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1. OZET

Antisens oligonukleotidler (AS ODN), hedef mRNA veya pre-mRA’
komplementer dizilie sahip olan ve selektif hibridizasyon ile gen ekspresyonunu
durduran, ksa, sentetik, tek zincirli DNA molekdlleri olup; kans&iDS gibi
pekcok hastal n tedavisi icin gelecek vaad etmektedirler. Ancak bu molekiil
tedavide kullanImalarnda en biydk sorun; stabilitelerinin  ve hicreye
penetrasyonlar n n dilkk olmas ve bu nedenle de uygun birya sisteme ihtiyac

duyulmasdr.

Bu c¢al mada katyonik bir polimer olan kitozanla AS ODN'’lerin kompleks v
nanopartikil formlar hazrlanm yizey vyukd, partikdl boyuklin gibi
fizikokimyasal 6zellikleri incelenmi ve uygun formulasyonlar in vitro htcre
kilturiinde antisens etkinlikleri atar Im tr. Yakla k 200 nm boyutunda olduklar
belirlenen 1:20 ve 1:100 (AS ODN: Kitozan) kompleksler ile nandqidlrin
antisens oOzellikleri, HeLa hiicresinde pS\Gal plazmidi taraf ndan kodlanan
galaktozidaz ekspresyonunun AS ODN ya& sistemlerin verilmesinden sonraki

inhibisyonu ile 6lgUlmutar.

Sonugcta, her iki formda da kitozan, AS ODN’leri enzimatik gpdanmadan
koruyabilmi tir ancak nanopartikillerde, AS ODN ile kitozan aras nda qia¢lig
elektrostatik balar n olu mas sonucunda AS ODN saln m gerceklemitir ve
antisens 6zellinin de diuk oldu u saptanmtr. 1:100 (-/+) komplekslerinde ise
Ozellikle pDNA'nn transfeksiyonundan 24 saat sonra hicrelere AS ODN

verilmesiyle yuksek antisens etkinlik saptanm

Kitozan n ¢zellikle fosforotiyoat modifikasyonlu AS ODN icin iyi bia yc
oldu u goéralmatar. Bu cal ma, gelecekte kitozan polimeri ile yap lacak antisens

oligonukleotid tay ¢ sistem ara rmalar igin temel oluurmaktad r.

Anahtar sozcukler: Antisens oligonikleotid, Kitozan, Kompleks, Nanopartikil,

vitro.



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

OLIGONUCLEOTIDES AND ITS IN VITRO INVESTIGATION
Antisense oligonucleotides (AS ODNSs) are short, single-stthndgnthetic
molecules that have complementary sequences of targeted mRpNA-mMRNA by
which the selective hybridization yields the inhibition of gene esgion. These
molecules are promising molecules in the treatment ofaskse such as cancer,
AIDS, etc. However, the major problems in using such molecualégitreatment of
the diseases mentioned above, are lack of stability and poorgiemeinto the cell,

therefore; a spesific carrier is needed.

In this thesis, the complex and nanoparticle forms of AS Obdl® prepared
by using a cationic polymer called chitosan. Afterwards, phgsicochemical
properties such as zeta-potential and particle size of theseaulédions were
measured and the antisense activity of the appropriate formulatiare
investigatedn vitro. The antisense activity of 1:20 and 1:100 (AS ODN: Chitosan)
complexes and nanoparticles which have approximately 200 nm partie|ersre
measured based on the inhibition efjalactosidase coded by pS\-Gal plasmid

followed by the addition of antisense containing formulations medteLa cells.

Eventually, both forms protected AS ODNs from potential enzymatic
degredations. However, due to the strong electrostatic bonds hetiwesan and
AS ODN in nanoparticle formulations, AS ODN failed to be aséd and
consequently, the antisense activity of nanoparticles were @usérvbe poor. In
1:100 (-/+) complex formulations, high antisense activity was gbdegspecially in
the case of adding AS ODNs after 24 hours from pDNA transfeictiorthe cell.

As a result, chitosan can be considered as a suitable caspecially for
phosphorothioate modified AS ODNs. This study can form the basis for the
forthcoming studies related with carrier systems of AS ODidswill be done with
chitosan polymer.

Keywords: Antisense oligonucleotide, Chitosan, Complex, Nanoparficheitro.



3.GR VEAMAC

Bir genin ekspresyonunu inhibe etmek amacyla telen antisens
oligonukleotidler, tedavi edici molekul olarak ©Onemli bir potansiyebhistir.
Konvansiyel ilaglarla kyaslandnda bu teknolojinin en 6nemli avantaj; spesifik
olmas d r. Bu 6zellikleri nedeniyle antisens oligonukleotidlertdairal enfeksiyonlar,
kanser, AIDS, enflamatuvar hastal klar olmak Uzere kardiyovaskifiehematolojik

hastal klar n tedavisi a¢ s ndan Umit vaad etmektedir.

1978'de ilk kez Stephenson ve Zamecnik taraf ndan onedridién glinimuize
dek ¢ok youn aratr lan bir teknolojidir. Bugunku bilgilerimiz ¢ergevesinde aatis
oligonukleotidler (AS ODN), gen ekspresyonunu spesifik olarak inhibe edentpote

molekullerdir (1).

Normalde bir gen, DNA dupleksinin yaln z bir zincirinden RNA'ya kdpyer.
MRNA'n n kopyaland bu kal p gérevi géren DNA zincirine antisens (anlams z) DNA
denir. Antisens DNA'ya komplementer dizéi sahip olan DNA dizisine ise sens
(anlaml) DNA ad verilmektedir. Transkripsiyon sonras ortaykan mRNA ise,
anlaml RNA (sens RNA) olarak bilinmektedir.

Antisens oligonukleotidler (AS ODN); hedef mRNA veya pre-mRNA
komplementer dizilie sahip olan ve bu dizilerine selektif hibridizasyonlar ile
(Watson-Crick baz ée mesi ile) gen ekspresyonunu durduran k sa, sentetik yap |, tek
zincirli DNA molekdlleridir. mRNA'ya spesifik olarak b&nmalar sonucu olan
DNA-RNA dupleksi, Rnaz-H’' aktive ederek mRNA’n n enzimatilargalanmas na
neden olabilir veya ribozomal okunma esnas nda sterik engellenrayislasyonu

durdurur.

Tedavide, Vitraverig (ISIS Pharmaceuticals) ismi alt nda bulunan Fomivirsen,
Amerika (A ustos 1998) ve Avrupa’da kullanlan 21 bazl k bir fosforotiyoat bir
antisens oligonukleotiddir. Vitravene, HIV-dantl CMV (sitomegaloviriis) retinis

tedavisi igin vitroz tabakaya enjeksiyoeklinde uygulanarak kullanlr (2). Ayrca



kanser, psoriasis, hepatit C, bébrek transplantasyonu ve (ldentittie kullan Imak
Uzere gelitirilen ¢ok sayda antisens oligonukleotid preparat, faz 1l ve [fia

a amas ndad r (3). Bu ¢amalardan elde edilen bulgular, insanda AS ODN’lerin hedef
mRNA'ya kar etkili oldu unu gostermtir. Ancak spesifiteleri a¢sndan bu

molekdullerle ilgili detayl ¢al malara ihtiyag vard r.

Antisens oligonukleotidlerle tedavide kda lan en 6nemli sorunlar; bu
molekullerin in vitro ve in vivo biyolojik ortamlarda nukleazlar taraf ndan h zla
parcalanmalar , intraselller penetrasyonlar n n zay f olm@akomplementer olduklar
hedefe ulaabilmeleri igcin gerekli olan sitoplazmik tamalar n n gugluadar (4).
Antisenslerin gen inhibitdr etkisini gosterebilmesi icin, membea hiicreye penetre
olmalar gerekir. Cok say da ¢aha serbest AS ODN'in aktif transport sonucu hiicreye
penetre olduunu kaydetmektedir, bununla beraber hiicreye internalizasyonu etkileyen

cok dei ik faktorler mevcuttur (5).

AS ODN'’lerin enzimatik hassasiyeti, fosforotiyoat gibi bakimyasal
modifikasyonlarla k smen ¢oztUmlenriir ancak hala tedavide kullan mlar n k s tlayan
en dnemli sorun; uygun bir tg ¢ sistemin bulunmamas d r. Bu sorunlar ¢dzebilmek
ve AS ODN’lerin tedavide etkin olarak kullan labilmelerini Eamak icin hedef

bdlgeye tayabilecek uygun bir tay ¢ sistem gerekmektedir.

Bugun icin gen tay c sistem olarak kullan lan viral olmayan gen yec lar
cercevesinde; katyonik lipozomlar, katyonik polimerler (Poligtiteve Poli-L-lizin) ve
dendrimerler ardrImaktad r. Ancak bunlarla ilgili de ik sorunlar bildirilmi tir.
Orne in lipozomlarla ilgili; serum varl nda stabil olmamalar ve (uretimlerinin
komplike olmas, katyonik polimer olan polietilenimine kin toksisite sorununun
olmasdr (6, 7). Dier taraftan katyonik polimer olan kitozan; (-) yukli DNA’nm
vitro vein vivota nmas icin uygun bir vektor olarak dikkat ¢cektiri Do al yollarla
kitinden elde edilen kitozan; biyoparcalanabilen, biyouyumlu bir polimerdi gok
diU Uk toksisite gostermektedir. Kitozan n DNA'y nikleazlara k&oruyucu etkisi de
bilinmektedir (8). Butlin bu say lan 6zellikleri nedeniyle de iyidgen tay ¢ sistemdir.

Bununla beraber kitozan n antisens oligontkleotidler iciny@ sistem olarak



kullan Imas na ilikin yay n say s yok denecek diuzeydedir. Mevcut yay nlardan, Gao
ve ark. (9) nn yaptklar bir camada hepatositler hedeflenmigalaktosillenmi
kitozan oligonukleotid kompleksi denenmie olumlu sonug al nmtr. Springate ve
ark. (10) ise oligonukleotid-kitozan kompleksini i@n bir pat sistemini, prostat
kanserinde kat tumorlerin intratumoral tedavisi igin denemi4 haftal k bir tedavinin
baar| oldu unu bildirmi lerdir. Féger ve ark. (11) da antimalaryal ilag olaralAD
topoisomeraz Il enzimine kark gelen fosforotiyoat AS ODN'’lerini kullanarak orta
dizeyde molekil arl na sahip kitozan ile 1:1 ve 2:1 (+/-) oranlar nda kompleks
hazrlam lar, ve sonugta hastalk etkeni olan malaryal topoizomerdainll
ekspresyonunu % 87 oran nda inhibe ekendir. Ancak bu calmalarda antisens
oligonukleotid iceren kitozan kompleksleri, tac sistem olarak detayl

aratrimam tr.

Bu tez cercevesinde model olarakgalaktozidaz geni kullanInmtr. -
galaktozidaz enzimine komplementer dizlisahip olan fosfodiester ve fosforotiyoat
modifikasyonlu antisens oligonukleotidlerin stabil halde hicreleraabilmesi icin
kitozan-esasl AS ODN kompleks ve nanopartikil formlar ¢galmi ve bu formlar n
ylzey yuki ve partikl buydklii gibi fizikokimyasal 6zellikleri ard rIm tr. Serum
bile enlerine ve nikleaz enzimlerine kastabiliteleri de incelendikten sonra uygun
bulunan formulasyonlar n HelLa hucrelerinievitro etkinlikleri aratrim tr. Ayrca
FITC i aretli AS ODN'lerin hiicrelere verilmesiyle de hicre icindelkalizasyonlar

belirlenmi tir.

4. GENEL B LG LER

4.1. ANT SENS TEKNOLOJ S HAKKINDA GENELB LG
Gen ekspresyonunu durdurmak icin hedef mRNA'ya komplementer olan

antisens molekdillerin kullan labileceilk olarak 1978'de Stephenson ve Zamecnik
taraf ndan ortaya atintr (12, 13). Aratrmac lar tavuk fibroblastlar nda Rous
sarkoma virus ekspresyonunu durdurmak amac yla AS ODN’leri kulldamahr (14).
1980’lerin son donemlerinde ise molekdler klonlama teknikleri ile taamml olan gen
hedeflerinin art ve AS ODN sentezindeki gefneler ile birlikte antisens ¢ama alan

oldukca aktif bir hal almtr. Ayn donemlerde nérologlar, reseptor alt tiplerinin



ekspresyonlar ndaki selektif azalmann davrame fonksiyon Uzerindeki etkisini
incelemek amacyla AS ODN’lerin intraserebroventrikiler  ksiyponunu
kullanm lard r. GUnimizde ise ¢ok sayda AS ODN, insanlarda terapdétilclama
kullan m icin arat r Imaktad r (15).

AS ODN'’ler; 15-25 nikleotid uzunlwnda, spesifik mRNA'ya Watson-Crick
baz ele mesi ( ekil 4.1) ile ba lanan sentetik, tek zincirli DNA molekulleridir (16, 17).
Bu molekuller genetik bilginin DNA’dan proteine transferini engekefanksiyonuna
sahiptir (18). Genellikle 4 kDa'dan daha buyik molekikla na ve molekil bana

12'nin Gzerinde negatif yuke sahiptirler (19).
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ekil 4.1. Nukleotidlerde Watson-Crick bazle mesi (17).

Konvansiyonel ilaglar n ¢as proteinlere bdanarak fonksiyonlar n diizeltme
yoluna giderler ancak bu ilaglar n Banmas spesifik deldir, antisens ajanlar ise
MRNA seviyesinde etki eder ve mRNA’lar n proteine translasyaml engeller (2).
Klasik AS ODN'’ler, hedef genden transkripsiyon sonucu ortayangtkB@NA’n n hedef
bolgelerine veya komplementer bolgelerine bade eesi ile balanarak gen
ekspresyonunu segici fakat gecici olarak inhibe ederler (16).agads geleneksel
ilaglarla salanamayan secicilik antisens yakla ile salanabilmektedir (20).
MRNA'ya spesifik balanmalar sonucu olan DNA-RNA dupleksi, karlk gelen
proteinin translasyonunu; mRNA kesimini, translasyonunu veya degmuasy
de i tirerek Onler (16). Antisens oligonukleotidlerin protein sentezindeki ekil
4.2de verilmi tir.
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ekil 4.2. Antisens oligontkleotidlerin protein sentezindeki rold.

Rasyonel dizaynlar n n yap labilmesi ve insan genom sekans ggdikineler
nedeniyle AS ODN'’ler, terap0étik ajan olarak veya gen fonksiyonmalar nda ara¢
olarak da kullan Imaktad rlar (18). Bennett ve Cowsert’'in (2dl) palar sonucunda
belirttikleri gibi, gen fonksiyonunu belirleme ve hedef validasyagis ndan alternatif
teknolojilerle k yasland klar nda genalanda uygulanabilirlik, sekans bilgisinin direkt
olarak kullan labilmesi, diik maliyetle hzl Gretimin yap labilmesi, bar
olaslklarnn ve spesifikliklerinin yiksek olmas yoninden Ustin |ibded
ta maktad rlar. Ornein in vivo olarak genlerin fonksiyonlar hakk nda bilgi edinmek
icin hayvan ¢calmas yapmak zaman al c d r, pahall d r, pratik deneyimr igebirgok
durumda embriyogenez esnas nda 6limd lmdarak bilgi al namayabilir. Bu durumda
antisens teknolojisi, hedef genin ekspresyonunu spesifik olarak durdugmagekici
bir alternatif sunar. Ornén, fare E-cadherin (-/-) embriyolar , embriyogenezisin erken
safhas nda 6lmiitir ancak daha ge¢ safhalarda AS ODN'’ler, E-cadherin’in sekond

rolind arat rmak i¢in baar yla kullan Im lard r (2).



Protein fonksiyonunu tan mlamak icin de AS ODN’lerin kullan labilmele
olas d r. Ornein seratonin reseptor farmakolojisi alan ndaki proteinlerirtd@mak icin
bugiine kadar molekiler tan mlama teknikleri kullan larak 7 alt sayfdan toplam 14
ayr reseptor tan mlanmve medisinal kimya ile bu reseptorler icin uygun olan sdlekti
ligandlar tan mlanmtr. Ancak son 5 y| icinde bu reseptdrlerin her birinde |&at
varyantlar olduu ortaya ¢ kmtr ve her varyant n da belli bir fonksiyonu olabilir. Bu
fonksiyonlar ortaya ¢ karmak icin de klasik ilag gorintileme tekmiklyeterli
olmamaktad r. Bunun igin en ideal yontem; proteinler aras ndaki ek sékans

de i imlerini bile belirleyebilen antisens teknolojisini kullanmaki.5).

AS ODN'’lerin hayvan modellerinde bar| olduklar ispatland ktan sonra
terapdtik amaclar icin de kullan Ima olas | klar ortaya ¢ kKm HIV-ba lant| CMV
(sitomegaloviriis) retinis tedavisi igin ilk AS ODN ilag itsavene (ISIS
Pharmaceuticals)’'in FDA onay almas , terapotik olarak gebekyeni s n f bileiklerin
do masn salam tr. Vitravene (ISIS 2922, Fomivirsen); insan CMV DNA's
taraf ndan kodlanan 21 bazl k bir fosforotiyoat AS ODN'dir. Klinik CM&blatlar na
ve gansiklovir direngli CMV’lere kar in vitro olarak aktiftir, AIDS’li hastalarda CMV
retinisin tedavisinde intravitreal olarak kullan Imaktad r. Agrkanser, viral hastal klar,
multipl skleroz, hepatit C, bobrek transplantasyonu ve ulseratit gidi pek ok

antisens oligonikleotid preparat Faz Il ve Il arana safhas ndad r (2, 22, 14).

Antisens teknii, dizili i bilinen bir genin aktivitesini durdurmak igin gucli bir
yoldur, ayn zamanda hiicre ve organizmalarda genldewiiinin durdurulmas igin

kullan lan daha kompleks metodlara gore basit bir alternatifisé3).

4.2. ANT SENS OL GONUKLEOT DLER N YAPILARI VE OZELL KLER
AS ODN’lerin kimyasal yap s nda riboz halkas na bguanin (G), adenin (A),

sitozin (C) ve timin(T) bazlar ve riboz halkalar n birbiei balayan fosfat balar 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 dindimesi gereken nokta AS ODN'’lerin
uzunlu udur. Kural olmamakla birlikte genelde 17-25 baz uzumlwptimal olarak
du Unulmektedir. Daha uzun olan AS ODN'’lerin hedef olmayan RNA ile dhiibzi
olma potansiyelleri mevcuttur. AS ODN dizayn nda biredi 5nemli nokta ise GC
(guanin sitozin baz cifti) igeridir ¢guinkil bu nikleotidlerin ytzdesinin yiksek olmas

sonucunda AS ODN icgerisinde sekonder veya tersiyer yap laatolin (15).

AS ODN'’lerin tedavi amac yla kullan labilmeleri igin bafiziksel 6zelliklere
sahip olmalar gerekmektedir; AS ODN’lerim vivo olarak stabil olmalar, etki
gosterebilmeleri icin dncelikle hicre membranlar ndan gepelélri sonra da hedef
bélgeyle hibridize olmalar gerekmektedir. Stabil bir hibrit tlwabilmeleri icin de
ba lanma afiniteleri ve sekansa spesifisik olmas 0Onenkilteetmektedir, sekans
spesifik olmayan makromolekillerle etkilreye girmemelidirler (24, 25). AS
ODN'’lerin ba lanma afiniteleri, kendileri ile hedef sekans aras ndaaoluH balar n n
bir fonksiyonudur. Bu da f (erime s cakl ) denilen cift zincirli materyalin % 50’sinin
tek zincir olduu s cakl n belirlenmesiyle 6lgulir. f; AS ODN konsantrasyonuna,
baz ciftlerinin doas na, hibridizasyonun gercekiei solvann iyonik kuvvetine
ba | d r. Fosfodiester varl nda T, de eri; n + m formuldyle hesaplanabilir. n; dA-T
Giftlerinin say s, m ise dG-C ciftlerinin say s d r. Berfntlden de anldd  gibi dG-C
baz ciftlerinin art yla stabilite dorudan artmaktadr. Tek bir bazdaki yahk



(lokasyonunda, tipinde veya cevre dizilde) balanma afinitesini 500’de birine
indirebilir (24).

AS ODN’lerde aran lan der oOzellikler ise; sekanstan bms z olarak duiik
toksisite gostermeleri, ekstraseliler veya intraselllal stabil kalmamalar d r. Tim
bu 6zelliklere tek bir molekulin sahip olmas hemen hemen mumkdiidide bir
Ozelli in duzeltiimesi dierinin bozulmas na neden olabilir. Daha komplike 6zellikte bir
molekul oluturmak da maliyetin artna neden olur. Ornén; spesifik ve stabil
hibridlerin olumas ic¢in gerekli olan minimal uzunluktan daha uzun olan deili
problem ¢ karabilir. Diziliin uzun olmas , belki daha fazla bazeemesiyle daha stabil
hibridler olumas n salayabilir ancak bu tip antisens oligolar n sentezleri daha

maliyetlidir ve ditk spesifisiteye sahip olabilirler (24).

