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OZET

siRNA [LETIMI ICIN LAZER ABLASYON YONTEMi KULLANILARAK
POLIETILENIMIN ILE KAPLANMIS ALTIN NANOPARTIKUL URETIMI

SAHINGOZ, Durukan
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Ayten CELEBI KESKIN
Haziran, 2018, 59

Hiicrelere gen aktarimi son zamanlarda siklikla artan ¢alismalarim temelini
olusturmaktadir. Ozellikle siRNA’ nin aktarim bu olaylarda bas1 cekmektedir. DNA-
temelli terapdtikler, plazmid igerisinde, antisens oligonukleotidler ve kiiciik RNA
parcalart (siRNA) olarak uygulanmaktadir. Gen terapisi, genetik temeli bulunan
hastaliklarin tedavisinde stratejiler gelistirmek i¢in kullanilan ve gliniimiizde tedavisi
olmayan hastaliklar i¢in umut vaat eden bir yontemdir. Basarili bir gen terapisi, lgili
transgenlerin hedeflenmis hiicrelere transfeksiyonunu gerektirir. Dolayisiyla gen
terapisinin 1iyilestirici etkisi biiyiik Ol¢lide uygun gen saglama vektorlerinin
mevcudiyetine baghdir. Viral gen saglama vektorleri yiiksek verimlidir fakat hem
immiinojeniteye hem de sitotoksisiteye sahiptir. Nonviral gen dagitim vektorleri,
hem diisiik toksisite hem de diisiik immiinojenite gosterdikleri i¢in giderek daha fazla
ilgi gormektedir. Genis nanopartikiil tiirleri arasinda soy metal nanopartikiiller son
yillarda oOzellikle yilizeyel plasmon rezonanst (SPR) da dahil olmak iizere
biyouyumluluk ve essiz fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden 6tiirii altin nanopartikiil
(AuNP)' lere 6nem vermislerdir. Son zamanlarda, sivi fazda bir altin hedefin darbeli
lazer ablasyonu, ¢ogunlukla kimyasal indirgeme yontemi ile iiretilirken AuNP' leri

sentezlemek i¢in ¢ekici bir alternatif olarak benimsenmistir.

Bu calismanin amaci hastaliklarin tedavisinde kullanilan ve gen susturma islemleri
icin gerekli olan siRNA’ y1 Polietilenimin (PEI) ile modifiye edilmig AuNP’ler ile

birlestirerek, siRNA iletimi i¢in bir yaklasim olusturmaktir. Bu tez kapsaminda



yapilan islemler baslica dort asamadan olusmaktadir; ilk boliimde farkli
konsantrasyonlarda (%1, %2, %5) PEI c¢ozeltisi hazirlanmig, ikinci kisimda
hazirlanan PEI ¢ozeltisi igerisinde lazer ablasyon yontemi ile altin nanopartikiiller
tiretilmistir. Ugiincii kisimda {iretilen altn nanopartikiillerin Zeta-Sizer cihaziyla
boyutlarina ve zeta potansiyellerine bakilmistir. Ayrica FTIR spektroskopisi yapilmis
ve nanopartikiiller karakterize edilmistir. Dordiincii ve son kisimda farkli oranlardaki
AuNP/PEI/IF kompleksleri ile farkli oranlardaki (100 nM, 200 nM) siRNA
baglanmaya calisilmistir. Baglanip baglanmadiklarini anlamak i¢in agaroz jel

elektroforezi yapilmistir ve ultraviyole (UV) 1sinlar altinda gozlemlenmistir.

Elde edilen sonuglara gére AuNP’lerimizin katyonik 6zellikte oldugu gosterilmistir.
Ayrica boyut analizlerinin de 100 nm’nin altinda oldugu belirlenmistir. FTIR testi ile
PEI/AuNP kompleksinin birbirine baglandiklari, agaroz jel elektroforezi ile de
siRNA 1ile birlesmenin saglandig1 ve hiicreye aktarilma agamasina hazir hale getirilen

bir tastyici sistem oldugu gosterilmistir.

siRNA’nmn  kanser tedavisinde ~PEI/AuNP/IF  kompleksleri ile  birlikte

kullanilabilecegi ilk kez yapilan bu tez ¢calismasi ile gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Altin nanopartikiil (AuNP), gen iletimi, ipek fibroin, lazer
ablasyon, polietilenimin (PEI), siRNA
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ABSTRACT

PRODUCTION OF GOLD NANOPARTICLES CAPPED WITH
POLYETHYLENEIMINE USING LASER ABLATION METHOD FOR SIRNA
DELIVERY

SAHINGOZ, Durukan
Kirikkale University
Graduate Scholl of Natural and Applied Sciences Department of Bioengineering
Master of Science Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Ayten CELEBI KESKIN

HAZIRAN, 2018, 59 pages

The gene transfer to the cells is the basis for the studies that have been increasing in
recent times. Especially the transfer of siRNA is leading to these events. DNA-based
therapeutics are carried out in the plasmid as antisense oligonucleotides and small
RNA fragments (siRNA). Gene therapy is a promising method for developing
strategies in the treatment of genetically-based diseases and is currently a non-
therapeutic disease. Successful gene therapy requires transfection of the relevant
transgenes into targeted cells. Thus, the therapeutic effect of gene therapy depends
on the availability of large quantities of appropriate gene delivery vectors. Viral gene
delivery vectors are highly efficient but have both immunogenicity and cytotoxicity.
Nonviral gene distribution vectors are increasingly attracted to both low toxicity and
low immunogenicity. Among the broad types of nanoparticles, noble metal
nanoparticles have recently gained attention for gold nanoparticles (AuNP) due to
their biocompatibility and unique physical and chemical properties, especially
including superficial plasmon resonance (SPR). Recently, pulsed laser ablation of a
gold target in the liquid phase has been adopted as an attractive alternative to

synthesizing AuNPs, often produced by chemical reduction.

The aim of this study is to create an approach for siRNA delivery by combining the

siRNA, which is used in the treatment of disease and for gene silencing, with AuNPs

111



modified with Polyethyleneimine (PEI). The processes carried out within the scope
of this thesis mainly consist of four phases; In the first section, PEI solution was
prepared at different concentrations (1%, 2%, 5%) and gold nanoparticles were
produced by the laser ablation method in the PEI solution prepared in the second
part. The gold nanoparticles produced in the third part were examined with their
Zeta-Sizer device for their size and zeta potential. In addition, FTIR spectroscopy
was performed and the nanoparticles were characterized. In the fourth and last
section, different ratios of (100 nM, 200 nM) siRNAs were tried to bind with
different proportions of AuNP / PEI / IF complexes. Agarose gel electrophoresis was
performed to observe whether they were connected and observed under ultraviolet

(UV) light.

According to the results obtained, our AuNPs have been shown to be cationic. It was
also determined that size analyzes were below 100 nm. It has been shown that the
FTIR assay binds PEI/AuNP complexes, is coupled with siRNA by agarose gel

electrophoresis and is a carrier system ready for transfection.

This is the first time that siRNA can be used in combination with PEI / AuNP / IF

complexes in the treatment of cancer.

Key Words:  gold nanoparticles (AuNP), gene delivery, silk fibroin, laser
ablation, polyethylenimine (PEI), siRNA
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1. GIRiS

Niikleik asitler, kanser ve genetik bozukluklarda yer alan yollar ve molekiiller dahil
olmak {izere terapotik hedefler i¢cin iimit verici araclardir. Bozuk genleri onarmak
icin plazmidler, minivektor DNA'lar ve kii¢iik interferans RNA (siRNA)’lar
kullanilabilir ve bunlar terapdtik olarak ilgili siirecleri diizenleyebilirler. Bununla
birlikte, niikleik asitler; niikleazlardan ve diger cevresel ajanlardan korunmak ve

hiicreye girisi kolaylastirmak i¢in dagitim araglarma ihtiya¢ duymaktadirlar [1].

Niikleik asit tasiyici araclar genellikle biyolojik ve sentetik vektorler olmak tizere iki
kategoriye ayrilirlar. Biyolojik viral vektorler verimli bir tasiyici olmalarma ragmen,
immiinojenitesi karsinojenitesi ve bagisiklik sistemini uyarmasi gibi klinik
uygulamalar i¢in bir sorun haline gelebilir. Katyonik lipitler, polimerler ve
dendrimerler gibi geleneksel sentetik vektorler de hiicre igine niikleik asit
tasinmasinda yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Bununla birlikte, transfeksiyon
etkinligine ve biiyiikk 6lgekli tiretim kolayligina ragmen, bu vektorler kullanilarak
niikleik asitlerin hiicre i¢cine tasmmasinda, diisiik depolama kararliligi, hedefleme
etkinliginin azligr ve sinrrli in vivo izleme gibi klinik uygulamalara ydnelik

sinirlamalara sahiptirler [2].

