik proseslere ugradiktan sonra eksportin 5 proteini tarafindan sitoplazmaya
taginmakta, sitoplazmada belirli islemlerden gecerek olgun miRNA’ ya donligmektedir.
miRNA’ larin hedef mRNA’ lar1 tanimasi ile RISC bir araya gelmekte ve genelde
traslasyonel baskilamaya yol agmaktadir. miRNA ve RNA1 yolaklar1 benzer prosesleri
takip eder ancak arada birtakim farkliliklar da mevcuttur. Ornegin; miRNA”’ lar siRNA’
lardan yapisal olarak farklidir ve hedef mRNA’ nin okunmayan bolgeleri ile
eslesmektedir. Bu eslesme kismi komplementer bir eslesmedir ve bu durum hedef
MRNA’ nin kesilmesine aracilik etmemektedir. Ote yandan eksojen siRNA’ lar ise
hedef mRNA’ daki kodlayici bolge ile eslesmektedir. Bu eslesme tamamen
komplementer bir eslesmedir, sonu¢ olarak da hedef mRNA endoniikleolitik kesime

ugramaktadir.

1.2. Argonat 2 Yapisi ve Fonksiyonlari

AGO proteinleri dort tane bolgeden olusurlar: PAZ, PIWI, N- terminal ve orta
bolge. PAZ bolgesi biyokimyasal metodlar (Song et al., 2003) ve PAZ niikleik asit
kompleksinin yapisindan (Lingel, Simon, lzaurralde, & Sattler, 2004) gériilecegi tizere
RNA baglayici bolgedir. Baglanma sekanstan bagimsizdir ve PAZ bolgesi siRNA’ nin

tek sarmalli1 3" ucunu tanr.

Sekil 1.1° deki insan AGO2 proteinin yapist incelendiginde prokaryotlardaki
AGO proteinlerinin yapisint andiran iki loblu bir yap1 goriilmektedir. AGO2 proteinin
cekirdek bolgeleri bakteri AGO proteinlerine kiyasla uzun diigimler ve ek sekonder

yapilara sahiptir. Bunlar muhtemelen kilavuz RNA’ ya baglanma, hedef RNA’ nin



taninmas1 ve de AGO?2 ile iliskili protein faktorlerinin toplanmasinda rol oynamaktadir

(MacRae, 2013).

Sekil 1.1. Insan AGO2 proteininin yapis: (MacRae, 2013)

Kiiciik kodlanmayan RNA’ larm araciliginda meydana gelen gen susturmasi
olayina neden olan proteinlerin yeni ailesi olan AGO proteini isimlerini yunan

mitolojisinde yer alan bliyiik bir savas¢1 olan Argonaute’ dan almistir.

AGO proteinleri RNAi ve miRNA yolaklar1 olarak adlandirilan gen diizenleyici

mekanizmalarda temel bir role sahiptirler.

AGO proteinleri Arabidopsis thaliana AGO1’ e benzeyen Argonat benzeri
proteinler, D.melanogaster PIWI (P-element induced wimpy testis) ile yakindan iliskili
olan Piwi benzeri proteinler ve son zamanlarda tanimlanmig Caernohabditis elegans-
spesifik grup 3 AGO proteinleri olmak {izere {i¢ paralog grup igerisinde
siniflandirilmaktadir. AGO benzeri ve PIWI benzeri proteinler bakteri, arkea ve
okaryotlarda bulunmaktadir. Bu da bu grup proteinlerin eski bir kdkene sahip oldugunu
gostermektedir(Cerutti & Casas-mollano, 2008). Ancak; farkli tiirlerde mevcut olan
AGO genlerinin sayisi tiirden tiire degisiklik gostermektedir. Ornegin insanda 4 tanesi
PIWI benzeri ve 4 tanesi AGO benzeri olmak iizere toplamda 8 tane AGO geni mevcut
iken D. Melanogaster genomunda 2 AGO benzeri 3’ de PIWI benzeri olmak iizere 5

tane AGO geni mevcut bulunmaktadir.



RISC’ in anahtar unsuru olan AGO?2 proteini memeli hiicrelerinde rastgele bir
dagilim gostermektedir. Ancak; AGO?2 proteini memeli hiicrelerinin sitoplazmalarinda

yer alan ve aynt zamanda mRNA’larin yikilma merkezi olan sitoplazmik badilerinde

daha yogun bir sekilde bulunmaktadir (Sen & Blau, 2005).

Memelilerde bulunan birgok AGO proteini hem biyolojik olarak hem de
biyokimyasal olarak birbirilerinden farklilik gostermektedir. Aralarindan sadece AGO2
proteini, yapisinda bulunan endoniikleaz H bolgesinden dolayt mRNA bolme aktivitesi
gostermektedir (Liu et al., 2004). AGO2 proteini ayrica memelilerin gelisiminde de
onemli rol oynamaktadir. AGO2 proteinine sahip olmayan hiicreler siRNA’ lara

deneysel bir yanit olusturamamaktadir.

AGO?2 proteininin endoniikleaz H enzimi aktivitesi gosterebilmesi i¢in kofaktor
olarak divalent bir katyona ihtiyact vardir. Bu enzimlerin aktif merkezi aspartik asit ve
glutamik asit amino asitlerinden gelen ii¢ karboksilat gruplu bir katalitik tclii
icermektedir. Bu amino asit rezidiileri, niikleolitik atak gerceklestirmek lizere temel
metal ve su molekiillerini koordine etmektedirler. AGO bagli miRNA’ lar molekiiler
agirhik olarak 100 kilodalton (kDa) ile 2 megadalton (MDa) araliginda farkh
kompleksler igerisinde yer almaktadirlar (Hock et al., 2007).

1.2.1. RNA susturma yolaklar ve argonat proteinleri

Kiiciik kodlanmayan RNA (ncRNA)’ lar ya eksojen kaynaklidir ya da hiicreler
tarafindan endojen olarak tiretilmektedirler. Sekil 1.2° de ¢esitli kiiciik RNA molekiilii

kaynaklar1 goriilmektedir.
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Sekil 1.2. Kiiciik RNA molekiillerinin ¢esitli kaynaklar: (Hutvagner & Simard, 2008)

MIiRNA, siRNA ve dsRNA molekiilleri hiicrenin igerisine disaridan sokuldugunda
bir RNase-IIl tipi bir enzim olan dicer (Dcr) enzimi tarafindan kii¢iik RNA’ lara
boliinmektedir. Endojen kiigiik RNA’ lar ise bir dizi enzimatik aktiviteler araciligi ile

tiretilmektedirler.

dsRNA molekiilleri belirli bazi proseslerden gectikten sonra kiiciik RNA
dupleksinin bir sarmallarindan biri AGO proteinleri ile bir araya gelerek fonksiyonel
RISC’ 1 olusturmaktadirlar.

Kiigiik RNA’ larin islenmesi ve AGO proteinleri tizerine yiiklenmesi tiirden tiire
degisiklikler gostermektedirler (Férstemann, Horwich, Wee, Tomari, & Zamore, 2009;
Steiner et al., 2007).

siRNA yolaginda, siRNA dupleks molekiilii tizerindeki dicer-2 (Dcr-2) ve dsRNA

baglayict R2D2 proteinlerinin baglanma yonlenmesi siRNA sarmallarindan hangi



birinin AGO kompleksine yiiklenecegi agisindan belirleyici rol oynamaktadir (Tomari,
Matranga, Haley, Martinez, & Zamore, 2004). R2D2 daha kararli uca baglanirken, Dcr-
2 daha az kararli uca alinmaktadir (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Argonat -kiiciik RNA kompleksierinin toplanmas: (Hutvagner & Simard, 2008)

RISC yiikleme kompleksi (RLC) olarak adlandirilan bu kompleksin Der-2 ve
AGO2 arasindaki bir etkilesim ile holo-RISC olarak bilinen bir AGO kompleksini
olusturdugu one siiriilmistir (Tomari & Zamore, 2005). AGO2 siRNA dupleksi ile
birlestiginde, argonat proteini yolcu sarmal olarak adlandirilan aktif olmayan siRNA
sarmalin1 yaracak ve bdylece ¢Oziilme baslayacak ve son olarak da yolcu sarmalin
argonatin aktif RISC kompleksi ve kiigiik RNA’ y1 olusturmak iizere ayrilmasi ile de

stire¢ tamamlanir (Tomari & Zamore, 2005). Argonat proteinine bagl kalan sarmalin



secimi asimetri kurali olarak bilinen kiiciik RNA’ nm 5 uglarimin termodinamik

kararliligi ile yonlendirilir.

1.2.2. miRNA ile siRNA’ lar
siRNA ve miRNA’ lar ile ilgili fonksiyonel anlamda bir¢ok benzerlik ve de

farkliliklar s6z konusudur. Bu durum bu molekiillerin birbiri ile yogun bir sekilde
karistirilmasma neden olmaktadir. Oncelikle sunu ifade etmek gerekir ki miRNA ile
siRNA hareketlerini net sonu¢ bakimindan ayirt etmek miimkiin degildir. miRNA ve
siRNA arasindaki benzerlik ve farkliliklara iligkin bilgiler asagidaki Tablo 1.1’ de ifade

edilmektedir.

Tablo 1.1. miRNA ile siRNA arasindaki farklar

miRNA SiRNA

Kaynak Eksojen; viriisler, transpozonlar, | Endojen; genom tarafindan
sentetik dSRNA” lar kodlanmis

Olusma sekli Viral dsRNA’ degredasyonu; | Endojen gen traskripsiyonu

hiicrede vektdr bazli yabanci
gen  ekspresyonu;  deneysel

olarak hiicre igerisine sokulmasi

Sentez enzimi RNA polimeraz  Ill; U6 | Daha ¢ok RNA polimeraz II,
promoter; in vitro transkripsiyon | biraz RNA polimeraz III, dogal
icin diger RNA polimeraz transkripsiyon

dsRNA Yanlis eslesme olmaz Yaygin olarak bir veya daha ¢ok

yanlis baz eslesmesi gozlenir

Boyut 21- 23 niikleotid 19- 25 niikleotid

Uc yapisi 3’ diniikleotid ¢ikintisi 3’ dintikleotid ¢ikintisi

Hedef MRNA (sadece bir tane) mRNA (100 veya daha fazlasi
kadar sayida)

Hedef ile etkilesim Miikemmel baz eslesmesi; Miikemmel ya da miikemmel

tasarim yolu ile olmayan baz eslesmesi; yaygin

olarak 1 veya daha c¢ok yanlis baz
eslesmesi




Tablo 1.1. (devam) miRNA ile siRNA arasindaki farklar

Hiicresel eylem mRNA yarilmasi mRNA yarilmas1 (bitkilerde)
veya kiiglik dsRNA bolgesinin

gegici olusumu

Koktes proteine etkisi Protein ekspresyonunun | Protein ekspresyonu tamamen
bozulmast bozulur ya da translasyon gegici

olarak baskilanir

Nitekim bu molekiiller arasindaki esas fark bu molekiillerin ne yaptig: ile ilgili
degil, bu molekiillerin nereden geldikleri ile ilgili olmaktadir. miRNA’ lar hiicrenin
genomik DNA’ sinda bulunan genlerden transkribe edilirken, siRNA’ lar disaridan
gelmektedir. siRNA’ lar ya uzun dsRNA’ larin degradasyonunun/prosesinin,
ekspresyon vektorliniin iirettigi shRNA’ nin prosesinin ya da direkt transfeksiyon ile
girmesinin sonucudur. Biitiin proses hakkinda diistinmenin en iyi yolu ve miRNA ve
siRNA’ nin gen susturma prosesini etkileyebilmesinin yolu onlarin ger¢ek anlamda
paralel yollarda calistigini ve sitoplazmada birlestiklerini anlamaktan gegcmektedir. Hem
siRNA hem de miRNA, miRNA ve siRNA yolaklar1 ¢cogu organizmada farkl tiirlerde
dicer enzimleri ile desteklense de, genel olarak dicer adi verilen bir enzimin etkisi ile
olgunlasirlar. Her iki durumda da kiigiik RNA’ larm her tiiri RISC molekiiliine
yiiklenirler. miRNA’ larin temel fonksiyonu hayvanlarda translasyonel baskilama ve
bitkilerde mRNA kesimi iken, siRNA sadece mRNA kesimi ile iliskili olma

egilimindedir.