4.3. ANT SENS OL GONUKLEOT DLER N KAL TAT F TE HS VE
KANT TAT FTAY N YONTEMLER

Uzun RNA molekilleri kompleks sekonder ve tersiyer yap lartoturlar, bu
nedenle bar!| bir antisens yaklam icin ilk ad m mRNA’n n hedef bélgelerini
tan mlamakt r. Ortalama olarak sekiz AS ODN’'den sadecéabiesi hedef mRNA'ya
etkin ve spesifik olarak b#nabilmektedir. Aktif AS ODN’in ylzdesi hedefe goére
de i mektedir. Bu nedenle birkag AS ODN’in antisens etkinliksangan test edilmesi

gereklidir ancak sistemik optimizasyon igin daha sofistifetygmler gerekmektedir (2).

Uzun RNA molekdillerinin bilgisayar bazl yap modelleri, hicred&iA
yap s n gosterememektedir, bu nedenle de etkin AS ODN dizawgrs itrl kullan ma
sahiptir. Bu amag icin céli yontemler gelitirilmi tir, AS ODN kitapl klar ve Rnaz-
H' n rastgele kullan m yoluyla levsel bélgeler geniolarak ¢ karImtr. Hedef
RNA'nn yap s hakk nda bilgi edinmenin dir bir yolu da ¢ok say daki spesifik AS
ODN'i RNaz-H varl ndaki transkripte kar izlemek ve AS ODN’ler taraf ndan
indiklenen kesimin uzunlwnu deerlendirmektir. Bugiine kadar dizayn edilen en
sofistike metod ise AS ODN’in hibridizasyon boélgeleri icin RNWritas ¢ kararak
DNA array yapmaktr (2). Antisens tedavilerin tum etkilemimholekdiler portrelerini
incelemek igcin DNA mikroarrayler kullan Imaktad r. Bu yontenyesinde hicresel

cevredeki sekans spesifik olmayan etkilerden antisens mekanibaéa izole etmek
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muimkundir (16). Biyolojik sistemlerdeki mMRNA yap lan vitro olarak transkripte
olmu RNA molekillerinden farkl olabilecénden ve RNA balayan proteinler hiicre
icindeki, baz hedefleri koruduklar igin; hicre ekstraktlar ndakeya hiicre

kultariindeki AS ODN etkinliinin gértnttlenmesi avantajl olabilir (2).

AS ODN'’lerin mRNA veya hedef proteinler icin spesifikihi anlamak ve bu
ODN’lerin biyolojik stabilitelerini  k yaslamak igin hicre igaeyen sistemlerin
kullan Imas olduk¢a uygun ve ekonomik bir yakiad r. Bu sistemlerle calrken
floresans veya radyoaktifaretleme yontemleri kullan labilecegibi yiksek bas ngl
sv kromatografisi (HPLC) gibi metodlar da kullan labilir. Fédsans iaretlemek igin
kullan lan teknoloji, radyoaktif aretleme tekniklerine goére daha iyidir, ancak biyolojik
svlarda floresans sinyallarinin al nmasyla ilgili sorunlgaanmas nedeniyle
floresans yonteminin baz snrlay ¢ yanlar bulunmaktad r. Buydatemden biriyle
i aretlenmi olan bir AS ODN’in veya metabolitlerinin miktar tayinlerinirayImas
icin ince tabaka kromatografisi TIK) veya poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE)
yontemlerini takiben densitometri uygulanmaktad r. HPLC tdkrise biyolojik
ortamlardaki AS ODN'’lerin dlgumleri icin daha gercekci sonuglarmektedir. Bu
yontem ile 20-30 pmol miktar ndaki seviyelere kadahi yap labilir, 3-5 baza kadar

rezollsyon yap labilir ve der yontemlere gére % 85-90 daha hassast r (26).

Bircok aratrmac AS ODN'’lerin hucresel al mlarn ata rken hicre icine
giri , biyostabilite, toksisite veya antiproliferatif etkileri¢ andan incelemeler
yapm lard r. Tum bu ard rmalarda floresans veya radyoaktifiietleme metodlar n
kullanm lard r. Floresans aretli olanlar i¢cin daha c¢ok flow sitometri yontemi
kullanIm tr ancak hicresel bilenlere bal olarak hiicre iginde floresansn
kaybolmas bu yontemin kullan labilirlini oldukg¢a k s tlayan bir parametre olntur.
Radyoaktif iaretli olan AS ODN'’ler ise sv sintilasyon sayac kullarek analiz
edilebildikleri gibi bu yéntemle kombine olarak PAGE, otoradyogrdénsitometri
yontemleri ile de tehisleri ve miktar tayinleri yap Imtr (26).

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

fare gp130)'n n hicre kultiriinde inhibisyonu icin aday olarakidiilen ve yiksek
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affinite gosteren AS ODN’ler aras ndan sec¢im yapmak icigoalikleotidin RNA
hedefine balanma aamas nda gerceklen tim termodinamik déngulerin hesapland
molekiler termodinamik modelleme yodntemini kullaniard r. Kantitatif mRNA
Olcimlerini revers transkripsiyon-kinetik polimeraz zincir reatsiy (RT-KPCR) ile
yaparak antisens oligonukleotidlerin etkimfi belirlemi lerdir. RT-kPCR hassas bir
yontemdir ve ¢ok diuk miktarlardaki RNA'dan elde edilen ekspresyon seviyelerini

bile saptayabilmektedir.

Antisens molekul geltirirken bir di er 6nemli basamak da her ODN diziin
di er mRNA’larla dnemli homolojilerini engellemek icin bir véaban gelitirmektir.
Hatta bu amaca yonelik kontrol deneyleri de yap Imal d r. Kondtijontkleotidler;
geli iguizel ODN, AS ODN ile ayn nukleotid bilenine sahip kar k dizili li ODN'ler,
sens ODN'’ler, ters dizilli ODN veya kar |k gelmeyen ODN gibi AS ODN'den

sadece birka¢ pozisyonu farkl olan ODN'’ler olabilir (2).

Gozlenen biyolojik etkinin antisens mekanizmayla oldwe spesifik olmayan
etkilerden dolay olmad n belirtmek icin uygun kontrollerin yan sra baz deneylerin
de yapImas gerekmektedir. Antisens etkimideki esas ulalmak istenen nokta,
protein ekspresyonunun kontrol alt na al nmas d rerEfosforotiyoat AS ODN'’ler
kullan Im sa Rnaz-H baml olduklar ndan Northern Blot kullan Imal d r. Er sterik
engelleyici AS ODN'’ler kullan Im sa Northern Blot kullan Imaz ¢inkd bunlar Rnaz-H
ba ml de illerdir. Bu tip AS ODN'’lerin antisens etkinliklerini belemek igin kesim
yap Im peptidlerin sentezine bak labilir (18).

Gao ve ark. (9) transfekte hiicrelerden AS ODN’in miktamiayiyapmak igin
Oncelikle AS ODN ekstre etnier ve 7 M Ure igeren %20’lik poliakrilamid denattre
edici jelde ay rm yapmlard r. Ayrm yap lan AS ODN, Hybond naylon membrana
aktarIm tr ve UV irradyasyon ile capraz bdanm tr. Membran oncelikle 2 saat
boyunca 40°C’de prehibridizasyon tamponunda bekletiimisonra *’P-i aretli sens
ODN’leri iceren taze hibridizasyon tamponunda hibridize edtimi Daha sonra
oncelikle 5xstandart salin sitrat ile sonra 5x SSC / %0.05 8B®dnu ile y kanmtr.

Gece boyunca oda s cakhda fosfor ile muamele edilmive elde edilen bandlar
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sayesinde miktar tayini yap Intr

Aynié ve ark. (28) polimerik ila¢ tay clara (nanopartikiller) bda halde
bulunan *P-i aretli antisens oligoniikleotidlerin ayr Imas ve kantitatifinderinin
yap labilmesi i¢gin multikanal radyoaktivite sayac kullanan Katiti poliakrilamid jel
elektroforez (PAGE) analizi tasarladard r. Hazrlad klar analitik yontemi valide
etmek icin spesifiklik, linearite, guvenilirlik, miktar tey limitleri gibi olgcimler
yapm lardr. Olgim sonuglarn sv sintilasyon sayac sonuglar yhukayese
ettiklerinde ise tasarlad klar yontemin ayn uzum@usahip olan ve sadece bir tane
nukleotidi farkl olan birgok oligonukleotidin birbirinden ayr Imas vektar tayininin

yap Imas icin kullan labileceni gérmd lerdir.

4.4, ANT SENS OL GONUKLEOT DLER N STAB L TES
Antisens oligonikleotidlerle tedavide kda lan en buylUk problemlerden biri;

bu molekullerin stabil olmamalar dr.n vitro (serum igceren besiyeri) ven vivo
ko ullarda ekzo ve endonikleazlar taraf ndan hzla parcaland klar dgia mdaki
Omdurleri ¢cok ksadr. Bu amacla AS ODN’lerin yap s nda pek ¢ok miahfion
yap Imaktad r (3).

AS ODN yap s nda bulunan baz, fosfodiester grupeleer yap lar n n Ggiinde
de modifikasyon yap labilmektedir. En laa| modifikasyon, bazlar n aras nda yer alan
fosfodiester koprusundeki oksijen atomunun kikuirt atomuyla yer tadenesi sonucu
elde edilmitir ve fosforotiyoat AS ODN olarak bilinmektedir (29).

AS ODN'lerin stabilitesini salamak icin kimyasal modifikasyonlar n yan s ra
katyonik polimerle AS ODN komplekslerinin olwrulmas da bir dier alternatiftir. Bu
amagcla Ferreiro ve ark. protamin silfat, protamin klorur, protaiwsfat, poli-L-lizin
hidrobromir, spermidin fosfat tuzu ve Protasagibi katyonik polimerlerle AS ODN
kompleksleri haz rlamlar ve bu komplekslerin gastrointestinal kanalda nikleazlara
kar stabilitelerini incelemilerdir. Sonugta, protamin silfat ve protamin klorlriin, AS

ODN stabilitesini salayabildi ini gérmu lerdir (30).

AS ODN’ler, liyofilizasyon ilemi s ras nda da stabilitelerini kaybetmektedirler.
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Bu amagla Brus ve ark., PEI ile AS ODN kompleksleri hamrliar ve formilasyona
trehaloz, mannitol, sukroz gibi liyoprotektanlar ilave ederekOX8N’lerin liyofilizason
esnas nda stabil kalmas n amacldard r. Sonucta; bu tip liyoprotektanlar n AS ODN
formulasyonuna eklenmesiyle, liyofilizasyon esnas nda gerghilecek olan fiziksel

stabilite ve biyolojik aktivite kayb n n engellenebildii gormu lerdir (31).

4.5, ANT SENS OL GONUKLEOT DLER N ETK MEKAN ZMASI
AS ODN’lerin etkinlik gdsterebilmeleri icin 6ncelikle hucmembran ndan

gecmeleri gerekmektedir. Birgok AS ODN’in hiicreye endozomalaygirdi i
bilinmektedir, endozomdan kacamamalar halinde ise lizozomlamaf ridan
parcalanmaktad rlar. Bu nedenle hiicreye erken endozom evresinde alan AS
ODN’lerin asidifikasyon ve ge¢ endozom evresine gegergceklemeden endozomdan

kac lar n n gerceklemesi gerekmektedir (32).

AS ODN’ler vyaplarna bd olarak deiik mekanizmalarla gen
inaktivasyonuna neden olabilirler. Bunlardan en yayg n olanlarRreaz-H' aktive
ederek mRNA’n n enzimatik pargalanmas n laaak b) ribozomal okunma esnas nda

sterik engellemeyle translasyonu durdurmakt r (16, 18).
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ekil 4.4. Antisens oligonukleotidlerin etki mekanizmas (16).
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a) Rnaz-H' aktive ederek mRNA'n n enzimatik parcalanmas hasak

AS ODN’ler mRNA'nn spesifik bolgelerine bkanarak dupleks yap
olu tururlar ve bu AS ODN-RNA de mesi endojen bir nikleaz enzimi olan Rnaz-H’
aktive ederek kompleksin RNA k sm n n pargcalanmas na neden oluan ks ODN
ise di er mRNA'ya balanmak lzere serbest kal r véeim tekrarlanarak devam eder
(15). (ekil 4.4

Hedef RNA ekspresyonunun, Rnaz-H Imal olarak azalmas oldukcga etkin bir
yontemdir ve protein sentezinin % 80-95 oran nda durmas na neden elteithn.
Hatta sterik engellemeyle translasyonu durduran AS ODN’ldrelarak mRNA'n n
herhangi bir bdlgesine hedeflendirildiklerinde protein ekspresyonunu
engelleyebilmektedirler. Ancak sterik blokor AS ODN’ler sadegeveya AUG
balang ¢ kodonuna hedeflendirildiklerinde etki gdsterebilirler.  Kdiei incelenen
antisens ilaglar n ana mekanizmas n n Rnaz-Hrbk oldu u bulunmutur. Rnaz-H;
RNA/DNA dupleksinin RNA zincirini hidroliz eden enzimdir. Bu enzimdupleksleri
nas| tand ise hala tam olarak anléamam tr (18). E.coli Rnaz-H enzimi,
ba lanmak i¢cin en az 4 DNA-RNA baz ciftine ihtiya¢ duyarken inBaraz-H enzimi

icin sadece 1 tane baz cifti olmas yeterlidir (24).

b) Ribozomal okunma esnas nda sterik engellemeyle translasyonu durdurmak
ekil 4.4de goruldii gibi AS ODN-mRNA hibridizasyonu sonucunda

ribozcomda sterik engellenmeye ba olarak mRNA’dan proteine donim

gercekleememektedir. Bu molekullerin sterik engellemeyelbalarak translasyonu
durdurabildikleri ilk olarak 1997'de hicreler aras adezyon molekdl 1 KIEW'in

ekspresyonunun, Rnaz-H'dan basz, 2’-o-metoksi-etii modifiye AS ODN ile
inhibisyonu sonucu ortaya ¢ kmr. Bu etkinin buydk olas|kla 80S translasyon

ba lang ¢ bdlgesinin engellenmesi ile ortaya ¢ kdl Gntlmektedir (2).

Rnaz-H'n AS ODN etkinliinde her ne kadar ¢ok 6nemli bir roli oldu
dii tniilse de baz camalar bunu desteklememektedir. Orime Roselen ve ark. (33)
U397 hicrelerinde Rnaz-H' n normale gore 10 kat fazla dizeyde ekgpnesen n, c-

myc hedefli AS ODN’lerin antisens etkisini artt rmaah gostermilerdir. Buna benzer
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olarak Moulds ve ark. (34) mikroenjeksiyon yontemini ve Rnaz-Hapaayan AS
ODN modifikasyonlar n kullanarak ayn sonuca vafardr. Bu cal malara gore
stabil bir RNA-DNA dupleksinin oldurulmas hedef mRNA'n n translasyonunu
tamam yla engelleyebilmektedir ve bu duplekse Rnaz-Habanas antisens etkinli
artt rmamaktad r (24).

Bu mekanizmalarn dnda AS ODN’ler yardmyla RNAnn
3’poliadenilasyonunun ve 5’kapanmas n n inhibisyonu ile RNA'n n destabiliza®l

sonucunda da proteine dodin engellenebilmektedir (15).

Shi ve ark. (35) nn yaptklar bir cainada ise depresyon ve anksiyete gibi
santral sinir sistemi ile ilgili olan hastal klarda 6nenoli oynayan serotonin reseptor 5-
HT1A hedef olarak segilerek, AS ODN'’lerin katyonik lipideerl:1 oran ndaki
kompleksleri néronal RN46A hicrelerine uygulann ve sonucta AS ODN'’lerin
hedef mMRNA ile etkileme mekanizmalarnn; nikleusta mMRNA matriksine
ba lanmalar sonucunda gerceldm mMRNA degredasyonu oldunu ortaya

¢ karm lardr.

4.6. ANT SENS OL GONUKLEOT DLER N FARMAKOK NET
Bu yeni molekullerin farmakokinetik ve toksisitesinekin cevap bekleyen pek

¢ok sorun vard r (36).

AS ODN’lerin farmakokinetiini ve metabolizasyonlarn belirlemek igin
hayvanlarda ve insanda, gointraperitoneal veya intavendz olmak uzere intradermal
veya subkutan uygulamalarla denemeler yaptim(37, 12). ntradermal ve subkitan
enjeksiyon uygulama sonras yaygn olarak sistemik duoka gectii gdzlenmitir,
subkitan enjeksiyon ile biyoyararlan m ve plato faz AS ODN duzeymn tr.
ntraperitoneal veya intraventz aras nda lda a¢ s ndan minimum dizeyde farkl | k
gorulmutar. Fare, s ¢an, maymun ve insanlarda fosforotiyoat modifiyeOBS!’lerin
klinik dozlarda uygulama sonras %96’dan fazlas n n plazma proteialéa land
saptanmtr (12). Agrawal ve ark. (38, 39) fosforotiyoat modifiye edilmAS
ODN'’lerin farelerde i.v. ve i.p. uygulamalar n n etkisinmiada rm lard r, uygulanan

dozun %30’nun ilk 24 saat icinde idrarla at |t ve AS ODN'’lerin 6zellikle bébrek ve
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karaci erde birikti ini gérmu lerdir. Farelerde beyinde de az miktarda AS ODN
birikmi tir, maymunlarda da AS ODN plazma yar lanma 6émrl rodenthkadig (40).

AS ODN'’lerin intravendz, oral, intraperitoneal, transdernmlmoner ve subkitan
uygulama sonras da benzer farmakokinetik profil gostergdrulma tir (41). AS
ODN'’lerin en c¢ok biriktii organlar: karacier, boébrek, timus, kemik ili, lenf
noddlleri, tikrik bezleri, akcer ve pankreastr. Kaslarda, gastrointestinal sistem ve
trakeada orta dizeyde birikirlerken beyin, spinal kord, kk rdaki derprostatta
minimum duzeyde biriktikleri gorulmidr (24). Antisens oligontkleotidlerin dam,

uzunlu a ve sekansa banl d r (12).

Dokularda AS ODN degredasyonu endonikleaz metabolizmas yla
gerceklemektedir, metabolitleri de 1-5 gin igerisinde primer olarak ig@uyla
at Imaktad r (24,12).

AS ODN'’lerin plazma yar dmiurleri 20—-60 saat aras nda deektedir ancak bu
geni farkll n, cal malarda radyoaktif teknik kullan m ndan kaynaklanabiléce
kaydedilmitir. Orne in, trecovirsen ile yap lan camada radyoaktivite yerine HPLC
kullanld nda yar omrinin 38-75 dakika arasnda idei gorulmutir (42).
Farmakokinetik calmalarda kullan lan testlerin deik doku ve s v larda tayin icin,
hassas ve guvenilir olmas gerekir. Ancak AS ODN tayinindezaamanlara kadar daha
¢cok radyoaktif iaretleme tayini kullan Imtr. u anda ise kapiller jel elektroforezi ve

s v kromatografi teknikleri ile cok daha hassas ve detmdliz yap Imaktad r (41).

AS ODN vyar o©Omdrlerinin insan ve hayvandaki farkll tam olarak
ac¢ klanamamtr ancak tirler aras ndaki metabolik kapasite, renal kliresesum
protein balama gibi 6zelliklerin farkl olmas nn neden olabilec&ne surilmutir
(24).

AS ODN'lerin farmakokinetik parametreleri yap lar na gdtde dei kenlik
goOstermektedir. 2’-alkil modifikasyonu gibi deik modifikasyonlar dalm ve
metabolizmada de kenlik yaratmaktad r. Fosfodiester, fosforotiyoat veyaediAS

ODN'’lerin farmakokinetik profillerini dei tirmek Uzere lipidler, peptidler veya dir
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kimyasal yap larla daudan konjugasyon yap Imas dintlmektedir, bu sayede
etkinli i geli tirmek amaclanmaktad r (12).