Inorganik nanopartikiiller, geleneksel lipit bazli vektdrlere gore, ayarlanabilen boyut
ve yiizey Ozellikleri, ¢ok islevli kabiliyetleri ve metal ¢ekirdegin fiziksel 6zelliklerini
aktarma yetenegi gibi cok cesitli avantajlara sahip olan sentetik vektorler olarak
ortaya cikmaktadirlar. Altin nanopartikiillerin (AuNP) o6zellikle diisiik boyutlu
dagilimi ile Olgceklenebilir bir sekilde iiretilebilmeleri, fonksiyonel cesitlilik, ¢ok
islevli mono tabakalarm yaratilmasi, niikleik asitler ve hedefleme ajanlari1 gibi
partikiil yiizeyine yerlestirilen ¢coklu fonksiyonel parcalarin olusturulmasina olanak
saglayarak kolayca elde edilebilmeleri, sitotoksisite, biyo-dagilim ve in vivo
ekskresyon oOzelliklerinin pargacik biiyiikligii ve yiizey islevselligi tarafindan
diizenlenebilir olmasi gibi avantajlara bagl olarak niikleik asit uygulamalar1 i¢in

¢ekici malzemeler olarak hizmet etmektedir [3].



Antisens DNA terapisi, geleneksel kemoterapiye yardimci olarak kullanilma
potansiyeli olan, hastalikla iliskili genlerin ekspresyonunu diizenlemek i¢in gii¢lii bir
aragtir. Tek iplikli DNA (ssDNA) oligoniikleotidleri, hiicrelere verilebilir ve
kodlanmis proteinin ifadesini inhibe ederek spesifik mRNA molekiillerini hedef
alabilir. Altin nanopartikiiller (AuNPs), antisens oligoniikleotidi RNazlar tarafindan
bozunmaya kars1 korur, boylece dolagim yar1 6 mriinii arttirir ve bu nedenle, hiicrelere
verilen terapdtik maddenin yiikii artar. AuNP'lerin basit montaj yoluyla nanoparcacik
cekirdegi lizerine gen susturulmasi i¢in aktivatorleri potansiyelize etme potansiyeli,
kii¢iik interferansg1 RNA (siRNA) ve antisens ssDNA dahil olmak iizere bir dizi

farkl1 niikleik asit grubu i¢in in vitro ve in vivo olarak gosterilmistir [4].

Nanopargacik-siRNA  konjugatlar1  siRNA'larim  dolasimini  arttirmak  icin
tasarlanmigtir. Hedeflenen mRNA'larin istenilen yere giivenli bir sekilde
ulastirilmasmi  ve susturulmasmi tesvik ederler. siRNA'lar, tekli niikleotid
mutasyonlarmi1 hedefleyebildikleri i¢in, gen izoformlarinin secici bir sekilde
susturulmasi ve allelik spesifik susturma tizerinde bir etkiye sahip olabilecekleri gibi,

muazzam sekans spesifitesi de gosterirler.

Kanser diinya c¢apinda onde gelen O0liim nedenlerinden biridir. Diinya c¢apinda
oliimciil kanserlerin 2030'da 13.1 milyonun iizerine ¢ikacagi tahmin edilmektedir.
Kanser, kontrol edilemeyen hiicre cogalmasina ve farklilagsmaya yol acan mutasyonel
ve epigenetik degisiklikleri igceren genetik bir hastaliktir. Kanserin tedavisinde
kullanilan pek ¢ok yontem vardir. Bunlardan biri de gen tedavisidir. Gen tedavisi bir
hastaligi tedavi etmek hatta miimkiinse Onlemek icin kullanilabilir. Mutasyona
ugramis hastaliktan sorumlu gen, direkt saglikli gen kopyasiyla degistirilebilir,
inaktive edilebilir veya tamamen ortadan kaldirilabilir. Gen tedavisinde indirekt
olarak hastaligin patofizyolojisi ile alakali genler eklenip ¢ikartilabilir [5]. Gen
tedavisi genel anlamda siRNA ve shRNA kullanimini temel alan yontemlerdir.
siRNA ve shRNA, kansere bagli gen hedeflerini susturmak i¢in yaygm sekilde
kullanilmaktadir [6]. Bunlarin genel adina RNAi olarak adlandirilan gen baskilama
mekanizmas1 denir. Bunun ortaya ¢ikmasi ile ilgili ilk bulgular 1980’11 yillarin

sonlarinda bitkilerin genetik modifikasyonu iizerine yapilan ¢alismalardir [7-8].



RNA interferans, ¢ift zincirli RNA’nin (dsRNA) hiicreye girdigi zaman tamamlayict
mRNA dizisinin par¢alanmasina yol a¢gmasi ile sonuglanan transkripsiyon sonrasi
gen susturma mekanizmasidir [9]. RN Ai mekanizmasinin baglangi¢ adimi hiicredeki
uzun dsRNA 6ncii molekiiliiniin RNaz III enzimi Dicer tarafindan 5°- fosfat ve
dintikleotid ¢ikintis1 bulunan 3’- hidroksil uclara sahip ~ 22 niikleotidlik siRNA

molekiillerine pargalanmasi islemidir. Bu islem sitoplazmada ger¢eklesmektedir [10].

Fakat buradaki en 6nemli problem; tedavi i¢in ilgili genin kanser hiicresine nasil
aktarilacagidir. Bu noktada ise siRNA’ nin nanaparcaciklarla (NP) tasinmasi

onemlidir [11].

Genis NP yelpazeleri arasinda soy metal 6zelligi gosteren NP' ler son yillarda
ozellikle yiizeysel plasmon rezonansi (SPR) da dahil olmak iizere biyouyumluluk ve
essiz fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinden otiirii 6nem kazanmistir [12]. SPR, bir
elektromanyetik dalga ile AuNP ylizeyinde bulunan serbest iletken elektronlar
arasindaki etkilesime dayanir ve bu da, goriiniir 15181in frekansi ile rezonansa
titreserek salinmasina neden olur. Bunun sonucunda da giiglii manyetik alanlara
sebebiyet verir. Bu olay, AuNP' lerle iligkili tiim radyatif (absorpsiyon ve sagilma) ve
radyasyona (absorbe edilen 15181n 1s1ya doniistiiriilmesi) aykir1 ozelliklerini biiyiik
Olgtide gelistirerek onlar1 farkli biyolojik veya tibbi yontemler i¢in uygun hale getirir

[13-14].

AuNP' ler ¢ok sayida yontemle farkli boyut ve sekillerde kolaylikla
sentezlenebilirler. Uretimlerinin en kolay yolu altin tuzlarmmn, sodyum sitratin
varliginda indirgenmesi sonucu olusturulur. Bu madde altin iyonlarmi indirgeyerek
NP olusturmaya baglar ve AuNP' lerin toplanmasini dnleyerek yilizeylerine absorbe

edildiginde onlar1 dengeler [15].

AuNP iretimindeki diger bir yontemde lazer ablasyon yontemidir [16]. Son
zamanlarda, sivi fazda bir altinin darbeli lazer ablasyonu, cogunlukla kimyasal
indirgeme yontemi ile Uretilirken AuNP' leri sentezlemek icin ¢ekici bir alternatif

olarak benimsenmistir [17].



Polietilenimin ise kanser hiicrelerine gen aktarimi yapabilmek i¢in negatif yiiklii altin

nanopatikiilleri ve siRNA” y1 kolaylikla baglayabilen katyonik bir polimerdir [18].

Bu tezin amaci; kanser hiicrelerine siRNA iletimi i¢in pozitif yiiklii bir polimer olan
polietilenimin ¢dzeltisi igerisinde lazer ablasyon yontemiyle altin nanopartikiiller
olusturmak, elde edilen bu nanopartikiilii karakterize etmek ve ileride kanser
hiicrelerinin tedavisi i¢in yapilacak olan calismalar da PEI/AuNP/ipek fibroin

komplekslerinin birlikte kullanilabilecegi bir tasiyict sistem elde etmektir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Nano Tasiyic1 Sistemler

Nano tastyicilar, spesifik reseptorlere baglanip hiicreye giris yaptiginda genellikle
endozomlar tarafindan kusatilirlar, boylece hiicrenin ilaca karsi olan diren¢ mekanizmasi
engellenmis olur. Nano tastyici sistemler, gesitli biyolojik molekiillerin tagmmasinda birgok
biliyiik avantaj saglar [19]. Nano tasiyicilar sayesinde iletilen sistemler hedef boélgeye
ulastiklarinda organ, doku ve hiicreler tarafindan alimlar1 kolaylasir. Bu yapilar etkin
maddeyi hedeflenen hiicrelere ulastirmak i¢in aktif ve pasif hedeflendirme yontemlerini
kullanirlar [20].

Nano boyuttaki tastyicilarin ¢esitli biyolojik molekiillerin iletiminde kullanilmasinda pek ¢ok
avantaji vardir. Ornegin; kanser ilaglarinin saliniminda, ilaglarm toksik etkisinin azaltilmasi
ve ¢oklu ilag direncliliginin oniine gegilmesi sebebiyle ¢oke¢a tercih edilmektedir. Simdiye
kadar yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglar, kanser ilaci yiiklenmis nano tasiyicilarin
hedeflenmesi sayesinde daha yiiksek secicilikte tedavi alternatiflerinin ortaya c¢iktigi

goriilmiistiir [21].