1.3. Biyomateryaller

Biyomateryaller tanim olarak, amaglanan islevini yerine getirmek lizere insan
veya hayvan biyolojik sistemleri ile temas halinde olan materyallere denmektedir.
Biyomateryaller kati, sivi, gel maddelerinin de icerisinde bulundugu farkli tiir
materyallerden yapilabilir. Bu genis tanim, biyomateryallerin ve kullanim amaglarmin
yillar icerisinde gelismesi ile gelistirilmistir. Baslangicta biyomateryaller sadece
sentetik materyaller olarak tanimlanmis olup canli veya cansiz dogal kokenli
materyaller daha sonralar1 tanimin igerisine dahil edilmistir. Biyomateryallerin tanimi
su an aktif ilaclar diginda hayvan veya insanlarin biyolojik sistemleri ile temas halinde

olan biitiin maddeleri kapsamaktadir. Biyomateryaller baslica olarak medikal




uygulamalarda kullanim alani bulmaktadir. Bu anlamda biyolojik sistem ile temas direk
veya indirekt olabilmektedir. Ornegin; hiicre kiiltiirleri ve medyalar, kan protein analizi,
biyoteknolojide kullanilan biyomolekiil proses kiiltiirleri, diyagnostik gen dizileri,

medikal tirtinlere yonelik primer ambalaj malzemeleri, vs...

Biyomateryal kulanima siirekli olarak artmaktadir ve bir¢ok farkl disiplinden bilgi
ve fikirleri entegre etmektedir. Bu disiplinler tip, biyoloji, kimya, fizik, materyal ve
mithendislik bilimleridir. Biyomateryaller pratik olarak bir final {riinii olarak
kullanilmayip, medikal iirlinlere entegre edilmektedirler. Bu durum, biyomateryallere
biyolojik yaniti ¢cok Onemli hale getirmektedir. Biyomateryal kullanan medikal
riinlerin igerisinde basit bir dil depressoriinden kompleks yapay kalp ve doku
rejenerasyon firiinlerine kadar birgok {irlin mevcuttur. Biyomateryaller igin yapilan
baska bir tanimda biyomateryallerde bulunmasi gereken cok oOnemli bir 0Ozellik
vurgulanmaktadir. Biyouyumluluk adi verilen bu 6zellik ise materyallerin uygulandig:
canli sistemde uygun biyolojik yanitlar iiretme O6zelligine denmektedir. Bu uygun
biyolojik yanitlar tiretme o6zelligi ile kastedilen kabul edilebilir toksisite ve
duyarhlastirma, yabanci cisim reaksiyonlarmin olmamasi ve normal iyilesmenin

desteklenmesidir.
1.3.1. Biyomateryal tiirleri

Biyomateryaller; sentetik (metaller, seramikler, polimerler, kompozitler), dogadan
tiiretilmis biyomateryaller (bitkiden tiiretilmis, dokudan tiiretilmis, vs...) ve yari

sentetik veya diger adi ile hibrit biyomateryaller olmak tizere li¢ sinifta incelenmektedir.
1.3.1.1. Metaller

Metalik materyaller (metaller ve alasimlar) daha ¢ok dental uygulamalarinda ve
ortopedik implantlar gibi yiikk tasima uygulamalarinda kullanilmaktadir. En ¢ok
kullanilan metalik materyaller medikal amaglar i¢in kullanilanlardir. Bunlar; paslanmaz
celiklerin farkli smiflari, saf titanyum ve titanyum alasimlar1t ve kobalt bazli

alagimlardir.
1.3.1.2. Biyopolimerler

20. yy. ortalarinda polimer bilimlerinde meydana gelen atilimlar medikal
uygulamalarda kullanilabilme 6zelligi olan ¢ok sayida farkli polimerlerin iiretilmesini
saglamigtir. Biyopolimerler, damar protezleri, sondalar, ilag gonderme Kkitleri, deri/

kikirdak gibi yiik tasima dig1 uygulamarda kullanim alanlarma sahiptirler.
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1.3.1.3. Biyoseramikler

Biyoseramikler, 1siya dayanikli polikristalin bilesiklerdir. Biyoseramiklerin
biyobozunur (trikalsiyum fosfat); biyoaktif (biyocam) ve biyoinert (zirkon, aliiminyum
oksit) ozellikleri gosteren tiirleri mevcuttur. Biyoseramikler genelde sert ve kirilgan bir
yaptya sahiptir. Bu da bu materyallerin ¢gogu yiik tasima uygulamalarida kullanimi i¢in
engel teskil etmektedir. Buna ragmen bu malzemeler yliksek basing dayanimlarina sahip
malzemelerdir.
1.3.1.4. Kompozitler

Kompozit malzemeler sentetik ve naturel olabilecegi gibi her iki tiirdeki
malzemelerin kombinasyonu da olabilmektedirler. Bu malzemeler bilesenlerinin
avantajlarinin  bilesimi malzemeler olmakla birlikte bu materyallerin unsurlari
molekiiler diizeyde belirgin bir sekilde birbirinden ayrilmaktadirlar. Bu malzemeler
spesifik bir kullanim i¢in tasarlanmis malzemelerdir ve medikal amaglar i¢in oldukca

genis bir kullanim alanina sahiptirler.
1.3.1.5. Dogal biyomateryaller

Dogal biyomateryaller, ayn1 olmasa bile biyolojik sistemin metabolik yolaklar
yolu ile taniyip isleyebildigi materyaller ile benzer Ozellikler gdstermektedir. Bu
materyaller, sentetik materyallerde siklikla karsilagilan toksisite probleminden
kaginmay1 saglamaktadirlar. Buna ek olarak doku iyilesmesi ve entegrasyonunu
destekleyen biyokimyasal sinyalleri saglayabilme Ozellikleri vardir. Ancak, bu
malzemelerin, disiik sicaklikliklarda denature olabilme ve ayrigabilme, malzemelerin
islenmesi ve sterilizasyonun giigliigli gibidezavantajlar1 da s6z konusu olmaktadir.

Dogal biyomateryaller genel olarak ii¢ tip biyopolimerden olusurlar:

« proteinler — amino asit zincirleri (elastin, fibrin, kollojen, ipek proteini)
* polisakkaritler —seker zincirleri (kitin, glikozaminoglikanlar)

* poliniikleotidler — niikleotid zincirleri (DNA, RNA)

Dogal biyomateryaller, bitkilerden, hayvanlardan (ksenojenik) veya insanlardan
(allojenik) tiiretilebilmektedir. Dogal olarak tiiretilmis biyomateryaller canli olmayan
deseliilerize ekstraseliiler matriks ve diger tiirevlerinin veya yasayan canli hiicreler
(otolog veya allojenik) formunda var olabilmektedirler. Dogal biyomateryaller,

cogunlukla onarict materyallerdir, yerini almasi planlanan dokuya benzer yapiya
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sahiptirler ve de dokunun yeniden yapilanmasina, onarimina, rejenerasyonuna yardim
eden bir¢ok elemente sahiptirler (H. Shin, Jo, & Mikos, 2003).

1.4. Polimer Biyokonjugasyon

Polimer biyokonjugatlar, genel olarak biyolojik birimlere kovalent olarak
baglanmig sentetik makromolekiiller olarak tanimlanmaktadirlar. Biyolojik birimden
kasit, lipitler, niikleik asitler gibi canli organizmada bulunabilen herhangi bir
molekiildir. Bu biyolojik birim smifinin igerisine sentetik oligopeptidler,
oligoniikleotidler gibi biyolojik kokenli olmayan ancak her ne kadar da insan yapimi
olsa da biyolojik yapili molekiiller olarak kabul edilen molekiiller de dahil
olmaktadirlar. Asagida verilen Sekil 1.4, biyolojik sistemlerin dogal olarak sahip
olduklar1 hiyerarsik organizasyonun farkli diizeylerinin (monomerik, oligomerik,
polimerik,  supramolekiiler)  polimer  biyokonjugatlar ~ olusturmak  iizere

kullanilabilecegini gostermektedir.

Biyolojik sistemlerde artan fonksiyonellik ve
komplekslilik
4

Monomerler Oligomerler

5 . i ¥ Makromolekiiller Supramolekiiler topluluklar Y. organize biyosistemler
Amino aS|t[er, ; Oligopeptidler, Nikleik asitler, Polipeptidler,  Proteinler, DNA, Enzimler, Hiicreler, bakteriler, viriisler
Sekerler, Niik Oligoniik i i itler Proteoglikanlar

Biyokonjugasyon
Biyobozunurluk Uyaran hassashg Biyouyumluluk iletkenlik Mekanik gii¢
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Sekil 1.4. Biyokonjugasyon kavraminin sematik gosterimi (Lutz & Borner, 2008)

Ayrica yine Sekil 1.4, polimer biyokonjugatlarda sentetik polimerlerin tasidigi

tamamlayici rolii vurgulamasi agisindan 6nem tagimaktadir. Sentetik polimerler, dogal
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polimerlere oranla daha biiylik bir kimyasal cesitlilige ve etkileyici ozelliklere
sahiptirler. Sentetik polimerleri cazibeli kilan bir diger etken ise dogal polimerlere

kiyasla daha ucuz olmalaridir.