AS ODN’lerin tumor periferinde yuksek seviyelerde biriktiklegkat tumor
icerisinde bulunmad klar na ikin kantlar vardr (43, 44). Kanser tedavisi i¢gin AS
ODN'’lerin kulan Imalar nda en 6énemli sorunlar; bu molekullerin timér élécinde
da I m veya hedeflemesinde normal hiicrelere ilac nmkmas , tumor veya normal
hiicreleren vitro vein vivo giri mekanizmas n n ve AS ODN’lerin aktivite gostermek
icin hiicrede lokalize olacayerlerin iyi anla Imas gerekmektedir. TUmaor hiicrelerinde
veya normal hiicrelerde AS ODN’lerin hiicre icerisine bgri, aktiviteleri a¢ s ndan
Onemlidir ancak sorumlu olan mekanizma heniiz dalaam tr. Floresans aretli AS
ODN’lerin perinlkleer lokalizasyon gosterdikleri, daha az dizeyske mikleer
lokalizasyon gosterdikleri bilinmektedir. aretli olmayan AS ODN kullan Id nda
HelLa ve MCF-7 insan tumor hicrelerine transfeksiyon yaprida benzer bir nikleer
ve perintkleer dal m gozlenmitir. AS ODN’lerin hlcreye nas| ulaklar veya
nukleusa nas| girdikleri henliz bilinmemektedir. Mitoz 6ncesi veyaras nukleer
membrandaki de iklikler sonucu AS ODN'’lerin nukleus icine giteri de i mektedir.
Nukleus ile sitoplazma aras nda enerji Ioal, nikleer por kompleks banl
mekanizmayla yerleikleri fakat nikleer lokalizasyonla hedef mRNA regilasyonunun

azalt Imas n n daha etkin gercekiei bilinmektedir (12, 45).

4.7. ANT SENS OL GONUKLEOT DLER N TOKS S TES
AS ODN’lerin toksisitesi olarak; immin sistem aktivasyonueteapleks DNA

olu umu, hedef olmayan fakat yak n mRNA’'n n regilasyonunun azalmas edsicr
proteinlerle AS ODN etkilemi gibi antisens olmayan baz etkiler gdzlentini
Primatlarda yap lan toksikolojik caimalarda ve insan klinik denemelerinde, sistemik
uygulama sonras kompleman ve koagulasyon zincirinin aktivasyonu gotim(ii2).
AS ODN’lerin fare ve scanlara uygulanmasnn ard ndan akut bopeskezlii,
karaci er ve dalak hasar, immun sistem uyar Imas (dalak Behpeoliferasyonu ve
immanglobulin sekresyonu), trombositopeni ve 6lum gibi ¢ok ciddi toksikleetki
saptanmtr. AS ODN’lerin maymunlara intravendz yolla uygulanmas mehradan ise,
periferal toplam beyaz kan hicrelerinin ve notrofillerin sayda diti , hipotansiyon

ve 6lum goérdlmi ve bu molekillerin metabolitlerinin uzun stre retikilo endotelyal

18



sistemde kalmalar ve birikmeleri sonucunda bu tir toksik ethiterortaya ¢ kt
di Unulmatdr (46). Gozlenen bu toksik etkiler de kimyasal yap ya robd r ve

sekansdan bams zd r ¢linkd benzer etkiler kontrol dizlerde de gdzlenmiir (12).

4.8. ANT SENS OL GONUKLEOT DLERLE TEDAV VE TEDAV DE

KAR ILA ILAN SORUNLAR
Negatif yukli fosfat iskeletine sahip olmalar ve olduk¢a buyUk kidier

olmalar nedeniyle AS ODN'’lerin kullan mlar zordur. Fizikokimghsozellikleri
nedeniyle de oral uygulama sonras yok denecek kadar az miktardzraigan m
sa lanabilmektedir. Parenteral yolla uyguland klar nda bu miktar @ttad r ancak bu

da hasta uyuncu a¢ s ndan uygunildir (15).

AS ODN'ler intraselller endonikleazlar ve ekzonikleazlar taatah genellikle
3 5’aktivitesiyle h zla degrede olurlar, dolmdaki yar lanma dmurleri k sad r. Buna
da ek olarak fosfodiester AS ODN'lerin parcalanma triini olan dNMP
mononukleotidleri sitotoksik ve antiproliferatif olabilir. dNMPier toksik etkileri
hiicre ylzey enzimi ekto—5'-nukleotidaz ile mononukleotidin defosforilasyonucsi
goraltr. nsan umblikal damar endotelyal hiicrelerinde ve HelLa hicrelerinde bu enz
dNMP’leri defosforile eder ve bu da timidin kinaz gibi €i 6énemli proteinlerin
fonksiyonunu engeller. Bu nedenle deoksiribontkleotid fosfodiester ODMigisens

deneylerinde kullan Imamal d r (18).

AS ODN’ler asl nda ¢ok spesifik olarak gozikseler de pratikiz molekiler
faktorler (Ornein; nikleik asitlerin konsantrasyonlar yla k yaslandda hedef c¢ok
di Uk konsantrasyonda bulunduicin baz lar antisens molekule k smi komplementer
Ozellik gosterebilir) veya hicresel faktérler (AS ODN’leprotein veya dier hicresel
yap lara balanmas) nedeniyle spesifiteleri azalmaktad r (16). Kompleer AS
ODN’in pek az hedef mRNA'ya baryla hibridize olmaktad r. Bunun nedeninin
sekonder veya tersiyer mMRNA yaps veya RNA'ya lanan proteinlerden dolay
hedefteki dei iklikler oldu u du Gndlmektedir. En iyi mRNA hibridizasyon bélgesini
belirlemek icin ceitli metodlar gelitiriimektedir. Ding ve Lawrence (47) adl
aratrmac lar algoritmalar kullanarak RNA yap larn n, tevdinamik ve yap sal

Ozelliklerinin belirlenmesine dayal metod Onerfeidir. Sczakiel ve ark. (48, 49, 50)
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ise daha etkin AS ODN dizayn etmek icin bilgisayarla he&NA'nn lokal

dizili lerinin sekonder yap lar n tahmin etme yoluna giterdir. Bu yontemle memeli
hicrelerinde ICAM—1 ekspresyonunun énemli 6l¢ide inhibisyonunu 34 AS ODN’den
sadece 17’sinin séad n gostermitir. Bir di er metod ise ODN/RNA duplekslerinin

erime derecelerinin ve serbest enerjilerinin belirlenmeedayanmaktad r (18).

Hucresel pentrasyonlarnn ¢ok zayf olmas bu molekillerde laatan bir
di er sorundur (51, 52). Hicresel alm, % 2'nin alt ndaki dozlarda ODiN&s$ ve
hiicre tipine ba olarak gercekleebilmektedir ancak daha ileri intraselller bariyerler,
iceri girmi olan AS ODN'’in aktif bolgeye tanmas n engellerler, sonucta aktif
bélgedeki AS ODN konsantrasyonu Ozelliktevivo ilag da | m icin oldukca duik
etkinlikte kalmaktad r ve yetersiz biyoyararlan m gézlenmeikt22, 25).

AS ODN kullan m nda karla lan bir di er sorun ise maliyet konusudur. 1990
y I nda 28-mer’lik bir fosforotiyoat AS ODN'in 1 gram nn sentezdilmesi icin
gereken maliyet 42.700 dolar iken son on y Ida teknolojinin mesiyle birlikte AS
ODN sentezinin maliyeti olduk¢a azalrr fakat buyuk capl Uretimleri basit organik
molekillerle k yasland nda hala olduk¢a yuksektir. Dar biyoteknoloji trlnlerine
gore ise daha uygundur ve bir¢ok Kklinik endikasyon igin ticari olarak kklayglde
edilebilir (15, 53).

4.9. MOD F YE ANT SENS OL GONUKLEOT DLER
AS ODN uygulanmasnda kala lan en biyuk problemler: nukleazlar

taraf ndan pargcalanma, hedef icin yetersiz afinitesinin olnsgesifikli in kayb ve en
onemlisi duuk biyoyararlan md r. Tim bu problemlerin Ustesinden gelebilmekA&in
ODN'’lerin yap s nda de ik kimyasal modifikasyonlar yap Imt r (13). Bunlardan ilki
ve en skl kla kullan lan fosforotiyoat (PS) oligonukleotidleridik olarak 1960'da
Eckstein ve ark. taraf ndan sentezlertmive ilk olarak da Natsukura ve ark. taraf ndan
HIV replikasyonunu inhibe etmek icin kullanImr (2). Bu tip AS ODNler,
oligonukleotid zincirindeki koépri oldurmayan oksijen atomlar ndan birinin kokdrt

atomu ile yer del tirmesi sonucu ortaya ¢ knfard r (16). ( ekil 4.5)
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ekil 4.5. NuUkleotidler aras PO ve PS bar (17).

Fosfat iskeletindeki negatif yikleri nedeniyle hidrofilik o#ethosterirler ve bu
nedenle suda c¢ozundrlukleri yuksektir (24). Yuksek nikleaz stabiliteterl r;
modifiye olmam (PO) oligodeoksinukleotidlerin serum yar lanma 6émurleri 1 saat ike
fosforotiyoat AS ODN'’lerinki 9—10 saattir (2, 54). Kolay senteeleilirler, dizenli
Watson-Crick baz ciftleri oldururlar ve bu nedenle iyi bir antisens aktiviteleri vard r
(18, 2). Fosforotiyoat AS ODN’lerin hiicrelerde Rnaz-H aktivitesirtt rarak etki
gosterdikleri bilinmektedir ancak yiuksek konsantrasyonlar da Rnaeittjelleyerek
etkinliklerini azalt r. Bu AS ODN’lerin serum proteinlereya buyime faktorleriyle yik
etkile meleri sonucunda bu proteinlere sekans spesifik olmaks zlarshklar ortaya
¢ckm tr (16, 24). Heparin-bday ¢ biylime faktorleri (asidik fibroblast biyime
faktorl, bazik fibroblast buyime faktort) gibi ¢& hicresel proteinlere uzunluk
ba ml bir afinite gostererek sekans bas z etkilere neden olmaktad rlar (18).
Bunlarn yansra kompleman sistemini aktive ettikleri hattaz bdurumlarda
kardiyovaskuler kollapsa ve 6lume neden olabildikleri, bunlara ek olarakod®in
gibi faktorlere balanarak p htlamay engelledikleri bilinmektedir. Bu etkinin nedeni
de buyudk olas | kla AS ODN'’lerin faktor H ile etkilmeleridir. Faktér H, kompleman
faktor 3b’ye tutunarak ve kompleman zincirini inhibe ederek komplemavaakbnunu
dizenlemektedir (12). Fosforotiyoat AS ODN’lerin maymunlara nexdi sonucu
hipotansiyon da gozlenntir. Bu hemodinamik cevaptaki deiklik, hayvanlar n
kompleman aktivasyon blokoriyle dnceden tedavi edilmeleri sonucu ereggltai tir
(12, 24, 2). Ancak insanlarda klinik deneme icinididozlarda kullan Id klar nda iyi
tolere edilebildikleri gozlenmj hatta baz proteinlere banmalar n n, filtrasyondan

korunabilmeleri ve serum yar lanma 6mdurlerinin de uzamas ng@defarmakokinetik
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ac dan avantajl bile say labilededl Gnulmutir (2). Fosforotiyoat AS ODN’lerde
gOzlenen bir dier sorun da komplementer RNA molekullerine olan afiniteyi
azaltmalar d r. Heterodupleksin erime s cakintkleotid ba na 0,5°C azalmtr. Bu
sorun hibridizasyon icin spesifikin arttrlmas yla kompanse edilmektedir (2).
Polianyonik yap lar olduklar ndan ve hucre yizeyi de (-) yuklu aledan hicresel
al mlar zay ftr. nterntkleosit fosforotiyoatlariral merkeze sahiptir. De long ve ark.
(55) bu problemi ¢ézmek igin her iki kopri olurmayan atomu kikurtle substitie
etmi tir. Ditiyoatlar, RNA icin duik balanma kapasitesine sahiptir ama hucre

kalturinde HIV biyumesini engelleyebilrferdir (24).

Bu gibi spesifik olmayan problemler icin ‘ikinci jenerasyon’ ADler
geli tirilmi tir. Bu AS ODN'’ler ribozun 2’ pozisyonunda alkil modifikasyonuyla
haz rlanm tr. 2’-0-metil ( ekil 4.6) ve 2’-0-metoksi-eti RNA, bu snfn bbhca
dyeleridir. Bunlar hiicresel nikleazlar n parcalamas na Kayan kl d r ve fosfodiester
veya fosforotiyoatlara gére hedef mRNA'ya daha yuksek afinitegléan rlar, hedef
MRNA ile erime s cakl ylksek heterodupleksler otururlar, toksisiteleri de daha
azd r ve oral uygulanma olas | klar vard r. Bunlar n mekanizrRasz-H ba ms zd r,
sterik engellemeye bh olarak bir AS etki gosterirler (18, 2). Bu AS ODN'’ler ars
umblikal damar endotelyal hicrelerindeki ICAM-1 ekspresyonunun potent
inhibitorleridirler ancak Rnaz-H aktivitesi damad klar icin baz kaynaklara gore
onemli aktivite gosterdikleri diiniimemektedir (18, 24). ekerin glikozidik ba ,
do al olarak oluan formundan -anomerik formuna de ti inde de (baz n ters yonde
oldu u form) nikleaz stabilitesi 6énemli 6lgtde arttm. Ancak bu da hibridizasyon

stabilitesi ve Rnaz-H aktivasyon yetenag s ndan zay ftr (24).

3
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ekil 4.6. 2’-0-metil modifiye ribonukleotid (17).
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ekerle modifikasyon sonucu hibrid dupleks stabilitesi ve nikleaz regista
artt r labilir ancak AS ODN’lerde oldukca yiksek modifiyekerler kullan Imas AS
ODN’lerin sentezini oldukga kompleks hale getirmektedir ve bkudian m a¢ s ndan

¢ok uygun deildir (56).

Ucuncii jenerasyon AS ODN'ler olarak furanoz halkas nn yerinantut
tamam yla farkl kimyasal yap ya sahip nukleotidler gellmi tir. Bunlar; peptid
nukleik asitler (PNA), N3'-P5’-fosforoamidatlar (NP), 2’-deoksiH®ro- -D-arabino
nukleik asit (FANA), kapal nukleik asit (LNA), morfolino oligonukledigr (MF)
,Siklohekzen nikleik asitler (CeNA), trisiklo-DNA (tc-DNA)r (2).

Ik kimyasal sentezle modifiye edilmiolan metilfosfonat (MP) AS ODN’in
formuli ekil 4.7de verilmi tir. Metilfosfonatlar ytkstz oligomerlerdir €kil 4.8) ,
AS ODN zincirindeki herbir fosforlanm yap daki képri oluurmayan oksijen atomu

yerine metil grubu gelmiir.

3

Metilfosfonat

ekil 4.7. Metilfosfonat oligontkleotidler (17).

Stabiliteleri ¢ok iyi olmas na ranen yukstiz olmalar ¢dzundrliklerinin dik
olmas na neden olmaktad r, bu nedenden dolay da ¢ozelti halingnggdéri zordur
(18). Metilfosfonat koprilerindeki molekilleriral 6zelliktedir ve herhangi bir
konformasyona gére karm halinde bulunurlar, bu da hedef mRNA afinitesini azalt r
(24). Yiiksiiz olmalar ayn zamanda hiicreye al mlar n da azalkekil 4.8) Ozellikle

adsorptiv endositozis yoluyla alnrlar, membranlardan diflize danazAncak
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yuklerinin olmamas RNA-DNA dupleksi olurken yuklerin birbirlerini itmelerini
elimine eder. Heliks-destabilize edicidirler ve Rnaz-Hiktive edemezler. Bu
nedenlerden dolay AS ODN teknolojisinde etkin olarak kullarelziar (18).

imerik kapal nukleik asit-DNA kopolimeri olan AS ODN’ler (LNAocked
nucleic acid) de Rnaz-H indukleyerek spesifik bir etkiye nedenlapjubiyolojik

stabiliteleri iyidir ve bu yap larda toksisite gézlenmetimi(16).

Pirimidin bazlarnn C5 pozisyonunda C5 propinil substitisyonlar da ilgi
¢cekmi tir ciinkii RNA afiniteleri vard r, olan hibritler stabildir ve Rnaz-H’ aktive
ederler ancak bu aktivasyonlar ¢ok belirgin ittér cinkt baz hibritlerde bloklamayla
etkinlik gosterdikleri diinulma tur (24).

Do al fosfat-riboz iskeleti tamayan, PNA (peptid nikleik asit) olarak
isimlendirilen stabil AS ODN’ler de hazrlanmr. PNA'lar yuksuz (ekil 4.8) ,
bikulebilir, poliamid iskeleti tayan airal nikleik asit analoglar d r. Nikleobazlar n
metilen karbonil balaryla baland N-(2-aminometil) glisin rezidulerinin tekrar
etmesinden olan bir iskelettir. Bunlar tek veya cift zincirli DNA veyaNR ile ¢ok
stabil dupleks veya tripleksler olurabilirler. Nukleik asitlere yuksek afiniteyle
ba lanmalar elektrostatik itme kuvvetlerinin olmamas na Ibalabilir ¢iinkii PNA
oligomerlerinde negatif yikler yoktur. PNA’lar Rnaz-H icin substrtekil
etmediinden antisens mekanizmalar sterik engellemeyel da (18). PNA’larla
¢al mann en biyuk zorlw didk ¢ozundrliklerinin olmas ve noétral yap lar ndan
dolay hicresel almlarnn dik olmasdr. (ekil 4.8) Bu nedenlerden dolay da
klinikte kullan mlar snrlidr (12).
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ekil 4.8. Oligonukleotidlerin Stabilitesi ve Hicresel Alm (22).

Fosforodiamit morfolino oligomerleri (PMO) de antisens amalgdrak uygun
bircok Ozelli e sahiptir. Burada deoksiriboz yap s morfolin halkas yla yer dami tir
ve yuklu fosfodiester inter alt birim bnt s da yuksuz fosforodiamit blant s yla yer
de i tirmi tir. Bunlar biyolojik sistemlerde ¢ok stabildirler ve gugclintisens etki
gosterirler. Ancak yuksuz olduklar icin spesifik olmayan baz eikikabilir. RNaz-H
icin substrat deldirler ve katyonik lipidlerle veya der s kl kla kullan lan katyonik
ta yc reaktiflerle kompleks oldurmazlar. Bunun Uustesinden gelerek AS ODN
penetrasyonunu skamak ve antisens etkilerini maksimize etmek igin Partricigeark.
(57) kaz yarak yukleme tekrini kullanm lar. Streptolizin O ile hiicrelere permeasyon

ise morfolino AS ODN’lerin hiicresel ddm n artt rmak icin bir di er yoldur (58).

Bir di er duclncl jenerasyon AS ODN ise N3-P5 fosforoamidat
nikleotidleridir. 3’ pozisyonundaki oksijen ile amin grubunun yeri demesi sonucu
ortaya ¢ kmlardr. DNA ve RNA ile Watson-Crick baz le mesi arac| yla ¢ok
stabil kompleksler oluurabilirler. Yap lar RNA oligomerlerine ¢cok benzemektedir.
Do al fosfodiesterlerin aksine fizyolojik kallar alt nda cift zincirli DNA ile de stabil
tripleksler oluturabilmektedirler. Rnaz-H’ aktivasyonlar biraz zay f alsla stabil
DNA/RNA hibridleri olu turduklar igin blok translasyonlar olduk¢a etkindir. Bu tip bir
modifikasyonun hicre proliferasyon kontrollerinde ve HIV viral replikasyonunda
gerekli olabilecei di tnulmektedir. Belirli koullar alt ndain vitro ve in vivo olarak

cok yuksek secicilikte ve spesifiklikte antisens etkinliktgosbilirler (18, 24).
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Rnaz-H’la ilgili segmentler (genellikle fosforotiyoat k gnmodifiye RNA'n n
daha yuksek afiniteli terminaliyle (genellikle 2’-O-alkiloligbanikleotidler)
ba land klar nda hem afinite artar hem de hedef olmayan mRNA’l&naz-H
taraf ndan kesilmesi de engellennoiur. ki imerik 2’-O-metil/fosforotiyoat AS ODN
klinik denemede olup, biri protein kinaz A'nn Ralt Unitesini hedeflerken deri

sitomegalovirls-induklu retinisi hedefler (18).

Bir di er modifikasyon da kark iskeletli AS ODN (MBO)’ lerdir. Bunlar da
gene 3’ ve 5 uglar nda nilkleaz stabilitesi icin fosforotiyoap it ta maktad rlar
ancak molekuldeki kukurt gruplar n n say s n azaltmak i¢in molekulunhditigelerine
modifikasyonlar yap Imtr. Bu oligonikleotidlerin dier fosforotiyoat AS ODN’lerle
k yasland nda; RNA'ya afinite, Rnaz-H aktivasyonu ve biyolojik aktivite s ndan
ustunlikleri vardr. Daha iyi farmakolojikin vivo parcalanma ve farmakokinetik

profillerinin oldu u ispatlanmtr (18).

Uridin ve sitidinin C-5 propin analoglar gibi baz modifikasyonlde de
antisensin RNA'ya bdanma afinitesi artar ve gen ekspresyonu icin daha aktif hale
gelir. Bu molekulin iyontoforezle uygulanmas sonras transdermal rdatakiben
yeterli etki gorilmektedir (56).