Tas1tyic1 nanopartikiiller 6 tiptedir.
1- Polimerik nanopartikiiller
2- Polimerik miseller
3- Sentetik polimerler
4- Lipozomlar
5- Viris temelli nanopartikiiller

6- Karbon nanotiipler [22].



Sekil 2. 1. Nano Tasiyici Tiirleri

A-
B-

C-
D-
E-
F-

Polimerik nanopartikiillerdir ve ilag nanokapsiiliin i¢ine hapsedilir.

Polimerik misellerdir ve hidrofobik kabuk alani hidrofobik ilaglar i¢in depo gorevi
gorir.

Sentetik polimerik makromolekiillerdir ve yapisinda dallanmis monomerler goriiliir.
Lipozomlardir ve yapilari iki yag katmanindan olusur.

Genellikle protein kafesi seklinde olusan viriis temelli nanopartikiillerdir.

Benzen halkalarindan olusan silindirik tiipler halinde olusmus yapilardir [19].

Farkli nano tastyici sistemler iiretmek ve gelistirmek i¢in lipid yapida, polimerik

ozellikte ve organik bazli yapilar kullanilir. Giinlimiizde {izerinde en ¢ok c¢alisma

yapilan ve gelistirilen nano tastyici sistemler; polimerik nanopartikiiller, polimerik

miseller, lipozomlar, karbon nanotiipler ve altin nanopartikiillerdir [23].

Cok fonksiyonlu goriintiileme modelleri ve teranostik yaklagimda genis ve 6nemli bir

yere sahip olan nano tipta; nanoteknolojinin kullanimi; yeni partikiillerin ve tagiyici

sistemlerin gelistirilmesine olumlu katki saglamistir. Gelecekte klinik ¢aligmalarin

artmasi ile pek cok hastaligin teshis ve tedavisinde ¢cok daha genis yer alacagi

disiiniilmektedir [24].



2.1.1. Nanopartikiiller

Son zamanlarda nanoteknolojik yaklasimlarin git gide popiilerligi artmakta olup,
bilimsel arastirmalar ve calismalar i¢in yeni ve 6zel bir alan olusturmaktadir.
Nanoteknolojik uygulama alanlarinin artmasiyla beraber nano yapili malzemeler, pek

cok alanda kullanilmaya baslanmigtir [25].

Nanopartikiiller, yliksek ylizey-hacim orani ile iliskili benzersiz yapilar1 sebebiyle
ciddi onem tasimakta olup, katalizorler, ilag sanayi, optik materyaller, sensorler,
enerji depolama da dahil pek ¢ok alanda uygulamalar1 mevcuttur [26]. Bu
materyallerin fonksiyonlar1 ve kullanim alanlar1 nanopartikiillerin (NP) boyutuna ve
bilesimine gore farklilik gostermektedir [27]. Giimiis NP'ler1 (AgNP) ev aletlerinde
[28], platinyum NP'leri (PtNP) endiistride ve biyomedikal uygulamalarda [29], altin
NP'leri (AuNP) de sensor alanindaki ¢alismalarda [30] kullanilabilmektedir.

Polimerik nanopartikiiler ilag tasiyict sistemlerin ylizey oOzellikleri organizmada
gosterdikleri biyolojik davramiglarda anahtar bir rol oynamaktadir. Bu tasiyict
sistemlerin yilizey Ozelliklerinin modifikasyonu ile hedeflendirme potansiyelleri ve
hiicresel tutulum diizeyleri arttirilmakta, kan sirkulasyonunda kalis siireleri
uzamakta, 0zellikle tlimorlii dokularda daha yiiksek diizeyde birikmeleri s6z konusu

olmaktadir (Sekil 2.2.C).
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Sekil 2. 2. Polimer Nanopartikiiller [31].

2.1.1.1. Altin Nanopartikiiller

Son yillarda biiyilk 6nem kazanan nanopartikiiller (NP), nanoteknolojinin temelini
olusturmaktadir. Nanoteknoloji; atomsal, molekiiler yapilar diizeyinde fonksiyonel
materyallerin, cihazlarin ve sistemlerin gelistirilmesidir. Ozellikle son 20 yilda
nanoteknolojik gelismelerde hizli bir artis gozlenmekte ve bu alandaki yatirimlar
glinden giine artmaktadir. Nanoteknolojinin gelismesi ile birlikte nanokristal,
nanopartikiil, nanotiip gibi nano boyutlu malzemelerin iretilebilmesi
saglanabilmektedir. =~ Mihendislik  nanopartikiilleri ¢ok  ¢esitli  alanlarda
kullanilabilmesine imkan saglamistir. Ev aletleri ve iirin kaplamalari, biyomedikal
uygulamalar, miicevhercilik, elektrokimyasal sensor ve biyosensor uygulamalari, tip

ve daha pek ¢ok alanda kullanilabilmektedir [32].

Genig NP tiirleri arasinda soy metal NP' ler son yillarda 6zellikle yiizeyel plasmon
rezonansi (Surface Plasmon Rezonans; SPR) da déhil olmak iizere biyouyumluluk ve
essiz fiziksel, kimyasal Ozelliklerinden Otiirii AuNP'lere 6nem vermislerdir [12].
SPR, bir elektromanyetik dalga ile AuNP yiizeyinde bulunan serbest iletken

elektronlar arasindaki etkilesime dayanir ve bu da, goriiniir 15181in frekansi ile



rezonansa titreserek salinmasina neden olur. Bu olay giiclii manyetik alanlara neden
olur. Bu olgu, AuNP'lerle iligkili tiim radyatif (absorpsiyon ve sagilma) ve
radyasyona aykir1 (absorbe edilen 15181n 1siya doniistiiriilmesi) 6zelliklerini biiytlik
olgtide gelistirerek onlar1 farkli biyolojik veya tibbi yontemler i¢cin uygun hale getirir.
Altin nano partikiillerinin 6zel bir tiirli hiicre membranindan kolayca kayabilir ve
sonucta bu durum onlari, hedef hiicrelere direkt ila¢ tasmmasi i¢in 1yi bir aday yapar

[13, 14].

AuNP'ler c¢ok sayida yaklasimla farkli boyut ve sekillerde kolaylikla
sentezlenebilirler. Uretimlerinin en kolay yolu ilk énce Turkevich [33] tarafindan
tanimlanmistir ve altin tuzlarmin, sodyum sitratin varliginda indirgenmesini igerir.
Bu madde altin iyonlarmi indirgeyerek NP olusturmaya baslar ve AuNP'lerin

toplanmasini 6nleyerek yiizeylerine absorbe edildiginde onlar1 dengeler [15].

Altin nanosferler (AuNSs), nanokoratlar (AuNCs), nanokristaller (AuNCrs) ve liggen
bipiramitler (AuNs), nanokiitiikler (AuNs), nanokartlar (AuNSs, AuBps), sentez
islemlerine ve deneysel kosullara gore farkli sekillerde tanimlanirlar. Bunlar
arasinda, AuNSs, AuNRs, AuNShs ve AuNCgs en c¢ok arastirilan altin
nanopartikiillerdir [34]. AuNP'lerin boyutu ve sekli, ozellikleri degistikten sonra
uclarma gore secilmelidir [35,36]. Ayrica, AuNP'lerin yiizey sekilleri, hiicreler
tarafindan alinmalarinda 6nemlidir. AuNP'ler tiol ve amin gruplarmi baglayarak,
biyomedikal uygulamalar i¢in farkli biyomolekiillerle etkilesmesine izin verir
[37,38]. Ornegin, kimyasal maddeler, siRNA ve terapotik oligoniikleotitler gibi
terapotik maddeler ile yiiklenebilirler. Poli Etilen Glikol (PEG) gibi polimerik
dengeleyiciler antikor ve peptidlerin ilag iletimi de dahil olmak iizere ¢oziiniirliik,
biyoyararlanim, dolagim zamani ve 0zel elementlerin hedeflenmesini biiylik dl¢iide

arttirir [39,40].

AuNP'ler ayn1 zamanda biyomedikal uygulamalarda termal ablasyon kapasiteleri ile
de taninirlar. Ayrica AuNP'ler elektron uyarimi ve gevsemesi nedeniyle
elektromanyetik radyasyonu 1s1 enerjisine doniistiirebilmeleri nedeniyle biiyiikk bir

fototermal terapi (PTT) ajanlar1 olabilirler.

AuNP'lerin SPR maksimum dalga boyundaki 151k eksitasyonu verimli bir 1g1k-1s1

doniisiimiine neden olur [39.41]. Uretilen ve ¢evreye aktarilan 1s1 miktarina bagl



olarak, AuNP'ler kanser hiicrelerine veya yiizeylerine zarar verebilir veya yok
edebilirler [40]. Buna ek olarak, termal tedavinin etkileri kanser tiirtine bagimli
olmasina ragmen, tiimér dokusunun normal dokulardan daha fazla hipoksik, asidik
ve besin yetersizligine sahip oldugu distniilmektedir. Bu 06zelliklerin, kanser

hiicrelerinin 1stya duyarliligini arttirdig: diistiniilmektedir [42].