1.4.1. Molekiillerin kendilig@inden olusumu

Molekiillerin kendiliginden olusumu diye adlandirilan kavram, kovalent olmayan
etkilesimlerin belirleyici oldugu ve molekiillerin gelisi gilizel dagilmasi ve spesifik
olarak birlesmesi ile karakterize edilmektedir. Bu 6zellige sahip molekiillere 6rnek
olarak proteinler, peptitler, DNA molekiilleri verilebilir. Molekiillerin kendiliginden
olusumu &zelliginden biyolojik olarak da ilham almabilir. Ornegin; hiicreler ¢evrelerine
yanit veren aktif yapilar olarak diisiiniilebilen gelismis mikroteknolojinin simgeleridir.
Ancak; hiicreler, proteinler, lipitler ve DNA gibi biyomolekiillerden olusmakta ve bu
biyomolekiiller genelde fonksiyonel nanoyapilar igerisinde kendiliginden bir araya
gelmektedirler. Biyolojik olarak ilham alman molekiillerin kendiliginden bir araya
gelmesi olayini taklit edebilmek i¢in dogal olarak olusan kendiliginden bir araya gelme
olayminin 6zerkligini ve termodinamik stabilitesini kontrol eden giicleri iy1 bir sekilde
anlamak gerekmektedir. 1981 yilinin baslarinda, Drexler, molekiillerin kendiliginden bir
araya gelmesi yolu ile daha yiiksek mertebeden yapilarin olusturulmasi i¢gin monomerik
yap1 taslar1 olarak proteinlerin kullanildigi asagidan yukariya bir yaklasimi ile cihazlar
iretmek igin protein modelinin kullanilabilecegini 6ne siirmiistiir (Drexler, 1981).
Protein ve peptidler yapi taglar1 olarak 6zellikle cazip olan molekiillerdir. Ciinkii protein
ve peptidlerin katlanmalari, stabiliteleri ve protein-protein etkilesimlerini kontrol eden
kurallara iliskin ¢ok sey bilinmektedir. Bu bilgiye dayanarak de novo tasarim alani
ortaya c¢ikmustir. Simdiye kadar c¢ogu de novo tasarim alanlari, sonlu boyutta
kendiliginden bir araya gelmis proteinimsi yapilar iizerine odaklanmistir. Ancak, bu
cabalarm {iriinii tasarim prensipleri, artik daha genis 6lgekte cihazlarin ve materyallerin
tretimine dogru biliyiimekte ama zorluklar iki katina ¢ikmaktadir. Birincisi
nanomateryaller olusturan kendiliginden bir araya gelme 6zelligine uygun yap1 taslar
tasarlamak; ikincisi ise yapiya fonksiyonellik kazandirilmasidir. Fonksiyonellik,
molekiillerin dogasinda var olan son derece kiiclik 6zellik boyutlarindan (bu 6zellik
fotonik uygulamalar i¢in gereklidir) veya kendiliginden bir araya gelen iskele igerisine

spesifik fonksiyonel bir epitopun eklenmesi ile olusturulmaktadir.
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Geri donilisiimsiiz agregasyonun aksine, kendiliginden bir araya gelme olayi iig
farkli adimdan olugmaktadir: molekiiler tanima ve onu izleyen tersinir birlesme, kendi
kendini diizeltme ve sonlanma adimlari (Lehn, 2009). Nano boyutta yapilarin
kendiliginden bir araya gelmesi kovalent olmayan etkilesimler araciligi ile meydana
gelmektedir. Bunlar kinetik olarak kararsiz metal koordinasyonu yani sira hidrojen bagi,
dipolleri ve formal yiikleri igeren elektrostatik etkilesimler, hidrofobik etkilesimler ve
Van der Waals etkilesimleridir. Bu etkilesimlerin bir ¢ogu biiyiikliikk olarak kiiciik olsa
da (<5 kcalmol™) kendiliginden bir araya gelmis yapida bu etkilesimlerden ¢ok sayida
olmasi bu etkilesimleri dnemli kilmaktadir. Ozetle; molekiillerin kendiliginden bir araya
gelmesi olay1 enerjitik olarak optimize edilmis supramolekiiler yapilar elde etmek icin
zayif etkilesimlerin tersinir birlesmeleri kontrol etmesi vasitasi ile meydana gelen

dinamik bir prosestir.

1.5. Nanoteknoloji ve Nanopartikiiller

Nanoteknoloji gegen yiizyildan beri bilinen bir arastirma dalidir. Nanoteknoloji
cesitli tiirlerde nano boyutta materyaller iiretilmesine neden olmustur. Nanopartikiiller
1-100 nm araliginda boyutlara sahip olan kii¢iik partikiillerdir. Bu materyallerin 6nemi,
arastirmacilarm, maddenin optik 6zellikleri gibi fizikokimyasal ozelliklerinin partikiil
boyutu ile degistiginin belirlenmesi ile anlagilmistir. Asagida verilen Sekil 1.5 den
farkli boyut ve sekillerdeki nanopartikiillerin ¢ozeltilerinin farkli renklere sahip oldugu
goriilmektedir. S6z konusu bu oOzellik, bu materyallerin  biyogoriintiileme
uygulamalarinda kullanilabilmesine olanak saglamaktadir (Dreaden, Alkilany, Huang,
Murphy, & EI-Sayed, 2012).
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Sekil 1.5. Altin (Au) nanopartikiillerin renklerinin boyut ve sekillerine bagimiiligi ( Khan, 2017)

Nanopartikiiller ii¢ tabakadan meydana gelmektedirler: ¢esitli kiigiik molekiiller,
surfaktanlar, metal iyonlari, polimerler ile fonksiyonalize edilebilen yiizey tabakasi,
kimyasal olarak biitiin yonleri ile ¢ekirdekten farkli olan kabuk tabakasi ve
nanopartikiiliin temel kismi olan ve genelde nanopartikiiliin kendisini ifade eden
¢ekirdek(W. K. Shin, Cho, Kannan, Lee, & Kim, 2016). Nanopartikiiller ilag salinimu,
gaz sensorii, CO; yakalama, ¢esitli kimyasal ve biyolojik sensorler gibi uygulamalarda
kullanim alanina sahiptirler. Nanopartikiiller boyut, morfoloji ve kimyasal 6zelliklerine
bagl olarak cesitli kategorilere ayrilmaktadirlar. Bunlarm 1iyi bilinen bazilari; karbon
bazli nanopartikiiller, metal nanopartikiiller, seramik nanopartikiiller, yar1 iletken

nanopartikiiller, polimer nanopartikiillerdir ve lipid bazli nanopartikiillerdir.
1.5.1. Polimer nanopartikiiller

Polimer nanopartikiiller, normalde organik bazli nanopartikiillerdir. Ancak
literatlirde bu yapilar i¢in toplu olarak polimer nanopartikiil terimi kullanilmaktadir.

Fakat spesifik olarak nanokapsiiller ve nanokiireler olmak iizere iki farkl tiire

ayrilmaktadirlar (Sekil 1.6).
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Sekil 1.6. Yag (B) ve su (C) nano kapsiiller ve polimer nanopartikiil nanokiirelerin (4) gosterimi

Nanokiireler, tiim kiitlesi kat1 olan matriks partikiillerdir. Diger molekiiller kiiresel
ylizeyin dig sinirma adsorbe olurken nanokapsiiller ise kati kiitle partikiil icerisinde

tamamen enkapsiile olmaktadirlar (Rao & Geckeler, 2011).
1.5.2.Polimer nanopartikiil hazirlama teknikleri

Polimer nanopartikiiller ya O©nceden olusturulmus polimerler ile ya da
polireaksiyonlar ya da klasik polimerizasyon kullanmak suretiyle monomerlerin direkt
polimerzasyonu ile hazirlanmaktadirlar. Polimer nanopartikiillerin farkli hazirlanma

yontemleri Sekil 1.7° de verilmistir.

Emulsiyon

Mini emulsiyon
Dal v,_,,_b-ﬂi;h‘aﬁso\\
 Polimerizasyor

Mikro emulsiyon

Araylzey

Sekil 1.7. Polimer nanopartikiil hazirlama yontemleri (Rao & Geckeler, 2011)

Nanopartikiil hazirlamak i¢in kullanilacak metodu segerken birtakim faktorler goz

oniinde bulundurulmahdwr. Bunlar; partikiil tird, partikiiliin uygulama alani,
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partikiilboyutu gibi birtakim faktorlerdir. Ornegin; cevre veya medikal bir uygulama
icin gelistirilmek istenen bir polimerik sistem surfaktanlar veya organik ¢oziicii

kalintilar1 gibi katk1 maddeleri veya reaktiflerden arindirilmis olmalidir.
1.5.2.1. Emulsiyon polimerizasyonu

Emulsiyon polimerizasyonu ¢ok ¢esitli 6zel polimerlerin iiretilmesinde kullanilan
en yaygin yontemdir. Dispersiyon ortami olarak suyun kullanilmasi bu metodu cevre
dostu kilan bir etkendir ve polimerizasyon esnasinda miilkemmel bir sekilde 1s1

dagilimina yol agmaktadir.
1.5.2.2. Surfaktansiz emulsiyon polimerizasyonu

Konvensiyonel emulsiyon polimerizasyon sistemleri, reaksiyon sonunda iiriinden
tamamen ayrilmasi gereken ve final {irlinden tamamen ayirmanin zor oldugu degisik
miktarlarda surfaktan kullanmaktadir. Surfaktan uzaklastirma hem zaman alici hem de
iretim maliyetini arttiran bir durumdur. Ayrica; giiniimiizde artan enerji ve cevresel
kaygilar g6z Oniinde bulunduruldugunda bu metodun ciddi dezavantajlar icerdigi
goriilmektedir. Iste tam bu anda surfaktansiz emulsiyon polimerizasyon metodunun
onemi ciddi bir sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Surfaktansiz emulsiyon polimerizasyonu
emiilsifiyersiz veya sabunsuz emiilsiyon polimerizasyonu olarak da bilinmektedir.
Surfaktansiz sistemde kullanilan reaktifler; deiyonize su, suda c¢ozilinen bir baglatici
(potasyum persulfat) ve monomerlerdir. Bu monomerler igerisinde en yaygin olarak
kullanilanlar1 vinil ve akril monomerleridir. Boylesi polimerizasyon sistemlerinde
polimer nanopartikiil stabilizasyonu iyonlastirilabilir baglaticilar veya iyonik

komonomerler kullanilarak gergeklestirilmektedir.
1.5.2.3. Emulsiyon polimerizasyon mekanizmasz

Stiren ve stiren tipi monomerlerin polimerizasyonu i¢in genel olarak kabul edilen
kalitatif bir teori surfaktanli bir emulsiyon sistemi i¢in ge¢mis yillarda
onerilmistir(Harkins, 1947). Bu teoriye gore polimerizasyon asagidaki sekilde
ilerlemektedir. Monomerlerin ¢ogu damlaciklar halinde (1-10 pm) ve surfaktanlarin
cogu ise miseller halinde bulunmaktadir. Serbest radikaller (SO, asagidaki
denklemlerde gosterilen persiilfat (S;0s”) drnegindeki gibi baslatilmakta ve bu serbest

radikaller sulu fazda monomer (M) ile reaksiyona girmektedirler.
S,06° — 250,°(1.1)
SO, +M — SO4 M+(1.2)
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SO4 Me +M — SO4 MM+(1.3)

SOs MMe + M — SO, MMM+(1.4)

Reaksiyon ilerlerken, oligomerik iyon igerisine dahil edilen monomer birimlerinin
sayist, hidrofobik zincir uzunlugu yilizey aktif Ozellikleri sunabilecek yeterli bir
uzunluga gelene kadar artmaktadir. Bu tiir serbest radikal oligomerleri, monomer ile
sisirilmis miseller icerisine girebilme kabiliyetine sahiptirler ve miseller i¢ine girer
girmez, serbest radikaller diger radikaller girene kadar biiylimeye devam edip birleserek

reaksiyonun sonlanmasimna neden olmaktadirlar (Smith & Ewart, 1948).

SO, (M)m Me + SOy (M)n Me — SO, (M)m+n+2SO4(l.5)

Boylece; monomer sisirilmis misel daha biiyiikk boyutlu monomer polimer
partikiile doniisiir. Monomer tiikenirken daha fazlasi monomer damlaciklarindan sulu
faz boyunca polimerizasyon bdlgesine difiize olmaktadir. Bu partikiil baglatmasi biitiin
miseller ortadan kaybolana kadar devam etmektedir. Misellerin ortadan kaybolmasi
durumu ise ya radikallerin yakalanmasi ve polimer partikiillerin olusmasi yolu ile ya da
emiilsifiyerlerini yakalanan radikallere sahip olan komsu emiilsifiyerlere vermek iizere
dagitmak suretiyle meydana gelmektedirler. Misellerin ortadan kaybolmasi partikiil

baslangi¢ asamasini partikiil bliyiime asamasindan ayirmaktadir.