AS ODN'’lerin modifikasyonlar na ilkin bir di er kimyasal strateji ise sirkiler
DNA molekulleridir. Sirkiiler DNA ve RNA molekulleri dada ¢ok s k bulunmalar na
ra men sentezlenmeleriyle ilgili baz teknik problemlerden dolay dadma glindeme
gelmi lerdir. Kool ve ark. (59) bu molekillerin gekici baz 06zellikleri oldau
belirtmi lerdir. Birincisi; 5" veya 3’ uglar olmad icin ekzonukleaz ataklar na kar
direngclidirler. kincisi; oldukca iyi bir balanma afiniteleri vard r, Gglncusu ise sekansa
spesifiktirler, Rnaz-H’' aktive edebilirler. 20-30 nuikleotidlik bimiresel molekil 12-
14 bazlk bir lineer dizili hedefleyebilir. Eer dairesel DNA esas olarak
pirimidinlerden oluuyorsa kendiliinden balanma yapamaz ve ag k bir daire olarak
kal r. Hedef bolge de pirin bazlar a¢ s ndan zenginse Watdohk-Gaz ele mesi
yapabilir ve ¢ok stabil bir yap olturur. Sirkiler DNA zincirlerinin yer de tirme

aktiviteleri oldukga iyi olduundan katlanm olan RNA alanlarna da hibridize
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olabilirler. Bu da onlar n hedeflenebildikleri sekanslar olghulartt rmaktad r (24).

CG maotifleri iceren AS ODN'’lerin vivo deneyler igin gereklidir ¢inki bu
motifin  memeli sistemlerinde immin cevab uyard bilinmektedir. Bu
immunostimulasyon; IL-6, IL-12 gibi baz spesifik sitokinlerin sah yla gercekler
(14). CG dinlkleotid, insan genomundan ziyade daha ¢ok viral ve baktehiEda
sklkla bulunmaktadr. CG tayan ODN’lerin kanser, astm ve enfeksiyon

hastal klar n n tedavisi igin klinik denemeleri yap Imaktg@Yy.

Modifiye AS ODN’lerin ¢ok az in vivo olarak aratrld ndan antisens
molekuller olarak potansiyel etkileri ve olas toksik yan etkihakk nda c¢ok azey
bilinmektedir (2).

4.10. ANT SENS OL GONUKLEOT D TA IYICIS STEMLER
Cplak AS ODN'ler, stabilize edilmi halleriyle bile hicre kulttrine

uyguland klar nda gen ekspresyonunu zay f olarak bask layabilmektedBlanun
nedeni hicrelere etkin olarak taamamalar ve hicre igi trafn uygun olmamasdr
(16). Gunimuze kadar AS ODN'lerle yap Imolan in vivo ¢al malardain vitro
c¢al malardan farkl olarak genelde oligonikleotidlerin ya ya gerek duymaks z n
oldukca iyi etkinlik go6sterebildikleri gozlenntir. Bunun da nedeniin vitro
cal malarda hiicrelere antisens uygulamas vyap Id ktan sonra sdidee saat
beklenmesidirln vivo cal malarda ise deney hayvanlar na s k enjeksiyon yapidan

in vitro uygulamalara gore daha yiuksek AS ODN etkirgbrilmektedir ancak gene de
uygun bir AS ODN tayc sistem gelitirilmesi, in vivo ¢al malar igin uygulama
skl n azaltarak ODN etkinliini artt racakt r (60).

AS ODN’lerin hicrelere optimal olarak tamalar n salamak igin hicresel
al mlar arttrImal, hicrenin alt kompartmanlar ndan kg salanabilmeli ve etki

bdlgesine doru hedeflendirme yap labilmelidir (60).

AS ODN’lerin hicrelere tanmas temel olarak iki yolla gercekigilebilir:

viral ve viral olmayan yontemler.
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4.10.1. VRAL ANT SENS OL GONUKLEOT D TA IYICILAR
Viral yolla hiicrelere AS ODN tanmas virusler ile ya da rekonstitlie virtsler ve

psodoviryonlar gibi hiicrelere ODN almn arttrclar saypel® gerceklanektedir
(61). Virusler, spesifik hicreler igerisinde replike olabilmeik farkl mekanizmalar

geli tirmi olan hicre ici parazitleridir (62).

deal bir viral vektor;

- Guvenilir olmal dr. Virasin kendisi hastad yol agmamal dr, immin veya
inflamatuvar cevaplara sebebiyet vermemelidir.

- Hedef dokuya etkin olarak al nabilmelidir.

- Pratik olarak kullan labilmesi icin manipulasyonu kolay olmalvkr saf halde

Uretimi yap labilmelidir (61).

n vitro ve in vivo ¢al malarda en ¢ok retrovirtisler, adenovirtsler, adeno ile
ortaklaa virlsler veya herpes virlslerin modifikasyonuyla elde edilgrisler
kullan Imaktad r (62).

4.10.1.1. Retrovirusler
Bolinen hicrelere genleri tenak igin oldukca etkin olduklar ndan primer

olarak kullan lan viral vektorlerdir. Tek-kopyal genlerin yetliglmesi ve stabil olarak
butiinlemesi a¢ s ndan son derece uygundurlar. Hiicre kalturt sistemlerindel ba
olmalar na ramen genomun igerisine de g&uzel entegre olmalarin vivo
kullan mlarn ks tlamaktad r. Retrovirisler, sadece bolunen reiéide ilev
gorebildiklerinden timor tedavisi igin olduk¢a uygun olmalar na kahner hicre tipi

icin ayn avantajdan bahsedilememektedir (61).

4.10.1.2. Adenovirusler
AdenovirUs vektorleri ile kendi dal konak huicrelerinde, solunum endotelinde

ve vaskuler duz kas, cizgili kas, beyin gibi eli dokularda oldukca bar | sonuglar n
elde edildiine ili kin yay nlar vard r (63, 64, 65). Adenoviris, 2700 ayr adenoviral gen
drindnden oluan c¢ift zincirli DNA’dan olumaktad r. Bu viris birgok memeli hiicre
tipini transfekte edebilmektedir ¢unkid gmlu u membran reseptorlerine sahiptir.

Virusler hiicreye reseptor indukli endositozis ilertalar ve nukleusa giderler. Birgok
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adenovirls vektoru genel olarak episomal formda alddan konak DNA'’s na entegre
olmaz. Ancak adenoviral vektdrlerin en temel sorunu konak hiicrede ylksa#aora
immin yant oluturmas ve inflamatuvar veya toksik reaksiyonlara neden olmas d
(61).

4.10.1.3. Adeno ile ortaklaa virusler
Bu tip virtsler guvenilirlii ve etkinli i a¢ s ndan oldukga 6nem kazanfard r.

Vaskiler endotel hiicreleri dnda hemen hemen tim memeli hiicrelerine transfeksiyon

yapabilir, fazla say da kona sahiptir (66).

Philips ve ark. (61) hipertansif fare modellerine AT-1 hed&8iODN ta mak
icin bu virtsleri kullanmlardr ve sonugta ergin hipertansiyonlu farelere tek bir
intraventrikiler enjeksiyon ile kan basncnda 9 haftadan daha sirede diii

sa lanabilmi tir.

Viral vektdr olarak kullanmn kstlayan en onemli faktor iseetimidir.
Kolayl kla saflatr|p konsantre edilebilmesine rmen adenoviriislerden tamamen
uzaklatrimas, uretim ilemini olduk¢a kar k hale getirmektedir. Bir der

dezavantaj ise bolgeye spesifik entegrasyonunun yap lamam@dy r

4.10.2V RAL OLMAYAN ANT SENS OL GONUKLEOT D TA IYICILAR
Guvenilirlik ve dretim kolayl a¢ s ndan bak Id nda polikatyonlarla nikleik
asitlerin kompleks oldurmas na dayanan, viral olmayan genya vektorler son

zamanlarda s ki kla kullan Imaya banm tr (9, 67).

Fizyolojik ko ullarda stabilitesi arttrIm, hedef hicrelere etkin olarak
girebilen, nikleazlara kar dayankl ve dier makromolekullerle nonspesifik
etkile melere yatk nl di Uk olan viral olmayan tay ¢ vektorler gelitirilmi tir. Bu
tip vektorler aras nda polietilenglikol (PEG) - konjuge lipozon{@8), aljinat/poli-L-
lizin (PLL) mikropartiktller (69), poli(D,L-laktik asit) nanopé#lleri (70),
polietilenimin  kompleksleri (71), poliamidoamin (PAMAM) dendrimerle(72)
say labilir. Viral olmayan tay c sistemlerle yaplan camalarda dikkat edilmesi

gereken 6nemli konu; tim somatik hedefler igin tek bir formilasydmillan Imamas
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gerekti idir. Bunun yerine, hedefin fizyolojik ve biyolojik dzellikleri diintlerek her

somatik hedef icin ayr bir formilasyonun optimize ediimesegmektedir (73).

Bu ta y c lar n in vivo etkinlikleri hentiz a¢ klanamant r; daha etkin, selektif
ve kontrol edilebilir tayc sistemlerin gelitirilmesi gelecekte ararmac larn

aratrma konular d r (16).

a) Polietilenimin Hakk nda Genel Bilgi

Polietilenimin (PEI) de son yllarda plazmid DNA ve oligontkleardi
transferi amacyla viral olmayan tgc sistem olarak kullanImaktadr (74).
Polietilenimin, dorusal ve dallanm olarak iki ayr kimyasal formda bulunabilir.
Dallanm formu aziridin monomerlerinin su veya alkol iceren cozeltilerdésgk
s cakl klarda katyonik polimerizasyonuyla sentezlenmektedir. entas nda, zincirler
polimerizasyon ile biyurken dallanmalar alu Bu ekilde sentezlenen polimerin
molekilerarl  20. 000-50.000 g/mol aras nda dé&enlik gosterir (75).

b) Poli-L-lizin Hakk nda Genel Bilgi
Spesifik antikor ve proteinleri ligand olarak H@yabilmesi ve bu ekilde
olu turulan komplekslerinin vivo uygulamalarda spesifik doku ve organlara
hedeflenebilmesinin mimkiin olmas nedeniyle gen tedavisngalar nda tercih edilen
bir polimerdir.

Poli-L-lizin (PLL) kullan m ndaki dezavantaj; polipeptidlerin buyukI(ahe
ba | olarak sitotoksisite gostermesidir. PLL’'nin molekulh  artt kga daha az toksik
etki gozlenmektedir (76). AS ODN gibi polianyonik makromolekdlleriktar artt kca
da sitotoksisite artabilir (13). PLL kullan m ndaki bir dr sorun da; hiicre membran

bile enleri ile spesifik olmayan konjugasyona girmeleridir (61).

4.10.2.1. Lipozomlar
AS ODN ta ycs olarak gelitirilen ilk vektorler lipozomlard r. Lipozomlar;
yakla k 0.22 — 3.5 um ¢ap nda kuresel vezikullerdir, lipit ¢ift taba&asulu faz olmak

Uzere iki ksmdan olwrlar (77). Temel yaptéar amfifiik ozellik gbsteren
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fosfolipidlerdir. Fosfolipidler yap lar nda, bir hidrofilik (polasuya ilgisi fazla) bir de
hidrofobik (non-polar, suya ilgisi az) grup tdar. Lipidlerin hidrofobik uclar

genellikle ya asidi molekulleridir (6).

Lipozomlar, fosfolipidlerin yap s na bh olarak nétral, anyonik veya katyonik
olabilirler (18). AS ODN tanmas ic¢in daha c¢ok katyonik tipte lipozomlar tercih
edilmektedir ¢unkt anyonik ve nétral lipozomlar n AS ODN enkapstulasyonlikt&ri
oldukca duuktur (60). Katyonik lipozomlar n pozitif yikli bagruplar , negatif yukla
AS ODN'’lerle birleir, anyonik yiki nétralize eder ve buyuk anyonik molekdllerin
lipofilik hicre membran ndan ge¢i salanr. Lipozom ile hicre igine giri
endositozisle olur, katyonik lipozomlar membran n gecirgémilisa lar ve AS ODN’i
lipozomdan sitozole serbestlgir. Ancak katyonik lipozomlar n da plazmada stabil
kalamamalar ve intraventz uygulama sonras kandan h zl canelimimalar gibi
sorunlar mevcuttur. Bu nedenle Yamauchi ve ark. (78) F-ODNeghos iaretli AS
ODN)’leri tumor hicrelerine etkin olarak tgabilmek icin PEG (polietilen glikol) ve
DSPE (1,2-diasteroil-sn-glisero—3-fosfoetanolamin-N-metoksi) gibiral lipidlerle
kaplanm paket lipozomlar haz rlamar, daha sonra bu katyonik lipozomlar igerisine
F-ODN (floresans aretli ODN) / DOTAP komplekslerini yerlarmi lerdir. Haz rlanan
lipozomlar n F-ODN eklemeden 6énceki partikil blyukiit®0 nm olarak bulunmtur,
ODN/DOTAP (- / +) oran artt kga da partiktl buydklinde art gozlenmitir. % 97
transfeksiyon etkinliinin gézlendii optimal - / + yuk oran 0.92 olarak bulunmnbur.
Serum stabilitelerine bak Idnda ise dekstran sulfat varinda bile nétral lipid kapl
lipozomlar, dier ODN/katyonik lipid komplekslerine gore c¢ok daha stabil
kalabilmi lerdir. Farelere bu formulasyonlar n i.v. enjeksiyonundan sonra pldakn
F-ODN seviyesi birkag saat boyunca yuksek kalm Sonugta bu notral lipid kapl
lipozomlar sayesinde timdr hicrelerine pasif hedefleme yolwdaest F-ODN'lere
gore 13 kat fazla F-ODN tanabilmi tir.

Lipozomlar arac!| yla htucrelere AS ODN tanmas endozomal vyolla
gercekleti inden endozomlardan kag salanabilmesi i¢in formilasyonlar na baz
yard mc molekdller eklenebilir. Bu yard mc molekller: klorokie \t,2-dioleil-sn-

glisero—3-fosfotidiletanolamin’dir. Bu molekiller  endozomal membran n
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destabilizasyonunu skyarak AS ODN’lerin gegini ve daha sonra da aktif
transportunu sdarlar. Eufectins, Lipofectamine gibi lipozomlar laboratuvea rma
¢al malar nda s kl kla kullan lan ticari vektdrlerdir. Bunlardan bazyjla 50 nM’dan
daha az AS ODN konsantrasyonuyla belirli kitar alt nda baaryla ta ma
gercekletirilebilir (18). Katyonik lipozomlar ¢ok fazla miktardaki ASDN’lerle bile
kompleks olutururlar ve bu sayede bdlinmeyen hicreler de dahil olmak tzere birgok
farkl hucre tipine transfeksiyon gercekielebilir (79). Ancak katyonik lipozomlar n
Ozellikle yiksek konsantrasyonda sitotoksik etki gostermeleri lipozamfavitro vein
vivo kullan mlar n ks tlamaktad r (80, 81). Bu nedenle de lipidniip de i tirilmesi,
lipid kompozisyonunun veya lipid konsantrasyonununi deilmesi gibi baz ¢dzumler
aratrim tr. Ornein toksik olmayan bir lipozom formiilasyonuyla CHO (Chinese
Hamster Ovary) hicrelerinde amfifilik pridinyum bazl lipid $N-2 kullanarak
noropeptid kortikotropin salan faktor reseptdér (CRF-R) mMRNA's na fosifmat AS
ODN ta nm tr. Bu ekilde serbest AS ODN'’lere veya lipid kontrollerine gére GRF-
MRNA ekspresyonunda % 50 azalma gozletim(i22).

Lipozomlarla AS ODN tanmasnda karla lan bir dier sorun da;
lipozomlar n partikil bayudkliklerinin fazla olmas verapozitif yukli olmalar dr. Bu
nedenlein vivo cal malarda kana verildikten birka¢ dakika sonra mononikleer
fagositik sistem (MPS) hicreleri taraf ndan parcalan thar,nedenle énemli seviyede
AS ODN etkinli inin goraldi G yerler sadece akar ve karacierin ilk geci organlar
olmaktad r (25).

Pastorino ve ark. (25) DOTAP gibi katyonik lipid kapl lipozomiler c-myb
veya c-myc protoonkogenlerine kadizili e sahip AS ODN kullanarak bir ¢caha
yapm lard r. Cal malar n n sonunda haz rlad klar AS ODN tac formulasyonlarla
yuksek AS ODN yukleme etkinli, kiguk partikil boyutu ve yiksek stabilite elde
etmi lerdir. Partikil ylzeyinde anti-GD ele mesi yoluyla melanoma veya
noroblastoma hiicrelerine hedeflendirildiklerinde ise bu hiicrelerarraan n artt n
go6zlemlemilerdir. Hedefleme yap lan formulasyonlar n hedefleme yap ankara goére
hiicre ¢coalmasn daha buyuk ol¢ide engelleyebibmi Formulasyonlar nin vivo
olarak da dolamda uzun sire kald klar sonucuna uta lard r.
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AS ODN'’lerin endozomal kac¢n salamak icin, pH-duyarl flzojenik
lipozomlar da kullan Imaktad r. Bunlar koloseril hemisiksinat (CHEMe DOPE
(dioleoilfosfatidiletanolamin) gibi amfifatik lipidlerden olurlar. Fizyolojik pH'da
CHEMS, DOPE'u lamellar faz lipozomlar icerisinde stabilizder, ancak erken
endozom evresinde oldu gibi asidik pH'da ise CHEMS protoniaaya balar,
hekzagonal HIl fazn oldurarak endozomal membrana flizyon sonucu
destabilizasyonla AS ODN'i sitozole salar (4). Lipid bifei de i tirilerek bu tip
lipozomlar n fizyolojik pH’daki stabiliteleri artt r labilir & bu ekilde in vivo dola m
sureleri de artt r Im olur (82). Bu tip lipozomlar ayn zamanda AS ODN’i endozomdan
sitozole salabilecek flizojenik Ozelliklere de sahiptirler. Bwwdomlar, astrositlerde
Na'/myoinositol ko-transporter mRNA'ya karAS ODN ta mak igin kullan Im lard r.

Bu lipozomlar n kullan Imas ile hiicresel al m, serbest ASNOfeya pH-duyarl

olmayan lipozomlara goére daha etkin olmaktad r ve hedef mRNA eksonasda
serbest AS ODN'’lere kyasla 50 kat fazla azalma gorifimi(22). Ancak bu tip
lipozomlar uzun sireli olarak stabil kalabildikleri icin yaptetaki yiksek
konsantrasyondaki lipidler toksisiteye neden olabilmektedirler (61 Agmanda bu
lipozomlar pH duyarl | klar n vyitirebilirler van vivo olarak ODN tama kapasiteleri
du ebilir. Bu nedenle buyudklik, lipid bilemi ve pH-duyarl lipozomun plazmayla
etkile imleri gibi 6zellikler dikkatle karakterize edilmeli ve apal AS ODN ta mas n

sa lamak lzere ayarlanmal d r (22).

Kunisawa ve ark. (83) oncelikle konvansiyonel lipozomlara AS OBIN&n
nanopartikilleri enkapsile etrtér, daha sonras nda ise bu lipozomlar ultraviole ile
inaktive edilmi Sendai virus zarfnn glikoproteinleri ile katrr larak flizojenik
lipozomlar hazrlamlardr. Bu sayede ¢ok sayda AS ODN yan nanopartikdl
hiicrede herhangi bir sitotoksisiteye neden olmaks z n plazma meméddirek flizyon
ile sitoplazmaya baryla ta nabilmitir. Bu cal ma ile gen tedavisi, kanser
kemoterapisi ve a geli tirme c¢al malar a¢ s ndan fuzojenik lipozomlar n iyi bir

alternatif olabilecei ortaya ¢ km tr.

Lipozomlara reseptor ligandlar veya antikorlar lagarak hedeflendirilmi

ta ma yap labilir. Ornein maleilatlanm -ODN-BSA konjugatlar, AS ODNi
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Leishmania-enfekte makrofajlara reseptérenta sistemiyle etkin olarak tan tr
(84). Pagnan ve ark. (85) da c-myb AS ODN’leri nétral lipidldsaplanm katyonik
lipozomlara enkapstle etmianti-gangliosid GB monoklonal antikorunu da buna
ba lam ve sonucgta serbest AS ODN'’lere k yasla bu yontemle ODN'indsiétral m

oldukga yliksek olmuur.

Ma ve Wei (86) adl ararmac lar da 18-mer’lik anti-myb ODN’lerin I6semi
hicrelerine tanmas igin anti-CD32 ve anti-CD2 immunolipozomlar ile gala
yapm lard r. Bu AS ODN'’lerin hiicresel al m, lipozomla enkapsid@rei olan veya
spesifik olarak imminolipozom igerisine enkapsule edilmestan ODN’lere gore iki

kat fazla gerceklemi tir.

