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Yiiksek Lisans Tezi

MRNA Yiikli Iyonize Edilebilen Katyonik Lipitler ile Olusturulan Lipozomal

Nanoyapilarin DPD Yontemi ile Simiilasyonu
T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim Dali

OZET

mRNA, protein sentezinde DNA’dan genetik mesaj1 alip ribozoma protein sentezi
icin tagiyan bir biyomolekiildiir. Hiicreye, sahip olmadigi bir genin proteinini
sentezletmek i¢in disaridan mRNA aktarimi yapilabilir. Glinlimiizde biyoteknolojinin
gelismesi ile hassas yapili mRNA’nin hiicre igine iletilmesi 6nemli bir arastirma konusu
olmustur. mRNA, protein sentez kodlarini tagtyan biyomolekiil olmasi nedeniyle genetik
tedavilerde ve as1 gelistirmede biiyiik potansiyele sahiptir, ancak hassas yapis1 dogrudan
hiicreye iletilmesini zorlastirir. Bu sorunun iistesinden gelmek i¢in nanoteknoloji umut
vaat etmektedir. Nanoyapilar mRNA'nin hiicre icine tasinmasinda yiiksek potansiyele
sahiptir. Bir¢ok malzeme ile olusturulabilen nanoyapilar biyouyumlu olmalari,
biyoyararlanimi arttirmalar1 gibi pek cok avantaja sahiptir. Lipitler hiicre zarinda da
bulunan biyomolekiiller olduklarindan lipit nanoyapilar mRNA'nin giivenli ve etkili
taginmasi i¢in umut verici tastyici sistemlerdendir. Biyogiivenli, sirkiilasyon siiresi uzun
ve modifiye edilebilir 6zelliklere sahip lipit nanoyapilar, gen ve ilag tasiyici sistemler
olarak dikkat gekmektedir. Ozellikle, iyonize edilebilir katyonik lipitler, pH’a duyarl
olmalari, negatif yiiklii niikleik asitleri pozitif yiikleri ile stabile edebilmeleri, hiicre zarina
entegrasyonlar1 ve immiin sistemden kacabilme yetenekleri sayesinde, lipozomlar
arasinda daha giivenli ve etkili adaylar olarak gosterilebilirler. Molekiiler Dinamik (MD)
simiilasyonlar1, molekiiller aras1 ve molekiil igi etkilesimleri bilgisayar teknolojileri ile
inceleyen bir alandir. Deneysel verilerle uyumlu sonuclar elde edilebilen MD
simiilasyonlar1 arastirmacilara maliyet, zaman tasarrufunun yani sira molekiiler diizeyi

daha iyi anlamay1 saglar. Biyolojik sistemler gibi karmasik sistemlerin simiilasyonunda



kullanilan Dagitict Parcacik Dinamigi (DPD) yontemi, yliksek zaman O6lgeklerinde ve
biiylik sistemlerde verimli simiilasyonlar gergeklestirebilir, bu da iyonize edilebilir
katyonik lipitler ve hassas yapilt mRNA arasindaki etkilesimleri incelemek i¢in idealdir.
Bu calisma, mRNA-ilag tasiyic1 sistemlerde kullanilan iyonize edilebilir katyonik
lipitlerin davraniglarini anlamak, molekiiller aras1 ve molekiil i¢i etkilesimi detaylica
incelemek i¢cin DPD yontemi ile simiilasyonlar yapmay1 amacglanmistir. Sonug olarak,
MRNA'nin hiicre i¢ine tasinmasinda iyonize edilebilir katyonik lipitlerle olusturulan
nanoyapilarin DPD ydntemiyle incelenmesi, bu alandaki bilgi birikime katkilar sunmay1
ve mRNA tagima sistemlerinin gelistirilmesinde yeni ve etkili stratejilerin belirlenmesine
yardimct olmay1 hedeflemektedir. Bu tezde, iyonize edilebilir katyonik lipitlerle
olusturulan nanoyapinin mRNA tasima mekanizmasini ve molekiiller arasi etkilesimlerini

detaylica incelemek amaciyla Dagitic1 Parcacik Dinamigi (DPD) yontemi kullanilacaktir.

Yil : 2024
Sayfa Sayisi 52
Anahtar Kelimeler  : Nanoteknoloji, nanolipozom, ila¢ tasiyict sistemler, molekiiler

simiilasyonlar, DPD, mRNA, iyonize edilebilir katyonik lipit, DOTMA, DOTAP



Master’s Thesis

Simulation of Liposomal Nanostructures Formed with lonizable Cationic Lipids Loaded
with mRNA Using the DPD Method

Trakya University Institute of Natural and Applied Sciences

Department of Biotechnology and Genetics

ABSTRACT

MRNA is a biomolecule that receives the genetic message from DNA and carries
it to the ribosome for protein synthesis. External mMRNA can be transferred to the cell to
synthesize the protein of a gene it does not possess. With the development of
biotechnology, delivering precisely structured mRNA into the cell has become an
important research topic. Since mRNA carries protein synthesis codes, it holds great
potential in genetic therapies and vaccine development, but its sensitive structure makes
direct delivery to the cell challenging. Nanotechnology shows promise in overcoming this
problem, as nanostructures have high potential for transporting mRNA into the cell. These
nanostructures, which can be formed from various materials, offer advantages such as
biocompatibility and increased bioavailability. Lipid nanostructures are particularly
promising carrier systems for the safe and effective transport of mMRNA, given that lipids
are biomolecules also found in the cell membrane. Lipid nanostructures with biosafety,
long circulation time, and modifiable properties attract attention as gene and drug carrier
systems. lonizable cationic lipids, in particular, are seen as safer and more effective
candidates among liposomes due to their pH sensitivity, ability to stabilize negatively
charged nucleic acids with their positive charges, integration into the cell membrane, and

ability to escape the immune system.

Molecular Dynamics (MD) simulations study intermolecular and intramolecular
interactions using computer technologies. MD simulations can produce results

compatible with experimental data, providing researchers with cost and time savings and
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a better understanding of molecular-level interactions. Dissipative Particle Dynamics
(DPD), used for simulating complex biological systems, can perform efficient simulations
on high time scales and in large systems, making it ideal for studying interactions between
ionizable cationic lipids and precisely structured mRNA. This study aims to perform
simulations using the DPD method to understand the behavior of ionizable cationic lipids
used in mRNA-drug carrier systems and to examine intermolecular and intramolecular
interactions in detail. By using the DPD method to examine nanostructures formed with
ionizable cationic lipids in the transport of mRNA into the cell, this study aims to
contribute to the knowledge in this field and help determine new and effective strategies
in developing mRNA transport systems. In this thesis, the Dissipative Particle Dynamics
method will be used to examine in detail the mRNA transport mechanism and the

intermolecular interactions of the nanostructure formed with ionizable cationic lipids.

Year : 2024
Number of Pages : 52

Keywords : Nanotechnology, nanoliposome, drug delivery systems,
molecular simulations, mMRNA, ionizable cationic lipids, DOTMA, DOTAP
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BOLUM 1

GIRIS

Nanoteknoloji, farmasétik alaninda bir¢cok yeni gelismede 6nemli bir rol
oynamaktadir. Bu yeniliklerden biri de ilag tasiyici sistemlerin gelistirilmesidir. ilag
tastyici sistemler, ilag molekiillerini igine alarak tasiyan ve koruyan nano boyuttaki
yapilardir. Ilag tasici sistemler, terapdtik verimi artirma ve istenmeyen yan etkileri
azaltmak amaciyla belirli bolgelere 6zel ilag tasinmasini gerceklestirme ve ilgili
bolgede istenilen zamanda ila¢ salim ger¢eklesmesi amaciyla kullanilir. Ayrica ilag
tastyici sistemler ilacin sirkiilasyon siiresini artirarak diisiik doz yiiksek biyoyararlanim

saglar (R. Singh, J. W. Lillard,2009).

Ilag tastyic1 sistemler lipid tabanli yapilardan metal nanopargaciklara,
polimerik sistemlerden biyolojik molekiillere kadar genis bir yelpazede malzemeler ile
olusturulabilmektedir. Lipidler hiicre zarinda da bulunan biyolojik molekiillerdir. ilag
tastyici sistemlerde kullanildiklarinda bu 6zelliklerinden dolayi toksik etki yapmaz ve
biyouyumlu o6zelliklerinden dolayr biyolojik olarak parcalanabilirler. Lipidler
tasidiklar: molekiillerin stabilizasyonunu saglayip viicut ici sirkiilasyonunu arttirirlar

(A. Yurdakul, R. ATAV, 2007).
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Sekil 1.1. Farkli malzeme ile olusturulan farkli yapilardaki ilag tasiyict sistemlerin
gosterimi. (Veerapandian ve ark. (2023)).