Eklenen sabun misellerinin varliginda, ¢ogalma asamasindan ¢ok daha hizli olan
difiizyon prosesinin ¢ozeltideki zincir biiylimesi tizerinde baskin olmasi beklenmektedir.
Bu nedenle yaygin zincir biiyiimesi isleminin olusmasindan Once serbest radikal
oligomer sabun misellerinin biri tarafindan yakalanacaktir. Bu durumda olusmus
partikiillerin hepsinin, reaksiyon ortaminda yeterli sayida misel olmas1 halinde kararh
olmas1 gerektigi disliniilmektedir. Olusan partikiil sayisi 10%-10% mL? araligina
ulasabilmektedir. Kritik misel derigimi altindaki sabun ¢ozeltileri ile yiizey aktif serbest
radikal oligomerik tiirleri ve sabun molekiillerinin karigimimin olugmasi miimkiindiir.
Bu durumda mililitre basma kararli partikiillerin toplam sayisi, eklenen sabun

olmaksizin gergeklestirilen reaksiyondakine kiyasla artabilmektedir.

1.6. Proteinlerde Etkilesimler

Birka¢ temel etkilesim proteinlerin bir arada tutulmasindan sorumludur. Bu

etkilesimlerin meydana gelmesinde su molekiilleri 6nemli bir role sahiptirler. Polar
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amino asit zincirleri suya hidrojen bagi katilmasina yol agabilirler veya bu etkilesimler
hidrofobik amino asit zincirleri tarafindan engellenebilir. Temel olarak su polar bir
molekiildiir ve O-H bagi bag1 polarize bir bagdir. Yani hidrojen (H) atomunun ytkii
oksijen (O) atomuna gore daha ¢ok pozitif yiikliidiir. S6z konusu polarite, O-H baglari
ile kuvvetlendirilir. Polarite farkindan dolay1 su molekiilii hem hidrojen bag1 alicis1t hem
de hidrojen bag1 vericisi 6zelligine sahiptir. Bu iki hidrojen molekiilii uygun bir alict ile
hidrojen bagi olustururlar ve oksijen iizerindeki iki adet ortaklanmamis elektron ¢ifti
hidrojen bag1 alicis1 olarak davranir. Mevcut ¢oklu hidrojen bagi alic1 ve verici bdlgeleri
nedeniyle su molekiilii kendisi ile etkilesir. Suyun iki 6nemli 6zelligi vardir: Birincisi su
yagl yapilardan kagar. Ciinkii yagl yapilar suyun kendisi ile etkilesmesine engel
olurlar. Ikincisi ise, onun hidrojen bag1 agma giren herhangi bir yap1 ile uygun bir
sekilde etkilesime girmesidir.

1.6.1. Hidrofobik etkilesimler

Proteinler, yagli yapilar1 olabildigince su ile temas ettirmemek i¢in katlanirlar. Bu
durum; protein katlanmasi, protein protein etkilesimleri, protein ligand etkilesimleri i¢in

biiyiik bir itici gii¢ saglamaktadir. Hidrofobik etkilesimler Sekill.8” de gosterilmektedir.

DUZENLI SU DUZENLI SU DUZENSiZ SU
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Total hacim igin daha genis yiizey Total hacim igin daha kiigiik
alani ylizey alani

Sekil 1.8. Hidrofobik etkilesimler (Gilbert & Ph, 2000)

Kimyasal bir tepkimede itici gii¢, bu kimyasal tepkimenin meydana gelmesini
saglayan durumdur. Bu etkilesim serbest enerjideki azalmanin ¢oguna katkida bulunan
bir etkilesimdir. Protein (ve DNA) katlanmasi igin itici giiciin ¢ogunu hidrofobik

etkilesimler temin etmektedir. Su hidrofobik yan zincirlerin digina sizarken, proteinlerin
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birbirine uzak olan kisimlar1 daha kompakt bir yap1 olusturmak tizere bir araya gelirler.

Cogu globiiler proteinlerin hidrofobik ¢ekirdegi olduk¢a kompakt bir yapiya sahiptirler.

Bir hidrofobik grubu, su igerisine koymak yapilmasi ¢ok zor olmaktadir. Normal
sartlar altinda su molekiilii kendisi ile genis bir hirojen agi olusturmaktadir. Su
molekiilleri siirekli olarak hareket halindedir ve kendisi ve komsu su molekiilleri ile
birlikte siirekli olarak hidrojen baglar1 yapip ve mevcut hidrojen baglarmi yikima
ugratmaktadir. Bir hidrofobik molekiil, suda ¢6ziindiigii zaman hidrofobik molekiillere
yakin su molekiilleri komsu su molekiilleri ile ¢ok sayida ve ¢ok farki yonlerde
hidrojen bag1 olusturmaktadirlar. Hidrofobik gruplar ile temas halindeki su molekiilleri
daha diizenli bir hale gelirler. Bu durumda, bu diizenlilik hali su molekiillerinin boslukta
mevcut ¢ok sayida diizenlenme yolaklarmin kisitlanmasi anlamini tagimaktadir. Bu
durum, suyun entropisinde olumsuz bir azalmay1 temsil etmektedir. Diger molekiillerin
yoklugunda bu su molekiillerinin artan diizenlenmesi hidrofobik molekiillerinin

¢oziinmez olmasima yol agmaktadirlar.

Hidrofobik etkilesimler, proteinleri (ve DNA’ yi1) bir arada tutan olumlu
etkilesimlerin ¢ogunu temsil etmektedir. Proteinler i¢in, hidrofobik etkilesimlerin
sonucu kompakt bir yapidir. Bu yapida hidrofobik yan zincirlerin birbiri ile temas

halinde oldugu bir hidrofobik ¢ekirdek olusumu s6z konusudur.
1.6.2. Van Der Waals etkilesimleri ve London dispersiyon kuvvetleri

Bu etkilesimler, atomlar arasinda meydana gelen ¢ok kisa mesafeli etkilesimler
olup atomlar birbirine ¢ok yakin bir konumda istiflendigi zaman meydana
gelmektedirler. Hidrofobik bir etki, atomlar1 ¢ok yakin bir sekilde bir araya getirdigi
zaman, London dispersiyon kuvvetleri ve van der Waals etkilesimleri devreye girerler.
Bu durum, molekiilleri birbirine daha ¢ok yaklagtirmakta ve bosluklarinin daha da

azalmasina neden olmaktadirlar.
1.6.3. Hidrojen baglar

Hidrojen bagi, dondr bir hidrojen atomuna sahip bir atom ile alict bir elektron
ciftine sahip diger atom arasinda hidrojen atomunun paylasilmas1 anlamina gelmektedir
Proteinlerde gdzlemlenen bu sekonder yap1 s6z konusu bu hidrojen baglarini
kaybetmekten uzak durma egiliminin bir sonucudur. Su hem bir hidrojen bag1 vericisi
hem de bir hidrojen bagi alicis1 olarak davranmaktadir. Katlanmamig bir proteinde,

hidrojen bag1 dondrleri ve alicilari su ile hidrojen bagi olustururlar.
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Hidrojen baglar1 sadece suya 6zgili degildirler. Genellikle bir ¢ift ortaklanmamig
elektrona sahip, hidrojen alict bir grup olan oksijen veya azot atomu ve hidrojen donorii
olan diger elektronegatif bir atoma kovalent bagli bir hidrojen (H) atomu arasinda da
hidrojen bag1 olugmaktadir (Sekil 1.9). Karbon (C) atomlarina bagli hidrojen atomlar1 H
bagmna katilmazlar. Ciinkii C atomu ile H bag1 arasindaki elektronegativite farki ¢ok
azdir. Bu da C-H bagmin polaritesinin ¢ok diigiik oldugu anlamima gelmektedir. Bunun
neden oldugu bir durum da biitanoliin (117 derece) kaynama noktasinin biitana (-0,5

derece) gore oldukea yiiksek olmasi durumudur.
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Sekil 1.9. Hidrojen baglar: (Gilbert & Ph, 2000)

1.6.4. Ligand baglama spesifikligi

Bir protein ile kii¢iik bir molekiil veya diger bir protein arasindaki etkilesimin
Ozgiillik derecesi bu molekiillerin sekilleri, yiikleri gibi etkenler bakimimdan
birbirilerini tamamlayici nitelikte olmalar1 ile iliskilidir. Iyon-iyon ve hidrojen bagi
etkilesimleri protein stabilitesine c¢ok katkida bulunmazlar. Cilinkii katlanmisg bir
proteindeki bu etkilesimler, kolaylikla bu molekiillerin bireysel anlamda su ile
etkilesimleri vasitasi ile degistirilebilirler. Ancak; bu etkilesimlerden elde edilebilecek
Ozgiilliiglin derecesi oldukg¢a biiytiktiir. Siki bir baglanmanin gerceklesebilmesi i¢in
protein ve ligandi her sekilde tamamlayicit olmalidirlar. Bu tamamlayicilik unsurlari

yiik, sekil, boyut, hidrojen bagi dondr ve alic1 bolgeleridir.

Hem protein hem de ligandlar ayrildiklari zaman suda kolaylikla
coziinmektedirler. Protein yiizeyleri etkilestigi zaman su dislanir, hidrojen baglar1 kirilir
ve olusur, sonug olarak protein ve ligand birbirilerine baglanir.

Protein katlanmasinda oldugu gibi ve aymi nedenlerden dolayi, hidrofobik

etkilesimler ~ boylesi reaksiyonlar i¢in  gerekli serbest enerjinin ¢ogunu
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kargilamaktadirlar, fakat etkilesim ile sudan uzaklastirilan polar gruplar, birlesmis halde

uygun partnerler bulmak zorundadirlar.

Optimal olmayan bir ligandin bir proteine baglanmasmin zayif olmasi, ligandin
proteinin baglanma bdlgesi igerisine sigacak dogru bir boyuta sahip olmamasindan
degil, protein iizerindeki tamamlayict grubun su ile sahip oldugu olumlu etkilesimi,
ligand ile olumlu bir etkilesim vasitasiyla esit oOlgide telafi edememesinden
kaynaklanmaktadir (Sekil 1.10).
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Sekil 1.10. Protein- ligand etkilesimi (Gilbert & Ph, 2000)

Ikincil yapmin olusmasi ile oldugu gibi ligand ve protein arasinda olusabilecek
¢oklu hidrojen baglar1 ligandin su ile yaptigi hidrojen baglarindan daha kuvvetli ve
olumlu olabilmektedir. Hidrojen bagi aslinda ligandlarm proteine baglanmasinin serbest
enejisine olumlu katkilar yapabilmektedir. Sonug olarak; sudaki bu fonksiyonel gruplar
arasimdaki etkilesimi anlamak, ayn1 zamanda DNA-DNA, DNA-RNA, DNA-protein,
RNA-protein, protein-protein gibi etkilesimlerin de anlagilmasi anlamma da

gelmektedir.