Bandyopadhyay ve ark. (87) genetik mutasyonlarn onarImas igierik
DNA/RNA oligonukleotidlerini hepatositlerdeki asialoglikoprotein aptrlerine
ta mak amac yla galaktoserebrosid iceren yukli veya noétral lipozdenkaS ODN'’leri
enkapsule etmier ya da laktozillenmi polietilenimin ile AS ODN’ler aras nda
kompleksler haz rlamlard r. Bu formulasyonlar n stabiliteleri ve hepatosit hiicieter
hedeflenme etkinlikleri dl¢uldiiinde yukli lipozomlara enkapsile edilnolan AS
ODN’lerin bu yolla en az 1 ay boyunca stabil kalabildikleri, ézedilmi olan s ¢an
hepatositlerine % 100 oran nda transfekte edilebildikleri ve hepateshedefli ODN
ta nmas n salayabildikleri gézlenmitir. Hlcre nikleusundaki floresangldetlerine
bakld nda ise negatif yukli lipozomlarn ve 25 kDa laktozillennEl ile
haz rlanm olan komplekslerin nikleusta daha cok lokalize olduklar gozldirmi
YUkll lipozomlar n partikdl bayukltkleri 50 nm olarak 6l¢ulnir, bu da 100 nm’nin
altndaki partikillerin  karacer epitelinden daha rahatlkla gecebildi
do rulamaktad r. n vivo ¢al malar n sonucu dam vitro sonuglarla uyumludur. 25 kDa
laktozillenmi PEI ile haz rlanm imerik AS ODN komplekslerinin farelere verilmesi
ile karaci erlerindeki nokta mutasyonunaram olan faktoér 1X geninin A C baz
de i imi sonucu % 48 oran nda genetik mutasyon duzeltilebiimiBu mutasyonun
duzeltimesi ile faktor IX koagulan aktivitesinde % 45 azalma lagimi tir,
hedeflendiriimi baz dei iminin fenotipik ekspresyonu da 46 hafta boyunca da

surdarulebilmitir.
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4.10.2.2. Dendrimerler

Tekrarlayan baz serilerin katlanmas yla sentezlenotan olduk¢a dallanm
makromolekillerdir. (ekil 4.9) Ta dklar ylzey fonksiyonel gruplar (primer amin
gruplar gibi) elektrostatik kuvvetler arac lyla di er molekdllerle etkilarler. Sonucta
h zl ve yuksek tekrarlanabilirlikte kompleks olumu gercekler ve zay f sitotoksisite

gOzlenir (22).

Dendrimer

Tekrarlayan kimyasal yapi

ekil 4.9. PAMAM dendrimerinin globuler yap s (60).

Starburst poliamidoamin (PAMAM) dendrimerleri kiresel yapfizyolojik
pH’'da ylzeylerinde pozitif yukli primer amino gruplar y@n dendritik polimerlerdir.
Bircok cal mada PAMAM dendrimerlerinin AS ODN'’lerle stabil kompleksler
olu turduklar, s nrl hicre toksisitesine neden olduklar ve hiicre Kirltie AS ODN
ta nmas icin etkin olduklar go6zlenntir ancak dendrimer arac| AS ODN hicresel
al m n mekanizmas heniiz tam olarak amdenam tr (88, 89, 90, 91, 92). AS ODN /
dendrimer komplekslerinim vivo uygulamalar a¢ s ndan da birgcok avantajlar vardr.
Bu avantajlar; AS ODN’lerin dolamda kal m sdrelerini uzatmalar, timér veya
enflamasyon bdlgesi gibi hastal kl boélgeye alilmeleri, hedef bdlgede etkin
maddenin konsantrasyonunu artt rabilmeleri, serum icerisinde taliividevam

ettirebilmeleri olarak say labilir (93).
Bielinska ve ark. (88) 27-mer anti-lusiferaz AS ODN’intmst haldeyken veya

3-starburst PAMAM (poliamidoamin) dendrimerleriyle kompleks halikeey

gercekletirdi i in vitro aktivitesini aratrm lardr. Dendrimer-AS ODN
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komplekslerinin hicresel al mlar n n serbest haldeki AS ODNyadta 4-5 kat daha
fazla oldu unu ve lusiferaz ekspresyonunda da % 30-6@ ddldu unugdrmdulerdir.
Ayn zamanda dendrimerlerle taan AS ODN’in hicrelerde kal siresinin de 4 gin

oldu unu belirlemilerdir.

AS ODN'’lerin hicrelere tanmas n salamak amac yla dendrimer kullanarak
yap lan bir dier ¢cal ma ise Yoo ve ark. (93) taraf ndan gerceti@gmi tir. Bu
¢al mada ara rmac larin vivo gevreye benzer kallar yaratmak igin 705. nikleotidde
insan -globin intron mutasyonuna tam olan lusiferaz genini tayan pLuc/705
plazmidi ile transfekte olmuHelLa hucrelerini kullanmlard r. Bu plazmidle 705.
nukleotitte gerceklen yanl balanmay dizeltmek icin uygun diziteki AS
ODN’leri dendrimerlerle kompleks olturup etkin ekilde hicrelere tayarak bu
ba lant bolgesinin dizeltiimesini ve lusiferaz ekspresyonunun laeenas n
amagclam lard r. Bu amacla poliamidoamin (PAMAM) dendrimerleri kullankard r
ve sonucgta bu dendrimerlerin AS ODN'’'erle olduk¢a stabil kompleksle
olu turduklar n, serum proteinleri varlnda da bu dendrimerlerin dir ta y c lara
gore AS ODN’leri hiicre cekirdéne ta ma konusunda daha etkili olduklarn
gormiler ve sitotoksisitelerinin diik olmas nedeniyle de PAMAM dendrimerlerini

uygun ta y c lar olarak énermierdir.

Delong ve ark. (89) da AS ODN tgc sistemi gelitirmek amac yla
poliamidoamin (PAMAM) dendrimerleri ile cama yapm lar, dendrimer ve
fosforotiyoat AS ODN aras nda kompleks dlwrarak agaroz jel elektroforezi ile
incelemiler ve oluan yap lar n stokiyometrilerine bl olarak pozitif veya negatif
yuklenebildikleri ya da yuksuz kalabildiklerini gormiérdir. Komplekslerin, ortam
pH'snn 3.5 ve 10 olmas na veya 0-500 mM aras ndaki iyonik kuvvat idderine
kar , serum varl nda % 50 oran nda parcalandgozlenmitir. Ultrafiltrasyon ve jel
filtrasyon sonuclar na gore komplekslerin genellikle 100 kDa’numdadt molekdil
a rl na sahip olduu, AS ODN miktar artt nda ise daha buyik komplekslerin
olu tu u gozlenmitir. Sonucgta AS ODN tay c s olarak dendrimer kullan myla, AS

ODN'’lerin hicresel al mlar n n 50 kat artt goralmu tar.
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4.10.2.3. Siklodekstrinler (CD)

ekil 4.10da goruldu 0 gibi siklodekstrinler (CD), hidrofobik merkezi bok
ve d yulzeylerinde ¢oklu hidroksil gruplar tsgan siklik oligosakkaritlerdir (22). Dier
molekullerle birleebilme 6zellikleri, suda ¢ozunebilir olmalar, santral lbktaki
hidroksil gruplar nn tirevlenme potansiyelleri nedeniyle bircolg itaolekilinin
ta nmas icin uygun olduklar dandlmatar (94, 95). Bu molekiller ayn zamanda
ila¢ toksisitesini minimize etmek (96) veya biyoyaralan mt ik (96, 97) icin de
kullan Imaktad rlar. 25-merlik fosforotiyoat AS ODN'in insan T-hudisemi hlicre

dizilerine ta nmas igin -CD’ler kullanIm tr. Bu sayede AS ODN'’lerin hicresel

o GH,OH,
HOCH, o
oH
P HO o

almlar arttrim tr (98).
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ekil 4.10. Siklodekstrinin kimyasal yap s .

n vivoolarak AS ODN’lerin tanmas icin de CD’ler kullan Imtr (99, 100).
Zhao ve ark. (100) immunojenik CpG dizileri iceren AS ODN'lerirefare ta nmas
icin CD’leri kullanm lar ve 50 mg/kg dozunda AS ODN ile deken konsantrasyonda
CD kulland klar nda AS ODN’in mitojenitesinde diile birlikte IgM Uretiminde art

goérmd lerdir.

4.10.2.4. Nanopartikiller
Nanopartikiller, 10-1000 nm aras nda boyutlara sahip olan kat , kolilaidal
ta yc sistemlerdir (101). Ik olarak 1970 y | nda Birrenbach ve Speiser taraf ndan

geli tirilmi tir (102). Hazrlanma teknine gore nanokire ya da nanokapsiul adn
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alabilir. Nanokapsuller; ilac n sulu ya da Yabir ¢ekirdek icerisine yerleiriimesiyle

olu an vezikiler sistemlerdir. Nanokureler ise ilac n partikiligerisinde disperse
oldu u matriks sistemleridir (103)lag-nanopartiktl bilami hidrofobik Van der Waals
etkile imiyle gerceklemektedir. Ceitli hidrofobik katyonlar, AS ODN'’in anyonik
ylkleriyle etkileerek iyon ciftleri olutururlar. Ornein alkilsiyanoakrilat,
(poliisohekazil, poliisobutil, polihekzilsiyanoakrilat ~ gibi)  nanopartikiilte
olu turulmas nda skl kla kullan Imaktad rlar. AS ODN’in nanopartikilstemine
ba lanmas sadece siyanoakrilatn tipine ve hidrofobisitesinel bde ildir, ayn

zamanda AS ODN uzunlu ve kullan lan hidrofobik katyon tipi de 6nemlidir (22).

Nanopartikiller gibi tay ¢ sistemler, AS ODN’lerin tanmalar n salamak
Uzere uygun bir yaklam olarak gozikmektedir, hatta AS ODN'’lerin nanopartikillerin
icerisine enkapsile edilmesi sayesinde enzimatik parcalanikaya korunma da
sa lanabilmektedir (104). Nanopartikiller karaer, akci er, dalak ve kemik ilii gibi
mononukleer fagosit sistem hicreleri taraf ndan esas olaraklal rve al mlar
endositozis yoluyla gerceklie. Lizozomal kompartmanlarda dik molekil a rl ki,
¢oOzunebilir bileiklere donuurler ve renal yolla at | rlar. Bu nedenle nanopartikillerin

yan etkileri ve toksisiteleri diiktr (103).

Chavany ve ark. (105) ODN-CTAB (heksadesilmetiiamonyum) - RHC
(poliisoheksilsiyanoakrilat) nanopartikullerini - kullanarak AS ODNike U397
hicrelerindeki hiicresel al mlar n ve stabilitelerini &ran lard r. Hicrenin olmad
sistemlerde 37°C’de fosfodiesteraz varida nanopartikile enkapsile edilmhAS
ODN'’ler 20 saatten fazla stabil kalabilirken, serbest ASNOID dakika igerisinde
parcalanmtr. Serum igeren htcre kilturinde de buna benzer olarak nanopartikiller
AS ODN'’leri nukleaz degredasyonuna ka3 saat koruyabilmlerdir, enkapsule
edilmemi olanlar ise hemen parcalanfard r. U397 hiicrelerinde 24 saat inkiibasyonu
takiben enkapsuile edilmemplanlar n hiicresel alm enkapsile edilmerolanlara

gore 6 kat daha yuksek bulunntwr, sitotoksisite gézlenmentir.

Alkilsiyanoakrilatlar n d nda polietilen glikol (PEG), poli-laktik asit (PLA),
polilaktid-ko-glikolik asit (PLGA) gibi polimerlerle de nanopartikilaz rlanm tr
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(106). Poliester turevleri olan poli-laktik asit (PLA) ve pditid-ko-glikolik asit
(PLGA) ile haz rlanan nanopartikillerin yiksek negatif yike gathimalar nedeniyle
bu nanopatrtikiller enjekte edildikten hemen sonra fagositik sistenelbtidaraf ndan

h zl ca tan n p dolamdan uzakla r Im tr (107).

Serum albuminlerini kullanarak protein-bazl nanopartikil yta sistem
geli tirilmesi de iyi bir yontemdir, ¢unkid bu nanopartikillerin, dokutasyonu ve
toksik etkileri minimal diizeyde olup yiiksek oranda etken madde yukiepesitesine
sahiptirler. Biyopargalanabilir olup, antijenik delirler ve haz rlanmalar kolaydr,
ayr ca biyoparcalanabilir albumin matriksleri, enkapstle edilolan AS ODN'’leri
nukleaz parcalanmas ndan koruyabilir ve sirekli sal magabilir. Serum albumin
nanopartikilleri ile etken maddenin buyuk bir k sm polimer matrésiapsedilebilir
¢unkd albumin molekilinde ¢ok farkl ilag Bama boélgeleri mevcuttur. Sr serum
albumininin AS ODN'yi balayan temel hiicre ylizey proteini olduve albuminin AS
ODN’in endositik hiicresel al m n etkiledidaha 6nceki ¢almalarda ortaya ¢ kmt r
(108). Wartlick ve ark. (20) da AS ODN’leri enzimatik pdagamadan koruyabilmek
icin ve hlcresel almlarn artt rabilmek icin insan serumbumini (HSA) ile
desolvasyon teknini kullanarak nanopartikiller haz rlantar ve nanopartikillerin
icerisine farkl miktarlarda AS ODN vyerlérmi lerdir. Partikil matriksinin
gluteraldehit ile capraz blnmasndan yola c¢klarak nanopartikullerin
biyoparcalanabilirlikleri ve icerdikleri AS ODN’leri sal nprofilleri izlenmi, AS
ODN’lerin  zincir  uzunluunun ve  modifikasyonlarnn  nanopartikillerin
oligonukleotidleri tutma etkinlikleri Uzerine etkisi atalm tr. Sonucta zincir
uzunlu unun artmas yla ve fosforotiyoat modifikasyonuyla enkapsulasyon etkinli
artt  gozlenmitir. De i ik tumor hicrelerinde yap lan denemelerle 5000 pg/mlye
kadar olan nanopartikiil konsantrasyonlar nda sitotoksik etki gdstermedikieni,
hiicrelerde nanopartikullerin hiuicresel al mlar n n gercéklegdzlenmitir. Konfokal
lazer tarama yontemi ile nanopartikillerin ¢cok az miktartigegaldehit ile capraz
ba land klar , intraselller olarak hzlca pargaland klar ve stamu&S ODN'’lerin

tumaor hicrelerinin sitozolik kompartmanlar nda buyuk dlgtude biriktildaptanm t r.

Arnedo ve ark. (51) ise AS ODN'’lerin tamas n salamak amac yla albumin
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nanopartikullerinin etkisini ararm lard r. Koaservasyon ve gluteraldehit ile c¢apraz
ba lanma metoduyla nanopartikiller hazrlakar, fosfodiester ve fosforotiyoat
ODN’leri bu nanopartikillerin ylizeyine adsorbe eteri veya nanopartikil icinde
enkapsule etmierdir. Her iki formilasyonda da serbest fosfodiester AS ODM'le
antiviral aktivitelerinin artt go6zlenirken nanopartikiilde enkapsule edilenlerin yiizeye
adsorbe olanlara gére daha yiksek etkinlik gosterdikleri saptanmAlbumin
nanopartikillerinin AS ODN'’leri enzimatik pargcalanmaya kata koruyabildii ve
sonucgta hiicre nukleusunda yenhelerini salad sonucuna ulan lard r. Ancak
fosforotiyoat ODN'’lerin enzimatik parcalanmaya kaflosfodiester AS ODN'’lere gore
¢ok daha iyi korunabildi ortaya ¢ km tr. Bunun nedeninin de oksijenin, kukdrt
atomuna goére daha elektronegatif olmas ve fosforotiyoat AS'[@EMINBSA (s r

serum albumin) gibi proteinlere daha kuvvetli lBamas olduu di Gnulmektedir.

AS ODN’leri formile etmek igin katyonik peptidlerden protamin ddatularak
yeni bir yakla m geli tirilmi tir. Protamin, yaklak 4000 Dalton molekul arl na
sahip olan toksisitesi ¢ok dik bir katyonik peptiddir. Bu peptid ile haz rlanan
formulasyon, esasnda kolloidal nanopartikil sistemidir ve ‘prdtikelarak
adland r Imaktad r (109). Junghans ve ark. (110) bu peptidi kullanara®BiS'lerle
yakla k 90-150 nm partiktl blyukliiine sahip olan kompleksler haz rlatar ancak
AS ODN konsantrasyonuna ve iyonik Kkuvvetlere |baolarak agregasyon
g6zlemlemilerdir. Ancak bu peptidin de fizyolojik kallarda diik stabilitesinin
olmas ve oligonikleotidlerin intraseluler salnmn zayf dkasa layabilmesi gibi
dezavantajlar vardr. Bu nedenle Arnedo ve ark. (51) insan satbomin (HSA),
protamin sulfat ve AS ODN’den olan u¢lu sistem haz rlantar ve HSA’n n koruyucu

etkisi ile bu sistemin fizyolojik kaullarda stabil kalabildiini saptam lard r.

Delie ve ark. (52) farkl hazrlama tekniklerini kullanmanoligonikleotid
nanopartikulleri Uzerindeki etkisini atam lardr. HIV-1'in gag-mRNA’'snn
balang ¢ bolgesine bdanmas icin dizayn edilmi 25-mer’lik fosfodiester
oligonukleotidin poli(D,L-laktik asit) nanopartikulleri icerisine epkdlasyonu igin
nanopartikil haz rlama metodlar ndan ¢oklu emilsiyon tekite emdlsifikasyon-

difizyon metodunu k yaslamiard r. Sonugta her iki yontemle de nanopartikil elde
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etmi ler ancak c¢oklu emdilsiyon metodunda iki emdulsifikasyon basarng@n de
vorteksleme yap Id nda mikropartikil elde etmlerdir. Oligontkleotidleri enkapsile
etmek ac¢sndan yodntemlerin arasnda buyidk farkllk gorilm@&miancak
mikrokirelerle daha yiksek oligontkleotid tutma etkinli gézlenmitir.
Emuilsifikasyon-difiizyon metoduyla haz rlanan nanopartikillerin yiéeyh pirtzsiz
olduklar, buyuklik ag¢sndan homojen olduklar go6zlenirken c¢oklu emdlsiyon
yontemiyle haz rlanan nanopartikillerin buytklik dan n n n daha genioldu u ve
daha fazla agrege oldu gozlenmitir. Sal m profilleri a¢ s ndan da her iki yontem
birbirinden farkl | k gostermitr. Emulsifikasyon-difizyon metodu ile haz rlanan
nanopartikillerden oligonukleotidlerin % 75’inin 1 saat icerisinde hsdand klar
g6zlenmitir, bunun ODN'’lerin partiktl yizeyine yakn lokalize olmalar ndan
kaynakland ileri surdlmdtur. Coklu emilsiyon metoduyla hazrlanan
nanopartikillerde ise ¢cok daha yavhair sal m izlenmitir, 2 giin sonra AS ODN
salnm gerceklami tir, bu da AS ODN'’lerin polimer matriksi igerisine lokalize
olduklarn ve salnmn blylk olas|kla polimer erezyonu sonucu ortgka n

di inddrmatur. Toksisite calmalar nda da ¢oklu emulsiyon metoduyla haz rlanan

partiktllerin daha iyi tolere edildi sonucuna varmlard r.

AS ODN'’lerin hidrofilik 6zellikte olduu igin Berton ve ark. (111) HIV-1'in gag
MRNA balang ¢ bolgesine komplementer dizdi sahip olan floresansaietli 25-
mer’lik AS ODN’lere hidrofobik 06zellik kazandrmak amacyla Olide
setiltrimetilamonyum bromur (CTAB) ile kompleks haz rlalar, daha sonra ise bu
komplekslerden emdlsifikasyon-difizyon metodu ile PLA (poli(D,L-lkaktasit)
polimeri ile nanopartikil haz rlamard r. Bu yontemle biyopargalanabilir polimerlerle
buyuk capl nanopartikil Gretimi yap labilmir ve AS ODN'’ler polimer ylzeyine
adsorpsiyon yerine polimer matriksinde enkapsile ediimiSonucgta haz rlanan bu
nanopartikillerde minimum AS ODN yuklenmesiyle bile maksimum psilidasyon

etkinli i izlenmi tir.
Berton ve ark. (112) bir der ¢al malar nda ise floresansaretli fosfodiester

AS ODN'’lerin DU145 hucrelerine gegni ve intraselller yerlemlerini gérmek Uzere

AS ODN iceren PLA nanopartikilleri haz rlarfard r. Ortalama intraselller floresans
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flow sitometri ile olgcmiler ve sonugta ¢plak AS ODN’lerin hicrelerin asidik
kompartmanlar nda yerlgklerini, buna karn enkapstle AS ODN’lerin ise

endozomdan ziyade sitoplazma ya da nukleusta lokalize olduklérmiderdir.

