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1. ÖZET 
 

Antisens oligonükleotidler (AS ODN), hedef mRNA veya pre-mRNA’ya 

komplementer dizili� e sahip olan ve selektif hibridizasyon ile gen ekspresyonunu 

durduran, k�sa, sentetik, tek zincirli DNA molekülleri olup; kanser, AIDS gibi 

pekçok hastal�� �n tedavisi için gelecek vaad etmektedirler. Ancak bu moleküllerin 

tedavide kullan�lmalar�nda en büyük sorun; stabilitelerinin ve hücreye 

penetrasyonlar�n�n dü� ük olmas� ve bu nedenle de uygun bir ta� �y�c� sisteme ihtiyaç 

duyulmas�d�r. 

 

Bu çal��mada katyonik bir polimer olan kitozanla AS ODN’lerin kompleks ve 

nanopartikül formlar� haz�rlanm�� ; yüzey yükü, partikül büyüklü� ü gibi 

fizikokimyasal özellikleri incelenmi�  ve uygun formülasyonlar�n in vitro hücre 

kültüründe antisens etkinlikleri ara� t�r�lm�� t�r. Yakla� �k 200 nm boyutunda olduklar� 

belirlenen 1:20 ve 1:100 (AS ODN: Kitozan) kompleksler ile nanopartiküllerin 

antisens özellikleri, HeLa hücresinde pSV-� -Gal plazmidi taraf�ndan kodlanan � -

galaktozidaz ekspresyonunun AS ODN ta� �y�c� sistemlerin verilmesinden sonraki 

inhibisyonu ile ölçülmü� tür.  

 

Sonuçta, her iki formda da kitozan, AS ODN’leri enzimatik parçalanmadan 

koruyabilmi� tir ancak nanopartiküllerde, AS ODN ile kitozan aras�nda çok güçlü 

elektrostatik ba� lar�n olu� mas� sonucunda AS ODN sal�n�m� gerçekle�memi� tir ve 

antisens özelli� inin de dü� ük oldu� u saptanm�� t�r. 1:100 (-/+) komplekslerinde ise 

özellikle pDNA’n�n transfeksiyonundan 24 saat sonra hücrelere AS ODN 

verilmesiyle yüksek antisens etkinlik saptanm�� t�r.  

 

Kitozan�n özellikle fosforotiyoat modifikasyonlu AS ODN için iyi bir ta� �y�c� 

oldu� u görülmü� tür. Bu çal�� ma, gelecekte kitozan polimeri ile yap�lacak antisens 

oligonükleotid ta� �y�c� sistem ara� t�rmalar� için temel olu� turmaktad�r.  

 

Anahtar sözcükler: Antisens oligonükleotid, Kitozan, Kompleks, Nanopartikül, �n 

vitro. 
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2. SUMMARY 
DEVELOPMENT OF A NOVEL DELIVERY SYSTEM FOR ANTISENS E 

OLIGONUCLEOTIDES AND ITS IN VITRO INVESTIGATION 

Antisense oligonucleotides (AS ODNs) are short, single-stranded, synthetic 

molecules that have complementary sequences of targeted mRNA or pre-mRNA by 

which the selective hybridization yields the inhibition of gene expression. These 

molecules are promising molecules in the treatment of diseases such as cancer, 

AIDS, etc. However, the major problems in using such molecules in the treatment of 

the diseases mentioned above, are lack of stability and poor penetration into the cell, 

therefore; a spesific carrier is needed.  

 

In this thesis, the complex and nanoparticle forms of AS ODNs were prepared 

by using a cationic polymer called chitosan. Afterwards, the physicochemical 

properties such as zeta-potential and particle size of these formulations were 

measured and the antisense activity of the appropriate formulations were 

investigated in vitro. The antisense activity of 1:20 and 1:100 (AS ODN: Chitosan) 

complexes and nanoparticles which have approximately 200 nm particle size, were 

measured based on the inhibition of � -galactosidase coded by pSV- � -Gal plasmid 

followed by the addition of antisense containing formulations into the HeLa cells.  

 

Eventually, both forms protected AS ODNs from potential enzymatic 

degredations. However, due to the strong electrostatic bonds between chitosan and 

AS ODN in nanoparticle formulations, AS ODN failed to be released and 

consequently, the antisense activity of nanoparticles were observed to be poor. In 

1:100 (-/+) complex formulations, high antisense activity was observed especially in 

the case of adding AS ODNs after 24 hours from pDNA transfection into the cell. 

 

As a result, chitosan can be considered as a suitable carrier especially for 

phosphorothioate modified AS ODNs. This study can form the basis for the 

forthcoming studies related with carrier systems of AS ODNs that will be done with 

chitosan polymer. 

Keywords: Antisense oligonucleotide, Chitosan, Complex, Nanoparticle, In vitro.  
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3. G� R��  VE AMAÇ    

 
Bir genin ekspresyonunu inhibe etmek amac�yla geli� tirilen antisens 

oligonükleotidler, tedavi edici molekül olarak önemli bir potansiyele sahiptir. 

Konvansiyel ilaçlarla k�yasland�� �nda bu teknolojinin en önemli avantaj�; spesifik 

olmas�d�r. Bu özellikleri nedeniyle antisens oligonükleotidler ba� ta viral enfeksiyonlar, 

kanser, AIDS, enflamatuvar hastal�klar olmak üzere kardiyovasküler ve hematolojik 

hastal�klar�n tedavisi aç�s�ndan ümit vaad etmektedir.  

 

1978’de ilk kez Stephenson ve Zamecnik taraf�ndan önerildi� inden günümüze 

dek çok yo� un ara� t�r�lan bir teknolojidir. Bugünkü bilgilerimiz çerçevesinde antisens 

oligonükleotidler (AS ODN), gen ekspresyonunu spesifik olarak inhibe eden potent 

moleküllerdir (1).  

 

 Normalde bir gen, DNA dupleksinin yaln�z bir zincirinden RNA’ya kopyalan�r. 

mRNA’n�n kopyaland�� � bu kal�p görevi gören DNA zincirine antisens (anlams�z) DNA 

denir. Antisens DNA’ya komplementer dizili� e sahip olan DNA dizisine ise sens 

(anlaml�) DNA ad� verilmektedir. Transkripsiyon sonras� ortaya ç�kan mRNA ise, 

anlaml� RNA (sens RNA) olarak bilinmektedir.  

 

 Antisens oligonükleotidler (AS ODN); hedef mRNA veya pre-mRNA’ya 

komplementer dizili� e sahip olan ve bu dizili� lerine selektif hibridizasyonlar� ile 

(Watson-Crick baz e� le�mesi ile) gen ekspresyonunu durduran k�sa, sentetik yap�l�, tek 

zincirli DNA molekülleridir. mRNA’ya spesifik olarak ba� lanmalar� sonucu olu�an 

DNA-RNA dupleksi, Rnaz-H’� aktive ederek mRNA’n�n enzimatik parçalanmas�na 

neden olabilir veya ribozomal okunma esnas�nda sterik engellemeyle translasyonu 

durdurur.  

 

Tedavide, Vitravene® (ISIS Pharmaceuticals) ismi alt�nda bulunan Fomivirsen, 

Amerika (A� ustos 1998) ve Avrupa’da kullan�lan 21 bazl�k bir fosforotiyoat bir 

antisens oligonükleotiddir. Vitravene, HIV-ba� lant�l� CMV (sitomegalovirüs) retinis 

tedavisi için vitröz tabakaya enjeksiyon � eklinde uygulanarak kullan�l�r (2). Ayr�ca 
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kanser, psoriasis, hepatit C, böbrek transplantasyonu ve ülseratif kolitte kullan�lmak 

üzere geli� tirilen çok say�da antisens oligonükleotid preparat�, faz II ve faz III 

a�amas�ndad�r (3). Bu çal��malardan elde edilen bulgular, insanda AS ODN’lerin hedef 

mRNA’ya kar� � etkili oldu� unu göstermi� tir. Ancak spesifiteleri aç�s�ndan bu 

moleküllerle ilgili detayl� çal�� malara ihtiyaç vard�r.  

 

Antisens oligonükleotidlerle tedavide kar� �la� �lan en önemli sorunlar; bu 

moleküllerin in vitro ve in vivo biyolojik ortamlarda nükleazlar taraf�ndan h�zla 

parçalanmalar�, intraselüler penetrasyonlar�n�n zay�f olmas� ve komplementer olduklar� 

hedefe ula�abilmeleri için gerekli olan sitoplazmik ta� �nmalar�n�n güçlü� üdür (4). 

Antisenslerin gen inhibitör etkisini gösterebilmesi için, membrandan hücreye penetre 

olmalar� gerekir. Çok say�da çal�� ma serbest AS ODN’in aktif transport sonucu hücreye 

penetre oldu� unu kaydetmektedir, bununla beraber hücreye internalizasyonu etkileyen 

çok de� i� ik faktörler mevcuttur (5).  

 

AS ODN’lerin enzimatik hassasiyeti, fosforotiyoat gibi baz� kimyasal 

modifikasyonlarla k�smen çözümlenmi� tir ancak hala tedavide kullan�mlar�n� k�s�tlayan 

en önemli sorun; uygun bir ta� �y�c� sistemin bulunmamas�d�r. Bu sorunlar� çözebilmek 

ve AS ODN’lerin tedavide etkin olarak kullan�labilmelerini sa� lamak için hedef 

bölgeye ta� �yabilecek uygun bir ta� �y�c� sistem gerekmektedir. 

 

Bugün için gen ta� �y�c� sistem olarak kullan�lan viral olmayan gen ta� �y�c�lar 

çerçevesinde; katyonik lipozomlar, katyonik polimerler (Polietilemin ve Poli-L-lizin) ve 

dendrimerler ara� t�r�lmaktad�r. Ancak bunlarla ilgili de� i� ik sorunlar bildirilmi� tir. 

Örne� in lipozomlarla ilgili; serum varl�� �nda stabil olmamalar� ve üretimlerinin 

komplike olmas�, katyonik polimer olan polietilenimine ili� kin toksisite sorununun 

olmas�d�r (6, 7). Di� er taraftan katyonik polimer olan kitozan; (-) yüklü DNA’n�n in 

vitro ve in vivo ta� �nmas� için uygun bir vektör olarak dikkat çekmi� tir. Do� al yollarla 

kitinden elde edilen kitozan; biyoparçalanabilen, biyouyumlu bir polimerdir ve çok 

dü� ük toksisite göstermektedir. Kitozan�n DNA’y� nükleazlara kar� � koruyucu etkisi de 

bilinmektedir (8). Bütün bu say�lan özellikleri nedeniyle de iyi bir gen ta� �y�c� sistemdir. 

Bununla beraber kitozan�n antisens oligonükleotidler için ta� �y�c� sistem olarak 
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kullan�lmas�na ili� kin yay�n say�s� yok denecek düzeydedir. Mevcut yay�nlardan, Gao 

ve ark. (9) n�n yapt�klar� bir çal��mada hepatositler hedeflenmi� , galaktosillenmi�  

kitozan oligonükleotid kompleksi denenmi�  ve olumlu sonuç al�nm�� t�r. Springate ve 

ark. (10) ise oligonükleotid-kitozan kompleksini ta� �yan bir pat sistemini, prostat 

kanserinde kat� tümörlerin intratumoral tedavisi için denemi�  ve 4 haftal�k bir tedavinin 

ba�ar�l� oldu� unu bildirmi� lerdir. Föger ve ark. (11) da antimalaryal ilaç olarak, DNA 

topoisomeraz II enzimine kar� �l�k gelen fosforotiyoat AS ODN’lerini kullanarak orta 

düzeyde molekül a� �rl� � �na sahip kitozan ile 1:1 ve 2:1 (+/-) oranlar�nda kompleks 

haz�rlam�� lar, ve sonuçta hastal�k etkeni olan malaryal topoizomeraz II’nin 

ekspresyonunu % 87 oran�nda inhibe etmi� lerdir. Ancak bu çal�� malarda antisens 

oligonükleotid içeren kitozan kompleksleri, ta� �y�c� sistem olarak detayl� 

ara� t�r�lmam�� t�r. 

 

Bu tez çerçevesinde model olarak � -galaktozidaz geni kullan�lm�� t�r. � -

galaktozidaz enzimine komplementer dizili� e sahip olan fosfodiester ve fosforotiyoat 

modifikasyonlu antisens oligonükleotidlerin stabil halde hücrelere ta� �nabilmesi için 

kitozan-esasl� AS ODN kompleks ve nanopartikül formlar� geli� tirilmi �  ve bu formlar�n 

yüzey yükü ve partikül büyüklü� ü gibi fizikokimyasal özellikleri ara� t�r�lm�� t�r. Serum 

bile�enlerine ve nükleaz enzimlerine kar� � stabiliteleri de incelendikten sonra uygun 

bulunan formülasyonlar�n HeLa hücrelerinde in vitro etkinlikleri ara� t�r�lm�� t�r. Ayr�ca 

FITC i� aretli AS ODN’lerin hücrelere verilmesiyle de hücre içindeki lokalizasyonlar� 

belirlenmi� tir. 

4. GENEL B� LG�LER 

4.1. ANT� SENS TEKNOLOJ� S�  HAKKINDA GENEL B �LG�  
Gen ekspresyonunu durdurmak için hedef mRNA’ya komplementer olan 

antisens moleküllerin kullan�labilece� i ilk olarak 1978’de Stephenson ve Zamecnik 

taraf�ndan ortaya at�lm�� t�r (12, 13). Ara� t�rmac�lar tavuk fibroblastlar�nda Rous 

sarkoma virüs ekspresyonunu durdurmak amac�yla AS ODN’leri kullanm�� lard�r (14). 

1980’lerin son dönemlerinde ise moleküler klonlama teknikleri ile tan�mlanm��  olan gen 

hedeflerinin art�� � ve AS ODN sentezindeki geli�meler ile birlikte antisens çal��ma alan� 

oldukça aktif bir hal alm�� t�r. Ayn� dönemlerde nörologlar, reseptör alt tiplerinin 
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ekspresyonlar�ndaki selektif azalman�n davran��  ve fonksiyon üzerindeki etkisini 

incelemek amac�yla AS ODN’lerin intraserebroventriküler enjeksiyonunu 

kullanm�� lard�r. Günümüzde ise çok say�da AS ODN, insanlarda terapötik amaçl� 

kullan�m için ara� t�r�lmaktad�r (15). 

 

 AS ODN’ler; 15-25 nükleotid uzunlu� unda, spesifik mRNA’ya Watson-Crick 

baz e� le� mesi (� ekil 4.1) ile ba� lanan sentetik, tek zincirli DNA molekülleridir (16, 17).  

Bu moleküller genetik bilginin DNA’dan proteine transferini engelleme fonksiyonuna 

sahiptir (18). Genellikle 4 kDa’dan daha büyük molekül a� �rl� � �na ve molekül ba� �na 

12’nin üzerinde negatif yüke sahiptirler (19). 

 

� ekil 4.1. Nükleotidlerde Watson-Crick baz e� le�mesi (17). 

 

 Konvansiyonel ilaçlar�n ço� u proteinlere ba� lanarak fonksiyonlar�n� düzeltme 

yoluna giderler ancak bu ilaçlar�n ba� lanmas� spesifik de� ildir,  antisens ajanlar ise 

mRNA seviyesinde etki eder ve mRNA’lar�n proteine translasyonlar�n� engeller (2). 

Klasik AS ODN’ler, hedef genden transkripsiyon sonucu ortaya ç�kan mRNA’n�n hedef 

bölgelerine veya komplementer bölgelerine baz e� le�mesi ile ba� lanarak gen 

ekspresyonunu seçici fakat geçici olarak inhibe ederler (16). Bu sayede geleneksel 

ilaçlarla sa� lanamayan seçicilik antisens yakla� �m ile sa� lanabilmektedir (20). 

mRNA’ya spesifik ba� lanmalar� sonucu olu�an DNA-RNA dupleksi, kar� �l�k gelen 

proteinin translasyonunu; mRNA kesimini, translasyonunu veya degredasyonunu 

de� i� tirerek önler (16). Antisens oligonükleotidlerin protein sentezindeki rolü � ekil 

4.2’de verilmi� tir.  
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� ekil 4.2. Antisens oligonükleotidlerin protein sentezindeki rolü. 

 

 Rasyonel dizaynlar�n�n yap�labilmesi ve insan genom sekans�ndaki geli�meler 

nedeniyle AS ODN’ler, terapötik ajan olarak veya gen fonksiyon çal��malar�nda araç 

olarak da kullan�lmaktad�rlar (18). Bennett ve Cowsert’in (21) çal�� malar� sonucunda 

belirttikleri gibi, gen fonksiyonunu belirleme ve hedef validasyonu aç�s�ndan alternatif 

teknolojilerle k�yasland�klar�nda geni�  alanda uygulanabilirlik, sekans bilgisinin direkt 

olarak kullan�labilmesi, dü� ük maliyetle h�zl� üretimin yap�labilmesi, ba�ar� 

olas�l�klar�n�n ve spesifikliklerinin yüksek olmas� yönünden üstün özellikler 

ta� �maktad�rlar. Örne� in in vivo olarak genlerin fonksiyonlar� hakk�nda bilgi edinmek 

için hayvan çal��mas� yapmak zaman al�c�d�r, pahall�d�r, pratik deneyimi ister ve birçok 

durumda embriyogenez esnas�nda ölüme ba� l� olarak bilgi al�namayabilir. Bu durumda 

antisens teknolojisi, hedef genin ekspresyonunu spesifik olarak durdurmak için çekici 

bir alternatif sunar. Örne� in, fare E-cadherin (-/-) embriyolar�, embriyogenezisin erken 

safhas�nda ölmü� tür ancak daha geç safhalarda AS ODN’ler, E-cadherin’in sekonder 

rolünü ara� t�rmak için ba� ar�yla kullan�lm�� lard�r (2). 
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 Protein fonksiyonunu tan�mlamak için de AS ODN’lerin kullan�labilmeleri 

olas�d�r. Örne� in seratonin reseptör farmakolojisi alan�ndaki proteinleri tan�mlamak için 

bugüne kadar moleküler tan�mlama teknikleri kullan�larak 7 alt s�n�fa ayr�lan toplam 14 

ayr� reseptör tan�mlanm��  ve medisinal kimya ile bu reseptörler için uygun olan selektif 

ligandlar tan�mlanm�� t�r. Ancak son 5 y�l içinde bu reseptörlerin her birinde ba� lant� 

varyantlar� oldu� u ortaya ç�km�� t�r ve her varyant�n da belli bir fonksiyonu olabilir. Bu 

fonksiyonlar� ortaya ç�karmak için de klasik ilaç görüntüleme teknikleri yeterli 

olmamaktad�r. Bunun için en ideal yöntem; proteinler aras�ndaki en ufak sekans 

de� i� imlerini bile belirleyebilen antisens teknolojisini kullanmakt�r (15). 

 

 AS ODN’lerin hayvan modellerinde ba�ar�l� olduklar� ispatland�ktan sonra 

terapötik amaçlar için de kullan�lma olas�l�klar� ortaya ç�km�� t�r. HIV-ba� lant�l� CMV 

(sitomegalovirüs) retinis tedavisi için ilk AS ODN ilaç ‘Vitravene (ISIS 

Pharmaceuticals)’in FDA onay� almas�, terapötik olarak gerekli bu yeni s�n�f bile� iklerin 

do� mas�n� sa� lam�� t�r. Vitravene (ISIS 2922, Fomivirsen); insan CMV DNA’s� 

taraf�ndan kodlanan 21 bazl�k bir fosforotiyoat AS ODN’dir. Klinik CMV izolatlar�na 

ve gansiklovir dirençli CMV’lere kar� � in vitro olarak aktiftir, AIDS’li hastalarda CMV 

retinisin tedavisinde intravitreal olarak kullan�lmaktad�r. Ayr�ca kanser, viral hastal�klar, 

multipl skleroz, hepatit C, böbrek transplantasyonu ve ülseratif kolit gibi pek çok 

antisens oligonükleotid preparat� Faz II ve III ara� t�rma safhas�ndad�r (2, 22, 14). 

 

 Antisens tekni� i, dizili � i bilinen bir genin aktivitesini durdurmak için güçlü bir 

yoldur, ayn� zamanda hücre ve organizmalarda genlerin i� leyi� inin durdurulmas� için 

kullan�lan daha kompleks metodlara göre basit bir alternatif sa� lar (23). 

4.2. ANT� SENS OL�GONÜKLEOT � DLER� N YAPILARI VE ÖZELL � KLER �  
 AS ODN’lerin kimyasal yap�s�nda riboz halkas�na ba� l� guanin (G), adenin (A), 

sitozin (C) ve timin(T) bazlar� ve riboz halkalar�n� birbirine ba� layan fosfat ba� lar� yer 

almaktad�r. (� ekil 4.3)  
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� ekil 4.3. Fosfodiester AS ODN’in kimyasal yap�s�. (15) 

 

 AS ODN dizayn ederken ilk olarak dü�ünülmesi gereken nokta AS ODN’lerin 

uzunlu� udur. Kural olmamakla birlikte genelde 17-25 baz uzunlu� u optimal olarak 

dü� ünülmektedir. Daha uzun olan AS ODN’lerin hedef olmayan RNA ile hibridize 

olma potansiyelleri mevcuttur. AS ODN dizayn�nda bir di� er önemli nokta ise GC 

(guanin sitozin baz çifti) içeri� idir çünkü bu nükleotidlerin yüzdesinin yüksek olmas� 

sonucunda AS ODN içerisinde sekonder veya tersiyer yap�lar olu�abilir (15).  

 

 AS ODN’lerin tedavi amac�yla kullan�labilmeleri için baz� fiziksel özelliklere 

sahip olmalar� gerekmektedir; AS ODN’lerin in vivo olarak stabil olmalar�, etki 

gösterebilmeleri için öncelikle hücre membranlar�ndan geçebilmeleri sonra da hedef 

bölgeyle hibridize olmalar� gerekmektedir. Stabil bir hibrit olu� turabilmeleri için de 

ba� lanma afiniteleri ve sekansa spesifisik olmas� önem te� kil etmektedir, sekans 

spesifik olmayan makromoleküllerle etkile� meye girmemelidirler (24, 25). AS 

ODN’lerin ba� lanma afiniteleri, kendileri ile hedef sekans aras�nda olu�an H ba� lar�n�n 

bir fonksiyonudur. Bu da Tm (erime s�cakl�� �) denilen çift zincirli materyalin % 50’sinin 

tek zincir oldu� u s�cakl�� �n belirlenmesiyle ölçülür. Tm; AS ODN konsantrasyonuna, 

baz çiftlerinin do� as�na, hibridizasyonun gerçekle� ti� i solvan�n iyonik kuvvetine 

ba� l�d�r. Fosfodiester varl�� �nda Tm de� eri; n + m formülüyle hesaplanabilir. n; dA-T 

çiftlerinin say�s�, m ise dG-C çiftlerinin say�s�d�r. Bu formülden de anla� �ld�� � gibi dG-C 

baz çiftlerinin art�� �yla stabilite do� rudan artmaktad�r. Tek bir bazdaki yanl�� l�k 
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(lokasyonunda, tipinde veya çevre dizili� inde) ba� lanma afinitesini 500’de birine 

indirebilir (24). 

 

 AS ODN’lerde aran�lan di� er özellikler ise; sekanstan ba� �ms�z olarak dü� ük 

toksisite göstermeleri, ekstraselüler veya intraselüler olarak stabil kalmamalar�d�r. Tüm 

bu özelliklere tek bir molekülün sahip olmas� hemen hemen mümkün de� ildir, bir 

özelli� in düzeltilmesi di� erinin bozulmas�na neden olabilir. Daha komplike özellikte bir 

molekül olu� turmak da maliyetin art�� �na neden olur. Örne� in; spesifik ve stabil 

hibridlerin olu� mas� için gerekli olan minimal uzunluktan daha uzun olan dizili� ler 

problem ç�karabilir. Dizili� in uzun olmas�, belki daha fazla baz e� le�mesiyle daha stabil 

hibridler olu� mas�n� sa� layabilir ancak bu tip antisens oligolar�n sentezleri daha 

maliyetlidir ve dü�ük spesifisiteye sahip olabilirler (24). 

4.3. ANT� SENS OL� GONÜKLEOT �DLER�N KAL �TAT � F TE� H� S VE 

KANT � TAT �F TAY �N YÖNTEMLER �  

 Uzun RNA molekülleri kompleks sekonder ve tersiyer yap�lar olu� tururlar, bu 

nedenle ba�ar�l� bir antisens yakla� �m� için ilk ad�m mRNA’n�n hedef bölgelerini 

tan�mlamakt�r. Ortalama olarak sekiz AS ODN’den sadece bir tanesi hedef mRNA’ya 

etkin ve spesifik olarak ba� lanabilmektedir. Aktif AS ODN’in yüzdesi hedefe göre 

de� i� mektedir. Bu nedenle birkaç AS ODN’in antisens etkinlik aç�s�ndan test edilmesi 

gereklidir ancak sistemik optimizasyon için daha sofistike yöntemler gerekmektedir (2). 

 

 Uzun RNA moleküllerinin bilgisayar bazl� yap� modelleri, hücredeki RNA 

yap�s�n� gösterememektedir, bu nedenle de etkin AS ODN dizayn� için s�n�rl� kullan�ma 

sahiptir. Bu amaç için çe� itli yöntemler geli� tirilmi � tir, AS ODN kitapl�klar� ve Rnaz-

H’�n rastgele kullan�m� yoluyla i� levsel bölgeler geni�  olarak ç�kar�lm�� t�r. Hedef 

RNA’n�n yap�s� hakk�nda bilgi edinmenin di� er bir yolu da çok say�daki spesifik AS 

ODN’i RNaz-H varl�� �ndaki transkripte kar� � izlemek ve AS ODN’ler taraf�ndan 

indüklenen kesimin uzunlu� unu de� erlendirmektir. Bugüne kadar dizayn edilen en 

sofistike metod ise AS ODN’in hibridizasyon bölgeleri için RNA haritas� ç�kararak 

DNA array yapmakt�r (2). Antisens tedavilerin tüm etkilerinin moleküler portrelerini 

incelemek için DNA mikroarrayler kullan�lmaktad�r. Bu yöntem sayesinde hücresel 

çevredeki sekans spesifik olmayan etkilerden antisens mekanizmay� h�zla izole etmek 
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mümkündür (16). Biyolojik sistemlerdeki mRNA yap�lar� in vitro olarak transkripte 

olmu�  RNA moleküllerinden farkl� olabilece� inden ve RNA ba� layan proteinler hücre 

içindeki, baz� hedefleri koruduklar� için; hücre ekstraktlar�ndaki veya hücre 

kültüründeki AS ODN etkinli� inin görüntülenmesi avantajl� olabilir (2). 

 

 AS ODN’lerin mRNA veya hedef proteinler için spesifikli� ini anlamak ve bu 

ODN’lerin biyolojik stabilitelerini k�yaslamak için hücre içermeyen sistemlerin 

kullan�lmas� oldukça uygun ve ekonomik bir yakla� �md�r. Bu sistemlerle çal�� �rken 

floresans veya radyoaktif i� aretleme yöntemleri kullan�labilece� i gibi yüksek bas�nçl� 

s�v� kromatografisi (HPLC) gibi metodlar da kullan�labilir. Floresans i� aretlemek için 

kullan�lan teknoloji, radyoaktif i� aretleme tekniklerine göre daha iyidir, ancak biyolojik 

s�v�larda floresans sinyallarinin al�nmas�yla ilgili sorunlar ya� anmas� nedeniyle 

floresans yönteminin baz� s�n�rlay�c� yanlar� bulunmaktad�r. Bu iki yöntemden biriyle 

i� aretlenmi�  olan bir AS ODN’in veya metabolitlerinin miktar tayinlerinin yap�lmas� 

için ince tabaka kromatografisi (�TK) veya poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) 

yöntemlerini takiben densitometri uygulanmaktad�r. HPLC tekni� i ise biyolojik 

ortamlardaki AS ODN’lerin ölçümleri için daha gerçekçi sonuçlar vermektedir. Bu 

yöntem ile 20-30 pmol miktar�ndaki seviyelere kadar te�his yap�labilir, 3-5 baza kadar 

rezolüsyon yap�labilir ve di� er yöntemlere göre % 85-90 daha hassast�r (26). 

 

 Birçok ara� t�rmac� AS ODN’lerin hücresel al�mlar�n� ara� t�r�rken hücre içine 

giri� , biyostabilite, toksisite veya antiproliferatif etkileri aç�s�ndan incelemeler 

yapm�� lard�r. Tüm bu ara� t�rmalarda floresans veya radyoaktif i� aretleme metodlar�n� 

kullanm�� lard�r. Floresans i� aretli olanlar için daha çok flow sitometri yöntemi 

kullan�lm�� t�r ancak hücresel bile� enlere ba� l� olarak hücre içinde floresans�n 

kaybolmas� bu yöntemin kullan�labilirli� ini oldukça k�s�tlayan bir parametre olmu� tur. 

Radyoaktif i� aretli olan AS ODN’ler ise s�v� sintilasyon sayac� kullan�larak analiz 

edilebildikleri gibi bu yöntemle kombine olarak PAGE, otoradyografi, densitometri 

yöntemleri ile de te� hisleri ve miktar tayinleri yap�lm�� t�r (26). 

 

 Jayaraman ve ark. (27) 3 model hedef mRNA (insan laktat dehidrogenaz A ve B, 

fare gp130)’n�n hücre kültüründe inhibisyonu için aday olarak dü� ünülen ve yüksek 
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affinite gösteren AS ODN’ler aras�ndan seçim yapmak için oligonükleotidin RNA 

hedefine ba� lanma a�amas�nda gerçekle�en tüm termodinamik döngülerin hesapland�� � 

moleküler termodinamik modelleme yöntemini kullanm�� lard�r. Kantitatif mRNA 

ölçümlerini revers transkripsiyon-kinetik polimeraz zincir reaksiyonu (RT-kPCR) ile 

yaparak antisens oligonükleotidlerin etkinli� ini belirlemi� lerdir. RT-kPCR hassas bir 

yöntemdir ve çok dü� ük miktarlardaki RNA’dan elde edilen ekspresyon seviyelerini 

bile saptayabilmektedir.  

 

 Antisens molekül geli� tirirken bir di� er önemli basamak da her ODN dizili� inin 

di� er mRNA’larla önemli homolojilerini engellemek için bir veri taban� geli� tirmektir. 

Hatta bu amaca yönelik kontrol deneyleri de yap�lmal�d�r. Kontrol oligonükleotidler; 

geli� igüzel ODN, AS ODN ile ayn� nükleotid bile� imine sahip kar�� �k dizili � li ODN’ler, 

sens ODN’ler, ters dizili� li ODN veya kar� �l�k gelmeyen ODN gibi AS ODN’den 

sadece birkaç pozisyonu farkl� olan ODN’ler olabilir (2). 

 

 Gözlenen biyolojik etkinin antisens mekanizmayla oldu� u ve spesifik olmayan 

etkilerden dolay� olmad�� �n� belirtmek için uygun kontrollerin yan� s�ra baz� deneylerin 

de yap�lmas� gerekmektedir. Antisens etkinli� indeki esas ula� �lmak istenen nokta, 

protein ekspresyonunun kontrol alt�na al�nmas�d�r. E� er fosforotiyoat AS ODN’ler 

kullan�lm�� sa Rnaz-H ba� �ml� olduklar�ndan Northern Blot kullan�lmal�d�r.  E� er sterik 

engelleyici AS ODN’ler kullan�lm�� sa Northern Blot kullan�lmaz çünkü bunlar Rnaz-H 

ba� �ml� de� illerdir. Bu tip AS ODN’lerin antisens etkinliklerini belirlemek için kesim 

yap�lm��  peptidlerin sentezine bak�labilir (18). 

 

 Gao ve ark. (9) transfekte hücrelerden AS ODN’in miktar tayinini yapmak için 

öncelikle AS ODN ekstre etmi� ler ve 7 M üre içeren %20’lik poliakrilamid denatüre 

edici jelde ay�r�m yapm�� lard�r. Ayr�m� yap�lan AS ODN, Hybond naylon membrana 

aktar�lm�� t�r ve UV irradyasyon ile çapraz ba� lanm�� t�r. Membran öncelikle 2 saat 

boyunca 40°C’de prehibridizasyon tamponunda bekletilmi� tir, sonra 32P-i� aretli sens 

ODN’leri içeren taze hibridizasyon tamponunda hibridize edilmi� tir. Daha sonra 

öncelikle 5xstandart salin sitrat ile sonra 5x SSC / %0.05 SDS tamponu ile y�kanm�� t�r. 

Gece boyunca oda s�cakl�� �nda fosfor ile muamele edilmi�  ve elde edilen bandlar 
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sayesinde miktar tayini yap�lm�� t�r 

 

 Aynié ve ark. (28) polimerik ilaç ta� �y�c�lara (nanopartiküller) ba� l� halde 

bulunan 33P-i� aretli antisens oligonükleotidlerin ayr�lmas� ve kantitatif tayinlerinin 

yap�labilmesi için multikanal radyoaktivite sayac� kullanan kantitatif poliakrilamid jel 

elektroforez (PAGE) analizi tasarlam�� lard�r. Haz�rlad�klar� analitik yöntemi valide 

etmek için spesifiklik, linearite, güvenilirlik, miktar tayin limitleri gibi ölçümler 

yapm�� lard�r. Ölçüm sonuçlar�n� s�v� sintilasyon sayac� sonuçlar�yla mukayese 

ettiklerinde ise tasarlad�klar� yöntemin ayn� uzunlu� a sahip olan ve sadece bir tane 

nükleotidi farkl� olan birçok oligonükleotidin birbirinden  ayr�lmas� ve miktar tayininin 

yap�lmas� için kullan�labilece� ini görmü� lerdir.  

4.4. ANT� SENS OL� GONÜKLEOT �DLER�N STAB� L �TES�  
 Antisens oligonükleotidlerle tedavide kar� �la� �lan en büyük problemlerden biri; 

bu moleküllerin stabil olmamalar�d�r. �n vitro (serum içeren besiyeri) ve in vivo 

ko� ullarda ekzo ve endonükleazlar taraf�ndan h�zla parçaland�klar� için dola� �mdaki 

ömürleri çok k�sad�r. Bu amaçla AS ODN’lerin yap�s�nda pek çok modifikasyon 

yap�lmaktad�r (3).  

 

AS ODN yap�s�nda bulunan baz, fosfodiester grup ve � eker yap�lar�n�n üçünde 

de modifikasyon yap�labilmektedir. En ba� ar�l� modifikasyon, bazlar�n aras�nda yer alan 

fosfodiester köprüsündeki oksijen atomunun kükürt atomuyla yer de� i� tirmesi sonucu 

elde edilmi� tir ve fosforotiyoat AS ODN olarak bilinmektedir (29). 

 

AS ODN’lerin stabilitesini sa� lamak için kimyasal modifikasyonlar�n yan�s�ra 

katyonik polimerle AS ODN komplekslerinin olu� turulmas� da bir di� er alternatiftir. Bu 

amaçla Ferreiro ve ark. protamin sülfat, protamin klorür, protamin fosfat, poli-L-lizin 

hidrobromür, spermidin fosfat tuzu ve ProtasanTM gibi katyonik polimerlerle AS ODN 

kompleksleri haz�rlam�� lar ve bu komplekslerin gastrointestinal kanalda nükleazlara 

kar� � stabilitelerini incelemi� lerdir. Sonuçta, protamin sülfat ve protamin klorürün, AS 

ODN stabilitesini sa� layabildi� ini görmü� lerdir (30).  

 

AS ODN’ler, liyofilizasyon i� lemi s�ras�nda da stabilitelerini kaybetmektedirler. 
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Bu amaçla Brus ve ark., PEI ile AS ODN kompleksleri haz�rlam�� lar ve formülasyona 

trehaloz, mannitol, sukroz gibi liyoprotektanlar ilave ederek AS ODN’lerin liyofilizason 

esnas�nda stabil kalmas�n� amaçlam�� lard�r. Sonuçta; bu tip liyoprotektanlar�n AS ODN 

formülasyonuna eklenmesiyle, liyofilizasyon esnas�nda gerçekle�ebilecek olan fiziksel 

stabilite ve biyolojik aktivite kayb�n�n engellenebildi� ini görmü� lerdir (31). 

4.5. ANT� SENS OL� GONÜKLEOT �DLER�N ETK �  MEKAN � ZMASI 
 AS ODN’lerin etkinlik gösterebilmeleri için öncelikle hücre membran�ndan 

geçmeleri gerekmektedir.  Birçok AS ODN’in hücreye endozomal yolla girdi� i 

bilinmektedir, endozomdan kaçamamalar� halinde ise lizozomlar taraf�ndan 

parçalanmaktad�rlar. Bu nedenle hücreye erken endozom evresinde al�nm��  olan AS 

ODN’lerin asidifikasyon ve geç endozom evresine geçi�  gerçekle� meden endozomdan 

kaç�� lar�n�n gerçekle�mesi gerekmektedir (32). 

 

 AS ODN’ler yap�lar�na ba� l� olarak de� i� ik mekanizmalarla gen 

inaktivasyonuna neden olabilirler. Bunlardan en yayg�n olanlar�: a) Rnaz-H’� aktive 

ederek mRNA’n�n enzimatik parçalanmas�n� sa� lamak b) ribozomal okunma esnas�nda 

sterik engellemeyle translasyonu durdurmakt�r (16, 18).   

                                

� ekil 4.4. Antisens oligonükleotidlerin etki mekanizmas� (16). 
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a) Rnaz-H’� aktive ederek mRNA’n�n enzimatik parçalanmas�n� sa� lamak 

 AS ODN’ler mRNA’n�n spesifik bölgelerine ba� lanarak dupleks yap� 

olu� tururlar ve bu AS ODN-RNA e� le� mesi endojen bir nükleaz enzimi olan Rnaz-H’� 

aktive ederek kompleksin RNA k�sm�n�n parçalanmas�na neden olur. Kalan AS ODN 

ise di� er mRNA’ya ba� lanmak üzere serbest kal�r ve i� lem tekrarlanarak devam eder 

(15). (� ekil 4.4)  

 

 Hedef RNA ekspresyonunun, Rnaz-H ba� �ml� olarak azalmas� oldukça etkin bir 

yöntemdir ve protein sentezinin % 80-95 oran�nda durmas�na neden olabilmektedir. 

Hatta sterik engellemeyle translasyonu durduran AS ODN’lere z�t olarak mRNA’n�n 

herhangi bir bölgesine hedeflendirildiklerinde protein ekspresyonunu 

engelleyebilmektedirler. Ancak sterik blokör AS ODN’ler sadece 5’-veya AUG 

ba� lang�ç kodonuna hedeflendirildiklerinde etki gösterebilirler.  Klinikte incelenen 

antisens ilaçlar�n ana mekanizmas�n�n Rnaz-H ba� �ml� oldu� u bulunmu� tur. Rnaz-H; 

RNA/DNA dupleksinin RNA zincirini hidroliz eden enzimdir. Bu enzimin dupleksleri 

nas�l tan�d�� � ise hala tam olarak anla� �lamam�� t�r (18). E.coli Rnaz-H enzimi, 

ba� lanmak için en az 4 DNA-RNA baz çiftine ihtiyaç duyarken insan Rnaz-H enzimi 

için sadece 1 tane baz çifti olmas� yeterlidir (24). 

 

b) Ribozomal okunma esnas�nda sterik engellemeyle translasyonu durdurmak 

 � ekil 4.4’de görüldü� ü gibi AS ODN-mRNA hibridizasyonu sonucunda 

ribozomda sterik engellenmeye ba� l� olarak mRNA’dan proteine dönü�üm 

gerçekle�ememektedir. Bu moleküllerin sterik engellemeye ba� l� olarak translasyonu 

durdurabildikleri ilk olarak 1997’de hücreler aras� adezyon molekül I (ICAM-1)’in 

ekspresyonunun, Rnaz-H’dan ba� �ms�z, 2’-o-metoksi-etil modifiye AS ODN ile 

inhibisyonu sonucu ortaya ç�km�� t�r. Bu etkinin büyük olas�l�kla 80S translasyon 

ba� lang�ç bölgesinin engellenmesi ile ortaya ç�kt�� � dü�ünülmektedir (2). 

  

 Rnaz-H’�n AS ODN etkinli� inde her ne kadar çok önemli bir rolü oldu� u 

dü� ünülse de baz� çal��malar bunu desteklememektedir. Örne� in; Roselen ve ark. (33) 

U397 hücrelerinde Rnaz-H’�n normale göre 10 kat fazla düzeyde eksprese olmas�n�n, c-

myc hedefli AS ODN’lerin antisens etkisini artt�rmad�� �n� göstermi� lerdir. Buna benzer 
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olarak Moulds ve ark. (34) mikroenjeksiyon yöntemini ve Rnaz-H ba� lamayan AS 

ODN modifikasyonlar�n� kullanarak ayn� sonuca varm�� lard�r. Bu çal��malara göre 

stabil bir RNA-DNA dupleksinin olu� turulmas� hedef mRNA’n�n translasyonunu 

tamam�yla engelleyebilmektedir ve bu duplekse Rnaz-H ba� lanmas� antisens etkinli� i 

artt�rmamaktad�r (24). 

 

 Bu mekanizmalar�n d�� �nda AS ODN’ler yard�m�yla RNA’n�n 

3’poliadenilasyonunun ve 5’kapanmas�n�n inhibisyonu ile RNA’n�n destabilize olmas� 

sonucunda da proteine dönü� üm engellenebilmektedir (15). 

 

 Shi ve ark. (35) n�n yapt�klar� bir çal�� mada ise depresyon ve anksiyete gibi 

santral sinir sistemi ile ilgili olan hastal�klarda önemli rol oynayan serotonin reseptör 5-

HT1A hedef olarak seçilerek, AS ODN’lerin katyonik lipidlerle 1:1 oran�ndaki 

kompleksleri nöronal RN46A hücrelerine uygulanm�� t�r ve sonuçta AS ODN’lerin 

hedef mRNA ile etkile� me mekanizmalar�n�n; nükleusta mRNA matriksine 

ba� lanmalar� sonucunda gerçekle� en mRNA degredasyonu oldu� unu ortaya 

ç�karm�� lard�r.  

4.6. ANT� SENS OL� GONÜKLEOT �DLER�N FARMAKOK � NET���  
 Bu yeni moleküllerin farmakokinetik ve toksisitesine ili� kin cevap bekleyen pek 

çok sorun vard�r (36). 

 

AS ODN’lerin farmakokineti� ini ve metabolizasyonlar�n� belirlemek için 

hayvanlarda ve insanda, ço� u intraperitoneal veya intavenöz olmak üzere intradermal 

veya subkütan uygulamalarla denemeler yap�lm�� t�r (37, 12). �ntradermal ve subkütan 

enjeksiyon uygulama sonras� yayg�n olarak sistemik dola� �ma geçti� i gözlenmi� tir,  

subkütan enjeksiyon ile biyoyararlan�m ve plato faz AS ODN düzeyi artm�� t�r. 

�ntraperitoneal veya intravenöz aras�nda da� �l�m aç�s�ndan minimum düzeyde farkl�l�k 

görülmü� tür. Fare, s�çan, maymun ve insanlarda fosforotiyoat modifiye AS ODN’lerin 

klinik dozlarda uygulama sonras� %96’dan fazlas�n�n plazma proteinlerine ba� land�� � 

saptanm�� t�r (12). Agrawal ve ark. (38, 39) fosforotiyoat modifiye edilmi�  AS 

ODN’lerin farelerde i.v. ve i.p. uygulamalar�n�n etkisini ara� t�rm�� lard�r, uygulanan 

dozun %30’nun ilk 24 saat içinde idrarla at�ld�� �n� ve AS ODN’lerin özellikle böbrek ve 
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karaci� erde birikti� ini görmü� lerdir. Farelerde beyinde de az miktarda AS ODN 

birikmi� tir, maymunlarda da AS ODN plazma yar�lanma ömrü rodentler gibidir (40). 

AS ODN’lerin intravenöz, oral, intraperitoneal, transdermal, pulmoner ve subkütan 

uygulama sonras� da benzer farmakokinetik profil gösterdi� i görülmü� tür (41). AS 

ODN’lerin en çok birikti� i organlar: karaci� er, böbrek, timus, kemik ili� i, lenf 

nodülleri, tükrük bezleri, akci� er ve pankreast�r. Kaslarda, gastrointestinal sistem ve 

trakeada orta düzeyde birikirlerken beyin, spinal kord, k�k�rdak, deri ve prostatta 

minimum düzeyde biriktikleri görülmü� tür (24). Antisens oligonükleotidlerin da� �l�m�, 

uzunlu� a ve sekansa ba� �ml�d�r (12). 

 

 Dokularda AS ODN degredasyonu endonükleaz metabolizmas�yla 

gerçekle�mektedir, metabolitleri de 1–5 gün içerisinde primer olarak idrar yoluyla 

at�lmaktad�r (24,12). 