2.2. Polietilenimin (PEI)

Polietilenimin (PEI), yilizeyinde bol miktarda amino gruplar1 olan iyi bir genetik
vektordiir. Yaygin olarak kullanilan ve performansi en iyi bilinen biyo uyumu

yiiksek bir makro molekiildiir [43].

PEI tiim viral olmayan polimerik tasiyicilar arasinda, 1995'ten beri, 6nemli bir gen
transfeksiyon sistemi olarak kullanilmaktadir [44,45]. Dalli1 ve dogrusal olmak iizere
iki PEI formu vardir. 100 ila 1500 kDa arasinda degisen farkli molekiiler agirliklara
(MA) sahiptir [44,46]. 25 kDa dalli PEI formu, en uygun polikasyon olarak kabul
edilir; clinkii dikkat ¢ekici transfeksiyon kapasitesi vardir [46].

Polietilenimin ve DNA arasindaki giiclii elektrostatik etkilesimler DNA-PEI
kompleksini olusturur bu komplekslere ¢ok sayida ve nano boyuttaki sitem olan

polipleks ad1 verilir [44,47].

PEI giivenli bir tastyici sistem olmasina ragmen, sitotoksisitesi ile ilgili hala
endigeler vardwr. Caligmalar, PEI sitotoksisite mekanizmasinin ¢ok degisken
oldugunu ve dallanma derecesine, partikiil biiyiikliigiine, zeta potansiyeline baglh
oldugunu gostermistir. Ayrica, hiicrenin nekrotik ve apoptotik 6lim yollarim1 da
degistirdigi sdylenebilir. PEI, gen nakli sirasinda iki tiir sitotoksisiteye neden olabilir:
Transfekte edilmeden 6nce hiicre zarmin dengesizlesmesi sonucu serbest PEI ile
ilgili acil toksisite ve hiicre i¢cine gectikten sonra da PEI/DNA komplekslerinin

hiicresel ilerlemesiyle ilgili gecikmis toksisiteye neden olur [48].

Polietilenimin, amin grubu ve iki karbon alifatik CH, /CH, CH izleyici igeren bir
polimer tiirtidiir ve polikatyonik karakterinden dolay1 gii¢lii bir siRNA iletim arac1
olarak kullanilir. Uglii bir halkadan olusur. Molekiiliin iki kosesi —CH, - baglarindan

olusur. Uciincii kdse, ikincil bir amin grubu (NH) ihtiva eder. Bir katalizoriin
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mevcudiyetinde bu monomer, yaklasik %25 birincil amin gruplari, %50 ikincil amin
gruplart ve %25 fciinciil amin gruplar1 ile ¢ok dallanmamis bir polimer haline
dontstirliir (Sekil 2.3). PEI, vaskiiler endotelyal biiyime faktorii reseptor-2'nin
(VEGF R2) hiicreye siRNA'y1 aktarmak icin kullanilabilen Arg-Gly-Asp (RGD)
peptit ligandint igerir. Bununla birlikte, siRNA'nin basarili bir sekilde
aktarilmasimdan dolayi, daha az yanlis baglanmalar saglamis ve VEGF R2'nin baskin

roliinii hesaba katarak, tlimoriin biiyiimesini engelleyici etki yapmustir [49].

Saf PEI, ozellikle asidik ve ndtr pH kosullarinda asir1 anyonik koloidal yliikiin
notrlestirilmesi i¢in de ¢ok etkilidir [50].

Polietileniminin Sentezi

; ; Etilenimin —————p PEI
N Kataliz

H
/Ugﬁncﬁl Amin, %25

HQN—(CHQCHQT):C—(CHQCHQNH)y—]-
CH5CH5NH>

/" Sekonder Amin, %50

. o,
M. Hubbe Primer Amin, %25

Sekil 2.3. Polietilenimin Olusumu [50].

2.3. Lazer Ablasyon Yontemi

Lazer ablasyon yontemiyle nanoparcacik iiretimi son 20 yildir yaygin sekilde
uygulanmaktadir. AuNP’leri sentezlemek i¢cin kimyasal indirgeme yOntemi
kullanilirken, son zamanlarda siv1 fazda altin bir hedefin darbeli lazer ablasyonu yeni

bir alternatif yol olarak kabul gormiistiir. Stvidan lazer ablasyonu ( Laser Ablation of
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liquid; LAL), metallerden yar1 iletkenlere uzanan ¢esitli ultra saflastirilmis NP'lerin

basit bir aparatla sentezlenebilmesinden dolay1 essiz bir avantaj saglamaktadir [17].

NP' lerin tiretimi ¢esitli ¢oziiciilerde meydana gelebilir, kolloidi stabilize etmek i¢in
ylizey aktif madde gerekmez, NP 'ler asir1 derecede saf olabilir ve nihayetinde
siirecin ince ayar1 Uretime izin verir. NP' lerin biiyiikliigii ve Ozelliklerine gore

farklilik gosterebilir [51,52].

Sivida Darbeli Lazer Ablasyonu (Pulsed Laser of liquid; PLAL) veya soliisyon
cozeltide lazer ablasyon sentezi olarak bilinen teknik, soliisyondaki metal

nanopartikiillerin olusturulmasi i¢in alternatif bir tekniktir [53].

PLAL, bir siv1 i¢cindeki dokme metal hedefin odaklanmis lazer darbeli 1smnlanmasini
icerir. Kapak ajanlarinin ve kimyasal Onciillerin bulunmamasi nedeniyle, PLAL
cevresel acidan dosttur ve kolay bir deneysel kuruluma da sahiptir. Bu yolla

iiretilebilen nanomalzemeler ve nanoyapilar son derece ¢esitlidir [54].

Sivilarda darbeli lazer ablasyonu, NP' lerin {iretimi i¢in yaygin olarak kullanilsa da
[55,56], karbonnanotiip/nanopartikiil (CNT/NP) hibritlerinin iiretiminde ¢ok siirh
bir kullanima sahiptir. Bu teknik, bir ¢oziicli icine daldirilmis metal bir hedefi
kesmek i¢in darbeli bir lazer 1s1m1 kullanir. Bu yaklasimi sundugu firsatlar dikkat

cekicidir.

Sonu¢ olarak, zararli reaktanlarm kullanilmasim1i Onlemek ve istenmeyen
kirleticilerden tamamen armdirilmis NP'ler liretme olasilig1 sayesinde, son yillarda
PLAL ile nanopartikiillerin sentezi daha kolay hale gelmistir [57,58]. Lazer ablasyon
yonteminde, lazer tabancasindan yapilan basimlar sonucu hedef alinan maddeyi nano

yapili hale getirme prensibi vardir (Sekil 2.4) [59].
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Laser

AuNP kolloidal goizeltisi ¥
AuNP ' nin yizey

Sudaki lazer kaynakl plazma elektronlan

Hedeflenmis Altin

Sekil 2. 4. Lazer Ablasyon Yo6nteminin Sematize Edilmesi [59].

2.4. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi; Fourier Transform Infrared (FTIR)

Spektroskopisi

Fourier Dontisiimlii Kizilotesi (FTIR) matematiksel fourier doniisiimii yontemi ile
15181 kizilotesi yogunluguna karst dalga sayisim Olgen kimyasal ve analitik bir
yontemdir. Elektromanyetik 151k dizisinin kizil 6tesi bolgesi 14000 cm-1 ile 10 cm-1
arasindadir ve yakin dalga boylu kizil 6tesi (NIR; 4000~14000 cm-1), orta dalga
boylu kizil 6tesi (MIR; 400~4000 cm-1) ve uzak dalga boylu kizil 6tesi (FIR; 4~400

cm-1) olmak {izere ii¢ ana bolgeden olugsmaktadir [60].

2.4.1. FTIR Kullanma Alanlari

W.W. Coblenz 1911°de biyolojik orneklerin analizinde kizil 6tesi spektroskopinin
kullanilabilecegini 6ne siiren ilk bilim adamidir [61]. 1950’1 ve 1960’11 yillarda
mikroorganizmalarin ayrilmasina yonelik calismalarda kizil 6tesi spektroskopisi
kullanilmaya baglanmistir. Yaklasik 20 yillik bir duraklamadan sonra, modern kizil
Otesi yontemleri, bilgisayarlar, yeni gelistirilen ¢ok degiskenli analiz teknikleri,
faktor analizleri veya yapay sinir aglar1 gibi istatistik yontemleri, arastirmalarin

tekrar bu alanda yogunlagmasimi saglamistir [62].
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FTIR spektroskopisinin, gaz veya sivi kromatografisi, kiitle spektroskopisi gibi diger
analitik yontemlere kiyasla daha basarili oldugu ve endiistride ¢ok iyi bir tanimlama

araci olarak kullanilabilecegi belirtilmistir [63].