AS ODN'’ler santral sinir sistemi (CNS) hastal klar nedavisi igin potansiyel
ndrofarmasotikler aras ndad r ancak bu molekiillerin polar yap da almadabuyik
partikillere sahip olmalar, kan-beyin bariyerini (BBB) nmalar nda engel
olu turmaktad r. Bu amagla Kl¢ ve ark. (113) emdulsifikasyoriizijon ydntemini
kullanarak PLGA polimeri ile AS ODN nanopartikilleri hazmalar ve bu
nanopartikullerin partikil buyukli, yizey morfolojisi, enkapsilasyon etkinli in
vitro sal m profilleri ve ODN stabiliteleri gibi 6zelliklerinncelemilerdir. Homojen ve
kiresel yap da olduklar belirlenen nanopartikillerin, stabil olduklee ODN
sal nmlar n n da bdang ¢ta formulasyona koyulan ODN miktar na gore ideenlik

gOsterdii gorulma tar.

Katyonik polimerler aras nda kitozan; DNA'y Hayabilen,in vitro ve in vivo
olarak gen tayabilen etkin bir vektdr olmuur. Bircok hicreye plazmid DNA’s n
ta mak icin kullan Imas n n d nda AS ODN kullan labilirlii hakk nda ¢ok az ¢aima

mevcuttur (9).

AS ODN gibi makromolekuler biléler, kitozan nanopartikullerine ¢ok etkin
olarak balanabilirler. Son yap lan ¢amalar, TPP (Tripolifosfat) kullan Imas na gerek
kalmadan da bu makromolekillerin kitozanla nanopartikil toiabileceini
gostermitir. Ancak yine de TPP ile iyonik jelasyon sonucu alu nanopartikillerin
daha etkili olduklar go6zlenmir (114). Kitozan nanopartikillerinin olumu sadece
ODN’in kitozanla elektrostatik etkilenesine bal de ildir, TPP ve kitozan aras ndaki
etkile me sayesinde de kitozan n kontrollu jeffeesi gerceklemektedir. Bu sayede de
basit kompleksasyon ya da agregasyon yoluyla elde edilen nano&lgglee daha
kiresel ve s k nanokireler elde edilmektedir. TPP ile iyontkagzabalama sayesinde
elde edilen kitozan nanopartikillerinin baa avantajlar : oldukca uygun kalarda
uretilebilmeleri; cok homojen ve ayarlanabilir partikil blyUklide sahip olmalar ve

pozitif yukli olmalar; peptid, protein, a AS ODN gibi molekdllerin biraraya
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getiriimesi icin olduk¢ca bilylk kapasiteye sahip olmalar; pargkiill bile iminin
farkll na bal olarak etken maddeyi salm oranlarn déirebilmeleri;
liyofilizasyon i lemleri sonras nda butunlik ve aktivitelerinin bozulmamas olarak
say labilir (115).

AS ODN ta y c olarak nanopartikillerle ilgili olarak yap Imin vivo ¢cal ma
says cok azdr. Bunlar arasnda faredeki timor biyumesi, RIHC
(poliisoheksilsiyanoakrilat) nanopartikillerine adsorbe edilamti-Ha-ras AS ODN’in
intratimoral enjeksiyonu ile engellenrii ve serbest AS ODN’e gore ¢ok daha az AS
ODN enjeksiyonu gerektirmtir (116). Bu ¢al maya benzer olarak Lambert ve ark.
(117) da PIHCA nanopartikillerine adsorbe edilmanti-EWS Fli-1 ODN’in
intratimoral enjeksiyonu ile sarkoma-Kili timor buyukli Gnde azalma tespit
etmi lerdir. Son olarak da*P-d(T)16-CTAB-PIBCA (poliisobutil) nanopartikiilleri
kullanarak, AS ODN'in farelere uygulanmas sonucu hem plazrhadade karacerde
stabiliteleri artt r Im tr (22). Hidrofobik katyonlar n toksisitelerinin yiksek olmas ve
polimer degredasyonu esnas nda formaldehitnofis , nanopartikiil sistemleriniim

vivo ¢al malarda kullan Imalar n k s tlamaktad r (60).

AS ODN'’lerinin vitro vein vivo hiicresel al mlar , nanopartikil enkapstlasyonu
ile minimum sitotoksiteyle artt r labilir, ayn zamanda A®®lerin in vitro nikleaz
stabilitesi de artt r labilir. AS ODN’lerin hiicresel mllar n ve aktiviteleri her ne kadar
endozomal yolakla s nrlansa da vivo olarak AS ODN’lerin sitozolik ve nukleer
ta nmalar n salamak i¢in nanopartikillere baz kimyasal modifikasyonlar yagdifabi
Hatta AS ODN'’lerin karaciere hedeflendiriimi ta nmalar icin bu yontem fayda
sa layabilir (22).

n vivo difizyon ve genin hicre nikleusunda dlenn salamak igin AS
ODN'’lerin partikil buyUklt Gntin 6nemli olduundan hareketle Dauty ve ark. (118)
taraf ndan 31-mer’lik oligontkleotid igeren anyonik partikillerin hanrhas nda
katyonik tiyol-deterjanlar kullan Imtr. Partikillerin genellikle 19 nm boyutlar nda
oldu u ve komplekslerin hzl gécine Ha olarak da bu partikillerinin vivo

difiizyonlar n n ve intraseltler hiicresel al mlar n n artyy6zlenmitir.
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4.10.2.5. Kompleksler

AS ODN'’lerin baz polimerlerle biraraya getiriimesi sonucandanometre
boyutlar nda partikiller meydana gelmektedir. Bu polimerlerderpbiitL-lizin (PLL)
dir. Ferreiro ve ark. (119) AS ODN'’lerin poli-L-lizin (PLL)evprotamin tuzlaryla
etkile melerini incelemek amacyla bir c¢aha yapmlar, oluan kompleks
sistemlerinin fizikokimyasal 6zelliklerini arerm lar ve komplekslerin aymas yla
ilgili olarak sodyum-kenodeoksikolat (Na-cdca) ve sodyum-kapratc@ymate) gibi
hicreden gegirgenli artt c larn etkisini incelemierdir. Komplekslerin partikil
buyukluklerinin genel olarak 175 nm’den daha kiguk oldue pozitif yukli olduklar ,
bu nedenle de noétral olanlara gore daha yuksek fiziksel stabiliegdyip slduklar
g6zlenmitir. Sodyum-deoksikolat ortam n iyonik kuvvetini artt rarak komplekslerin

ayr mas n artt rmtr ama sodyum kaprat ile ayn sonucun elde edilentemi

Seong ve ark. (120) ise allerjik ast m hastaln ortaya ¢ kmas nda énemli rol
oynayan interlokin—4 genine antisens diglisahip ODN’lerle polietilenimin (PEI)
kompleksleri haz rlamlar, IL-4 AS ODN'’lerin PEI kompleksi icerisine stabil halde
kompleksasyonunu ve kondensasyonunu N/P orannn 2'nin (zerinde olmas
ba arabilmi lerdir. Maksimal gen inhibisyonunu ise N/P oran n n 10 olmas haliltlde e
etmiler, bu orann artmasyla daha fazla inhibisyon ortaya ¢ kmagibi hiicre
Uzerindeki sitotoksik etkinin de artt gézlenmi, bu nedenlein vitro ¢al ma igin
optimum N/P oran n n 10 oldu sonucuna uldm tr. In vivo ¢al malar icin ise N/P
oran nn 5’in Uzerinde olmas yla akut toksisite gozlemdlen optimal oran 5 olarak
belirlenmitir. Bu cal mada hazrlanan PEI-AS ODN polipleksleriyle, 1L-4
sekresyonunda % 35’e varan azalmala@abilmitir ancak tam bir inhibisyon ortaya
¢ kmam tr. Bunun nedeni olarak da AS ODN’lerin, IL-4 mRNA’s nn laeng ¢
bolgesine tam bir hibridizasyonunun Emamam olmas ya da hicrelerde Dnaz-1
enzimi d ndaki di er pargalay c enzimlerin polipleksleri parcalanolma ihtimali

tzerinde durulmuur.
Lucas ve ark. (121) romatoid artrit, Ulseratif kolit gibrgok enflamatuvar

hastal kta 6nemli rol oynayan anti-ICAM-1 AS ODN'’leri ile A548san akcier

epitelyal hicrelerinde cama yapmlar, hicresel almlarn ve intraselller
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lokalizasyonlar n gdstermek icin de flow sitometri ve konfokakela taray c
mikroskopi (CLSM) ydntemlerini kullanmlard r. Serbest fosfodiester ve fosforotiyoat
AS ODN’ler buyidk ve negatif yukli hidrofilik molekiller olduklar ndan hégel
membran pasif difizyon ile gecemetar ve ICAM-1 protein seviyesinde dil
sa layamam lard r. Bununla birlikte AS ODN’ler PEG (polietilenglikol)’lenm PEI
(polietilenimin) ile kompleks halinde iken de etkinlik gdstereméandlir. PEG’lenmi
graft-pDMAEMA  (poli(2-dimetilamino)etilmetakrilat-ko-aminoetietakrilat)  ile
kompleks halindeyken ise her iki ODN tipinin de biyolojik olarakifagtdu u ancak
fosforotiyoat modifikasyonlu olanlar n daha yiksek protein inhibisyondada
gOzlenmitir. Lipofektin ile kompleks oluurulduklar nda ise sadece fosforotiyoat AS
ODN'’lerin aktivite goOsterdikleri saptannir. Ancak flow sitometri ve CLSM
yontemlerinin graft-pDMAEMA ile lipofektinin transfeksiyon etkikleri aras ndaki

fark ac klamakta yetersiz kald gorulmu tir.

Zelphati ve ark. (122) serum bitnlerinin katyonik lipit / AS ODN
kompleksleri tzerindeki etkilerini arermak Uzere bir calma yapm lard r. Bovin
serum albumin (BSA), lipoproteinler (HDL ve LDL) ve makroglobuliibi ce itli
serum proteinlerinin  katyonik lipit / ODN kompleksleriyle etkilglerini,
komplekslerin yar cap n ve zetapotansiyel eiderini dei tirdiklerini ve 0Ozellikle
DOTAP’' n (1,2-dioleil-3-trimetilamonyum-propan) hticrelere fosfotiyoa® ODN
ta nmasn nas| etkiledini gdstermilerdir. Serum bileenlerinin ve BSA’'nn, AS
ODN ve lipid bileenlerini ay rmad , dolay syla hicreye AS ODN tamasnn
inhibisyonunun katyonik lipidin AS ODN ile yer detirmesinden kaynaklanmad
ortaya ¢ km tr. % 10 konsantrasyondaki seruma k yasla 2.5 mg/ml konsantrasyondaki
BSA, AS ODN'in hiicreye tanmas n bete biri oran na indirip hiicresel alm da
azaltm tr. Buna kar n bir di er serum komponenti olan immunglobulin-G ise zeta
potansiyel deerini pozitiften notrale dau g¢evirmi ve kompleksin capn az da olsa
etkilemi tir fakat AS ODN’in hicresel dam (zerine herhangi bir etki
gostermemitir. Oleik asit ve heparin gibi serumda bulunan edi molekiller ise
komplekste AS ODN’in yerini alarak taamas na engel olmtur. Bu cal mada bir
di er aratrlan konu ise AS ODN’lerin tek b&r na hicreye verildiklerinde neden

olduklar kompleman sistem aktivasyonuna, komplekslerin etkisi almuKompleks
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olu turulmas sonucunda AS ODN’lerin kompleman sistem aktivasyonlandanli
Olciide duu go6zlenmitir. Son olarak da, serum bilnlerinin AS ODN-katyonik lipid
kompleksine etkisinin, yard mc lipidlerden (DOPE veya koles}eboinin secimiyle
engellenebilece kaydedilmitir. Bu yontemle AS ODN’leri hicre igerisine tmak
icin gerekli olan etkin yik oran (katyonik gruplar / anyonik tiyogtla
azalt labilmektedir ve hicre ortam nda daha yuksek miktalaserum bulunmas

halinde bile ODN tanmas salanabilmektedir.

Kitozan polimeriyle yapIm AS ODN kompleks calma says c¢ok azdr.
Springate ve ark. (10) fosforotiyoat AS ODN'in prostat kanserin#taki timoérlerde
intratimoral tedavisi icin kontrolli sal m dayan ve enjekte edilebilir formda olan bir
ta yc sistem gelitirmeyi amaglamlardr. Bu cal malar nda oncelikle AS ODN:
kitozan kompleksi haz rlamar, daha sonras nda bu kompleksleri biyoparcalanabilir
polimerik pasta icerisinde dam lar ve bu formuilasyonlar insan PC-3 ve fare LNCaP
tumorlerine enjekte etnlerdir. Cal malarnn sonucunda hazrlad klar  tac
sistemlerden AS ODN'’lerin kontrolli sal n m nn haftalar boyuntsvam ettii, bu
sal n m n miktar n n ve zaman n n tamamen pastadaki AS ODN:&itazan na bd
oldu u bulunmutur. Bu formilasyon sayesinde ortalama timor hacmi 4 hafta igaeisi

% 50'den fazla oranda azalma gostetmi

Foger ve ark. (11) AS ODN tycs olarak kitozan komplekslerini
kullanm lard r. Antimalaryal ila¢ olarak, DNA topoisomeraz Il enamm kar | k gelen
fosforotiyoat AS ODN'’lerini kullanarak orta diizeyde molekilr na sahip kitozan
ile 1:1 ve 2:1 (+/-) oranlar nda kompleks haz rldard r. 1:1 oran ndaki kompleksin -
20mV gibi negatif yike sahip oldu, 2:1 oran ndaki kompleksin ise pozitif yukla
oldu u saptanmtr. Negatif yuzey yukine sahip kompleksler ile pozitif yuzey gkl
olanlara gore ya da serbest haldeki AS ODN’lere gore ¢ok dahakyiks malaryal
inhibisyon gozlenmtir. Komplekslerin partiktl buyuklii yakla k 30—90 nm aras nda
sekans dizilinden ba ms z olduu sonucu ortaya ¢ kntr. Agaroz jel elektroforezi
sonuglar na gore ise; hem 1:1 hem de 2:1 oranlar nda komplelsian gercekldi i,

jel gorunttsinde serbest AS ODN gozlenmiedhelirtiimi tir. Komplekslerden AS
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ODN serbestlemesi ¢cal mas nda ise; 2:1 oran ndaki komplekslerden 48 saat sirenin
sonunda sadece % 6 oran nda AS ODN serbéstlel:1 oran ndaki komplekslerin ise
daha h zl sal m gostererek ayn sire igerisinde % 48 oran nd@N$ serbestldi i
gozlenmitir. Serum stabilite ¢almalar sonucunda ise 2 saat serumla inkibasyon
sonras 2:1 oran ndaki komplekslerde % 99 oran nda AS ODN zarar gorrhalue

kal rken, 1:1 oran ndaki komplekslerde % 96 ODN stabil haldebiahi tir. Bu

¢al mada ara rmac lar AS ODN iceren komplekslerle sekans spesifiknaalaryal

aktivite salayabilmi lerdir.

Fosforotiyoat AS ODN'’lerin gastrointestinal sistemdekibsiilerinin zay f
olmas nedeniyle oral olarak tamalar da her zaman problemli olnwr. Ferreiro ve
ark. (30) nukleaz stabilitesini arttrmak ve oral uygulama sonkas la lan
problemlerin Ustesinden gelebilmek icin spermin difosfat, sp@nmfosfat, ceitli
protamin tuzlar, PLL ve kitozan tirevleri (Protasan CL113 w@d®an G113) ile AS
ODN'’ler aras nda 1.5 (+/-) oran nda kompleksler haz rléard r. Bu komplekslerin
etkinli ini dlgmek icin de deneysel ortamda vivo ince barsak enzimatik ¢evresinin
ko ullarn salamak uUzere scanlarn ince barsak homojenatlar kulldard r.
Protamin tuzlar ile oludurulan komplekslerin AS ODN’leri niikleaz parcalanmalar na
kar en iyi olarak koruyabildi, PLL komplekslerinin ise bdyle bir koruma
salayamad go6zlenmitir. Bu ekilde AS ODN’lerin polikatyonik tay c larla
ta nmas, gastrointestinal kanaldaki nikleolitik parcalanmaya kéabiliteyi artt rmak

icin kimyasal modifikasyonlara oldukga iyi bir alternatif olagbziikmektedir.

Galaktozillenmi-dii ik molektl a rl kl kitozan (gal-LMWC) , duuk yizey
yuk yo unlu una sahiptir ve AS ODN’leriin vitro vein vivota nmas icin de uygun
olabilecei kaydedilmitir (9), c¢unkit gal-LMWC, elektrostatik etkilenle AS
ODN’lerle stabil nanokompleksler olwrabilir. Yaplan calmalarda da ozellikle
hepatosit hicrelerine hedefli tma salamak igin ¢ plak AS ODN’e gére cok daha
yuksek transfeksiyon etkinli gozlenmitir. Komplekslerin transfeksiyon etkinli
buyidk dlgiide N/P oranna balr, gal-LMWC miktar artt kca etkinliin azald
g6zlenmitir. Optimum N/P oran 3 olarak bulunmue N/P oran dd se bile hiicrede

sitotoksisite gbzlenmentir. Bu veriler de gal-LMWC’n n toksik olmayan, biyogecimli
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ve givenli bir gen vektorli oldunu kan tlamaktad r.n vivo etkinli ini inceleyen

cal malar da gelecekteki atama konular aras ndad r.

4.10.2.6. Mikropartikuller

AS ODN'’lerin surekli salnmn sdamak tzere ise mikropartikil sistemleri
kullan Imaktad r. Mikropartikuller veya mikrokureler, biyoparcalatialpolimer olan
poli(D,L-laktid-ko-glikolik asit) [P(LA-GA)]'dan haz rlanabilmeedir (123). Bu
sistemlerin avantaj, enkapsule edilnmlan AS ODN’lerin yava yava sal nmasdr;
Orne in De Rosa ve ark. (124) 30-60 uM partikil buyulkide sahip P(LA-GA)
mukrokurelere polidT-AS ODN’in enkapsilasyonundan sonra HelLa hucreleriA8eki
ODN’in hicresel almn ararm lard r. mukrikirelerden salnm 3 fazl olarak
gercekleti i, balang cta bir patlamaeklinde ar AS ODN salm sonras 15 gin
boyunca stren yavasal n m faz gorulmitir, en sonunda ise mikrokirenin hacimsel
erezyonu gercekleni tir. Bu cal maya benzer olarak c-myc veya tat fosfodiester
ODN’lerin 10-20 um P(LA-GA) mikrokurelerine enkapsulasyonlar sondes da
benzer bir durum goézlenntir. Bu arat rmada da yine 3 fazl bir AS ODN saln m elde
edilmi tir; ilk 48 saat icerisinde bkang ¢ patlama faz olmumikrokirelerin fizyolojik
tamponda 25 gin inkibe edilmesi sonrasnda ise mikrokireler parcalan

Mikrokure formulasyonlar ile AS ODN stabilitesinin arttsaptanmtr.

Kovacs ve ark. (125) AS ODN’lerin dendritik hiicrelere nenas n salamak
amac yla polimerik mikrokireler haz rlartard r. Ornitin/histidin bazl katyonik peptid
(O10H®6) ile kapl anyonik mikrokireler ex-vivo dendritik hiicre kultiri modelia8e
ODN ta y c s olarak kullan Im ve AS ODN'’lerin etkin bir ekilde dendritik hiicrelere
ta nabildi i gordlmu tir. Mikrokureler, DNA ve O10H6 kompleksasyonunu stabilize
ederek dendritik hiicrelerde AS ODN birikimi ytuzeyi modifiye edilmikrokurelerle

arttrim tr.

Akhtar ve ark. (126) anti-HIV AS ODN'’leri AIDS hastaln n tedavisinde
kullanmak Uzere makrofaj hedefli olarak tanas icin P(LA-GA) kopolimer
mikrokUreleri haz rlamlar ve 1-2 pum partikil sahip olan mikrokureler 4 gin icinde
icerdii AS ODN’in % 70ini serbest brakrken 10-20 pm blyUkiadeki
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mikrokUreler ancak 40 gin icinde AS ODN serbestiebilmi lerdir. Klguk boyutlu
mikroklrelerde hapsedilmiolan AS ODN'’lerin hicrelere geg¢i de serbest AS
ODN'’lere gore 10 kat fazla olmtur. Makrofajlar n interferon-ile aktive edilmesi ve
lipopolisakkarit ile muamele edilmesinden sonra ise hicresel abkndaha fazla

artm tr.

Tumorlere ve beynin spesifik bolgelerine, bolge-spesifik vekiiirsS ODN
sal nm salamak i¢in polimer mikrokureleri ilén vivo gal malar da yap Imtr (127).
Floresans iaretli ¢ plak AS ODN’lerin A431 tumor ksenograft na tek bir lokal
enjeksiyonu sonras nda timdrden h zla elimine olard r ve uygulamadan 6 saat
sonra dozun sadece % 20’si kaltm ancak AS ODN yUkli mikrokureler kullan larak
tumor igerisine 48 saatten fazla AS ODNtanas salanabilmi tir. Khan ve ark. (127)
da mikrokireleri kullanarak s ¢can beyninin neostratumuna AS ODN uyguldad r ve

sonugta surekli sal n m sianabilmi tir.