 

 AS ODN’lerin plazma yar� ömürleri 20–60 saat aras�nda de� i�mektedir ancak bu 

geni�  farkl�l� � �n, çal��malarda radyoaktif teknik kullan�m�ndan kaynaklanabilece� i 

kaydedilmi� tir. Örne� in, trecovirsen ile yap�lan çal�� mada radyoaktivite yerine HPLC 

kullan�ld�� �nda yar� ömrünün 38–75 dakika aras�nda de� i� ti� i görülmü� tür (42). 

Farmakokinetik çal�� malarda kullan�lan testlerin de� i� ik doku ve s�v�larda tayin için, 

hassas ve güvenilir olmas� gerekir. Ancak AS ODN tayininde son zamanlara kadar daha 

çok radyoaktif i� aretleme tayini kullan�lm�� t�r. � u anda ise kapiller jel elektroforezi ve 

s�v� kromatografi teknikleri ile çok daha hassas ve detayl� analiz yap�lmaktad�r (41). 

 

AS ODN yar� ömürlerinin insan ve hayvandaki farkl�l�� � tam olarak 

aç�klanamam�� t�r ancak türler aras�ndaki metabolik kapasite, renal klirens, serum 

protein ba� lama gibi özelliklerin farkl� olmas�n�n neden olabilece� i öne sürülmü� tür 

(24). 

 

 AS ODN’lerin farmakokinetik parametreleri yap�lar�na göre de de� i� kenlik 

göstermektedir. 2’-alkil modifikasyonu gibi de� i� ik modifikasyonlar da� �l�m ve 

metabolizmada de� i� kenlik yaratmaktad�r. Fosfodiester, fosforotiyoat veya di� er AS 

ODN’lerin farmakokinetik profillerini de� i� tirmek üzere lipidler, peptidler veya di� er 
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kimyasal yap�larla do� rudan konjugasyon yap�lmas� dü� ünülmektedir, bu sayede 

etkinli� i geli� tirmek amaçlanmaktad�r (12). 

  

AS ODN’lerin tümör periferinde yüksek seviyelerde biriktikleri fakat tümör 

içerisinde bulunmad�klar�na ili� kin kan�tlar vard�r (43, 44). Kanser tedavisi için AS 

ODN’lerin kulan�lmalar�nda en önemli sorunlar; bu moleküllerin tümör hücrelerinde 

da� �l�m� veya hedeflemesinde normal hücrelere ilac�n ula�mamas�, tümör veya normal 

hücrelere in vitro ve in vivo giri�  mekanizmas�n�n ve AS ODN’lerin aktivite göstermek 

için hücrede lokalize olaca� � yerlerin iyi anla� �lmas� gerekmektedir. Tümör hücrelerinde 

veya normal hücrelerde AS ODN’lerin hücre içerisine giri� leri, aktiviteleri aç�s�ndan 

önemlidir ancak sorumlu olan mekanizma henüz anla� �lamam�� t�r. Floresans i� aretli AS 

ODN’lerin perinükleer lokalizasyon gösterdikleri, daha az düzeyde ise nükleer 

lokalizasyon gösterdikleri bilinmektedir. �� aretli olmayan AS ODN kullan�ld�� �nda 

HeLa ve MCF–7 insan tümör hücrelerine transfeksiyon yap�ld�� �nda benzer bir nükleer 

ve perinükleer da� �l�m gözlenmi� tir. AS ODN’lerin hücreye nas�l ula� t�klar� veya 

nukleusa nas�l girdikleri henüz bilinmemektedir. Mitoz öncesi veya sonras� nükleer 

membrandaki de� i� iklikler sonucu AS ODN’lerin nukleus içine giri� leri de� i� mektedir. 

Nukleus ile sitoplazma aras�nda enerji ba� �ml�, nükleer por kompleks ba� �ml� 

mekanizmayla yerle� tikleri fakat nükleer lokalizasyonla hedef mRNA regülasyonunun 

azalt�lmas�n�n daha etkin gerçekle� ti� i bilinmektedir (12, 45). 

4.7. ANT� SENS OL� GONÜKLEOT �DLER�N TOKS� S� TES�  
 AS ODN’lerin toksisitesi olarak; immün sistem aktivasyonu ve tetrapleks DNA 

olu�umu, hedef olmayan fakat yak�n mRNA’n�n regülasyonunun azalmas�, hücresel 

proteinlerle AS ODN etkile� imi gibi antisens olmayan baz� etkiler gözlenmi� tir. 

Primatlarda yap�lan toksikolojik çal��malarda ve insan klinik denemelerinde, sistemik 

uygulama sonras� kompleman ve koagülasyon zincirinin aktivasyonu görülmü� tür (12). 

AS ODN’lerin fare ve s�çanlara uygulanmas�n�n ard�ndan akut böbrek yetmezli� i, 

karaci� er ve dalak hasar�, immün sistem uyar�lmas� (dalak B-hücre proliferasyonu ve 

immünglobulin sekresyonu), trombositopeni ve ölüm gibi çok ciddi toksik etkiler 

saptanm�� t�r. AS ODN’lerin maymunlara intravenöz yolla uygulanmas�n�n ard�ndan ise, 

periferal toplam beyaz kan hücrelerinin ve nötrofillerin say�lar�nda dü�ü� , hipotansiyon 

ve ölüm görülmü�  ve bu moleküllerin metabolitlerinin uzun süre retikülo endotelyal 
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sistemde kalmalar� ve birikmeleri sonucunda bu tür toksik etkilerinin ortaya ç�kt�� � 

dü� ünülmü� tür (46). Gözlenen bu toksik etkiler de kimyasal yap�ya ba� �ml�d�r ve 

sekansdan ba� �ms�zd�r çünkü benzer etkiler kontrol dizili� lerde de gözlenmi� tir (12). 

4.8. ANT� SENS OL�GONÜKLEOT � DLERLE TEDAV �  VE TEDAV � DE 

KAR � ILA � ILAN SORUNLAR 
 Negatif yüklü fosfat iskeletine sahip olmalar� ve oldukça büyük moleküller 

olmalar� nedeniyle AS ODN’lerin kullan�mlar� zordur. Fizikokimyasal özellikleri 

nedeniyle de oral uygulama sonras� yok denecek kadar az miktarda biyoyararlan�m 

sa� lanabilmektedir. Parenteral yolla uyguland�klar�nda bu miktar artmaktad�r ancak bu 

da hasta uyuncu aç�s�ndan uygun de� ildir (15). 

 

 AS ODN’ler intraselüler endonükleazlar ve ekzonükleazlar taraf�ndan genellikle 

3’     5’aktivitesiyle h�zla degrede olurlar, dola� �mdaki yar�lanma ömürleri k�sad�r. Buna 

da ek olarak fosfodiester AS ODN’lerin parçalanma ürünü olan dNMP2 

mononükleotidleri sitotoksik ve antiproliferatif olabilir. dNMP’lerin toksik etkileri 

hücre yüzey enzimi ekto–5’-nükleotidaz ile mononükleotidin defosforilasyonu sonucu 

görülür. �nsan umblikal damar endotelyal hücrelerinde ve HeLa hücrelerinde bu enzim 

dNMP’leri defosforile eder ve bu da timidin kinaz gibi di� er önemli proteinlerin 

fonksiyonunu engeller. Bu nedenle deoksiribonükleotid fosfodiester ODN’leri antisens 

deneylerinde kullan�lmamal�d�r (18). 

 

 AS ODN’ler asl�nda çok spesifik olarak gözükseler de pratikte baz� moleküler 

faktörler (Örne� in; nükleik asitlerin konsantrasyonlar�yla k�yasland�� �nda hedef çok 

dü� ük konsantrasyonda bulundu� u için baz�lar� antisens moleküle k�smi komplementer 

özellik gösterebilir) veya hücresel faktörler (AS ODN’lerin protein veya di� er hücresel 

yap�lara ba� lanmas�) nedeniyle spesifiteleri azalmaktad�r (16). Komplementer AS 

ODN’in pek az� hedef mRNA’ya ba� ar�yla hibridize olmaktad�r. Bunun nedeninin 

sekonder veya tersiyer mRNA yap�s� veya RNA’ya ba� lanan proteinlerden dolay� 

hedefteki de� i� iklikler oldu� u dü� ünülmektedir. En iyi mRNA hibridizasyon bölgesini 

belirlemek için çe� itli metodlar geli� tirilmektedir. Ding ve Lawrence (47) adl� 

ara� t�rmac�lar algoritmalar� kullanarak RNA yap�lar�n�n, termodinamik ve yap�sal 

özelliklerinin belirlenmesine dayal� metod önermi� lerdir. Sczakiel ve ark. (48, 49, 50)  
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ise daha etkin AS ODN dizayn etmek için bilgisayarla hedef RNA’n�n lokal 

dizili � lerinin sekonder yap�lar�n� tahmin etme yoluna gitmi� lerdir. Bu yöntemle memeli 

hücrelerinde ICAM–1 ekspresyonunun önemli ölçüde inhibisyonunu 34 AS ODN’den 

sadece 17’sinin sa� lad�� �n� göstermi� tir. Bir di� er metod ise ODN/RNA duplekslerinin 

erime derecelerinin ve serbest enerjilerinin belirlenmesine dayanmaktad�r (18). 

 

Hücresel pentrasyonlar�n�n çok zay�f olmas� bu moleküllerde kar� �la� �lan bir 

di� er sorundur (51, 52). Hücresel al�m,  % 2’nin alt�ndaki dozlarda ODN kimyas� ve 

hücre tipine ba� l� olarak gerçekle�ebilmektedir ancak daha ileri intraselüler bariyerler, 

içeri girmi�  olan AS ODN’in aktif bölgeye ta� �nmas�n� engellerler, sonuçta aktif 

bölgedeki AS ODN konsantrasyonu özellikle in vivo ilaç da� �l�m� için oldukça dü� ük 

etkinlikte kalmaktad�r ve yetersiz biyoyararlan�m gözlenmektedir (22, 25).  

 

 AS ODN kullan�m�nda kar� �la� �lan bir di� er sorun ise maliyet konusudur. 1990 

y�l�nda 28-mer’lik bir fosforotiyoat AS ODN’in 1 gram�n�n sentezlenebilmesi için 

gereken maliyet 42.700 dolar iken son on y�lda teknolojinin geli�mesiyle birlikte AS 

ODN sentezinin maliyeti oldukça azalm�� t�r fakat büyük çapl� üretimleri basit organik 

moleküllerle k�yasland�� �nda hala oldukça yüksektir. Di� er biyoteknoloji ürünlerine 

göre ise daha uygundur ve birçok klinik endikasyon için ticari olarak kolayl�kla elde 

edilebilir (15, 53).  

4.9. MOD� F� YE ANT � SENS OL�GONÜKLEOT �DLER 
 AS ODN uygulanmas�nda kar� �la� �lan en büyük problemler: nükleazlar 

taraf�ndan parçalanma, hedef için yetersiz afinitesinin olmas�, spesifikli� in kayb� ve en 

önemlisi dü� ük biyoyararlan�md�r. Tüm bu problemlerin üstesinden gelebilmek için AS 

ODN’lerin yap�s�nda de� i� ik kimyasal modifikasyonlar yap�lm�� t�r (13). Bunlardan ilki 

ve en s�kl�kla kullan�lan� fosforotiyoat (PS) oligonükleotidleridir. � lk olarak 1960’da 

Eckstein ve ark. taraf�ndan sentezlenmi� tir ve ilk olarak da Natsukura ve ark. taraf�ndan 

HIV replikasyonunu inhibe etmek için kullan�lm�� t�r (2). Bu tip AS ODN’ler, 

oligonükleotid zincirindeki köprü olu� turmayan oksijen atomlar�ndan birinin kükürt 

atomu ile yer de� i� tirmesi sonucu ortaya ç�km�� lard�r (16). (� ekil 4.5)      
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� ekil 4.5. Nükleotidler aras� PO ve PS ba� lar� (17). 
                 

 Fosfat iskeletindeki negatif yükleri nedeniyle hidrofilik özellik gösterirler ve bu 

nedenle suda çözünürlükleri yüksektir (24). Yüksek nükleaz stabiliteleri vard�r; 

modifiye olmam��  (PO) oligodeoksinükleotidlerin serum yar�lanma ömürleri 1 saat iken 

fosforotiyoat AS ODN’lerinki 9–10 saattir (2, 54). Kolay sentezlenebilirler, düzenli 

Watson-Crick baz çiftleri olu� tururlar ve bu nedenle iyi bir antisens aktiviteleri vard�r 

(18, 2).  Fosforotiyoat AS ODN’lerin hücrelerde Rnaz-H aktivitesini artt�rarak etki 

gösterdikleri bilinmektedir ancak yüksek konsantrasyonlar� da Rnaz-H’� engelleyerek 

etkinliklerini azalt�r. Bu AS ODN’lerin serum proteinleri veya büyüme faktörleriyle yük 

etkile� meleri sonucunda bu proteinlere sekans spesifik olmaks�z�n ba� land�klar� ortaya 

ç�km�� t�r (16, 24). Heparin-ba� lay�c� büyüme faktörleri (asidik fibroblast büyüme 

faktörü, bazik fibroblast büyüme faktörü) gibi çe� itli hücresel proteinlere uzunluk 

ba� �ml� bir afinite göstererek sekans ba� �ms�z etkilere neden olmaktad�rlar (18). 

Bunlar�n yan�s�ra kompleman sistemini aktive ettikleri hatta baz� durumlarda 

kardiyovasküler kollapsa ve ölüme neden olabildikleri, bunlara ek olarak da trombin 

gibi faktörlere ba� lanarak p�ht�la� may� engelledikleri bilinmektedir. Bu etkinin nedeni 

de büyük olas�l�kla AS ODN’lerin faktör H ile etkile�meleridir. Faktör H, kompleman 

faktör 3b’ye tutunarak ve kompleman zincirini inhibe ederek kompleman aktivasyonunu 

düzenlemektedir (12). Fosforotiyoat AS ODN’lerin maymunlara verilmesi sonucu 

hipotansiyon da gözlenmi� tir. Bu hemodinamik cevaptaki de� i� iklik, hayvanlar�n 

kompleman aktivasyon blokörüyle önceden tedavi edilmeleri sonucu engellenebilmi� tir 

(12, 24, 2). Ancak insanlarda klinik deneme için dü� ük dozlarda kullan�ld�klar�nda iyi 

tolere edilebildikleri gözlenmi� , hatta baz� proteinlere ba� lanmalar�n�n,  filtrasyondan 

korunabilmeleri ve serum yar�lanma ömürlerinin de uzamas� nedeniyle farmakokinetik 
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aç�dan avantajl� bile say�labilece� i dü�ünülmü� tür (2). Fosforotiyoat AS ODN’lerde 

gözlenen bir di� er sorun da komplementer RNA moleküllerine olan afiniteyi 

azaltmalar�d�r. Heterodupleksin erime s�cakl�� � nükleotid ba� �na 0,5°C azalm�� t�r. Bu 

sorun hibridizasyon için spesifikli� in artt�r�lmas�yla kompanse edilmektedir (2). 

Polianyonik yap�lar olduklar�ndan ve hücre yüzeyi de (-) yüklü oldu� undan hücresel 

al�mlar� zay�ft�r. �nternükleosit fosforotiyoatlar � iral merkeze sahiptir. De long ve ark. 

(55) bu problemi çözmek için her iki köprü olu� turmayan atomu kükürtle sübstitüe 

etmi� tir. Ditiyoatlar, RNA için dü�ük ba� lanma kapasitesine sahiptir ama hücre 

kültüründe HIV büyümesini engelleyebilmi� lerdir (24). 

 

 Bu gibi spesifik olmayan problemler için ‘ikinci jenerasyon’ AS ODN’ler 

geli� tirilmi � tir. Bu AS ODN’ler ribozun 2’ pozisyonunda alkil modifikasyonuyla 

haz�rlanm�� t�r. 2’-o-metil (� ekil 4.6) ve 2’-o-metoksi-etil RNA, bu s�n�f�n ba� l�ca 

üyeleridir. Bunlar hücresel nükleazlar�n parçalamas�na kar� � dayan�kl�d�r ve fosfodiester 

veya fosforotiyoatlara göre hedef mRNA’ya daha yüksek afiniteyle ba� lan�rlar, hedef 

mRNA ile erime s�cakl�� � yüksek heterodupleksler olu� tururlar, toksisiteleri de daha 

azd�r ve oral uygulanma olas�l�klar� vard�r. Bunlar�n mekanizmas� Rnaz-H ba� �ms�zd�r, 

sterik engellemeye ba� l� olarak bir AS etki gösterirler (18, 2). Bu AS ODN’ler insan 

umblikal damar endotelyal hücrelerindeki ICAM–1 ekspresyonunun potent 

inhibitörleridirler ancak Rnaz-H aktivitesi sa� lamad�klar� için baz� kaynaklara göre 

önemli aktivite gösterdikleri dü� ünülmemektedir (18, 24). � ekerin glikozidik ba� �, 

do� al olarak olu�an �  formundan � -anomerik formuna de� i� ti� inde de (baz�n ters yönde 

oldu� u form) nükleaz stabilitesi önemli ölçüde artm�� t�r. Ancak bu da hibridizasyon 

stabilitesi ve Rnaz-H aktivasyon yetene� i aç�s�ndan zay�ft�r (24).  

                                                  

� ekil 4.6. 2’-0-metil modifiye ribonükleotid (17). 
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 � ekerle modifikasyon sonucu hibrid dupleks stabilitesi ve nükleaz rezistans� 

artt�r�labilir ancak AS ODN’lerde oldukça yüksek modifiye � ekerler kullan�lmas� AS 

ODN’lerin sentezini oldukça kompleks hale getirmektedir ve bu da kullan�m aç�s�ndan 

çok uygun de� ildir (56). 

 

 Üçüncü jenerasyon AS ODN’ler olarak furanoz halkas�n�n yerini tutan 

tamam�yla farkl� kimyasal yap�ya sahip nükleotidler geli� tirilmi � tir. Bunlar; peptid 

nükleik asitler (PNA), N3’-P5’-fosforoamidatlar (NP), 2’-deoksi–2’-floro-� -D-arabino 

nükleik asit (FANA), kapal� nükleik asit (LNA), morfolino oligonükleotidler (MF) 

,siklohekzen nükleik asitler (CeNA), trisiklo-DNA (tc-DNA)’d�r (2).  

 

 � lk kimyasal sentezle modifiye edilmi�  olan metilfosfonat (MP) AS ODN’in 

formülü � ekil 4.7’de verilmi� tir. Metilfosfonatlar yüksüz oligomerlerdir (� ekil 4.8) , 

AS ODN zincirindeki herbir fosforlanm��  yap�daki köprü olu� turmayan oksijen atomu 

yerine metil grubu gelmi� tir.  

                                                 

� ekil 4.7. Metilfosfonat oligonükleotidler (17). 
 

 Stabiliteleri çok iyi olmas�na ra� men yüksüz olmalar� çözünürlüklerinin dü� ük 

olmas�na neden olmaktad�r, bu nedenden dolay� da çözelti haline getirilmeleri zordur 

(18). Metilfosfonat köprülerindeki moleküller � iral özelliktedir ve herhangi bir 

konformasyona göre kar�� �m halinde bulunurlar, bu da hedef mRNA afinitesini azalt�r 

(24). Yüksüz olmalar� ayn� zamanda hücreye al�mlar�n� da azalt�r. (� ekil 4.8)  Özellikle 

adsorptiv endositozis yoluyla al�n�rlar, membranlardan difüze olmazlar. Ancak 
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yüklerinin olmamas� RNA-DNA dupleksi olu�urken yüklerin birbirlerini itmelerini 

elimine eder. Heliks-destabilize edicidirler ve Rnaz-H’� aktive edemezler. Bu 

nedenlerden dolay� AS ODN teknolojisinde etkin olarak kullan�lamazlar (18).  

                                         

 � imerik kapal� nükleik asit-DNA kopolimeri olan AS ODN’ler (LNA: locked 

nucleic acid) de Rnaz-H indükleyerek spesifik bir etkiye neden olurlar, biyolojik 

stabiliteleri iyidir ve bu yap�larda toksisite gözlenmemi� tir (16). 

 

 Pirimidin bazlar�n�n C5 pozisyonunda C5 propinil substitüsyonlar� da ilgi 

çekmi� tir çünkü RNA afiniteleri vard�r, olu�an hibritler stabildir ve Rnaz-H’� aktive 

ederler ancak bu aktivasyonlar� çok belirgin de� ildir çünkü baz� hibritlerde bloklamayla 

etkinlik gösterdikleri dü�ünülmü� tür (24). 

 

 Do� al fosfat-riboz iskeleti ta� �mayan, PNA (peptid nükleik asit) olarak 

isimlendirilen stabil AS ODN’ler de haz�rlanm�� t�r. PNA’lar yüksüz (� ekil 4.8) , 

bükülebilir, poliamid iskeleti ta� �yan a� iral nükleik asit analoglar�d�r. Nükleobazlar�n 

metilen karbonil ba� lar�yla ba� land�� � N-(2-aminometil) glisin rezidülerinin tekrar 

etmesinden olu�an bir iskelettir. Bunlar tek veya çift zincirli DNA veya RNA ile çok 

stabil dupleks veya tripleksler olu� turabilirler. Nükleik asitlere yüksek afiniteyle 

ba� lanmalar� elektrostatik itme kuvvetlerinin olmamas�na ba� l� olabilir çünkü PNA 

oligomerlerinde negatif yükler yoktur. PNA’lar Rnaz-H için substrat te� kil 

etmedi� inden antisens mekanizmalar� sterik engellemeye ba� l�d�r (18). PNA’larla 

çal��man�n en büyük zorlu� u dü� ük çözünürlüklerinin olmas� ve nötral yap�lar�ndan 

dolay� hücresel al�mlar�n�n dü� ük olmas�d�r. (� ekil 4.8)  Bu nedenlerden dolay� da 

klinikte kullan�mlar� s�n�rl�d�r (12). 
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� ekil 4.8. Oligonükleotidlerin Stabilitesi ve Hücresel Al�m� (22). 
 

 Fosforodiamit morfolino oligomerleri (PMO) de antisens amaçl� olarak uygun 

birçok özelli� e sahiptir. Burada deoksiriboz yap�s� morfolin halkas�yla yer de� i� tirmi� tir 

ve yüklü fosfodiester inter alt birim ba� lant�s� da yüksüz fosforodiamit ba� lant�s�yla yer 

de� i� tirmi� tir. Bunlar biyolojik sistemlerde çok stabildirler ve güçlü antisens etki 

gösterirler. Ancak yüksüz olduklar� için spesifik olmayan baz� etkileri olabilir. RNaz-H 

için substrat de� ildirler ve katyonik lipidlerle veya di� er s�kl�kla kullan�lan katyonik 

ta� �y�c� reaktiflerle kompleks olu� turmazlar. Bunun üstesinden gelerek AS ODN 

penetrasyonunu sa� lamak ve antisens etkilerini maksimize etmek için Partridge ve ark. 

(57) kaz�yarak yükleme tekni� ini kullanm�� lar. Streptolizin O ile hücrelere permeasyon 

ise morfolino AS ODN’lerin hücresel da� �l�m�n� artt�rmak için bir di� er yoldur (58). 

 

 Bir di� er üçüncü jenerasyon AS ODN ise N3’-P5’ fosforoamidat 

nükleotidleridir. 3’ pozisyonundaki oksijen ile amin grubunun yer de� i� tirmesi sonucu 

ortaya ç�km�� lard�r. DNA ve RNA ile Watson-Crick baz e� le�mesi arac�l�� �yla çok 

stabil kompleksler olu� turabilirler. Yap�lar� RNA oligomerlerine çok benzemektedir. 

Do� al fosfodiesterlerin aksine fizyolojik ko� ullar alt�nda çift zincirli DNA ile de stabil 

tripleksler olu� turabilmektedirler. Rnaz-H’� aktivasyonlar� biraz zay�f olsa da stabil 

DNA/RNA hibridleri olu� turduklar� için blok translasyonlar� oldukça etkindir. Bu tip bir 

modifikasyonun hücre proliferasyon kontrollerinde ve HIV viral replikasyonunda 

gerekli olabilece� i dü�ünülmektedir. Belirli ko�ullar alt�nda in vitro ve in vivo olarak 

çok yüksek seçicilikte ve spesifiklikte antisens etkinlik gösterebilirler (18, 24). 
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 Rnaz-H’la ilgili segmentler (genellikle fosforotiyoat k�sm�) modifiye RNA’n�n 

daha yüksek afiniteli terminaliyle (genellikle 2’-O-alkiloligoribonükleotidler) 

ba� land�klar�nda hem afinite artar hem de hedef olmayan mRNA’lar�n Rnaz-H 

taraf�ndan kesilmesi de engellenmi�  olur. �ki � imerik 2’-O-metil/fosforotiyoat AS ODN 

klinik denemede olup, biri protein kinaz A’n�n R��  alt ünitesini hedeflerken di� eri 

sitomegalovirüs-indüklü retinisi hedefler (18). 

 

 Bir di� er modifikasyon da kar�� �k iskeletli AS ODN (MBO)’ lerdir. Bunlar da 

gene 3’ ve 5’ uçlar�nda nükleaz stabilitesi için fosforotiyoat yap�lar� ta� �maktad�rlar 

ancak moleküldeki kükürt gruplar�n�n say�s�n� azaltmak için molekülün orta bölgelerine 

modifikasyonlar yap�lm�� t�r. Bu oligonükleotidlerin di� er fosforotiyoat AS ODN’lerle 

k�yasland�� �nda; RNA’ya afinite, Rnaz-H aktivasyonu ve biyolojik aktivite aç�s�ndan 

üstünlükleri vard�r. Daha iyi farmakolojik, in vivo parçalanma ve farmakokinetik 

profillerinin oldu� u ispatlanm�� t�r (18). 

 

 Üridin ve sitidinin C–5 propin analoglar� gibi baz modifikasyonlar� ile de 

antisensin RNA’ya ba� lanma afinitesi artar ve gen ekspresyonu için daha aktif hale 

gelir. Bu molekülün iyontoforezle uygulanmas� sonras� transdermal da� �l�m� takiben 

yeterli etki görülmektedir (56). 

 

 AS ODN’lerin modifikasyonlar�na ili� kin bir di� er kimyasal strateji ise sirküler 

DNA molekülleridir. Sirküler DNA ve RNA molekülleri do� ada çok s�k bulunmalar�na 

ra� men sentezlenmeleriyle ilgili baz� teknik problemlerden dolay� daha yeni gündeme 

gelmi� lerdir. Kool ve ark. (59) bu moleküllerin çekici baz� özellikleri oldu� unu 

belirtmi� lerdir. Birincisi; 5’ veya 3’ uçlar� olmad�� � için ekzonükleaz ataklar�na kar� � 

dirençlidirler. �kincisi; oldukça iyi bir ba� lanma afiniteleri vard�r, üçüncüsü ise sekansa 

spesifiktirler, Rnaz-H’� aktive edebilirler.  20–30 nükleotidlik bir dairesel molekül 12-

14 bazl�k bir lineer dizili� i hedefleyebilir. E� er dairesel DNA esas olarak 

pirimidinlerden olu� uyorsa kendili� inden ba� lanma yapamaz ve aç�k bir daire olarak 

kal�r. Hedef bölge de pürin bazlar� aç�s�ndan zenginse Watson-Crick baz e� le� mesi 

yapabilir ve çok stabil bir yap� olu� turur. Sirküler DNA zincirlerinin yer de� i� tirme 

aktiviteleri oldukça iyi oldu� undan katlanm��  olan RNA alanlar�na da hibridize 
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olabilirler. Bu da onlar�n hedeflenebildikleri sekanslar� oldukça artt�rmaktad�r (24). 

 

 CG motifleri içeren AS ODN’ler in vivo deneyler için gereklidir çünkü bu 

motifin memeli sistemlerinde immün cevab� uyard�� � bilinmektedir. Bu 

immunostimulasyon; IL–6, IL-12 gibi baz� spesifik sitokinlerin sal�n�m�yla gerçekle� ir 

(14). CG dinükleotid, insan genomundan ziyade daha çok viral ve bakteriyel DNA’da 

s�kl�kla bulunmaktad�r. CG ta� �yan ODN’lerin kanser, ast�m ve enfeksiyon 

hastal�klar�n�n tedavisi için klinik denemeleri yap�lmaktad�r (2). 

 

 Modifiye AS ODN’lerin çok az� in vivo olarak ara� t�r�ld�� �ndan antisens 

moleküller olarak potansiyel etkileri ve olas� toksik yan etkileri hakk�nda çok az �ey 

bilinmektedir (2). 

4.10. ANT� SENS OL� GONÜKLEOT �D TA� IYICI S � STEMLER 
 Ç�plak AS ODN’ler, stabilize edilmi�  halleriyle bile hücre kültürüne 

uyguland�klar�nda gen ekspresyonunu zay�f olarak bask�layabilmektedirler. Bunun 

nedeni hücrelere etkin olarak ta� �namamalar� ve hücre içi trafi� in uygun olmamas�d�r 

(16). Günümüze kadar AS ODN’lerle yap�lm��  olan in vivo çal�� malarda in vitro 

çal��malardan farkl� olarak genelde oligonükleotidlerin ta� �y�c�ya gerek duymaks�z�n 

oldukça iyi etkinlik gösterebildikleri gözlenmi� tir. Bunun da nedeni in vitro 

çal��malarda hücrelere antisens uygulamas� yap�ld�ktan sonra sadece birkaç saat 

beklenmesidir. In vivo çal��malarda ise deney hayvanlar�na s�k enjeksiyon yap�ld�� �ndan 

in vitro uygulamalara göre daha yüksek AS ODN etkinli� i görülmektedir ancak gene de 

uygun bir AS ODN ta� �y�c� sistem geli� tirilmesi, in vivo çal�� malar için uygulama 

s�kl�� �n� azaltarak ODN etkinli� ini artt�racakt�r (60). 

 

 AS ODN’lerin hücrelere optimal olarak ta� �nmalar�n� sa� lamak için hücresel 

al�mlar� artt�r�lmal�, hücrenin alt kompartmanlar�ndan kaç�� lar� sa� lanabilmeli ve etki 

bölgesine do� ru hedeflendirme yap�labilmelidir (60). 

 

 AS ODN’lerin hücrelere ta� �nmas� temel olarak iki yolla gerçekle� tirilebilir: 

viral ve viral olmayan yöntemler. 
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4.10.1. V� RAL ANT � SENS OL� GONÜKLEOT �D TA� IYICILAR 
 Viral yolla hücrelere AS ODN ta� �nmas� virüsler ile ya da rekonstitüe virüsler ve 

psödoviryonlar gibi hücrelere ODN al�m�n� artt�r�c�lar sayesinde gerçekle� mektedir 

(61). Virüsler, spesifik hücreler içerisinde replike olabilmek için farkl� mekanizmalar 

geli� tirmi�  olan hücre içi parazitleridir (62). 

 

 �deal bir viral vektör; 

- Güvenilir olmal�d�r. Virüsün kendisi hastal�� a yol açmamal�d�r, immün veya 

inflamatuvar cevaplara sebebiyet vermemelidir.  

- Hedef dokuya etkin olarak al�nabilmelidir. 

- Pratik olarak kullan�labilmesi için manipulasyonu kolay olmal�d�r ve saf halde 

üretimi yap�labilmelidir (61). 

 

 �n vitro ve in vivo çal��malarda en çok retrovirüsler, adenovirüsler, adeno ile 

ortakla�a virüsler veya herpes virüslerin modifikasyonuyla elde edilen virüsler 

kullan�lmaktad�r (62). 

4.10.1.1. Retrovirüsler 
 Bölünen hücrelere genleri ta� �mak için oldukça etkin olduklar�ndan primer 

olarak kullan�lan viral vektörlerdir. Tek-kopyal� genlerin yerle� tirilmesi ve stabil olarak 

bütünle� mesi aç�s�ndan son derece uygundurlar. Hücre kültürü sistemlerinde ba�ar�l� 

olmalar�na ra� men genomun içerisine de geli� igüzel entegre olmalar� in vivo 

kullan�mlar�n� k�s�tlamaktad�r. Retrovirüsler, sadece bölünen hücrelerde i� lev 

görebildiklerinden tümör tedavisi için oldukça uygun olmalar�na kar� �n her hücre tipi 

için ayn� avantajdan bahsedilememektedir (61). 

4.10.1.2. Adenovirüsler 
 Adenovirüs vektörleri ile kendi do� al konak hücrelerinde, solunum endotelinde 

ve vasküler düz kas, çizgili kas, beyin gibi di� er dokularda oldukça ba�ar�l� sonuçlar�n 

elde edildi� ine ili� kin yay�nlar vard�r (63, 64, 65). Adenovirüs, 2700 ayr� adenoviral gen 

ürününden olu�an çift zincirli DNA’dan olu�maktad�r. Bu virüs birçok memeli hücre 

tipini transfekte edebilmektedir çünkü ço� unlu� u membran reseptörlerine sahiptir. 

Virüsler hücreye reseptör indüklü endositozis ile ta� �n�rlar ve nukleusa giderler. Birçok 
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adenovirüs vektörü genel olarak episomal formda oldu� undan konak DNA’s�na entegre 

olmaz. Ancak adenoviral vektörlerin en temel sorunu konak hücrede yüksek oranda 

immün yan�t olu� turmas� ve inflamatuvar veya toksik reaksiyonlara neden olmas�d�r 

(61).  

4.10.1.3. Adeno ile ortakla�a virüsler 
 Bu tip virüsler güvenilirli� i ve etkinli� i aç�s�ndan oldukça önem kazanm�� lard�r. 

Vasküler endotel hücreleri d�� �nda hemen hemen tüm memeli hücrelerine transfeksiyon 

yapabilir, fazla say�da kona� a sahiptir (66). 

 

 Philips ve ark. (61) hipertansif fare modellerine AT-1 hedefli AS ODN ta� �mak 

için bu virüsleri kullanm�� lard�r ve sonuçta ergin hipertansiyonlu farelere tek bir 

intraventriküler enjeksiyon ile kan bas�nc�nda 9 haftadan daha uzun sürede dü� ü�  

sa� lanabilmi� tir. 

 

 Viral vektör olarak kullan�m�n� k�s�tlayan en önemli faktör ise üretimidir. 

Kolayl�kla safla� t�r�l�p konsantre edilebilmesine ra� men adenovirüslerden tamamen 

uzakla� t�r�lmas�, üretim i� lemini oldukça kar�� �k hale getirmektedir. Bir di� er 

dezavantaj� ise bölgeye spesifik entegrasyonunun yap�lamamas�d�r (61). 

 

4.10.2. V� RAL OLMAYAN ANT �SENS OL� GONÜKLEOT �D TA� IYICILAR 

 Güvenilirlik ve üretim kolayl�� � aç�s�ndan bak�ld�� �nda polikatyonlarla nükleik 

asitlerin kompleks olu� turmas�na dayanan, viral olmayan gen ta� �y�c� vektörler son 

zamanlarda s�kl�kla kullan�lmaya ba� lanm�� t�r (9, 67).  

 

 Fizyolojik ko� ullarda stabilitesi artt�r�lm�� , hedef hücrelere etkin olarak 

girebilen, nükleazlara kar� � dayan�kl� ve di� er makromoleküllerle nonspesifik 

etkile� melere yatk�nl�� � dü� ük olan viral olmayan ta� �y�c� vektörler geli� tirilmi � tir. Bu 

tip vektörler aras�nda polietilenglikol (PEG) - konjuge lipozomlar (68), aljinat/poli-L-

lizin (PLL) mikropartiküller (69),  poli(D,L-laktik asit) nanopartikülleri (70), 

polietilenimin kompleksleri (71), poliamidoamin (PAMAM) dendrimerleri (72)  

say�labilir. Viral olmayan ta� �y�c� sistemlerle yap�lan çal��malarda dikkat edilmesi 

gereken önemli konu; tüm somatik hedefler için tek bir formülasyonun kullan�lmamas� 
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gerekti� idir. Bunun yerine, hedefin fizyolojik ve biyolojik özellikleri dü�ünülerek her 

somatik hedef için ayr� bir formülasyonun optimize edilmesi gerekmektedir (73). 

 

 Bu ta� �y�c�lar�n in vivo etkinlikleri henüz aç�klanamam�� t�r; daha etkin, selektif 

ve kontrol edilebilir ta� �y�c� sistemlerin geli� tirilmesi gelecekte ara� t�rmac�lar�n 

ara� t�rma konular�d�r (16). 

 

a) Polietilenimin Hakk�nda Genel Bilgi 

 Polietilenimin (PEI) de son y�llarda plazmid DNA ve oligonükleotidlerin 

transferi amac�yla viral olmayan ta� �y�c� sistem olarak kullan�lmaktad�r (74). 

Polietilenimin, do� rusal ve dallanm��  olarak iki ayr� kimyasal formda bulunabilir. 

Dallanm��  formu aziridin monomerlerinin su veya alkol içeren çözeltilerde yüksek 

s�cakl�klarda katyonik polimerizasyonuyla sentezlenmektedir. Sentez s�ras�nda, zincirler 

polimerizasyon ile büyürken dallanmalar olu�ur. Bu �ekilde sentezlenen polimerin 

moleküler a� �rl� � � 20. 000–50.000 g/mol aras�nda de� i� kenlik gösterir (75). 

 

b) Poli-L-lizin Hakk�nda Genel Bilgi  

 Spesifik antikor ve proteinleri ligand olarak ba� layabilmesi ve bu � ekilde 

olu� turulan komplekslerin in vivo uygulamalarda spesifik doku ve organlara 

hedeflenebilmesinin mümkün olmas� nedeniyle gen tedavisi çal��malar�nda tercih edilen 

bir polimerdir.  

 

 Poli-L-lizin (PLL) kullan�m�ndaki dezavantaj; polipeptidlerin büyüklüklerine 

ba� l� olarak sitotoksisite göstermesidir. PLL’nin molekül a� �rl� � � artt�kça daha az toksik 

etki gözlenmektedir (76). AS ODN gibi polianyonik makromoleküllerin miktar� artt�kça 

da sitotoksisite artabilir (13). PLL kullan�m�ndaki bir di� er sorun da; hücre membran 

bile�enleri ile spesifik olmayan konjugasyona girmeleridir (61). 

 

4.10.2.1.  Lipozomlar 

 AS ODN ta� �y�c�s� olarak geli� tirilen ilk vektörler lipozomlard�r. Lipozomlar; 

yakla� �k 0.22 – 3.5 µm çap�nda küresel veziküllerdir, lipit çift tabaka ve sulu faz olmak 

üzere iki k�s�mdan olu� urlar (77). Temel yap�ta� lar� amfifilik özellik gösteren 
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fosfolipidlerdir. Fosfolipidler yap�lar�nda, bir hidrofilik (polar, suya ilgisi fazla) bir de 

hidrofobik (non-polar, suya ilgisi az) grup ta� �rlar. Lipidlerin hidrofobik uçlar� 

genellikle ya�  asidi molekülleridir (6). 

 

 Lipozomlar, fosfolipidlerin yap�s�na ba� l� olarak nötral, anyonik veya katyonik 

olabilirler (18). AS ODN ta� �nmas� için daha çok katyonik tipte lipozomlar tercih 

edilmektedir çünkü anyonik ve nötral lipozomlar�n AS ODN enkapsülasyon etkinlikleri 

oldukça dü� üktür (60). Katyonik lipozomlar�n pozitif yüklü ba�  gruplar�, negatif yüklü 

AS ODN’lerle birle� ir, anyonik yükü nötralize eder ve büyük anyonik moleküllerin 

lipofilik hücre membran�ndan geçi� i sa� lan�r. Lipozom ile hücre içine giri�  

endositozisle olur, katyonik lipozomlar membran�n geçirgenli� ini sa� lar ve AS ODN’i 

lipozomdan sitozole serbestle� tirir. Ancak katyonik lipozomlar�n da plazmada stabil 

kalamamalar� ve intravenöz uygulama sonras� kandan h�zl�ca elimine olmalar� gibi 

sorunlar� mevcuttur. Bu nedenle Yamauchi ve ark. (78) F-ODN (floresans i� aretli AS 

ODN)’leri tümör hücrelerine etkin olarak ta� �yabilmek için PEG (polietilen glikol)  ve 

DSPE (1,2-diasteroil-sn-glisero–3-fosfoetanolamin-N-metoksi) gibi nötral lipidlerle 

kaplanm��  paket lipozomlar haz�rlam�� lar, daha sonra bu katyonik lipozomlar içerisine 

F-ODN (floresans i�aretli ODN) / DOTAP komplekslerini yerle� tirmi� lerdir. Haz�rlanan 

lipozomlar�n F-ODN eklemeden önceki partikül büyüklü� ü 90 nm olarak bulunmu� tur, 

ODN/DOTAP (- / +) oran� artt�kça da partikül büyüklü� ünde art��  gözlenmi� tir. % 97 

transfeksiyon etkinli� inin gözlendi� i optimal - / + yük oran� 0.92 olarak bulunmu� tur. 

Serum stabilitelerine bak�ld�� �nda ise dekstran sülfat varl�� �nda bile nötral lipid kapl� 

lipozomlar, di� er ODN/katyonik lipid komplekslerine göre çok daha stabil 

kalabilmi� lerdir. Farelere bu formülasyonlar�n i.v. enjeksiyonundan sonra plazmadaki 

F-ODN seviyesi birkaç saat boyunca yüksek kalm�� t�r. Sonuçta bu nötral lipid kapl� 

lipozomlar sayesinde tümör hücrelerine pasif hedefleme yoluyla serbest F-ODN’lere 

göre 13 kat fazla F-ODN ta� �nabilmi� tir.  

 

 Lipozomlar arac�l�� �yla hücrelere AS ODN ta� �nmas� endozomal yolla 

gerçekle� ti� inden endozomlardan kaç�� �n sa� lanabilmesi için formülasyonlar�na baz� 

yard�mc� moleküller eklenebilir. Bu yard�mc� moleküller: klorokin ve 1,2-dioleil-sn-

glisero–3-fosfotidiletanolamin’dir. Bu moleküller endozomal membran�n 
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destabilizasyonunu sa� layarak AS ODN’lerin geçi� ini ve daha sonra da aktif 

transportunu sa� larlar. Eufectins, Lipofectamine gibi lipozomlar laboratuvar ara� t�rma 

çal��malar�nda s�kl�kla kullan�lan ticari vektörlerdir. Bunlardan baz�lar�yla 50 nM’dan 

daha az AS ODN konsantrasyonuyla belirli ko� ullar alt�nda ba� ar�yla ta� �ma 

gerçekle� tirilebilir (18). Katyonik lipozomlar çok fazla miktardaki AS ODN’lerle bile 

kompleks olu� tururlar ve bu sayede bölünmeyen hücreler de dahil olmak üzere birçok 

farkl� hücre tipine transfeksiyon gerçekle� tirilebilir (79). Ancak katyonik lipozomlar�n 

özellikle yüksek konsantrasyonda sitotoksik etki göstermeleri lipozomlar�n in vitro ve in 

vivo kullan�mlar�n� k�s�tlamaktad�r (80, 81). Bu nedenle de lipid tipinin de� i� tirilmesi, 

lipid kompozisyonunun veya lipid konsantrasyonunun de� i� tirilmesi gibi baz� çözümler 

ara� t�r�lm�� t�r. Örne� in toksik olmayan bir lipozom formülasyonuyla CHO (Chinese 

Hamster Ovary) hücrelerinde amfifilik pridinyum bazl� lipid SAINT–2 kullanarak 

nöropeptid kortikotropin salan faktör reseptör (CRF-R) mRNA’s�na fosforotiyoat AS 

ODN ta� �nm�� t�r. Bu � ekilde serbest AS ODN’lere veya lipid kontrollerine göre CRF-R 

mRNA ekspresyonunda % 50 azalma gözlenmi� tir (22). 

 

 Lipozomlarla AS ODN ta� �nmas�nda kar� �la� �lan bir di� er sorun da; 

lipozomlar�n partikül büyüklüklerinin fazla olmas� ve a� �r� pozitif yüklü olmalar�d�r. Bu 

nedenle in vivo çal��malarda kana verildikten birkaç dakika sonra mononükleer 

fagositik sistem (MPS) hücreleri taraf�ndan parçalan�rlar, bu nedenle önemli seviyede 

AS ODN etkinli� inin görüldü� ü yerler sadece akci� er ve karaci� erin ilk geçi�  organlar� 

olmaktad�r (25). 