FTIR spektroskopisi ile yapilan testler sonucunda ¢ig siitte bulunan bazi proteinler ,
B-lakto globiilinin yapis1 ve siit proteinlerinin bazi islemlerle denatiirasyonlari, Isveg
peynirinin bazi farkli 6zelliklerinin belirtilmesi, siit ve siit liriinlerinin nitrat ve nitrit
diizeylerine gore siniflandirilmasi gibi pek ¢ok arastirma yapilmaktadir. Giirdeniz ve
arkadaslar1 [64], FTIR spektroskopi ile zeytinyaginda tagsisin belirlenmesine,
Gergekaslan ve arkadaslar1 [65]ekmekte bayatlama diizeyinin 6lglilmesine yOnelik
calismalar yapmistir. Ayrica dondurarak kurutulmus laktozun kristallestirilmesindeki
1s1sal gecislerin incelenmesinde ve antifungal metil seliiloz filmlerin fiziksel
ozelliklerinin  belirlenmesinde de FTIR’ den yararlamlmistir [66]. FTIR
spektroskopisinin kullanildig1r baska bir énemli alan ise tip bilimleridir. Hiicrenin
farkli biyomolekiiler bilesenleri, yapisal ve islevsel acilardan zengin, karakteristik
kizil 6tesi 151k dizisi gosterirler. Bu nedenle, FTIR spektroskopisinin farkli kanser

hiicrelerinin tespitinde kullanilmasiyla ilgili ¢esitli galismalar bulunmaktadir [67].

FTIR spektroskopisinde 151k, kaynagindan ayrildiktan sonra bir 151n ayiriciya gelir.
Burada 1s1n hem sabit aynaya hem de hareketli ayna gonderilir. Daha sonra 1smlar
aynadan yansiyarak 1sin ayiriciya geri gelir. Buradan da 6rnegin bulundugu yere
gider. Isin Ornek ile etkilestikten sonra algilayicilar tarafindan algilanir ve bilgisayar

ile 6lciilebilecek anlamli sinyallere dontistiiriiliir (Sekil 2.5) [68].
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Sekil 2.5. FTIR Spektroskopisinin Uygulanmasi [68].

2.5. Antisens Teknolojileri

Sense, m-RNA veya DNA molekiiliiniin 5’- 3’ ipligidir. Sense’in komplementeri
olan iplik de antisens olarak isimlenir [69]. Antisens teknoloji insan, hayvan ve
bitkilerdeki hastaliklarin daha spesifik tedavisi ve yeni kesifleri i¢in ayrica,
fonksiyonel genomik ¢aligmalar i¢in ¢ok gii¢lii silahlardan olusan uygun tekniklerdir.
Dogal olarak olusan bu mekanizma sekansa spesifik olup ilk kez Caenorhabtidis

elegans nematodunda kesfedilmistir [70].

Antisens uygulamalarinda, oligoniikleotidler mRNA veya pre-mRNA ile etkilesime
girer ve bir dupleks olusturarak translasyonlarini islenmelerini engellerler.

Dolayisiyla protein biyosentezini inhibe ederler [71].

2.5.1. RNA Interferans Teknolojisi

RNAi mekanizmast Okaryotlarda, sitoplazmada gerceklesen bir olaydir.
Mekanizmay1 saglayan 2 tiir efektdor molekiil vardir. Birincisi, 21-23 niikleotid
uzunlugunda ve ¢ift zincirli RNA (dsRNA) molekiilii olan siRNA (small interfering
RNA)'dir. Ikincisi ise 22 niikleotid uzunlugunda dsRNA molekiilii olan miRNA
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(micro RNA)'dir. Bu kiiciik RNA molekiilleri kodlayic1 6zellige sahip degillerdir
[72,73].

siRNA'nin olusumu, sitoplazmaya uzun dsRNA molekiiliiniin ekzojen olarak
gonderilmesinden sonra orada Rnaz III enzim ailesinin bir endoniikleaz1 olan Dicer
enzimi ile 21-23 niikleotidlik parcalara ayrilmasiyla gerceklesir [10]. miRNA'nin
olusumu ise ¢ekirdekte baslar. Burada endojen olarak kodlanan primer miRNA (pri-
miRNA) molekiilii, RNaz III enzim ailesinin bir iiyesi olan Drosha ile islenerek
onciil miRNA (pre-miRNA) molekiiliine doniigiir. Pre-miRNA'larin sa¢ tokasi
(hairpin) yapist vardir ve ilmeklerden (loop) olusur. Pre-miRNA'lar daha sonra
sitoplazmaya gonderilir ve burada Dicer ile ilmekleri agilir, bdylece miRNA

molekiilii olusmus olur [74].

Dicer enziminin olusturdugu kisa zincirlerin karakteristik u¢lar1 vardir. Zincirin 3'
ucu diniikleotid tasir, 5' ucunda ise bir fosfat grubu bulunur [75]. siRNA ve
miRNA'nin gen susturulmasi islevini yerine getirebilmesi i¢in Sekil 2.6. da
gosterildigi gibi RISC (RNA baskilayict sessizlestirme kompleksi; RNA-induced
silencing complex) adi verilen bir protein kompleksine girmesi gerekir. siRNA ve
miRNA'nin kendine 6zgli uclar1 ve uzunluklar1 RISC tarafindan taninmalar1 i¢in
onemlidir. siIRNA ve miRNA’nin zincirleri, RISC'in tamamlayicist olduklar1 hedef

mRNA molekiiliine yonlendirirler [76,77].

siRNA'lar, iplik¢iklerden birinin bozundugu ve diger (antisens) iplik¢ik hedef mRNA
dizilerini bulmak i¢in bir rehber olarak birakilan AGO2-RISC enzim kompleksi
tarafindan taninir. miRNA'larin aksine, siRNA'lar dizileri milkemmel veya neredeyse
kusursuz tamamlayicilik ile baglar ve translasyonel baskilama yerine hedeflerin
boliinmesine neden olur [78,79]. Hedef gen ekspresyonunu diziye 6zel bir yaklagimla
etkili bir sekilde susturduklar1 i¢in, siRNA'lar tek genlerin islevini incelemek icin en

kullaniglt araclar haline gelmistir [78,80].
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Sekil 2.6. RNA Interferans Mekanizmas1 [81].

2.5.2. siRNA (Small interfering RNA; Kiiciik Engelleyici RNA)

Transkripsiyon sonrasi gen susturma islemini yerine getiren, gen ekspresyonunu
inhibe eden, in vitro spesifik mRNA (messenger RNA) molekiillerini yok eden, RNA
molekiillerini kapsayan biyolojik bir siire¢ olan; RNA interferansin1 (RNA1) igeren
siirecin en genis uyarlanmig kategorisidir. RNA girisim terapisi dncelikle mikro RNA
(miRNA) ve siRNA'lar olmak ftzere iki tip kiiglik riboniikleik asit molekiilii
kullanilarak gerceklestirilir. Bu asamada, siRNA'lar ve oligoniikleotidler kanser,
edinilmis bagisiklik yetersizligi sendromu (AIDS), alzheimer gibi ¢esitli hastaliklara
kars1 miicadelede en giiglii araclardan biridir. RNA parcalart mRNA ile baglanarak,
protein dizisinin spesifik olarak ekspresyonunu baskilayabilir. siRNA'lar, RNA'dan
indiiklenen susturma kompleksi (RISC) iiretir ve bundan sonra mRNA/siRNA

dupleksi pargalanir.
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siRNA elektrostatik etkilesimler yoluyla katyonik nanoparcaciklarla siki1 kompleksler
olusturabilir. Ancak siRNA sitoplazmada RNA kaynakli sessizlestirme kompleksine
(RISC) yiiklenmeden 6nce katyonik tasiyicidan ayrilmali ve gen susturma iglemi
baslatilmalidir. Nanoparcaciklarin siRNA'ya olan molekiiler yakinliklarmi belirleyen
fiziko kimyasal 6zellikleri, endozoma ve sitosolik rediiktorlerde pH degisimi gibi
hiicre i¢i uyaranlarla bozulabilir. Ve sonug olarak, siRNA/polimer polipleks olusur.
Katyonik yogunlugun ve molekiiler agirhigin azaltilmasi ve nanopartikiil siRNA
komplekslerinin hidrofilik/hidrofobiklikteki degisiklikler gibi spesifik degisiklikler,
polipeptidin ayrigsmasina yardimci olur. Pozitif yiliklii olan nanopartikiil, negatif
yiiklii olan siRNA ile elektrostatik etlkilesim sonucu birlesir. Hiicreye aktarilan
siRNA/nanopartikiil kompleksi RISC kompleksi ile birleserek gen aktivitesini
durdurur (Sekil 2. 6), [82].