Ozetle, iki proteinin veya bir protein ile kiigiik bir molekiiliin baglanmasindaki
ozgilliik, etkilesen molekiillerin yiik, hidrojen bagi, hidrofobik etkilesim, sekil
anlaminda tamamlayict olmas1 ihtiyacindan kaynaklanmaktadir. Olast etkilesim
tiirlerinden herhangi biri karsilanamaz ise etkilesimin giicii azalmaktadir. Tablo 1.2’ de

kimyasal bag tiirlerine ve bag enerjilerine iligkin bilgiler verilmistir.
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Tablo 1.2. Kimyasal bag tiirleri ve enerjileri

Bag tiirii Bag enejisi (kcal/mol)
Kovalent bag 40- 140
Giiglendirilmis iyonik bag 10
Iyonik bag 5
Hidrojen bag1 1-7
Iyon-dipol bag 1-7
Dipol-dipol bagi 1-7
Van der Waals 0.5-1
Hidrofobik 1

1.7. Afinite Kromatografisi

Kimyasal ayirma, modern arastirmanin en temelinde yer almaktadir ve kompleks
bilesikleri islemek i¢in genis olarak kullanilmaktadir. Stvi kromatografisi bu anlamda
genis aralikta ornekler ile calisabilme olanagi tanidigi i¢in oldukga popiiler bir tekniktir.
Uygun bir destek materyali ile birlestirildiginde, bu teknik kimyasal tayin ve 6lgiim
amaci ile yiiksek performansl ayirmalar veya iiriin saflagtirilmasi i¢in kurulan sistemler
icerisinde uygulanabilmektedir. Genis aralikta durgun ve hareketli fazlarin
kullanilabilmesi bu teknigi bu aymmalarin temelinde kullanilabilecek fiziksel ve

kimyasal tiirler agisinda oldukc¢a ensek kilmaktadir.

S6z konusu bu ayirma tekniklerinden biri afinite kromatografisi teknigidir. Bu
teknik ¢ogu biyolojik sistemlerde meydana gelen enzim-substrat, antikor-antijen gibi
tersinir ve spesifik etkilesimlerin kullannomimna olanak tanimaktadir. Bu etkilesimler
afinite kromatografisinde, uygun bir kat1 destek {izerine etkilesen molekiillerden birinin
immobilize edilmesi ile kullanilmaktadir. Kati destek tizerine immobilize edilen

molekiile terminolojik olarak ligand ad1 verilmektedir.

Sekil 1.11, afinite kromatografisi yapmak i¢in kullanilan temel bir semay:
gostermektedir. Bu yaklasimda, ilgili bilesigi igeren numune ligand molekiil baglanmasi

icin uygun Ozellikleri igeren bir mobil faz varliginda afinite kolonuna enjekte
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edilmektedir. Bu kolon ile zayif bir sekilde etkilesime giren mobil faza uygulama
tamponu denilmektedir. Bu kromatografi tekniginde numune kolondan mobil faz

esliginde gecerken afinite ligandina tamamlayic1 6zellige sahip bilesikler ligandlara

baglanacaktir.
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Sekil 1.11. Afinite kromatografisinin temel bir semasi

Bu teknigin yiiksek seg¢iciliginden dolayr numune igerisinde bulunan diger tiirler
baglanmamis tiirler piki olarak kolondan ayrilacaktir. Afinite tabanli ayirma
islemlerinde numuneden ayrilmasi istenen maddeyi ¢cogu kez bir veya iki adimda, 100

ile birka¢ 1000 kat kadar bir saflastirma verimi ile elde etmek miimkiindiir.
1.7.1. immiinoafinite kromatografisi

Immiinoafinite kromatografisi, durgun fazin igerisine antikor veya antikor ile
etkilesen herhangi bir maddenin immobilize edildigi bir kromatografik metotdur.

Antikorlar, diger molekiiller ile etkilesimlerde yiiksek bir segicilige sahiptir.
1.7.1.1. Antikor yapisi

Immiinoafinite kromatografisinde ana unsur antikorlardir. Basit olarak ifade
etmek gerekirse bir antikor, yabanci bir ajan veya bir antijene yanit olarak viicut
tarafindan iiretilen bir glikoproteindir. Yapilan arastirmalar viicudun 10° ile 10° cesit
antikor tretebildigini gostermektedir. Bunlarin her birinin farkli bir antijene

baglanabilme 6zelligi bulunmaktadir. Bir antikorun (immunoglobulin G veya IgG)
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temel yapist tipik olarak iki 6zdes agir zincir ve de iki 6zdes hafif zincir olmak tizere
toplamda dort adet polipeptid zinciri igermektedir. Bu polipeptid zincirleri disiilfid
baglar1 ile birbirine baglanmistir. Bu polipeptid zincirleri, Y veya T seklinde bir yap1
olusturmaktadirlar. Govde bdlgesi antikorun polipeptid zincirlerine kovalent olarak
bagl bir dizi karbonhidrat kalintis1 icermektedir. Antikorun daha tistteki uclarinda iki
adet antijen baglayict bolge bulunmaktadir. Antijen baglanma bolgelerinin igerisinde
veya yakininda yer alan bolgeler, aminoasit bilesiminin bir tiirden digerine oldukca
degiskenlik gosterdigi alanlardir. Bu 6zellik nedeniyle viicut yabanci ajanlara veya
antikorlara karsi birbirinden farkli baglanma afinitesi ve spesifikligine sahip farkli

antikorlar Uretebilmektedir.

Immiinoglobiilinler B lenfositleri tarafindan f{iretilirler ve plazma igerisine
salgilanirlar.  Sekil 1.12°de bir immiinoglobiilin monomerinin temel yapisi

gosterilmistir.

Antijen

Antijen :
4y, baglanmasi

baglanmasi 2

Fab fragment

Pepsin yarnimasi
Papain yarilmasi

F (ab’), rragment

(‘%"

lzotip Determinants

wy.a b ore Fe fragment

COOH COOH

s AZIr zincir sabit holge

y Agir zincir degisken bolge
e Hafif zincir sabit bolge
e > Hafif zincir degisken bélge
e Karbonhidrat
m=====_ Antijen baglayici bolge

5==- Distilfid bag

" Papain yariima bolgesi

""" Pepsin yarilma bdlgesi

Sekil 1.12. Bir immiinoglobiilin monomerinin temel yapis:

Bir antijen iizerindeki antikor baglanma bolgelerine epitop adi verilmektedir. Bir

yabanct ajanin antijenik olabilmesi i¢in, immiin sistem tarafindan taninabilecek ve
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islenebilecek kadar biiylik olmasi1 gerekmektedir. Bu biiyiikliik rakamsal olarak birkag
bin dalton (Da) mertebesinde olmalidir. Ancak, birgcok pestisit ve ilaglar gibi kiigiik
molekiiller tastyict proteinler gibi daha biiyiik tiirlere baglandiklarinda bir immiin yanit
olusturabilme 6zelligine sahip olmaktadirlar. Bu tastyicilara baglanmis ajanlara hapten

ad1 verilmektedir.

1.8. Polimerik Kriyojeller

Kriyojeller, monomerik veya polimerik onciillerin kismen dondurulmus ¢ozeltileri
icerisinde olusan jel matrisleridir. Kriyojeller, tipik olarak birbirine bagli makrogdzenek
veya siiper makrogdzeneklere sahip olmaktadirlar. S6z konusu bu 6zelliklerden dolay1
herhangi bir boyuttaki ¢oziinen madde, bir engel ile karsilagsmaksizin kriyojel igerisinde
diftize olabildigi gibi, nano ve hatta mikropartikiillerin kiitle transferleri de bu yapilar ile
miimkiin olabilmektedir. Kriyojellerin bu benzersiz yapisi, sahip olduklar1 fiziksel,
osmotik ve kimyasal stabiliteleri, onlar1 biyolojik nanopartikiillerin (plazmidler,
virtisler, hiicre organelleri) ve hatta tiim hiicrelerin kromatografisi i¢in ¢ekici bir matris

haline getirmektedir.Kriyojellerin olusumu Sekil 1.13” desematik olarak gosterilmistir.

(a) Baslangig sistem (b) Dondurulmus sistem (€) Buzu gdziilmils sistem
L R —. — %. PR,
1—p% - o il (% = i
DY RO Donma ¥ | Eritme — St —6
hal AT gl T

3—p ¥ | ‘ i"\ ; -

. —_— 4—1> W 5

5 8

Sekil 1.13. Kriyojel olusumunun sematik gosterimi: 1,¢ozelti icerisindeki makromolekiiller; 2, ¢oziicii; 3,
diistik molekiiler agirlikli ¢oziinenler; 4, donmus ¢oziiciiniin polikristalleri; 5, donmamuis sivi mikrofaz; 6,

bir kriyojelin polimerik cercevesi; 7, makrogozenekler; 8, ¢oziicti

Kriyotropik jelasyon dondurulmamis sistemlerde elde edilen jeller ile kiyaslandiginda
temel olarak farkli morfolojilere sahip polimerik materyaller {iretir. Kriyojeller
kovalent, iyonik veya kovalent olmayan tiirlerde olabilirler. Kriyojel igerisindeki

makrogdzeneklerin boyutu, birka¢ mikrometreden yiizlerce mikrometreye kadar
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degisiklik gosterebilmektedir. Kriyojellerin iretilmesi de benzer materyallerin

iiretilmesine kiyasla daha kolay yapilabilmektedir.

2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Bu c¢alisgmada AGO2 proteini kaynagi olarak kullanilacak sigir karacigeri taze
dondurulmus olarak marketten, karaciger dokusunun ekstrakte edilmesinde kullanilan
proteaz inhibitér kokteyli, Ditiyoeritrol (DTT) ve Anti- AGO2 monoklonal antikoru,
orneklerin toplam protein iceriklerinin belirlenmesinde kullanilan Bovine Serum
Albumin (BSA), bikinkoninik asit (BCA) tayin kiti, N,N’-Metilenbisakrilamit
(MBAAmM), Amonyumpersiilfat (APS) ve N,N,N’,N’- Tetraetilmetilendiamin
(TEMED), dogal jel elektroforezi igin kullanilan Agaroz, nano- AGOZ2 polimer
partikiillerin sentezinde kullanilan polivinil alkol (Mw 125,000), nano- AGO2 polimer
partikiillerin miRNA baglama etkinliginin belirlenmesinde kullanilan miR- 335 ve
agaroz jeli goriintiilemede kullanilan SYBR Green, ¢aligmalar dahilinde kullanilan diger
kimyasallardan Trizma base, Metanol (CH3OH) ve Etanol (C,HsOH) Sigma Aldrich’
ten satin almmustir. Kriyojel sentezi igin kullanilan 2-Hidroksi etilmetakrilat (HEMA)
Acros firmasindan tedarik edilmistir. Denature jel elektroforezi i¢in kullanilan Sodyum
dodesilsiilfat (SDS), Alfa Aesar’ dan, Hidroklorik asit (HCI) Merck’ ten, Sodyum
hidroksit (NaOH) Riedel-de Haen firmasindan, Sodyum kloriir Kimetsan’ dan satin

alinmustir.