 

 Pastorino ve ark. (25) DOTAP gibi katyonik lipid kapl� lipozomlar ile c-myb 

veya c-myc protoonkogenlerine kar� � dizili � e sahip AS ODN kullanarak bir çal�� ma 

yapm�� lard�r. Çal�� malar�n�n sonunda haz�rlad�klar� AS ODN ta� �y�c� formülasyonlarla 

yüksek AS ODN yükleme etkinli� i, küçük partikül boyutu ve yüksek stabilite elde 

etmi� lerdir. Partikül yüzeyinde anti-GD2 e� le� mesi yoluyla melanoma veya 

nöroblastoma hücrelerine hedeflendirildiklerinde ise bu hücrelere ba� lanman�n artt�� �n� 

gözlemlemi� lerdir. Hedefleme yap�lan formülasyonlar�n hedefleme yap�lmayanlara göre 

hücre ço� almas�n� daha büyük ölçüde engelleyebilmi� tir. Formülasyonlar�n in vivo 

olarak da dola� �mda uzun süre kald�klar� sonucuna ula� m�� lard�r.  



 33 

 AS ODN’lerin endozomal kaç�� �n� sa� lamak için, pH-duyarl� füzojenik 

lipozomlar da kullan�lmaktad�r. Bunlar koloseril hemisüksinat (CHEMS) ve DOPE 

(dioleoilfosfatidiletanolamin) gibi amfifatik lipidlerden olu� urlar. Fizyolojik pH’da 

CHEMS, DOPE’u lamellar faz lipozomlar içerisinde stabilize eder, ancak erken 

endozom evresinde oldu� u gibi asidik pH’da ise CHEMS protonla�maya ba� lar, 

hekzagonal HII faz�n� olu� turarak endozomal membrana füzyon sonucu 

destabilizasyonla AS ODN’i sitozole salar (4). Lipid bile� imi de� i� tirilerek bu tip 

lipozomlar�n fizyolojik pH’daki stabiliteleri artt�r�labilir ve bu � ekilde in vivo dola� �m 

süreleri de artt�r�lm��  olur (82). Bu tip lipozomlar ayn� zamanda AS ODN’i endozomdan 

sitozole salabilecek füzojenik özelliklere de sahiptirler. Bu lipozomlar, astrositlerde 

Na+/myoinositol ko-transporter mRNA’ya kar� � AS ODN ta� �mak için kullan�lm�� lard�r. 

Bu lipozomlar�n kullan�lmas� ile hücresel al�m, serbest AS ODN veya pH-duyarl� 

olmayan lipozomlara göre daha etkin olmaktad�r ve hedef mRNA ekspresyonunda 

serbest AS ODN’lere k�yasla 50 kat fazla azalma görülmü� tür (22). Ancak bu tip 

lipozomlar uzun süreli olarak stabil kalabildikleri için yap�lar�ndaki yüksek 

konsantrasyondaki lipidler toksisiteye neden olabilmektedirler (61). Ayn� zamanda bu 

lipozomlar pH duyarl�l�klar�n� yitirebilirler ve in vivo olarak ODN ta� �ma kapasiteleri 

dü� ebilir. Bu nedenle büyüklük, lipid bile� imi ve pH-duyarl� lipozomun plazmayla 

etkile� imleri gibi özellikler dikkatle karakterize edilmeli ve optimal AS ODN ta� �mas�n� 

sa� lamak üzere ayarlanmal�d�r (22). 

 

  Kunisawa ve ark. (83) öncelikle konvansiyonel lipozomlara AS ODN ta� �yan 

nanopartikülleri enkapsüle etmi� ler, daha sonras�nda ise bu lipozomlar� ultraviole ile 

inaktive edilmi�  Sendai virüs zarf�n�n glikoproteinleri ile kar�� t�r�larak füzojenik 

lipozomlar haz�rlam�� lard�r. Bu sayede çok say�da AS ODN ta� �yan nanopartikül 

hücrede herhangi bir sitotoksisiteye neden olmaks�z�n plazma membran�na direk füzyon 

ile sitoplazmaya ba�ar�yla ta� �nabilmi� tir. Bu çal�� ma ile gen tedavisi, kanser 

kemoterapisi ve a� � geli� tirme çal��malar� aç�s�ndan füzojenik lipozomlar�n iyi bir 

alternatif olabilece� i ortaya ç�km�� t�r.  

 

 Lipozomlara reseptör ligandlar� veya antikorlar� ba� layarak hedeflendirilmi�  

ta� �ma yap�labilir. Örne� in maleilatlanm�� -ODN-BSA konjugatlar�, AS ODN’i 
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Leishmania-enfekte makrofajlara reseptöre ta� �ma sistemiyle etkin olarak ta� �m�� t�r 

(84). Pagnan ve ark. (85)  da c-myb AS ODN’leri nötral lipidlerle kaplanm��  katyonik 

lipozomlara enkapsüle etmi� , anti-gangliosid GD2 monoklonal antikorunu da buna 

ba� lam��  ve sonuçta serbest AS ODN’lere k�yasla bu yöntemle ODN’in hücresel al�m� 

oldukça yüksek olmu� tur.  

 

 Ma ve Wei (86) adl� ara� t�rmac�lar da 18-mer’lik anti-myb ODN’lerin lösemi 

hücrelerine ta� �nmas� için anti-CD32 ve anti-CD2 immünolipozomlar� ile çal��ma 

yapm�� lard�r. Bu AS ODN’lerin hücresel al�m�, lipozomla enkapsüle edilmi�  olan veya 

spesifik olarak immünolipozom içerisine enkapsüle edilmemi�  olan ODN’lere göre iki 

kat fazla gerçekle� mi� tir.  

 

 Bandyopadhyay ve ark. (87) genetik mutasyonlar�n onar�lmas� için � imerik 

DNA/RNA oligonükleotidlerini hepatositlerdeki asialoglikoprotein reseptörlerine 

ta� �mak amac�yla galaktoserebrosid içeren yüklü veya nötral lipozomlarda AS ODN’leri 

enkapsüle etmi� ler ya da laktozillenmi�  polietilenimin ile AS ODN’ler aras�nda 

kompleksler haz�rlam�� lard�r. Bu formülasyonlar�n stabiliteleri ve hepatosit hücrelerine 

hedeflenme etkinlikleri ölçüldü� ünde yüklü lipozomlara enkapsüle edilmi�  olan AS 

ODN’lerin bu yolla en az 1 ay boyunca stabil kalabildikleri, izole edilmi�  olan s�çan 

hepatositlerine % 100 oran�nda transfekte edilebildikleri ve hepatositlere hedefli ODN 

ta� �nmas�n� sa� layabildikleri gözlenmi� tir. Hücre nükleusundaki floresans � iddetlerine 

bak�ld�� �nda ise negatif yüklü lipozomlar�n ve 25 kDa laktozillenmi�  PEI ile 

haz�rlanm��  olan komplekslerin nükleusta daha çok lokalize olduklar� gözlenmi� tir. 

Yüklü lipozomlar�n partikül büyüklükleri 50 nm olarak ölçülmü� tür, bu da 100 nm’nin 

alt�ndaki partiküllerin karaci� er epitelinden daha rahatl�kla geçebildi� ini 

do� rulamaktad�r. �n vivo çal��malar�n sonucu da in vitro sonuçlarla uyumludur. 25 kDa 

laktozillenmi�  PEI ile haz�rlanm��  � imerik AS ODN komplekslerinin farelere verilmesi 

ile karaci� erlerindeki nokta mutasyonuna u� ram��  olan faktör IX geninin A �  C baz 

de� i� imi sonucu % 48 oran�nda genetik mutasyon düzeltilebilmi� tir. Bu mutasyonun 

düzeltilmesi ile faktör IX koagülan aktivitesinde % 45 azalma gözlenmi� tir, 

hedeflendirilmi�  baz de� i� iminin fenotipik ekspresyonu da 46 hafta boyunca da 

sürdürülebilmi� tir.  
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4.10.2.2. Dendrimerler 

 Tekrarlayan baz� serilerin katlanmas�yla sentezlenmi�  olan oldukça dallanm��  

makromoleküllerdir. (� ekil 4.9) Ta� �d�klar� yüzey fonksiyonel gruplar� (primer amin 

gruplar� gibi) elektrostatik kuvvetler arac�l�� �yla di� er moleküllerle etkile� irler. Sonuçta 

h�zl� ve yüksek tekrarlanabilirlikte kompleks olu�umu gerçekle� ir ve zay�f sitotoksisite 

gözlenir (22). 

 

� ekil 4.9. PAMAM dendrimerinin globüler yap�s� (60). 
 

 Starburst poliamidoamin (PAMAM) dendrimerleri küresel yap�l�, fizyolojik 

pH’da yüzeylerinde pozitif yüklü primer amino gruplar� ta� �yan dendritik polimerlerdir. 

Birçok çal��mada PAMAM dendrimerlerinin AS ODN’lerle stabil kompleksler 

olu� turduklar�, s�n�rl� hücre toksisitesine neden olduklar� ve hücre kültüründe AS ODN 

ta� �nmas� için etkin olduklar� gözlenmi� tir ancak dendrimer arac�l� AS ODN hücresel 

al�m�n mekanizmas� henüz tam olarak anla� �lamam�� t�r (88, 89, 90, 91,  92). AS ODN / 

dendrimer komplekslerinin in vivo uygulamalar aç�s�ndan da birçok avantajlar� vard�r. 

Bu avantajlar; AS ODN’lerin dola� �mda kal�m sürelerini uzatmalar�, tümör veya 

enflamasyon bölgesi gibi hastal�kl� bölgeye ula�abilmeleri, hedef bölgede etkin 

maddenin konsantrasyonunu artt�rabilmeleri, serum içerisinde aktiviteyi devam 

ettirebilmeleri olarak say�labilir (93). 

 

 Bielinska ve ark. (88) 27-mer anti-lusiferaz AS ODN’in serbest haldeyken veya 

3-starburst PAMAM (poliamidoamin) dendrimerleriyle kompleks halindeyken 

gerçekle� tirdi� i in vitro aktivitesini ara� t�rm�� lard�r. Dendrimer-AS ODN 
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komplekslerinin hücresel al�mlar�n�n serbest haldeki AS ODN’e k�yasla 4–5 kat daha 

fazla oldu� unu ve lüsiferaz ekspresyonunda da % 30–60 dü�ü�  oldu� unugörmü� lerdir. 

Ayn� zamanda dendrimerlerle ta� �nan AS ODN’in hücrelerde kal��  süresinin de 4 gün 

oldu� unu belirlemi� lerdir. 

 

 AS ODN’lerin hücrelere ta� �nmas�n� sa� lamak amac�yla dendrimer kullanarak 

yap�lan bir di� er çal��ma ise Yoo ve ark. (93) taraf�ndan gerçekle� tirilmi � tir. Bu 

çal��mada ara� t�rmac�lar in vivo çevreye benzer ko� ullar yaratmak için 705. nükleotidde 

insan � -globin intron mutasyonuna u� ram��  olan lusiferaz genini ta� �yan pLuc/705 

plazmidi ile transfekte olmu�  HeLa hücrelerini kullanm�� lard�r. Bu plazmidle 705. 

nükleotitte gerçekle� en yanl��  ba� lanmay� düzeltmek için uygun dizili� teki AS 

ODN’leri dendrimerlerle kompleks olu� turup etkin �ekilde hücrelere ta� �yarak bu 

ba� lant� bölgesinin düzeltilmesini ve lusiferaz ekspresyonunun sa� lanmas�n� 

amaçlam�� lard�r. Bu amaçla poliamidoamin (PAMAM) dendrimerleri kullanm�� lard�r 

ve sonuçta bu dendrimerlerin AS ODN’lerle oldukça stabil kompleksler 

olu� turduklar�n�, serum proteinleri varl�� �nda da bu dendrimerlerin di� er ta� �y�c�lara 

göre AS ODN’leri hücre çekirde� ine ta� �ma konusunda daha etkili olduklar�n� 

görmü� ler ve sitotoksisitelerinin dü� ük olmas� nedeniyle de PAMAM dendrimerlerini 

uygun ta� �y�c�lar olarak önermi� lerdir.  

 

 Delong ve ark. (89) da AS ODN ta� �y�c� sistemi geli� tirmek amac�yla 

poliamidoamin (PAMAM) dendrimerleri ile çal��ma yapm�� lar, dendrimer ve 

fosforotiyoat AS ODN aras�nda kompleks olu� turarak agaroz jel elektroforezi ile 

incelemi� ler ve olu� an yap�lar�n stokiyometrilerine ba� l� olarak pozitif veya negatif 

yüklenebildikleri ya da yüksüz kalabildiklerini görmü� lerdir. Komplekslerin, ortam 

pH’s�n�n 3.5 ve 10 olmas�na veya 0–500 mM aras�ndaki iyonik kuvvet de� i� imlerine 

kar� �, serum varl�� �nda % 50 oran�nda parçaland�� � gözlenmi� tir. Ultrafiltrasyon ve jel 

filtrasyon sonuçlar�na göre komplekslerin genellikle 100 kDa’nun alt�nda molekül 

a� �rl� � �na sahip oldu� u, AS ODN miktar� artt�� �nda ise daha büyük komplekslerin 

olu� tu� u gözlenmi� tir.  Sonuçta AS ODN ta� �y�c�s� olarak dendrimer kullan�m�yla, AS 

ODN’lerin hücresel al�mlar�n�n 50 kat artt�� � görülmü� tür.  
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4.10.2.3. Siklodekstrinler (CD) 

 � ekil 4.10’da görüldü� ü gibi siklodekstrinler (CD), hidrofobik merkezi bo� luk 

ve d��  yüzeylerinde çoklu hidroksil gruplar� ta� �yan siklik oligosakkaritlerdir (22). Di� er 

moleküllerle birle� ebilme özellikleri, suda çözünebilir olmalar�, santral bo� luktaki 

hidroksil gruplar�n�n türevlenme potansiyelleri nedeniyle birçok ilaç molekülünün 

ta� �nmas� için uygun olduklar� dü� ünülmü� tür (94, 95). Bu moleküller ayn� zamanda 

ilaç toksisitesini minimize etmek (96) veya biyoyaralan�m� artt�rmak (96, 97) için de 

kullan�lmaktad�rlar. 25-merlik fosforotiyoat AS ODN’in insan T-hücre lösemi hücre 

dizilerine ta� �nmas� için � -CD’ler kullan�lm�� t�r. Bu sayede AS ODN’lerin hücresel 

al�mlar� artt�r�lm�� t�r (98). 

 

� ekil 4.10. Siklodekstrinin kimyasal yap�s�. 

 

 �n vivo olarak AS ODN’lerin ta� �nmas� için de CD’ler kullan�lm�� t�r (99, 100).  

Zhao ve ark. (100) immünojenik CpG dizileri içeren AS ODN’lerin farelere ta� �nmas� 

için CD’leri kullanm�� lar ve 50 mg/kg dozunda AS ODN ile de� i� ken konsantrasyonda 

CD kulland�klar�nda AS ODN’in mitojenitesinde dü� ü� le birlikte IgM üretiminde art��  

görmü� lerdir. 

  

4.10.2.4. Nanopartiküller   

 Nanopartiküller, 10–1000 nm aras�nda boyutlara sahip olan kat�, kolloidal ilaç 

ta� �y�c� sistemlerdir (101). � lk olarak 1970 y�l�nda Birrenbach ve Speiser taraf�ndan 

geli� tirilmi � tir (102).  Haz�rlanma tekni� ine göre nanoküre ya da nanokapsül ad�n� 



 38 

alabilir. Nanokapsüller; ilac�n sulu ya da ya� l� bir çekirdek içerisine yerle� tirilmesiyle 

olu�an veziküler sistemlerdir. Nanoküreler ise ilac�n partiküller içerisinde disperse 

oldu� u matriks sistemleridir (103). � laç-nanopartikül bile� imi hidrofobik Van der Waals 

etkile� imiyle gerçekle�mektedir. Çe� itli hidrofobik katyonlar, AS ODN’in anyonik 

yükleriyle etkile�erek iyon çiftleri olu� tururlar. Örne� in alkilsiyanoakrilat,  

(poliisohekzil, poliisobutil, polihekzilsiyanoakrilat gibi) nanopartiküllerin 

olu� turulmas�nda s�kl�kla kullan�lmaktad�rlar. AS ODN’in nanopartikül sistemine 

ba� lanmas� sadece siyanoakrilat�n tipine ve hidrofobisitesine ba� l� de� ildir, ayn� 

zamanda AS ODN uzunlu� u ve kullan�lan hidrofobik katyon tipi de önemlidir (22). 

 

 Nanopartiküller gibi ta� �y�c� sistemler, AS ODN’lerin ta� �nmalar�n� sa� lamak 

üzere uygun bir yakla� �m olarak gözükmektedir, hatta AS ODN’lerin nanopartiküllerin 

içerisine enkapsüle edilmesi sayesinde enzimatik parçalanmaya kar� � korunma da 

sa� lanabilmektedir (104). Nanopartiküller karaci� er, akci� er, dalak ve kemik ili� i gibi 

mononükleer fagosit sistem hücreleri taraf�ndan esas olarak al�n�rlar ve al�mlar� 

endositozis yoluyla gerçekle� ir. Lizozomal kompartmanlarda dü� ük molekül a� �rl�kl�, 

çözünebilir bile� iklere dönü� ürler ve renal yolla at�l�rlar. Bu nedenle nanopartiküllerin 

yan etkileri ve toksisiteleri dü� üktür (103). 

 

 Chavany ve ark. (105) ODN-CTAB (heksadesilmetilamonyum) - PIHCA 

(poliisoheksilsiyanoakrilat) nanopartiküllerini kullanarak AS ODN’lerin U397 

hücrelerindeki hücresel al�mlar�n� ve stabilitelerini ara� t�rm�� lard�r. Hücrenin olmad�� � 

sistemlerde 37°C’de fosfodiesteraz varl�� �nda nanopartiküle enkapsüle edilmi�  AS 

ODN’ler 20 saatten fazla stabil kalabilirken, serbest AS ODN 10 dakika içerisinde 

parçalanm�� t�r. Serum içeren hücre kültüründe de buna benzer olarak nanopartiküller 

AS ODN’leri nükleaz degredasyonuna kar� � 3 saat koruyabilmi� lerdir, enkapsüle 

edilmemi�  olanlar ise hemen parçalanm�� lard�r. U397 hücrelerinde 24 saat inkübasyonu 

takiben enkapsüle edilmemi�  olanlar�n hücresel al�m� enkapsüle edilmemi�  olanlara 

göre 6 kat daha yüksek bulunmu� tur, sitotoksisite gözlenmemi� tir. 

 

 Alkilsiyanoakrilatlar�n d�� �nda polietilen glikol (PEG), poli-laktik asit (PLA), 

polilaktid-ko-glikolik asit (PLGA) gibi polimerlerle de nanopartikül haz�rlanm�� t�r 
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(106). Poliester türevleri olan poli-laktik asit (PLA) ve polilaktid-ko-glikolik asit 

(PLGA) ile haz�rlanan nanopartiküllerin yüksek negatif yüke sahip olmalar� nedeniyle 

bu nanopartiküller enjekte edildikten hemen sonra fagositik sistem hücreleri taraf�ndan 

h�zl�ca tan�n�p dola� �mdan uzakla� t�r�lm�� t�r (107).  

 

  Serum albuminlerini kullanarak protein-bazl� nanopartikül ta� �y�c� sistem 

geli� tirilmesi de iyi bir yöntemdir, çünkü bu nanopartiküllerin, doku irritasyonu ve 

toksik etkileri minimal düzeyde olup yüksek oranda etken madde yükleme kapasitesine 

sahiptirler. Biyoparçalanabilir olup, antijenik de� ildirler ve haz�rlanmalar� kolayd�r, 

ayr�ca biyoparçalanabilir albumin matriksleri, enkapsüle edilmi�  olan AS ODN’leri 

nükleaz parçalanmas�ndan koruyabilir ve sürekli sal�m sa� layabilir. Serum albumin 

nanopartikülleri ile etken maddenin büyük bir k�sm� polimer matriksine hapsedilebilir 

çünkü albumin molekülünde çok farkl� ilaç ba� lama bölgeleri mevcuttur. S�� �r serum 

albumininin AS ODN’yi ba� layan temel hücre yüzey proteini oldu� u ve albuminin AS 

ODN’in endositik hücresel al�m�n� etkiledi� i daha önceki çal��malarda ortaya ç�km�� t�r 

(108). Wartlick ve ark. (20) da AS ODN’leri enzimatik parçalanmadan koruyabilmek 

için ve hücresel al�mlar�n� artt�rabilmek için insan serum albumini (HSA) ile 

desolvasyon tekni� ini kullanarak nanopartiküller haz�rlam�� lar ve nanopartiküllerin 

içerisine farkl� miktarlarda AS ODN yerle� tirmi� lerdir. Partikül matriksinin 

gluteraldehit ile çapraz ba� lanmas�ndan yola ç�k�larak nanopartiküllerin 

biyoparçalanabilirlikleri ve içerdikleri AS ODN’leri sal�m profilleri izlenmi� , AS 

ODN’lerin zincir uzunlu� unun ve modifikasyonlar�n�n nanopartiküllerin 

oligonükleotidleri tutma etkinlikleri üzerine etkisi ara� t�r�lm�� t�r. Sonuçta zincir 

uzunlu� unun artmas�yla ve fosforotiyoat modifikasyonuyla enkapsülasyon etkinli� inin 

artt�� � gözlenmi� tir. De� i� ik tümör hücrelerinde yap�lan denemelerle 5000 µg/ml’ye 

kadar olan nanopartikül konsantrasyonlar�nda sitotoksik etki göstermedikleri, tüm 

hücrelerde nanopartiküllerin hücresel al�mlar�n�n gerçekle� ti� i gözlenmi� tir. Konfokal 

lazer tarama yöntemi ile nanopartiküllerin çok az miktarda gluteraldehit ile çapraz 

ba� land�klar�, intraselüler olarak h�zl�ca parçaland�klar� ve sonuçta AS ODN’lerin 

tümör hücrelerinin sitozolik kompartmanlar�nda büyük ölçüde biriktikleri saptanm�� t�r.  

 

 Arnedo ve ark. (51) ise AS ODN’lerin ta� �nmas�n� sa� lamak amac�yla albumin 
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nanopartiküllerinin etkisini ara� t�rm�� lard�r. Koaservasyon ve gluteraldehit ile  çapraz 

ba� lanma metoduyla nanopartiküller haz�rlam�� lar, fosfodiester ve fosforotiyoat 

ODN’leri bu nanopartiküllerin yüzeyine adsorbe etmi� ler veya nanopartikül içinde 

enkapsüle etmi� lerdir. Her iki formülasyonda da serbest fosfodiester AS ODN’lerin 

antiviral aktivitelerinin artt�� � gözlenirken nanopartikülde enkapsüle edilenlerin yüzeye 

adsorbe olanlara göre daha yüksek etkinlik gösterdikleri saptanm�� t�r. Albumin 

nanopartiküllerinin AS ODN’leri enzimatik parçalanmaya kar� � da koruyabildi� i ve 

sonuçta hücre nukleusunda yerle� melerini sa� lad�� � sonucuna ula�m�� lard�r. Ancak 

fosforotiyoat ODN’lerin enzimatik parçalanmaya kar� � fosfodiester AS ODN’lere göre 

çok daha iyi korunabildi� i ortaya ç�km�� t�r. Bunun nedeninin de oksijenin, kükürt 

atomuna göre daha elektronegatif olmas� ve fosforotiyoat AS ODN’lerin BSA (s�� �r 

serum albumin) gibi proteinlere daha kuvvetli ba� lanmas� oldu� u dü�ünülmektedir.  

 

 AS ODN’leri formüle etmek için katyonik peptidlerden protamin de kullan�larak 

yeni bir yakla� �m geli� tirilmi � tir. Protamin, yakla� �k 4000 Dalton molekül a� �rl� � �na 

sahip olan toksisitesi çok dü�ük bir katyonik peptiddir. Bu peptid ile haz�rlanan 

formülasyon, esas�nda kolloidal nanopartikül sistemidir ve ‘protikel’ olarak 

adland�r�lmaktad�r (109). Junghans ve ark. (110) bu peptidi kullanarak AS ODN’lerle 

yakla� �k 90–150 nm partikül büyüklü� üne sahip olan kompleksler haz�rlam�� lar ancak 

AS ODN konsantrasyonuna ve iyonik kuvvetlere ba� l� olarak agregasyon 

gözlemlemi� lerdir. Ancak bu peptidin de fizyolojik ko�ullarda dü� ük stabilitesinin 

olmas� ve oligonükleotidlerin intraselüler sal�n�m�n� zay�f olarak sa� layabilmesi gibi 

dezavantajlar� vard�r. Bu nedenle Arnedo ve ark. (51) insan serum albumin (HSA), 

protamin sülfat ve AS ODN’den olu�an üçlü sistem haz�rlam�� lar ve HSA’n�n koruyucu 

etkisi ile bu sistemin fizyolojik ko�ullarda stabil kalabildi� ini saptam�� lard�r.  

 

 Delie ve ark. (52) farkl� haz�rlama tekniklerini kullanman�n oligonükleotid 

nanopartikülleri üzerindeki etkisini ara� t�rm�� lard�r. HIV-1’in gag-mRNA’s�n�n 

ba� lang�ç bölgesine ba� lanmas� için dizayn edilmi�  25-mer’lik fosfodiester 

oligonükleotidin poli(D,L-laktik asit) nanopartikülleri içerisine enkapsülasyonu için 

nanopartikül haz�rlama metodlar�ndan çoklu emülsiyon tekni� i ile emülsifikasyon-

difüzyon metodunu k�yaslam�� lard�r. Sonuçta her iki yöntemle de nanopartikül elde 
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etmi� ler ancak çoklu emülsiyon metodunda iki emülsifikasyon basama� � için de 

vorteksleme yap�ld�� �nda mikropartikül elde etmi� lerdir. Oligonükleotidleri enkapsüle 

etmek aç�s�ndan yöntemlerin aras�nda büyük farkl�l�k görülmemi� tir ancak 

mikrokürelerle daha yüksek oligonükleotid tutma etkinli� i gözlenmi� tir. 

Emülsifikasyon-difüzyon metoduyla haz�rlanan nanopartiküllerin yüzeylerinin pürüzsüz 

olduklar�, büyüklük aç�s�ndan homojen olduklar� gözlenirken çoklu emülsiyon 

yöntemiyle haz�rlanan nanopartiküllerin büyüklük da� �l�m�n�n�n daha geni�  oldu� u ve 

daha fazla agrege oldu� u gözlenmi� tir. Sal�m profilleri aç�s�ndan da her iki yöntem 

birbirinden farkl�l�k göstermi� tir. Emülsifikasyon-difüzyon metodu ile haz�rlanan 

nanopartiküllerden oligonükleotidlerin % 75’inin 1 saat içerisinde h�zla sal�nd�klar� 

gözlenmi� tir, bunun ODN’lerin partikül yüzeyine yak�n lokalize olmalar�ndan 

kaynakland�� � ileri sürülmü� tür. Çoklu emülsiyon metoduyla haz�rlanan 

nanopartiküllerde ise çok daha yava�  bir sal�m izlenmi� tir, 2 gün sonra AS ODN 

sal�n�m� gerçekle� mi� tir, bu da AS ODN’lerin polimer matriksi içerisine lokalize 

olduklar�n� ve sal�n�m�n büyük olas�l�kla polimer erezyonu sonucu ortaya ç�kt�� �n� 

dü� ündürmü� tür. Toksisite çal�� malar�nda da çoklu emülsiyon metoduyla haz�rlanan 

partiküllerin daha iyi tolere edildi� i sonucuna varm�� lard�r.  

 

 AS ODN’lerin hidrofilik özellikte oldu� u için Berton ve ark. (111) HIV-1’in gag 

mRNA ba� lang�ç bölgesine komplementer dizili� e sahip olan floresans i� aretli 25-

mer’lik AS ODN’lere hidrofobik özellik kazand�rmak amac�yla öncelikle 

setiltrimetilamonyum bromür (CTAB)  ile kompleks haz�rlam�� lar, daha sonra ise bu 

komplekslerden emülsifikasyon-difüzyon metodu ile PLA (poli(D,L-laktik asit) 

polimeri ile nanopartikül haz�rlam�� lard�r. Bu yöntemle biyoparçalanabilir polimerlerle 

büyük çapl� nanopartikül üretimi yap�labilmi� tir ve AS ODN’ler polimer yüzeyine 

adsorpsiyon yerine polimer matriksinde enkapsüle edilmi� tir. Sonuçta haz�rlanan bu 

nanopartiküllerde minimum AS ODN yüklenmesiyle bile maksimum enkapsülasyon 

etkinli� i izlenmi� tir.  

 

 Berton ve ark. (112) bir di� er çal��malar�nda ise floresans i� aretli fosfodiester 

AS ODN’lerin DU145 hücrelerine geçi� ini ve intraselüler yerle� imlerini görmek üzere 

AS ODN içeren PLA nanopartikülleri haz�rlam�� lard�r. Ortalama intraselüler floresans� 
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flow sitometri ile ölçmü� ler ve sonuçta ç�plak AS ODN’lerin hücrelerin asidik 

kompartmanlar�nda yerle� tiklerini, buna kar� �n enkapsüle AS ODN’lerin ise 

endozomdan ziyade sitoplazma ya da nukleusta lokalize olduklar�n� görmü� lerdir.  

 

AS ODN’ler santral sinir sistemi (CNS) hastal�klar�n�n tedavisi için potansiyel 

nörofarmasötikler aras�ndad�r ancak bu moleküllerin polar yap�da olmalar� ve büyük 

partiküllere sahip olmalar�, kan-beyin bariyerini (BBB) a�malar�nda engel 

olu� turmaktad�r. Bu amaçla K�l�ç ve ark. (113) emülsifikasyon-difüzyon yöntemini 

kullanarak PLGA polimeri ile AS ODN nanopartikülleri haz�rlam�� lar ve bu 

nanopartiküllerin partikül büyüklü� ü, yüzey morfolojisi, enkapsülasyon etkinli� i,  in 

vitro sal�m profilleri ve ODN stabiliteleri gibi özelliklerini incelemi� lerdir. Homojen ve 

küresel yap�da olduklar� belirlenen nanopartiküllerin, stabil olduklar� ve ODN 

sal�n�mlar�n�n da ba� lang�çta formülasyona koyulan ODN miktar�na göre de� i� kenlik 

gösterdi� i görülmü� tür.  

 

 Katyonik polimerler aras�nda kitozan; DNA’y� ba� layabilen, in vitro ve in vivo 

olarak gen ta� �yabilen etkin bir vektör olmu� tur. Birçok hücreye plazmid DNA’s�n� 

ta� �mak için kullan�lmas�n�n d�� �nda AS ODN kullan�labilirli� i hakk�nda çok az çal�� ma 

mevcuttur (9). 

 

AS ODN gibi makromoleküler bile� ikler, kitozan nanopartiküllerine çok etkin 

olarak ba� lanabilirler. Son yap�lan çal��malar, TPP (Tripolifosfat) kullan�lmas�na gerek 

kalmadan da bu makromoleküllerin kitozanla nanopartikül olu� turabilece� ini 

göstermi� tir. Ancak yine de TPP ile iyonik jelasyon sonucu olu�an nanopartiküllerin 

daha etkili olduklar� gözlenmi� tir (114). Kitozan nanopartiküllerinin olu�umu sadece 

ODN’in kitozanla elektrostatik etkile�mesine ba� l� de� ildir, TPP ve kitozan aras�ndaki 

etkile� me sayesinde de kitozan�n kontrollü jelle�mesi gerçekle� mektedir. Bu sayede de 

basit kompleksasyon ya da agregasyon yoluyla elde edilen nanokürelere göre daha 

küresel ve s�k� nanoküreler elde edilmektedir. TPP ile iyonik çapraz ba� lama sayesinde 

elde edilen kitozan nanopartiküllerinin ba� l�ca avantajlar�: oldukça uygun ko�ullarda 

üretilebilmeleri; çok homojen ve ayarlanabilir partikül büyüklü� üne sahip olmalar� ve 

pozitif yüklü olmalar�; peptid, protein, a� �, AS ODN gibi moleküllerin biraraya 
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getirilmesi için oldukça büyük kapasiteye sahip olmalar�; partiküllerin bile� iminin 

farkl�l� � �na ba� l� olarak etken maddeyi sal�m oranlar�n� de� i� tirebilmeleri; 

liyofilizasyon i� lemleri sonras�nda bütünlük ve aktivitelerinin bozulmamas� olarak 

say�labilir (115).  

  

AS ODN ta� �y�c� olarak nanopartiküllerle ilgili olarak yap�lm��  in vivo çal�� ma 

say�s� çok azd�r. Bunlar aras�nda faredeki tümör büyümesi, PIHCA 

(poliisoheksilsiyanoakrilat) nanopartiküllerine adsorbe edilmi�  anti-Ha-ras AS ODN’in 

intratümöral enjeksiyonu ile engellenmi� tir ve serbest AS ODN’e göre çok daha az AS 

ODN enjeksiyonu gerektirmi� tir (116). Bu çal��maya benzer olarak Lambert ve ark. 

(117) da PIHCA nanopartiküllerine adsorbe edilmi�  anti-EWS Fli–1 ODN’in 

intratümöral enjeksiyonu ile sarkoma-ili� kili tümör büyüklü� ünde azalma tespit 

etmi� lerdir. Son olarak da 33P-d(T)16-CTAB-PIBCA (poliisobutil) nanopartikülleri 

kullanarak, AS ODN’in farelere uygulanmas� sonucu hem plazmada hem de karaci� erde 

stabiliteleri artt�r�lm�� t�r (22). Hidrofobik katyonlar�n toksisitelerinin yüksek olmas� ve 

polimer degredasyonu esnas�nda formaldehit olu�mas�, nanopartikül sistemlerinin in 

vivo çal�� malarda kullan�lmalar�n� k�s�tlamaktad�r (60). 

 

 AS ODN’lerin in vitro ve in vivo hücresel al�mlar�, nanopartikül enkapsülasyonu 

ile minimum sitotoksiteyle artt�r�labilir, ayn� zamanda AS ODN’lerin in vitro nükleaz 

stabilitesi de artt�r�labilir. AS ODN’lerin hücresel al�mlar�n� ve aktiviteleri her ne kadar 

endozomal yolakla s�n�rlansa da in vivo olarak AS ODN’lerin sitozolik ve nükleer 

ta� �nmalar�n� sa� lamak için nanopartiküllere baz� kimyasal modifikasyonlar yap�labilir. 

Hatta AS ODN’lerin karaci� ere hedeflendirilmi�  ta� �nmalar� için bu yöntem fayda 

sa� layabilir (22).  

 

�n vivo difüzyon ve genin hücre nükleusunda da� �l�m�n� sa� lamak için AS 

ODN’lerin partikül büyüklü� ünün önemli oldu� undan hareketle Dauty ve ark. (118) 

taraf�ndan 31-mer’lik oligonükleotid içeren anyonik partiküllerin haz�rlanmas�nda 

katyonik tiyol-deterjanlar� kullan�lm�� t�r. Partiküllerin genellikle 19 nm boyutlar�nda 

oldu� u ve komplekslerin h�zl� göçüne ba� l� olarak da bu partiküllerin in vivo 

difüzyonlar�n�n ve intraselüler hücresel al�mlar�n�n artt�� � gözlenmi� tir. 
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4.10.2.5. Kompleksler  

 AS ODN’lerin baz� polimerlerle biraraya getirilmesi sonucunda nanometre 

boyutlar�nda partiküller meydana gelmektedir. Bu polimerlerden biri poli-L-lizin (PLL) 

dir. Ferreiro ve ark. (119) AS ODN’lerin poli-L-lizin (PLL) ve protamin tuzlar�yla 

etkile� melerini incelemek amac�yla bir çal�� ma yapm�� lar, olu�an kompleks 

sistemlerinin fizikokimyasal özelliklerini ara� t�rm�� lar ve komplekslerin ayr��mas�yla 

ilgili olarak sodyum-kenodeoksikolat (Na-cdca) ve sodyum-kaprat (Na-caprate) gibi 

hücreden geçirgenli� i artt�c�lar�n etkisini incelemi� lerdir. Komplekslerin partikül 

büyüklüklerinin genel olarak 175 nm’den daha küçük oldu� u ve pozitif yüklü olduklar�, 

bu nedenle de nötral olanlara göre daha yüksek fiziksel stabiliteye sahip olduklar� 

gözlenmi� tir. Sodyum-deoksikolat ortam�n iyonik kuvvetini artt�rarak komplekslerin 

ayr�� mas�n� artt�rm�� t�r ama sodyum kaprat ile ayn� sonucun elde edilememi� tir. 

 

 Seong ve ark. (120) ise allerjik ast�m hastal�� �n�n ortaya ç�kmas�nda önemli rol 

oynayan interlökin–4 genine antisens dizili� e sahip ODN’lerle polietilenimin (PEI) 

kompleksleri haz�rlam�� lar, IL–4 AS ODN’lerin PEI kompleksi içerisine stabil halde 

kompleksasyonunu ve kondensasyonunu N/P oran�n�n 2’nin üzerinde olmas� ile 

ba�arabilmi� lerdir. Maksimal gen inhibisyonunu ise N/P oran�n�n 10 olmas� halinde elde 

etmi� ler, bu oran�n artmas�yla daha fazla inhibisyon ortaya ç�kmad�� � gibi hücre 

üzerindeki sitotoksik etkinin de artt�� � gözlenmi� , bu nedenle in vitro çal�� ma için 

optimum N/P oran�n�n 10 oldu� u sonucuna ula� �lm�� t�r. In vivo çal��malar için ise N/P 

oran�n�n 5’in üzerinde olmas�yla akut toksisite gözlendi� inden optimal oran 5 olarak 

belirlenmi� tir. Bu çal�� mada haz�rlanan PEI-AS ODN polipleksleriyle, IL–4 

sekresyonunda % 35’e varan azalma sa� lanabilmi� tir ancak tam bir inhibisyon ortaya 

ç�kmam�� t�r. Bunun nedeni olarak da AS ODN’lerin, IL–4 mRNA’s�n�n ba� lang�ç 

bölgesine tam bir hibridizasyonunun sa� lanamam��  olmas� ya da hücrelerde Dnaz–1 

enzimi d�� �ndaki di� er parçalay�c� enzimlerin polipleksleri parçalam��  olma ihtimali 

üzerinde durulmu� tur.  

 

 Lucas ve ark. (121) romatoid artrit, ülseratif kolit gibi birçok enflamatuvar 

hastal�kta önemli rol oynayan anti-ICAM–1 AS ODN’leri ile A549 insan akci� er 

epitelyal hücrelerinde çal�� ma yapm�� lar, hücresel al�mlar�n� ve intraselüler 
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lokalizasyonlar�n� göstermek için de flow sitometri ve konfokal lazer taray�c� 

mikroskopi (CLSM) yöntemlerini kullanm�� lard�r. Serbest fosfodiester ve fosforotiyoat 

AS ODN’ler büyük ve negatif yüklü hidrofilik moleküller olduklar�ndan hücresel 

membran� pasif difüzyon ile geçememi� ler ve ICAM–1 protein seviyesinde dü� ü�  

sa� layamam�� lard�r. Bununla birlikte AS ODN’ler PEG (polietilenglikol)’lenmi�  PEI 

(polietilenimin) ile kompleks halinde iken de etkinlik gösterememi� lerdir. PEG’lenmi�  

graft-pDMAEMA (poli(2-dimetilamino)etilmetakrilat-ko-aminoetilmetakrilat) ile 

kompleks halindeyken ise her iki ODN tipinin de biyolojik olarak aktif oldu� u ancak 

fosforotiyoat modifikasyonlu olanlar�n daha yüksek protein inhibisyonu sa� lad�� � 

gözlenmi� tir. Lipofektin ile kompleks olu� turulduklar�nda ise sadece fosforotiyoat AS 

ODN’lerin aktivite gösterdikleri saptanm�� t�r. Ancak flow sitometri ve CLSM 

yöntemlerinin graft-pDMAEMA ile lipofektinin transfeksiyon etkinlikleri aras�ndaki 

fark� aç�klamakta yetersiz kald�� � görülmü� tür.  

 

 Zelphati ve ark. (122) serum bile� enlerinin katyonik lipit / AS ODN 

kompleksleri üzerindeki etkilerini ara� t�rmak üzere bir çal�� ma yapm�� lard�r. Bovin 

serum albumin (BSA), lipoproteinler (HDL ve LDL) ve makroglobulin gibi çe� itli 

serum proteinlerinin katyonik lipit / ODN kompleksleriyle etkile� tiklerini, 

komplekslerin yar�çap�n� ve zetapotansiyel de� erlerini de� i� tirdiklerini ve özellikle 

DOTAP’�n (1,2-dioleil–3-trimetilamonyum-propan) hücrelere fosfotiyoat AS ODN 

ta� �nmas�n� nas�l etkiledi� ini göstermi� lerdir. Serum bile�enlerinin ve BSA’n�n, AS 

ODN ve lipid bile�enlerini ay�rmad�� �, dolay�s�yla hücreye AS ODN ta� �nmas�n�n 

inhibisyonunun katyonik lipidin AS ODN ile yer de� i� tirmesinden kaynaklanmad�� � 

ortaya ç�km�� t�r. % 10 konsantrasyondaki seruma k�yasla 2.5 mg/ml konsantrasyondaki 

BSA, AS ODN’in hücreye ta� �nmas�n� be� te biri oran�na indirip hücresel al�m� da 

azaltm�� t�r. Buna kar� �n bir di� er serum komponenti olan immunglobulin-G ise zeta 

potansiyel de� erini pozitiften nötrale do� ru çevirmi�  ve kompleksin çap�n� az da olsa 

etkilemi� tir fakat AS ODN’in hücresel da� �l�m� üzerine herhangi bir etki 

göstermemi� tir. Oleik asit ve heparin gibi serumda bulunan di� er moleküller ise 

komplekste AS ODN’in yerini alarak ta� �nmas�na engel olmu� tur. Bu çal�� mada bir 

di� er ara� t�r�lan konu ise AS ODN’lerin tek ba� lar�na hücreye verildiklerinde neden 

olduklar� kompleman sistem aktivasyonuna, komplekslerin etkisi olmu� tur. Kompleks 
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olu� turulmas� sonucunda AS ODN’lerin kompleman sistem aktivasyonlar�nda önemli 

ölçüde dü�ü�  gözlenmi� tir. Son olarak da, serum bile�enlerinin AS ODN-katyonik lipid 

kompleksine etkisinin, yard�mc� lipidlerden (DOPE veya kolesterol) birinin seçimiyle 

engellenebilece� i kaydedilmi� tir. Bu yöntemle AS ODN’leri hücre içerisine ta� �mak 

için gerekli olan etkin yük oran� (katyonik gruplar / anyonik tiyoatlar) 

azalt�labilmektedir ve hücre ortam�nda daha yüksek miktarlarda serum bulunmas� 

halinde bile ODN ta� �nmas� sa� lanabilmektedir.  

 

 Kitozan polimeriyle yap�lm��  AS ODN kompleks çal�� ma say�s� çok azd�r. 

Springate ve ark. (10) fosforotiyoat AS ODN’in prostat kanserindeki kat� tümörlerde 

intratümöral tedavisi için kontrollü sal�m sa� layan ve enjekte edilebilir formda olan bir 

ta� �y�c� sistem geli� tirmeyi amaçlam�� lard�r.  Bu çal��malar�nda öncelikle AS ODN: 

kitozan kompleksi haz�rlam�� lar, daha sonras�nda bu kompleksleri biyoparçalanabilir 

polimerik pasta içerisinde da� �tm�� lar ve bu formülasyonlar� insan PC–3 ve fare LNCaP 

tümörlerine enjekte etmi� lerdir. Çal��malar�n�n sonucunda haz�rlad�klar� ta� �y�c� 

sistemlerden AS ODN’lerin kontrollü sal�n�m�n�n haftalar boyunca devam etti� i, bu 

sal�n�m�n miktar�n�n ve zaman�n�n tamamen pastadaki AS ODN: kitozan oran�na ba� l� 

oldu� u bulunmu� tur. Bu formülasyon sayesinde ortalama tümör hacmi 4 hafta içerisinde 

% 50’den fazla oranda azalma göstermi� tir.  