Mesajct RNA (mRNA) DNA’dan transkripsiyon ile sentezlenen ve ribozoma
translasyon islemi i¢in protein sentez kodlarini tasiyan biyomolekiildiir. DNA’da
bulunmayan bir genetik kod proteine ¢evrilemez ve bu yiizden hiicreye sahip olmadig:
bir genin lirlinlinii sentezletmek istendiginde mRNA disaridan verilebilir. Hassas
yapida olan mRNA’nin hiicre i¢ine iletimi giiniimiizde nanoyapilar ile
gerceklestirilmektedir. Gen ve ilag tasiyici sistemler olarak biyogiivenli, sirkiilasyon
stiresi uzun, modifiye edilebilir lipit nanoyapilar en One c¢ikan adaylardandir

(Matsumoto ve ark. 2008).

Iyonize olabilen katyonik lipitler pH duyarlidirlar. Ortama gére protonlanabilir
veya iyonlasabilirler. Iyonize olabilen katyonik lipidlerin hiicreye girisleri ve
tasidiklar1 yilikii serbest birakmalar1 diger lipid nanotasiyicilarla karsilastirildiginda
daha fazladir. Bu ozellikleri, pH duyarli protonlasma veya iyonize olma
yeteneklerinden kaynaklanir ve transfeksiyon (hiicrelere gen aktarimi) yeteneklerini
olumlu etkiler (Y. Zhao, L. Huang, 2016). Iyonlasabilir olmalar1 negatif yiiklii niikleik
asitleri tasidiklarinda molekiiliin = stabilitesini arttirir.  Literatiirde yayimlanan
calismalarda iyonize olabilen katyonik lipitlerin mRNA ile etkilesimi, yapinin mekanik
ve kimyasal-karakteristik 6zelliklerindeki etkisi tam olarak bilinmemektedir (Settanni,
Brill, Haas & Schmid, 2021).



Iyonize olabilen katyonik lipidlerin misel olusum mekanizmalar1 ve mRNA ile
etkilesimini anlamak i¢in alternatif yaklasimlardan molekiiler simiilasyon
uygulamalar1 6ne c¢ikmaktadir. Molekiiler dinamik simiilasyonlar1 molekiil i¢i ve
molekiiller arasi etkilesimleri incelemek i¢in 6nemli bir yontemdir. Molekiiler dinamik
simiilasyonlarindan kaba taneli (coarse-grained) yontem sistemdeki molekiilleri belirli
atom gruplarina ayirilip ve atomistik detayin kayboldugu disiik c¢ozlintirlikli
simiilasyonlarin  gerceklestirilmesidir. Kaba taneli yontem biiyiikk sistemlerin

simiilasyonlarinda arastirmacilara zaman ve bilgisayar giicii tasarrufu saglar.

Tez kapsaminda iyonize olabilen katyonik lipitler ve mRNA’nin molekiiller
aras1 etkilesimleri, misel morfolojisi, mRNA’nin miseldeki konumunu anlamak i¢in
simiilasyonlar gerceklestirilecektir. DOTMA (1,2-di-O-octadecenyl-3-
trimethylammonium-propane) ve DOTAP (Dioleoil-3-trimetilamonyum propan)
iyonize olabilen katyonik lipitlerinin mRNA ile simiilasyonlart kaba-taneli bir
simiilasyon yontemi olan Dagitict Pargacik Dinamigi (DPD) teknigi kullanilarak
yapilacaktir. Mesajct RNA (mRNA) DNA’dan transkripsiyon ile sentezlenen ve
ribozoma translasyon islemi i¢in protein sentez kodlarni tasiyan biyomolekiildiir.
DNA’da bulunmayan bir genetik kod proteine ¢evrilemez ve bu yiizden hiicreye sahip
olmadig1 bir genin iiriinlinii sentezletmek istendiginde mRNA disaridan verilebilir.
Hassas yapida olan mRNA’nin hiicre icine iletimi giinlimiizde nanoyapilar ile
gerceklestirilmektedir. Gen ve ilag tasiyici sistemler olarak biyogiivenli, sirkiilasyon
stiresi uzun, modifiye edilebilir lipit nanoyapilar en One ¢ikan adaylardandir

(Matsumoto ve ark. 2008).

Iyonize olabilen katyonik lipitler pH duyarlidirlar. Ortama gére protonlanabilir
veya iyonlasabilirler. Iyonize olabilen katyonik lipidlerin hiicreye girisleri ve
tasidiklar1 yilikii serbest birakmalar1 diger lipid nanotasiyicilarla karsilastirildiginda
daha fazladir. Bu ozellikleri, pH duyarli protonlasma veya iyonize olma
yeteneklerinden kaynaklanir ve transfeksiyon (hiicrelere gen aktarimi) yeteneklerini
olumlu etkiler (Y. Zhao, L. Huang, 2016). Iyonlasabilir olmalar1 negatif yiiklii niikleik
asitleri tasidiklarinda molekiiliin = stabilitesini arttirir.  Literatiirde yayimlanan
calismalarda iyonize olabilen katyonik lipitlerin mRNA ile etkilesimi, yapinin mekanik
ve kimyasal-karakteristik 6zelliklerindeki etkisi tam olarak bilinmemektedir (Settanni,
Brill, Haas & Schmid, 2021).



Iyonize olabilen katyonik lipidlerin misel olusum mekanizmalari ve mRNA ile
etkilesimini anlamak i¢in alternatif yaklasimlardan molekiiler simiilasyon
uygulamalar1 6ne c¢ikmaktadir. Molekiiler dinamik simiilasyonlar1 molekiil i¢i ve
molekiiller arasi etkilesimleri incelemek i¢in 6nemli bir yontemdir. Molekiiler dinamik
simiilasyonlarindan kaba taneli (coarse-grained) yontem sistemdeki molekiilleri belirli
atom gruplarina ayirilip ve atomistik detayin kayboldugu disiik c¢ozlintirlikli
simiilasyonlarin  gerceklestirilmesidir. Kaba taneli yontem biiyiikk sistemlerin

simiilasyonlarinda arastirmacilara zaman ve bilgisayar giicii tasarrufu saglar.

Tez kapsaminda iyonize olabilen katyonik lipitler ve mRNA’nin molekiiller
aras1 etkilesimleri, misel morfolojisi, mRNA’nin miseldeki konumunu anlamak i¢in
simiilasyonlar gerceklestirilecektir. DOTMA (1,2-di-O-octadecenyl-3-
trimethylammonium-propane) ve DOTAP (Dioleoil-3-trimetilamonyum propan)
iyonize olabilen katyonik lipitlerinin mRNA ile simiilasyonlart kaba-taneli bir
simiilasyon yontemi olan Dagitict Pargacik Dinamigi (DPD) teknigi kullanilarak

yapilacaktir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Farmasétik alaninda kullanilan geleneksel dozaj formalarinin kontrolsiiz salinim,
stabilite, hedefe yonelik olmama, agr1 ve yan etki gibi dezavantajlar1 vardir (A. Sultana
ve ark. 2022). Ila¢ sektdriinde bulunan ilaglarm suda zayif ¢dziiniirliik ve gecirgenlik
sorunlar1 vardir bu yiizden ilaglarin biyoyararlanimi diigmektedir (S. M. Moinuddin ve
ark. 2022). Farmasotik alanindaki bu dezavantajlar arastirmacilar1 yeni arayislara
yonlendirmistir. Nanoteknoloji, metrenin milyarda biri olan nanometre boyutundaki
parcacik bilimi olarak tanimlanir ve 10-100 nm arasindaki pargaciklar1 kapsar.
Nanoteknolojinin farmasdtik alanindaki en 6nemli katkilarindan biri olarak, ilag tasiyici
sistemlerin gelistirilmesi gosterilebilir. Ilag tasiyict sistemler nanopartikiiller, nano
emiilsiyonlar, polimerzomlar, nano siispansiyonlar, lipozomlar ve karbon nanotiipler

olarak siniflandirilabilir (Comoglu & Sayiner, 2016).
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Sekil 2.1. ilag tastyici sistem olarak kullanilan materyallerin boyutlarini gdstermektedir
(https://bilsenbesergil.blogspot.com/p/nanopartikul-nanoparticle.html).



flag tastyict sistemler, ilag molekiillerini igine alarak tastyan ve koruyan nano
boyuttaki yapilardir. ilag tasici sistemler, terapdtik verimi artirma ve istenmeyen yan
etkileri azaltmak amaciyla belirli bolgelere 6zel ilag tasinmasini gergeklestirme ve ilgili
bolgede istenilen zamanda ilag salim gerceklestirmesi amaciyla kullanilir. Ayrica ilag
tastyici sistemler ilacin sirkiilasyon siiresini artirarak diisiik doz yiiksek biyoyararlanim
saglar (R. Singh, J. W. Lillard, 2009). Ilag¢ tasiyici sistemlerin amaci, aktif ilag
molekiillerinin hedeflenen bdlgede uzun siire birikmesini saglayarak biyoyararlanimi

artirmak ve segici etki gosterip yan etkileri azaltmaktir (D. Liu ve ark. 2016).