Bu ¢alisma kapsaminda sentezlenen kriyojelin karakterizasyonu i¢in Perkin Elmer
Spektrum 100 FT-IR spektrometresi, kriyojelin ve sentezlenen nano AGO2 kopolimer
partikiillerin yiizey morfolojilerinin belirlenmesinde Zeiss Ultra Plus SEM (Taramali
Elektron Mikroskobu) cihazi, nano-AGO2 kopolimer partikiillerin partikiil boyut ve de
zeta potansiyeli dagilimlarinin belirlenmesinde Malvern firmasinin Zeta Sizer cihazi
(Malvern Instruments, Model 3000 HSA, Worcestershire, UK), AGO2 proteinin
immunoafinite kromatografi metodu ile saflagtirilmasinda AKTA Explorer FPLC,
denature jel ve dogal jel elektroforezi yontemleri ile yapilan karakterizasyon islemleri
icin Thermo Scientific P9DS dikey elektroforez sistemleri, agaroz jel elektroforez ile

yapilan baglama c¢aligmalar1 Cleaver Scientific yatay jel elektroforezi sistemleri,
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standart grafiklerin olusturulmasinda ve Orneklerin absorbanslarmin 6l¢iilmesinde
Biotek Synergy H1 hibrid mikroplaka okuyucu kullanilmistir. Caligmalar esnasinda
gerceklestirilen biitiin pH Olgiimleri HANNA HI 2211 pH/ORP metre ile, biitiin
tartimlar Ohaus Pioneer analitik terazi ile ve de biitiin karistirma islemleri Jeiotech
Multi-Channel manyetik karistirici ile yapilmistir. Ayrica; bu ¢alismada kullanilan saf

su Thermo Scientific Smart Pure saf su cihazindan temin edilmistir.

2.2. Poli(HEMA-ko-anti-AGO2) Kriyojel Sentezi

Kriyojel sentezi ANADOLUCA metoduna gore gergeklestirilmistir. Buna gore
1185 puL deiyonize su ile 75 uL HEMA karistirilmistir. Elde edilen karigimin {izerine
14, 15 mg MBAAm eklenmis ve ¢6ziiniinceye kadar karistirilmistir. Daha sonra elde
edilen karisima 28, 06 pL bis(2-2-bipiridil)(MATrp)2-Rutenyum (I1) (Sekil 2.1) ve 1, 5
mg.ml™ derisimdeki anti- AGO2 standart monoklonal antikorundan 28, 06 pL eklenerek
elde edilen toplam karisim azot atmosferinde 2 saat boyunca karistirilmistir. Karisim
daha sonra buz banyosu igerisine alinmig karigimm tizerine serbest radikal
polimerizasyonu baslatmak tizere 1, 3 mg APS ve de 1, 25 uLL TEMED eklenmistir.
Karisim kisa bir silire karistirildiktan sonra plastik bir enjektor igerisine dokiilerek -18
°C’ de polimerlesmesi i¢in bekletilmistir. Sentezlenen kriyojel (poli(HEMA-ko-anti-
AGO2) oda sicakliginda bekletilerek icerisindeki safsizliklar ve baglanmayan tiirleri

uzaklastirmak amaci ile kolon hacminin 30 kat1 hacimde deiyonize su ile yikanmuistir.

Sekil 2.1. bis(2-2-bipiridil)(MATrp),-Rutenyum (II) molekiiliiniin kimyasal yapis
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2.3. Kriyojel Karakterizasyonu

Bolim 2.2. de belirtildigi gibi sentezlenen poli(HEMA) ve poli(HEMA-ko-anti-
AGO2) kriyojellerin karakterizasyonlar1 su tutma kapasitesi, Fourier Transform Infrared

(FTIR) spektroskopisi ve taramali elektron mikroskop (SEM) analizleri ile yapilmistir.
2.3.1. Su tutma kapasitesi testi
Poli(HEMA-ko-anti-AGO2) ve poli(HEMA) kriyojellerinin su tutma kapasitesi
testi distile su igerisinde yapilmistir. Oncelikle kuru formdaki kriyojel dikkatli bir
sekilde tartilip kriyojelin kuru agirhigi not edilmistir. Daha sonra kuru formdaki
kriyojelin tizerine pipet ile doygunluk noktasina kadar distile su eklenmis ve kriyojel
tartilmigtir. Poli(HEMA-ko-anti-AGO2) ve poli(HEMA) kriyojellerinin su tutma
kapasitesi asagidaki esitlik 2.1” e gore hesaplanmustir.
SD = (Wl- Wo) /Wo(21)

W, : Kuru polimer agirligi

Wi : Sisirilmis polimer agirlhig

SD : Sisme derecesi

2.3.2. SEM ile yiizey morfolojisinin incelenmesi

Kriyojellerin yiizey morfolojisini incelemek icin SEM fotograflar1 ¢ekilmistir. Bu
amacla numune altm ile kaplama yapilmadan 6nce sicakligi 40 'C’ ye ayarlanmus etiiv
icerisinde bir gece boyunca kurutulmustur. Numunelerin iizeri SEM analizinden 6nce

altin ile kaplanmustir.

2.3.3. FT-IR analizi

Poli(HEMA-ko-anti-AGO2) ve poli(HEMA) kriyojelin FT-IR spektrumu almadan
once numuneler bir gece Onceden etiivde kurutulmustur. KBr ile numuneler pellet

formuna getirildikten sonra FT-IR spektrofotometre ile spektrumlar alinmustir.

2.4. AGO?2 Saflastirilmasi

AGO?2 proteinin saflastirilmasi, marketten temin edilen taze dondurulmus sigir
karacigerinden tek adimda poli(HEMA-ko-anti-AGO2) immunoafinite kromatografisi

yontemiyle gerceklestirilmistir.
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2.4.1. Karaciger dokusundan sitoplazmik ekstraktin hazirlanmasi

Karaciger dokusundan sitoplazmik ekstrakt hazirlanmasi daha once Hogan ve
ark.’nin gerceklestirdiklerigibi yapilmistir (Hogan et al., 2014). Bunun igin marketten
dondurulmus olarak temin edilen 20 gram taze sigir karacigeri dokusu 60 mL
ekstraksiyon tamponu (20 mM tris-HCI tamponu pH 8.0, 1 Mm MgCl;, %1 triton-x 100,
proteaz inhibitdr kokteyli, 1 mM DTT, 100 mM NacCl) i¢erisinde homojenizator yardimi
ile homojenize edilmistir. Ardindan ekstrakt igerisindeki hiicre artiklarini uzaklagtirmak
iizere +4 'C’ de 1000 g devirde 5 dakika siire ile santrifiij edilmistir. Elde edilen
slipernatant bagka bir tiip igerisine aktarilarak 12000 rpm devirde 1 saat siire ile santrifiij
edilip bu islem sonucunda elde edilen siipernatant siizme isleminden gegirildikten sonra

saflagtirma amaciyla kullanilmagtir.

2.4.2. Poli(HEMA-ko-anti-AGO?2) afinite kromatografisi

Saflagtirma islemi FPLC cihazi ile gergeklestirilmistir. Bunun i¢in daha 6nceden
FPLC cihazma takilip 20 mM tris-HCI pH 8.0 tamponu ile dengelenmis kriyojel kolona,
daha oOnce hazirlanan sigir karacigeri sitoplazmik ekstraktindan 0,1 mL enjekte
edilmistir. 0,3 mLdak™ akis hiz1 ile 20 mM tris-HC] pH 8.0 tamponu belirli bir siire
gegirildikten sonra kriyojele baglanan tiirler 20 Mm tris-HCI pH 8.0, 1 M NaCl

tamponu ile eliie edilmis ve fraksiyon toplayici yardimi ile toplanmustir.

2.4.3. Total protein tayini

Miktar1 bilinmeyen numunenin toplam protein miktar1 Sigma-Aldrich BCA
protein tayin Kiti ile yapilmstr. Kisaca 0, 200, 400, 600, 800, 1000 pg.mL™
derisimlerinde standart sigir albumin Ornekleri ile standart grafik olusturulmustur.
Derisimi bilinmeyen Ornegin absorbansi, ¢izilen standart derisime karsi absorbans

grafiginde interpole edilerek icerisindeki protein miktar1 belirlenmistir.

2.4.4. Sodyumdodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE Laemmli metoduna gore gergeklestirilmistir (Laemmli, 1970). Bu
amagla; % 10 aywrma jeli ve % 5 derisimde yiikleme jeli hazirlanmis ve analiz edilecek
ornekler yiikleme jelinde 16 mA akim altinda, ayirma jelinden 30 mA akim altinda
ylritiilmiistiir. Arkasindan standart giimiis boyama prosediirii kullanilarak jelin boyama

islemi gerceklestirilmistir.
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2.4.5. Elektroforetik hareketlilik degisimi analizi

AGO?2 proteinin elektroforetik degisimi analizi literatiirdeki prosediire uygun
olarak yapilmistir (Kristie & Roizman, 1986). Bunun i¢in % 5 derisiminde dogal
poliakrilamid jel 6nceden hazirlanmistir. Bu amagla; saflagtirilan numune 6nceden her
500 ng ekstrakt icerisinde 200 ng monoklonal anti-AGO2 ve kontrol grubu olarak yine
her 500 ng ekstrakt i¢in 200 ng monoklonal anti-insiilin antikoru baglama tamponu ( 50
mM tris-HCI pH 7.5, % 0,1 triton-X 100, % 10 gliserol, 10 mM DTT, 5 mM EDTA)
icerisinde oda kosullarinda 1 saat siire ile etkilestirilmistir. Etkilestirilen 6rnekler, ticari
ssdna ve etkilestirilmemis saflastirilan numune jel elektroforez tankma yliklenip
elektroforez islemi 10V.cm™ kosullar1 altinda gergeklestirilmistir. Jel daha sonra

standart giimiis boyama prosediirii kullanilarak boyanmustir.

2.5. AGO2 Nanopartikiillerin Sentezi ve Karakterizasyonlari

AGO2 nanopartikiillerin sentezi ANADOLUCA metoduna gore yapilmistr.
Sentezlenen nanopartikiilleri karakterize etmek igin ortalama boyutlary, yiizey
morfolojileri ve de yiizey yiikleri belirlenmistir. Son asamada ise sentezlenen AGO2

partikiillerin miRNA baglanma etkinlikleri ticari miRNA kullanilarak belirlenmistir.

2.5.1. Nano-AGO2 partikiillerin hazirlanmasi

Emiilsiyon ortami olusturmak tizere 0,5 gram PVA (125.000 Da) daha 6nceden +4
°C’ de sogutulan 45 mL deiyonize su ierisinde homojenize edilmis ve akabinde 1siticili
karigtiricida 90-100 °C” de sicaklikta ¢oziinmesi saglanmistir. Saflastirilan 6rnegin 2000
ppm’lik 3mL hacmindeki ¢ozeltisi deiyonize su i¢erisinde hazirlanmis ve daha 6nceden
DMSO igerisinde dispers edilen 18 uL hacminde bis(2-2-bipiridil)(MATrp),-Rutenyum
(IDile 30 dakika boyunca 150 rpm devirde karistirilarak etkilestirilmistir. Bu karigim,
daha sonra daha 6nceden hazirlanan emiilsiyon ortamina ilave edilmis ve kisa bir siire
karistirildiktan sonra karisimin iizerine 10.000 ppm derisiminde hazirlanmig APS’ den
100 uL eklenerek polimerizasyon baslatilip 150 rpm devirde, oda kosullarinda ve 48
saat boyunca inkiibe edilmistir. 48 saat inkiibasyon siiresinden sonra karisim 12.000
rpom devirde 30 dakika boyunca santrifiij edilmis ve siipernatant dokiilmiistiir. Pellet
ayni ¢oziici igerisinde siispanse edilerek tekrar 12.000 rpm devirde 30 dakika boyunca

santriflij edilmistir. Bu yikama iglemi 2 defa tekrar edilmistir.
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2.5.2. Nano-AGO2 zeta boyut ve zeta potansiyeli analizi

Sentezlenen nanopartikiillerin ortalama boyutlari, partikiil boyut dagilimlar1 ve
zeta potansiyelleri Zeta-Sizer ile belirlenmistir. Zeta-Sizer ile analiz yapilmadan 6nce
nanopartikiil numunesi ultrasonik banyo igerisinde dispers edilmis ve numune gozle

bakildiginda hafif bulanik olacak sekilde distile su ile seyreltilmistir.
2.5.3. Nano-AGO2 elektron mikroskobu analizi

Nano-AGO2 partikiillerin morfolojileri Zeiss Ultra Plus taramali elektron
mikroskobu ile incelendi. Numune analiz edilmeden 6nce 40 ‘'C’ de etiiv icerisinde bir
gece boyunca kurutulmustur. Toz haline getirilen numune iletken bir karbon serit

vasitasiyla mikroskop tutucu iizerine sabitlenerek hazirlanmistir.