 

 Föger ve ark. (11) AS ODN ta� �y�c�s� olarak kitozan komplekslerini 

kullanm�� lard�r. Antimalaryal ilaç olarak, DNA topoisomeraz II enzimine kar� �l�k gelen 

fosforotiyoat AS ODN’lerini kullanarak orta düzeyde molekül a� �rl� � �na sahip kitozan 

ile 1:1 ve 2:1 (+/-) oranlar�nda kompleks haz�rlam�� lard�r. 1:1 oran�ndaki kompleksin -

20mV gibi negatif yüke sahip oldu� u, 2:1 oran�ndaki kompleksin ise pozitif yüklü 

oldu� u saptanm�� t�r. Negatif yüzey yüküne sahip kompleksler ile pozitif yüzey yüklü 

olanlara göre ya da serbest haldeki AS ODN’lere göre çok daha yüksek bir malaryal 

inhibisyon gözlenmi� tir. Komplekslerin partikül büyüklü� ü yakla� �k 30–90 nm aras�nda 

oldu� u, ortalama partikül büyüklü� ünün kompleksteki kitozan miktar�ndan ve AS ODN 

sekans dizili� inden ba� �ms�z oldu� u sonucu ortaya ç�km�� t�r. Agaroz jel elektroforezi 

sonuçlar�na göre ise; hem 1:1 hem de 2:1 oranlar�nda kompleksle� menin gerçekle� ti� i, 

jel görüntüsünde serbest AS ODN gözlenmedi� i belirtilmi� tir. Komplekslerden AS 
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ODN serbestle� mesi çal�� mas�nda ise; 2:1 oran�ndaki komplekslerden 48 saat sürenin 

sonunda sadece % 6 oran�nda AS ODN serbestle� ti� i, 1:1 oran�ndaki komplekslerin ise 

daha h�zl� sal�m göstererek ayn� süre içerisinde % 48 oran�nda AS ODN serbestle� ti� i 

gözlenmi� tir. Serum stabilite çal�� malar� sonucunda ise 2 saat serumla inkübasyon 

sonras� 2:1 oran�ndaki komplekslerde % 99 oran�nda AS ODN zarar görmemi�  halde 

kal�rken, 1:1 oran�ndaki komplekslerde % 96 ODN stabil halde kalabilmi� tir. Bu 

çal��mada ara� t�rmac�lar AS ODN içeren komplekslerle sekans spesifik antimalaryal 

aktivite sa� layabilmi� lerdir.  

 

 Fosforotiyoat AS ODN’lerin gastrointestinal sistemdeki stabilitelerinin zay�f 

olmas� nedeniyle oral olarak ta� �nmalar� da her zaman problemli olmu� tur. Ferreiro ve 

ark. (30) nükleaz stabilitesini artt�rmak ve oral uygulama sonras� kar� �la� �lan 

problemlerin üstesinden gelebilmek için spermin difosfat, spermidin fosfat, çe� itli 

protamin tuzlar�, PLL ve kitozan türevleri (Protasan CL113 ve Protasan G113) ile AS 

ODN’ler aras�nda 1.5 (+/-) oran�nda kompleksler haz�rlam�� lard�r. Bu komplekslerin 

etkinli� ini ölçmek için de deneysel ortamda in vivo ince barsak enzimatik çevresinin 

ko� ullar�n� sa� lamak üzere s�çanlar�n ince barsak homojenatlar� kullanm�� lard�r. 

Protamin tuzlar� ile olu� turulan komplekslerin AS ODN’leri nükleaz parçalanmalar�na 

kar� � en iyi olarak koruyabildi� i, PLL komplekslerinin ise böyle bir koruma 

sa� layamad�� � gözlenmi� tir. Bu � ekilde AS ODN’lerin polikatyonik ta� �y�c�larla 

ta� �nmas�, gastrointestinal kanaldaki nükleolitik parçalanmaya kar� � stabiliteyi artt�rmak 

için kimyasal modifikasyonlara oldukça iyi bir alternatif olarak gözükmektedir.  

 

 Galaktozillenmi� -dü�ük molekül a� �rl�kl� kitozan (gal-LMWC) , dü� ük yüzey 

yük yo� unlu� una sahiptir ve AS ODN’lerin in vitro ve in vivo ta� �nmas� için de uygun 

olabilece� i kaydedilmi� tir (9), çünkü gal-LMWC, elektrostatik etkile� imle AS 

ODN’lerle stabil nanokompleksler olu� turabilir. Yap�lan çal�� malarda da özellikle 

hepatosit hücrelerine hedefli ta� �ma sa� lamak için ç�plak AS ODN’e göre çok daha 

yüksek transfeksiyon etkinli� i gözlenmi� tir. Komplekslerin transfeksiyon etkinli� i 

büyük ölçüde N/P oran�na ba� l�d�r, gal-LMWC miktar� artt�kça etkinli� in azald�� � 

gözlenmi� tir. Optimum N/P oran� 3 olarak bulunmu�  ve N/P oran� de� i� se bile hücrede 

sitotoksisite gözlenmemi� tir. Bu veriler de gal-LMWC’n�n toksik olmayan, biyogeçimli 
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ve güvenli bir gen vektörü oldu� unu kan�tlamaktad�r. �n vivo etkinli� ini inceleyen 

çal��malar da gelecekteki ara� t�rma konular� aras�ndad�r.  

 

4.10.2.6. Mikropartiküller 

 AS ODN’lerin sürekli sal�n�m�n� sa� lamak üzere ise mikropartikül sistemleri 

kullan�lmaktad�r. Mikropartiküller veya mikroküreler, biyoparçalanabilir polimer olan 

poli(D,L-laktid-ko-glikolik asit) [P(LA-GA)]’dan haz�rlanabilmektedir (123). Bu 

sistemlerin avantaj�, enkapsüle edilmi�  olan AS ODN’lerin yava�  yava�  sal�nmas�d�r; 

örne� in De Rosa ve ark. (124) 30–60 µM partikül büyüklü� üne sahip P(LA-GA) 

mükrokürelere polidT-AS ODN’in enkapsülasyonundan sonra HeLa hücrelerindeki AS 

ODN’in hücresel al�m�n� ara� t�rm�� lard�r. mükrükürelerden sal�n�m 3 fazl� olarak 

gerçekle� ti� i,  ba� lang�çta bir patlama � eklinde a� �r� AS ODN sal�m� sonras� 15 gün 

boyunca süren yava�  sal�n�m faz� görülmü� tür, en sonunda ise mikrokürenin hacimsel 

erezyonu gerçekle�mi� tir. Bu çal��maya benzer olarak c-myc veya tat fosfodiester 

ODN’lerin 10–20 µm P(LA-GA) mikrokürelerine enkapsülasyonlar� sonras�nda da 

benzer bir durum gözlenmi� tir. Bu ara� t�rmada da yine 3 fazl� bir AS ODN sal�n�m� elde 

edilmi� tir; ilk 48 saat içerisinde ba� lang�ç patlama faz� olmu� , mikrokürelerin fizyolojik 

tamponda 25 gün inkübe edilmesi sonras�nda ise mikroküreler parçalanm�� t�r. 

Mikroküre formülasyonlar� ile AS ODN stabilitesinin artt�� � saptanm�� t�r.  

 

 Kovacs ve ark. (125) AS ODN’lerin dendritik hücrelere ta� �nmas�n� sa� lamak 

amac�yla polimerik mikroküreler haz�rlam�� lard�r. Ornitin/histidin bazl� katyonik peptid 

(O10H6) ile kapl� anyonik mikroküreler ex-vivo dendritik hücre kültürü modelinde AS 

ODN ta� �y�c�s� olarak kullan�lm��  ve AS ODN’lerin etkin bir � ekilde dendritik hücrelere 

ta� �nabildi� i görülmü� tür. Mikroküreler, DNA ve O10H6 kompleksasyonunu stabilize 

ederek dendritik hücrelerde AS ODN birikimi yüzeyi modifiye edilmi�  mikrokürelerle 

artt�r�lm�� t�r.  

 

 Akhtar ve ark. (126) anti-HIV AS ODN’leri AIDS hastal�� �n�n tedavisinde 

kullanmak üzere makrofaj hedefli olarak ta� �nmas� için P(LA-GA) kopolimer 

mikroküreleri haz�rlam�� lar ve 1–2 µm partikül sahip olan mikroküreler 4 gün içinde 

içerdi� i AS ODN’in % 70’ini serbest b�rak�rken 10–20 µm büyüklü� ündeki 
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mikroküreler ancak 40 gün içinde AS ODN serbestle� tirebilmi� lerdir. Küçük boyutlu 

mikrokürelerde hapsedilmi�  olan AS ODN’lerin hücrelere geçi� i de serbest AS 

ODN’lere göre 10 kat fazla olmu� tur. Makrofajlar�n interferon-	  ile aktive edilmesi ve 

lipopolisakkarit ile muamele edilmesinden sonra ise hücresel al�m çok daha fazla 

artm�� t�r.  

 

 Tümörlere ve beynin spesifik bölgelerine, bölge-spesifik ve sürekli AS ODN 

sal�n�m� sa� lamak için polimer mikroküreleri ile in vivo çal�� malar da yap�lm�� t�r (127). 

Floresans i� aretli ç�plak AS ODN’lerin A431 tümör ksenograft�na tek bir lokal 

enjeksiyonu sonras�nda tümörden h�zla elimine olmu� lard�r ve uygulamadan 6 saat 

sonra dozun sadece % 20’si kalm�� t�r ancak AS ODN yüklü mikroküreler kullan�larak 

tümör içerisine 48 saatten fazla AS ODN ta� �nmas� sa� lanabilmi� tir. Khan ve ark. (127) 

da mikroküreleri kullanarak s�çan beyninin neostratumuna AS ODN uygulam�� lard�r ve 

sonuçta sürekli sal�n�m sa� lanabilmi� tir.  

 

 Bunlara ek olarak mikroküre formülasyonuna polietilenimin eklenmesiyle hem 

AS ODN enkapsülasyon etkinli� inin hem de sal�n�m h�z�n�n kontrol edilebilece� i 

kaydedilmi� tir. Tüm bu nedenlerden dolay� AS ODN için mikroküre ta� �y�c� sistemlerin 

geli� tirilmesi sadece AS ODN’in hücresel ta� �nmas�n� artt�rmakla kalmaz, ayn� zamanda 

terapötik etkinli� in gözlenmesi için gereken s�k AS ODN uygulamas�n� da minimize 

eder (22). 

 

4.10.2.7. Di� er Antisens Oligonükleotid Ta� �y�c� Moleküller 

 

4.10.2.7.1. Katyonik Amfifiller 

 Bu moleküller spermin/spermidin gruplar�na kovalan olarak ba� lanm��  olan 

hidrofobik kolik asit gruplar�ndan olu�maktad�r. Bu grupla nükleik asitlerle birle� me 

sa� lanabilmektedir. Bu tip ta� �y�c� moleküller kullan�larak ç�plak AS ODN’lere k�yasla 

hücresel al�m 250 kat artt�r�labilmi� tir. Di� er katyonik lipidlerden farkl� olarak yüksek 

serum konsantrasyonlar�nda bile aktif olarak kalabilmektedirler ve hücrelere AS ODN 

ta� �mak için nötral lipide ihtiyaç duymazlar (60). 
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4.10.2.7.2. Füzojenik Peptidler 

 Bu tip peptidler, AS ODN-peptid konjugatlar�n�n hücre veya lizozomal 

membranlarla peptid füzyonunu sa� lamak için kullan�l�rlar. Örne� in Morris ve ark. 

(128) AS ODN ve hidrofilik peptid aras�nda elektrostatik etkile� im yoluyla AS ODN-

peptid konjugatlar�n� olu� turmak için hidrofobik HIVgp41 füzyon peptid ve hidrofilik 

SV40 T-antijen içeren peptid vektörlerini geli� tirmi� lerdir. Hücresel al�m�n endositik 

yol d�� �nda bir yolakla gerçekle� ti� ini ve AS ODN’lerin % 90’n�n�n nukleusta 

topland�� � gözlenmi� tir.  

 

 Füzojenik peptidlerle in vitro aktivite henüz çal�� �lmam�� t�r ancak bu yöntemle 

dü� ük AS ODN konsantrasyonunda bile aktivitenin artaca� � dü�ünülmektedir, çünkü bu 

yöntemde AS ODN, peptid vektörle kompleks yapmadan serbest halde kalabilmekte ve 

nükleusta AS ODN da� �l�m�n� gerçekle� tirebilmektedir (22). 

 

4.10.2.7.3. Sinyal Peptidleri 

 Nükleer proteinlerin sitozolden nükleusa selektif geçi� leri genellikle k�sa peptid 

dizili � leri olan nükleer lokalizasyon sinyalleri (NLS) ile sa� lanmaktad�r. SV40, 

transkripsiyon faktör KB, influenza viral nükleoprotein ve maya � 2 proteininin NLS 

peptid türevleri; AS ODN’in nükleusa ta� �nmas�n� sa� lamak amac�yla kullan�lm�� t�r 

(22). 

 

 Bu ta� �y�c� moleküllerin yan�s�ra reseptör arac�l� endositoz (RME)  da AS 

ODN’lerin hücrelere veya spesifik organlara etkin olarak ta� �nmas� için potansiyel 

olarak kullan�labilir. Tümör hücreleri bu tip bir hedeflendirilmi�  ta� �nmaya 

e� ilimlidirler çünkü tümör hücreleri iyi huylu (benign) hücrelere göre esansiyel 

besinlere daha çok ihtiyaç duymaktad�r (60). 

 

 AS ODN’ler, ta� �y�c� bir proteine kovalan ba� lanmayla veya poli-L-lizin (PLL) 

ta� �y�c� konjugatlara kovalan olmayan ba� lanmayla ba� lanabilir. Ta� �y�c� seçimi, 

spesifik hücre membran reseptörüne ba� lanma kapasitesine ve endositoz yoluyla 

hücrede birikme kapasitesine göre yap�lmal�d�r. Böylece sadece AS ODN’in hücre içine 

giri� i sa� lanmaz, ayn� zamanda hücreye spesifik ta� �ma da gerçekle� tirilmi �  olur. 
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Örne� in, folat reseptörlerinin tüm bölünen hücrelerde bulunmalar�na ra� men epitelyal 

kanser hücrelerinde çok daha fazla ekspresse olduklar� bilinmektedir (22). Bu nedenle 

de hücreye spesifik hedefleyiciler kullan�lmas� daha do� rudur. Örne� in Ginobbi ve ark. 

(129) M–14 insan melanoma hücrelerine fosforotiyoat c-myc ODN’i ta� �mak için folik 

asit-PLL kullanm�� lard�r. Çal��malar�n�n sonucunda AS ODN’in intraselüler 

da� �l�m�nda artma, c-myc protein seviyelerinde ve hücre büyümelerinde ise önemli 

ölçüde dü� ü�  gözlenmi� tir. Kontrol amac�yla transferrin-PLL-ODN konjugat� 

kullanm�� lar ancak M–14 hücrelerinde transferrin reseptörü bulunmad�� � için reseptör 

arac�l� endositozis görülmemi� tir, hücrelere AS ODN al�m� gerçekle� memi� tir ve 

dolay�s�yla aktivite gözlenmemi� tir.   

 

 RME ile etkin ilaç hedeflendirmesi sadece ligand�n reseptöre affinitesine ba� l� 

de� ildir, ayn� zamanda seçilmi�  reseptörün hedef hücrelerde in vivo olarak 

s�n�rlanmas�na da ba� l�d�r. Bir de ligand tek ba� �na inaktif olmal�d�r, ta� �y�c� ile ilgili 

potansiyel toksisiteyi önlemek için terapötik sonuçlar de� erlendirilmelidir (22). 

 

 Karaci� er hastalar�nda, hepatosit-spesifik AS ODN ta� �nmas� asialoglikoprotein 

reseptörlerine hedeflendirilmeyle ba�ar�lm�� t�r. Biessen ve ark. (130) rastgele dizili� e 

sahip AS ODN’i, asialoglikoprotein reseptörleri (AS OR) için yüksek affiniteye sahip 

lizin bazl� galaktozid sentetik ligand L3G4 ile türevlendirerek parenkimal karaci� er 

hücrelerine ta� �m�� lard�r. Bu konjugasyonla her ne kadar L3G4’ün AS OR’ne affinitesi 

azalsa da, AS ODN’in hedef dizili� e ba� lanmas� çok fazla etkilenmemi� tir. 

Konjugasyon sayesinde AS ODN’in karaci� ere selektif ta� �nmas� sa� lan�rken 

konjugatlar�n retiküloendotelyal klirensleri de ba�ar�yla gerçekle�mi� tir. Bu nedenle 

RME kullanarak AS ODN’in selektif in vitro ve in vivo ta� �nmas� gerçekle� tirilebilir. 

Ancak daha ileri çal��malarla AS OR RME ile ODN’lerin karaci� ere ta� �nabilirli � inin 

ara� t�r�lmas� gereklili� i üzerinde durulmaktad�r (22). 

 

 RME ile AS ODN’lerin genellikle endozomal kompartmanlara ta� �nmas� 

sa� lanmaktad�r ki bu da AS ODN’lerin hücre içinde hedeflere da� �l�m�n� 

s�n�rlamaktad�r. Buna ek olarak, AS ODN-protein konjugatlar� dikkatlice dizayn 

edilmelidir, AS ODN’ler ta� �y�c� protein üzerindeki reseptör ba� lanma bölgelerini bloke 
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etmemelidir, reseptör-ligand ba� lanmas�n� engellememelidir (22). 

 

4.10.2.8. Fiziksel Yöntemlerle Antisens Oligonükleotid Ta� �nmas� 

 Antisens oligonükleotidlerin hücre membran�ndan geçi� ini sa� lamak için 

kimyasal esasl� yöntemlerin yan�s�ra elektrik, bas�nç ve ses (ultrasound) gibi birçok 

fiziksel yöntem de AS ODN ta� �nmas� için denemi� tir (22).  

  

 AS ODN’lerin fiziksel yolla ta� �nma yöntemlerinden biri olan, 

elektroporasyonda; yüksek � iddette elektrik alanlar� kullan�larak ve lipid tabakalar� 

destabilize edilerek hücre membranlar�n�n geçirgenli� ini artt�r�labilir ve bu sayede 

ilaçlar hedef bölgelere ta� �nabilir (22).  

 

 AS ODN’lerin elektroporasyon yöntemi ile transdermal ta� �nmas� da olas�d�r. 

Ancak transdermal yolla uygulama için potent ve yüklü AS ODN’lerin gerekmesi bu 

yakla� �m�n tüm yararlar�n� k�s�tlamaktad�r. Klasik fosforotiyoat AS ODN’ler yerine 

daha potent olabilecek C–5 propin baz modifikasyonlar� kullan�lmal�d�r. Bu tip potent 

AS ODN’lerin iyontoforetik uygulanmas� ile fare karaci� erinde CYP3A2 gen 

ekspresyonunun selektif inhibisyonu sa� lanabilmi� tir. Buna alternatif olarak 

penetrasyon artt�r�c�lar� kullanan pasif metodlarla kombine olarak nötral oligomerlerin 

kullan�lmas� AS ODN’lerin transdermal ta� �nmas� için gelecek çal�� malar aç�s�ndan da 

en uygun yöntem olarak gözüktü� ü belirtilmektedir (56). Zewert ve ark. (131) c-myb ve 

c-myc AS ODN’in transdermal uygulama ile stratum korneumdan geçi� ini sa� lamak 

için elektroporasyon metodunu kullanm�� lard�r.  

 

 Bcl–2 AS ODN’in in vivo ta� �nmas�nda da elektroporasyon kullan�lm�� t�r (132). 

Lipozom içerisine enkapsüle edilmi�  AS ODN’in karaci� ere ta� �nmas� için 0.5 A ak�m 

uygulanm��  ve kanser öncesi hücrelerin apoptozisi artm�� t�r. Antikanser AS ODN’lerle 

birlikte cerrahi müdahelenin de uygulanmas� kanserin tedavisi aç�s�ndan etkin bir 

yöntem olabilir (22). 

 

 �n vivo çal��malar�n yan� s�ra kemik ili� ine ex-vivo uygulama için de 

elektroporasyon yönteminden faydalan�lm�� t�r. Otolog transplantasyon sonras� kanser 
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geli� mi�  kemik ili� ine c-myc AS ODN’ler elektroporasyonla uygulanm�� t�r. Sonuçta 

AS ODN uygulanan örneklerde myc protein miktar�nda h�zl� bir dü� ü�  oldu� u ve kanser 

hücrelerinin h�zl�, selektif ölümlerinin gerçekle� ti� i saptanm�� t�r (133). 

 

 Sonuç olarak elektroporasyonun, AS ODN’in transdermal ta� �nmas� için oldukça 

etkili bir yöntem oldu� u üzerinde durulmaktad�r, bu yöntem sayesinde in vivo, ex vivo 

selektif AS ODN ta� �nmas�n�n sa� lanabilece� i bildirilmektedir (22). Ancak bu 

yöntemin de uygulanmas�ndaki zorluk ve yüksek voltaj uygulanan hücrelerde ölüm 

oran�n�n artmas� gibi sebepler nedeniyle baz� k�s�tlamalar mevcuttur (134). 

 

 AS ODN’in bas�nç arac�l�� �yla ta� �nmas� için de hem in vitro hem de ex vivo 

çal��malar yap�lm�� t�r (135, 136). 2 atm’lik bas�nçta 30 dakika boyunca miyokardiyal 

yüzeye AS ODN uyguland�� �nda hücrelere AS ODN al�m� % 53 gibi maksimal bir 

de� ere ula�m�� t�r. Normal bas�nçta ise sadece % 3.5’lik bir AS ODN al�m� gözlenmi� tir. 

Herhangi bir nötrofil infiltrasyonu, ödem veya histolojik de� i� iklik gözlenmemi� tir 

ancak bu yolla gerçekle�en al�m sonras� AS ODN’ler do� rudan nukleusa ta� �nm�� lard�r.   

 

 Bas�nç yard�m�yla AS ODN’lerin hücrelere ta� �nmas� her ne kadar geli� tirilmi �  

bir yöntem olsa da, bas�nç alt�nda kapal� bir sisteme ihtiyaç duyulmas� ex vivo 

uygulamay� k�s�tlamaktad�r (22). 

 

 � ok dalga kullan�larak sitoplazmik AS ODN ta� �nmas� da son olarak kullan�lan 

yöntemler aras�ndad�r (137). Bu yöntemde � ok dalga ta� �nman�n hedeflendi� i alanda 

s�v� ortamda gerçekle� ir. Ard�� �k gerçekle�en pozitif ve negatif bas�nç, hava 

baloncuklar�na neden olur, ikincil bir � ok dalga emisyonu da hücre membranlar�nda 

geçici por olu� umuna neden olur (22). 

 

 50 µM anti-TNF� -AS ODN varl�� �nda HeLa hücrelerine � ok dalga 

gönderilmi� tir. � ok dalgay� takiben hücreler y�kanm��  ve 3 barl�k bas�nca tabi 

tutulmu� tur. Flow sitometri ve floresans mikroskobu ile FITC-AS ODN’in hücresel 

al�m� izlenmi� , ELISA ile TNF�  üretimine bak�lm�� t�r. Hücre ya� amsall�� � % 95’in 

üzerinde bulunmu� tur. Hücrenin AS ODN al�m� � ok dalga say�s�na ve AS ODN 
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konsantrasyonuna ba� l�d�r. AS ODN da� �l�m� hücrede ilk ba� ta homojen olarak 

gözlenmi�  daha sonra nukleusta birikme oldu� u ortaya ç�km�� t�r. Bu yöntemle % 62’ye 

varan oranda TNF�  inhibisyonu elde edilmi� tir (138). 

 

 � ok dalga yöntemi, avantajl� bir sistem olabilir çünkü endozomal olmayan 

yoldan da� �l�m gerçekle� ir ve AS ODN konsantrasyonu ayarlanarak hücrelere AS ODN 

ta� �nma seviyesi ayarlanabilir. Bu teknik için oldukça yüksek miktarlarda AS ODN 

gereksinimi duyulsa da, in vivo olarak fare melanoma hücrelerine gen transferi için 

oldukça iyi bir metod oldu� u gözlenmi� tir (138). 

 

 Ultrasound da � ok dalga gibi akustik bir tekniktir fakat daha yüksek frekans 

kullan�l�r ve daha k�sa sürede i� lem gerçekle� tirilir. Ultrasound dalgalar� hücre 

membran�n�n geçirgenli� ini artt�r�r ve AS ODN’in hücre içerisine giri� ini sa� lar (139, 

140).  

 

 Huber ve ark. (141) � -gal ve lusiferaz ekspresse eden plazmidleri HeLa 

hücrelerine transfeksiyon için � ok dalga ve ultrasound yöntemlerini mukayese 

etmi� lerdir. Ultrasound yönteminin daha etkili oldu� unu ve daha az toksik oldu� unu 

bildirmi� lerdir. 

 

4.11. K� TOZAN HAKKINDA GENEL B � LG� , YAPISI VE ÖZELL �KLER �  

 Kitin do� ada selülozdan sonra en çok bulunan ikinci polisakkarittir. � -1,4 

glikozit ba� � ile ba� l� N-asetil glukozamin ünitelerinin olu� turdu� u do� rusal 

homopolimer yap�da ve moleküller aras� hidrojen ba� � ile stabilize olmu�  üç boyutlu � -

heliks konfigürasyonuna sahiptir. Yengeç ve karides gibi deniz kabuklular�n�n ve 

böceklerin d��  iskeletinde, mantar ve planktonlar�n hücre duvarlar�nda bol miktarda 

bulunur (142). Kitinin ve selülozun moleküler yap�s� � ekil 4.11’da verilmi� tir. 

 

 Kitin genellikle tek ba� �na bulunmaz; çe� itli oranlarda di� er � eker, protein, 

mineral ve polifenollerle birlikte bulunur. Kitin, bilinen çözücülerde pek çözünmeyen 

hidrofobik yap�dad�r. Kontrollü deasetilasyon ile serbest amin yüzdesi artt�r�larak suda 

çözünen yap�lar olu� turulabilir (143).  
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 [� (1–4) 2-amino 2-deoksi � -D glukan] yap�s�ndaki kitozan; kitinin 

deasetillenmi�  formudur. Bu yolla farkl� oranlarda (% 40- % 98) deasetillenmi�  kitozan 

elde etmek mümkündür (144). Kimyasal formülü (C6H11O4N)n � eklindedir. Moleküler 

yap�s� � ekil 4.11’da verilmi� tir.  

 

 

 

 

 

� ekil 4.11.  Selüloz, kitin ve kitozan�n moleküler yap�s� (145). 

 

 Katyonik bir poliamin olan kitozan�n moleküler a� �rl� � �, deasetilasyon derecesi 

(kitinden elde edilirken deasetillenme oran�), kristal yap�s�, monomer say�s�, viskozitesi, 

su tutma özelli� i, pKa de� eri ve hidrasyon enerjisi önemli özellikleridir. Molekül 

a� �rl� � � olarak 50 kDa ile 2000 kDa aras�nda de� i� en geni�  bir da� �l�m gösterir (146, 

147). Kitozan�n yap�s�nda bulunan amino gruplar�, kitozan�n anyonik sistemlerle 

kimyasal reaksiyona girmesini sa� lar. Do� rusal, dallanmam��  yap�s� ve yüksek molekül 
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a� �rl� � �ndan dolay� kitozan, asidik ortamlarda çok iyi viskozite artt�r�c� özelli� e sahiptir. 

Kitozan çözeltisinin viskozitesi, kitozan konsantrasyonunun artmas�, deasetilasyon 

derecesinin yükselmesi ve s�cakl�� �n dü� mesi ile artar (148). 

 

 Kitozan seyreltik asetik asitte çözünmektedir. Kitozan, asitlerle (hidroklorik asit, 

laktik asit, glutamik asit vb) tuz olu� turur ve olu�an tuzlar� (kitozan glutamat, kitozan 

klorür vb) suda çözünebilir. Kitozan�n çözünürlü� ü, kitinin yap�s�ndaki asetil 

gruplar�n�n uzakla� t�r�lmas� oran�na yani deasetilasyon derecesine ba� l�d�r. Dü� ük 

deasetilasyon derecesine sahip (%40) kitozan�n sadece pH 9’un üzerinde çözünebilir 

oldu� u, buna kar� �n yüksek deasetilasyon derecesine sahip (% 85) kitozan�n pH 6.5 ve 

alt�nda çözünebilir oldu� u, nötral ve alkali pH’larda çözünmedi� i gösterilmi� tir (147).  

Çözeltiye iyon eklenmesi de kitozan�n çözünürlü� ünü etkilemektedir (149). Bunun 

nedeni, birbirlerine kom�u olan glukozamin birimlerinin birbirlerini itmelerinden dolay� 

kitozan�n çözelti içerisinde serbest formda bulunmas�d�r. Çözeltiye bir elektrolit 

eklendi� inde bu serbest formu olu� turucu etki azal�r ve sarmal�ms� geli� igüzel bir yap� 

olu�ur. Bu � ekilde elektrolit konsantrasyonu artt�kça iyonik kuvvet de artaca� �ndan 

‘salting-out’ etkisiyle kitozan çöker (148). 

 

Kitozan�n elde edilmesi 

 Kitozan�n üretilmesinde temel i� lem, kitinin alkali ve asit muamelesi ile 

kalsiyum karbonat ve kalsiyum fosfat gibi minerallerinin ve proteinlerinin 

uzakla� t�r�lmas�d�r. Sonuçta kitin yüksek s�cakl�kta (120°C) % 40 NaOH ile muamele 

edilir ve deasetillenmi�  kitozan elde edilir (144). 

 

 Kitin ve kitozan türevleri hem tek hücreli canl�larda hem de yüksek 

organizasyonlu ökaryotik mikroorganizmalardaki kitinaz ve kitozinaz enzimleri ve 

geli� mi�  canl�lardaki lizozomal enzimleri kitin ve kitozan� parçalarlar (150). Bu 

enzimler kitin ve kitozan� olu� turan monomerler aras�ndaki N-asetil-� -(1–4) 

glukozamin ba� lar�n� kopar�r. Kitozan�n lizozomal enzimlerin etkisi ile 

parçalanabilmesi, bu polimerin farmasötik alanda kullan�m� aç�s�ndan büyük önem 

ta� �maktad�r (151). 
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4.12. K�TOZANIN FARMASÖT � K KULLANIM ALANLARI 

 19. yüzy�lda kitozan�n ke� fedili� inden günümüze dek bu polimerin biyomedikal 

ve ilaç ta� �y�c� uygulamalar�nda kullan�labilmesi için iki yüzy�l geçmi� tir. Kitozan�n 

fizikokimyasal ve biyolojik özellikleriyle ilgili bilgiler, bu polimerin ilaç ta� �y�c�s� 

olarak ve daha spesifik olarak makromoleküllerin ta� �nmas� için oldukça ümit vaad eden 

bir madde olarak tan�nmas�n� sa� lam�� t�r. Teknolojik bir bak��  aç�s�yla bak�l�rsa, kitozan 

pozitif yüklüdür ve suda çözünebilir özelliktedir. Bu özellikleri sayesinde negatif yüklü 

polimerlerle, makromoleküllerle hatta sulu ortamda bulunan baz� polianyonlarla bile 

etkile� meye girebilmektedir. Bu etkile�me kuvvetleri ve çözünüp jel olu� turma 

özellikleri sayesinde nanoenkapsülasyon için dü�ünülmü� tür. Biyofarmasötik bir bak��  

aç�s�yla ise, kitozan mukozal yüzeylere ba� lanabilmektedir ve bu da onun mukozal ilaç 

ta� �nmas� için etkin bir polimer olarak kullan�lmas�n� sa� lamaktad�r. Daha sonras�nda 

kitozan�n epitelyal hücreler aras�ndaki aç�k gergin ba� lardan geçebilmesinin ve bu 

sayede makromoleküllerin epitelden ta� �nmas�n�n sa� layabilmesinin ke� fi ile kitozan�n 

mukozal ilaç ta� �y�c�s� olarak kullan�labilece� i dü� üncesi iyice kuvvetlenmi� tir. Bu 

polimerin biyouyumlu olmas� ve dü� ük toksisiteye sahip olmas� da bir di� er uygun 

biyofarmasötik özellikleri aras�nda say�labilir (115). 

 

 Kitozan tüm bu özelliklerinden dolay� çok çe� itli endüstrilerde kullan�lm�� t�r. 

Metal katyonlar için yüksek afiniteye sahip olduklar�ndan a� �r metalleri toplay�c� 

özellikleri sayesinde kirli sular�n toksik maddelerden ar�nd�r�lmas� için kullan�lm�� t�r 

(152). Antifungal özelli� i nedeniyle çe� itli mikroorganizma enfeksiyonlar�na ve 

parazitlere kar� � tar�msal amaçlarla bitkilerin korunmas�nda önemli bir potansiyele 

sahiptir. Japonya, �talya ve Finlandiya gibi ülkelerde yemeklerde yard�mc� madde 

olarak kullan�lmak üzere onay alm�� t�r (146). Di� er yandan içeceklerin (meyve suyu, 

bira vb) ar�t�lmas�nda (153), zay�flat�c� ve kolesterol dü� ürücü olarak (154), kozmetik 

endüstrisinde saç bak�m ürünlerinde ve kontakt lens yap�m�nda, foto� rafç�l�kta, kâ� �t 

endüstrisinde selüloz gibi destek materyali olarak (155), tekstilde boya ba� lama 

özelli� inden dolay� a� art�c� olarak (156) gibi çok farkl� alanlarda kullan�m� mevcuttur. 

 

 T�p alan�nda ise dermatit, pürülan hastal�klar�n, yara ve yan�klar�n tedavisinde 

(157, 158) kitozan ve kitozan türevi bile� iklerden yararlan�lmaktad�r. 
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 Kitozan�n, farmasötik endüstrisinde de de� i� ik fonksiyonlar� nedeniyle 

kullan�labilirli � i bilnmektedir. Kontrollü sal�m sa� layan tabletlerinin haz�rlanmas�nda 

kitozan�n di� er yard�mc� maddelere göre daha uygun olmas� ve rahatl�kla 

kullan�labiliyor olmas� nedeniyle, direkt bas�m maddesi olarak kullan�lm�� t�r (159). 

Hormonlar�n uzun bir zaman dilimi içinde sal�nmas�n� sa� lamak için kontrollü sal�m 

implant sistemlerin haz�rlanmas�nda da kitozan kullan�lm�� t�r (160). Daha sonralarda ise 

kitozan�n transmukozal absorpsiyonu h�zland�r�c� etkisinin oldu� unun ortaya 

ç�kar�lmas�yla peptid, protein gibi polar yap�da olan ilaçlar�n nazal ve oral ta� �nmas�nda 

ve a� �lar�n formülasyonunda kullan�lm�� t�r (146). Kitozan ayn� zamanda zay�f absorbe 

edilen hidrofilik ilaçlar için de absorpsiyon artt�r�c� olarak farmasötik endüstride  

kullan�lmaktad�rlar (161, 162). Illum ve ark. taraf�ndan kalsitonin, insülin gibi 

polipeptidlerin nazal ve intestinal epitelden hücreye geçi� lerini artt�rmak amac�yla 

kitozan kullan�lm�� t�r (162).  

 

 Biyoteknolojide ortaya ç�kan yeni makromoleküllerin ta� �nmas�n� sa� lamak 

üzere uygun ta� �y�c�lar�n geli� tirilmesi önemli bir konu halini alm�� t�r. Peptidler, 

proteinler, oligonükleotidler ve genlerin in vitro ve in vivo ortamlarda dayan�kl�l�klar� 

s�n�rl� oldu� u için biyolojik ortamlarda korunmalar� gerekmektedir. Hatta biyolojik 

bariyerlerden geçip hedef bölgeye ula�amad�klar� için de etkinleri oldukça s�n�rl� 

kalmaktad�r. Bu nedenle bu tip moleküllerin gelecekte terapötik ajan olarak 

kullan�labilmeleri için bu molekülleri ta� �yacak uygun ta� �y�c�lar�n geli� tirilmesi 

önemlidir. Böyle ta� �y�c�lar�n geli� tirilmesi için de biyoparçalanabilir, toksisitesi dü� ük 

polimerlerin kullan�m� gündemdedir. Kitozan bu ve di� er pek çok özelli� i aç�s�ndan 

uygun bir polimerdir. Günümüzde makromoleküllerin ta� �nmas� için kitozan esasl� 

kolloidal ta� �y�c� sistem tan�mlanm�� t�r (115). 

 

 Kitozanla ilgili olarak yap�lan en eski çal�� ma Watzke ve ark. (163) n�n 

yapt�klar� polimer zincirine kimyasal olarak çapraz ba� lanma reaksiyonlar�n�n oldu� unu 

gösteren çal�� mad�r. Bu çal�� mada ara� t�rmac�lar, kitozan monomerinin hidroksil 

gruplar�na tetrametoksisilan (TMOS) ba� lanmas� sonucunda kitozan-silika 

nanokompozitleri olu� turmu� lard�r. Ohya ve ark. (164) ise kitozan nanokürelerini ilaç 

ta� �y�c� olarak kullanan ilk ara� t�rmac�lard�r. Ya�  içinde su emülsiyonu (S/Y) metodunu 



 59 

kullanarak 5-fluorourasil (5-Fu) içeren nanoküreleri haz�rlam�� lard�r.  Bu ilk yol 

gösterici çal�� madan sonra ilac� enkapsüle edip ta� �yabilecek olan stabil yap�da, 

partiküllerin olu� turulabilece� i ortaya at�lm�� t�r. Örne� in; bovin serum albumin (BSA), 

tetanoz toksoidi, difteri toksoidi ve insülin gibi peptidleri ta� �yan kitozan 

nanopartikülleri gibi. Bu nanopartiküllerin enkapsülasyon etkinlikleri % 50’dir (115). 

 

 Kitozan mikropartikülleri de ilaç ta� �y�c� sistem olarak kullan�lmaktad�r. 

�yonotropik jelle�me (165), çoklu emülsiyon metodu (166), presipitasyon-koaservasyon 

metodu (167), çözücü evaporasyon tekni� i(168), sprey kurutma metodu (169), kitozanla 

kaplama (170) gibi farkl� metod kullan�larak mikroküre, mikrokapsül ve boncuklar�n 

haz�rlanmas�nda kitozan polimerinden faydalan�lmaktad�r.  

 

 Kitozan ile baz� peptid ve proteinlerin formülasyonuna ili� kin çal��malar 

yap�lm�� t�r. Pan ve ark. (171) kitozan�n TPP ile iyonotropik jel olu� turmas� metodunu 

kullanarak haz�rlad�klar� nanopartiküllerde insülin enkapsüle etmi� lerdir. Bu 

çal��malar�nda, haz�rlad�klar� insülin yüklü kitozan nanopartiküllerin oral yolla 

uygulanmas�ndan sonra insülinin intestinal absorpsiyonunu plazma glukoz 

seviyelerindeki dü�ü�e göre ölçmü� lerdir. Sonuç olarak pH’ya ba� �ml� bir in vitro 

sal�n�m gözlenmekle birlikte in vivo olarak insülinin oral biyoyararlan�m� % 149 

oran�nda artm�� t�r. Özba� -Turan ve ark. (172) ise rekombinant insan interlökin–2 (r�L–

2) geninin sürekli sal�n�m� için kitozan mikroküreleriyle çal�� ma yapm�� lard�r. Kitozan 

ve protein konsantrasyonun, mikroküre olu� tururken kullan�lan sodyum sülfat hacminin 

ve enkapsülasyon i� lemi esnas�nda ortamda gluteraldehit bulunmas�n�n mikroküre 

özellikleri üzerine etkisi ara� t�r�lm�� t�r. Çöktürme tekni� i ile mikroküre haz�rlanm��  ve 

enkapsülasyon etkinlikleri oldukça yüksek (% 75–98) bulunmu� tur. Formülasyon 

faktörlerinin enkapsülasyon üzerinde etkili olmad�� � bulunmu� tur. 3 ayl�k bir zaman 

dilimi içerisinde mikroküreden r�L–2 proteini sal�n�m� sa� lanabilmi� tir. Bir ba� ka 

çal��mada ise Xue ve ark. (173) d��  faz süspansiyon çapraz ba� lama ve ya�  faz� 

içerisinde solvan uçurma yöntemlerini kullanarak kitozan mikroküreler haz�rlad�klar� 

gibi bir de kitozan-glisin mikroküreleri haz�rlam�� lar. Bu mikrokürelerin de 

lüteinle� tirici hormon-salan hormon (LH-RH) analo� u TX46 için adsorpsiyon ve sal�m 

davran�� lar�n� izlenmi� ler ve sonuçta mikrokürelere glisin eklenmesinin mikrokürelerin 
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adsorpsiyon kapasitelerini ve TX46’n�n sürekli sal�n�m�n� artt�rd�� � gözlenmi� tir.  Kim 

ve ark. (174) kitozan-kapl� pektin boncuklar�ndan in vitro albumin sal�n�m�n� 

ara� t�rm�� lard�r. Kalsiyum klorür konsantrasyonu, kitozan�n molekül a� �rl� � � ve kitozan 

çözeltisinin pH’s�, sal�m ortam�n�n pH’s� gibi boncuklardan albumin sal�n�m�n� 

etkileyecek tüm parametreler ara� t�r�lm�� t�r. De� i� ik pH’lardaki ortamlarda kitozanla 

kaplama sonucunda albuminin sal�n�m�nda gecikme olabilece� i, kalsiyum klorür 

konsantrasyonunun artmas�yla kaplanmam��  pektin boncuklar�ndan albumin sal�n�m�n�n 

azald�� � fakat kapl� olanlar için çok fazla de� i� iklik yaratmad�� �, kullan�lan kitozan�n 

molekül a� �rl� � � artt�kça albumin sal�n�m�n�n azald�� � gözlenmi� tir. Mizuno ve ark. 

(175) bazik fibroblast büyüme faktörünün (bFGF) yara iyile�mesindeki etkisini 

ara� t�r�rken kitozan film içerisine bFGF enkapsüle ederek bFGF’nin sürekli sal�n�m�n� 

amaçlam�� lard�r. Haz�rlad�klar� formülasyonlar�n stabilite ve in vivo etkinliklerini 

incelemi� ler. Sonuçta kitozan içerisine enkapsüle olan bFGF’nin serbest formuna göre 

yara iyile� tirmede daha etkili oldu� u gözlenmi� tir. Grenha ve ark. (176) akci� ere 

protein ta� �mak amac�yla sprey kurutma yöntemiyle insülin yüklü kitozan mikroküreler 

haz�rlam�� lard�r. Bu mikrokürelerle % 65–80 oran�nda protein yükleme kapasitesi elde 

edilmi� , 15 dakika içerisinde de % 75–80 oran�nda insülin serbestle� mesi 

sa� lanabilmi� tir.  

 

 Kitozan ile baz� antimikrobiyal ajanlar�n kontrollü sal�n�m� için de çal��malar 

yap�lm�� t�r. Portero ve ark. (177) amoksisilin (hidrofilik) ve metronidazol (hidrofobik) 

antibiyotiklerinin mide mukozas�nda kontrollü sal�n�m�n� sa� lamak amac�yla kitozan� 

yeniden asetilledikten sonra mikroküreler haz�rlam�� lard�r. Yeniden asetilasyon için 

geçen sürenin sadece ilac�n sal�n�m�n� de� il ayn� zamanda enkapsülasyon etkinli� ini ve 

enkapsüle edilmi�  olan ilac�n antimikrobiyal etkinli� ini de etkiledi� i ortaya ç�km�� t�r. 

Bu � ekilde haz�rlanan kitozan mikrokürelerinin gastrik ülser ve kanser hastal�� �n�n 

nedeni olarak bilinen Helicobacter pylori’nin önlenmesi için kullan�labilece� i sonucuna 

var�lm�� t�r. Guinchedi ve ark. ( 178) bir kitozan türevi olan metilpirolidinon kitozan� 

kullanarak antimikrobiyal ajan ampisilin yüklü mikroküreler haz�rlam�� lard�r. Ampisilin 

yüklü kitozan mikrokürelerinden 30–120 dakika içerisinde ilac�n kontrollü sal�n�m�n�n 

gerçekle� ti� i ve kitozan mikrokürelerinin ampisilinin antibakteriyel etkisini 

artt�rabilece� i sonucuna ula�m�� lard�r. Ma ve ark. (179) insülinin kitozan 
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nanopartikülleriyle pH 2.3’den 6.3’e kadar etkinlik ve mekanizmas�n� ara� t�rm�� lard�r. 

Tripolifosfat ile kitozan�n iyonotropik jelasyonu yönteminden faydalanarak 

nanopartiküller haz�rlanm�� t�r. Bu nanopartiküllerin olu� turuldu� u ortam�n pH’s�n�n ve 

insülin konsantrasyonundaki art�� �n nanopartiküllerin insülin tutma kapasitesini 

artt�rd�� �, insülin konsantrasyonunun ise partikül boyutu üzerine etkisinin olmad�� � 

gözlenmi� tir. �nvitro serbestle�me deneylerinde ise ilk otuz dakika içindeki ani sal�m 

sonras� sabit h�zla sal�m�n gerçekle� ti� i ortaya ç�km�� t�r. Guggi ve ark. (180) ise oral 

yolla uygulanan salmon kalsitonini, enzimlerin etkisinden korumak için kitozanla 

formüle etmi� lerdir.  