2018 yilinda Patra ve arkadaslarinin yayinladiklart makaleye gore piyasada FDA
tarafindan onay almis ve ilag tasiyici sistemlerin kullanildig1 51 ila¢ vardi. Bu ilaglar
kemoterapétik, antimikrobiyal maddelere ve tibbi uygulama, psikolojik, otoimmiin
hastaliklara etki etmektedir (J.K. Patra ve ark. 2018). FDA (Food and Drug
Administration) yayinladigi listede 2024 yili itibari ile sayinin arttig1 goriilmektedir. FDA
tarafindan da onaylanan ve liposomal ilag tastyici sistem ile hedeflenen tiimor dokusunda
birikmesini saglayarak Doksorubisinin yan etkileri azaltan DOXIL®. Bir diger 6rnek
olarak dogum kontrolii i¢in hormonu kontrollii ve siirekli salan polimer implant olan

Nexplanon® gosterilebilir.

Lipit molekiiller hiicre zarinda ve metabolizmasinda 6nemli roller iistlenir bu
ylizden lipit ilag¢ tasiyict sistemler yliksek biyoyararlanim, diisiik yan etki ile sonuclanan

basarilar vaat etmektedir.
2.2. Lipit Ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Lipitler, karbon, hidrojen ve oksijen atomlarindan olusan organik molekiillerdir.
Lipitler yag asitleri, trigliseridler, fosfolipidler, steroidler ve glikolipidler gibi c¢esitli
simiflara ayrilirlar.  Enerji depolama, hiicre zarlarinin yapisini olusturma, organlar
koruma, sinyal iletimi ve vitamin tagima gibi 6nemli iglevlere sahiptirler (Guo R, Chen Y
ve ark. 2020). Lipit sinifindaki baz1 molekiiller amfifilik 6zellik gosterir (van Meer, G. ve
ark. 2008). Amfifilik molekiiller, hidrofilik ve hidrofobik kisimlar1 sayesinde su i¢inde
misellesme davranigi gosterir.  Su icerisinde hidrofilik kisimlart suya yonelirken
hidrofobik kisimlar1 ise sudan kagma egilimi gosterir (AlSawaftah NM. Ve ark., 2022).
Hidrofobik kisimlarin sudan kagma istegi ile molekiiller birlesme egilimi gosterir. Bu

davranig ile suya temas eden yiizeyleri azaltilmis olur. Bu davranisla, molekiillerin



hidrofilik kisimlar1 dista, hidrofobik kisimlari ise i¢te birlesmis olur. Olusan bu yapiya

ise misel denir.
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Sekil 2.2. Lipozomlarin yapisi gosterilmektedir. (Rooijen (1998)).

Amfifilik lipitlerin bu 0Ozelliginden yararlanarak ilag tasiyic1 sistemler
gelistirilmistir. Lipitlerden olusturulan ilag tastyici yapilara lipozom denir. Lipit nano
tastyicilarin ortalama capi 50 ila 200 nanometre arasindadir (Chan, Du, Dong & Cheng,
2021). Lipozomlar niikleik asitler bagta olmak tizere tagidiklari molekiiliin kapsiillenmesi,
korunmasi ve hiicre i¢ine iletimi i¢in tasarlanirlar. Lipozomlar hiicre zar1 yapisinin da lipit
agirlikli olmasindan dolay: yiiksek transfeksiyon saglar. Immiin sistemden kacabilecek
molekiillerin eklenmesiyle daha diisiik dozda daha fazla biyoyararlanim saglarlar (Hou,
Zaks, Langer & Dong, 2021). Lipit sinifindan son yillarda pandemi agilarinda da
kullanilan ve genetik materyalin stabilitesini diger lipitlere gore daha iyi saglayan, bu
ozelliginden dolay1 transfeksiyon yetenegini de arttiran iyonize edilebilir lipitler dikkat

¢cekmektedir.

Iyonize edilebilir lipitler ilag tasima ve gen tedavisinde kullanilan lipit
tiirlerindendir. Iyonize edilebilir lipitler pH'a duyarli gruplar igerir ve bulunduklari ortama
gore art1 ya da eksi yiik ile yiliklenebilirler. pH’a duyarl bu 6zelliklerinden dolay hiicre
zarmi geegmeleri daha kolaylasir ve transfeksiyon yetenekleri yiikselir. Viicut igine
girdiklerinde kan pH’ina uygun olarak nétr davranirlar bu 6zellikleri sayesinde hem
immiin sistemden kagabilir hem de biyolojik olarak giivenli ve uyumlu olurlar (Kulkarni

ve ark., 2019). Iyonize lipit tasiyicilar, genellikle endositoz yoluyla hiicre igine girer ve



pH degisiklikleri ile tasidiklari yiikii serbest birakirlar (Sun & Lu, 2023). Iyonize
edilebilir lipitler anyonik ve katyonik olmak iizere siniflandirilabilir. Iyonize edilebilir
anyonik lipidler, genellikle karboksilik asit, fosfat veya siilfat gruplar1 gibi asidik
fonksiyonel gruplar icerir. Bu gruplar, pH'a bagli olarak protonlanma ve deprotonlanma
yoluyla negatif yiik kazanabilirler. Iyonize anyonik lipidler, hiicre membraninin yapisal
biitiinliigiinii korumaktan, hiicre i¢i ve hiicreler arasi sinyal iletimine kadar genis bir
yelpazede gorev alirlar (Vorobyov & Allen, 2011). Katyonik lipitler, pozitif yiiklii amin
gruplarin1 veya dordiinclil amonyum gruplarinmi igeren bas gruplara sahiptir. Bu pozitif
yiik sayesinde niikleik asitler ve negatif yliklii biyomolekiillerle elektrostatik etkilesimler
kurarlar (Sahin, Kariko, Tiireci, 2014). Hiicre zarlar1 genel olarak negatif yiiklii
fosfolipitlerden olustugu icin katyonik lipitler kolaylikla etkileserek zarla kaynasir ve

tagidiklar1 molekiillerin hiicre igine ge¢mesini saglar.
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Sekil 2.3. mRNA tasinmasi icin kullanilan iyonize edilebilir lipit 6rnekleridir. (Guevara
M. L., Persano F. & Persano S. (2020). Frontiers in Chemistry.)

2020 mart ayindan itibaren kiiresel capta etki eden korona viriise karsi iiretilen

asilarda iyonize edilebilir katyonik lipitler kullanilmigtir. Pandemi asilart bir yildan kisa

siirede yiiksek basar ile iiretilmistir. Iyonize edilebilir katyonik lipitlerin kullanildig1

tasiyict sistemlere mRNA yiiklenmistir. mRNA hiicre igerisinde patojenin proteinini



sentezleterek immiin sistemin tanimasmi saglar. Asi teknolojisinde mRNA giiclii
bagisiklik yanitt olusturmasi ve hastaya olii ya da canli patojen verilmesini ortadan
kaldirdigindan tercih edilmektedir. mRNA tasinmasi as1 teknolojisinde umut vaad

etmektedir.
2.3. mRNA

Hiicre siirekliligi olan bir organizasyona sahiptir. Hiicrenin yasamsal faaliyetleri
i¢cin ayn1 anda birden ¢ok protein sentezlenir. Hiicrede sentezlenen protein yapici-onarici,
diizenleyici gdrevlere sahiptir. Isleyisi saglayan sinyal molekiiller, hormonlar, enzimler
protein yapilidir. mRNA protein sentezi i¢in gerekli genetik kodu tagir. DNA’dan
enzimler proteini kodlayan genleri okur. DNA’dan gen okunmasi ile mRNA sentezlenir.
Bu siirece transkiripsiyon denir. Okuma sonucunda pre-mRNA adi verilen ekzon
(kodlama yapan genler) ve intron (kodlama yapmayan genler) igeren molekiil sentezlenir.
Bu molekiiliin 5’ucunda cap, 3’ucunda ise poli-A kuyrugu bulunmaktadir. 5’cap ve
3’poli-A kuyrugu molekiiliin stabilitesini saglamasinin yani sira sitoplazmada enzim
yikimindan da korur ve translasyon islemi i¢in taninmasini saglar. Cekirdekte ger¢eklesen
bu olay pre-mRNA’ nin splicing denilen enzimlerle kodlama yapmayan intron bélgelerin
kesilip atilmasiyla devam etmektedir. Intron bolgelerinin ¢ikarilmasiyla olgun mRNA
elde edilir. Olgun mRNA okunmasi ve protein sentezlenmesi igin ribozoma ulasmak
lizere sitoplazmaya gider. Ribozomun mRNA’y1 okumasi ve protein sentezlenmesi
siirecine translasyon denmektedir. Okaryotik hiicrelerde transkripsiyon cekirdekte
gerceklesir ve translasyon ise sitoplazmadadir. Prokaryotik hiicrelerde ise tiim siireg
sitoplazmada gerceklesir. Olgun mRNA sitoplazmaya gecer. Ribozom ekzon bdlgelerini
iceren olgun-mRNAy1 tanir ve bu molekiile baglanarak proteini sentezler boylece hayati
fonksiyonlar i¢in onemli olan polipeptitler sentezlenir. Polipeptitler post-translasyonel