2.5.4. Nano-AGO2 partikiillerin total protein miktar: tayini

Nano-AGO2 kopolimer partikiillerin protein miktar1 Bradford metoduna
(Bradford, 1976) gore ticari Bradford reaktifi (Sigma) ile belirlenmistir. Kisaca 0, 1-1,4
mg.mL™ derisimlerinde standart BSA numuneleri hazirlanmustir. Farkl derisimlerdeki
BSA numuneleri ve derisimi bilinmeyen numuneden 5 pL hacimde ve Bradford
reaktifinden 250 uL hacimde Orneklerin iizerine eklenmistir. Numuneler yaklasik 2
dakika siire ile oda sicakliginda yavas bir sekilde ¢alkalanarak inkiibe edilip akabinde
oda sicakliginda 5 dakika ¢alkalamadan inkiibe edildikten sonra 595 nm dalga boyunda
Synergy H1 hybrid mikroplaka okuyucu ile absorbans 6l¢iimii yapilmuistir. Bilinmeyen
numunenin protein miktari, Olgiilen absorbans standart BSA grafiginde interpole

edilerek belirlenmistir.

2.5.5. Nano-AGO2 partikiillerin miRNA baglama analizi

Toplamda 240 ng nano-AGQO?2, artan derisimlerde (0-3,3 uM) ticari miR-335 ile
baglama tamponu (30 mM tris-HCI pH 7.5, 0, 10 mgmL'1 BSA, 5 mM DTT, 2 mM
MgCl,) igerisinde her biri 10 uL hacminde karigimlar halinde hazirlanmis ve oda
kosullarinda 1 saat siire boyunca inkiibe edilmistir. EMSA analizi %3,5 agaroz jel
Kullanilarak yapilmistir. Agaroz jel 25 mL 0,5x TB (Tris-Borat) tamponu igerisinde
hazirlanmis ve agaroz jel 25 Vem™ kosullarinda 30 dakika siire ile yiiriitiilmiistiir.
Hemen ardindan jel daha 6nceden 0,5x TB tamponu ile seyreltilerek hazirlanmig SYBR
green (10 000 x) floresans boya icerisinde 40 dakika siire ile oda kosullarinda hafifce

calkalanarak bekletildikten sonra jel goriintiileme cihazi ile 254 nm UV 1sm1 altinda
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fotograf ¢ekilmistir. Jeldeki bantlarin densitometrik analizi iImageJ yazilini kullanilarak
yapilmustir (http-1). Ayrisma sabiti (Kg), Imagel ile hesaplanarak elde edilen veriler
Graphpad Prism programinda bir spesifik baglanma bdolgesi formiilii kullanilarak

hesaplanmistir (http-2).
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3. BULGULAR
3.1. Kriyojel Karakterizasyonu

Sentezi Bolim 2.2°de anlatilan poli(HEMA-ko-anti-AGO2)  kriyojelinin
karakterizasyonlar1 Boliim 2.3. de belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir.

3.1.1. Su tutma kapasitesi testi

Poli(HEMA-ko-anti-AGQO2) kriyojelin su tutma kapasitesi esitlik 2.1° ¢ gore
hesaplanmis ve 9,63 g H,O/g kriyojel olarak bulundu. Bu deger, 1 gram agirhigmdaki
kriyojelin 9,63 gram su tutabildigini gostermekle birlikte yiiksek bir su tutma
kapasitesini ifade etmektedir. Poli(HEMA) kriyojelinin su tutma kapasitesi de 14,53 ¢
H,O/ g kriyojel olarak hesaplanmistir. Beklenildigi iizere, poliHEMA-ko-anti-AGO2)
kriyojelinin su tutma kapasitesi degeri yapi igerisinde bulunan antikor ve capraz

baglayici icerisindeki hidrofobik gruplardan dolay1 daha az bulunmustur.

3.1.2. SEM ile yiizey morfolojisinin incelenmesi

Poli(HEMA-ko-anti-AGO2) kriyojelin  yiizey morfolojisi  Sekil 3.1°de
gosterilmistir. 20 um den biiyiikk gdzenek boyutlarina sahip ve gozenekleri birbirine
bagli bir kriyojel, saflastirma amaci ile kullanilacak numunelerin kriyojel boyunca
maksimum oranda etkilesmesiyle, iyi bir kromatografik ayirim i¢in zemin hazirlayacak

niteliktedir.

Sekil 3.1. Poli (HEMA-ko-anti-AGO2) kriyojeline ait SEM goriintiisii
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3.1.3. FT-IR analizi

Asagida Sekil 3.2° de poli(HEMA-ko- anti-AGO2) kriyojeline ait FTIR
spektrumu goriilmektedir. Bu spektrumda poli(HEMA)’ da yer alan fonksiyonel
gruplara 6zgii bantlar goze ¢arpmaktadir. Bunlar; 3400 cm™ civarinda (-OH gerilme),
1720 cm™ civarinda (C=O gerilme), 2900 cm™ civarinda (CH, gerilme), 1248 — 850 cm’
! arahiginda(C-O-C ve C-O gerilme frekanslart) bulunan bantlardir.
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Sekil 3.2. Poli (HEMA-ko-anti-AGO?2) kriyojeline ait FT-IR spektrumu

Asagida Sekil 3.3’ de poliHEMA) kriyojeline ait FTIR spektrumu goriilmektedir.
Bu spektrum ile Sekil 3.2° deki spektrum %T (%gecirgenlik) degerleri hari¢ birbirine
benzerlik gostermektedir.
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Sekil 3.3. Poli (HEMA) kriyojeline ait FT-IR spektrumu
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3.2. AGO?2 Saflastirilmasi

AGO2 proteinin saflagtirilmasi marketten temin edilen taze dondurulmus sigir
karacigerinden ve afinite kromatografisi ile tek adimda, Boliim 2.4’ de anlatildig1 gibi
ve karaciger dokusundan sitoplazmik ekstrakt hazirlanmasi ise Bolim 2.4.1° de ifade

edildigi gibi yapilmistir.
3.2.1. Poli(HEMA-ko-anti-AGO2) afinite kromatografisi

Sekil 3.3 de AGO2 proteinin FPLC ile saflastirilmasina ait kromatogram
goriilmektedir. Kriyojel kolona baglanan numuneler 20 mM tris-HCI pH 8.0, 1 M NaCl
tamponu ile ayrilmig ve ayrilan tiirler fraksiyon toplayict yardimi ile toplanmustir.
Sekildeki kromatogram g6z Oniine alindiginda baglanmayan tiirlerin absorbansinin
sifirlandig1 noktadan itibaren %100 gradiyent eliisyonu uygulanmistir. Elisyon
tamponunun uygulanmasidan kisa bir siire sonra beklenildigi lizere yaklasik 50 mAU
biiyiikliigiinde keskin bir eliisyon piki gozlemlenmistir. Analiz 0,3 ml.dak akis hizinda
gergeklestirilmistir ve alikonma hacmi yaklasik olarak 10 mL olarak gozlemlenmistir.
Art arda yapilan bes analiz sonucu benzer kromatogramlar elde edilmistir. Bu analizler
sonucu elde edilen fraksiyonlar, igerigindeki tuzu gidermek icin diyaliz; ¢oziiciiyii
uzaklastirmak i¢in liyofilizasyon islemlerinden gecirildikten sonra saflik analizleri ve

nano Ol¢ekli kopolimer partikiil sentezinde kullanilmaistir.

il
Kl
i
¢

Sekil 3.4. Poli (HEMA-ko-anti-Ago2) kriyojeline ait kromatogram
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3.2.2. Total protein tayini

Toplam protein miktar1 BCA metoduna gore ticari BCA kiti kullanilarak sekilde
goriilen BSA standart grafik yardimi ile hesaplanmustir. Buradan R?=0,992 olarak
bulunmus olup, Sekil 3.4’ deki grafikte goriilen denklemde Glgiilen absorbans degeri
yerine konularak sigir karacigeri sitoplazma ekstraktinin toplam protein miktar1 858,7

ppm olarak hesaplanmustir.

1,4 - y=0,001x + 0,127

Abs (562 nm)

0 200 400 600 800 1000 1200

BSA (ug/ml)

Sekil 3.5. Bovine serum albumin standart grafigi

3.2.3. Sodyumdodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Saflastirilan numune, ticari bir belirteg ve standart BSA numuneleri denature jel
elektroforezi ile molekiiler agirliklar1 farklilig1 esasina gore ayrilmistir. Sekil 3.5 deki
jel goriintiisiinden anlagilacagi lizere saflastirilan numune farkli molekiiler agirlikta
farkli tiir proteinlerden olusmaktadir. Monoklonal anti AGO2 capraz bagl bir kolon ile
saflastirma yapildig1 diisiintildiigiinde saflastirilan numune icerisinde serbest AGO2
proteinin yani sira AGOZ2’ nin etkilesim icerisinde oldugu bir takim kompleks yapilara
iliskin bantlarin da oldugu diistiniilmektedir (Zhang et al., 2015). Ayrica kolona spesifik

olarak baglanmayan tiirlerin de numune igerisinde yer almasi da olasidir.
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ticari saflagtinlan saflastirilan standart
Al b numune BSA

marker

' 212 kDa

66 kDa

Sekil 3.6. SDS-PAGE analizi ile 6rneklerin goriintiilenmesi

3.2.4. Elektroforetik hareketlilik kayma analizi

Saflagtirilan numunenin igerisinde AGO2 proteinin olup olmadigini tayin etmek
icin, saflagtirilan numune (1) ve daha Onceden ticari monoklonal anti- AGO2 ile
etkilestirilmis saflastirilan numune (2) dogal poliakrilamid jel elektroforezi sisteminde
yukaridan asagiya dogru yiritilmistiir. Sekil 3.6’ dan goriilecegi lizere monoklonal
antikor ile etkilestirilen Ornek artan molekiiler agirligi nedeniyle daha yavas
ylrimiistiir. Bu da saflagtirilan 6rnegin icerisinde AGO2 proteininin bulundugunu

gostermektedir.

Sekil 3.7. EMSA ile orneklerin goriintiilenmesi
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3.3. AGO2 Nanopartikiillerinin Karakterizasyonlar

Bolim 2.5.1. de anlatildigi gibi sentezlenen AGO2 nanopartikiillerinin

karakterizasyonlar1 asagida verilmistir.