 

 Hall ve ark. (181) CD4 (+) T(H)2 hücre tolerans�n� artt�rmak ve allerjen kaynakl� 

solunum yolu enflamasyonuna kar� � bu hücreleri korumak için allerjen türevi peptidleri 

kitozana adsorbe ederek intranasal yolla uygulama yapm�� lard�r. Sonuçta solunum yolu 

euzinofillerinde önemli ölçüde dü�ü� le birlikte bronkoalveolar s�v�da IL–4 ve IL–5 

seviyelerinde de dü�ü�  gözlenmi� tir. Antijen ta� �mak amac�yla kitozanla yap�lm��  bir 

di� er çal��ma ise Lubben ve ark. (182) taraf�ndan ovalbumin yüklü kitozan 

mikropartikülleri ile gerçekle� tirilmi � tir. Haz�rlad�klar� bu kitozan mikrokürelerinin 

antijen ta� �mak için uygun oldu� u sonucuna varm�� lard�r. Di� er bir çal��malar�nda ise 

Van der Lubben ve ark. (183) difteri toksinine kar� � sistemik ve immün yan�t sa� lamak 

için kitozan mikropartiküllerinde difteri toksinini enkapsüle etmi� lerdir. Fareleri difteri 

toksini-kitozan mikroküreleri ile a� �lama sonras�nda doza ba� l� bir immün cevap 

geli� memi� tir. Vila ve ark. (184) n�n yapt�klar� bir di� er çal�� mada ise iyonik çapraz 

ba� lanma yöntemiyle haz�rlanm��  olan kitozan naopartiküllerinin içerisine antijen 

olarak tetanoz toksoidi yerle� tirilmi � , daha sonras�nda ise bu nanopartiküller intrnazal 

yolla farelere uygulanm�� t�r. Sonuçta sadece tetanoz toksoidinin yaln�z ba� �na 

verilmesiyle yap�lan a� �lamaya k�yasla bu yöntemde, daha uzun süren ve daha etkili 

olan bir immün yan�t ortaya ç�km�� t�r. Kullan�lan kitozan�n molekül a� �rl� � �n�n immün 

yan�t üzerine herhangi bir etkisi olmad�� �, hatta dü�ük molekül a� �rl� � �na sahip kitozan 

ile daha iyi sonuçlar elde edildi� i gözlenmi� tir.  

 

4.13. GEN TA� IYICI S � STEM OLARAK K �TOZANIN KULLANIMI 

 Etkin bir gen ta� �nmas�ndan bahsedebilmek için plazmid DNA’s�n�n hedef 
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hücrelere verilmesi, transkipsiyona u� ramas� ve genetik bilginin proteine translasyona 

u� ramas� gerekmektedir. Bu amaca ula�mak için gen ta� �y�c� sistemlerle ilgili olarak 

pekçok engelin a� �lmas� gerekmektedir. DNA ile ilgili bu engeller; a) ta� �y�c� sistemin 

hedef hücreye hedeflendirilmesi b) hücre zar�ndan geçi� in sa� lanabilmesi c) ta� �y�c� 

sistemin hücre içerisine al�n�p endolisosomlarda degrede olmas� d) plazmid DNA’n�n 

nükleusa intraselüler olarak ula� t�r�labilmesi olarak say�labilir. 

 

 Viral gen ta� �y�c� sistemler her ne kadar birçok hedef hücre için oldukça yüksek 

transfeksiyon etkinli� i gösterseler de (185, 186, 187, 188) viral olarak indüklenen 

inflamasyon yan�tlar�n ve onkogenik etkilerin gözlemlenmesi, uygulanmalar�n�n güç ve 

pahall� olmas� gibi sorunlar ta� �maktad�r. Tüm bu engellerden dolay� gen ta� �y�c� 

geli� tirme üzerine yap�lan ara� t�rmalar, viral olmayan gen ta� �y�c� vektör geli� tirme 

konusunda yay�mlanm�� t�r.  

 

 Katyonik lipidler ve katyonik polimerler � u anda hala ara� t�r�lmakta olan iki 

temel viral olmayan gen ta� �y�c� vektörlerdir. Bozulmayan ve kal�c� olan katyonik 

yüklerinden dolay� her ikisi de negatif yüklü DNA ile elektrostatik olarak etkile� ir ve 

kompleks olu� turur. Katyonik fosfolipidlerden lipozom olu� turman�n viral gen 

ta� �y�c�lara göre birçok avantaj� vard�r. Örne� in; immün yan�t olu� turma olas�l�klar� 

dü� üktür ve haz�rlanmalar� kolayd�r (189). Ancak lipozomal yakla� �m�n ba� ar�s� 

s�n�rl�d�r çünkü toksisiteleri yüksektir ve viral gen ta� �y�c�lara göre oldukça dü� ük 

transfeksiyon etkinlikleri vard�r (190). 

 

 Katyonik polimer ta� �yan DNA / polimer kompleksleri ise katyonik lipidlerden 

daha stabildir çünkü plazmid DNA ile polielektrolit kompleksleri olu� turmaktad�rlar ve 

bu sayede DNA, nükleaz degredesyonuna kar� � daha iyi korunabilmektedir (191, 192). 

Katyonik polimerler DNA’y� hem in vitro hem de in vivo olarak ta� �mak için 

kullan�lmaktad�r ancak viral vektörlerle k�yasland�klar�nda katyonik polimerlerin gen 

ta� �y�c� etkinli� i hala çok dü�üktür. Transfeksiyon etkinli� ini artt�rmak için birçok 

katyonik polimer ara� t�r�lmaktad�r (191, 193).  

 

 Katyonik polimerler hem yap�sal aç�dan hem de spesifik reseptörler arac�l�� �yla 
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gerçekle�en gen ekspresyonu için hedef yap�larla kovalan ba� lanma aç�s�ndan 

birbirlerinden farkl�l�k gösterirler. Yap� olarak farkl�, sentetik, viral olmayan gen ta� �y�c� 

vektörler olmas�na ra� men do� al kaynakl� polikatyon say�s� oldukça azd�r. Do� al 

polimerler, gen ta� �nmas�nda faydal� olabilecek pek çok avantaj ta� �rlar. Bunlar; 

biyogeçimlilik, dü�ük immünojenite, minimum seviyede toksisite olarak say�labilir. 

Tüm bu avantajlardan dolay� bu tip polimerler, viral veya lipid arac�l� transfeksiyona 

göre daha iyi alternatiftirler (196). 

 

 Kitozan; ucuz, biyogeçimli, biyoparçalanabilir ve toksik olmayan bir katyonik 

polimer olup DNA ile polielektrolit kompleksleri olu� turur. Bu nedenle kitozan ve 

kitozan türevleri gen ta� �y�c� olarak potansiyel te� kil eden güvenli ve etkili katyonik 

ta� �y�c�lard�r (194,195).  

 

 Kitozan�n DNA ta� �y�c�s� olarak kullan�lmas� ilk olarak 1995 y�l�nda Mumper ve 

ark taraf�ndan ortaya at�lm�� t�r (197). Bu çal�� mada ara� t�rmac�lar kitozan ve plazmid 

DNA çözeltilerini birbirleriyle kar�� t�rm�� lard�r. Kullan�lan kitozan�n molekül a� �rl� � �na 

(108–540 kDa) ba� l� olarak kompleks boyutlar� 150–500 nm aras�nda bulunmu� tur 

(196). 

 

 Özba� -Turan ve ark. (198) taraf�ndan kitozan mikropartikülleri haz�rlanarak 

plazmid DNA’n�n serbestle� mesi çal�� malar� yap�lm�� t�r. Serbestle�me çal��malar� 

37°C’de PBS, pH 7.4 fosfat tamponunda gerçekle� tirilmi � tir ve serbestle�en DNA ise 

260 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ölçülmü� tür. Ba� lang�çta ani bir 

serbestle� me etkisinden sonra yakla� �k 50 günlük bir süreyle mikropartiküllerden 

pDNA’n�n devaml� sal�m�n�n oldu� u gözlenmi� tir.  

 

 Strand ve ark. (199) kitozan�n yap�s�n�n, kitozan-DNA polielektrolit 

komplekslerinin olu� mas� ve stabilitesi üzerine etkisini ara� t�rm�� lard�r. Sonuçta yüksek 

molekül a� �rl� � �na sahip tüm kitozanlar�n oldukça stabil polipleksler olu� turduklar� 

ancak kitozan�n yük yo� unlu� unun ve zincir ba� �na ta� �d�� � yük say�s�n�n DNA-kitozan 

kompleksleri için oldukça önem ta� �d�� �, pH 7.4’ün üzerinde poliplekslerin 

stabilitelerini kaybetti� i ortaya ç�km�� t�r.  
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 Bir di� er çal�� mada Borchard ve ark. (196) % 40–50 kuaternizasyon 

derecelerinde trimetil kitozan oligomerleri (TMO) haz�rlam�� lar ve bu haz�rlad�klar� 

oligomerlerin, DNA ta� �y�c� sistem olarak COS–1 ve Caco–2 hücrelerinde 

potansiyellerini ara� t�rm�� lard�r. Caco–2 hücreleri insan kolon karsinoma hücreleri 

oldu� undan bu çal�� mada barsak epitelinin bir modelini te� kil etmesi amac�yla 

kullan�lm�� t�r. Sonuçta TMO’nun oligomerik kitozana göre COS–1 hücrelerinde 

transfeksiyonda daha ba� ar�l� oldu� u ortaya ç�km�� t�r ancak hiçbir kitozan/DNA 

kompleksi farkl�la�m��  Caco–2 hücrelerinde transfeksiyon etkinli� ini artt�ramam�� t�r.  

 

 Zhao ve ark. (200) eklem hastal�klar�n�n tedavisi için primer kondrosit 

hücrelerine transfekte edilmek üzere kitozan�n eGFP plazmidiyle kompleks 

koaservasyonu metodunu kullanarak nanopartiküllerini haz�rlam�� lard�r. Transfeksiyon 

ortam�n�n pH’s� ve ortamda serum bulunmas�, kitozan�n molekül a� �rl� � � ve transfekte 

edilen plazmid miktar� de� i� tirilerek bu parametrelerin transfeksiyon etkinli� i üzerine 

etkileri ara� t�r�lm�� t�r. Transfeksiyon sonuçlar�na bak�ld�� �nda en iyi etkinli� in % 10 

serum varl�� �nda, pH 6.8 ve 7.0 oldu� unda, kuyucuk ba� �na 8 µg plazmid DNA’s� 

verildi� inde ve 85 kDa molekül a� �rl� � �na sahip kitozan kullan�ld�� �nda elde edildi� i 

gözlenmi� tir.  

 

 Li ve ark. (201) ise lusiferaz kodlayan pGL3-kontrol ve � -galaktozidaz 

proteinini kodlayan pCH110 plazmidleri içeren kitozan nanopartikülleri haz�rlam�� lar 

ve bu haz�rlad�klar� nanopartikülleri HEK–293 hücrelerine ve CHO-K1 hücrelerine 

uygulayarak plazmid DNA transfeksiyonunu ara� t�rm�� lard�r. Sonuçta bu kitozan 

nanopartiküllerinin 10 gün içerisinde lüsiferaz ekspresyonunu sa� layabildi� i ve artan 

ba� lang�ç plazmid DNA miktar�na göre de beta-galaktozidaz ekspresyonunda art��  

oldu� u gözlenmi� tir. Kitozan�n memeli hücreler üzerine toksisitesi gözlenmemi� tir.  

 

 Bozk�r ve ark. (202) da kitozan kullanarak pDNA ile nanopartikül  

formülasyonlar� haz�rlam�� lar ve haz�rlad�klar� kitozan nanopartiküllerinin pDNA’y� 

enzimatik parçalanmadan koruyabildi� ini, COS-7 hücrelerinde yap�lan transfeksiyonun 

nanopartiküllerle ç�plak pDNA’ya göre 3 kat daha iyi oldu� unu belirtmi� lerdir. 
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Kitozan-DNA nanopartiküllerinin di� er vektörlere göre sitotoksisitelerinin daha 

dü� ük oldu� unu gösteren bir di� er çal�� ma da Corsi ve ark. (203) taraf�ndan yap�lm�� t�r. 

Kompleks koaservasyon metodu ile haz�rlad�klar� DNA-kitozan nanopartiküllerinin 

transfeksiyon etkinli� ini;  insan mezenkimal hücrelerinde (MSC), insan osteosarkom 

hücrelerinde ve HEK293 hücrelerinde, ticari transfeksiyon ajan� olan LipofectamineTM 

ile k�yaslam�� lard�r. Sonuçta; kitozan-DNA nanopartiküllerinin HEK293 hücrelerindeki 

transfeksiyon etkinli� inin incelenen di� er hücrelere göre daha yüksek oldu� u ancak bu 

hücre tipinde LipofectamineTM ‘e k�yasla daha dü� ük trasnfeksiyon yap�labildi� i 

bildirilmi � tir. Sitotoksisite çal��mas� sonucunda ise, haz�rlanan kitozan 

nanopartiküllerinin lipid partiküllere göre % 50 daha dü� ük sitotoksisite gösterdi� i 

bildirilmi � tir. 

 

 Ishii ve ark. (204) floresans i� aretli plazmid ile Texas-k�rm�z� i� aretli kitozan 

kullanarak plazmid/kitozan kompleksleri haz�rlam�� lar ve kitozan�n molekül a� �rl� � �n�n, 

kompleksin sitokiyometrisinin, serum konsantrasyonunun ve transfeksiyon ortam�n�n 

pH’s�n�n transfeksiyon etkinli� i üzerine etkisini ara� t�rm�� lard�r. Sonuçta 40–84 kDa 

molekül a� �rl� � �na sahip kitozan kullan�ld�� �nda, kitozan (azot) / DNA (fosfat) (N/P) 

oran� 5 oldu� unda, pH’s� 7.0 olan ve % 10 serum içeren transfeksiyon ortam� 

kullan�ld�� �nda transfeksiyonun maksimum seviyede oldu� u ortaya ç�km�� t�r.  

 

 Kean ve ark. (205) oligomerik ve polimerik kitozan� trimetilleyerek 

toksisitelerine ve transfeksiyon etkinliklerine bakm�� lard�r. Sonuçta tüm kitozan 

türevlerinin lineer yap�daki polietilenimine (PEI) göre önemli ölçüde daha dü� ük 

sitotoksiksiteye sahip oldu� unu, polimerik kitozan türevlerinin oligomerik kitozana göre 

daha yüksek toksisiteye neden oldu� unu saptam�� lard�r. Tüm kitozan türevleri pGL3 

plazmidi ile kompleks haline getirilmi�  ve MCF–7 ile COS–7 hücrelerinde 

transfeksiyonlar�n�n oldukça yüksek oldu� u izlenmi� tir.  

  

 Liang ve ark (206) kitozan arac�l� gen ekspresyonunu artt�rmak için 

transfeksiyon öncesi hücrelere kitozanaz enzimi vermi� ler, böylece kitozan� 

parçalayarak içerisindeki genin ortaya ç�kmas�n� amaçlam�� lard�r. Sonuçta 

transfeksiyon öncesi kitozanaz enzimi ile muamele edilen hücrelerde, lipofektinle 
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transfekte edilmi�  hücrelere göre 2 kat fazla protein ekspresyonu görülmü� tür.  

 

 Mao ve ark. (207) kompleks koaservasyon metodu ile lusiferaz veya ye� il 

floresan protein (GFP) kodlayan plazmid DNA ta� �yan kitozan naopartiküller 

haz�rlam�� lard�r. Bu çal��mada nanopartikül olu� umunda önemli olan baz� parametreleri 

(DNA ve kitozan�n konsantrasyonu, sodyum sülfat oran�, çözelti s�cakl�� �, tampon 

pH’s�, kitozan ve DNA’n�n moleküler a� �rl� � � gibi) incelemi� lerdir. Sonuç olarak, 

kitozan-DNA nanopartiküllerinin DNA’y� nükleaz degredasyonundan korudu� unu ve 

ayr�ca nanopartiküllerin transfeksiyon etkinli� inin hücre tipine ba� l� olarak de� i� ti� ini 

göstermi� lerdir. HEK 293 ve IB–3–1 hücrelerinde, 9HTEO ve HeLa hücrelerine k�yasla 

daha yüksek gen ekspresyonu gözlendi� i bildirilmi � tir. Bu çal��mada ayr�ca 

nanopartiküllere ligand konjugasyonunun transfeksiyon etkinli� ine etkisi de ara� t�r�lm��  

ve konjugat olarak kullan�lan transferinin transfeksiyonu artt�rmakla beraber di� er 

konjugat proteininin konjugasyonunun nanopartiküllerin transfeksiyon etkinli� ini 

artt�rd�� � rapor edilmi� tir.  

 

 Koping-Hoggard ve ark. (208) konvansiyonel yüksek-molekül a� �rl�kl� kitozan 

ile akci� erlere viral olmayan yolla in vivo gen ta� �nmas�n�n etkin olarak 

kullan�labilece� ini fakat yüksek molekül a� �rl� � �na sahip kitozan�n agrege olan � ekiller 

olu� turmas�n�n, nötral pH’da dü� ük çözünürlü� e sahip olmas�n�n ve in vivo için 

kullan�lan konsantrasyonlarda viskozitesinin yüksek olmas�n�n birer dezavantaj te� kil 

etti� ini öne sürmü� lerdir. Bu nedenlerle de molekül a� �rl� � � 1.2–10 kDa aras�nda 

de� i� en kitozan oligomerleri haz�rlam�� lar, polipleks olu� umu ve farelerin akci� erine in 

vivo uygulama sonras� etkinlik ile kitozan�n yap�sal özellikleri aras�ndaki ili� kiyi 

ara� t�rm�� lard�r. Yap�sal de� i� ikli � e u� ratt�klar� kitozanlar�n yüksek safl�ktaki 

kitozanlara (UPC) göre daha kolay polipleks olu� turabildi� i ve anyonik heparin 

varl�� �nda plamid DNA’s�n� daha kolay salabildi� i gözlenmi� tir. Kolay disosiye 

olabilen bu poliplekslerin de daha stabil yap�daki UPC poliplekslerine göre in vitro 

çal��mada 293 hücrelerinde daha iyi gen ekspresyonunu sa� layabildi� i, in vivo olarak da 

farelerin akci� erine intratekal uygulamadan 24 saat sonra PEI ve UPC poliplekslerine 

göre 120–260 kat daha fazla lusiferaz gen ekspresyonunu sa� layabildi� i ortaya 

ç�km�� t�r. Ayn� çal�� ma grubu taraf�ndan yap�lan bir di� er çal�� mada ise (209) dü� ük 
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molekül a� �rl� � �na sahip kitozan�n özellikleri ve viral olmayan gen ta� �y�c� sistem olarak 

etkinli� i ara� t�r�lm�� t�r. 6-, 8-, 10-, 12-, 14- ve 24- merlik 6 farkl� kitozan oligomeri ile 

floresans i� aretli T4 DNA kullan�lm�� t�r. Kitozan zincir uzunlu� unun, (+/-) yük 

oran�n�n, pH ve iyonik kuvvet gibi çözücü özelliklerinin kompleks stabilitesi ve yap�s� 

üzerine etkileri ara� t�r�lm�� t�r. Lusiferaz geni ile in vitro ve in vivo gen ekspresyonlar�na 

da bak�lm�� t�r. Kitozan oligomerinin zincir uzunlu� unun ve yük oran�n�n artmas�,  

pH’n�n azalmas� ile olu� an komplekslerin yap�s� daha globüler hale gelmi� tir. �n vitro ve 

in vivo gen transfeksiyon etkinlikleri de komplekslerin fiziksel � ekilleri ve stabiliteleri 

ile orant�l� olmu� tur, sadece 24-mer ile olu� turulan stabil kompleksler yüksek molekül 

a� �rl�kl� ultra safl�ktaki kitozanla k�yaslanabilir düzeyde gen ekspresyonu 

sa� layabilmi� tir.  

 

 Kitozan arac�l� transfeksiyonda etkili olabilecek faktörlerle ilgili bir çal��ma da 

Sato ve ark. (210) taraf�ndan yap�lm�� t�r. Besiyeri pH’s�n�n, ortamda serum 

bulunmas�n�n ve kitozan�n molekül a� �rl� � �n�n transfeksiyon etkinli� i üzerine etkisi 

ara� t�r�lm�� t�r. Bu çal��mada A549, B16 ve HeLa hücrelerinde çal��ma yap�lm��  ve 

lusiferaz plazmidi pGL3 kullan�lm�� t�r. Her üç hücre tipinde de en yüksek transfeksiyon 

etkinli� i pH 6.9’da, ortamda serum bulunmas� ve kullan�lan kitozan�n da molekül 

a� �rl� � �n�n 15–52 kDa aras�nda olmas� durumunda saptanm�� t�r.  

  

 Roy ve ark. (211) oral allerjen-geni a� �lama metodunu kullanarak farelerde 

anafilaktik yan�tlara neden olan f�st�k antijenine kar� � yeni bir immünoprofilaktik 

strateji geli� tirmi� lerdir. Kitozan�n plazmid DNA’s� ile kompleks olu� turmas� ile 

haz�rlanan DNA nanopartikülleri farelere oral yoldan uygulanm��  ve sonuçta bu 

farelerin barsak epitelinde gen akspresyonunun oldu� u gözlenmi� tir. Bu yöntemin 

mürin anafilaktik yan�tlar� durdurmada oldukça etkin olabilece� i ve besin allerjisini 

tedavi etmek için profilaktik amaçl� kullan�labilece� i belirtilmi� tir.  

  

 Richardson ve ark. (212) 5000 Da’dan daha küçük, 5000–10000 Da aras�nda ve 

10000 Da’dan daha büyük molekül a� �rl� � �na sahip yüksek safl�kta kitozan fraksiyonlar� 

haz�rlam�� lar ve bu kitozanlar�n sitotoksisitelerini, hemolize yatk�nl�klar�n� ve DNA’y� 

nükleaz ataklar�na kar� � koruyabilmek amac�yla DNA ile kompleks yapabilme 
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yeteneklerini ölçmü� lerdir. Sonuç olarak yüksek safl�ktaki bu kitozan fraksiyonlar�n�n 

toksik ya da hemolitik olmad�klar�, DNA’y� nükleazlardan korumak için DNA ile 

kompleks olu� turabildikleri ve karaci� erde birikme yapmaks�z�n dü�ük molekül a� �rl�kl� 

kitozan�n da intravenöz olarak uygulanabilece� i ortaya ç�km�� t�r.  

 

 Guliyeva ve ark. (213) kompleks koaservasyon metodunu kullanarak DNA-

kitozan mikroküreleri haz�rlam�� lar, bu mikrokürelerdeki plazmid DNA’s�n�n 

stabilitesini ve in vivo oral etkinli� ini ara� t�rm�� lard�r.  Kitozan mikrokürelerinden 

plazmid DNA’n�n serbestle� mesinin pH’ya ba� �ml� oldu� u, pH artt�kça serbestle� menin 

azald�� � gözlenmi� tir. �n vivo hayvan çal�� malar�nda ise bu haz�rlad�klar� 

mikrokürelerin farelere oral olarak uygulanmas�ndan sonra X-gal boyama yöntemini 

kullanarak mide ve ince barsakta gen ekspresyonunun gerçekle� ti� ini bildirmi� lerdir. 
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5. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

5.1. Kimyasal Sarf Malzemesi 

Agar       Difco, ABD 

Agaroz       Sigma, ABD 

Amfoterisin B      Biological Industries, �srail 

Amonyum asetat     Sigma, ABD 

Ampisilin      Biochemie, Fransa 

2-� -merkaptoetanol     Amresco, ABD 

Borik asit      Calbiochem, ABD 

Bromofenol mavisi     Sigma, ABD 

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) Sigma, ABD  

Etilendiamintetraasetikasit (EDTA)   Sigma, ABD 

Etanol        Carlo Erba, �talya 

Etidyum bromür      Fluka, Almanya 

Fenol       Sigma, ABD 

Fetal bovin serum     Sigma, ABD 

Glasiyel asetik asit     E. Merck, Almanya 

Glukoz       Sigma, ABD 

8-Hidroksikinolin     E. Merck, Almanya 

�zoamil alkol      Sigma, ABD 

�zopropanol      Sigma, ABD 

Kalsiyum klorür     Sigma, ABD 

Kitozan (150 kDa, % 93 deasetile)   Fluka, Almanya 

Kitozan (400 kDa, %87 deasetile)   Fluka, ABD 

Kitozan (70 kDa, %75-85 deasetile)   Sigma, ABD 

Magnezyum klorür     Sigma, ABD 

Magnezyum sülfat     E. Merck, Almanya 

Maya ekstrakt�     Oxoid, �ngiltere 

O-nitrofenil-� -D-galaktopiranosid (ONPG)  Sigma, ABD 

Penisilin-Streptomisin    Biological Industries, �srail 

Polietilenglikol (PEG 6000)    Calbiochem, ABD 
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Potasyum asetat     Calbiochem, ABD 

Potasyum dihidrojen fosfat    E. Merck, Almanya 

Potasyum klorür     E. Merck, Almanya 

Sodyum bikarbonat     E. Merck, Almanya 

Sodyum dodesil sülfat (SDS)    Calbiochem, ABD   

Sodyum dihidrojen fosfat    E. Merck, Almanya 

Disodyum hidrojen fosfat    E. Merck, Almanya 

Sodyum hidroksit     E. Merck, Almanya 

Sodyum klorür     Carlo Erba, �talya 

Tripan mavisi      Biological Industries, �srail 

Tripolifosfat (TPP)     Sigma, ABD 

Tripsin       Biological Industries, �srail 

Tripton      Lab M, UK 

Tris-HCl      Calbiochem, ABD 

Triton-X-100      E.Merck, Almanya 

X-Gal       Sigma, ABD 

6 x Elektroforez Yükleme Tamponu   MBI Fermentas, Litvanya 

 

 5.2. Plazmid DNA Örnekleri 

pSV-� -Gal kontrol vektör (6820 bç)   Promega, ABD 


 /Hind III standart DNA    Roche, ABD 

 

 Tez çal�� mas�nda pSV-� -Galaktozidaz kontrol vektörü kullan�lm�� t�r. Bu vektör 

ökaryotik hücrelerde anlat�m yapabilen 6820 baz çifti uzunlu� unda bir plazmid 

vektördür. Ökaryotik hücre RNA polimerazlar� taraf�ndan tan�nan SV40 virusuna ait 

(PSV40) promotör kontrolü alt�nda bakteriyal � -Galaktozidaz enzimini kodlayan LacZ 

genini ta� �maktad�r. Bunun d�� �nda seleksiyon i� aret geni olarak ampisillin direnç genini 

de içermektedir. Plazmid vektörünün haritas� � ekil 5.1’de verilmi� tir. Bu plazmid 

vektörü memeli hücrelerine transfekte edilerek hücrelerde betagalaktozidaz enziminin 

sentezlenmesi sa� lanm�� t�r.  
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� ekil 5.1. pSV-� -Galaktozidaz kontrol vektörünün genetik haritas� 

 

5.3. Antisens Oligonükleotid (AS ODN) 

 Beta-galaktozidaz enziminin mRNA’s�na komplementer dizili� e (5’- GGT CAT 

AGC TGT TTC–3’) sahip olan 15-mer’lik fosforotiyoat AS ODN kullan�lm�� t�r (214). 

 

 Tez çal�� mas�nda pSV-� -Galaktozidaz kontrol vektörü transfekte edilen memeli 

hücrelerine beta-galaktozidaz enziminin ekspresyonunu durdurmak üzere bu AS 

ODN’lerle haz�rlanm��  olan formülasyonlar verilmi� tir. 

 

5.4. Enzimler ve Proteinler 

Hind III restriksiyon endonükleaz� (10 U/µl) MBI Fermentas, Litvanya 

Rnaz (500 µg/ml)     Roche, Almanya 

Lizozim (143800 U/mg)    Roche, Almanya 

Dnaz I (10000 U/mg)     Sigma, ABD 

Proteinaz K (2.5 U/mg)    Roche, Almanya 

Beta-galaktozidaz (149 U/mg)   Fluka, Almanya 
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5.5. Kullan�lan Hücre Kültürü 

HeLa insan serviks kanser hücre kültürü  ATCC CLL–2 

 

5.6. Kullan�lan Cihazlar    

Çalkay�c�l� su banyosu    Memmert, Almanya 

Derin dondurucu (-20)    Arçelik, Türkiye   

Dikey Jel Elektroforez Cihaz�   Sigma, ABD 

Distile su cihaz�     GFL, Almanya  

Etüv       Memmert, Almanya 

Fluoresan Mikroskobu    Olympus BX50, Japonya 

Invert Mikroskop     Olympus BH40, Japonya 

Jel Analiz Sistemi     Kodak 1D Dijital Science, ABD 

Karbondiyoksitli etüv  Heto-Holten Cell House 170, 

Danimarka 

Laminar Ak�� l� Doku Kültürü Kabini  Holten-Safe 2000, Danimarka 

Liyofilizatör      Leybold, Lyovac GT2, Almanya 

Manyetik kar�� t�r�c�     Ika-Werk, Almanya 

Velp Scientifica, �talya 

Mili-Q Su Sistemi     Milipore, ABD 

Mikropipet seti     Gilson, Fransa 

Mikrosantrifüj      Hettich, Almanya 

Otoklav      Kermanlar, Türkiye 

pHmetre      WTW, Almanya 

So� utmal� Santrifüj     Sigma, ABD 

Spektrofotometre      Shimadzu Biospec–1601, Japonya 

Sterilizatör      Heraeus, Almanya 

Taray�c� Elektron Mikroskobu (SEM)  JEOL JSM–5910 LV, Japonya 

Terazi       Shimadzu, Japonya 

       Sartorius, Almanya 

Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM)  JEM 1200 Ex II (Jeol, Tokyo, 

Japonya) 

U.V. Transillüminatör    Vilber Lourmat, Fransa 
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Vertikal Kar�� t�r�c�     Velp Scientifica, �talya 

Yatay Jel Elektroforez Cihaz�   Atto, Japonya 

Zeta ölçer/Partikül ölçer    3000 HSA Malvern, �ngiltere 

   

5.7. Besiyerleri ve Çözeltiler 

5.7.1. Besiyerleri 

·  Luria Bertani (LB) 

 10 g tripton, 5 g maya özütü ve 10 g sodyum klorür deiyonize distile su 

içerisinde çözündürülerek hacmi 1 litreye tamamland� (215). 

 

·  Luria Bertani Agar (LBA) 

 Yukar�da formülü verilen s�v� LB besiyerine % 1.5 (a/h) oran�nda agar eklenerek 

haz�rland�. 

 

 LB va LBA besiyerleri 1 atmosfer bas�nçta, 121°C’da 20 dakika otoklavda 

tutularak sterilize edildi. Gerekli ko�ullarda besiyerlerine 100 µg/mL final 

konsantrasyonda ampisilin eklendi (215). 

 

·  Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) 

 

i) 4 X DMEM Çözeltisi (-) 

 DMEM besiyeri 250 ml steril deiyonize bidistile su içerisinde çözündürüldü ve 

0.22 µm’lik filtreden süzülerek sterilize edildi. 

  

ii)  Sodyum Bikarbonat Çözeltisi (%10) 

 100 g sodyum bikarbonat 1 litre steril deiyonize bidistile su içerisinde 

çözündürüldü ve 0.22 µm’lik filtreden süzülerek sterilize edildi. 

 

iii)  1 X DMEM Çözeltisi 

 100 mL serum, 250 mL 4X DMEM (-) çözeltisi, 100 IU/mL penisilin, 100 

µg/mL streptomisin ve 5 µg/mL amfoterisin üzerine 20 mL %10 (a/h) sodyum 

bikarbonat çözeltisi eklenerek pH’s� 7.4’e ayarland�. Çözelti hacmi steril deiyonize 
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bidistile su ile 1 litreye tamamland�. Hücre kültürü çal��malar�nda do� rudan bu çözelti 

kullan�ld�. 

 

5.7.2. Çözeltiler 

·  Dnaz I Tampon Çözeltisi (10x)  

 2 mL M MgCl2 çözeltisi, 10 mL M KCl çözeltisi ve 20 mL M Tris-HCl (pH 8.4) 

çözeltisi kar�� t�r�larak hacmi 10 mL’ye tamamland�. Deneylerde 1/10 oran�nda 

seyreltildikten sonra kullan�ld� (216). 

 

·  Etilendiamintetraasetik Asit (EDTA) Çözeltisi (0.5 M, pH 8.0) 

 186.1 g EDTA 800 mL deiyonize distile suda çözündürüldü. Pellet halinde 

NaOH eklenerek çözeltinin pH’s� 8’e ayarland� ve hacmi 1 litreye tamamland�. 

Haz�rlanan çözelti otoklavda 121°C’de 1 atmosfer bas�nç alt�nda 20 dakika sterilize 

edildi. (EDTA mol a� �rl� � � = 372.2) 

 

·  EDTA Çözeltisi (%5 (a/h) ) 

 5 g EDTA tart�l�p 80 mL deiyonize distile su içerinde çözündürüldü, hacmi 100 

mL’ye tamamland�. Çözeltinin pH’s� NaOH ile 7.2’ye ayarland�. Otoklavda 121°C’de 1 

atmosfer bas�nç alt�nda 20 dakika sterilize edildi. 

 

·  Etidyum Bromür (10 mg/ml) 

0.1 g etidyum bromür 10 mL deiyonize distile su içerisinde çözündürülerek 

haz�rland�. 

 

·  Fiksasyon Çözeltisi: 

 50 ml PBS içerisine 0.05 mL gluteraldehit, 1 mL formaldehit eklendi ve 

kar�� t�r�ld�. Bu çözelti X-gal ile boyama i� lemi yapmadan önce transfeksiyona 

u� rat�lm��  hücreleri fikse etmek amac�yla kullan�ld�.  

 

·  Fenol- Kloroform – � zoamil Alkol (25 / 24 /1) 

 Kristal halde fenol, 65°C’de eritildikten sonra, oksidasyonu önlemek için final 

konsantrasyonu % 0.1 (a/h) olacak � ekilde 8-hidroksikinolin eklendi. Fenol, kloroform – 
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izoamil alkol ile kar�� t�r�lmadan önce Tris-HCl tamponu ile doyuruldu. Bunun için fenol 

üzerine e� it hacimde 0.5 M Tris-HCl tamponu (pH 8.0) eklendi ve kuvvetlice 

kar�� t�r�ld�. Fenol ve tamponun iki faz halinde ayr�lmas� için emülsiyon +4°C’de 60 

dakika bekletildi. Üstte olu� an Tris-HCl faz� uzakla� t�r�ld�. Ayn� i � lem 0.1 M Tris-HCl 

tamponu ile fenolün pH de� eri 7.8’den büyük olana kadar tekrarland�. Tris-HCl 

tamponu ile doyurulan fenol e� it hacimde kloroform – isoamil alkol (24/1) ile 

kar�� t�r�ld� ve üzerine yakla� �k 0.1 hacim 0.1 M Tris-HCl tamponu eklendikten sonra 

+4°C’de sakland� (215). 

 

·  Fosfat Tamponlanm��  Tuz Çözeltisi (PBS pH 7.4) 

 2.38 g Na2HPO4, 0.190 g KH2PO4 ve 8 g NaCl tart�larak 800 mL deiyonize 

distile suda çözündürüldü, 1000 mL’ye tamamland�. Haz�rlanan çözeltinin pH’s�na 

bak�ld�, asidik ise Na2HPO4; bazik ise KH2PO4 eklenerek pH 7.4’e ayarland�. 

 

·  Glukoz Çözeltisi (0.5 M) 

 9.01 g glukoz deiyonize distile su içerisinde çözündürülerek 100 mL’ye 

tamamland�. (Glukoz mol a� �rl� � � = 180.2) 

 

·  5 N Hidroklorik asit (HCl) Çözeltisi 

 41.44 mL % 37 (a/h) ’lik HCl al�n�p 100 mL’ye tamamland�. 

 

·  Kitozan Çözeltisi  (% 0.25 (a/h) ; % 0.5 (a/h) )   

 Çözeltilerin haz�rlanmas�nda molekül a� �rl� � � 150 kDa ve 70 kDa olan dü� ük (L) 

moleküler a� �rl�kl� kitozan ile moleküler a� �rl� � � 400 kDa olan orta (M) moleküler 

a� �rl�kl� kitozan kullan�ld�. 0.25 g ve 0.5 g kitozan tart�l�p 100 mL % 1 (h/h)  asetik asit 

çözeltisi içerisinde çözündürüldü. Haz�rlanan kitozan çözeltileri kompleks ve 

nanopartikül formülasyonlar�n�n haz�rlanmas�nda kullan�ld�.  

 

·  Lisozim Çözeltisi 

 10 mM Tris-HCl (pH 8.0) çözeltisinin 1 mL’sinde 50 mg lisozim enzimi 

çözündürüldü. —20°C’de sakland�. 
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·  Magnezyum Klorür Çözeltisi (1 M) 

 9.52 g Magnezyum klorür 80 mL deiyonize distile su içerisinde çözündürülerek 

hacmi 100 mL’ye tamamland�. (MgCl2 Mw = 95.21) 

 

·  Magnezyum Sülfat Çözeltisi (1M) 

 24.6 g Magnezyum sülfat 80 mL deiyonize distile su içerisinde çözündürülerek 

hacmi 100 mL’ye tamamland�. ( MgSO4 mol a� �rl� � � =  246.48) 

 

·  O-nitrofenil- � - D-galaktopiranosid (ONPG) 

 Her deney için istenilen hacimde konsantrasyonu 4 mg/mL olacak � ekilde 100 

mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.5) içerisinde taze olarak haz�rland� (217). 

 

·  Potasyum Asetat Çözeltisi (3M) 

 29.46 g potasyum asetat deiyonize distile su içerisinde çözündürülerek çözeltinin 

hacmi 100 mL’ye tamamland�. Çözelti otoklavda 121°C’de 1 atmosfer bas�nç alt�nda 20 

dakika sterilize edildi. (Potasyum asetat mol a� �rl� � � = 98.14) 

 

·  Potasyum Fosfat Tamponu (0.2 M, pH 7.5) 

 5.22 g K2HPO4 150 mL deiyonize distile su içerisinde konsantrasyonu 0.2 M 

olacak � ekilde çözündürüldü. (  K2HPO4 mol a� �rl� � � = 174.18) 1.36 g KH2PO4  50 mL 

deiyonize distile  su içerinde konsantrasyonu 0.2 M olacak � ekilde çözündürüldü. 

(KH2PO4 mol a� �rl� � � = 136.09) Yukar�da belirtildi� i � ekilde haz�rlanan 0.2 M K2HPO4 

çözeltisinin pH de� eri, yukar�da belirtildi� i � ekilde haz�rlanan 0.2 M KH2PO4 çözeltisi 

ile 7.5’e ayarland�.  

 

·  Potasyum Klorür Çözeltisi (1 M) 

 74.5 g Potasyum klorür 800 mL deiyonize distile su içerisinde çözündürülerek 

hacmi 1 litreye tamamland�. (KCl mol a� �rl� � � = 74.55) 

 

·  Proteinaz K Çözeltisi (20 mg/ml) 

 20 mg Proteinaz K enzimi, 1 mL bidistile su içerisinde çözündürüldü, küçük 

hacimlere bölünerek -20°C’de sakland�. 
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·  Polietilenglikol (PEG) / NaCl Çözeltisi (%13 / 1.6 M) 

 13 g PEG–6000 ve 9.35 g NaCl deiyonize distile su içerisinde çözündürülerek 

hacmi 100 mL’ye tamamland� (215). (NaCl mol a� �rl� � � = 58.44, PEG mol a� �rl� � � = 

6000) 

 

·  Rnaz Çözeltisi (10 mg/ml) 

 10 mM Tris-HCl, 15 mM NaCl çözeltisi bidistile su ile 100 mL’ye tamamland� 

ve pH’s� 7.5’e ayarland�. Bu çözeltinin 1 mL’sinde 10 mg Rnaz enzimi çözündürüldü. 

—20°C’de sakland�. 

 

·  Sodyum Fosfat Tamponu (0.2 M, pH 7.5) 

 10.74 g Na2HPO4 150 mL deiyonize distile su içerisinde konsantrasyonu 0.2 M 

olacak � ekilde çözündürüldü. (Na2HPO4 mol a� �rl� � � = 358.14) 1.56 g NaH2PO4 50 mL 

deiyonize distile su içersinde konsantrasyonu 0.2 M olacak � ekilde çözündürüldü. 

(NaH2PO4 mol a� �rl� � � = 156.01) Yukar�da belirtildi� i � ekilde haz�rlanan 0.2 M 

Na2HPO4 çözeltisinin pH de� eri yukar�da belirtildi� i � ekilde haz�rlanan 0.2 M NaH2PO4 

çözeltisi ile 7.5’e ayarland�.  

 

·  Sodyum Karbonat Çözeltisi ( M) 

 10.5 g sodyum karbonat 80 mL deiyonize distile su içerisinde çözündürülerek 

hacmi 100 mL’ye tamamland�. ( Na2CO3 mol a� �rl� � � = 105.99) 

 

·  Solüsyon I (50 mM Glukoz, 25 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8.0) 

 10 mL 0.5 M glukoz, 2.5 mL M Tris-HCl (pH 8.0) ve 2 mL 0.5 M EDTA (pH 

8.0) çözeltisi deiyonize distile su ile 100 mL’ye tamamland�. Çözelti otoklavda 

121°C’de 1 atmosfer bas�nç alt�nda 20 dakika sterilize edildi (215). 

 

·  Solüsyon II (0.2 N NaOH, % 1 SDS) 

 0.8 g NaOH ve 1 g sodyum dodesil sülfat (SDS) deiyonize distile suda 

çözündürülerek 100 mL’ye tamamland� (215). (NaOH mol a� �rl� � � = 40) 
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·  Solüsyon III  

 60 mL 3 M potasyum asetat ve 11.5 mL glasiyal asetik asit, deiyonize distile su 

ile hacmi 100 mL’ye tamamlanarak haz�rland�. Çözelti otoklavda 121°C’de 1 atmosfer 

bas�nç alt�nda 20 dakika sterilize edildi (215). 

 

·  Tampon A Çözeltisi 

 100 mL 0.2 M sodyum fosfat tamponu (pH 7.5), 800 µl 2.5 M KCl ve 200 µl M 

MgCl2 çözeltisi kar�� t�r�ld�. Hacmi deiyonize distile su ile 200 mL’ye tamamland�. 

Deneyler s�ras�nda Tampon A’dan al�nan her ml ba� �na 2.7 µl 2- � -merkapto-etanol 

çözeltisi taze eklenerek kullan�ld�. 

 

·  Tripan Mavisi Çözeltisi (% 0.4 (a/h) ) 

 0.4 g Tripan mavisi tart�l�p PBS içerisinde çözündürülür, hacmi 100 mL’ye 

tamamlan�r. 

 

·  TPP (Tripolifosfat) Çözeltisi (%  0.25 (a/h) ) 

 0.25 g TPP tart�l�p 100 mL bidistile suda çözündürüldü. Haz�rlanan bu çözelti 

nanopartikül formülasyonlar�n�n haz�rlanmas�nda kullan�ld�. 

 

·  Tripsin Çözeltisi (% 0.25 (a/h) ) 

 2.5 g Tripsin 1 litre steril PBS (pH 7.4)  içerisinde çözündürüldü. 0.22 µm’lik 

filtreden süzülerek sterilize edildi. Haz�rlanan bu çözelti -20°C’de sakland�. 

 

·  Tripsin – EDTA Çözeltisi (% 0.05 (a/h) : % 0.05 (a/h)  ) 

 10 mL % 5 (a/h) EDTA çözeltisinin üzerine 200 mL % 0.25 tripsin çözeltisi 

eklendi, steril PBS pH 7.4 ile hacmi 1 litreye tamamland�. 

 

·  5 X Tris – Borik Asit – EDTA (TBE) Çözeltisi  

 54 g Tris ve 27.5 g borik asit 800 mL bidistile su içerisinde çözündürüldü. 

Çözelti üzerine 20 mL 0.5 M EDTA çözeltisi (pH 8.0) eklendi. Çözeltinin hacmi 

bidistile su ile 1 litreye tamamland�. Elektroforez tamponu olarak ya da agaroz jellerin 

haz�rlanmas�nda 1/5 oran�nda seyreltildikten sonra kullan�ld�. 
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·  Tris / EDTA (TE) Tamponu (10 mM Tris / 1 mM EDTA, pH 8.0) 

 10 mL M Tris-HCl tamponu (pH 8.0) ve 2 mL 0.5 M EDTA çözeltisi (pH 8.0) 

deiyonize distile su ile 1 litreye tamamlanarak haz�rland�. Çözelti otoklavda 121°C’de 1 

atmosfer bas�nç alt�nda 20 dakika sterilize edildi. 

 

·  Tris-HCl Tamponu (1 M, pH 8.0) 

 121.1 g Tris, 800 mL deiyonize distile su içerisinde çözündürüldü. 5 N HCl 

çözeltisi ile pH’s� 8’e ayarland�ktan sonra hacmi 1 litreye tamamland�. Haz�rlanan Tris-

HCl tampon çözeltisi otoklavda 121°C’de 1 atmosfer bas�nç alt�nda 20 dakika sterilize 

edildi. (Tris mol a� �rl� � � = 121.1) 

 

·  Triton-X–100 Liziz Çözeltisi 

 100 mL 0.2 M potasyum fosfat tamponu (pH 7.5) ile konsantrasyonu % 0.2 (h/h) 

olacak � ekilde 400 µl Triton-X–100 kar�� t�r�ld� ve hacmi deiyonize distile su ile 200 

mL’ye tamamland� (217). 