modifikasyonlar ile fonksiyonel hale gelir.
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Sekil 2.4. Okaryotik bir hiicrede protein sentezi gdsterilmektedir. (Nature Education
https://www.nature.com/scitable/topicpage/gene-expression-14121669/)
DNA’da bulunmayan bir genin iiriinli olan protein sentezlenemez. Hiicreye iki
yontem ile orijinal DNA’da olmayan bir genin iiriinii sentez ettirilebilir. Hiicreye gen
ekleme, modern biyoteknolojik yontemlerle miimkiindiir fakat eklenen genin ¢ekirdege
ulagmasi gerekir. Bu yontem ile DNA’da mutasyon olusturma ihtimali vardir. Bir diger
yontem ise DNA ile etkilesime girilmeden ribozoma genetik kodu gonderebilecegimiz
mRNA iletimidir. Bu yontem ile istenilen proteinin kodlanmasini saglayacak mRNA
hiicre igerisine sokulur. Hiicreye mRNA transferi DNA’ya gen eklenmesine gore daha
giivenilir bir yontemdir ¢linkii mRNA sitoplazmada islem goriir ve DNA ile etkilesimde
bulunmaz (Sahin, Kariko6, Tireci, 2014). mRNA'nin sitoplazmada hizli bir sekilde
islenmesi, protein sentezinde ¢abuk ve etkili bir yanit saglar. Bu hizli iglem, in vivo

dagitimda yiiksek verimlilik sunarak terapotik etkilerin ¢abuk ortaya ¢ikmasini saglar.

mRNA’lar hassas yapidadirlar bu yiizden hiicreye tasinmasi sirasinda niikleazlar
ve kararsiz yapilarindan dolayr yikilirlar. Transfeksiyon yetenegini arttirmak icgin
mRNA’lar tasiyict sistemlere ihtiya¢ duyar (Pardi, Hogan, Porter & Weissman, 2018).
Iyonize edilebilir katyonik lipit tasiyicilar ile tasinmalari stabilite sorunlarini
cozmektedir. Iyonize edilebilir katyonik lipitlerin mRNA ile etkilesimi tam olarak
bilinmemektedir. mRNA'min misel morfolojisine etkisi ve bu yapinin mekanik ve
kimyasal 6zelliklerinin tagimaya etkisi tam olarak bilinmemektedir (Settanni, Brill, Haas

& Schmid, 2021).
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Sekil 2.5. mRNA tasinmasinda kullanilan sistemler ve tedavi edilebilecek hastaliklar
gosterilmektedir (Fang, Chen (2022)).

Molekiiler dinamik simiilasyonlar1 (MD) molekiiller arast1 ve molekiil ici
etkilesimleri Newton hareket yasalarin1 kullanarak modellendigi tekniktir. Deneysel
yontemlerle elde edilemeyen atom ve molekiil bazindaki detaylar1 bilgisayar teknolojileri
ile incelemeye ve anlamaya yoneliktir. Hassas yapilt mRNA’nin taginmasinda etkili olan
iyonize edilebilir katyonik lipidlerin MD yontemleri ile incelenmesiyle olusturduklari
misellerin morfolojileri, tagima kapasiteleri, kritik misel olusum konsantrasyonlar
(CMCQ), niikleik asidin misel igerisindeki konumu, mRNA ve lipid molekiilleri arasindaki
etkilesimlerin yani sira lipit-lipit ve MRNA-mRNA molekiilleri arasindaki etkilesimlerde
incelenebilir. Simiilasyonlar ile iyonize edilebilir katyonik lipid davraniglar
tanimlanabilir. Bu ¢aligmalarin 151831nda terapdtik etkisi olan hassas yapilt mRNA’nin

taginmasi i¢in gereken bilgiler deneysel caligsmalara kazandirilabilir.
2.4. Molekiiler Dinamik Simiilasyonu

Molekiiler Dinamik (MD) simiilasyonlart Newton mekanigini kullanarak atom ve
molekiillerin fiziksel hareketlerini modeller. Matematiksel formiiller ile hesaplanan
etkilesim parametreleri atom ve molekiillerin davraniglarini tanimlar. Belirli stireler ile
gerceklestirilen simiilasyonlar sonucu sistemde molekiiller arast ve molekiil igci

davranislar, hiz, konum, enerji gibi 6zellikler hakkinda bilgi edinilir.
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[lk kez 1949 yilinda Metropolis ve arkadaslari tarafindan tanitilan MD
(Metropolis, Ulam, 1949), bir¢ok alanda atom-atom, molekiil-molekiil ve molekiil-atom
davraniglarini anlamak i¢in kullanilir. MD biyoloji alaninda protein katlanmasi ve ligand
baglanmasi, enzimatik reaksiyonlar (Warshel, Levitt, 1976), membran dinamigi ve
niikleik asitlerin davraniglar1 gibi siireclerin analizine olanak tanir. MD ayrica,
biyomolekiillerin birbiri ile olan etkilesimleri, iyon kanal fonksiyonlari, antijen-antikor

etkilesimleri ve hiicre sinyallesmesinin incelenmesinde de kullanilir.

Aragtirmaciya zaman ve para tasarrufunun yani sira deneyselde gozlemlenemeyen
atomistic detaylar1 sunan MD yontemi, Klasik molekiiler dinamik (MD), Kaba taneli
(Coarse-granied) Molekiiler Dinamik (CGMD), Kuantum Mekanigi simiilasyonlari
(QMD) olmak iizere ti¢ farkli teknik olarak incelenebilir (Salo-Ahen ve ark., 2021).
Klasik molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlari, sistemi Newton yasalarina gére modeller
ve genis Olcekli biyolojik siireglerin anlasilmasinda kullanilir. Kuantum mekanik
simiilasyonlari, atom ve molekiillerin kuantum yasalarina gore davraniglarini inceleyerek
detayl1 analizlerini saglar fakat yiiksek hesaplama giicii gerektirir. Kaba taneli molekiiler
dinamik simiilasyonlar1 ise atomistik ayrintilar1 azaltarak biiyiik biyomolekiiler

sistemlerin dinamiklerini hizla inceler (Brooks ve ark., 2021).

Hassas mRNA’nin tasimmasinda miselin  morfolojisi, misel olusum
konsantrasyonu, lipidlerin ¢6ziicii igerisindeki davraniglari onemlidir. Kaba taneli yontem
ile azaltilan atomistik ayrintilar molekiiller arasi etkilesimi de azaltir. Ilagc ve mRNA
tastyict  sistemler gibi kompleks sistemlerin  kendi-kendine kurulum siiregleri

incelenebilir.
2.5. Kaba Taneli Molekiiler Dinamik Simiilasyonlar1 ve DPD

Kaba Taneli Molekiiler Dinamik (CGMD) simiilasyonlari, biyomolekiiler
sistemlerin daha uzun siire ve daha biiylik dl¢ekler de incelenmesine olanak taniyan
yontemdir. Kaba taneli yontem ile sistemdeki molekiiller belirli atom gruplarina ayrilir.
Her bir atom grubuna boncuk (bead) denir. Boncuklar molekiilin kimyasal yapisina
uygun olacak sekilde ve gruplar aras1 agir atom sayisina dikkat edilerek belirlenir. Kaba
taneli yontemde etkilesim parametreleri hesaplanirken gruplar dikkate alinmigtir. Kaba
taneleme yontemi ile her bir atomun konum ve hareketini ayr1 ayri incelenmez, bir araya

gelen atom gruplarimi tek bir birim olarak ele alir. Atomlar1 gruplandirarak atomik
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ayrintilarin bir kismini ortadan kaldirilir, bdylece sistemin toplam serbestlik derecesi
azaltilmis olur ve simiilasyonlar hizlandirilir. Kaba Taneli Molekiiler Dinamik modelleri,
ozellikle biyolojik siire¢lerin makroskobik ozelliklerini anlamaya yardimci olurken,

deneysel tekniklerle elde edilemeyen detayli yapisal ve dinamik bilgileri saglar.