Bunlara ek olarak mikrokire formulasyonuna polietilenimin eklenrfeesigm
AS ODN enkapstulasyon etkininin hem de salnm hznn kontrol edilebilece
kaydedilmitir. Tum bu nedenlerden dolay AS ODN icin mikrokireya sistemlerin
geli tiriimesi sadece AS ODN'in hiicresel tamas n artt rmakla kalmaz, ayn zamanda
terapotik etkinliin gdzlenmesi icin gereken s k AS ODN uygulamas n da mi@miz
eder (22).

4.10.2.7. Dier Antisens Oligonukleotid Ta y ¢ Molekller

4.10.2.7.1Katyonik Amfifiller

Bu molekuller spermin/spermidin gruplar na kovalan olarakldsan olan
hidrofobik kolik asit gruplar ndan olmaktad r. Bu grupla nikleik asitlerle birlae
sa lanabilmektedir. Bu tip tay ¢ molekiller kullan larak ¢ plak AS ODN'’lere k yasla
hicresel al m 250 kat artt r labilntir. Di er katyonik lipidlerden farkl olarak yiksek
serum konsantrasyonlar nda bile aktif olarak kalabilmektedirler veelsiite AS ODN

ta mak icin notral lipide ihtiyag duymazlar (60).
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4.10.2.7.2Fuzojenik Peptidler

Bu tip peptidler, AS ODN-peptid konjugatlarnn hicre veya lizozomal
membranlarla peptid flizyonunu $amak icin kullan I rlar. Ornein Morris ve ark.
(128) AS ODN ve hidrofilik peptid aras nda elektrostatik etkiteyoluyla AS ODN-
peptid konjugatlar n oluurmak icin hidrofobik HIVgp41 fliizyon peptid ve hidrofilik
SV40 T-antijen iceren peptid vektorlerini géimi lerdir. Hucresel al m n endositik
yol d nda bir yolakla gercekléi ini ve  AS ODN’lerin % 90’'n nn nukleusta

topland gOzlenmitir.

Flzojenik peptidlerlen vitro aktivite henliz ¢al Imam tr ancak bu yontemle
di Uk AS ODN konsantrasyonunda bile aktivitenin artachi Untlmektedir, ¢iinki bu
yontemde AS ODN, peptid vektorle kompleks yapmadan serbkeld kalabilmekte ve
nukleusta AS ODN dal m n gercekletirebilmektedir (22).

4.10.2.7.3Sinyal Peptidleri

Nukleer proteinlerin sitozolden nikleusa selektif deci genellikle k sa peptid
dizili leri olan nukleer lokalizasyon sinyalleri (NLS) ile $&nmaktadr. SV40,
transkripsiyon faktoér KB, influenza viral nikleoprotein ve mayaproteininin NLS
peptid turevleri; AS ODN’in nikleusa tamas n salamak amac yla kullan Imt r
(22).

Bu ta yc molekillerin yansra reseptor arac| endositoz (RMEa AS
ODN’lerin hucrelere veya spesifik organlara etkin olarakntaas igin potansiyel
olarak kullan labilir. Tumor hicreleri bu tip bir hedeflendiriimita nmaya
e ilimlidirler c¢unkd tumor hicreleri iyi huylu (benign) hicrelere gorsarsiyel

besinlere daha ¢ok ihtiya¢g duymaktad r (60).

AS ODN’ler, ta y ¢ bir proteine kovalan bd&anmayla veya poli-L-lizin (PLL)
ta yc konjugatlara kovalan olmayan Banmayla balanabilir. Tayc segimi,
spesifik hiicre membran reseptérine laama kapasitesine ve endositoz yoluyla
hiicrede birikme kapasitesine gore yap Imal d r. Boylece sai®d®DN’in hiicre icine

giri i salanmaz, ayn zamanda hicreye spesifiknta da gerceklgirilmi olur.
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Orne in, folat reseptorlerinin tim boliinen hiicrelerde bulunmalar nmea epitelyal
kanser hicrelerinde ¢ok daha fazla ekspresse olduklar bilinmek2@dlirBu nedenle
de hiicreye spesifik hedefleyiciler kullan Imas daharddur. Ornein Ginobbi ve ark.
(129) M-14 insan melanoma hucrelerine fosforotiyoat c-myc ODiNtnak icin folik
asit-PLL kullanm lardr. Cal malarnn sonucunda AS ODN’in intraseliler
da I mnda artma, c-myc protein seviyelerinde ve hicre blylunmelerise 6nemli
Olcide dul goOzlenmitir. Kontrol amacyla transferrin-PLL-ODN konjugat
kullanm lar ancak M-14 hiicrelerinde transferrin reseptéri bulunmagn reseptor
arac| endositozis gorilmentir, hicrelere AS ODN alm gerceklmemitir ve

dolay s yla aktivite gozlenmentir.

RME ile etkin ila¢ hedeflendirmesi sadece ligand n resepadiinitesine bal
de ildir, ayn zamanda secilmi reseptérin hedef hicrelerden vivo olarak
s nrlanmas na da bhd r. Bir de ligand tek bana inaktif olmaldr, tay c ile ilgili

potansiyel toksisiteyi 6nlemek igin terapotik sonuclaredkendirilmelidir (22).

Karaci er hastalar nda, hepatosit-spesifik AS ODNrtmas asialoglikoprotein
reseptorlerine hedeflendiriimeyle laalm tr. Biessen ve ark. (130) rastgele diali
sahip AS ODN'i, asialoglikoprotein reseptdrleri (AS OR) igiksek affiniteye sahip
lizin bazl galaktozid sentetik ligand L3G4 ile tirevlendireqgkrenkimal karacer
hicrelerine tam lard r. Bu konjugasyonla her ne kadar L3G4’in AS OR’ne affinitesi
azalsa da, AS ODN’n hedef dizé balanmas c¢ok fazla etkilenmentr.
Konjugasyon sayesinde AS ODN’in karaeie selektif tanmas salanrken
konjugatlar n retikiloendotelyal klirensleri de bayla gergeklemi tir. Bu nedenle
RME kullanarak AS ODN'’in selektiin vitro ve in vivo ta nmas gergekldirilebilir.
Ancak daha ileri calmalarla AS OR RME ile ODN’lerin karaagre ta nabilirli inin

aratrimas gereklili i Gzerinde durulmaktad r (22).

RME ile AS ODN’lerin genellikle endozomal kompartmanlara rimas
salanmaktadr ki bu da AS ODNlerin hicre icinde hedeflere Idan
snrlamaktadr. Buna ek olarak, AS ODN-protein konjugatlar alilide dizayn

edilmelidir, AS ODN'’ler tay ¢ protein Uzerindeki reseptdr danma bdlgelerini bloke
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etmemelidir, reseptér-ligand bdanmas n engellememelidir (22).

4.10.2.8. Fiziksel Yontemlerle Antisens Oligonukleotid Ta nmas

Antisens oligonukleotidlerin hiicre membran ndan deci sa lamak icin
kimyasal esasl yontemlerin yan s ra elektrik, bas n¢ses (ultrasound) gibi birgok
fiziksel yontem de AS ODN tanmas i¢in denemiir (22).

AS ODN’lerin fiziksel vyolla tanma yontemlerinden biri olan,
elektroporasyonda; yiiksekddette elektrik alanlar kullanlarak ve lipid tabakalar
destabilize edilerek hiicre membranlar n n gegirgamiliartt r labilir ve bu sayede

ilaclar hedef bolgelere tanabilir (22).

AS ODN'’lerin elektroporasyon yoéntemi ile transdermalrnmas da olasdr.
Ancak transdermal yolla uygulama icin potent ve yukli AS ODN’lganekmesi bu
yakla mn tim yararlarn ks tlamaktad r. Klasik fosforotiyoat ASDN’ler yerine
daha potent olabilecek C-5 propin baz modifikasyonlar kullan Imal d r.iBpdtent
AS ODN'’lerin iyontoforetik uygulanmas ile fare karaerinde CYP3A2 gen
ekspresyonunun selektif inhibisyonu kmabilmitir. Buna alternatif olarak
penetrasyon artt r ¢ lar kullanan pasif metodlarla kombine klat#ral oligomerlerin
kullan Imas AS ODN'’lerin transdermal tamas icin gelecek camalar a¢ s ndan da
en uygun yontem olarak gozukiiibelirtimektedir (56). Zewert ve ark. (131) c-myb ve
c-myc AS ODN’in transdermal uygulama ile stratum korneumdam igega lamak

icin elektroporasyon metodunu kullanihard r.

Bcl-2 AS ODN'inin vivota nmas nda da elektroporasyon kullan Itw (132).
Lipozom igerisine enkapsule edilmAS ODN'in karaciere ta nmas ic¢in 0.5 A ak m
uygulanm ve kanser 6ncesi hiicrelerin apoptozisi artm Antikanser AS ODN'’lerle
birlikte cerrahi mudahelenin de uygulanmas kanserin tedavisindars etkin bir
yontem olabilir (22).

n vivo ¢al malarn yan sra kemik iline ex-vivo uygulama icin de

elektroporasyon yonteminden faydalan lbm. Otolog transplantasyon sonras kanser
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geli mi  kemik ili ine c-myc AS ODN'’ler elektroporasyonla uygulantm. Sonugcta
AS ODN uygulanan érneklerde myc protein miktar nda h z| bitidéldu u ve kanser

hicrelerinin h zl, selektif 6limlerinin gercekte i saptanmtr (133).

Sonug olarak elektroporasyonun, AS ODN’in transdermair@as igin oldukga
etkili bir ydontem olduu Gzerinde durulmaktad r, bu yontem sayesimdeivo, ex vivo
selektif AS ODN tanmasnn saanabilecei bildiriimektedir (22). Ancak bu
yontemin de uygulanmas ndaki zorluk ve yiiksek voltaj uygulanan hucreidiide

oran n n artmas gibi sebepler nedeniyle baz k s tlanmatarcuttur (134).

AS ODN’in bas n¢ arac | yla ta nmas i¢in de henmn vitro hem de ex vivo
¢al malar yap Imtr (135, 136). 2 atm’lik bas n¢ta 30 dakika boyunca miyokardiyal
yuzeye AS ODN uygulandnda hiicrelere AS ODN alm 9% 53 gibi maksimal bir
de ere ulam tr. Normal bas ng¢ta ise sadece % 3.5’lik bir AS ODN abdzlenmitir.
Herhangi bir noétrofil infiltrasyonu, 6dem veya histolojik deklik gdzlenmemitir

ancak bu yolla gerceklen al m sonras AS ODN'’ler doudan nukleusa taam lard r.

Bas n¢ yard m yla AS ODN'’lerin hiicrelere tamas her ne kadar gdirilmi
bir yontem olsa da, basn¢ altnda kapal bir sisteme ihtigayulmas ex vivo
uygulamay k s tlamaktad r (22).

ok dalga kullan larak sitoplazmik AS ODN tamas da son olarak kullan lan
yontemler aras ndad r (137). Bu yontemak dalga tanman n hedeflendi alanda
sv ortamda gercekle. Ard k gercekleen pozitif ve negatif basng, hava
baloncuklar na neden olur, ikincil biok dalga emisyonu da hiicre membranlar nda

gegcici por oluumuna neden olur (22).

50 pM anti-TNF-AS ODN varl nda HelLa huicrelerine ok dalga
gonderilmitir. ok dalgay takiben hicreler ykanmve 3 barlk basnca tabi
tutulmu tur. Flow sitometri ve floresans mikroskobu ile FITC-AS ODNHicresel
alm izlenmi, ELISA ile TNF dretimine bak Imtr. Hicre yaamsall % 95’'in

Uzerinde bulunmuur. Hicrenin AS ODN alm ok dalga saysna ve AS ODN
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konsantrasyonuna bledr. AS ODN da Im hicrede ilk bata homojen olarak
gozlenmi daha sonra nukleusta birikme olduortaya ¢ kmtr. Bu yontemle % 62’ye

varan oranda TNFinhibisyonu elde edilmtir (138).

ok dalga yontemi, avantajl bir sistem olabilir ¢iinkii endozomal olmaya
yoldan da | m gercekleir ve AS ODN konsantrasyonu ayarlanarak hiicrelere AS ODN
ta nma seviyesi ayarlanabilir. Bu teknik i¢in oldukga yiksek miatda AS ODN
gereksinimi duyulsa dan vivo olarak fare melanoma hicrelerine gen transferi igin

oldukca iyi bir metod oldw gdzlenmitir (138).

Ultrasound da ok dalga gibi akustik bir tekniktir fakat daha yiksek frekans
kullanlr ve daha ksa siredeldm gercekletirilir. Ultrasound dalgalar hicre
membran n n gecirgenlini arttr r ve AS ODN’in hicre igerisine giini sa lar (139,
140).

Huber ve ark. (141) -gal ve lusiferaz ekspresse eden plazmidleri HelLa
hicrelerine transfeksiyon icinok dalga ve ultrasound yodntemlerini mukayese
etmi lerdir. Ultrasound yonteminin daha etkili oldinu ve daha az toksik oldunu
bildirmi lerdir.

4.11.K TOZAN HAKKINDA GENEL B LG , YAPISI VE OZELL KLER

Kitin do ada selilozdan sonra en ¢ok bulunan ikinci polisakkarittit,4
glikozit ba ile bal N-asetil glukozamin Unitelerinin olturdu u do rusal
homopolimer yap da ve molekiller aras hidrojen hie stabilize olmu ¢ boyutlu -
heliks konfigirasyonuna sahiptir. Yenge¢ ve karides gibi deniz kalawki n ve
boceklerin d iskeletinde, mantar ve planktonlar n hiicre duvarlar nda bol rdétar

bulunur (142). Kitinin ve selilozun molekuler yap gkil 4.12da verilmi tir.

Kitin genellikle tek bana bulunmaz; cetli oranlarda dier eker, protein,
mineral ve polifenollerle birlikte bulunur. Kitin, bilinen ¢dzlciderpek ¢éziinmeyen
hidrofobik yap dad r. Kontrolli deasetilasyon ile serbest amin ylzttsgilarak suda
¢Ozunen yap lar oldurulabilir (143).
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[ 1-4) 2-amino 2-deoksi -D glukan] vyapsndaki kitozan; Kkitinin
deasetillenmi formudur. Bu yolla farkl oranlarda (% 40- % 98) deasetillenkitbzan
elde etmek mumkundir (144). Kimyasal formulisH&OsN)n - eklindedir. Molekuler
yap s ekil 4.11da verilmi tir.

CH20H CH20H

b H
OH OH
H

H OH H

b=

SELULOZ

NHCOCH 3

KITIN

CH20H CH20H

H
H
OH H
H

§ NH2 H NHp
KITOZAN

ekil 4.11. Seliloz, kitin ve kitozan n molekuler yap($45).

Katyonik bir poliamin olan kitozan n molekiler d , deasetilasyon derecesi
(kitinden elde edilirken deasetillenme oran ), kristal yapreonomer say s , viskozitesi,
su tutma ozelli, pKa deeri ve hidrasyon enerjisi dnemli 6zellikleridir. Molekdl
a rl  olarak 50 kDa ile 2000 kDa aras nda den geni bir da | m gosterir (146,
147). Kitozann yap snda bulunan amino gruplar, kitozann anyonik sistemlerl

kimyasal reaksiyona girmesini d$ar. Do rusal, dallanmam yap s ve ytksek molekul
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a rl ndan dolay kitozan, asidik ortamlarda ¢ok iyi viskozite acttézelli e sahiptir.
Kitozan c¢o6zeltisinin viskozitesi, kitozan konsantrasyonunun artmassetisyon

derecesinin yikselmesi ve s cakh di mesi ile artar (148).

Kitozan seyreltik asetik asitte ¢oziinmektedir. Kitozan, ex$itl(hidroklorik asit,
laktik asit, glutamik asit vb) tuz olturur ve oluan tuzlar (kitozan glutamat, kitozan
klorir vb) suda c¢ozunebilir. Kitozann c¢6zunudij kitinin yap s ndaki asetil
gruplarnn uzakla rimas oranna yani deasetilasyon derecesinel da Du Uk
deasetilasyon derecesine sahip (%40) kitozan n sadece pH 9'undézetiziinebilir
oldu u, buna karn yiksek deasetilasyon derecesine sahip (% 85) kitozan n pH 6.5 ve
alt nda ¢6zunebilir oldw, nétral ve alkali pH’larda ¢éztinmedig6sterilmitir (147).
Cozeltiye iyon eklenmesi de kitozan n ¢ozunuddu etkilemektedir (149). Bunun
nedeni, birbirlerine kormu olan glukozamin birimlerinin birbirlerini itmelerinden dolay
kitozan n c¢ozelti icerisinde serbest formda bulunmas dr. Qgeelbir elektrolit
eklendi inde bu serbest formu olwrucu etki azal r ve sarmal ms gédjizel bir yap
olu ur. Bu ekilde elektrolit konsantrasyonu artt kga iyonik kuvvet de artackn

‘salting-out’ etkisiyle kitozan ¢oker (148).

Kitozan n elde edilmesi

Kitozan n Uretilmesinde temel léem, kitinin alkali ve asit muamelesi ile
kalsiyum karbonat ve kalsiyum fosfat gibi minerallerinin ve prdéginin
uzaklatrimas d r. Sonugcta kitin yuksek s cakl kta (120°C) % 40 NaGHmuamele

edilir ve deasetillenmikitozan elde edilir (144).

Kitin ve kitozan turevleri hem tek hicreli canllarda hem géksek
organizasyonlu Okaryotik mikroorganizmalardaki kitinaz ve kitozinazireleri ve
geli mi canl lardaki lizozomal enzimleri kitin ve kitozan parcalarl@50). Bu
enzimler kitin ve kitozan oldauran monomerler aras ndaki N-aseti{(1—4)
glukozamin balarn  koparr. Kitozann lizozomal enzimlerin etkisi ile
parcalanabilmesi, bu polimerin farmasétik alanda kullan ms agan blyik 6nem
ta maktad r (151).
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4.12. K TOZANIN FARMASOT K KULLANIM ALANLARI

19. yilizy Ida kitozan n kéedili inden ginimuze dek bu polimerin biyomedikal
ve ila¢ tay c uygulamalar nda kullan labilmesi icin iki ylzy | ge¢ tir. Kitozan n
fizikokimyasal ve biyolojik 6zellikleriyle ilgili bilgiler, n polimerin ilag taycs
olarak ve daha spesifik olarak makromolekdillerinmsas ic¢in oldukga Umit vaad eden
bir madde olarak tan nmas n $am tr. Teknolojik bir bak a¢ s yla bak | rsa, kitozan
pozitif yuklidir ve suda ¢ozunebilir 6zelliktedir. Bu 6zellikleri sayde negatif yukli
polimerlerle, makromolekillerle hatta sulu ortamda bulunan baz polizararibile
etkile meye girebilmektedir. Bu etkilene kuvvetleri ve c¢6zunup jel olwrma
Ozellikleri sayesinde nanoenkapsuilasyon igintdiilmu tir. Biyofarmasotik bir bak
ac s yla ise, kitozan mukozal yizeylere laabilmektedir ve bu da onun mukozal ila¢
ta nmas igin etkin bir polimer olarak kullan Imas n fEmaktad r. Daha sonras nda
kitozan n epitelyal hicreler aras ndaki ac¢ k gergin lda@an gecebilmesinin ve bu
sayede makromolekullerin epitelden tamas n n salayabilmesinin kefi ile kitozan n
mukozal ilag tay cs olarak kullan labilece du Gncesi iyice kuvvetlenmiir. Bu
polimerin biyouyumlu olmas ve dik toksisiteye sahip olmas da bir dr uygun

biyofarmasotik dzellikleri aras nda say labilir (115).