3.3.1. Nano-AGO?2 zeta boyut ve zeta potansiyeli analizi

Nanopartikiillerin ortalama boyutu dinamik 151k sagilmasi ile dl¢iilmiis ve Sekil
3.7 den de goriilecegi tlizere 123,2+51,80 olarak bulunmustur. Bulunan bu deger
yaklagik olarak 45 farkli 6l¢iimiin ortalamasmi yansitmaktadir. Polidispersite indeksi

0,230 olarak bulunmustur. Bu deger, numunenin orta derecede polidispers oldugunu

gostermistir.
Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d....
Z-Average (d.nm): 1112 Peak 1: 123.2 96,9 51.80
Pdi: 0,220 Peak 2: 4820 3.1 710.8
Intercept: 0,907 Peak 3: 0.000 0.0 0.000
Result Good
Size Distrivution Dy ImensRy
141 -
124 ~
- b 4
E 101 >
g o :
: ¢ %
- ) .
= 41-
2- -
o + + + + 1
01 1 10 100 1000 10000
Stze (a.nm)
Record 33 risc comp size 1 Record 89: risc comp size 2
Record 90: risc comp size 3

Sekil 3.8. Nano —~AGO?2 partikiillerin boyut dagilimlar

Nanopartikiillerin fiziksel olarak karakterize edilmesindeki bir diger Onemli
parametre de zeta potansiyelidir. Zeta potansiyeli bir katinin ylizeyi ve o katinin sivisi
arasinda gelisen yiik olarak tanimlanir. Bu nedenle kolloidal partikiillerin yiizey yiikleri
ve stabilitesi ile ilgili 6nemli bilgiler vermektedir (Article, 1993). Sekil 3.8’deki zeta

potansiyeli grafigi incelendiginde zeta potansiyelinin -14 mV oldugu goriilmektedir. Bu
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sentezlenen partikiillerin negatif yiiklii olduklarin1 ve de orta derecede bir stabiliteye

sahip olduklarmi gostermektedir.

Results
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -14£0 Peak 1: -14.0 100.0 7.53
Zeta Deviation (mV): 7.52 Peak 2: 0.00 0.0 0.00
Conductivity (mS/cm): 0.708 Peak 3: 0.00 0.0 0.00
Result Good
Zeta Potertial Distriousion
80000 -
70000 -
60000 -
= L
= S0000%
H L
2 20000%
= -
2 30000t -
20000 §
10000 1+
[
-100 ] 100 200
Apparent Zeta Potenttal (mv)
|———— Record 87- risc comp. pH Zp. 2 meas. 3

Sekil 3.9.Nano-AGO?2 partikiillerin zeta potansiyeli dagilimlar:

3.3.2. Nano-AGO?2 elektron mikroskobu analizi

Sekil 3.9 daki nanopartikiillerin SEM goriintiileri incelendiginde sentezlenen
nanopartikiillerin kiiresel bir sekle sahip oldugu goriilmektedir. Ayrica partikiillerin
boyutlarinin heterojen bir dagilim gosterdigi diisiiniildiigiinde SEM analizinden elde
edilen sonuglar agirhikli olarak 100-220 nm boyutlarinda partikiillerin  varligini
gostermektedir ve bu sonuglar dinamik 151k sacilmasi analizi ile elde edilen sonuglar ile

uyum gostermistir.

-

-
WD = 8.6 mm Mag= 35.96 K X EHT = 3.00 kV
Signal A = SE2

Sekil 3.10. Nano — AGO2? partikiillerin SEM goriintiileri
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3.3.3. Nano-AGO2 partikiillerin total protein miktar tayini

Baglama caligmasinda kullanilacak Nano-AGO2 partikiillerin toplam protein
miktar1 Bradford metoduna gore ticari Bradford reaktifi kullanilarak Sekil 3.10° da
goriilen BSA standart grafigi yardimi ile hesaplanmistir. Cizilen standart grafigin

R?=0,996 olarak gdzlenmistir.

0,8 - y = 0,329x + 0,287
R2=0,

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2 -
0,1 -
0 T T T 1

0 0,5 1 1,5 2

Abs (595 nm)

sigir albumini (mg.mL)

Sekil 3.11. Sigur serum albumini standart grafigi

3.3.4. Nano-AGO2 mirna baglama analizi
Ticari miR- 335" in nano AGO?2 partikiilleri ile baglama afinitesini belirlemek i¢in
artan derisimlerde ticari mIRNA -335 sabit miktarda nano AGO2 partikiilii ile

etkilestirilmistir. Numuneler agaroz jel elektroforezi ile analiz edilmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.12. Nano- AGO2 — miR-335 baglama analizi

Jel tizerinde SYBR Green ile 254 nm dalga boylu 1s1n ile goriintiilenen bandlarin
alan1 Imagel yazilimi ile belirlenmis ve hesaplanan band alanlarma iliskin sayisal
veriler agagidaki tablo 3.1’ de verilmistir.Tablodaki veriler incelendiginde artan miR-
335 molekiiliiniin derisimi ile bant alanlarinin beklenildigi gibi artis gosterdigi ve belirli

bir derisimden sonra bu artisin miktar olarak azaldig1 gézlenmistir.

Tablo 3.1. miR- 335 derisimleri ve band alanlar:

Sira | Derisim (uM) | Band alani (rastgele birim)
1 0 0
2 0,026 2823,104
3 0,13 7507,874
4 0,65 13901,451
5 3,25 21297,563

Son olarak da ayrigma sabiti ( Kq) Graphpad Prism araciligi ile 0.3105 uM olarak
hesaplanmistir (Sekil 3.12).Elde edilen bu Ky degeri sentezlenen AGO2 partikiillerinin

ticari miR-335 molekiiliine yiiksek bir afinite ile baglandigini gostermektedir.
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Sekil 3.13. Nano- AGO2 ile miR-335 arasindaki baglanma izotermi
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4. TARTISMA, SONUC ve ONERILER

Bu tez caligmasi kapsaminda, AGO2 proteininin saflastirilmast amact ile
poli(HEMA-ko-anti-AGO2) immunoafinite kromatografisi materyali ANADOLUCA
metoduna gore sentezlenmistir (“ANADOLUCA Patent.pdf,” n.d.). Sentezlenen bu
kromatografik materyalin karakterizasyonu SEM, FTIR ve su tutma kapasitesi testi ile
gerceklestirilmistir.  Bu analizlerden elde edilen bulgular literatiirdeki benzer
caligmalarin bulgular1 ile uyumluluk gostermektedir (Armutcu vd., 2014; Kegili vd.,
2018; Uygun vd., 2014).

Post transkripsiyonel gen susturma isleminde rol oynayan RISC kompleksi bir
proteinler toplulugudur ve bu toplulugun merkezinde AGO2 proteini bulunmaktadir.Bu
calismada immunoafinite kromatografisi materyalinin ligand1 olarak kullanilan anti-
AGO2 (11A9) antikoru hem doku hem de hiicrelerden AGO2 komplekslerinin etkin bir
sekilde izole edilebilmesine olanak tanimaktadir (Rudel, Flatley, Weinmann, Kremmer,
& Meister, 2008). Elde edilen bulgular sentezlenen bu yeni afinite kromatografisi kolon
materyalinin AGO2 proteininin tek adimda saflastirilmas: igin kullanilabilecegini

gostermektedir.

Immiinoafinite kromatografi sonucu toplanan numunelerin saflik analizi, tuz
giderme ve deristirme islemlerinin ardindan SDS-PAGE ile yapilmistir. Sekil 3.5 deki
jel goriintiisti, band profilinin daha 6nce yapilan benzer ¢aligmalar (Roosevelt, 2000;
Zhang et al., 2015) ile uyum igerisinde oldugunu gostermistir. Saflastirilan numune
icerisinde AGO2 proteinin net olarak tanimlanmasi salt SDS-PAGE ile miimkiin
olmamaktadir. Numune igerisinde yer alan AGO2, EMSA ile, saflastirilan numune ile
daha onceden monoklonal anti-AGO?2 ile etkilestirilen numune arasindaki rolatif gog

farkindan dogal poliakrilamid jel elektroforezi yontemi ile anlagilmistir.

Nano—AGO2 partikiillerin ortalama boyutlarini belirlemek icin SEM ve zeta
boyut analizleri yapilmistir. Elde edilen sonuglar karsilastirildiginda, her iki analizden

elde edilen partikiil boyutu sonug¢larinin birbiri ile uyumlu oldugu goriilebilmektedir.

Nano AGO2 partikiillerin ticari miRNA- 335 ile yapilan baglama ¢aligmasimnin
sonucunda daha once ifade edilen deneysel kosullarda baglama afinitesi prism programi
ile 0,3105 uM olarak belirlenmistir. Bu sonug, rutenyum bazli amino asit monomerin
capraz baglanmasi ile elde edilen AGO2 nanopartikiillerin ticari miR- 335’ e yiiksek bir

afinite ile baglandigimi gostermektedir. Elde edilen bu Ky degeri literatiirde yer alan
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serbest formdaki AGO2 proteinin miRNA baglama afinitesine yonelik elde edilen Kgq
degerlerinden daha yiiksektir (Lima et al., 2009; Rivas et al., 2005; Tan et al., 2009).

Gorildigi kadar1 ile AGO2 polimer konjugatlarinin miRNA baglama afinitesini
belirlemeye yonelik bir ¢aligmaya literatiirde rastlanmamistir. Dolayisi ile bu ¢alismada
elde edilen Ky sonucu literatiir ile mukayese edilememektedir. Bu anlamda, yapilan
calisma 0zgiindiir.

Biyolojik sivilar i¢erisindeki ekstraseliiler miRNA’ larin ¢ogu AGO2 proteinine
bagl olarak bulunmaktadir. Bu durum niikleaz enzimince yogun olan bu sivilarda
bulunan miRNA’ nin stabilitesini korumasini agiklar niteliktedir (Arroyo et al., 2011).
Ayrica; daha Once yapilan calismalar (Ferreira et al., 2014; Prud’homme, Glinka,
Lichner, & Yousef, 2016) AGO2 proteininin alternatif bir miRNA tabanl ila¢ dagitim

sistemi olarak biiyiik bir potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

AGO?2 proteini hem miRNA hem de siRNA baglayici bir proteindir. siRNA’ lar,
bircok hastalikta ila¢ ile hedeflenemeyen genlerin segici olarak hedeflenmesine yonelik
bliyiik bir potansiyel tasimaktadir. RNAi in vivo etkinligi AGO2 bagl siRNA’larin

miktari ile dogru orantilidir (Ferreira et al., 2014; Prud’homme et al., 2016).

ANADOLUCA metodu, 1liman kosullarda pH ve sicakliktan bagimsiz olarak
protein polimer konjugatlarinin sentezini miimkiin kilmasi, destek materyallerinin
aktive edilmesinde yaygin olarak kullanilan siyanojen bromiir gibi tehlikeli
kimyasallarin kullanilmasini gerektirmemesi gibi 6nemli 6zelliklere sahiptir. Bu metoda
gore sentezlenen nano AGO?2 partikiilleri, sahip olduklar1 yiiksek miRNA baglama
etkinlikleri g6z Oniinde bulunduruldugunda AGO2 proteinin konformasyonu ve

fonksiyonunun korundugu sonucuna ulasilmaktadir.

Bu ¢alismada; rutenyum bazli amino asit monomerlerin AGO2 protein ile ¢apraz
baglanmasi esasina dayanan, fotosensitif mikroemulsiyon polimerizasyonu yontemine
gore sentezlenen nano AGO?2 partikiiller, sahip olduklar1 nanomolar diizeydeki miRNA
baglanma afiniteleri ile yeni bir ilag salinim sistemi, diyagnostik ve teranostik gibi
alanlarda potansiyeli olan bir biyomateryaldir. Ancak; bunun daha net bir sekilde
anlagilmasi1 i¢in daha ileri diizeyde c¢aligmalara ve daha detayli verilere ihtiyag

bulunmaktadir.
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