Arastirmacilarin daha kompleks sistemleri daha uzun siirelerde bir ¢oziici
igerisinde simiile edebildikleri Dagitici Par¢acik Dinamigi (Dissipative Particle
Dynamics) teknigi ise biiyiik ve karmasik sistemlerin s1v1 bir ortamda mezoskopik 6lgekte
modellenmesine olanak sunan bir molekiiler dinamik simiilasyon teknigidir. DPD teknigi
ile molekiiller atom gruplarina ayrilir ve her grup bir boncuk olarak temsil edilir. Bunlara
DPD boncugu denir. DPD boncuklar1 daha az detay yiikii ile uzun siireli biiyiik sistem
simiilasyonlar1 yapmay1 miimkiin kilar. Teknik ile simiilasyon sonucunda molekiillerin

ortam sartlarindaki davranislari, molekiiller aras1 etkilesimler ve molekiil i¢i etkilesimler

incelenebilir.
Hyc. G
Nec, o/ |
j___\ O —
6] o4 .
O 5 ° ° B
Parametrizasyon g DPD Model
o —_
/
/ s Y Q
CH, CH,
Molekiil Yapisi Kaba taneleme kel DPD Simiilasyonu

Sekil 2.6. DPD teknigi ile simiilasyon yliriitmenin agamalari

DPD sisteminde, bir tanecige etki eden kuvvet, koruyucu (Fig-), dagitici (Fg-) ve
rastgele (Ff}-) kuvvetlerin toplam1 olarak hesaplanir. Koruyucu kuvvet, son yapinin
sorumlulugunu tasirken, dagitici ve rastgele kuvvetler bir termostat gibi davranarak
sistemin sicakligini kontrol eder. Taneciklerin etkilesim parametreleri, Flory-Huggins
parametreleri (yjj) DPD etkilesimlerine uyarlanarak hesaplanir. Elde edilen etkilesim
parametreleri, belirlenen taneciklerin birbirleriyle olan ¢ekici ve itici etkilesimlerini

tanimlamamiza olanak tanir. Capraz etkilesimler igin itici parametre, Flory-Huggins
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etkilesim parametresi aij kullanilarak hesaplanir. DPD boncugu iizerine etkiyen kuvvet

Denklem 2.1 ile gosterilir:

dT'l'_ dvi_f
T

(2.1)
f, = Z(Fg- +F) +FS +F}
i#j
Denklem 2.1°de Newton’un hareket yasalarindan baslayarak bir DPD boncugu
tizerine etki eden kuvvetler gosterilmistir. DPD boncugu iizerine etkiyen korunumlu,

rastgele ve dagitict kuvvetleri Denklem 2.2°de gosterilir:

C _ lj R tj tj c
ij — c
rij = Rc
D —_ -_— D . A.. . A..
Fj=-vw (i) (Fij0i) B

(2.2)

Fg = O'Q)R(Tij)gijﬂj
Ffl = Z Cs(rij — 7ij0)

Denklem 2.2°de a;; farkli iki boncugun birbirlerine uyguladiklari itici kuvveti
tanimlamaktadir. Farkli boncuklar arasi itici etkilesimin gilicti r;; = 1; — 1, 175 = |ri J-l ve
f,; = r;;/|r;;|. Dagitict ve rastgele kuvvetler iginv;; = v; — v;. 0P (1) = [a)R(rij)]z ve
wh (rl- j) = 1—r1;j/R. arasindaki iliski rj parcacik arasindaki mesafeye bagh olan ve
kesim mesafesi R.'de sifir olan agirlik fonksiyonlarmi tammlar. 02 = 2ykgT , ks
Boltzmann sabiti, T sicaklik, 6;; Gauss istatistiklerine sahip rastgele dalgalanan bir
degiskendir. Groot and Warren caligmalarinda y=4.5 olarak almaktadir. Harmonik kuvvet
Fl-’j = Y Cs(rij — 1j,0), Cs bagli boncuklar arasindaki yay sabiti ve 7;;, denge bag
uzunlugudur. Boncuklarin etkilesim parametreleri Flory- Huggins parametrelerinin DPD

etkilesimlerine uyarlanmasi ile edilir (Groot & Warren, 1997).
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k1—-1

I — 2.3
i = 2p0.101 (@3)
Denklem 2.3, Klasik DPD ydnteminde benzer boncuklarin kendi aralarindaki itici
etkilesim  parametrelerini  hesaplamak  i¢in  kullanilmaktadir. k™!  suyun

1

sikigtirilabilirligidir. Boncuk igerisindeki agir atom sayisi ile k™ * carpilir. p ise

sistemdeki boncuk yogunlugudur.

Ai: + a::
a;; = = 4 > 2 +3.5%;; (2.4)
Xij = V(6; — 8)?/kgT (2.5)

i ve j boncuklarinin ¢oziiniirlik parametreleri §; ve 6;, V ise i ve j boncuklarmin
hacimlerinin ortalamasidir. Denklem 2.4 elde edilen etkilesim parametreleri belirlenen
boncuklarin birbirleri ile ¢ekici ve itici etkilesimlerini tanimlar.DPD teknigi ile yapilan
calismalar iyonize olabilen katyonik lipid davraniglari tanimlayabilir. Bu ¢aligmalarin
151g¢inda terapotik etkisi olan hassas yapili mRNA’nin tasinmasi i¢in gereken bilgiler

deneysel ¢alismalara kazandirilabilir.

Bu yiizden DPD yontemi kullanarak iyonize olabilen katyonik lipitlerden DOTAP
(1,2-dioleoil-3-trimetilamonyum-propan) ve  DOTMA  (1,2-di-O-oktadesenil-3-
trimetilamonyum-propan) incelenecektir. Iyonize lipit ile olusturulmus nanoyapinin
molekiiler seviyedeki etkilesimlerini inceleyerek deneysel calismalarda dikkat edilmesi
gerekilen hususlar, daha iyi kapsiilleme ve tasima icin lipid lizerinde yapilabilecek
degisiklikler baglar arasindaki etkilesim ile hazirlanma ve saklama kosullarin
optimizasyonu veya deney sirasinda karsilagilan sorunlarin nedenlerine kaynak olmasi;

dolayistyla deneysel caligmalara yol gostermesi hedeflenmektedir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE SIMULASYON DETAYLARI

3.1. Materyal

Lipozom olustururken iyonize edilebilir katyonik lipitler 1,2-dioleiloksi-3-
dimetilaminopropan (DODMA) ve 1,2-dioleil-3-dimetilamonyum-propan (DODAP)
molekiillerinin,iyonize edilmis halleri DOTAP (1,2-dioleoil-3-trimetilamonyum-propan)
ve DOTMA (1,2-di-O-oktadesenil-3-trimetilamonyum-propan) kullanilmistir. mRNA ise
6 niikleotitlik AUGUUU olarak belirlenmistir. Sistemin ¢oziiciisii olarak su
belirlenmistir. Calismalarda kullanilan iyonize katyonik lipitler, mRNA ve suyun

kimyasal yapilar Sekil 3.1°de gosterilmistir.

(0]
M/\/\/\/\/\/CH3
T N
H3C\N+ 3
H,C
O A

(@)
H,C
\/\/\/\/\/\/\/\/\/o CH,
II\I+—CH3
H3c/\/\/\/\/\/\/\/\/\ CH,
0
(b)
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% ) %
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(©)
H
/
H—O
(d)

Sekil 3.1. (a) Iyonize katyonik lipit DOTAP, (b) iyonize katyonik lipit DOTMA, (c)
AUGUUU dizilimli mRNA’y1 ve (d) su molekiillerinin kimyasal yapisini temsil
etmektedir.

3.2. Kaba Tane Modelleri

Kaba taneleme yontemi materyallerin belirli atom gruplarina ayrilmasidir. Kaba-
taneli modeller, molekiillerin hidrofilik ve hidrofobik gruplarina, agir atom sayilarina,
atomlar aras1 ¢ift baglara dikkat edilerek yapilmistir. Tez kapsaminda kullanilan
materyaller Sekil 3.1°de gosterilmistir. Kaba tanelenme modelleri ise Sekil 3.2°de
gosterilmektedir. Kaba taneleme yapilirken halkali yapilarin ayni grupta olmasina dikkat
edilmistir. DOTMA ve DOTAP hidrofilik (polar) bir bas grubu, iki linker grubu ve
hidrofobik (apolar) alti kuyruk grubu olacak sekilde kaba-taneli modelleri
olusturulmustur. Iyonize katyonik lipitler 9, mRNA 18 kaba tane boncugu olacak sekilde
atom gruplarina ayrilmistir. Su ise bir boncuk igerisinde 3 su molekiilii olacak sekilde

kaba tanelenmistir.
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(d)

Sekil 3.2. Tez kapsaminda ¢alisilan molekiillerin kaba taneleri gosterilmistir. (a)
DOTAP, (b) DOTMA iyonize katyonik lipitlerini, () mMRNA (AUGUUU) ve (d) su
molekiiliiniin kaba tanelenmesini gdstermektedir.

3.3. DPD Simiilasyon Detaylar1 ve Parametreleri

Groot ve Warren (Groot & Warren, 1997), DPD model parametrelerini Flory-
Huggins ¢oziim teorisi (Flory, 1941; Huggins, 1941) ile iliskilendirerek, DPD
simiilasyonlarinin deneysel sonuglara uygun termodinamik davranmiglar sergilemesini
sagladilar. Bu tez caligmasinda Groot ve Warren tarafindan ortaya konan ve yaygin olarak
kullanilan klasik DPD yaklagimi uygulanmistir ve simiilasyonlar gergeklestirilmistir.