   

·  X-Gal Boyama Çözeltisi: 

 0.1587 g NaH2PO4, 1.0325 g Na2HPO4, 0.01319 g MgCl2, 0.0493 g K3Fe[CN]6, 

0.0552 g K4Fe[CN]6 tart�ld�, 50 mL bidisitile su içerisinde çözündürüldü. Bu çözeltinin 

her 1 mL’si için 1 mg X-gal içeren stok çözelti ilave edildi. Deneylerde kullanmadan 

hemen önce X-gal boyama çözeltisine taze olarak X-gal eklendi.  

 

·  X-Gal Stok Çözeltisi: 

 20 mg/mL konsantrasyonda olacak �ekilde X-gal tart�ld�, DMSO 

(dimetilsülfoksit) içerisinde çözündürüldü. 0.22 µm membran filtre ile sterilize edildi.  

 

5.8. ANT� SENS OL�GONÜKLEOT � DLERLE YAPILAN ÇALI � MALAR 

 

5.8.1. Antisens Oligonükleotid (AS ODN) Çözeltilerinin Haz�rlanmas� 

 Beta-galaktozidaz enziminin mRNA’s�na komplementer dizili� e (5’- GGT CAT 

AGC TGT TTC–3’) sahip olan 15-mer’lik fosforotiyoat ve fosfodiester AS ODN’ler 

MWG-Biotech (Almanya) firmas�ndan al�nd�. Liyofilize haldeki AS ODN’ler 1 mL TE 



 80 

(pH 8.0) tamponu içerisinde çözündürüldü.  

 

5.8.2. Antisens Oligonükleotidlerin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrolü 

 Agaroz jel elektroforezi, DNA moleküllerinin analizinde yayg�n olarak 

kullan�lan bir yöntemdir. DNA moleküllerinin elektriksel bir alanda jel üzerindeki 

hareketine (göçüne) dayanan bu yöntemle, de� i� ik boyutlarda DNA moleküllerinin 

ay�r�m�n� yapmak ve bu moleküllerin boyutlar�n� saptamak mümkündür (215).  

 

 Çal��mada kullan�lan AS ODN’ler agaroz jel elektroforezi ile incelendi. Bu 

amaçla agaroz % 1.0 (a/h) olacak � ekilde, 1x TBE içerisinde kaynat�larak çözündürüldü. 

Çözeltinin s�cakl�� � 55–60 °C’ye dü� tü� ünde 0.5 µg/mL final konsantrasyonda etidiyum 

bromür eklendi ve yatay jel kasetlerine döküldü. Agaroz jel donduktan sonra 1x TBE 

tamponu içeren elektroforez tank�na yerle� tirildi. AS ODN örnekleri 5:1 oran�nda 6x 

yükleme tamponu ile kar�� t�r�larak jele uyguland�. Elektroforez i� lemi 80 V / 40 mA 

sabit elektrik ak�m� alt�nda 60 dakikada tamamland�.  AS ODN band� UV 

transillüminatör ile görünür hale getirildi ve foto� raf� çekildi.  

 

5.8.3. Antisens Oligonükleotidlerin Spektrofotometrik Kontrolü 

 Bu çal��mada öncelikle AS ODN’lerin maksimum absorbans gösterdikleri dalga 

boyunun bulunmas� için çözücü TE (pH 8.0) tamponu kör çözeltisi olarak kullan�larak 

spektrumu tayini edildi. Daha sonra spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga 

boylar�nda AS ODN’lerin absorbanslar� ölçüldü ve a�a� �da verilen parametrelerden 

yararlan�larak ODN miktarlar� ve safl�klar� belirlendi.  

 

 260 nm dalga boyunda elde edilecek 1 optik dansite de� eri çift iplikli DNA için 

50 µg/mL, tek iplikli DNA için 37 µg/mL ve tek iplikli RNA için 40 µg/mL’ye kar� �l�k 

gelmektedir. Bu de� erlerden faydalan�larak çift zincirli DNA molekülünün miktar�; 

 

DNA konsantrasyonu (µg/ml) = OD260 x D x K formülü ile belirlenebilir. 

[OD260, 260 nm dalga boyundaki absorbans; D, seyreltme katsay�s�; K, 260 nm dalga 

boyunda 1 OD de� eri veren DNA konsantrasyonu (µg/mL)]  (215). 
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5.8.4. Antisens Oligonükleotid Standart E� ri Çizimi 

 Fosforotiyoat ve fosfodiester ODN’lerin TE (pH 8.00) tamponu veya PBS (pH 

7.4) tamponu içerisinde 0, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 ve 4.0 µg/ml konsantrasyonlar�nda ve 

her konsantrasyon için 3 örnek olacak � ekilde standartlar� haz�rland�. Haz�rlanan 

örneklerin her birinin 260 nm dalga boyunda absorbanslar� ölçüldü. Konsantrasyonlara 

kar� �l�k gelen absorbans de� erleri grafi� e geçirildi. Elde edilen de� erlerin regresyon 

analizi yap�ld� ve e� rinin do� rusal oldu� u bulundu ve do� ru denklemi hesapland�. Daha 

sonra yap�lan sal�m çal�� malar�nda bu standart e� ri kullan�larak konsantrasyon hesab� 

yap�ld�. 

 

5.8.5. ANT� SENS OL� GONÜKLEOT � D �ÇEREN FARMASÖT � K � EK� LLER � N 

HAZIRLANMASI 

 

5.8.5.1. ANT� SENS OL� GONÜKLEOT �D/K �TOZAN KOMPLEKSLER � N�N 

HAZIRLANMASI 

 AS ODN ve kitozan çözeltileri basitçe kar�� t�r�larak ve vortekslenerek AS 

ODN/kitozan kompleksleri haz�rland�. % 0.25 ve % 0.5’lik konsantrasyonlarda 150 kDa 

ve 70 kDa dü�ük molekül a� �rl� � �na sahip kitozan ile orta molekül a� �rl� � �na sahip (400 

kDa) olan kitozan kullan�larak a� �rl�kça (-/+) 1:0.5, 1:1, 1:2, 1:4, 1:6, 1:10, 1:20 ve 

1:100 oranlar�nda 3 seri halinde kompleksler haz�rland�. AS ODN ile a� �rl�kça farkl� 

oranlardaki kitozan çözeltileri TE tamponu içerisinde kar�� t�r�ld�. Kompleks olu�umu 

için oda s�cakl�� �nda 30 dakika beklendi. Hacmi tamamlamak için fizikokimyasal 

ölçümlerde deiyonize distile su veya hücre kültürü çal�� malar�nda DMEM (1x) 

kullan�ld�. Ayn� çal��ma Fosfodiester AS ODN ile de tekrarland�. AS ODN/Kitozan 

komplekslerinin oranlar� Tablo 5.1’de gösterilmi� tir. 
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  Tablo 5.1 AS ODN/Kitozan komplekslerinin oranlar� 

Oran (a/a) 

AS ODN/Kitozan 

AS ODN 

miktar� 

(µg) 

Kitozan 

miktar� 

(µg) 
1: 0.5 10 5 

1: 1 10 10 

1: 2 10 20 

1: 4 10 40 

1: 6 10 60 

1: 10 10 100 

1: 20 10 200 

1: 100 10 1000 

 

 

5.8.5.2. ANT�SENS OL� GONÜKLEOT �D/K �TOZAN KOMPLEKSLER �NDE 

YAPILAN KONTROLLER 

 

5.8.5.2.1. Agaroz Jel Elektroforezi ile Kompleks Olu� umunun Görüntülenmesi 

 Haz�rlanan kompleksler yöntem 5.8.2’de belirtildi� i gibi % 1’lik (a/h) 

konsantrasyonda haz�rlanm��  olan agaroz jelinde elektroforez yöntemiyle incelendi. AS 

ODN, etidyum bromür ile boyanarak UV �� �� � alt�nda gözlendi. Olu�an jel resmi dijital 

kamera ile görüntülendi.  

 

5.8.5.2.2. Antisens Oligonükleotid/Kitozan Komplekslerinin Dnaz I’e Kar� � 

Stabilitesinin � ncelenmesi 

 Ç�plak AS ODN ve 1:0.5 (-/+) oran�nda haz�rlanm��  olan AS ODN 

komplekslerinde Dnaz I enzim stabilite çal��mas� yap�ld�. Ç�plak AS ODN’in Dnaz I 

enzimine kar� � stabilitesini incelemek için 10 µg AS ODN’in üzerine 0.1 µl Dnaz 

enzimi ve 10 µl reaksiyon tamponu (x10) ilave edildi, son hacim 100 µl’ye bidistile 

suyla tamamland�. 0. dakika, 2. ve 24. saatlerde 10 µl örnek al�n�p Dnaz I’in etkisini 

durdurmak için üzerine 5 µl 0.5 M EDTA çözeltisi eklendi, vortekslendi. % 1’lik agaroz 

jel elektroforezi ile incelemesi yap�ld�. 
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  Kompleksin nükleazlara kar� � stabilitesini incelemek için ise 10 µg AS ODN 

içeren kompleksin üzerine 0.1 µl Dnaz enzimi ve 10 µl reaksiyon tamponu (x10) ilave 

edildi, son hacim 100 µl’ye bidistile suyla tamamland�. O. , 5., 15., 30., 60. dakikalarda 

ve 2.,24., 48.saatlerde 10 µl örnek al�n�p Dnaz I’in etkisini durdurmak için üzerine 5 µl 

0.5 M EDTA çözeltisi eklendi, vortekslendi. % 1’lik agaroz jel elektroforezi ile 

incelemesi yap�ld�.  

 

5.8.5.2.3. Antisens Oligonükleotid/Kitozan Komplekslerinin Serum Stabilitelerinin 

� ncelenmesi 

 Ç�plak AS ODN ile AS ODN/Kitozan kompleksleri üzerine % 10 fetal kalf 

serum ve 150 mM NaCl çözeltisi eklendi. 37°C’de bekletildi. Ç�plak AS ODN için 

0.dakika, 1., 24. ve 48. saat aral�klarla 10 µl örnek al�nd�, kompleks stabilitesini 

incelemek için ise  0., 30. dakika, 1., 24., 48.ve 72. saat aral�klarla 10 µl örnek al�n�p 

sonuçlar� elektroforetik olarak de� erlendirildi.  

 

5.8.5.2.4. Antisens Oligonükleotid/Kitozan Kompleksinin TEM (Transmisyon 

Elektron Mikroskobu) ile Görüntülenmesi 

 Haz�rlanan AS ODN/Kitozan kompleksi, Jeol (Japonya) marka transmisyon 

elektron mikroskobu (TEM) ile görüntülendi. Transmisyon elektron mikroskobu (TEM) 

ile inceleme yapmak için, % 0.2 Polivinil formal (Vinylec K) ile kaplanm��  100, 200 ve 

300 mesh boyutlar�ndaki bak�r (Cu+2) gridler kullan�ld�. Polimer ile kaplanm��  gridlerin 

üzerine, 10–20 µl hacimde incelenecek olan kompleks formülasyonunun pH 7.4 PBS 

tamponu içerisinde haz�rlanan süspansiyonu damlat�ld�. Oda temperatüründe yakla� �k 

olarak 5 dakika bekleme süresi (membrana tutunma süresi) sonunda süspansiyonun 

fazlas� filtre ka� �d� ile dikkatlice al�nd�. Gridler, 19 dakika oda temperatüründe 

kurutuldu ve negatif boyama tekni� i uyguland�. Bu i� lem için, kompleks formülasyonu 

ile muamele edilmi�  gridlerin üzerine, 20 µl % 2.0 amonyum molibdat çözeltisi 

damlat�ld�, 5 dakika oda temperatüründe bekleme sonras� solüsyon filtre ka� �d� ile geri 

al�nd� ve grid kurutularak grid ta� �y�c�ya yerle� tirildi. Haz�rlanan gridlerin TEM 

incelemeleri x30–50.000 büyütme aral�� �nda artan voltaj ko�ullar�nda gerçekle� tirildi. 
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5.8.5.2.5. Antisens Oligonükleotid/Kitozan Komplekslerinin Zeta-Potansiyel 

De� erlerinin Ölçülmesi 

 AS ODN/Kitozan komplekslerinin zeta-potansiyel de� erleri elektroforetik 

mobilitelerini ölçen zeta ölçer (Malvern Instruments, UK) cihazda ölçüldü. Bu cihazda 

büyüklük ve zeta modülleri entegre biçimde bulunmaktad�r. Ayr�ca 10 miliWatt helyum 

neon lazer parças� 633 nm dalga boyunda dalga üretmektedir. Sonuçlar Malvern PCS 

versiyon 4.41 (1992) yaz�l�m�nda hesapland�. Ölçüm cam küvetlerde, 25°C’de ve� PBS 

pH 7.4 tamponunda yap�ld�. Her biri on ayr� ölçüm de� eri veren üç ayr� örnekte ölçüm 

yap�ld�.  

 

 AS ODN/Kitozan komplekslerinin yan�s�ra % 0.25’lik kitozan�n ve serbest AS 

ODN’in de zeta-potansiyel de� erleri ölçüldü. 

 

5.8.5.2.6. Antisens Oligonükleotid/Kitozan Komplekslerinin Partikül Büyüklü � ü 

De� erlerinin Ölçülmesi 

 Komplekslerin partikül büyüklükleri ise Malvern cihaz�na entegre partikül ölçer 

birimiyle, pH 7.4 PBS tamponu içerisinde ölçüldü. Ölçüm 25°C’de 90° sabit aç�yla cam 

küvetlerde yap�ld�. Her biri on ayr� ölçüm de� eri veren üç ayr� örnekte ölçüm yap�ld�.  

 

 AS ODN/Kitozan komplekslerinin yan�s�ra % 0.25’lik kitozan�n ve serbest AS 

ODN’in de partikül büyüklü� ü ölçümleri yap�ld�. 

 

5.8.5.3. ANT�SENS OL�GONÜKLEOT � D � ÇEREN K�TOZAN 

NANOPART� KÜL HAZIRLANMASI 

 

5.8.5.3.1. � yonotropik Jelle�me Yöntemi ile Nanopartikül Haz�rlanmas� 

 Kitozan�n, TPP (Pentasodyum tripolifosfat) ile iyonotropik jelle�mesine dayanan 

yöntem kullan�larak nanopartiküller haz�rland� (218, 219) Bu amaçla öncelikle farkl� 

miktarlardaki ODN’lerin TE (pH 8.00) içerisinde haz�rlanm��  çözeltisi, % 0.25’lik (a/h) 

TPP çözeltisine ilave edildi. Daha sonra bu çözelti, manyetik kar�� t�r�c�da devaml� 

olarak kar�� t�r�lan  % 0.25’lik (a/h) ve % 0.5’lik (a/h) dü� ük molekül a� �rl�kl� kitozan 
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(150 kDa) çözeltileri üzerine 20 cm’lik damlatma mesafesinden damlat�ld�. Damlatma 

i� lemi sona erdikten sonra da manyetik kar�� t�r�c� üzerinde oda s�cakl�� �nda yar�m saat 

kadar daha kar�� t�r�ld�. Olu� an nanopartiküller +4°C’de 15000 rpm devirde 15 dakika 

santrifüjlendi. Süpernatantlar� topland� ve kalan nanopartikül çökeltisi 3 kez bidistile 

suyla y�kand�. Y�kama sonras� nanopartiküller derin dondurucuda dondurulurak 

liyofilizatörde kurutuldu, tart�larak verimi hesapland�. Nanopartiküller Tablo 5.2’de 

verilen miktarlarda 3 seri halinde haz�rland�. 

 

Tablo 5.2. Kitozan nanopartiküllerinin kitozan ve AS ODN miktarlar� 

KOD Kitozan konsantrasyonu 

(%) (a/h) 

AS ODN miktar�  

(µg) 

NP–7 0.25 16.5 

NP–8 0.25 33 

NP–9 0.25 66 

NP–4 0.5 16.5 

NP–5 0.5 33 

 

 

5.8.5.3.2. Nanopartiküllerin Adsorbsiyon Yöntemi ile Haz�rlanmas� 

 10 mg bo�  nanopartikül plastik bir � i� eye tart�l�p üzerine 40 µg ODN içeren 

çözelti ilave edildi. 2 mL PBS (pH 7.4) içerisinde süspanse edildi ve 37°C’lik 

çalkalamal� su banyosuna yerle� tirildi. Belirli aral�klarla nanopartiküller çöktürülerek 

üstte kalan süpernatantlar�n AS ODN konsantrasyonlar� 260 nm’de spektrofotometrik 

olarak okundu. Doygunlu� a ula� �ncaya kadar çalkalama i� lemine devam edildi ve AS 

ODN miktar� tayin edildi. Bu yöntemle haz�rlanan nanopartiküller derin dondurucuda 

dondurulurak liyofilizatörde kurutuldu, tart�larak verimi hesapland�. 

 

5.8.5.4. ANT� SENS OL� GONÜKLEOT � D NANOPART�KÜLLER �NDE 

YAPILAN KONTROLLER 

5.8.5.4.1. Nanopartiküllerin Verim ve Enkapsülasyon Etkinli� inin Saptanmas� 

 Nanopartikül formülasyonlar�n�n verim de� erleri, liyofilizasyon i� lemini takiben 

nanopartiküllerin elenip, tart�lmas� ile elde edilen teorik ve pratik tart�m sonuçlar�ndan 
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yararlan�larak hesapland�.  

 

 Olu�an nanopartiküllerde, AS ODN’in % enkapsülasyon etkinli� i ise yöntem 

5.8.5.3.1’de belirtildi� i � ekilde yap�lan santrifügasyon sonras� toplanan süpernatantlar�n, 

260 nm’de spektrofotometrik olarak ölçülmesi ile belirlendi. Okunan absorbans 

de� erinin AS ODN standart e� risinde kar� �l�k geldi� i AS ODN konsantrasyonu 

hesapland�. Bulunan AS ODN konsantrasyon de� erine göre ba� lang�çta formülasyona 

koyulan AS ODN miktar� k�yaslanarak yüzde enkapsülasyon etkinli� i bulundu.  

 

5.8.5.4.2. Nanopartiküllerin Zeta-Potansiyel De� erlerinin Ölçülmesi 

 Nanopartiküllerin zeta-potansiyel de� erleri, AS ODN/Kitozan komplekslerinin 

zeta-potansiyelinin ölçüldü� ü zeta ölçer’de (Malvern Instruments, UK) yöntem 

5.8.5.2.5’de belirtildi� i gibi ölçüldü.  

 

 AS ODN enkapsüle edilmi�  nanopartiküllerin yan� s�ra AS ODN’lerin kitozan 

nanopartiküllerine adsorbe ettirilmesiyle haz�rlanan nanopartiküllerin de zeta potansiyel 

de� erleri ölçüldü.   

 

5.8.5.4.3. Nanopartiküllerin Partikül Büyüklü� ü De� erlerinin Ölçülmesi 

 Nanopartiküllerin partikül büyüklükleri Malvern cihaz�na entegre partikül ölçer 

birimiyle yöntem 5.8.5.2.6’da belirtildi� i gibi ölçüldü.  

 

 AS ODN enkapsüle edilmi�  nanopartiküllerin yan� s�ra AS ODN’lerin kitozan 

nanopartiküllerine adsorbe ettirilmesiyle haz�rlanan nanopartiküllerin de partikül 

büyüklü� ü de� erleri ölçüldü.   

 

5.8.5.4.4. Nanopartiküllerin Yüzey Özelliklerinin � ncelenmesi 

 Haz�rlanan nanopartiküller, büyüklük ve yüzey özelliklerinin belirlenebilmesi 

amac�yla JEOL marka JSM–5910 LV model taramal� elektron mikroskobunda (SEM) 

incelendi. Bu amaçla, örnekler alüminyum grid üzerinde alt�n paladyum ile kapland�. 

Kaplanan kitozan nanopartikül örneklerinde tarama i� lemi, x100–140.000 büyütme 

aral�� �nda ve 20 kV artan voltaj ko�ullar�nda gerçekle� tirildi.   
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5.8.5.4.5. Nanopartiküllerden Antisens Oligonükleotid Serbestle� mesinin Tayini 

 Liyofilize haldeki ODN içeren nanopartikülden 10 mg (4.75 µg AS ODN 

içermektedir) tart�ld�, plastik bir � i� eye konup üzerine eklenen 2 mL PBS (pH 7.4) 

tamponu içerisinde süspanse edildi. 37°C’lik çalkalamal� su banyosuna yerle� tirildi. 

Belirli zaman aral�klar�nda (24 saat ara ile) 15000 devir /dakika h�zda 5 dakika 

santrifüjlenerek nanopartiküller çöktürüldü. Nanopartikül çökeltisi taze PBS (pH 7.4) 

tamponu içerisinde yeniden süspanse edildi ve sal�m bitene kadar serbestle�me i� lemine 

kesintisiz olarak devam edildi. Toplanan süpernatantlardaki ODN miktarlar� bo�  

nanopartiküllerden elde edilen süpernatantlara kar� � spektrofotometrede ölçülerek 

saptand�. Bu i� lemler 3 ayr� formülasyon üzerinde yap�larak ortalama de� er sonuç 

olarak al�nd�.  

 

5.8.5.4.6. Nanopartiküllerin FT-IR (Fourier Transform Infr ared) ile Analizi 

 Nanopartiküllerin FT-IR analizi Perkin Elmer (Spectrum One FT-IR, ABD) 

marka cihaz ile gerçekle� tirildi. Fosforotiyoat oligonükleotid ile haz�rlanm��  olan 

liyofilize edilmi�  toz haldeki kitozan nanopartiküllerin nemini uzakla� t�rmak amac�yla 

FT-IR çekilmeden önce 1 gece boyunca vakumlu etüvde kurumaya b�rak�ld�. FT-IR 

spektrum çekilirken öncelikle kör olarak kullan�lmak üzere KBr ile tablet bas�larak 

IR’si çekildi. Daha sonras�nda kitozan nanopartikülleri ile KBr dolgu maddesi 

kar�� t�r�larak tablet bas�ld� ve IR çekildi. Serbest oligonükleotid ile kitozan için de ayn� 

i� lem tekrarland�. Nanopartikül IR bandlar� ile serbest haldeki kitozan ve oligonükleotid 

IR bandlar� k�yasland�, bandlarda olu�an farkl�l�klara göre nanopartikül olu� mas�na 

ili � kin yorum yap�ld�.  

 

5.8.5.4.7. Nanopartiküllerin Dnaz I Enzim Stabilite Çal��mas� 

 66 µg ODN içeren nanopartikülden 10 mg tart�l�p plastik bir � i� eye al�nd�, 

üzerine 10 U Dnaz I enzimi ve 2 mL Dnaz I enzim reaksiyon tamponu ilave edilerek 

kar�� t�r�ld� ve 37°C’deki çalkalay�c�l� su banyosunda inkübasyona b�rak�ld�. 0., 1., 4., 6., 

24. saatlerde numuneler al�nd� ve enzimin aktivitesini durdurmak için üzerine 5 µl 0.5 

M EDTA çözeltisi ilave edildi.   �� lem sonras� nanopartikül formülasyonlar� +4°C’de, 

15000 devir/dakika h�zda santrifüj edilerek çöktürüldü ve ard�ndan PBS (pH 7.4) 
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tamponu ile 3 kez y�kand�. Daha sonra enzim uygulamas�na b�rak�lm��  nanopartikül 

formülasyonlar� 2 mL PBS (pH 7.4) tamponu ilave edilerek h�zland�r�lm��  sal�m 

i� lemine tabi tutuldu. H�zland�r�lm��  sal�m i� lemi sonras� AS ODN konsantrasyonu, 

spektrofotometrik olarak tayin edildi. Ayr�ca AS ODN yap�s�nda görülebilecek olas� 

de� i� imler için de agaroz jel elektroforezi yap�larak elektroforetik kontrol yap�ld�.  

 

5.8.5.4.8. Nanopartiküllerde Serum Stabilite Çal�� mas� 

 66 µg ODN içeren nanopartikülden 10 mg tart�l�p plastik bir � i� eye al�nd�, 

üzerine 2 mL inaktive edilmemi�  serum ilave edilerek kar�� t�r�ld� ve 37°C’deki 

çalkalay�c�l� su banyosunda inkübasyona b�rak�ld�. 0., 1., 4., 6., 24., 48. ve 72.saatlerde 

numuneler al�nd�. �� lem sonras� nanopartikül formülasyonlar� +4°C’de, 15000 

devir/dakika h�zda santrifüj edilerek çöktürüldü ve ard�ndan PBS (pH 7.4) tamponu ile 3 

kez y�kand�. Daha sonra serum uygulamas�na b�rak�lm��  nanopartikül formülasyonlar� 2 

ml PBS (pH 7.4) tamponu ilave edilerek h�zland�r�lm��  sal�m i� lemine tabi tutuldu. 

H�zland�r�lm��  sal�m i� lemi sonras� AS ODN konsantrasyonu, spektrofotometrik olarak 

tayin edildi. Ayr�ca AS ODN yap�s�nda görülebilecek olas� de� i� imler için de agaroz jel 

elektroforezi yap�larak elektroforetik kontrol yap�ld�. 

 

5.9. PLAZM� D DNA �LE YAPILAN ÇALI � MALAR 

 

5.9.1. Plazmid DNA’n�n Haz�rlanmas� 

5.9.1.1. Plazmidlerin Üretilmesi ve � zolasyonu 

 Plazmidin üretilmesinde konak bakteri olarak Escherichia coli DH5�  �rk� 

kullan�ld�. pSV-� -Gal ile transforme edilmi�  olan ve -20°C’de saklanan bakteriler, 

antibiyotik içeren kat� LBA besiyerine ekildi ve 37°C’de 1 gece üremeye b�rak�ld�. 

Olu� an kolonilerden al�nan örnekler plazmidi ço� altmak amac�yla öncelikle 100 µg/mL 

konsantrasyonda ampisilin içeren 25 mL’lik LB besiyerine ekildi ve 14–16 saat 

üremeye b�rak�ld�. Haz�rlanan bu önkültürün 5 ml’si, 100 µg/mL konsantrasyonda 

ampisilin içeren 500 mL’lik LB besiyerine ekildi ve 37°C’de 1 gece üremeye b�rak�ld�.  

 

 Elde edilen doygun kültürlerden SDS-alkali lizis metodu ile plazmid izolasyonu 

yap�ld� (220). Bu amaçla öncelikle +4°C’de, 8000 dev/dk h�zda 15 dakika santrifüj 
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edilerek hücreler çöktürüldü. Hücre çökeltisi 5 mg/mL konsantrasyonda lizozim içeren 

Solüsyon I içerisinde süspanse edildi ve 20 dakika buz içerisinde bekletildi. Hücre 

süspansiyonuna taze haz�rlanm��  10 mL Solüsyon II eklendi ve hafifçe kar�� t�r�larak 

hücrelerin parçalanmas� sa� land�. Hücre lizat� üzerine 7.5 mL Solüsyon III eklendi ve 

buz içerisinde 30 dakika bekletildi. Bu a�amada hücre art�klar�, genomik DNA ve 

proteinlerin önemli bir k�sm�n�n çöktürülmesi sa� land�. �stenmeyen hücresel art�klar ve 

genomik DNA, 4°C’de, 15.000 devir/dk h�zda 25 dakika santrifüj edilerek çöktürülüp 

uzakla� t�r�ld�. Plazmid DNA’s�n� içeren üst faz üzerine 0.6–1 hacim izopropanol eklendi 

ve oda s�cakl�� �nda 30 dakika bekletildikten sonra 4°C’de 15000 devir/dk h�zda 

santrifüj edilerek DNA çöktürüldü. DNA çökeltisi % 70 etanol ile y�kand� ve 

kurutulduktan sonra 0.5–2 mL TE (pH 8.0) içerisinde çözündürüldü (215).  

 

5.9.1.2. Plazmid DNA’lar�n Safla� t�r�lmas� 

 TE içerisinde çözündürülen DNA örnekleri üzerine RNA’dan ar�nd�rmak 

amac�yla 20 µg/mL Rnaz eklendi ve oda s�cakl�� �nda 30 dakika bekletildi. Rnaz 

uygulanmas�ndan sonra örnekler e� it hacimde fenol-kloroform-izoamil alkol (25:24:1) 

ile ekstre edildi. DNA içeren üst faz yeni bir tübe aktar�ld� ve 4 hacim PEG/NaCl 

çözeltisi ile iyice kar�� t�r�ld�ktan sonra 2–3 saat buz içerisinde tutuldu. Sürenin sonunda 

4°C’de 15000 dev./dk h�zda, 25 dakika santrifüj edilerek DNA çöktürüldü. Çökelti % 

70 (h/h)  etanol ile y�kand�, kurutuldu ve uygun hacimde TE içerisinde çözündürüldü. 

Haz�rlanan DNA örnekleri 4°C’de sakland� (215). 

 

5.9.2. Plazmid DNA’da Yap�lan Kontroller 

5.9.2.1. Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrol 

 Plazmid DNA’n�n topolojisini belirlemek ve plazmid yap�s�n�n do� rulu� unu 

kontrol etmek için enzimatik olarak kesilmeden önce % 0.7’lik agaroz jele uyguland� ve 

80 V/40 mA sabit elektrik ak�m� alt�nda 45 dakika boyunca elektroforez yap�ld�. Jelde 

görünen DNA bantlar�n�n kapal� halkasal, aç�k halkasal ve do� rusal formlar�n�n yüzdesi 

Kodak Digital Science DC40 Camera ve 1D Image Analysis Software sistemi 

kullan�larak hesapland�.  

 

 Kalitatif kontrolleri yap�lan plazmid DNA’lar� uygun restriksiyon 
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endonükleazlar� ile kesildikten sonra, agaroz jel elektroforezinde verdikleri DNA 

bantlar� ve boyutlar� de� erlendirilerek do� ruluklar� kontrol edildi. Bunun için pSV-� -

Gal plazmid DNA’s� Hind III restriksiyon endonükleaz� ile kesildi. Kesim i� lemi 25 µl 

reaksiyon ortam�nda gerçekle� tirildi. 4 µg plazmid DNA, 4 U enzim, 2.5 µl reaksiyon 

tamponu deiyonize distile su ile 25 µl’ye tamamland� ve 37°C’de su banyosu içerisinde 

2 saat süreyle kesime b�rak�ld�. Kesilen DNA örnekleri % 0.7’lik agaroz jel 

elektroforezi ile incelendi.  

 

5.9.2.2. Spektrofotometrik Kontrol 

 Plazmid DNA’lar�n 260 ve 280 nm dalga boylar�nda absorbanslar� ölçüldü ve 

AS ODN’lerinkine benzer � ekilde DNA miktarlar� ve safl�klar� belirlendi.  

 

5.9.2.3. Plazmid DNA Standart E� ri Çizimi  

 Plazmid DNA’lar�n TE (pH 8.00) tamponu içerisinde 0, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 ve 

4.0 µg/ml konsantrasyonlar�nda ve her konsantrasyon için 3 örnek olacak �ekilde 

standartlar� haz�rland�. Haz�rlanan örneklerin her birinin 260 nm dalga boyunda 

absorbanslar� ölçüldü. Konsantrasyonlara kar� �l�k gelen absorbans de� erleri grafi� e 

geçirildi. Elde edilen de� erlerin regresyon analizi yap�ld� ve do� ru denklemi hesapland�. 

 

5.9.2.4. Plazmid DNA’n�n ve Antisens Oligonükleotidin PAGE (Poliakrilamid Jel 

Elektroforezi) ile � ncelenmesi 

 % 20’lik poliakrilamid jel haz�rland�. Kuyucuklara 3–5 µl DNA/AS ODN 

yüklendi. 100 V, 100 mA ak�m uygulanarak 2 saat yürütüldü. Plazmid DNA ve ODN, 

etidyum bromür ile boyanarak UV �� �� � alt�nda gözlendi. Olu� an jel resmi dijital kamera 

ile görüntülendi. 

 

5.9.3.  Plazmid DNA/Kitozan Komplekslerinin Haz�rlanmas� 

 Plazmid DNA ve kitozan çözeltileri basitçe kar�� t�r�larak ve vortekslenerek 1:1 

ve 1:2 (pDNA/kitozan) oran�nda plazmid DNA/kitozan kompleksleri haz�rland�. % 

0.25’lik (a/h) konsantrasyonda dü� ük molekül a� �rl� � �na sahip kitozan çözeltisinin 

üzerine TE (pH 8.00) tamponu içerisinde çözülmü�  haldeki plazmid DNA çözeltisi 

eklendi ve vortekslendi. Kompleks olu�umu için oda s�cakl�� �nda 30 dakika beklendi. 
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Haz�rlanan kompleksler Tablo 5.3’de verilen miktarlarda 3 seri halinde haz�rland�. 

 

Tablo 5.3. pDNA/Kitozan komplekslerinin pDNA ve kitozan miktarlar�. 

KOD Oran  pDNA miktar� 

(µg) 

% 0.25 (a/h) konsantrasyonda kullan�lan 

kitozan miktar� 

(µg) 

pK1 1: 1 10 6 

pK2 1: 2 10 12 

 

5.9.4.  Plazmid DNA/Kitozan Komplekslerinde Yap�lan Kontroller 

5.9.4.1. Agaroz Jel Elektroforezi ile Kompleks Olu�umunun Görüntülenmesi 

 Haz�rlanan kompleksler % 0.7’lik (a/h) konsantrasyonda haz�rlanm��  agaroz 

jelinde elektroforez yöntemiyle incelendi. Kompleks olu� umu için 30 dakika 

beklendikten sonra komplekslerden yakla� �k 10 µl al�narak % 0.7’lik agaroz jele 

uyguland�. Elektroforez i� lemi 80 V/40 mA sabit ak�m alt�nda 60 dakikada tamamland�. 

Plazmid DNA etidyum bromür ile boyanarak UV �� �� � alt�nda gözlendi. Olu�an jel 

resmi dijital kamera ile görüntülendi.  

 

5.9.4.2. Plazmid DNA/Kitozan Komplekslerinin Dnaz I’e Kar� � Stabilitesinin 

� ncelenmesi 

 Komplekslerin Dnaz I enzimi etkisiyle zamana göre parçalanma profilini 

incelemek amac�yla ç�plak plazmid DNA ve plazmid DNA/kitozan kompleksleri Dnaz I 

enzimi ile muamele edildi. Ç�plak DNA’n�n Dnaz I ile parçalanmas�n� incelemek için 6 

µl plazmid DNA çözeltisi  (6  µg pDNA) , 6 µl Dnaz I enzimi (6U), 5 µl Dnaz I 

reaksiyon tamponu (10x) , final hacim 50 µl olacak � ekilde bidistile deiyonize suyla 

tamamland�. Plazmid DNA/kitozan kompleksinin enzimatik stabilitesini tayin etmek 

için ise 10 µg DNA çözeltisi, 10 µg kitozan içeren çözeltiyle kar�� t�r�larak 1:1 (-/+) 

oran�nda kompleks haz�rland�, bu kompleksin üzerine 10 µl Dnaz enzimi, 10 µl 

reaksiyon tamponu ve 58 µl bidistile deiyonize su ilave edildi.  Reaksiyon çözeltisi 

37°C’de bekletildi ve 0 dakika, 2 saat ve 24 saat aral�klarla 10  µl örnek al�n�p Dnaz I’in 

etkisini durdurmak için üzerine 5 µl 0.5 M EDTA çözeltisi eklendi ve vortekslendi. Bu 

örnekler daha sonra % 0.7’lik (a/h) agaroz jel elektroforezinde incelendi. Plazmid 
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DNA’s� etidyum bromür ile boyanarak UV’de gözlendi. Olu� an jelin resmi dijital 

kamera ile görüntülendi.  

 

5.9.4.3. Plazmid DNA/Kitozan Komplekslerinin Serum Stabilitesinin � ncelenmesi 

 Ç�plak plazmid DNA ile DNA’n�n kitozan kompleksi üzerine % 10 fetal kalf 

serum ve 150 mM NaCl çözeltisi eklendi. 37°C’de bekletildi. 0 dakika, 1, 24 ve 48 saat 

aral�klarla 10 µl örnek al�nd� ve elektroforetik olarak de� erlendirildi.  

 

5.10. � N V�TRO TRANSFEKS� YON ÇALI � MASI  

 

5.10.1. Hücre Kültürü Pasaj� ve Hücre Kültürünün Devaml�l� � �n�n Sürdürülmesi 

Çal��malar� 

 Serum ve nükleazlara kar� � stabilitesi ön deneylerle belirlenmi�  olan 

pDNA/Kitozan kompleksleri He-La hücrelerine (Tablo 5.4)  transfekte edildi.  

 

Tablo 5.4 Hücre kültürü çal�� mas�nda kullan�lan hücre tipi ve özellikleri  

� smi ATCC No. Organizma 

Kayna� � 

Doku Tipi Morfolojisi Büyüme 

Özelli� i 

HeLa CCL–2 Homo 

sapiens 

(�nsan) 

Serviks; epitel; 

adenokarsinom 

Epitel  Yap�� kan 

 

 Hücrelerin bak�m� ve pasajlanmas� için a�a� �daki prosedür izlendi: Hücreler % 

10 serum ve antibiyotik (penisilin-streptomisin) ve antimikotik (amfoterisin) içeren 

1xDMEM besiyerinde vidal� kapakl� hücre kültürü flasklar�nda ço� alt�ld�. Pasajlama 

i� lemi hücrelerin yo� unlu� una ba� l� olarak 3–4 günde bir yap�ld�. Pasajlama için 

besiyeri ortamdan uzakla� t�r�ld�ktan sonra kalan hücre tabakas� 2 ml steril PBS (pH 7.4) 

tamponu ile 2 kez y�kand�. 700 µl tripsin: EDTA (%0.05:% 0.05) çözeltisi ilave edildi 

ve 37°C’de 2–3 dakika kadar bekletilerek flaske tutunmu�  haldeki hücrelerin tamamen 

kalkmas� sa� land�. Hücre tabakas�n�n tamamen da� �ld�� � invert �� �k mikroskobu ile 

gözlenerek onayland�. Daha sonra hücrelerin üzerine 5 mL taze besiyeri ilave edildi ve 

birkaç kez pipetaj yap�larak hücre kümelerinin ayr�lmas� sa� land�. Kültürler % 5 
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karbondioksit ve % 98 nem içeren 37°C’lik etüvde inkübe edildi.  

 

5.10.1.1. Transfeksiyon Öncesi Hücre Ekimi ve Transfeksiyon 

 Transfeksiyon için hücreler tek tabaka halinde büyütüldü. Hücre ekim i� lemi için 

yöntem 5.10.1’de belirtildi� i � ekilde tripsinize edilen hücrelerin üzerine 5 mL besiyeri 

eklendi ve 1000 rpm’de 4 dakika santrifüj edilerek hücreler çöktürüldü. Süpernatant 

at�ld� ve çökelti halindeki hücreler 1 mL besiyeri içerisinde tekrardan da� �t�ld�. Steril bir 

ependorfa 100 µl hücre süspansiyonu, 400 µl besiyeri ve 500 µl % 0.4’lük tripan mavisi 

çözeltisi kondu. Hücreler Thoma lam�n�n 16 büyük karelik alan�n�n en üst ve en sa�  

çizgisi d�� �nda kalan alan üzerindeki toplam ölü ve canl� hücre say�s� �eklinde ters fazl� 

mikroskoptan gözlenerek say�ld�. Bu i� lem Thoma lam�n�n di� er 16 büyük karelik 

bölmesi için de tekrarland�. Ortalama hücre say�s� hesapland�. Hücre say�s� için 

a�a� �daki formül kullan�ld�.  

                   

                                              Ortalama hücre say�s� 

Hücre say�s�/ml=                                                                     x (dilüsyon faktörü=10) 

                                                        10–4   

 

24- kuyucuklu hücre kültürü pla� �na her bir kuyucu� a 50x103 - 100x103 tane 

hücre ekimi yap�ld�. Hücreler bir gece 37°C’lik CO2 inkübatöründe inkübe edildi. 

pDNA ile transfeksiyon i� leminden önce hücrelerin üzerindeki besiyeri uzakla� t�r�ld�, 

daha sonra serumsuz taze besiyeri ilave edildi. Her bir kuyucuk için ayr� ayr� 

pDNA/kitozan kompleksleri haz�rland�. pDNA/kitozan kompleksleri verildikten sonra 

AS ODN içeren formülasyonlar�n etkinli� ini ölçmek için hücre ba� �na 2 µg AS ODN 

verilecek � ekilde AS ODN ta� �yan kompleks ve nanopartikül formülasyonlar� serumsuz 

besiyeri içinde süspanse edildi. Hücrelerin üzerindeki serumlu besiyeri 

uzakla� t�r�ld�ktan sonra AS ODN içeren formülasyonlar pDNA ile ayn� anda, pDNA 

verildikten 4 saat sonra ve pDNA verildikten 24 saat sonra olmak üzere 3 ayr� platede 

hücrelere verildi. AS ODN ta� �yan formülasyonlar�n verilmesinden 6 saat sonra 

hücrelere serumlu besiyeri ilave edildi.  pDNA verilmesinden 48 saat sonra al�nan hücre 

örneklerinde � -galaktozidaz tayini yap�ld�.  
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5.10.1.2. Floresans �� aretli (FITC) Antisens Oligonükleotidlerle � n Vitro 

Transfeksiyon Çal��mas� 

 Yöntem 5.10.2’de belirtildi� i � ekilde 24-kuyucuklu hücre kültürü pla� �na ekimi 

yap�lan hücrelere, ç�plak FITC-AS ODN ve FITC-AS ODN ile haz�rlanm��  olan 

kompleks (1:100(-/+)) formülasyonu verilerek AS ODN’lerin hücre içerisindeki 

lokalizasyonlar� incelendi.  

 

5.10.2. Beta-galaktozidaz Tayini 

5.10.2.1. Beta-galaktozidaz Standart E� risinin Haz�rlanmas� 

 Beta-galaktozidaz�n 1.0, 2.0, 2.5, 3.0 ve 4.0 µg/ml konsantrasyonlar�nda, her 

konsantrasyon için 3 örnek olacak �ekilde standartlar� haz�rland�. Standart haz�rlan�rken 

enzimin yan�s�ra distile su, A tamponu ve enzimin substrat� ONPG eklenerek toplam 

hacim 1 mL’ye tamamland�.  Haz�rlanan örnekler 19 saat 37°C’de inkübe edildi. 

�nkübasyon süresi doldu� unda her standard�n 420 nm dalga boyunda optik dansiteleri 

ölçüldü. Konsantrasyonlara kar� �l�k gelen optik dansite de� erleri grafi� e geçirildi. Elde 

edilen de� erlerin regresyon analizi yap�ld� ve do� ru denklemi hesapland�. Transfeksiyon 

çal��malar�nda bu standart e� ri kullan�larak hücrelerin sentezledi� i beta-gal protein 

miktar� tayin edildi. 

 

5.10.2.2. Beta-galaktozidaz Miktar Tayin Yöntemi 

 Hücrelerde transfeksiyonu takiben 24, 48 ve 72 saat aral�klarla al�nan hücre 

örnekleri üzerindeki besiyeri uzakla� t�r�ld�. Hücreler 2 defa PBS (pH 7.4 ) tamponu ile 

y�kand�. Üzerine 200 µl Triton-X–100-Lizis tamponu (x1) ilave edildi. Oda s�cakl�� �nda 

yatay çalkalay�c�da 30 dakika çalkalanmaya b�rak�ld�. Hücrelerin tamamen lizise 

u� ramas� için 2 defa -20°C’de dondurup 37°C’de çözüldü. 96- kuyucuklu yeni bir pla� a 

25 µl hücre lizat�, üzerine 135 µl Tampon A- � -merkaptoetanol çözeltisi eklendi. Hücre 

pla� �n�n kapa� � kapat�l�p 37°C’de 15 dakika bekletildi. Her bir kuyucu� un üzerine 50 µl 

ONPG çözeltisi eklendi ve kapal� halde 37°C’de aç�k sar� renk olu� ana kadar (19 saat) 

inkübe edildi. Aç�k sar� renk olu� tu� unda reaksiyonu durdurmak için her bir kuyucu� a 

90 µl 1 M Na2CO3 çözeltisi eklendi. 420 nm’de optik dansite okundu.  
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 � -galaktozidaz�n spesifik aktivite ve protein konsantrasyonu a�a� �daki formüller 

kullan�larak hesapland� (221). 