R
xS R R
R+|+ R kgt Y-ull'y
R By gt F f— + y; ~

\ + N¥ /+ Elektrostatik etkilesim Anyonik siRNA R
R-N_g N _—R ; -
~— Katyonik Nanopartikiil

SR

R/§)+ %}

siRNA- Nanopartikiil birlegimi ; i
~d
Lizozom \
Paketlenmis Hedef l

‘Sitoplazma Nanopartikiil mRNA
siRNA-RIS
Hedeflenmis
’ mRNA genin
susturulmasi

mRNA'nIn
Susturulmasi

R= Alkali Grup

Sekil 2.7. siRNA ile birlesen nanopartikiiliin etki mekanizmasi [82].
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2.6. Ipek Fibroin (iF)

Ipek proteinleri milkemmel biyouyumluluk ve biyolojik bozunabilirlik nedeniyle
yillardir biyomedikal alanda basariyla kullanilmaktadir. Vahsi ipekbocekleri arasinda
en bilinen tiirlerden biri olan Antheraea pernyi ipek fibroin (Antheraea pernyi silk
fibroin; ASF), alkali amino asitler olan arjinin ve histidin (Arg ve His) ve arginil-
glisil-aspartik asit (RGD) tripeptit sekanslarinca zengindir. Bu RGD sekanslarinin
hiicre integrinlerinin reseptorleri oldugu bilinmektedir. Memeli hiicreleri ile hiicre
dis1 matrisler arasindaki 6zel etkilesimlere de aracilik etmektedir. ASF'nin Bombyx
mori ipek fibroin (BSF) ve kollojen ile karsilastirildiginda daha giiclii hiicre
adezyonu sagladig1 bildirilmistir. RGD hedefleme sistemi, PEI gen tasiyicilarina
kovalent olarak degil, sitotoksisiteyi azaltmak ve transfeksiyon verimliligini artirmak
icin PEI / DNA komplekslerini RGD acgisindan zengin ASF ile elektrostatik olarak
kaplamaktadir (Sekil 2.7) [83].

MDPDBL A/ PEI/DNA ASE ASF/PEI/DNA
DNA PEI complexes complexes

Sekil 2.8. Ipek Fibroin/Polietilenimin/DNA Kompleksi [83].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
siRNA

RNA interferans caligmalarinda nanotastyici sisteme takmak i¢in kullanilan siRNA
(Sense dizisi: 5 — GUCAACGGAUUUGGUCGUA - 3’; antisense dizisi: 5> —
CAACGGAUUUGGUCGUAUU - 3’) Dharmacon, a Horizon Discovery Group

Firmasi’ndan temin edilmistir.
Polietilenimin (PEI)

siRNA’nm tasinmasinda kullanmilmak {izere katyonik, %50 konsantrasyonda 12 kD
agirhginda, %20 dallanmis Polietilenimin (PEI) Sigma Aldrich firmasindan satin

alinmustir.

24 Ayar Altin (Au)

24 Ayar %99 saflikta gram altin Kirikkale kuyumcularindan temin edilmistir.
ipel Fibroin (iF)

Calismamizda kullanilan ipek fibroin koza halinde Bursa ilinden temin edilmistir.

3.2. Cahsmada Kullanilan Kimyasal Cozeltiler
Agaroz Jel Elektroforezi
— Agaroz: %I °lik (w/v) agaroz TAE tamponunda ¢oziilerek hazirlanmistir.

— Tris asetat (TAE) tamponu (x50) (pH 8): 242 g Tris base, 57.1 ml Glasial asetik
asit, 0.5 M 100 ml EDTA (pH 8), saf su.

— Yiikleme tamponu % 40 sukroz, % 0.025 bromofenol mavisi, % 0.25 ksilen

siyanol.

20



— Etdiyum Bromiir: 10 mg/ml derisiminde hazirlanmis ve koyu renkli siselerde

muhafaza edilmistir.
De-Iyonize Su

Ultra saf de-iyonize su Kirikkale Universitesi Bilimsel Arastrma Merkezi

(KUBTAM) ‘de Pure H20 makinesinden temin edilmistir.
Sterilizasyon

Steril kullanilmasi1 gereken tiim tampon, malzeme ve ¢ozeltiler 121 0C’de 20 dakika
sterilizasyona tabi tutulmustur. Biitiin ¢alismalar boyunca kullandigimiz kimyasallar
olmas1 gereken saflikta olduklarindan dolay1 tekrar bir saflagtirma basamagina gerek

duyulmamastir.

3.3. Yontemler

Bu tez kapsaminda yapilan islemler baslica dort asamadan olusmaktadir; Ik bdliimde
farkli konsantrasyonlarda PEI ¢6zeltisi hazirlanmis ve her bir konsantrasyon i¢in ayr1
ayr1 stabilite deneyleri yapilmustir. Ikinci kisimda hazirlanan PEI ¢ozeltisi igerisinde
lazer ablasyon ydntemi ile altin nanopartikiiller iiretilmistir. Ugiincii kisimda {iretilen
altin nanopartikiillerin Zeta-Sizer cihaziyla boyutlarina ve zeta potansiyellerine
bakilmistir. Ayrica FTIR spektroskopisi yapilmis ve nanopartikiiller karakterize
edilmistir. Dordiincii ve son kisimda farkli oranlardaki AuNP/PEI/IF kompleksleri ile
farkli oranlardaki siRNA baglanmaya calisilmistir. Baglanip baglanmadiklarmi
anlamak i¢cin %1’lik agaroz jel elektroforezi yapilmistir ve ultraviyole (UV) 1smnlar1

altinda gozlemlenmistir.

3.3.1. Polietilenimin Hazirlanis1 ve Karakterizyonu

% 50 konsantrasyonda, 12 kD molekiiler agirliginda % 20 dallanmis olarak satin
alman Polietilenimin (PEI) ¢oOzeltisi, seyreltilerek % 1, % 2 ve % 5
konsantrasyonlarinda hazirlanmis ve Zeta-sizer cihaziyla zeta potansiyelleri

Slciilmiistiir (Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5).

21



3.3.2. Altin Nanopartikiillerin Uretimi ve Karakterizasyonu

Calismamizda elde etmek istedigimiz altin nanopartikiil (AuNP) polietileniminin
farkli konsantrasyonlar1 iginde Kirikkale Universitesi Miihendislik Fakiiltesi
Biyomiihendislik Labaratuvarinda “q swiched nd yag” marka lazer cihazi
kullanilarak lazer ablasyon yontemi ile iiretilmistir [84]. Lazer ablasyon yonteminde
AuNP’ler, lazer cihazinin 1064’Lik lens ucuyla, 1000 basim olacak sekilde %1, %2
ve % 5 PEI konsantrasyonlar1 icerisinde iiretilmistir. Uretim esnasinda hedeflenmis

altina 5 cm. mesafeden basim yapilmistir (Sekil 2.3).

— )
AUMNP kolloidal cozeltisi B
AUNP ' nin yOzey

Sudaki lazer kaynakh plazma elektronlan

Hedeflenmis Altin

Sekil 3. 1. Lazer Ablasyon Yonteminin Sematize Edilmesi [58].

3.3.3. AuNP / PEI Kompleksinin Zeta Potansiyellerinin Olgiilmesi

Uretilen altin  nanopartikiillerin  Zeta-Sizer cihaziyla boyutlarma ve zeta
potansiyellerine bakilmistir (Sekil 4.2, Sekil 4.3). Hazir olarak alinan PEI'nin 12 pH
da ¢iktig1 ve zeta potansiyel sonucunun da negatif 6zellikte ¢iktig1 tespit edilmistir.
Daha sonra % 1, % 2 ve % 5 konsantrasyonundaki PEI/AuNP G&rneklerinin her
birinin pH’ lar1 2 ila 14 seviyelerinde hazirlanip, her pH noktasi i¢cin ayr1 ayr1 zeta

potansiyelleri 6l¢iilmiistiir.

3.3.4. ipek Fibroin (iF) Hazirlams

Altin nanopartikiil ve polietilenimin kompeksi ile baglanacak olan ipek fibroinin sivi

hale getirilmesi i¢in LiBr igerisinde c¢ozdiirtilmiistiir. Ekzotermik bir tepkime
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meydana gelmis ve behere sikistirilmis olan IF ¢oziinmeye baslamistir. 60 0C’lik

firmda 4 saat bekletilerek IF’ nin s1v1 hale gelmesi saglanmustir [85].

3.3.5. PEI/AuNP/iF Kompleksinin Hazirlamisi

Calismada kullanilan %1, %2 ve %5 konsantrasyonlarindaki PEI/AuNP kompleksi

ile IF bire bir oraninda birlestirilmistir.

3.3.6. AuNP / PEI FTIR Testi

AuNP‘nin ve PEIl‘nin ayr1 ayr1 ve birlikte hangi dalga boylarinda hangi bantlari
verdigini gozlemlemek ve birbirleriyle baglanip baglanmadigini kontrol etmek

amactyla FTIR testi yapilmistir (Sekil 4.5).