Hesaplamalar i¢in Denklem 4 kullanilmis ve a;; ayni1 kaba-taneler arasinda 78 kT olarak
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almmigtir. Chi ();;) parametresi farkli kaba tanelerin birbirlerine olan kimyasal
afinitelerini niceliksel olarak karakterize etmektedir. Chi parametresi Denklem 5
kullanilarak  hesaplanmistir.  Coziiniirlik parametreleri  literatliirdeki  deneysel
calismalardan ve MD c¢alismalarindan elde edilebilmektedir. Literatiirde ¢Oziliniirliik
parametreleri mevcut olmayan kaba-taneli modellerimizin ¢oziiniirliik parametrelerini
proje kapsaminda gergeklestirdigimiz MD ¢alismalar1 ile hesaplanmistir. Hesaplamalar

Kohezif Enerji Yogunlugu (CED) ile asagidaki denklemler kullanilarak hesaplanmastir;

AEcon

1/2
6= (CED)1/2 , 0 = (V—) v Econ = 2?:1 Ui — Ucondense (3.1)

1

Denklemde U; molekiiliin izole haldeki ortalama potansiyel enerjisi, Ucondense
molekiiliin y1gin haldeki potansiyel enerjisidir. Sistemlerimizde kullanilan iyonize

lipitlerin boncuklarinin 8 ¢ozilintirliikk parametreleri Cizelge 3.1°de gosterilmektedir.

Cizelge 3.1. Tez kapsaminda kullanilan iyonize edilmis katyonik lipit DOTAP ve
DOTMA nin kaba tanelerinin ¢oziintirliikk parametreleridir. N1-N2 boncuklar1 DOTAP,
N3 ise DOTMA iyonize katyonik lipidinin linker grubunu temsil etmektedir. Diger tiim

boncuklar her iki iyonize katyonik lipitte de ayni1 kimyasal gruplar1 temsil etmektedir.

Q N1 N2 N3 Ci C Y
59,11 88,11 60,05 60,09 72,15 84,16 54,05

Tez calismas1 kapsaminda kaba tanelenen mRNA’nin ise etkilesim parametreleri

Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Tez kapsaminda caligilan mRNA (AUGUUU) molekiiliiniin kaba

tanelerinin ¢oziiniirliikk parametreleridir.

R F A G U
59,11 88,11 60,05 60,09 72,15

Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2°de belirtilen ¢oziiniirliilk parametreleri kullanilarak

kaba tanelerin etkilesim parametreleri hesaplanmistir. Tez kapsaminda kullanilan iyonize
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katyonik lipitler ve mRNA ‘nin etkilesim parametreleri Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4’te

gosterilmistir.

Cizelge 3.3. DOTAP iyonize katyonik lipidi ile mRNA’nin etkilesim

parametreleri gosterilmektedir.

a;; W Q N3 \P) Ci C R F A G U

W | 78,00 | 78,11 | 142,42 | 129,89 H 161,35 | 155,87 | 151,42 | 102,92 | 89,92 | 92,65 | 87,06

Q 78,00 | 147,73 | 134,67 | 167,38 | 161,70 | 157,08 | 106,27 | 92,26 | 95,24 | 89,12
Ny 78,00 | 78,68 | 79,22 | 78,64 | 78,29 | 87,21 | 98,92 | 95,63 | 103,16
N 78,00 | 81,71 | 80,63 | 79,86 | 82,89 | 92,07 | 89,40 | 95,59
Ci 78,00 | 78,09 | 78,31 | 95,12 | 110,23 | 106,11 | 115,45
Cz 78,00 | 78,07 # 92,69 | 106,86 102,97 111,81
R 78,00 | 90,79 | 104,17 | 100,48 | 108,90
F 78,00 | 80,37 | 79,36 | 81,93
A 78,00 | 78,14 | 78,20
G 78,00 | 78,67
U 78,00

Cizelge 3.4. DOTMA iyonize katyonik lipidi ile mRNA’nin etkilesim

parametreleri gosterilmektedir.

a; wW Q N3 C: C R F A G u

W 78,00 | 78,10 | 145,89 | 161,26 | 155,79 | 151,34 | 102,90 | 89,91 | 92,63 | 87,05
Q 78,00 | 151,34 | 167,28 | 161,61 | 156,99 | 106,23 | 92,25 | 95,22 | 89,10
N3 78,00 | 78,78 | 78,34 | 78,10 | 88,56 | 100,94 | 97,49 | 105,37
Ci 78,00 | 78,09 | 78,31 | 9510 | 110,20 | 106,08 | 115,41
Cx 78,00 | 78,07 | 92,67 | 106,83 | 102,94 | 111,77
R 78,00 | 90,77 | 104,15 | 100,45 | 108,86
F 78,00 | 80,37 | 79,36 | 81,93
A 78,00 | 78,14 | 78,20
G 78,00 | 78,67
U 78,00

Tiim simiilasyonlar i¢in kutu boyutu 50 r3pp ve yogunluk p = 3 olarak
ayarlanmigtir. Sistemdeki toplam boncuk sayis1 375.000°dir. mRNA ve iyonize katyonik
lipidlerin simiilasyonlarinda, DOTAP ve DOTMA ’nin boncuk konsantrasyonu %4,5tir.
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mRNA ise simiilasyonlarda 5 adet ve toplam 90 boncuk olarak konulmustur. mRNA
sistemde %0,024 boncuk ylizdesine denk gelmektedir. Sistemde geri kalan boncuklar su
olarak konulmustur. Suyun sistemdeki konsantrasyonu %95,48’tir. Simiilasyonlardaki
zaman adim1 t=0.02 ile baslanip t=0.05 adim ile dengelenip veriler son 3,5x10° adimda
elde edilmis ve analizler gerceklestirilmistir. Simiilasyon sicaklik degeri 298 K olarak
alimmustir. Simiilasyonlar NVE (sabit parcacik sayis1 N, sabit hacim V, sabit enerji E)
kosullarinda gerceklestirilmistir. Tez kapsamindaki DPD simiilasyonlarinda LAMMPS
(Plimpton, 1995) simiilasyon paketi kullanilmistir. Simiilasyonlarin baslangi¢ yapilari i¢in
MAPS programi (Materials and Processes Platform, Versiyon 4.3, Scienomics SARL,
Paris, Fransa) kullanilmistir. Simiilasyonlarin goriintiilenmesinde OVITO (A. Stukowski,
2010, OVITO- the Open Visualization Tool Modelling Simul. Mater. Sci. Eng. 015012

https://www.ovito.org/) programi kullanilmistir.

Bag uzunlugu ve sertligi tim DOTAP ve DOTMA molekiilleri i¢gin MD
verilerinden elde edilip tiim simiilasyonlarda ayni degerler kullanilmistir. Tim
simiilasyonlar mRNA kaba taneleri arasindaki bag uzunlugu ise 0,50 rppp , bag sertligi
ise 50 kzT ve boncuklar arasindaki agis1 da 90 olarak belirlenmistir. Simiilasyonlarda
kullanilan boncuklar arasi ac1 degerleri ise Cizelge 3.6’da verilmistir. N1-N2 boncuklar
icin kullanilan bag sertligi,bag uzunlugu ve boncuklar arasindaki ag¢1 degerleri N3-N3
boncuklari i¢inde kullanilmistir. DOTAP ve DOTMA i¢in kullanilan bag uzunlugu ve
bag sertligi Cizelge 3.5’te gosterilmistir.

Cizelge 3.5. DOTAP ve DOTMA molekiilleri i¢gin MD verilerinden elde edilen bag

uzunluklari.

Bag tiirti Q-N1 | Ni-N2 | N3-N3  N1-C1 | N2-C1 C1-C2

Bag uzunlugu

0,52 0,46 0,61 0,61 0,61 0,70
[Tppp]

Bag sertligi [kgT] = 50 50 50 50 50 50
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Cizelge 3.6. Lipit boncuklarinin molekiil i¢inde birbirleri ile yaptiklart ag1 degerleri

gosterilmektedir.
ACI Q-N1- | Q-Ni- | Ni1-N2- | N1-Ci- | N2-Ni1- | N2-Ci- | C1-Cap-
TIPI N> C1 Cy C C1 C Cy
ACI
DEGER] 100 180 100 180 80 180 180
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BOLUM 4

BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Kritik Misel Konsantrasyonu Belirlenmesi

Amfifilik molekiiller su icerisinde misellesme egilimi gosterirler. Molekiillerin
birlesme ve misel olusturabilmeleri i¢in belirli bir konsantrasyonda olmalar1 gerekir. Bu
konsantrasyona Kritik Misel Konsantrasyonu (CMC) denir. Diisiik CMC’ye sahip
lipozomlarda daha az lipit molekiilii kullanilir ve bu da hem maliyet hem de daha diisiik
sitotoksitite vaat eder. Diisiik CMC’ye sahip lipozomlarin stabiliteleri de daha uzun siirer

¢linkii CMC yiikseldikce artan molekiil sayisi stabilite de kararsizlik olusturabilir.