1. OD420/0.0045 = nmol/ml 

2. nmol/ml x toplam deney hacmi (lizat + tampon A+ ONPG+ Na2CO3) = nmol 

3. nmol/37°C’deki inkübasyon süresi (dakika) = nmol/dk (ünite) 

4. ünite/deneyde kullan�lan lizat hacmi (µl) / 1 µl lizattaki toplam protein 

konsantrasyonu (mg) = ünite / lizat (mg) 

 

5.10.2.3. X-Gal Boyama Yöntemi ile Beta-Galaktozidaz Tayini  

 pDNA transfeksiyonu yap�lm��  hücrelerin beta-galaktozidaz enzimini 

sentezlediklerini görebilmek için hücrelerin üzerindeki besiyeri uzakla� t�r�ld�ktan sonra 

hücreler 2 kez PBS (pH 7.4) tamponu ile y�kand�. % 0.1 (h/h) gluteraldehit ve % 2 (h/h) 

formaldehitin PBS içerisindeki çözeltisi ile hücrelerin üzeri kapland�. 20 dakika 

bekletilerek hücrelerin fiksasyonu sa� land�. Tekrardan PBS ile y�kama yap�ld�. X-gal 

boyama çözeltisi ile hücrelerin üzeri kapland� ve 1 gece 37°C’de inkübasyona b�rak�ld�. 

 

5.10.3. � statiksel De� erlendirme 

Tez kapsam�nda elde edilen sonuçlar�n istatiksel olarak de� erlendirmesinde, Kruskal-

Wallis, Pearson’s Correlation test ve Mann-Whitney U testi kullan�ld�. Tüm testlerde  

p < 0.05 anlaml� kabul edildi.   
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6. BULGULAR 

 

6.1. ANT� SENS OL�GONÜKLEOT � DLERE �L �� K� N BULGULAR 

6.1.1. Antisens Oligonükleotid Çözeltilerinin Haz�rlanmas�na � li � kin Bulgular 

 AS ODN’ler yöntem 5.8.1’de belirtildi� i gibi 1 mL TE (pH 8.0) tamponu 

içerisinde çözüldü. 

 

6.1.2. Antisens Oligonükleotidlerin Agaroz Jel elektroforezi ile Kontrolüne � li � kin 

Bulgular 

 AS ODN (1 µg) % 1’lik (a/h) agaroz jele yüklendi ve elektroforez çal�� mas� 

yöntem 5.8.2’de belirtildi� i � ekilde yap�ld�. Elektroforez sonras� çekilen jel foto� raf� 

Resim 6.1.1’de verilmi� tir. AS ODN’in tek bir bant halinde oldu� u görüldü.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 

 

Resim 6.1.1 Antisens oligonükleotidin agaroz jel elektroforezi ile analizi. 

 
6.1.3. Antisens Oligonükleotidlerin Spektrofotometrik Kontrolüne � li � kin Bulgular 

 Yöntem 5.8.3’de belirtildi� i � ekilde AS ODN’in maksimum absorbans 

gösterdi� i dalga boyu incelendi. AS ODN’in UV spektrumu � ekil 6.1.1’de verilmi� tir. 

Maksimum absorbans gösterdi� i dalga boyunun 260 nm oldu� u gözlendi ve miktar 

tayini için daha sonraki çal��malarda bu dalga boyunda spektrofotometrik ölçümler 

yap�ld�. 
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� ekil 6.1.1. Antisens Oligonükleotid UV spektrumu 

 
6.1.4. Antisens Oligonükleotid Standart E� ri Çizimine � li � kin Bulgular 

 Antisens oligonükleotidlerle çal�� �rken TE (pH 8.0) ve PBS (pH 7.4) tamponlar� 

kullan�ld�� � için, Yöntem 5.8.4’de belirtildi� i � ekilde TE (pH 8.0) veya PBS (pH 7.4) 

tamponlar� içerisinde haz�rlanan örneklerin 260 nm dalga boyunda absorbanslar� 

ölçülerek standart e� rileri haz�rland�. Sonuçta elde edilen standart e� rilerin do� ru 

denkleminin y=0,0281x ve R2=0,9956 ile y=0,0208x ve R2=0,9909 oldu� u saptand� ve 

tez çal�� mas� kapsam�ndaki çal�� malarda kullan�labilece� ine karar verildi. TE ve PBS 

tamponlar�nda haz�rlanm��  standartlar�n konsantrasyon ve optik dansite de� erleri Tablo 

6.1.1 ve Tablo 6.1.2’de, standart e� rileri ise � ekil 6.1.2 ve � ekil 6.1.3’de verilmi� tir. 
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Tablo 6.1.1 TE (pH 8.0) tamponunda haz�rlanm��  standartlar�n optik dansite ölçümleri 

Fosforotiyoat Oligo Konsantrasyonu 

(mcg/ml) 

OD (260 nm) ± SD, n=3 

1.00 0.0273 ± 0.003 

1.50 0.0440 ± 0.006 

2.00 0.0587 ± 0.002 

2.50 0.0670 ± 0.002 

3.00 0.0813 ± 0.003 

4.00 0.1150 ± 0.009 

 

 

 

� ekil 6.1.2. Fosforotiyoat oligonükleotidin TE tamponu içerisindeki farkl� 

konsantrasyonlar�nda spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda gösterdi� i absorpsiyon 

spektrumuna ili� kin standart e� ri. 
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Tablo 6.1.2 PBS (pH 7.4) tamponunda haz�rlanm��  standartlar�n optik dansite ölçümleri 

Fosforotiyoat Oligo Konsantrasyonu 

(mcg/ml) 

OD (260 nm) ± SD, n=3 

1.00 0,0163 ± 0,007 

1.50 0,0283 ± 0,007 

2.50 0,0523 ± 0,002  
3.00 0,0663 ± 0,001 

4.00 0,0823 ± 0,005 

 

y = 0,0208x

R2 = 0,9909
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� ekil 6.1.3. Fosforotiyoat oligonükleotidin PBS tamponu içerisindeki farkl� 

konsantrasyonlar�nda spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda gösterdi� i absorpsiyon 

spektrumuna ili� kin standart e� ri. 
 

6.1.5. ANT� SENS OL� GONÜKLEOT � D �ÇEREN FARMASÖT � K � EK� LLER � N 

HAZIRLANMASINA � L �� K �N BULGULAR 

 

6.1.5.1. ANT� SENS OL� GONÜKLEOT �D/K �TOZAN KOMPLEKSLER � N�N 

HAZIRLANMASINA � L �� K �N BULGULAR 

 Yöntem 5.8.5.1’de belirtildi� i � ekilde % 0.25 ve % 0.5 (a/h) konsantrasyonlarda 

150 kDa ve 70 kDa dü�ük molekül a� �rl� � �na sahip kitozan ve orta molekül a� �rl� � �na 

sahip kitozan kullan�larak AS ODN/Kitozan kompleksleri haz�rland�. Haz�rlanan 
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komplekslerdeki AS ODN/Kitozan oranlar� ve formülasyon parametreleri yöntem 

5.8.5.1’in alt�nda Tablo 5.1’de verilmi� tir. 

 

6.1.5.2. ANT�SENS OL� GONÜKLEOT �D/K �TOZAN KOMPLEKSLER � NDE 

YAPILAN KONTROLLERE � L �� K� N BULGULAR 

 AS ODN/Kitozan kompleks formülasyonlar�nda; elektroforetik olarak kompleks 

olu�umunun saptanmas�, serum ve nükleazlara (Dnaz I) kar� � komplekslerin 

stabilitelerinin ara� t�r�lmas�, yüzeyel ve morfolojik özelliklerinin transmisyon elektron 

mikroskobunda (TEM) incelenmesi çal��malar� yap�lm�� t�r. 

 

6.1.5.2.1. Agaroz Jel Elektroforezi ile Kompleks Olu� umunun Görüntülenmesine 

� li � kin Bulgular 

 Yöntem 5.8.5.1’de belirtildi� i � ekilde Tablo 5.1.’de verilen oranlarda haz�rlanan 

komplekslerden 10 µl (4 µg) al�narak yöntem 5.8.2’de belirtildi� i gibi haz�rlanan % 1 

(a/h) konsantrasyondaki agaroz jel elektroforezine uyguland�. % 0.25 dü� ük molekül 

a� �rl�kl� (150 kDa) kitozan ile haz�rlanm��  kompleksler Resim 6.1.2’de, % 0.5 dü� ük 

molekül a� �rl�kl� (150 kDa) kitozan ile haz�rlanm��  kompleksler Resim 6.1.3’de, % 0.25 

dü� ük molekül a� �rl�kl� (70 kDa) kitozan ile haz�rlanm��  kompleksler Resim 6.1.4’de, 

% 0.5 dü� ük molekül a� �rl�kl� (70 kDa) kitozan ile haz�rlanm��  kompleksler Resim 

6.1.5’de, % 0.25 orta molekül a� �rl�kl� kitozan ile haz�rlanm��  kompleksler Resim 

6.1.6’da, % 0.5 orta molekül a� �rl�kl� kitozan ile haz�rlanm��  kompleksler ise Resim 

6.1.7’de verilmi� tir.  

 

 Kompleks olu� umunun agaroz jel elektroforezi ile incelenmesinin sonucunda 

oligonükleotidler ile kitozan aras�nda ancak k�smi kompleksler olu� turulabildi� i 

gözlendi. Jel ceplerindeki parlakl�kla birlikte serbest AS ODN’ler de görüldü. 1:20 ve 

1:100 AS ODN/Kitozan oran�ndaki komplekslerin resimlerinde jel cebindeki parlakl�� �n 

daha belirgin olarak görüldü� ü, 1:20 oran�nda kompleks olu� turmam��  olan serbest AS 

ODN miktar�n�n di� er oranlara göre azald�� � ve 1:100 oran�nda ise kompleksin 

optimum oldu� u gözlendi. Farkl� molekül a� �rl� � �na sahip kitozan kullan�larak yap�lan 

çal��malarda da benzer sonuçlar gözlendi, kitozan�n molekül a� �rl� � � ile AS 

ODN/kitozan kompleks olu� umu aras�nda bir ili� ki olmad�� � sonucuna ula� �ld�. 
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Resim 6.1.2. % 0.25 dü�ük molekül a� �rl�kl� (150 kDa) kitozan ile haz�rlanm��  AS 

ODN/Kitozan komplekslerinin elektroforetik olarak kontrolü. S. Serbest AS ODN.  

 
                              

 

Resim 6.1.3. % 0.5 dü�ük molekül a� �rl�kl� (150 kDa) kitozan ile haz�rlanm��  AS 

ODN/Kitozan komplekslerinin elektroforetik olarak kontrolü. S. Serbest AS ODN.  
 

                           

 

1:100 1:20  1:10   1:6    1:4    1:2    1:1   1:0,5    S  

1:100  1:20   1:10   1:6   1:4   1:2    1:1   1:0,5    S 
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Resim 6.1.4. % 0.25 dü�ük molekül a� �rl�kl� (70 kDa) kitozan ile haz�rlanm��  AS 

ODN/Kitozan komplekslerinin elektroforetik olarak kontrolü. S. Serbest AS ODN.  
 

                            

 

Resim 6.1.5. % 0.5 dü�ük molekül a� �rl�kl� (70 kDa) kitozan ile haz�rlanm��  AS 

ODN/Kitozan komplekslerinin elektroforetik olarak kontrolü. S. Serbest AS ODN.  
 

                               

1:100   1:20  1:10    1:6     1:4    1:2     1:1    1:0.5    S 

1:100  1:20  1:10   1:6    1:4    1:2   1:1    :0.5     S 



 103 

                             

 

Resim 6.1.6. % 0.25 orta molekül a� �rl�kl� kitozan ile haz�rlanm��  AS ODN/Kitozan 

komplekslerinin elektroforetik olarak kontrolü. S. Serbest AS ODN. 

 

                            

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 6.1.7. % 0.5 orta molekül a� �rl�kl� kitozan ile haz�rlanm��  AS ODN/Kitozan 

komplekslerinin elektroforetik olarak kontrolü. S. Serbest AS ODN.  

 
6.1.5.2.2. Antisens Oligonükleotid/Kitozan Komplekslerinin Dnaz I’e Kar� � 

Stabilitesinin � ncelenmesine � li � kin Bulgular 

 Komplekslerin koruyucu etkisinin olup olmad�� �n� anlayabilmek için yöntem 

 

1:100  1:20  1:10   1:6   1:4   1:2   1:1   1:0.5    S 

S      1:0,5    1:1      1:2      1.4       1:6     1:10    1:20  1:100 
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5.8.5.2.2’de belirtildi� i gibi öncelikle ç�plak fosforotiyoat oligonükleotid ile stabilite 

çal��mas� yap�l�p daha sonra elektroforetik inceleme sonucunda kompleks olu� umunun 

gözlendi� i 1:20 (AS ODN/Kitozan) oranda haz�rlanan kompleks üzerinde ayn� çal�� ma 

tekrarlanm�� t�r.  

 

 Ç�plak AS ODN’in Dnaz I enzimine kar� � stabilitesine ili� kin jel foto� raf� Resim 

6.1.8’de verilmi� tir. Ç�plak oligonükleotidin 2.saatte Dnaz I enziminin etkisiyle 

parçalanmaya ba� lad�� �, 24. saatte ise tamamen kayboldu� u gözlenmi� tir. 

 

                                                           

                                              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 6.1.8. Ç�plak AS ODN’in 2 saat ve 24 saat aral�klarla Dnaz I’e kar� � 

degredasyon profili S. Serbest AS ODN  
 

 AS ODN/Kitozan kompleksinin Dnaz I enzimine kar� � stabilitesine ili� kin jel 

foto� raf� ise Resim 6.1.9’da verilmi� tir. AS ODN/Kitozan (-/+) (1:20) kompleksinin 

Dnaz I enzimi ile muamele edilmesinden hemen sonra kompleksin içerisine al�namam��  

olan ODN’in parçalanmaya ba� lad�� �, kompleksin ise 24.saatten itibaren jel 

ceplerindeki parlakl�� �n� yitirerek ayr�� maya ba� lad�� � ancak kompleksten ayr�� an 

ODN’in, 48 saat boyunca nükleaz degredasyonundan korunabildi� i sonucuna 

ula� �lm�� t�r.  

 

 

24.s  2.s   S 
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Resim 6.1.9. 1:20 (-/+) oran�nda haz�rlanan AS ODN/kitozan kompleksinin 0, 5, 15, 30 

ve 60 dakika ve 2, 24, 28 saat aral�klarla Dnaz I’e kar� � degredasyon profili.  

S. Serbest AS ODN K.  AS ODN/kitozan (-/+) kompleksi (1:20).  
 

6.1.5.2.3. Antisens Oligonükleotid/Kitozan Komplekslerinin Serum Stabilitelerinin 

� ncelenmesine � li � kin Bulgular 

 Kompleksin serumun parçalay�c� etkisine kar� � stabilitesini ölçmek üzere; 

yöntem 5.8.5.2.3’de belirtildi� i � ekilde öncelikle ç�plak oligonükleotid ile daha 

sonras�nda ise kompleks ile serum stabilite çal��mas� yap�ld�. Bu çal��mada stabilitesi 

tayin edilecek olan AS ODN ve kompleksler in vitro hücre kültürü ortam�nda kullan�lan 

oranda (% 10 (a/h) ) fetal bovin serum içeren 150 mM NaCl içerisinde 37°C’de 0, 60 

dakika, 24 ve 48 saat boyunca bekletildikten sonra al�nan örnekler % 1’lik (a/h) agaroz 

jel elektroforezi ile incelendi.  

 

 Ç�plak oligonükleotidin serum stabilitesine ili� kin jel foto� raf� Resim 6.1.10’da 

verilmi� tir. Ç�plak fosforotiyoat oligonükleotidin serum ile muamele edilmesini takiben 

0.dakikadan itibaren yap�s�nda de� i�meler oldu� u ve 48. saat sonunda iki ayr� band 

halinde ayr�ld�� � gözlenmi� tir.  

 

 

                       48.s    24.s    2.s     60’    30’     15’     5’       0’      K       S 
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Resim 6.1.10. Ç�plak fosforotiyoat oligonükleotidin 1, 24 ve 48 saat aral�klarla seruma 

kar� � degredasyon profili S. Serbest AS ODN C. Kontrol (serum ile muamele edilmeyen 

oligonükleotid).  

 
 Kompleksin serum stabilitesine ili� kin jel foto� raf� ise Resim 6.1.11’de 

verilmi� tir. AS ODN/kitozan kompleksinin serum ile muamele edilmesinden 30 dakika 

sonra kompleksin ayr��maya ba� lad�� � ve ayr�� an oligonükleotidin yap�s�nda de� i�meler 

oldu� u, ancak ç�plak AS ODN’inkinden farkl� olarak 2 ayr� banda ayr�lmad�� � ve 

48.saatte bile AS ODN’in tam olarak kaybolmad�� � gözlenmi� tir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                    48.s        24.s        60’          0’           C           S           
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Resim 6.1.11. 1:20 (-/+) oran�nda haz�rlanan kompleksinin 1, 24 ve 48 saat aral�klarla 

seruma kar� � degredasyon profili S. Serbest AS ODN K. AS ODN/kitozan kompleksi 

(1:20) (-/+))  
 

6.1.5.2.4. Antisens Oligonükleotid/Kitozan Kompleks Olu� umunun TEM ile 

Görüntülenmesine � li � kin Bulgular 

 AS ODN/Kitozan kompleks formülasyonunun morfolojik özelliklerini 

belirlemek amac�yla TEM incelemesi yöntem 5.8.5.2.4’de belirtildi � i gibi negatif 

boyama yöntemi kullan�larak gerçekle� tirildi.  Bu incelemenin sonucunda; in vitro 

hücre transfeksiyonu aç�s�ndan uygun boyutlara sahip kompleks yap�lar�n�n olu� tu� u 

gözlenmi� tir. (Resim 6.1.12) 

 

 

 

 

 

 

 

 

48.s      24.s       60’      30’        0’         K          S 
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Resim 6.1.12. AS ODN/Kitozan kompleksinin TEM görüntüsü. 

 
6.1.5.2.5. Antisens Oligonükleotid/Kitozan Komplekslerinin Zeta-Potansiyel 

Ölçümlerine � li � kin Bulgular 

 AS ODN/Kitozan komplekslerinde, yüzey yük (zeta potansiyel) ölçüm 

çal��malar�, yöntem 5.8.5.2.5’de belirtildi� i � ekilde gerçekle� tirildi. Kitozan ve serbest 

AS ODN’in zeta potansiyel ölçüm sonuçlar� Tablo 6.1.3’de verilmi� tir. Komplekslere 

ili � kin zeta-potansiyel ölçüm sonuçlar� ise Tablo 6.1.4’de verilmi� tir.  

 

 Yap�lan ölçümler sonucunda, serbest AS ODN’in negatif yüzey yük 

yo� unlu� una sahip oldu� u, kitozan�n ise 57.9 ± 2.3 gibi yüksek pozitif yüzey yük 

yo� unlu� una sahip oldu� u gözlendi. Komplekslerin sonuçlar�na göre ise sadece 1:0.5 (-

/+) oran�nda yap�lm��  olan kompleksin yüzey yük de� erinin negatif oldu� u, bu 

kompleks oran�nda kullan�lan kitozan�n pozitif yükünün AS ODN’in negatif yükünü 

kapatmaya yeterli olmad�� �, buna kar� �n 1:10 ve 1:100 (-/+) oran�nda haz�rlanm��  olan 

komplekslerin ise pozitif yük yo� unlu� una sahip olduklar� gözlendi. Haz�rlanan 
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kompleks formülasyonlar�n�n aralar�nda istatiksel aç�dan anlaml� bir fark vard�r. 

(p<0.05) 

  

Komplekslerdeki kitozan oran�n�n artmas�yla yüzey yük yo� unlu� unun da do� ru orant�l� 

olarak artt�� �, aralar�nda istatiksel olarak anlaml� bir ili� kinin oldu� u saptand�. (p<0.05)  

 

6.1.5.2.6. Antisens Oligonükleotid/Kitozan Komplekslerinin Partikül Büyüklü � ü 

Ölçümlerine � li � kin Bulgular 

 AS ODN/Kitozan komplekslerinde partikül boyutunun saptanmas� yöntem 

5.8.5.2.6’da belirtildi� i � ekilde gerçekle� tirildi. Kitozan ve serbest AS ODN’in partikül 

büyüklü� ü ölçüm sonuçlar� Tablo 6.1.3’de verilmi� tir. Komplekslere ili� kin partikül 

büyüklü� ü ölçüm sonuçlar� ise Tablo 6.1.4’de verilmi� tir.  

 

 Yap�lan ölçümlerde, kompleks partikül boyutlar�n�n 171 ± 10,56 nm ile 198 ± 

12,68 nm aras�nda de� i� ti� i ve aralar�nda istatiksel aç�dan anlaml� bir fark oldu� u 

bulundu. Komplekslerdeki kitozan miktar� ile partikül boyutu aras�nda ise istatiksel 

olarak anlaml� bir ili� ki yoktur. (p>0.05) 

 

Tablo 6.1.3. AS ODN ve kitozan�n zeta potansiyel ve partikül büyüklü� ü de� erleri 

Ölçülen madde Zeta potansiyel 

(mV ± SD) 

Partikül büyüklü � ü 

(nm ± SD) 

Kitozan 57.9 ± 2.3 4368 nm ± 0.58 
AS ODN — 28.3 ± 11.6 448 nm ± 0.12 
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Tablo 6.1.4. AS ODN/Kitozan komplekslerinin zeta-potansiyel ve partikül büyüklü� ü 

de� erleri 

 

KOD As ODN/Kitozan 

Oran� (-/+) 

Zeta-Potansiyel 

(mV ± SD) 

Partikül Büyüklü � ü 

(nm ± SD)  

K1 1: 0.5 — 17.4 ± 2.5 171 ± 10.56 

K2 1: 10 9.34 ± 5.6 198 ± 12.68 

K3 1: 100 34.5 ± 3.1 186 ± 8.73 

 

          
6.1.5.3. ANT�SENS OL�GONÜKLEOT � D � ÇEREN K�TOZAN 

NANOPART� KÜLLER �N HAZIRLANMASINA � L �� K �N BULGULAR 

 

6.1.5.3.1. � yonotropik Jelle� me Yöntemi ile Nanopartikül Haz�rlanmas�na � li � kin 

Bulgular 

 Yöntem 5.8.5.3’ün alt�nda yer alan 5.8.5.3.1’de belirtildi� i � ekilde % 0.25 ve % 

0.5 (a/h) konsantrasyonlarda 150 kDa dü� ük molekül a� �rl� � �na sahip kitozan 

kullan�larak AS ODN/Kitozan nanopartikülleri haz�rland�. Haz�rlanan 

nanopartiküllerdeki AS ODN miktar� ve kitozan konsantrasyonu gibi formülasyon 

parametreleri yöntem 5.8.5.3.1’in alt�nda Tablo 5.2’de verilmi� tir. 

 

6.1.5.3.2. Adsorbsiyon Yöntemi ile Nanopartikül Haz�rlanmas�na � li � kin Bulgular 

 Yöntem 5.8.5.3’ün alt�nda yer alan 5.8.5.3.2’de belirtildi� i � ekilde 3 seri halinde 

nanopartiküller haz�rland�. 15 dakika sonras�nda ba� lang�çta 40 µg konulan AS ODN’in 

tümünün nanopartiküllere adsorbe oldu� u gözlendi.  
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6.1.5.4. ANT� SENS OL� GONÜKLEOT � D NANOPART�KÜLLER �NDE 

YAPILAN KONTROLLERE � L �� K� N BULGULAR 

 

6.1.5.4.1. Nanopartiküllerin Verim ve Yüzde Enkapsülasyon Etkinli � inin 

Saptanmas�na � li � kin Bulgular 

 AS ODN nanopartiküllerinde verim ve yüzde enkapsülasyon etkinli� inin 

belirlenmesi çal�� malar�, yöntem 5.8.5.4.1’de belirtildi� i � ekilde gerçekle� tirildi. 

Nanopartikül formülasyonlar�na ili� kin elde edilen verim ve yüzde enkapsülasyon 

etkinli� i de� erleri, Tablo 6.1.5 ve 6.1.6’da verilmi� tir.  

 

 Tablo 5.2.’de verilen formülasyon parametrelerine göre haz�rlanan 

nanopartiküllerin verim ve % enkapsülasyon de� erlerinin belirlenmesi amac� ile yap�lan 

çal��malarda Tablo 6.1.5 ve 6.1.6’da görüldü� ü gibi; formülasyon veriminin % 51.05 

ile % 72.73 de� erleri aras�nda de� i� ti� i saptand�. Haz�rlanan nanopartiküllerde elde 

edilen verim ile kitozan�n molekül a� �rl� � � aras�nda bir ili� ki olmad�� � sonucuna ula� �ld�. 

 

 Nanopartiküllerin % enkapsülasyon de� erinin ise % 97.89 ± 3.0 ile % 100 

aras�nda de� i� ti� i saptand�. Elde edilen % enkapsülasyon de� erlerinin oldukça yüksek 

oldu� u gözlendi. Haz�rlanan nanopartiküllerde elde edilen % enkapsülasyon ile 

kitozan�n molekül a� �rl� � � aras�nda istatiksel aç�dan anlaml� bir ili� ki olmad�� � sonucuna 

ula� �ld�. (p>0.05) 

 

Sonuç olarak, tez kapsam�nda kullan�lan yöntem ile istenilen derecede yüksek 

enkapsülasyon etkinli� i de� erlerine sahip kitozan ve AS ODN içeren nanopartiküller 

elde edildi.  

 

6.1.5.4.2. Nanopartiküllerin Zeta-Potansiyel De� erlerinin Ölçülmesine � li � kin 

Bulgular  

 AS ODN nanopartikül formülasyonlar�n�n yüzey yük (zeta-potansiyel) de� erleri 

yöntem 5.8.5.4.2’de belirtildi� i � ekilde çal�� �larak elde edildi. Nanopartikül 

formülasyonlar�na ili� kin, partikül net yüzey yükü ölçüm sonuçlar�, Tablo 6.1.5, 6.1.6 

ve 6.1.7’de verilmi� tir.  
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 Haz�rlanan nanopartikül formülasyonlar�n�n tamam�nda yüzey yük de� erlerinin 

pozitif (+) de� er aral�� �nda 10.1 ± 1.5 mV ile 13.4 ± 1.4 mV aras�nda de� i� ti� i ve 

aralar�nda istatiksel olarak anlaml� bir fark oldu� u (p<0.05) saptand�.  Elde edilen 

yüzeyel yük ölçüm de� erleri sonuçlar�na göre, kitozan konsantrasyonu ve formülasyona 

ilave edilen AS ODN miktar� ile yüzey yükü aras�nda istatiksel olarak anlaml� bir ili� ki 

yoktur. (p>0.05) Nanopartikül formülasyonlar�nda haz�rlama yönteminin 

nanopartiküllerin yüzey yükü de� erleri üzerinde etkili bir parametre olmad�� � gözlendi.  

 

6.1.5.4.3. Nanopartiküllerin Partikül Büyüklüklerinin Ölç ülmesine � li � kin Bulgular 

 AS ODN nanopartikül formülasyonlar�nda partikül boyutunun belirlenmesi 

i� lemi yöntem 5.8.5.4.3’de belirtildi� i � ekilde çal�� �ld�. Ölçüm sonuçlar� Tablo 6.1.5, 

6.1.6 ve 6.1.7’de verilmi� tir. 

 

 Yap�lan ölçümlerde, nanopartikül formülasyonlar�n�n partikül boyutunun 168 ± 

0,7 nm ile 2249 ± 0,9 nm aras�nda de� i� ti� i saptand�. Nanopartikül büyüklü� üne ba� l� 

olarak partiküllerin agregat olu� turma e� ilimleri nedeniyle partikül büyüklü� ü ölçümleri 

sonucunda baz� formülasyonlarda mikrometre boyutlar�na varan ölçümler gözlendi, 

hatta baz� formülasyonlarda agregasyon nedeniyle partikül büyüklü� ü ölçümü 

yap�lamad�. Nanopartiküllerin partikül büyüklükleri aras�nda istatiksel aç�dan anlaml� 

bir fark vard�r. (p<0.05)   

 

Nanopartiküllerin partikül boyutu ile formülasyona eklenen AS ODN miktar�, kitozan 

konsantrasyonu ve nanopartikül haz�rlama yöntemi aras�nda ise istatiksel aç�dan anlaml� 

bir ili � ki yoktur. (p>0.05) 
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Tablo 6.1.5.  % 0.25 (a/h) dü� ük molekül a� �rl�kl� kitozan ile haz�rlanm��  olan 

nanopartiküllerin verim, enkapsülasyon, zeta-potansiyel ve partikül büyüklü� ü de� erleri 

(n = 3)  

KOD Oligo 

miktar� 

(µg) 

Verim Enkapsülasyon 

(% ± SD) 

Zeta-

Potansiyel 

(mV ± SD) 

Partikül 

Büyüklü � ü 

(nm ± SD)  

NP-7 16.5 % 53.31 

(0.1333 g) 

97.99 ± 0.9 12.4 ± 1.9 168 ± 0,7 

NP-8 33 % 51.05 

(0.1276) 

97.89 ± 3.0 12.5 ± 2.3 2249 ± 0,9 *  

NP-9 66  % 59.13 

(0.1478) 

99.33 ± 1.15 13.3 ± 1.8 531 ± 1.5  

* Agregasyon 

 

Tablo 6.1.6.  % 0.5 (a/h) dü� ük molekül a� �rl�kl� kitozan ile haz�rlanm��  olan 

nanopartiküllerin verim, enkapsülasyon, zeta-potansiyel ve partikül büyüklü� ü de� erleri 

(n = 3) 

 

 

Tablo 6.1.7. Adsorpsiyon yöntemi ile haz�rlanan nanopartikülün zeta potansiyel ve 

partikül büyüklü� ü de� erleri (n=3) 

 
KOD Zeta potansiyel 

(mV ± SD 

Partikül büyüklü � ü 

(nm ± SD) 

Ads-1-oligo nanop. 10.8 ± 1.0 916 ± 2,7 
 

 

 

KOD Oligo 

miktar� 

(µg) 

Verim Enkapsülasyon 

(% ± SD) 

Zeta-

Potansiyel 

(mV ± SD) 

Partikül 

Büyüklü � ü 

(nm ± SD)  

NP-4 16.5 % 61.47 

(0.0462 g) 

100 ± 0 10.1 ± 1.5 770 ± 5,3 

NP-5 33 % 72.7289 

(0.1928 g) 

100 ± 0 

 

13.4 ± 1.4 Agregasyon çok, 

ölçüm yap�lamad� 
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6.1.5.4.4. Nanopartiküllerin Yüzey Özelliklerinin � ncelenmesine � li � kin Bulgular 

 AS ODN nanopartikül formülasyonlar�n�n � ekil ve yüzey özelliklerinin 

belirlenmesi amac� ile gerçekle� tirilen taray�c� elektron mikroskobu (SEM) 

incelemeleri, yöntem 5.8.5.4.4’de belirtildi� i � ekilde x100–140.000 büyütme aral�� �nda 

ve 20 kV artan voltaj ko� ullar�nda Jeol JSM–5910 LV cihaz�nda yap�ld�. Nanopartikül 

formülasyonlar�na ait taray�c� elektron mikroskobu (SEM) incelemelerine ili� kin 

elektron mikro� raflar� Resim 6.1.13 ve Resim 6.1.14’de verilmi� tir.  

 

 Nanopartikül formülasyonlar�n�n taray�c� elektron mikroskobu (SEM) 

incelemeleri sonuçlar�na göre; çal�� �lan yöntem ile istenilen özelliklerde, küresel kitozan 

nanopartiküller elde edilmi� tir. (Resim 6.1.13).  

 

 Nanopartikül formülasyonlar�na ili� kin SEM boyut analizi sonuçlar�n�n yakla� �k 

olarak 160–200 nm aras�nda oldu� u saptand�. (Resim 6.1.14) 
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Resim 6.1.13. NP–9 nanopartikül formülasyonuna ait SEM foto� raf�. 

 

 

 

 

A B 

C D 

E 
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Resim 6.1.14. NP–7 nanopartikülüne ait SEM foto� raf� 

 
6.1.5.4.5. Nanopartiküllerden Antisens Oligonükleotid Serbestle� mesine � li � kin 

Bulgular  

 Haz�rlanan nanopartiküllerden AS ODN’in in vitro sal�m çal��malar�, yöntem 

5.8.5.4.5’de belirtildi� i � ekilde gerçekle� tirildi. Nanopartiküllerin PBS (pH 7.4) 

tamponu ile 3 hafta süresince yap�lan serbestle� me çal�� mas�n�n sonucunda serbestle�en 

AS ODN gözlenmedi. 

 

6.1.5.4.6. Nanopartiküllerin FT-IR (Fourier Transform Inf rared) ile Analizine 

� li � kin Bulgular 

 AS ODN/Kitozan nanopartiküllerinin Fourier Transform Infrared Spektroskopisi 

(FT-IR) yöntemi ile analiz çal�� malar�, yöntem 5.8.5.4.6’da belirtildi� i � ekilde 

gerçekle� tirildi.  
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 Kitozan, AS ODN ve nanopartiküle ait FT-IR spektrumlar� � ekil 6.1.4 ve 

6.1.5’de verilmi� tir. 

 

� ekil 6.1.4. Kitozan�n FT-IR spektrumu 

 

 Kitozan�n FT-IR spektrumuna göre 3450 cm-1’de amid I band�n�n –OH gruplar�, 

2878 cm-1’de C-H gerilme bantlar�, 1655 cm-1’de primer amidin asetil gruplar� (-

CONHR), 1590 ve 1604 cm-1’de –NH2 bantlar�, 1509 cm-1’de –NH3 band�, 1420 cm-

1’de C-H deformasyonlar�, 1550, 1661 ve 1625 cm–1 bölgesinde sekonder amidin C = O 

bantlar�, 1320 cm-1’de ise sekonder amidin C-N gerilme karakteristik bantlar� 

görülmektedir (222). (� ekil 6.1.4)  
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� ekil 6.1.5. Potasyum bromür tabletinin, fosfodiester ve fosforotiyoat oligonükleotidin, 

fosforotiyoat oligonükleotid ile haz�rlanm��  nanopartikül formülasyonunun FT-IR 

spektrumu. 
 

 Fosforotiyoat oligonükleotidin spektrumunda 1492 cm-1’de sitozin, 1609 cm-1’de 

adenin, 1663 cm-1’de timin, 1717 cm-1’de guanin baz�na ait bantlar göze çarpmaktad�r. 

1222 cm-1 bölgesinde ise asimetrik P-O2 gerilim band� gözlenmektedir. 3411 cm-1’de 

NH2 veya CONH bandlar� görülmektedir (223). (� ekil 6.1.5)  

 

 Fosforotiyoat oligonükleotid ile haz�rlanm��  olan kitozan nanopartikülün IR 

spektrumuna bak�ld�� �nda ise, fosforotiyoat oligonun 1051 ve 1036 cm-1’deki 

bantlar�n�n kayboldu� u ve yerine 1100 cm-1’de geni�  bir bant olu� tu� u görülmektedir. 

1383 cm-1’de kitozandan gelen karakteristik bant gözlenmektedir. 1642 cm-1’de yine 

kitozana ait karakteristik amid band� ve nükleotidlerden gelen –CONH band� 

görülmektedir. 3411 cm-1’de ise nükleotidlerin NH2 veya CONH band� izlenmektedir. 
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Nükleotidlere ait 1717, 1663, 1609 ve 1409 cm–1 bölgelerindeki karakteristik bantlar�n 

nanopartikül spektrumunda gözlenmemesi oligonükleotidlerin yap�s�nda bir de� i� me 

oldu� unu göztermektedir. Nanopartikül spektrumunun parmak izi bölgesinin (596–1100 

cm–1) hem oligonükleotidinkinden hem de kitozan�nkinden farkl� oldu� u ve yeni farkl� 

bantlar�n olu� tu� u görülmektedir.(� ekil 6.1.5) 

 

 Sonuç olarak, nanopartikülün IR spektrumundan kitozan ve oligonükleotid 

aras�nda bir ba� lanma gerçekle� ti� ini ve yeni bir yap�n�n olu� tu� unu söyleyebiliriz. 

Nanopartikül formülasyonu sonras�nda oligonükleotid ve kitozan spektrumlar�ndan 

farkl� yeni bantlar�n olu� tu� unu ve spektrumun ham maddelerin spektrumundan farkl� 

oldu� unu görmekteyiz. (� ekil 6.1.5) 

 

6.1.5.4.7. Nanopartiküllerinin Dnaz I Enzim Stabilitesine � li � kin Bulgular 

 Nanopartiküllerin yöntem 5.8.5.4.7’de belirtildi� i � ekilde Dnaz I enzimine kar� � 

stabilitesi incelendi. 0, 1, 4, 6 ve 24 saat aral�klarla al�nan örneklerin spektrofotometrik 

ve elektroforetik incelemelerinin sonunda nanopartiküllerden hiç AS ODN sal�nmad�� � 

ve nanopartiküllerin Dnaz enzimine kar� � oldukça stabil oldu� u gözlendi.  

 

6.1.5.4.8. Nanopartiküllerinin Serum Stabilitesine � li � kin Bulgular 

 Nanopartiküllerin yöntem 5.8.5.4.8’de belirtildi� i � ekilde serum bile�enlerine 

kar� � stabilitesi incelendi. 0, 1, 4, 6, 24, 48 ve 72 saat aral�klarla al�nan örneklerin 

spektrofotometrik ve elektroforetik incelemelerinin sonunda nanopartiküllerden hiç AS 

ODN sal�nmad�� � ve nanopartiküllerin serum bile� enlerine kar� � oldukça stabil oldu� u 

gözlendi.  

 

6.2. PLAZM� D DNA’YA � L �� K� N BULGULAR 

 

6.2.1. Plazmid DNA’n�n � zolasyonuna � li � kin Bulgular 

 Yöntem 5.9.1.1’de belirtildi� i � ekilde plazmid DNA izolasyonu gerçekle� tirildi. 

Elde edilen pDNA’lar yöntem 5.9.1.2 kullan�larak safla� t�r�ld�.  
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6.2.2. Plazmid DNA’n�n Kontrolüne � li � kin Bulgular 

 �zole edilen plazmid DNA’n�n miktar tayini, safl�k derecesi ve yap�sal kontrolü, 

yöntem 5.9.2’nin alt�nda yer alan 5.9.2.1 ve 5.9.2.2’de belirtildi� i � ekilde elektroforetik 

ve spektrofotometrik olarak yap�ld�.  

 

6.2.2.1. Plazmid DNA’n�n Elektroforetik Kontrolüne � li � kin Bulgular 

 Yöntem 5.9.1.1’de belirtildi� i � ekilde izole edilen pDNA;  safl�k derecesinin, 

içerdi� i yap�sal formlar�n ve restriksiyon enzim haritas�n�n do� rulu� u agaroz jel 

elektroforezi yöntemi kullan�larak yöntem 5.9.2.1’de belirtildi� i � ekilde incelendi. pSV-

� -Gal kontrol vektörünün izolasyon sonras� elektroforetik incelemelerine ili� kin agaroz 

jel foto� raf� Resim 6.2.1.’de verilmi� tir. 

 

 Agaroz jel elektroforezi sonucunda; izole edilmi�  olan plazmid DNA’s�n�n % 70 

oran�nda standart DNA’n�n 4361 bç band�n�n hizas�nda banda sahip olan kapal� 

halkasal, % 30 oran�nda ise 23130 bç band�na yak�n banda sahip olan aç�k halkasal 

formda oldu� u gözlendi. pDNA’n�n restriksiyon enzim haritas�nda yer alan Hind III 

restriksiyon enzimi ile yöntem 5.9.2.1’de belirtildi� i gibi kesilmesi sonucunda ise 

pDNA’n�n do� rusal hale getirilebilirli� i ve 6820 bç uzunlu� unda bir DNA molekülü 

oldu� u ispatland�. (Resim 6.2.1.) 
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Resim 6.2.1. pSV-� -Gal plazmid DNA’s�n�n agaroz jel foto� raf�. 

M. Standart DNA (
  DNA / Hind III)  P. pSV-� -Gal plazmid DNA   

A. pSV-� -Gal + Hind III kesim sonucu 
 

6.2.2.2. Plazmid DNA’n�n Spektrofotometrik Kontrolüne � li � kin Bulgular 

 Esherichia coli DH5 �  konak bakterisinden, yöntem 5.9.1.1’de belirtildi� i 

� ekilde izole edilen pSV-� -Gal kontrol vektörünün (pDNA), izolasyon sonras� miktar 

tayini ve safl�k derecesi tesbiti yöntem 5.9.2.2’de belirtildi � i � ekilde spektrofotometrik 

olarak yap�ld�. 

 

 pDNA miktar tayini için, 1/100 (pDNA/TE tamponu) oran�nda steril pH 8.0 TE 

tamponunda seyreltilerek haz�rlanan örneklerin, spektrofotometrik olarak OD 260 ve 

280 nm dalga boyundaki absorbans degerleri ölçüldü. OD 260 nm dalga boyundaki 

absorbans de� eri yöntem 5.8.3’de verilen formülde yerine konularak izole edilen pDNA 

miktar� hesapland�. 

 

 pDNA safl�k tayini için A260/A280 oran�ndan faydalan�ld�. Bu oran�n moleküler 

ve gen aktar�m� çal�� malar�na uygun olarak 1.80–1.90 aras�nda de� i� ti� i bulundu.  

 

 
23130 bç 
 
9416 bç 
6557 bç 
4361 bç 

 
2322 bç 

2027 bç 

 

   M       A       P        A       P       M 
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6.2.2.3. Plazmid DNA Standart E� ri Çizimine � li � kin Bulgular 

 pSV-� -Gal plazmid DNA’s�n�n yöntem 5.9.2.3’de belirtildi� i � ekilde çal�� �larak 

standart e� risi olu� turuldu. Elde edilen standart e� rinin do� ru denkleminin y=0,021x ve 

R2=0,9927 oldu� u saptand� ve tez çal��mas� kapsam�ndaki çal��malarda 

kullan�labilece� ine karar verildi. 

 

 pDNA standart e� risinin haz�rlanmas� çal�� mas�nda elde edilen; pDNA 

konsantrasyonlar�na kar� �l�k gelen OD 260 nm dalga boyundaki absorbans de� erleri 

Tablo 6.2.1’de, elde edilen standart e� ri grafi� i ise � ekil 6.2.1’de verilmi� tir.  

 

Tablo 6.2.1. pDNA’ya ait OD ölçüm de� erleri 

pDNA Konsantrasyonu (µg/ml) OD (260 nm) ± SD, n=3 

1.00 0,027 ± 0,003 

1.50 0,040 ± 0,002 

2.00 0,045 ± 0,001 

2.50 0,050 ± 0,005 

3.00 0,064 ± 0,003 

3.50 0,070 ± 0,002 

4.00 0,086 ± 0,004 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 123 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

� ekil 6.2.1. Alkali-lizis metodu ile izole edilen safla� t�r�lm��  pDNA’n�n farkl� 

konsantrasyonlar�nda spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda gösterdi� i absorpsiyon 

spektrumuna ili� kin standart e� ri. 

 
6.2.2.4. Plazmid DNA ve Antisens Oligonükleotidin PAGE � le � ncelenmesine � li � kin 

Bulgular 

 Yöntem 5.9.2.4’de belirtildi� i gibi % 20’lik (a/h) haz�rlanan poliakrilamid jele 

3-5 µl DNA/ODN örneklerinden yüklendi. Elektroforez i� lemi 100 V/100 mA sabit 

ak�m alt�nda 2 saatte tamamland�.   

 

 pSV-� -Gal plazmid DNA’s� PAGE’de leke � eklinde gözlenirken oligonükleotid tek bir 

bant halinde gözlenebilmi� tir. (Resim 6.2.2) 
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Resim 6.2.2. Plazmid DNA’n�n ve AS ODN’in poliakrilamid jel elektroforezi ile 

görüntülenmesi. P. pDNA O. AS ODN.  
 

6.2.3. PLAZM�D DNA/K � TOZAN KOMPLEKSLER �N� N HAZIRLANMASINA 

� L �� K �N BULGULAR 

 Yöntem 5.9.3’de belirtildi� i � ekilde çal�� �larak pDNA/Kitozan kompleksleri 

haz�rland�. Haz�rlanan komplekslerdeki pDNA/Kitozan oranlar� ve formülasyon 

parametreleri yöntem 5.9.3’ün alt�nda Tablo 5.3’de verilmi� tir. 