3.3.7. Agaroz Jel Elektroforezi

Urettigimiz %1, %2 ve %S5’lik PEI/AuNP/IF 100 nM ve 200 nM
konsantrasyonlarindaki siRNA ile baglamak i¢cin Cizelge 3.1’deki oranlarda tiip
icerisinde karistirilip oda sicakliginda 1 saat bekletilmistir. Sonrasinda 10 pul siRNA
— Nanopartikiil karistmindan almip, 2 pl bromofenol tamponu ile karistiralarak
elektroforez kuyucuklarma hazirlanan oOrnekler yiliklenmistir. Daha sonra
PEI/AuNP/IF ve siRNA‘larm baglanip baglanmadigmi anlamak icin % 1’lik agaroz
jelde 90 voltta 40 dakika yiiriitiilmiis ve etidyum bromid ile boyanmis ve jel

Biometra UV Solo TS goriintiileme cihazinda fotograflanmistir.
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Cizelge 3.1. Agaroz Jel Elektroforezi i¢cin  hazirlanan
AuNP/PEI/IF/siRNA 6rnekleri

siRNA Nanopartikiil (AuNP/PEI/IF)
200 nM - 10 pl % 5-10 pul

200 M - 10 ul %2-10 ul

200 M - 10 ul % 1-10 ul

200 M - 10 ul i

100 nM - 10 pl % 5-10 pul

100 nM - 10 pl %72-10 ul

100 nM - 10 il % 1-10 ul

100 nM - 10 il i
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Elde Edilen Altin Nanopartikiiliin Karakterizasyonu

PEI/AuNP/IF nanopartikiilleri boyutlar1 ve yiizey yiikleri Zeta-Sizer cihazinda

Olciilerek karakterize edilmistir. Ayrica iiretilen AuNP’ lerin konsantrasyonlarina

bagli olarak renk degisimleri de gozlemlenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4. 1. PEI konsantrasyonuna bagli AuNP iiretimi

1-
2.
3-
4-
5-

De-iyonize suda lazer ablasyon yontemiyle iiretilen AuNP

%0.5 PEI konsantrasyonunda lazer ablasyon yontemiyle iiretilen AuNP
%1 PEI konsantrasyonunda lazer ablasyon yontemiyle iiretilen AuNP
%S5 PEI konsantrasyonunda lazer ablasyon yontemiyle iiretilen AuNP
%10 PEI konsantrasyonunda lazer ablasyon yontemiyle {iretilen AuNP.
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4.1.1. Nanopartikiil Boyut Analizi

PEI/AuNP/IF nanopartikiillerinin boyut dagilimi Zeta-Sizer cihazinda yapilmistir
(Sekil 4.2).

Dagihm Yogunlugu

o1}
15"
14’
.
-]
0.1 1 14 108 1004
Boyut (nm)
= W1 PELVAUNP EF — W FEVAUNPEF

== % & FEVAuHP/IF

Sekil 4. 2. PEI/AuNP/IF nanopartikiiliin boyut dagilimi

— %1 PEI/AuNP/IF ~ 80 nm
— %2 PEI/AuNP/iF ~ 90 nm
— %S5 PEI/AuNP/IF ~100nm

Sekil 4.2 de goriildiigii gibi; %1 PEI/AuNP/IF’nin boyutu yaklasik 80 nm, %2
PEI/AuNP/IF boyutu yaklasik 90 nm ve %5 PEI/AuNP/IF’ nin boyutu da yaklasik

100 nm olarak 6l¢iilmiistiir.

4.1.2. Nanopartikiil Yiik Analizi

%1, %2 ve %S5 PEI konsantrasyonunda lazer ablasyon yontemi ile iiretilen altin
nanopartikiillerin yiik analizleri Zeta-Sizer cihazinda dl¢iilmiistiir ve sonuglara gore
izoelektrik pH noktast olusturulmustur. %1 lik PEI/AuNP sonucu Sekil 4.3’de, %2
lik PEI/AuNP sonucu Sekil 4.4 ’de, %5 lik PEI/AuNP sonucu ise Sekil 4.5’de

gosterilmistir.
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Sekil 4.3. %1 PEI/AuNP Zeta Potansiyeli Sonuglar1

Zeta Potansiyel (mW)
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Sekil 4.4. %2 PEI/AuNP Zeta Potansiyeli Sonuglar1
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zeta potansiyel (mW) %5 PE|

Sekil 4. 5. %5 PEI/AuNP Zeta Potansiyeli Sonuclari

Bu sonuglara gore PEI/AuNP konsantrasyonu arttikca zeta potansiyeli degeri
artmaktadir. pH noktasi 8 seviyesinden yukari ¢iktik¢a zeta potansiyeli negatif yonde

ilerlemektedir.

4.2. PEI/AuNP Komplekslerinin FTIR Testi Sonuc¢lar

PEI, AuNP’nin birbirlerine baglanip baglanmadigini gostermek amaciyla FTIR testi
yapilmistir. Bu test kapsaminda hazirlanan % 1 PEI/AuNP, % 5 PEI/AuNP, % 5 PEI,
deiyonize suda tretilmis AuNP oOrneklerinden bir damla almarak FTIR cihazinda
Olciim yapilmis ve her bir 6rnek i¢in ve drneklerin birbirleriyle olan baglantilar1 ve
transmittans degerleri Sekil 4.6 da gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore; C-N
atomlar1 arasindaki gerilim bandmin 1050 cm civarinda oldugu tespit edilmistir.
Alifatik —CH2 grubu i¢in C-H deformasyon bandi 1500 cm civarinda 6l¢iilmiistiir.
Ikincil aminin N-H deformasyon band1 1620 ¢cm civarinda oldugu gésterilmistir. O-H

gerilme bandi ise 3200 ve 3700 cm arasinda oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4. 6. PEI/AuNP Komplekslerinin FTIR Testi Sonuclar1

FTIR testinden elde edilen sonuglara gore; dallanmig halde bulunan PEI
(Polietilenimin)’nin ve AuNP (Altin Nanopartikiil)’ {in hangi transmittans
degerlerinde, hangi dalga boylarinda pik verdigi ve birbirleriyle baglandigi

gosterilmistir.
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4.3. PEI/AuNP/iF Kompleksinin Baglanip Baglanmadiginin Kontrolii

PEI/AuNP/iF kompleksinin birbirine baglanip baglanmadigmi anlamak icin diyaliz
membran deneyi yapilmistir. Yaklasik 10 cm uzunlugunda diyaliz memranmdan
kesilerek, icerlerine AuNP/PEI ve AuNP/PEI/IF komplekslerinden 30 ml
konulmustur. Iple iki ucundan baglanan diyaliz membran karistiric1 iizerine oda
sicakliginda konulmustur. Bir balik yardimiyla hareket eden de iyozine su
icerisindeki diyaliz membranda diflizyonlar meydana gelmistir. Bu deneyde 20
kD’luk gecirgenlige sahip diyaliz membranin AuNP/PEI kompleksini gegirdigi ve
membranin biizlistiigii gozlenmektedir [Sekil 4.7. (2)]. Ancak ipek fibroinle
kaplandiklarinda hacimlerinin artmasi nedeniyle, diyaliz membranda kaldiklar1 ve
membranin sisdigi gdzlenmistir [Sekil 4.7. (1)]. Bu islemlerde kullanilan de iyonize
su 3 saat araliklarla degistirilerek, ortamin siirekli temiz kalmasi ve yiiksek saflikta

diyaliz isleminin gerceklesmesi saglanmistir.

Sekil 4.7. Diyaliz membrandaki PEI/AuNP ve PEI/AuNP/IF durumu

1- PEI/AuNP/IF kompleksi, 2- PEI/AuNP kompleksi
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4.4. siRNA Yiiklii Nanopartikiillerin Agaroz Jel Elektroforezi Sonuglar:

Farkli konsantrasyonlardaki PEI/AuNP/IF Nanopartikiillerin 100 nM ve 200 nM
siRNA ile baglanip baglanmadigmi kontrol etmek amaciyla %1° lik hazirlanan
agaroz jel elektroforezinde yiriitiilmiistir ve sonuglar UV 1sik altinda

gozlemlenmistir (Sekil 4.8).

Sekil 4. 8. siRNA ve farkli konsantrasyonlara sahip PEI/AuNP/IF nanopartikiillerin

birbirlerine baglanmasi

1- 200 nM siRNA, 2- 200 nM siRNA + %5 NP, 3- 200 nM siRNA + %2 NP, 4- 200 nM
siRNA + %1 NP, 5- 100 nM siRNA, 6- 100 nM siRNA + %5 NP, 7- 100 nM siRNA +
%2 NP, 8- 100 nM siRNA + %1 NP.
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5. SONUCLAR ve TARTISMA

Bu calisma kapsaminda yapilan tiim testler ve elde edilen sonuglar asagida

Ozetlenmistir.

Ik olarak farkli konsantrasyonlarda Polietilenimin (PEI) ¢dzeltisi hazirlanmistir. PEI
kullanilmasindaki nedenlerden biri giiclii katyonik 6zellikte olmasidir. Ancak hangi
konsantrasyonda kullanilacaginin tam olarak belirlenememesinden dolay1 %1, %2 ve

%35 konsantrasyonlarinda hazirlanmaistir.

PEI c¢ozeltilerinin pH degerlerine bakilmistir ve bazik o6zellikte oldugu
gozlemlenmistir. Hidro Klorik Asit (HCl) ile pH degeri 2 ila 14 seviyelerinde

ayarlanmistir.