Bu tez kapsaminda DOTMA ve DOTAP iyonize edilmis katyonik lipitlerinin 6nce
oldugundan (bkz. Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4) DOTMA ile yapilan ¢alismalarin sonucu
DOTAP iginde gecerli sayilmistir. DOTMA iyonize edilmis katyonik lipidinin farkli
konsantrasyonlarda  simiilasyonlar1  yapilmistir.  Simiilasyonlarin  gerceklestigi
konsantrasyonlar ve konsantrasyonun denk geldigi DOTMA molekiil sayist Cizelge
4.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. CMC belirlemesi i¢in kullanilan DOTMA konsantrasyonlar1 ve

konsantrasyona denk gelen molekiil sayilar1 gosterilmektedir.

Konsantrasyon Molekiil Sayisi
%0,5 208
%2,5 1042
%4,5 1875
%5,0 2083
%6,5 2708
%7,5 3125
%8,5 3542
%10,0 4167

Cizelge 4.1°de belirtilen konsantrasyonlarla yiiriitiilen simiilasyon sonuglari
sirastyla Sekil 4.1°de cizelge sirasina uygun sekilde gosterilmistir. Her sekilde goriintii
netligi i¢in su boncuklari silinmistir. Simiilasyondaki Q boncugu mor, N3 boncuklari
pembe, C1, C2 boncuklari ise yesil renk ile gosterilmistir. Ikinci sekil olusan simiilasyon

sonucunda olusan misellerin orta kismini1 gostermektedir.

(a) %0,5 DOTMA

=TT =

(b) %2,5 DOTMA
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(C) %4,5 DOTMA

(d) %5,0 DOTMA

() %6,5 DOTMA

25



(f) %7,5 DOTMA

(g) %8,5 DOTMA

(h) %10,0 DOTMA

Sekil 4.1. DOTMA iyonize edilmis katyonik lipidinin kritik misel konsantrasyonu
belirlenmesi i¢in yliriitiilen simiilasyon sonuglaridir. (a) %0,5, (b) %2.5, (c) %4,5, (d)
%5,0, (e) %6,5, (f) %7,5, (g) %8,5, (h) %10 DOTMA konsantrasyonunu
gostermektedir.
Yapilan simiilasyonlar sonucunda i¢i su dolu vezikiil olusumu en diisiik %2,5

konsantrasyonda goriilmiistiir. %2,5 konsantrasyondaki miselin morfolojisinin kiirsel

26



olammasindan dolay1 %4,5 konsantrasyonda olusan misel se¢ilmistir. I¢i su dolu vezikiil
olmasi, kiiresel morfolojide olmasi se¢im kriteri olmustur. %4,5 konsantrasyonda

DOTAP ve DOTMA iyonize katyonik lipitleri mRNA ile simiile edilmistir.

4.2. mRNA Yiiklenmesi

DOTMA ile yapilan CMC belirleme simiilasyonlar1 sonucu %4,5 konsantrasyona
karar verildi. Simiilasyon kutusu igerisine iyonize katyonik lipitler ve mRNA rastgele
olarak atildi. Baslik 3.3’te belirtildigi gibi simiilasyon detay ve etkilesim parametreleri
uygulandi. DOTMA iyonize katyonik lipidi ve mRNA kutu igerisine rastgele atilmistir.
Sekil 4.2°da gosterilen sonucglarda belirtilen kosullarda misel elde edilememistir.
Simiilasyon sonucu lamel yap1 gozlenmistir. Lipitler ve mRNA ile yapilan simiilasyon
sonuclarinda mRNA boncuklar1 agik mavi, DOTMA Q boncugu mor, N3 boncugu
pembe, C1-C2 boncuklar ise yesil ile temsil edilmistir. Goriintiilerin netligi i¢in su
boncuklari silinmistir. Her seklin son gorseli ise simiilasyon sonunda olusan miselin

ortasini gostermektedir.

i ‘_ o‘.": Ly ; ‘ ]
.
= &
. rﬂ"”w 3 e »g;‘i‘,.j‘ .~;‘ ‘\ \

Sekil 4.2. DOTMA ve mRNA’nin belirtilen etkilesim parametreleri ve simiilasyon
kosullarinda elde edilen simiilasyon sonuglari.

Elde edilen bu sonu¢ 1s1gimda Q ve N3 boncuklar1 arasindaki yiiksek itici
etkilesimin misel olusumuna engel oldugu diisiiniilerek bu boncuklar arasindaki
a;j degeri 80 kgT olarak belirlenmistir (Kacar 2024). DOTMA ve mRNA yeniden bu
kosulda simiile edilmistir. Sekil 4.3’te gosterildigi gibi etkilesim parametresindeki bu
diizenleme ile i¢i su dolu birden fazla kii¢iik vezikiiliin oldugu misel elde edilmistir. Tez

calismasi kapsaminda DOTMA-mRNA igin bu sistem analiz edilmistir.
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Sekil 4.3. DOTMA ve mRNA’nin Q ve N3 boncuklar1 arasindaki etkilesim

parametresinin 80 kzT oldugu simiilasyon sonucunu gostermektedir.

Elde edilen bu sonuglara bakilarak tez ¢alismasi kapsaminda ¢alisilan DOTAP
iyonize edilmis katyonik lipidi ve mRNA’nin simiilasyonlarinda da Q ve Ni, N2
boncuklart arasindaki @;; degeri 80 kpT olarak belirlenmistir. Yiriitilen simiilasyon
sonugclar1 Sekil 4.4°te gosterilmistir ve sekilde mRNA boncuklarini agik mavi, DOTAP’1n
Q boncugu mor, Ni-N2 boncuklari pembe, Ci-C2 boncuklar1 ise yesil renk ile
gosterilmistir. Goriintli netligi icin su molekiilleri silinmistir. Goriintliler kutunun farklh

acilarindan alinmistir. Son goriintii misellerin ortasini géstermektedir.

Sekil 4.4. DOTAP iyozine katyonik lipidi ve mRNA simiilasyon sonuglari.

DOTAP ve mRNA kutu igerisine rastgele atilmig ve simiilasyon sonucunda 2
misel elde edilmistir. Misellerin ortasinda vezikiiler bir bosluk bulunmamistir. mRNA
hidrofilik bir molekiildiir ve miselin dis katmaninda goézlenmistir. Lipit molekiiliiniin
boncuklar1 arasinda homojen bir dagilim goriilmemistir. Tez ¢alismas1 kapsaminda
yiiriitiilen simiilasyonlarin aksine bu simiilasyonda hidrofilik lipit boncuklar1 i¢ kisimda

hidrofobik boncuklar ise miselin dis kabugunda gézlenmistir.
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4.3. Misel Cap Analizi

Yapilan simiilasyonlar sonucu elde edilen misellere ¢ap analizi yapilmstir.
Analiz i¢in bu tez kapsaminda kod yazilmistir. Kutu icerisinde olusan her miselin kod ile
once kutu i¢indeki koordinatlar1 belirlenmis ardindan miselin ¢ap1 hesaplanmistir. Kod
miselin disindaki biribirinden en uzak ayni tip atomlarinin koordinatlarini belirler ve

hesaplamalarda Oklid mesafesi (Euclidean distance) formiilii kullanir.

d=+(x2—x1)% + (2 — ¥1)? + (22 — 21)? (4.1)

Denklem 4.1°de x1, y1, Z1 ilk atomun, X2, Y2, Z2 ise ikinci atomun koordinatlarini
belirtmektedir. DOTAP ve DOTMA iyonize katyonik lipitlerinin ve mRNA’nin
simiilasyonu sonucu olugan misellerin her birinin ¢ap1 ayr1 ayr1 hesaplanmis ve Cizelge

4.2’de gosterilmistir.

Cizelge 4.2 Lipit-mRNA simiilasyonlar1 sonucunda elde edilen misellerin ¢ap analizi

CAP DOTAP; DOTAP; DOTMA
[Tprp] 18,89 15,93 19,92
[A] 125,62 105,93 132,47

4.4. Goreceli Sekil Anizotropisi Analizi

Calisma kapsaminda elde edilen mRNA yiiklii misellerin sekil morfolojisi
incelenmistir. Goreceli Sekil Anizotropisi (Relative Shape Anisotropy) ile bir miselin
farkli yonlere gore degisen boyutlari arasindaki orant1 hesaplanir. Bu yontem ile ¢alisma

kapsaminda olugan misellerin kiiresel yapilari analiz edilmistir.