 

6.2.4. PLAZM �D DNA/K � TOZAN KOMPLEKSLER �NDE YAPILAN 

KONTROLLERE � L �� K� N BULGULAR 

 

6.2.4.1. Plazmid DNA/Kitozan Kompleks Olu� umunun Elektroforetik Kontrolüne 

� li � kin Bulgular  

 % 0.25 konsantrasyonundaki dü� ük molekül a� �rl�kl� kitozan ile 1:1 ve 1:2 

(plazmid DNA/Kitozan) oran�nda haz�rlanan kompleksler, agaroz jel elektroforezi ile 

de� erlendirildi. (Resim 6.2.3) DNA’n�n negatif yükü ve kitozan�n pozitif yükü 

aras�ndaki elektrostatik etkile� im sonucunda her iki oranda da kompleks olu�umu 

gözlendi. Yüklerin nötralize olmas� ve olu� an kompleksin molekül a� �rl� � �n�n oldukça 

yüksek olmas� nedeniyle kompleksler jelin yükleme cebinde hareketsiz kald�.1:2 

oran�nda yap�lan pK2 kompleksinin jelde daha parlak izlendi� i gözlendi.   
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Resim 6.2.3. pDNA/Kitozan kompleksinin elektroforetik kontrolü. 

M. Standart DNA (
  DNA / Hind III)  P. pSV-� -Gal plazmid DNA   

pK1. 1:1 (-/+) oran�nda haz�rlanm��  olan pDNA/kitozan kompleksi  

pK2. 1:2 (-/+) oran�nda haz�rlanm��  olan pDNA/kitozan kompleksi 
  

6.2.4.2. Plazmid DNA/Kitozan Kompleksinin Dnaz I’e Kar� � Stabilitesinin 

� ncelenmesine � li � kin Bulgular 

 

 Yöntem 5.9.4.2’de belirtildi� i � ekilde öncelikle ç�plak pDNA’n�n daha sonra 

pDNA kompleksinin Dnaz I enzim stabilitesi çal�� �ld� ve agaroz jel elektroforezi ile 

incelendi. Elde edilen jel foto� raf� Resim 6.2.4’de verilmi� tir.  

 

Resim 6.2.4’de görüldü� ü gibi DNaz I’e maruz kalan ç�plak plazmid DNA’n�n ilk 5 

dakikada degrede oldu� u ve sarmal veya serbest formda hiç DNA kalmad�� � gözlendi.  

 

    

 

 

pK1  pK2   M     P   pK2  pK1 
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Resim 6.2.4. Ç�plak pSV-� -Gal plazmid DNA’s�n�n 0, 5, 15, 30, 45, 60 ve 120 dakika 

aral�klarla Dnaz I’e kar� � degredasyon profili  

M. Standart DNA (
  DNA/Hind III)   P. pSV-� -Gal plazmid DNA  
 

  

 Resim 6.2.5’de görüldü� ü gibi ise kompleksin Dnaz I enzimi ile reaksiyona 

girmesinden 30 dakika sonras�na kadar stabil kald�� � ancak 60.dakikadan itibaren 

ortamda kompleks yap�s�n�n kalmad�� � ve aç�� a ç�kan serbest pDNA olmad�� � gözlendi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M   120’  60’  45’   30’   15’    5’    0’   P     M 

23130 bç 

9416 bç 
6557 bç 
4361 bç 

2322 bç 

2027 bç 
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Resim 6.2.5. Plazmid DNA/kitozan (1:2) kompleksinin Dnaz I’e kar� � degredasyon 

profili 

M. Standart DNA (
  DNA/Hind III)   P. pSV-� -Gal plazmid DNA K. pDNA/Kitozan 

1:2 (a/a) kompleks.  
 

6.2.4.3.  Plazmid DNA/Kitozan Kompleksinin Serum Stabilitesinin � ncelenmesine 

� li � kin Bulgular 

 Kompleksin serumun parçalay�c� etkisine kar� � stabilitesini ölçmek üzere; 

yöntem 5.9.4.3’de belirtildi� i � ekilde öncelikle ç�plak plazmid DNA hücre kültürü 

ortam�nda kullan�lan oranda % 10 fetal bovin serum içeren 150 mM NaCl içerisinde 

37°C’de 0, 60 dakika, 24 ve 48 saat boyunca bekletilmi� tir. Bu sürelerde al�nan örnekler 

% 0.7’lik agaroz jel elektroforezi ile incelenmi�  ve elde edilen jel foto� raf� Resim 

6.2.6’de verilmi� tir. 

 

 

 

 

120’    60’   30’   15’    5’    K    P    M 

23130 bç 
9416 bç 
6557 bç 
4361 bç 
 
2322 bç 
2027 bç 
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 Plazmid DNA’s�n�n serumun etkisiyle 1. saatten itibaren parçalanmaya 

ba� lad�� �, 24. saatte ise kapal� halkasal formunu kaybedip sadece lineer formda kald�� �, 

48. saatte ise lineer formununun da parçalanmaya ba� lad�� � gözlendi. (Resim 6.2.6) 

 

 

                                           

                                    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 6.2.6. Ç�plak pSV-� -Gal plazmid DNA’s�n�n 0, 1, 24 ve 48 saat aral�klarla 

seruma kar� � degredasyon profili  

M. Standart DNA (
  DNA/Hind III)   P. pSV-� -Gal plazmid DNA  
 

 Kompleksin ise Resim 6.2.7’de görüldü� ü gibi % 10 serum varl�� �nda 48.saate 

kadar stabil kalabildi� i ve plazmid DNA’y� serum bile� enlerinin parçalay�c� etkisinden 

koruyabildi� i gözlendi. 

 

 

 

 

 

 

 

M    48.s   24.s   1.s    0.dk    P      M 
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Resim 6.2.7. Plazmid DNA/kitozan (1:2) kompleksinin seruma kar� � degredasyon 

profili  

M. Standart DNA (
  DNA/Hind III)  P. pSV- � -Gal plazmid DNA   

 

 
6.3. � N V�TRO TRANSFEKS� YON ÇALI � MASINA �L �� K� N BULGULAR 

 

6.3.1. Hücre Kültürü Çal��malar�na � li � kin Bulgular 

 Tablo 5.3’de özellikleri verilmi�  olan HeLa hücrelerinin hücre kültür pasajlar� ve 

hücre kültürünün sürdürülmesi çal�� malar� yöntem 5.10.1’de belirtildi� i � ekilde yap�ld�. 

 

6.3.1.1. Transfeksiyon Öncesi Hücre Ekimi ve Transfeksiyona � li � kin Bulgular 

 Yöntem 5.10.1.1’de belirtildi� i � ekilde 24-kuyucuklu hücre kültürü pla� �na 

ekimi yap�lan HeLa hücrelerine pDNA transfeksiyonu yap�ld�. pDNA transfeksiyonunu 

takiben AS ODN etkinli� ini tayin etmek için haz�rlanan formülasyonlar; pDNA 

transfeksiyonundan hemen sonra, 4 saat sonra ve 24 saat sonra olmak üzere hücrelere 

verildi ve pDNA transfeksiyonundan sonra geçen 48 saatlik inkübasyon sonucunda 

hücrelerde � -galaktozidaz miktar tayini yap�ld�.  

 

M   48.s  24.s  1.s     0’     P      M 
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 Sadece pDNA transfeksiyonunun yap�ld�� � kontrol grubunda ise � -galaktozidaz 

miktar tayininin yan�s�ra yöntem 5.10.2.3’de belirtildi� i � ekilde boyama yöntemi ile 

histokimyasal olarak da beta-gal tayini yap�ld�. 

 

6.3.1.2. Floresans i� aretli (FITC) Antisens Oligonükleotidlerle � n Vitro 

Transfeksiyona � li � kin Bulgular 

 Yöntem 5.10.1.2’de belirtildi� i � ekilde hücrelere ç�plak FITC-AS ODN ve 1:100 

(AS ODN: kitozan) oran�nda haz�rlanm��  kompleks formülasyonunun transfeksiyonu 

yap�ld�. 48 saat inkübasyon sonras�nda hücreler floresans mikroskobunda incelendi ve 

foto� raflar� çekildi. Ç�plak FITC-AS ODN ve kompleks formülasyonunun floresans 

mikroskoptaki görüntüleri Resim 6.3.1’de verilmi� tir. 

 

 Ç�plak FITC i� aretli AS ODN’lerin hücrelerin nükleuslar�nda lokalize olduklar�, 

1:100 (AS ODN: kitozan) oran�nda haz�rlanm��  olan komplekslerin ise nükleusta 

lokalize olmad�klar� gözlendi. (Resim 6.3.1) 
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Resim 6.3.1. Ç�plak FITC-AS ODN ve kompleks formülasyonunun floresans 

mikroskoptaki görüntüsü. 

A. Ç�plak FITC-AS ODN B. 1:100 (FITC AS ODN: Kitozan) kompleks formülasyonu 
 

 

A 

A 

B 
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6.3.2. � -galaktozidaz Tayinine � li � kin Bulgular  

6.3.2.1. � -galaktozidaz Standart E� ri Çizimine � li � kin Bulgular 

 Yöntem 5.10.2.1’de belirtildi� i � ekilde haz�rlanan örneklerin 420 nm dalga 

boyunda optik dansiteleri ölçüldü. Elde edilen optik dansite ölçüm de� erleri Tablo 

6.3.1’de verilmi� tir. Optik dansite de� erlerinin konsantrasyona kar� � grafi� e 

geçirilmesiyle elde edilen standart e� ri ise � ekil 6.3.1’de verilmi� tir.  

 
 Kullan�lan konsantrasyon aral�� �nda R2 de� eri 0.9938 olan ve orijinden geçen 

lineer bir standart e� ri elde edilmi� tir.  

 

Tablo 6.3.1. Beta-Galaktozidaz�n ONPG ile yap�lan spektrofotometrik tayininde 

standart e� ri çizimi için elde edilen OD de� erleri 

 
� -galaktozidaz Konsantrasyonu (ng/mL) OD (420 nm) ± SD, n=3 

1.00 0.364 ± 0.006 

2.00 0.665 ± 0.050 

2.50 0.834 ± 0.010 

3.00 0.950 ± 0.010 

4.00 1.230 ± 0.010 
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y = 0,3196x
R2 = 0,9938
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� ekil 6.3.1. Beta-galaktozidaz enziminin farkl� konsantrasyonlar�nda 

spektrofotometrede 420 nm dalga boyunda gösterdi� i absorpsiyon spektrumuna ili� kin 

standart e� ri 

 
 

6.3.2.2. Beta-Galaktozidaz Miktar Tayin Yöntemine � li � kin Bulgular 

 Yöntem 5.10.1.1’de belirtildi� i gibi pSV-� -Gal gen aktar�m� yap�lan HeLa 

hücrelerinden � -galaktozidaz miktar tayini yöntem 5.10.2.2’de belirtildi� i gibi yap�ld�. 

(n=3) 

   

 Hücrelerde transfeksiyon sonras� ölçülen � -galaktozidaz ve AS ODN 

transfeksiyonu sonras� elde edilen � -galaktozidaz miktar tayini sonuçlar� � ekil 6.3.2’de 

verilmi� tir. Ç�plak antisens oligonükleotidlerde neredeyse hiç antisens etkinlik 

gözlenmezken (% 3.3 ± 0.02), nanopartikül ve 1:20 oran�ndaki kompleks 

formülasyonlar� sadece DNA transfeksiyonundan 4 saat sonra hücrelere verildi� inde 

antisens etkinlik (% 8.4 ± 0.04) göstermi� tir ancak bu etkinlik de istatiksel olarak 

anlaml� de� ildir (p>0.05). 1:100 oran�ndaki kompleksin ise hem DNA ile ayn� anda 

hücrelere verildi� inde (% 5.53 ± 0.02) hem de 4 saat sonra (% 10.4 ± 0.008) ve 24 saat 
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sonra (% 18 ± 0.03) hücreye verildi� inde beta-galaktozidaz sentezini etkin olarak 

durdurdu� u görüldü (p<0.05). Gen ekspresyonunun en etkin inhibisyonunun, 1:100 (AS 

ODN: kitozan) kompleksinin DNA transfeksiyonundan 24 saat sonra hücrelere 

verilmesiyle % 18 oran�nda susturmayla sa� land�� � sonucuna var�ld� (p<0.05). 

 

Yöntem 5.10.5’de belirtildi� i gibi yap�lan istatiksel çal�� ma sonucunda; Tablo 6.3.3 ve 

6.3.4’de verildi� i gibi DNA transfeksiyonundan 4 ve 24 saat sonra 1:100 kompleksinin 

hücrelere verildi� i çal��malarda, DNA transfeksiyonu ile 1:100 kompleks aras�nda 

istatiksel olarak anlaml� fark oldu� u bulunmu� tur. (p<0.05)  1:100 kompleks 

formülasyonu ile di� er formülasyonlar aras�nda ise DNA transfeksiyonu ile ayn� anda 

ya da 24 saat sonra antisens formülasyonunun verildi� i çal��malarda istatiksel olarak 

anlaml� fark vard�r. (p<0.05) 

 

AS ODN verili �  zaman� ve formülasyonlara göre beta-gal ekspresyon  miktarlar�
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Tablo 6.3.2. DNA ile ayn� anda hücrelere verilen antisens oligonükleotid                             

formülasyonlar�n�n istatiksel olarak kar� �la� t�r�lmas� 

 
 DNA Nanopartikül Ç�plak 

AS 

1:20 

kompleks 

1:100 

kompleks 

Kontrol 

DNA - p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p < 0,05 

Nanopartikül - - p > 0,05 p > 0,05 p < 0,05 p < 0,05 

Ç�plak AS - - - p > 0,05 p < 0,05 p < 0,05 

1:20 

kompleks 

- - - - p < 0,05 p < 0,05 

1:100 

kompleks 

- - - - - p < 0,05 

Kontrol - - - - - - 

 

Tablo 6.3.3. DNA’n�n transfeksiyonundan 4 saat sonra hücrelere verilen antisens 

oligonükleotid formülasyonlar�n�n istatiksel olarak kar� �la� t�r�lmas� 

 
 DNA Nanopartikül Ç�plak 

AS 

1:20 

kompleks 

1:100 

kompleks 

Kontrol 

DNA - p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p < 0,05 p < 0,05 

Nanopartikül - - p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p < 0,05 

Ç�plak AS - - - p > 0,05 p > 0,05 p < 0,05 

1:20 

kompleks 

- - - - p > 0,05 p < 0,05 

1:100 

kompleks 

- - - - - p < 0,05 

Kontrol - - - - - - 
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Tablo 6.3.4. DNA’n�n transfeksiyonundan 24 saat sonra hücrelere verilen antisens 

oligonükleotid formülasyonlar�n�n istatiksel olarak kar� �la� t�r�lmas�. 

 
 DNA Nanopartikül Ç�plak 

AS 

1:20 

kompleks 

1:100 

kompleks 

Kontrol 

DNA - p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p < 0,05 p < 0,05 

Nanopartikül - - p > 0,05 p > 0,05 p  < 0,05 p < 0,05 

Ç�plak AS - - - p > 0,05 p < 0,05 p < 0,05 

1:20 

kompleks 

- - - - p < 0,05 p < 0,05 

1:100 

kompleks 

- - - - - p < 0,05 

Kontrol - - - - - - 

 

 
6.3.2.3. X-Gal Boyama Yöntemi ile Beta-Galaktozidaz Tayinine � li � kin Bulgular 

 Yöntem 5.10.2’de belirtildi� i � ekilde pDNA transfeksiyonu yap�lan hücrelerde 

Beta-Galaktozidaz enziminin ekspresyonunu görebilmek için hücrelerde yöntem 

5.10.4.3’de belirtildi� i gibi X-Gal boyamas� yap�ld�. Boyama i� lemi sonras� çekilen 

hücre foto� raflar� Resim 6.3.2’de verilmi� tir.  

 

 X-gal (5-bromo–4-kloro–3-indolil � -D-galaktopiranozid), � -galaktozidaz enzimi 

için histokimyasal bir substratt�r ve bu enzim taraf�ndan parçaland�� �nda mavi bir 

çökelti olu�ur. Yap�lan transfeksiyon çal��mas� sonras�nda da X-gal boyama metodu 

kullan�larak Resim 6.3.2’de görüldü� ü gibi hücrelerin içinde mavi renk gözlenmesi, 

hücrelerde transfeksiyon sonras�nda  � -galaktozidaz enziminin sentezlenebildi� ini 

aç�kça ortaya koymaktad�r.  
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Resim 6.3.2. X-Gal boyama yöntemi ile boyanan HeLa hücrelerinde � -galaktozidaz 

enzim sentezinin histokimyasal tayinine ili� kin foto� raf. 
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7. TARTI � MA VE SONUÇ 

    �nsan genom projesinin tamamlanmas� ve sonras�nda devam eden ara� t�rmalar 

sonucunda hastal�klar�n gen yoluyla tedavisi için teorik bir temel geli� tirilmi � tir ve gen 

tedavisi ba� l�ca ara� t�rma alanlar�ndan biri haline gelmi� tir. Gen tedavisi yollar�ndan 

antisens teknolojisi ise farmakolojide bir devrim olarak nitelendirilmektedir ve ilgi 

çekmektedir (224, 225, 226).  

 

Antisens oligonükleotidler, hastal�k nedeni proteinlerin sentezini mRNA 

seviyesinde gen ekspresyonunu inhibe ederek durdurmaya dayanan antisens 

teknolojisinde en bilinen moleküllerdir. Konvansiyonel terapilerde etkin maddenin 

proteinin kendisi ile etkile� mesi esasd�r, bu özelli� e sahip etken maddeyi bulmak için 

binlerce maddenin taranmas� gerekir, hatta ço� u zaman seçilen maddenin etkisi spesifik 

olmayabilir. Bu nedenlerle konvansiyonel ilaçlarla k�yasland�� �nda bu teknolojinin en 

önemli avantaj�, spesifik olmas�d�r. Bu özellikleri nedeniyle ba� ta viral enfeksiyonlar, 

kanser, AIDS, enflamatuvar hastal�klar olmak üzere kardiyovasküler ve hematolojik 

hastal�klar�n tedavisi aç�s�ndan ümit vaad etmektedir. � lk antisens ilaç Fomivirsen, 

(Vitravene) ticari ismiyle önce ABD (1998) daha sonra da Avrupa’da onay alarak 

kullan�lmaya ba� lanm�� t�r, � u anda da faz II ve III çal�� malar� devam eden çok say�da 

ürün de bulunmaktad�r. 

 

 Antisens oligonükleotidler (AS ODN) spesifik mRNA’ya komplementer baz 

dizili � ine sahip yap�lar olup, istenen genin ekspresyonunu selektif olarak durdurmak 

suretiyle kanser veya viral enfeksiyonlar gibi de� i� ik hastal�klar�n tedavisi için 

potansiyel te� kil etmektedirler ancak AS ODN’lerin hücre içi veya d�� �ndaki 

nükleazlara kar� � stabilitesinin ve intraselüler penetrasyonlar�n�n dü� ük olmas�, bu 

moleküllerin tedavide kullan�lmalar�n� s�n�rland�rmaktad�r (224, 31, 227).  

 

 AS ODN’lerin stabilitesini artt�rmak için yap�s�nda de� i� ik kimyasal 

modifikasyonlar yap�larak yeni moleküller geli� tirilmi � tir ancak bu modifikasyonlar 

sonucunda da sekans ba� �ms�z baz� protein etkile� meleri gibi antisens olmayan çe� itli 

etkiler ortaya ç�km�� t�r (224). Yukar�da belirtilen sorunlar� gidermek ve AS ODN’lerin 

hücresel al�mlar�n� artt�rabilmek için viral ve viral olmayan pek çok ta� �y�c� 
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geli� tirilmektedir. Viral vektörlerin, yüksek transdüksiyon etkinli� inde olmalar�na 

kar� �n toksik ve immunojenik olmalar�, geni�  çapta üretimlerinin güç ve masrafl� 

olmas�; terapötik amaçl� kullan�mlar�na büyük engel te� kil etmektedir. Bu nedenle, son 

y�llarda do� al veya sentetik katyonik polimerler ve katyonik lipidler ile viral olmayan 

AS ODN ta� �y�c� sistemler geli� tirilmesine yönelik çok say�da çal��ma yap�lmaktad�r 

(120, 228, 229, 230). 

 

 Do� al bir ta� �y�c� olan kitozan; biyogeçimli ve biyoparçalanabilir bir katyonik 

polimerdir. Bugüne kadar kitozan, plazmid DNA ta� �nmas�nda birçok çal��mada 

kullan�lm�� t�r ve pDNA ile kitozandan olu�an poliplekslerin dü� ük sitotoksisite 

gösterdikleri, in vivo olarak da mukozal dokulara gen ta� �nmas� için kullan�labilecekleri 

belirlenmi� tir (231, 207). Katyonik polimerlerle AS ODN’lerin de nanopartikül 

polielektrolit kompleksleri olu� turabilece� ine ili� kin çok say�da çal�� ma mevcuttur (232, 

233, 234). Ancak literatürde kay�tl� olan kitozan ve AS ODN’lerle yap�lm��  çal��ma 

say�s� yok denecek kadar azd�r. Mevcut yay�nlardan, Gao ve ark. n�n (9) yapt�klar� bir 

çal��mada hepatositler hedeflenerek, galaktosillenmi�  kitozan ile oligonükleotid 

kompleksi haz�rlanm��  ve in vitro olumlu sonuç al�nm�� t�r. Ferreiro ve ark. (30) antisens 

oligonükleotid oral uygulamada sorun te� kil eden dayan�ks�zl�klar�n� gidermede de� i� ik 

polikatyonlarla AS ODN komplekslerini olu� turarak nükleolitik stabilitesini 

ara� t�rm�� lard�r. Kitozan glutamat ve klorür tuzlar�n� denemi� ler, di� er polikatyonlarla 

birlikte koruyucu özelliklerini kaydetmi� lerdir. Springate ve ark. (10) ise 

oligonükleotid-kitozan kompleksi ile birlikte paklitaksel/dokataksel içeren polimerik pat 

sistemini prostat kanserinde denemi�  ve 4 haftal�k bir tedavinin ba�ar�l� oldu� unu 

bildirmi� lerdir. Föger ve ark. (11) da yeni antimalaryal moleküllere ihtiyaç oldu� unu 

kaydederek bu aç�dan AS ODN’lerin ilginç bir alternatif olabilece� inden hareketle, 

malaryal topoisomeraz II genini inhibe etmek amac�yla AS ODN’ler için kitozan 

nanopartiküllerini ara� t�rm�� lar ve nanopartikülü AS ODN-kitozan etkile� mesi ile 

haz�rlam�� lar. 1:1 oran�nda haz�rlamada serbest AS ODN’in nanopartiküllerle birlikte 

bulundu� unu kaydederek, plasmodium falciparum’un antisens oligonükleotidlere hassas 

oldu� unu bildirmi� lerdir.  

 

AS ODN ve kitozan polimeri ile yap�lan çal��ma say�s�n�n az olmas� nedeniyle, 
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bu tez kapsam�nda kitozan�n de� i� ik formlar�n�n AS ODN için ta� �y�c� sistem olabilme 

potansiyeli ara� t�r�lm�� t�r. Bu amaçla, serbest ve fosforotiyoat AS ODN’lerin kitozanla 

kompleksleri ve TPP-kitozan nanopartiküllerinde enkapsülasyonlar� incelenmi� tir. 

Haz�rlanan kompleks ve nanopartiküllerin özelliklerinin kontrolleri yap�larak uygun 

formüllerin in vitro hücre kültüründe antisens etkinlikleri çal�� �lm�� t�r.  

 

Sentezi yapt�r�lan antisens oligonükleotidlerin spektrofotometrik ve 

elektroforetik kontrolleri yap�lm�� t�r. Beklendi� i gibi 260 nm’de absorbans ve agaroz jel 

elektroforezinde tek bant gösteren oligolarla çal�� �lm�� t�r. Antisens oligonükleotidler, 

10-25 nükleotid uzunlu� unda olup uzunluk ve di� er özellikleri aç�s�ndan plazmid 

DNA’dan farkl�d�r. Bu nedenle antisens oligonükleotidlerin formülasyonunda 

kullan�lacak vektörlerin de farkl� özellikte olmas� gerekir (9). Çal�� mada dü� ük (70 ve 

150 kDa) ve orta (400 kDa) olmak üzere iki farkl� molekül a� �rl�kta ve iki farkl� 

konsantrasyonda (% 0.25 ve 0.5) kitozan kullan�larak AS ODN-kitozan kompleksleri 

haz�rlanm�� t�r. �ki makromolekülün büyüklükleri aras�ndaki fark� azaltmak amac�yla 

dü� ük molekül a� �rl�kl� (70 ve 150 kDa) kitozan tercih edilmi� tir.  

 

Literatürdeki çal�� malarda kitozanla kompleks haz�rlan�rken genellikle 

kitozandaki serbest azot (N) ve AS ODN’deki serbest fosfat (P) oran� temel al�narak 

haz�rlanm�� t�r (9). Ancak bu çal��mada kullan�lan kitozan�n birim miktar�ndaki serbest 

azot miktar� önceden bilinmedi� i için N/P oranlar� yerine a� �rl�k oranlar� tercih 

edilmi� tir. A� �rl�kça 1:0.5’den 1:100’e (ODN: kitozan) kadar denenen farkl� oranlardan, 

dü� ük oranlarda k�smi kompleksler olu� tu� u veya zay�f komplekslerin olu� tu� u, bu 

komplekslerden aç�� a ç�kan antisensin etidyum bromürle parlak bantlar olu� turdu� u, 

1:100 oran�nda ise tam kompleksin olu� tu� u ve cepte parlakl�k oldu� u saptanm�� t�r 

(Resim 6.1.2 – 6.1.7). Mol a� �rl� � � farkl� olan kitozanlarla yap�lan çal�� malarda da 

durum benzerdir. Fosfodiester AS ODN ise kitozanla kompleks olu� turmam�� t�r. Föger 

ve ark. n�n (11) çal�� malar�nda depolimerize kitozan kullan�larak 1:1 ve 1:2 oranlar�nda 

kompleks olu�umu gözlenmi� tir. Bu farkl�l�� �n nedeni, kitozan�n depolimerize edilmesi 

ve deasetilasyon derecesinin farkl� olmas�d�r. Literatürde, polietilenimin (PEI) ile bir 

AS ODN kompleks çal��mas�nda da çal�� mam�za benzer � ekilde agaroz jel elektroforezi 

ile yap�lan incelemelerde jel kuyucuklar�ndaki AS ODN: etidyum bromür 
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kompleksinden kaynaklanan parlakl�kla birlikte serbest oligonükleotidlerin de oldu� u 

görülmü� tür. Bunun nedeninin de AS ODN ile etidyum bromür etkile� mesinin PEI 

taraf�ndan sterik olarak engellenmesi oldu� u belirtilmi� tir (120). 

 

AS ODN’lerin memeli hücrelerine penetre olup transfeksiyonlar�n�n ba�ar�yla 

gerçekle� tirilebilmesinde ve etki gösterebilmelerinde en büyük engel, nükleazlar�n bu 

molekülleri parçalamas�d�r. Nükleaz etkisi ile serbest AS ODN’lerin süratle 

parçaland�� � bilinmektedir (104). Bu nedenle haz�rlanan AS ODN ta� �y�c� kitozan 

kompleks formülasyonlar�n�n nükleazlara kar� � dayan�kl�l�� � incelenmi� tir, 

komplekslerin koruyucu etkisinin olup olmad�� �n� anlayabilmek için de kompleksler ve 

ç�plak AS ODN birlikte stabilite aç�s�ndan incelenmi� tir. Sonuçta kompleksin; nükleaz 

varl�� �nda 2 saatte parçalanan ç�plak AS ODN’i 48 saate kadar koruyabildi� i, ayn� 

korumay� serum bile� enlerine kar� � da gösterdi� i sonucuna ula� �lm�� t�r (Resim 6.1.9 ve 

6.1.11). Bulgular, literatürde kay�tl� olan kitozan komplekslerinin pDNA’y� nükleaz ve 

serum bile�enlerine kar� � koruyucu etkisi oldu� unu gösteren çal��malarla uyum 

içerisindedir (239, 240). Literatürde verilmi�  olan, a� �rl�kça 1:1 ve 1:2 oran�nda 

haz�rlanm��  antisens oligonükleotid: kitozan kompleks çal�� mas�nda da; bizim 

çal��mam�zda bulunan sonuca benzer olarak kompleks formülasyonunun ODN’leri 

nükleazlardan 2 saat sonuna kadar % 99 oran�nda koruyabildi� i, serum bile�enlerine 

kar� � da ODN’lere 24 saatin sonuna kadar etkin koruma sa� lad�� � belirtilmi� tir (11).  

 

 Transmisyon elektron mikroskopisi çal��mas� ile AS ODN: kitozan 

komplekslerinin globüler yap�da, yakla� �k 200 nm boyutunda oldu� u ve homojen bir 

da� �l�m gösterdi� i görülmü� tür  (Resim 6.1.12).  

 

 AS ODN ta� �y�c� komplekslerinin hücrelere ta� �nmas� için komplekslerin 

partikülleri küçük olmal�d�r (235). Küçük partiküllere sahip kompleksler agregasyona 

u� rasa da hücrelere h�zl�ca ba� lanmalar� sonucunda endositozis büyük ölçüde 

artmaktad�r ve bu sayede hücrelere ta� �nabilmektedirler (235). Çal�� mam�zda ha�rlanan 

AS ODN/kitozan komplekslerinin, Malvern partikül ölçer sistemiyle yap�lan 

ölçümlerinde partikül büyüklü� ünün Tablo 6.1.4’de belirtildi� i gibi 171 ile 186 nm 

aras�nda de� i� ti� i ve bu sonuçlar�n Resim 6.1.12’de verilmi�  olan TEM incelemesi ile 
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uyum içinde oldu� u görülmü� tür.  

 

 AS ODN’lerin viral olmayan ta� �y�c�larla hücrelere ta� �nmas�nda, ta� �y�c�n�n 

yüzey yükü de çok önemlidir. Hücre membranlar� fizyolojik ko�ullarda negatif yüklü 

olduklar�ndan pozitif yüklü ta� �y�c�lara gerek duyulmaktad�r (236, 232). Bu çal�� mada 

PBS (pH 7.4) tamponu içinde yap�lan yüzey yükü ölçümlerinin sonucunda; Tablo 

6.1.3’de görüldü� ü gibi gibi -28.3 mV zeta potansiyele sahip antisens oligonükleotid 

molekülü, +57.9 olan kitozanla kompleks olu� turdu� u zaman -/+ oran�na göre zeta 

potansiyel de� eri -17.4 mV’dan 34.5 mV’a kadar yükselmi� tir (Tablo 6.1.4). K�saca 

kompleksteki kitozan miktar�n�n artmas�yla yüzey yük yo� unlu� u da artm�� t�r. +34.5 

mV yüzey yüküne sahip olan antisens oligonükleotid kompleksinin (1:100; ODN: 

kitozan) in vitro hücre kültüründe antisens etki göstererek � -galaktozidaz enziminin 

sentezini durdurmas� da zeta-potansiyel de� erinin hücreye giri� te önemli rol oynad�� �n� 

göstermektedir (� ekil 6.3.2). Föger ve ark. n�n (11) yapt�klar� çal��mada bizim 

çal��mam�zdan farkl� olarak distile su içerisinde komplekslerin yüzey yükü ölçülmü� tür 

ancak benzer olarak kompleksteki kitozan miktar� artt�kça yüzey yükü de negatiften 

pozitife do� ru artm�� t�r.   

 

Gao ve ark. (9) galaktozillenmi�  kitozan� oligonükleotid ve pDNA ta� �y�c� 

sistem olarak inceledikleri çal�� malarda, yüzey yükü yüksek olan katyonik polimerlerin 

AS ODN’lerle çok kuvvetli kompleks olu� turduklar�, bu komplekslerin dü�ük antisens 

aktivite gösterdiklerine ili� kin dü� ünceden hareketle NH2 gurup de� eri 50’ye yak�n olan 

galakto kitozanla AS ODN kompleksleri haz�rlam�� lard�r. Bu komplekslerin 

boyutlar�n�n 288.2–384.2 nm aras�nda de� i� ti� ini kaydetmi� lerdir. Bu de� erler 

çal��mam�zdaki antisens kompleks boyutlar�ndan daha yüksektir. Zeta potansiyel 

de� erleri ise -7.6 ve +13.7 mV aras�nda de� i� mektedir. Bu de� erler, bizim elde 

etti� imiz komplekslerin yüklerine k�yasla daha dü� ük zeta de� erleridir.  

 

 Kitozan temelli di� er farmasötik � ekil olarak antisens oligonükleotid ta� �yan 

nanopartiküller ara� t�r�lm�� t�r. AS ODN-kitozan nanopartikülleri, iyonotropik jelle� me 

yöntemi ve adsorpsiyon yöntemi olmak üzere iki farkl� yöntemle haz�rlanm�� t�r. 150 

kDa molekül a� �rl�kl� kitozan�n % 0.25 ve 0.5 gibi iki farkl� konsantrasyonu 
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kullan�larak TPP ile 16.5, 33 ve 66 µg gibi üç farkl� miktarda AS ODN ta� �yan 

nanopartiküller haz�rlanm�� t�r. Gan ve ark. (237) n�n belirttikleri gibi; bu yöntem ile 

nanopartiküllerinin haz�rlanmas�, organik solvan kullan�lmas�na ve sonikasyon i� lemine 

gerek duyulmamas� nedeniyle avantaj ta� �maktad�r. Ayr�ca bo�  nanopartiküllere AS 

ODN adsorpsiyonu yap�larak nanopartiküller olu� turulmu� tur ve AS ODN’lerin 

tamam�n�n k�sa bir süre içerisinde nanopartiküllere adsorbe oldu� u görülmü� tür.  

 

 Haz�rlanan AS ODN ta� �yan nanopartikül � ekil ve yüzey özellikleri SEM ile 

incelenmi� tir. Nanopartiküllerin Tablo 6.1.5, 6.1.6 ve 6.1.7’de görüldü� ü gibi sadece 

biri hariç agregasyon nedeniyle boyut analizinde do� ru sonuç elde edilememi� tir. 

Burada elde edilen 168 nm boyutu SEM’de ölçülen parçac�k boyutu ile benzerlik 

göstermi� tir  (Resim 6.1.13 ve 6.1.14). Formülasyonda kullan�lan AS ODN miktar� ile 

nanopartiküllerin partikül büyüklü� ü aras�nda bir ili� ki saptanmam�� t�r.   

 

 AS ODN-kitozan-TPP nanopartiküllerinin zeta-potansiyel de� erleri formülden 

ba� �ms�z olarak pozitif de� er aral�� �nda 10.1 ± 1.5 mV ile 13.4 ± 1.4 mV aras�nda 

de� i� mektedir (Tablo 6.1.5 , 6.1.6 ve 6.1.7). 

 

 Çal��mam�zda kullan�lan kitozan, katyonik özellik ta� �mas� nedeniyle anyonik 

yap�daki AS ODN’i % 100 oran�nda enkapsüle edebilmi� , hemen hemen hiç serbest 

oligonükleotid kalmam�� t�r. Bu sonuç da literatürdeki çal��malara uyumlu olarak, 

kitozan ile AS ODN’ler aras�nda güçlü elektrostatik etkile� menin oldu� unu 

göstermektedir (238). Nanopartikül haz�rlamadaki verim de� erlerinin ise % 51.05 ile % 

72.73 gibi dü� ük de� erler aras�nda de� i� kenlik gösterdi� i bulunmu� tur. Bu kadar dü� ük 

verim elde edilmesinin nedeninin de AS ODN ve kitozan kullan�larak çok küçük 

boyutlara sahip nanopartiküller haz�rlanmas� ve bu nanopartiküllerin santrifügasyonu 

esnas�nda kay�plar�n olmas� dü� ünülmü� tür. 

  

 AS ODN ile kitozan aras�ndaki etkile� imi görebilmek için nanopartikül 

örne� inde yap�lan FT-IR incelemesinde, fosforotiyoat oligonun 1051 ve 1036 cm-1’deki 

bantlar�n�n kayboldu� u ve yerine 1100 cm-1’de geni�  bir bant olu� tu� u,  1383 cm-1’de 

ise kitozandan gelen karakteristik band�n varl�� � görülmü� tür. Kitozan ve AS ODN’in 
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spektrumlar�ndan farkl� olarak yeni nanopartikül bandlar�n�n olu� mas� da kitozan ile AS 

ODN aras�ndaki etkile�menin göstergesidir. (� ekil 6.1.5)    

 

 AS ODN’in, kitozan nanopartikül formülasyonlar�ndan serbestle�mesi 3 hafta 

süresince incelenmi� tir ve sonuçta AS ODN’in sal�nmad�� � görülmü� tür. Benzer � ekilde 

nanopartiküllerin nükleaz ve serum bile�enlerine kar� � stabilitelerini belirlemek üzere 

yap�lan çal�� mada da, nanopartiküllerin çok stabil olduklar� ve AS ODN 

serbestle� tirmedikleri görülmü� tür. Bu da kitozan ile AS ODN’in elektrostatik 

etkile� iminin çok kuvvetli oldu� unu do� rulamaktad�r. �n vitro çal�� ma sonucunda da 

nanopartiküllerin neredeyse hiç antisens etkinlik sa� layamamalar�, yap�lan ön 

çal��malar�n do� rulu� unu yans�tmaktad�r. Çal�� mam�zda elde edilen bu sonuç, 

Jääskeläinen ve ark. (235) n�n yapt�klar� çal��mada polilizin ile haz�rlanan AS ODN 

komplekslerinin AS ODN serbestle� tirmemesi sonucu antisens etki gösterememeleri ile 

benzerdir. Chirila ve ark. (73) da katyonik polimerlerin yüzey yük yo� unluklar�n�n 

yüksek olmas� nedeniyle AS ODN ile olu� turduklar� komplekslerin çok stabil oldu� unu 

ve bu komplekslerin hücreye giri�  sonras� AS ODN sal�n�m�n� gerçekle� tiremedi� i için 

de antisens aktivite gösteremedi� ini belirtmi� lerdir. pDNA ile yap�lan çal�� malarda da 

kitozan�n pDNA ile kuvvetli kompleks olu� turmas�n�n, pDNA’n�n sal�n�m�n� 

geciktirdi� i kaydedilmi� tir (241). 

 

Nanopartiküllerin antisens oligonükleotid ta� �y�c�s� olarak kullan�m�nda 

s�n�rlamalar vard�r. Antisens oligonükleotid yap�s� nedeniyle nanopartikül ile etkile� ti� i 

için AS ODN önce katyonik sürfaktanlarla muamele edilerek iyonik etkile� im yolu ile 

yüzeye tutunmas�n�n sa� land�� �, bu yap�n�n da AS ODN’i nükleazlara kar� � 

koruyamad�� � literatürde kay�tl�d�r (103). Bu nedenle çal�� mam�zda geli� tirilmi �  olan 

enkapsülasyon daha iyi bir yöntemdir. 

 

 AS ODN’lerle haz�rlanan ve kontrolleri yap�lan formülasyonlar�n in vitro olarak 

antisens etkinliklerini görmek için, beta-galaktozidaz enziminin hücrelerde 

sentezlenmesini sa� layacak pSV-� -Gal plazmid DNA’s� ile transfeksiyon çal�� mas� 

yap�lm�� t�r. Bu amaçla standart DNA ço� altma, izolasyon ve safla� t�rma metodlar�yla 

E.coli bakteri hücrelerinden pSV- � -Gal plazmid DNA’s� elde edilmi� tir. (Resim 6.2.1)  
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 Hücre kültürü çal��malar�nda pDNA’n�n memeli hücrelerine transfeksiyonu 

öncesinde kitozan polimeri ile kompleks haz�rlanm�� t�r. Kitozan�n pozitif yükü ile 

DNA’n�n negatif yükünün etkile� imi sonucunda 1:2 (pDNA: kitozan) oran�nda 

kompleks olu� umu gözlenmi� tir. Haz�rlanan kompleksin pDNA’y� 30 dakika boyunca 

nükleaz degredasyonuna kar� �, 48 saat süresince de serum bile�enlerine kar� � 

koruyabildi� i sonucuna ula� �lm�� t�r. Bulgular, kitozan�n DNA’y� serum ve enzimlere 

kar� � korudu� unu vurgulayan daha önceki yay�nlarla benzerlik göstermektedir (239, 

240). 

 

 �n vitro transfeksiyon çal�� mas�nda ise, haz�rlanan pDNA/kitozan kompleksi ile 

öncelikle HeLa hücrelerinde pDNA transfeksiyonu yap�lm�� t�r. � -galaktozidaz 

enziminin memeli hücrelerinde sentezlendi� i histokimyasal olarak tayin edilmi� tir. Bu 

çal��man�n sonucunda hücrelerde gözlenen mavi renkli ürün, ba� lang�çta ortama konan 

X-gal substrat�ndan hücrelerde � -galaktozidaz sentezlenmesi sonras�nda olu�mu� tur ve 

kantitatif olarak yap�lan ölçüm sonuçlar�yla uyum göstermektedir.(Resim 6.3.2)  

 

 pDNA transfeksiyonunu takiben HeLa hücre kültürüne AS ODN nanopartikül ve 

kompleks formülasyonlar�; pDNA ile ayn� anda, 4 saat sonra ya da 24 saat sonra 

verilmi�  ve antisens etkinlikleri k�yaslanm�� t�r. Ç�plak AS ODN de k�yaslamak 

amac�yla benzer � ekilde hücrelere uygulanm��  ancak iyi antisens etkinlik 

gözlenmemi� tir. (� ekil 6.3.2) En iyi antisens etkinlik 1:100 (AS ODN: kitozan) 

oran�nda haz�rlanan kompleks ile pDNA’n�n verilmesinden 24 saat sonra % 18 ± 0.03 

oran�nda susturmayla görülmü� tür. Nanopartiküllerde, AS ODN ile kitozan aras�nda 

olu�an güçlü elektrostatik ba� lardan ötürü ön deneylerde görüldü� ü gibi AS ODN 

sal�n�m� gerçekle� medi� inden etkinlik gözlenmemi� tir.  

 

 AS ODN’ler plazmid DNA’lar�n tersine sitoplazmadan nükleusa kolayl�kla 

difüze olabilirler çünkü AS ODN’lerin moleküler büyüklükleri nükleer porlardan 

oldukça küçüktür. Kompleks halindeki AS ODN’ler ise sitoplazmada mRNA ile 

hibridize olamazlar ve serbest AS ODN’lere göre nükleusa giri� leri çok daha dü� ük 

düzeyde gözlenir (235). Floresans i� aretli AS ODN’lerin HeLa hücrelerindeki 



 146 

lokalizasyonlar�n� görmek üzere yap�lan çal�� ma sonucunda da benzer bir bulgu elde 

edilmi� tir. Ç�plak AS ODN’lerin hücre nükleusunda lokalize olurken, 1:100 (AS ODN: 

kitozan) kompleksinin ise nükleusta lokalize olmad�� � görülmü� tür.  

  

Bu çal��mada kitozan-esasl� AS ODN ta� �y�c� sistemler olarak, kitozan 

kompleksleri ve kitozan nanopartikülleri ara� t�r�lm��  ve in vitro hücre kültürü 

çal��malar� sonucunda komplekslerin nanopartiküllere göre bu moleküller için daha 

uygun ta� �y�c� sistem olduklar� belirlenmi� tir. Bugüne kadar kitozanla yap�lm��  olan AS 

ODN çal��malar�nda kitozan�n depolimerize (11)  veya galaktozillenmi�  türevleri (9) ile 

glutamat veya klorür tuzlar� (30) kullan�lm�� t�r. Bizim çal�� mam�zda ise kitozan 

polimerinin do� al halinin AS ODN ta� �y�c� özelli� i incelenmi� tir. Elde etti� imiz 

sonuçlara göre, kulland�� �m�z kitozan�n depolimerize kitozana göre AS ODN ile daha 

yüksek oranda kompleks olu� turabildi� i, haz�rlanan komplekslerin de partikül 

büyüklü� ünün daha yüksek oldu� u görülmü� tür. Galaktozillenmi�  kitozan ile haz�rlanan 

komplekslerin partikül büyüklü� ü ise, çal��mam�zdakine göre daha yüksek olmu� tur. 

Çal��mam�zda kullan�lan kitozan ile haz�rlanan nanopartiküllerde ise di� er kitozan 

türevleriyle haz�rlananlara göre AS ODN-kitozan elektrostatik etkile�mesinin çok 

kuvvetli oldu� u ve bu nedenle AS ODN serbestle�medi� i, nükleaz ve serum 

stabilitesinin de çok yüksek oldu� u görülmü� tür. �n vitro transfeksiyon sonras� gen 

ekspresyonunu durdurma oranlar�na bak�ld�� �nda ise, depolimerize kitozanla yap�lan 

çal��mada % 87 oran�nda susturma gözlenirken bizim çal��mam�zda haz�rlanan kitozan 

kompleksi ile % 18 oran�nda susturma elde edilmi� tir.  

 

 Yapt�� �m�z çal��ma, son y�llarda çe� itli hastal�klar için umut vaat eden 

moleküller olan AS ODN’ler için gelecekte yap�lacak kitozan esasl� ta� �y�c� sistem 

geli� tirilmesi çal�� malar�na temel olu� turmas� bak�m�ndan önem arz etmektedir.  
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