Farki konsantrasyonlarda hazirlanan PEI ¢dzeltileri igerisinde, 5 cm mesafeden
1064’1tk lazer ucuyla 1000 basim olacak sekilde lazer ablasyon yontemi ile Altin
Nanopartikiil (AuNP) iiretimi gerceklestirilmistir. pH degisimleri yasamamak i¢in
sicaklik 25-28 0C arasinda tutulmustur.

Pembe renkte goziiken AuNP’ler iiretilmistir. %0.5 PEI/AuNP konsantrasyonunda
bilinen AuNP rengi olan pembe renk, belirgin bir sekilde goriilememistir. Deiyonize
su icerisinde iiretilen AuNP, %0.5 PEI/AuNP, %1 PEI/AuNP, %2 PEI/AuNP ve %5
PEI/AuNP konsantrasyonlarindan %1 PEI/AuNP, % 2 PEI/AuNP ve % 5 PEI/AuNP’
nin zeta - sizer cihaziyla zeta potansiyellerine ve boyutlarina bakilmistir. Her g
konsantrasyon icin 2 ila 14 pH araliginda yiizeysel yiik dagilimma bakilmis ve
katyonik 6zellikte oldugu gosterilmistir. Ayrica boyut analizlerinin de 100 nm altinda

boyutta oldugu belirlenmistir.

Hiicreye aktarilma kisminda sitotoksisiteyi azaltmak, yanlis baglanmalarin Oniine

geemek icin kullanilan ipek Fibroin (IF), PEI/AuNP’ne bire bir oraninda eklenmistir.

IF’ nin AuNP/PEI nanopartikiiliine baglanip baglanmadigini kontrol etmek igin
diyaliz membran yapilmistir. Diyaliz membran yalniz PEI/AuNP varliginda

yumusamis ve turgor basmnci azalmistir. PEI/AuNP/IF ¢ozeltisi ise daha da sismis ve
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turgor basmci artmisti. Bu deney bize IF ‘nin nanopartikiille birlestigini

gostermistir.

Elde edilen altin nanopartikiillerin farkli dalga boylarinda verdigi bantlar1 géstermek
icin FTIR tesit yapilmistir. Bu test, ¢ozelti igerisindeki gerilme bantlarini1 ve kimyasal
yapilar1 bize vermistir. C-N atomlar1 arasindaki gerilim bandinin 1050 ¢cm civarinda
oldugu tespit edilmistir. Alifatik -CH2 grubu i¢in C-H deformasyon bandi 1500 cm
civarinda 6lciilmiistiir. ikincil aminin N-H deformasyon band1 1620 c¢cm civarinda
oldugu gosterilmistir. O-H gerilme bandi ise 3200 ve 3700 cm arasinda oldugu tespit
edilmistir. Au/PI/IF kompleksinin birbirine baglandiklari gdzlenmistir.

Daha sonra kanserli hiicrelerin tedavisi amaci ile hiicrelere gondermek i¢in elde
ettigimiz bu tasiyici sistemin siRNA ile baglanmasi i¢in, farkli konsantrasyonlarda
iiretilen PEI/AuNP/IF nanopartikiilleri 100 nM siRNA ve 200 nM siRNA ile
birlestirilip, agaroz jel elektroforezinde yiriitilmis ve UV 15k altinda
gozlemlenmistir. Buna gore; biitiin konsantrasyonlarda siRNA ile birlesmenin

saglandigi tespit edilmistir.

siRNA’nmn  kanser tedavisinde ~PEI/AuNP/IF  kompleksleri ile  birlikte
kullanilabilecegi ilk kez yapilan bu tez c¢alismasi ile gosterilmistir. siRNA’ nin
PEI/AuNP/IF kompleksi ile birbirine baglandig1 ve hiicreye aktarilma asamasina

hazir hale getirilen bir tastyici sistem oldugu gosterilmistir.

Gen tedavisindeki en 6nemli amag, genin hiicre i¢ine taginmasi, tagman bu genin
etkinligini tedavi boyunca stirdiirebilmesi, bu genin konak¢iya uygun yapida olmasi
ve ayrica herhangi bir baska hastalia yol agmamasidir. Bunlar bir sorun gibi
goriinsede bu islemlerdeki en Onemli problem gen transferinin nasil
gerceklestirilecegidir. Bunun i¢in bu noktadaki siRNA’nin nanopartikiillerle

tasinmasi 6nem kazanmaktadir.

Pisuvan ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir calismada altin nanopartikiillerin tastyici
sistemlerdeki rolii, ila¢ salimindaki gen ve gen dagilimlari {izerindeki etkileri

anlatilmistir [86].
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siRNA ile gen terapisi, giinlimiizin ve gelecek nesillerin ¢esitli 6liimciil
hastaliklarinin tedavisi i¢in yenilik¢i bir kavrayisa karst muazzam bir etki ve olasilik
goOstermesine ragmen, yine de, bununla iligkili bir takim ciddi endiseler vardir.
Bunlardan baslicalari, kotii farmakokinetik 6zellikler, hedef dis1 etkiler ve interferon
yanit1 gibi biyolojik kisitlamalardir. Ayrica, diisiik transfeksiyon verimliligi, kisa
biyolojik yar1 6miir, zayif penetrasyon; bazen istenmeyen hiicre dliimlerine sebebiyet
vermektedir. siRNA'y1 istenen hiicrelere hedeflemek ve transfer etmek i¢in verimli
bir tasiyict sistemin olmamasi, siRNA bazli transfer yaklagiminin 6nemli bir
sikintisidir. Nanopargacik-siRNA konjugatlarinin, kan akisinda anyonik serum
proteinleri tarafindan kolayca ayiklanabildigi ve bagisiklik hiicreleri tarafindan
kolayca ayirt edilebilecegi iyi bilinmektedir. Bu engellerin iistesinden gelmek igin,
kullanilan tasiyict sistemlerin boyut, yiizey islevselligi ve c¢ekirdek yapilari

bakimindan iyi secilmeleri gerekmektedir [49].

Arastirmalar, nano-tasiyicilar i¢inde konjuge edilmis siRNA'mn, etkin antikanser

aktivitesi i¢in faydali sonuglar verebilecegini gostermistir [87].

Gautier ve arkadaslarinin [88] yaptiklar1 ¢alismada PEI'nin siRNA temelli tasiyici

sistemlerde kullanilarak basariya ulasildigi gosterilmistir.

Gilinther ve arkadaslarmin [89] yaptiklar1 bagka bir calismada ise; PEI ve PEI
tirevlerinin siRNA'lar i¢in verimli ve biyo-uyumlu bir dagitim polimeri oldugu,
patolojik olarak ilgili genlerin nakavt edilmesi i¢in imit verici bir yaklasim sundugu

gosterilmistir.

Yu Liu ve arkadaslarinin [83] yaptig1 calismada; iF (Ipek Fibroin) kapli PEI gen
vektorleri kullanilarak HEK 293 ve HCT 116 hiicrelerine transfeksiyon yapilmistir.
ASF, sitotoksisitesini azaltmak ve HEK 293 ile HCT 116 hiicrelerine gen
transfeksiyonunu arttrmak i¢in PEI/DNA kompleksleri kullanlmistir. Ayrica,
ASF'deki RGD hiicre baglama motiflerine dayanan ASF/PEI/DNA kompleksleri,
ylizeyleri lizerinde integrinlere sahip olan HCT 116 hiicrelerinde gelistirilmis
transfeksiyon etkinligini giiclii bir sekilde desteklemistir. LDH saliniminin sonuglari
transfeksiyon verimliligi ile 1yt bir uyum i¢inde idi; yani ASF/PEI/DNA
kompleksleri, ozellikle HCT 116 hiicrelerinde, PEI/DNA'dan daha fazla LDH

salinmasina neden olmustur. Bu sonuglar, bu ASF kapli PEI tasiyicinin, tek basma
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PEI'den daha kolay ve etkili bir hedefleme vektorii oldugunu ve nonviral gen
vektorlerinin gen transfeksiyon yetenegini gelistirmek i¢in iimit verici bir ara¢ olarak
gelistirilebilecegini gdstermektedir. Biz de ¢alismamizda PEI/AuNP kompleksini IF
ile kaplayarak daha yiiksek transfeksiyona imkan saglamis oldugunu tespit ettik.

Sonug olarak yapilan bu tez calismasi ile; kanser tedavisinde kullanilmak {izere
siRNA tastyan pozitif yiiklii PEI/AuNP/IF kompleksi kanserli hiicrelere gonderilerek
orada istenen proteinleri hedefleyip onlarm proliferasyonunu engellemek icin
amagclanan tastyici bir sistem iiretilmistir. Elde edilen sonuglara gore de yapilan bu
calisma; kanserli hiicrelerin tedavisinde PEI/AuNP/IF komplekslerinin birlikte
kullanilabilecegini ve kanserli hiicrelerin proliferasyonunu durduran bir tasiyici

sistemin ileride yapilacak ¢aligsmalara 151k tutabilecegi gosterilmistir.
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