=) + (ay —a)’ + (o~ a2 2
ay +a,+a,

K =
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K, Goreceli Sekil Anizotropisi semboliidiir. k, 0 ile 1 arasinda degismektedir.
k= 0 sinirlar1, tim noktalarin kiiresel simetriye sahip oldugu bir durumu ifade ederken,
K = 1 degerine yaklastikca kiiresel morfolojiden uzaklasip lineer yapiya yaklastigi
durumu belirtir. Tez ¢alismasi kapsaminda yazilan kod ile elde edilen mRNA yiiklii
misellerin x degerleri hesaplanmistir. Yapilan analiz sonuglart Cizelge 4.3’te
gosterilmistir.

Cizelge 4.3 Goreceli Sekil Anizotropisi analiz sonucudur.

DOTAP: DOTAP; DOTMA
0,01104 0,07843 0,05088

4.5. Yogunluk Profili Analizi

Yogunluk profili, sistemdeki parcaciklarin belirli bir eksen boyunca nasil
degistigini gosteren analizdir. Boncuklarin yogunluk dagilimi ve konumlar1 hakkinda
bilgi edinmemizi saglar. Yogunluk profil analizi ile miselin morfolojisi, yap1 icerisinde
boncuklarin nasil dagildigini, mRNA’nin konumunun degerlendirilmesini saglar. Analiz
sonuclarinda kirmizi renk x eksenini, turuncu renk y eksenini, yesil renk ise z eksenini

temsil etmektedir.

Parcacik Yogunlugu

-25-23-21-19-17-15-13-11-9 -7 -5 -3 -1 1 3 5 7 9 11131517 192123 25
Pozisyon (rppp)

Sekil 4.5 DOTMA-mRNA simiilasyonunda DOTMA lipidin yogunluk profili
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Parcacik Yogunlugu

-25-23-21-19-17-15-13-11-9 -7 -5 -3 -1 1 3 5 7 9 11131517 19212325
Pozisyon (rppp)

Sekil 4.6. DOTMA-mRNA simiilasyonunda mRNA’nin yogunluk profilidir.

Parcacik Yogunlugu

-25-23-21-19-17-15-13-11-9 -7 -5 -3 -1 1 3 5 7 9 11131517 192123 25
Pozisyon (rppp)

Sekil 4.7. DOTAP-mRNA simiilasyonunda DOTAP lipidinin yogunluk profilidir.
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0,4

Parcacik Yogunlugu

o

-25-23-21-19-17-16-18-11-9 -7 -5 -3 -1 1 3 5 7 9 111315171921 2325

Pozisyon (rppp)

Sekil 4.8 DOTAP-mRNA simiilasyonunda mRNA’nin yogunluk profilidir.

Yogunluk profili sonuglarina baktildiginda simiilasyon sonug¢ goriintiileri ile
uyusmaktadir. DOTMA’nin sonu¢ gorintiilerinde olusan miselin eliptik bir goriintii
olusturdugu gozlemlenmistir. Yogunluk profili sonucu ve goriintiisii uyusmakta ve x
ekseni yoniinde daha yogun pargacik oldugu analizle de kanmtlanmigtir. DOTAP’1in

yogunluk profili sonucunun yapilan diger analiz sonuglari ile uyumlu oldugu

goriilmiistiir.
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BOLUM 5

SONUCLAR

Tez kapsaminda calisilan DOTAP ve DOTMA iyonize edilmis katyonik lipitlerin
Kritik Misel Konsantrasyonu (CMC) belirlendi. DOTMA ile yapilan ¢alismalar DOTAP
icinde gegerli sayilmistir. Yapilan simiilasyonlarda DOTMA kaba tane konsantrasyonu
%0,5, %2,5, %4,5, %5,0, %6,5, %7,5, %8,5, %10,0 olarak alinmis ve misel morfolojileri
incelenmistir. %0,5’te  lipit molekiilleri topaklanmig fakat vezikiil olusumu
goriilmemistir. %2,5 konsantrasyonda ise olusan miselin vezikiil boyutu kiigiiktiir. %4,5
konsantrasyonda olusan lipozomun i¢ ¢ekirdek biiytikliigii ve morfolojisi %2,5 DOTMA
kosantrasyon sonucundan daha iyi olduguna karar verilmis ve bu konsantrasyonda
mRNA yiikleme simiilasyonlar1 yapilmigtir. DOTMA nin diger konsantrasyonlarinda da
lipozom elde edilmistir fakat kiiresel misel olusturmasi, diisiik konsantrasyon olmasi ve
boyutuna gore i¢ ¢ekirdek biiyiikliigiiniin fazla olmasindan dolay1 %4,5 konsantrasyonu

secilmistir.

Cizelge 3.4’te gosterilen etkilesim parametrelerinde yiiriitillen simiilasyonda
lipozom olusmadig1 Sekil 4.2°de gosterilmistir. Literatiir ¢alismalarinda iyonize katyonik
lipitlerin bas ve linker gruplarinin zay1f itici etkilesim gosterdigi bilinmektedir. Deneysel
verilerle ve literatlirle uyumlu olmasi i¢in ¢alisma kapsaminda Q ve N grubu kaba taneler
arasindaki etkilesim Prof. Dr. Gokhan KACAR’in 2024 yilinda yayimladig1 ¢alismasi
referans alinarak yeniden diizenlenmistir. Bu etkilesim parametresi diizenlenmesinden
sonra DOTMA-mRNA simiilasyonlarinda deneysel verilerle uyumlu olarak lipozom elde

edilmistir.

DOTAP-mRNA simiilasyonlarinda Q ve N boncuklar1 arasi etkilesim 80 kgT

olarak gergeklestirilmistir. Yapilan simiilasyon sonucu misel olusumu gdzlemlenmis
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ancak vezikiil olusmamistir. Bu farkliilk, DOTMA'nin eter grubu igermesinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir; boylece DOTMA, mRNA ile daha giiclii bir sekilde

etkilesime girer.

DOTMA'n igerdigi eter grubunun DOTAP’1n igerdigi ester grubuna gore daha
kararlt bag olusturur. Bu kimyasal grup farkliliginin DOTMA’nimn su ile etkilesimini
arttirtp su dolu vezikiiller olusturmasinda, DOTAP"n ise sulu vezikiiller olusturmamasina
sebep oldugu distiniilmektedir. DOTAP''In mRNA ile simiilasyonunda misellerin
vezikiilsiiz olmasi1 ve hidrofobik boncuklarin miselin dis kisminda bulunmasi, DOTAP'in
daha hidrofobik yapili oldugunu gosterebilir. Sonu¢ olarak, DOTMA ve DOTAP
lipitlerinin mRNA ile simiilasyonlarindaki farkliliklar, bu lipitlerin molekiiler
yapilarindaki kiiciik degisikliklerin, mRNA ile etkilesimlerinde biiyiikk farklar

yaratmasindan kaynaklanmaktadir.

Tez kapsaminda yapilan simiilasyonlarda mRNA enkapsiilasyonu %100 olarak
belirlenmistir. Simiilasyon sonucu elde edilen misellerin morfolojileri, boncuk mesafeleri

analiz edilerek sistemler hakkinda bilgi edinilmistir.

Tez kapsaminda yapilan c¢alismalar ile DOTAP ve DOTMA iyonize edilmis
katyonik lipitlerinin mRNA tasinmasindaki morfolojileri anlagilmasina katki
saglanmistir. DOTMA’nin fazladan bulunan ester grubunun misel morfolojisi tizerine
etkisi gosterilmigtir. DOTAP’1n polar boncuklari arasindaki a;; degeri diisiirtildiigiinde
ici su dolu misel morfolojisi olusmadigi bu farkliligin ester grubundan
kaynaklanabilecegi gosterilmistir. Fakat mRNA her iki lipitte de yapinin dis katmaninda
gozlemlenmis bu yiizden niikleik asit taginmasinda her iki lipit arasinda fark
bulunmamuistir. I¢i su dolu birden fazla vezikiil olusturdugu i¢in DOTMA ’nin hidrofilik
ila¢ tasinmasinda, DOTAP’tan daha iyi bir aday olabilecegi gosterilmistir. Amfifilik
molekiillerin hidrofilik kisimlarin1 temsil eden boncuklarin zayif itici etkilesim
gosterdigini bu ylizdende a;; degerinin yliksek oldugu durumlarda misel olugsmadigini bu
calisma ile gosterilmistir.

Molekiiler Dinamik simiilasyon yontemleri arastirmacilara molekiil i¢i ve
molekiiller aras1 etkilesimi anlamanin yani sira zaman, maliyet, hammadde tasarrufu gibi

birgok avantaj sunar. MD teknikleri kullanarak yaptigimiz bu calismamiz ile iyonize

katyonik lipitler ile mRNA tasinmasi ¢alisacak olan arastirmacilara lipit konsantrasyonu,
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misel morfolojisi ve mRNA’nin tastyici sistem i¢indeki konumu hakkinda katkida
bulunduk. Elde edilen bu verilerin hem deneysel ¢alismalara hem de DPD teknigi ile
calisacak arastirmacilara etkilesim parametrelerini  belirlerken ©Onemli katkilar

saglayacagi agiktir.
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