Kitozan tim bu 6zelliklerinden dolay c¢ok @# endustrilerde kullanImtr.
Metal katyonlar igin yuksek afiniteye sahip olduklar ndanr anetalleri toplay c
Ozellikleri sayesinde kirli sular n toksik maddelerden ar ndas$ icin kullanimtr
(152). Antifungal 0©zellii nedeniyle cdtli mikroorganizma enfeksiyonlar na ve
parazitlere kar tar msal amaclarla bitkilerin korunmas nda 6nemli bir potaeisiy
sahiptir. Japonya,talya ve Finlandiya gibi Ulkelerde yemeklerde yard mc madde
olarak kullan Imak tzere onay alrir (146). Di er yandan igeceklerin (meyve suyu,
bira vb) ar tImas nda (153), zay flat c ve kolesterol ighiicii olarak (154), kozmetik
endustrisinde sa¢ bak m drtnlerinde ve kontakt lens yap m ndaydatd kta, ka t
endustrisinde sellloz gibi destek materyali olarak (155), tdkstboya balama

Ozelli inden dolay aart c olarak (156) gibi ¢ok farkl alanlarda kullan m mevautt

T p alan nda ise dermatit, purilan hastal klar n, yargareklar n tedavisinde

(157, 158) kitozan ve kitozan turevi billlerden yararlan Imaktad r.
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Kitozan n, farmasotik endustrisinde de dé& fonksiyonlar nedeniyle
kullan labilirli i bilnmektedir. Kontrolli sal m sdayan tabletlerinin haz rlanmas nda
kitozann dier yardmc maddelere gbre daha uygun olmas ve rahatlkla
kullan labiliyor olmas nedeniyle, direkt bas m maddesi olarakakudin tr (159).
Hormonlar n uzun bir zaman dilimi icinde sal nmas n lamak igin kontrolli sal m
implant sistemlerin haz rlanmas nda da kitozan kullantim(160). Daha sonralarda ise
kitozan n transmukozal absorpsiyonu hzlandrc etkisinin aldun ortaya
¢ kar Imas yla peptid, protein gibi polar yap da olan ilaglayazal ve oral tanmas nda
ve a lar n formilasyonunda kullan Intr (146). Kitozan ayn zamanda zay f absorbe
edilen hidrofilik ilaglar igin de absorpsiyon arttrc olkrdarmasotik endustride
kullan Imaktad rlar (161, 162). Illlum ve ark. taraf ndan kalsitoninstlin gibi
polipeptidlerin nazal ve intestinal epitelden hicreye degni artt rmak amac yla
kitozan kullan Im tr (162).

Biyoteknolojide ortaya ¢ kan yeni makromolekillerin temas n salamak
Uzere uygun tay clarn gelitiriimesi énemli bir konu halini almtr. Peptidler,
proteinler, oligonikleotidler ve genlerin vitro ve in vivo ortamlarda dayan ki | klar
snrl oldu u icin biyolojik ortamlarda korunmalar gerekmektedir. Hatta biyklo
bariyerlerden gecip hedef bdlgeye w@mad klar icin de etkinleri olduk¢ca snrl
kalmaktadr. Bu nedenle bu tip molekillerin gelecekte terapdian olarak
kullan labilmeleri icin bu molekulleri tayacak uygun tay clarn gelitiriimesi
onemlidir. Boyle tay c lar n geli tiriimesi i¢in de biyoparcalanabilir, toksisitesi dik
polimerlerin kullan m gundemdedir. Kitozan bu ve el pek cok 6zelli a¢ s ndan
uygun bir polimerdir. Ginimuizde makromolekillerin nianas icin kitozan esasl

kolloidal ta y ¢ sistem tan mlanmt r (115).

Kitozanla ilgili olarak yaplan en eski caha Watzke ve ark. (163) nn
yapt klar polimer zincirine kimyasal olarak ¢capraz lama reaksiyonlar n n oldunu
gosteren c¢almadr. Bu calmada ararmac lar, kitozan monomerinin hidroksil
gruplarna tetrametoksisilan (TMOS) Wanmas sonucunda kitozan-silika
nanokompozitleri oluurmu lard r. Ohya ve ark. (164) ise kitozan nanokurelerini ilag

ta y c olarak kullanan ilk ara rmac lard r. Ya icinde su emdlsiyonu (S/Y) metodunu
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kullanarak 5-fluorourasil (5-Fu) iceren nanokureleri hazrl@adr. Bu ilk yol
gosterici ¢al madan sonra ilac enkapsile edip yabilecek olan stabil yap da,
partikiillerin oluturulabilecei ortaya at Im tr. Orne in; bovin serum albumin (BSA),
tetanoz toksoidi, difteri toksoidi ve insulin gibi peptidleri yan kitozan

nanopartikulleri gibi. Bu nanopartikillerin enkapstlasyon etkinhilée50°dir (115).

Kitozan mikropartiktlleri de ilag tayc sistem olarak kullan Imaktad r.
yonotropik jelleme (165), ¢coklu emulsiyon metodu (166), presipitasyon-koaservasyon
metodu (167), ¢Ozlicl evaporasyon teKa68), sprey kurutma metodu (169), kitozanla
kaplama (170) gibi farkl metod kullan larak mikrokire, mikrokapstl ve bdacuk

haz rlanmas nda kitozan polimerinden faydalan Imaktad r.

Kitozan ile baz peptid ve proteinlerin formilasyonunakifi cal malar
yap Im tr. Pan ve ark. (171) kitozan n TPP ile iyonotropik jel tlumas metodunu
kullanarak hazrlad klar nanopartikillerde insilin  enkapsile é&ndir. Bu
c¢al malarnda, hazrlad klar insilin yukli kitozan nanopartikillerin | ogella
uygulanmas ndan sonra insulinin intestinal absorpsiyonunu plazma glukoz
seviyelerindeki diii e gore olgmuerdir. Sonu¢ olarak pH'ya baml bir in vitro
saln m go6zlenmekle birliktein vivo olarak insdlinin oral biyoyararlanm % 149
oran nda artmt r. Ozba-Turan ve ark. (172) ise rekombinant insan interlokin—-2—r
2) geninin surekli sal n m igin kitozan mikrokureleriyle ¢caeda yapm lard r. Kitozan
ve protein konsantrasyonun, mikroktre eluurken kullan lan sodyum silfat hacminin
ve enkapsulasyon lemi esnas nda ortamda gluteraldehit bulunmas nn mikroklre
Ozellikleri Gizerine etkisi ararIm tr. Coktirme teknii ile mikrokire haz rlanm ve
enkapsulasyon etkinlikleri oldukca yuksek (% 75-98) buluanu Formilasyon
faktorlerinin enkapsilasyon Uzerinde etkili olmadbulunmutur. 3 ayl k bir zaman
dilimi icerisinde mikrokireden k-2 proteini salnm sdanabilmitir. Bir ba ka
cal mada ise Xue ve ark. (173) dfaz sUspansiyon capraz lema ve ya faz
icerisinde solvan ugurma yontemlerini kullanarak kitozan mikrokurelerlad klar
gibi bir de kitozan-glisin mikrokdreleri haz rlanfar. Bu mikrokirelerin de
liteinle tirici hormon-salan hormon (LH-RH) anake TX46 icin adsorpsiyon ve sal m

davran lar n izlenmiler ve sonucgta mikrokirelere glisin eklenmesinin mikrokirelerin
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adsorpsiyon kapasitelerini ve TX46'n n siurekli saln mn artt rgdzlenmitir. Kim

ve ark. (174) kitozan-kapl pektin boncuklar ndan vitro albumin salnmn
aratrm lard r. Kalsiyum klorlr konsantrasyonu, kitozan n molekitla ve kitozan
¢Ozeltisinin pH's, salm ortamnn pH's gibi boncuklardan albumird nsan
etkileyecek tim parametreler aralm tr. De i ik pH'lardaki ortamlarda kitozanla
kaplama sonucunda albuminin salnmnda gecikme olabiledelsiyum klortr
konsantrasyonunun artmas yla kaplanmapektin boncuklar ndan albumin saln mnn
azald fakat kapl olanlar icin ¢ok fazla deiklik yaratmad , kullan lan kitozan n
molekdl a rl  artt kga albumin salnmnn azald gozlenmitir. Mizuno ve ark.
(175) bazik fibroblast buyume faktérinin (bFGF) yara iyiesindeki etkisini
aratr rken kitozan film icerisine bFGF enkapsile ederek bFGF heldi saln mn
amagclam lard r. Haz rlad klar formulasyonlar n stabilite vie vivo etkinliklerini
incelemiler. Sonugta kitozan icerisine enkapsule olan bFGF'nin serbestifar gore
yara iyiletirmede daha etkili oldw g6zlenmitir. Grenha ve ark. (176) akare
protein ta mak amac yla sprey kurutma yontemiyle insulin yukli kitozan mikroktirele
haz rlam lard r. Bu mikroktrelerle % 65—80 oran nda protein yikleme kapasitsi el
edilmi, 15 dakika icerisinde de % 75-80 orannda insilin serbestk
sa lanabilmi tir.

Kitozan ile baz antimikrobiyal ajanlar n kontrolli sal n m nigile ¢al malar
yap Im tr. Portero ve ark. (177) amoksisilin (hidrofilik) ve metronidag@abrofobik)
antibiyotiklerinin mide mukozas nda kontrollii sal n m n Isanak amac yla kitozan
yeniden asetilledikten sonra mikrokireler haz rldand r. Yeniden asetilasyon igin
gecgen sirenin sadece ilac n sal n m n idayn zamanda enkapstilasyon etkimli ve
enkapstle edilmiolan ilac n antimikrobiyal etkinliini de etkiledii ortaya ¢ km tr.
Bu ekilde hazrlanan kitozan mikrokurelerinin gastrik Ulser ve &arfgastal nn
nedeni olarak bilinen Helicobacter pylori’nin 6nlenmesi icin kulkilece i sonucuna
varIm tr. Guinchedi ve ark. ( 178) bir kitozan tlrevi olan metilptoion kitozan
kullanarak antimikrobiyal ajan ampisilin yikli mikrokureler haz ridard r. Ampisilin
yukli kitozan mikrokdrelerinden 30-120 dakika icerisinde ilac n kontrollii sahmm
gercekleti i ve kitozan mikrokilrelerinin  ampisilinin  antibakteriyel etkisini

artt rabilecei sonucuna ulan lardr. Ma ve ark. (179) insilinin kitozan
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nanopartikulleriyle pH 2.3'den 6.3’e kadar etkinlik ve mekanizmaarat rm lardr.
Tripolifosfat ile kitozan n iyonotropik jelasyonu yodnteminden faydalakar
nanopartikuller haz rlanmt r. Bu nanopartiktllerin olturuldu u ortamn pH's nn ve
instlin  konsantrasyonundaki arh nanopartikdllerin insilin  tutma kapasitesini
arttrd , insulin konsantrasyonunun ise partikil boyutu utzerine etkisinin olmad
gozlenmitir. nvitro serbestlane deneylerinde ise ilk otuz dakika icindeki ani sal m
sonras sabit h zla sal m n gergeltlei ortaya ¢ km tr. Guggi ve ark. (180) ise oral
yolla uygulanan salmon Kkalsitonini, enzimlerin etkisinden korumak Igtozanla

formtle etmilerdir.

Hall ve ark. (181) CD4 (+) T(H)2 hlcre tolerans n artt rmalkallerjen kaynakl
solunum yolu enflamasyonuna kabu hicreleri korumak icin allerjen turevi peptidleri
kitozana adsorbe ederek intranasal yolla uygulama yémehr. Sonugta solunum yolu
euzinofillerinde 6nemli 6lcide diile birlikte bronkoalveolar svda IL-4 ve IL-5
seviyelerinde de dii gozlenmitir. Antijen ta mak amac yla kitozanla yap Imbir
di er cal ma ise Lubben ve ark. (182) taraf ndan ovalbumin yUkli kitozan
mikropartikilleri ile gercekldirilmi tir. Hazrlad klar bu kitozan mikrokurelerinin
antijen ta mak icin uygun olduu sonucuna varmard r. Di er bir ¢cal malar nda ise
Van der Lubben ve ark. (183) difteri toksinine kaistemik ve immun yan t seamak
icin kitozan mikropartikillerinde difteri toksinini enkapstle etienidir. Fareleri difteri
toksini-kitozan mikrokureleri ile aama sonras nda doza Wa bir immin cevap
geli memitir. Vila ve ark. (184) nn yaptklar bir der ¢cal mada ise iyonik capraz
ba lanma yontemiyle haz rlanm olan kitozan naopartikillerinin igerisine antijen
olarak tetanoz toksoidi yerlgrilmi , daha sonras nda ise bu nanopartikiller intrnazal
yolla farelere uygulanmtr. Sonucta sadece tetanoz toksoidinin yalnz raa
verilmesiyle yap lan alamaya k yasla bu yéntemde, daha uzun suren ve daha etkili
olan bir immin yan t ortaya ¢ kit r. Kullan lan kitozan n molekdl arl  nn immdn
yan t Uzerine herhangi bir etkisi olmad hatta dutk molekil a rl  na sahip kitozan

ile daha iyi sonuglar elde edildigbzlenmitir.

4.13. GEN TA IYICI S STEM OLARAK K TOZANIN KULLANIMI
Etkin bir gen tanmas ndan bahsedebilmek icin plazmid DNA’'s nn hedef
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hicrelere verilmesi, transkipsiyonaramas ve genetik bilginin proteine translasyona
u ramas gerekmektedir. Bu amaca ufak icin gen tay c sistemlerle ilgili olarak
pekcok engelin amas gerekmektedir. DNA ile ilgili bu engeller; a) tac sistemin
hedef hiicreye hedeflendirilmesi b) hiicre zar ndan gega lanabilmesi c) tay c
sistemin htcre igerisine al n p endolisosomlarda degrede olmadazijpid DNA'n n

nikleusa intraseliler olarak uta labilmesi olarak say labilir.

Viral gen tay ¢ sistemler her ne kadar birgok hedef hticre igin oldukcaekiks
transfeksiyon etkinlii gosterseler de (185, 186, 187, 188) viral olarak induklenen
inflamasyon yan tlar n ve onkogenik etkilerin gbzlemlenmesi, uyguddanm n gic ve
pahall olmas gibi sorunlar tanaktad r. Tum bu engellerden dolay gen ya&
geli tirme Uzerine yap lan arermalar, viral olmayan gen ty ¢ vektdr gelitirme

konusunda yay mlanntr.

Katyonik lipidler ve katyonik polimerleru anda hala arar Imakta olan iki
temel viral olmayan gen ty c vektorlerdir. Bozulmayan ve kalc olan katyonik
yuklerinden dolay her ikisi de negatif yikli DNA ile elektrodtadlarak etkileir ve
kompleks oluturur. Katyonik fosfolipidlerden lipozom olturmann viral gen
ta yclara gore bircok avantaj vardr. Orrig; immiin yant oluturma olas | klar
du oktar ve hazrlanmalar kolaydr (189). Ancak lipozomal yakten baars
snrldr ¢unkl toksisiteleri yuksektir ve viral gen taclara gore oldukca diik

transfeksiyon etkinlikleri vard r (190).

Katyonik polimer tayan DNA / polimer kompleksleri ise katyonik lipidlerden
daha stabildir ¢tinki plazmid DNA ile polielektrolit kompleksleu alirmaktad rlar ve
bu sayede DNA, nukleaz degredesyonuna ldaha iyi korunabilmektedir (191, 192).
Katyonik polimerler DNA'y hemin vitro hem dein vivo olarak ta mak igin
kullan Imaktad r ancak viral vektorlerle k yasland klar ndaykaik polimerlerin gen
ta yc etkinli i hala ¢cok duuktur. Transfeksiyon etkinlini artt rmak icin birgok
katyonik polimer ara r Imaktad r (191, 193).

Katyonik polimerler hem yap sal a¢ dan hem de spesifik redeptinac | yla
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gercekleen gen ekspresyonu icin hedef yaplarla kovalanlamma ag¢ s ndan
birbirlerinden farkl | k gosterirler. Yap olarak farkl , setike viral olmayan gen tay ¢
vektdrler olmas na ranen doal kaynakl polikatyon says olduk¢ca azdr. @b
polimerler, gen tanmas nda faydal olabilecek pek c¢ok avantajrkar. Bunlar;
biyogec¢imlilik, dudk immuinojenite, minimum seviyede toksisite olarak say labilir.
TUm bu avantajlardan dolay bu tip polimerler, viral veya lipidcrdaransfeksiyona

gore daha iyi alternatiftirler (196).

Kitozan; ucuz, biyogecimli, biyopargalanabilir ve toksik olmayar katyonik
polimer olup DNA ile polielektrolit kompleksleri olturur. Bu nedenle kitozan ve
kitozan tlrevleri gen tay ¢ olarak potansiyel t&il eden guvenli ve etkili katyonik
ta yclardr (194,195).

Kitozan n DNA ta y c s olarak kullan Imas ilk olarak 1995 y | nda Mumper ve
ark taraf ndan ortaya atImr (197). Bu cal mada ara rmac lar kitozan ve plazmid
DNA cozeltilerini birbirleriyle kar t rm lard r. Kullan lan kitozan n molekil al na
(108-540 kDa) bd olarak kompleks boyutlar 150-500 nm aras nda bulutanu
(196).

Ozba-Turan ve ark. (198) taraf ndan kitozan mikropartikiilleri haz rlanarak
plazmid DNA'nn serbestlenesi cal malar yapImtr. Serbestleme c¢al malar
37°C'de PBS, pH 7.4 fosfat tamponunda gercekleni tir ve serbestleen DNA ise
260 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak olgutini Balang ¢ta ani bir
serbestleme etkisinden sonra yakl& 50 gunlik bir sireyle mikropartikillerden

pDNA’'n n devaml sal m n n oldw gozlenmitir.

Strand ve ark. (199) kitozann yapsnn, kitozan-DNA polielektrolit
komplekslerinin olumas ve stabilitesi Uzerine etkisini @ram lard r. Sonucta yiuksek
molekdl a rl na sahip tum kitozanlar n oldukca stabil polipleksler mlrduklar
ancak kitozan n yik yainlu unun ve zincir bana ta d yik say s n n DNA-kitozan
kompleksleri icin oldukca ©6nem td , pH 7.4’Un Uzerinde poliplekslerin

stabilitelerini kaybettii ortaya ¢ km tr.
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Bir di er cal mada Borchard ve ark. (196) % 40-50 Kkuaternizasyon
derecelerinde trimetil kitozan oligomerleri (TMO) haz rlalar ve bu haz rlad klar
oligomerlerin, DNA tayc sistem olarak COS-1 ve Caco-2 hicrelerinde
potansiyellerini ara rm lard r. Caco—2 hicreleri insan kolon karsinoma hucreleri
oldu undan bu calmada barsak epitelinin bir modelini k# etmesi amac yla
kullanIm tr. Sonucta TMO’nun oligomerik kitozana gbére COS-1 hucrelerinde
transfeksiyonda daha lma | oldu u ortaya ¢kmtr ancak higbir kitozan/DNA

kompleksi farkl lam Caco-2 hiicrelerinde transfeksiyon etkimli artt ramam tr.

Zhao ve ark. (200) eklem hastal klarnn tedavisi icin primer kasitdr
hicrelerine transfekte edilmek Uzere kitozann eGFP plazmidiyle pleds
koaservasyonu metodunu kullanarak nanopartikillerini haz dard r. Transfeksiyon
ortam nn pH’s ve ortamda serum bulunmas, kitozan n molekil a ve transfekte
edilen plazmid miktar de tirilerek bu parametrelerin transfeksiyon etkinliizerine
etkileri aratrIm tr. Transfeksiyon sonuglar na bak Ichda en iyi etkinliin % 10
serum varl nda, pH 6.8 ve 7.0 oldunda, kuyucuk bana 8 pg plazmid DNA's
verildi inde ve 85 kDa molekil al na sahip kitozan kullan Id nda elde edildii

g6zlenmitir.

Li ve ark. (201) ise lusiferaz kodlayan pGL3-kontrol vegalaktozidaz
proteinini kodlayan pCH110 plazmidleri iceren kitozan nanopartikillerirlaaz lar
ve bu hazrlad klar nanopartikilleri HEK-293 hiicrelerine ve CHO¥(itrelerine
uygulayarak plazmid DNA transfeksiyonunu dnan lardr. Sonucgta bu kitozan
nanopartikillerinin 10 gun igerisinde lusiferaz ekspresyonuntayabildi i ve artan
balang ¢ plazmid DNA miktar na gore de beta-galaktozidaz ekspresyda art

oldu u gozlenmitir. Kitozan n memeli hiicreler Gzerine toksisitesi gbzlenmemi

Bozkr ve ark. (202) da kitozan kullanarak pDNA ile nanopartikdl
formulasyonlar haz rlamlar ve hazrlad klar kitozan nanopartikillerinin pDNA'y
enzimatik parcalanmadan koruyabilisii, COS-7 hicrelerinde yap lan transfeksiyonun

nanopartiktllerle ¢ plak pDNA’ya gore 3 kat daha iyi oldau belirtmilerdir.

64



Kitozan-DNA nanopartikillerinin dier vektorlere gore sitotoksisitelerinin daha
di Uk oldu unu gosteren bir der ¢cal ma da Corsi ve ark. (203) taraf ndan yap Im
Kompleks koaservasyon metodu ile hazrlad klar DNA-kitozan nani&ffetinin
transfeksiyon etkinliini; insan mezenkimal hicrelerinde (MSC), insan osteosarkom
hiicrelerinde ve HEK293 hiicrelerinde, ticari transfeksiyon atan Lipofectaming’
ile k yaslam lard r. Sonugctakitozan-DNA nanopartikillerinin HEK293 hiicrelerindeki
transfeksiyon etkinliinin incelenen dier hucrelere gore daha yuksek oldwancak bu
hiicre tipinde Lipofectamii® ‘e kyasla daha diik trasnfeksiyon yap labildi
bildirilmi tir.  Sitotoksisite  calmas sonucunda ise, hazrlanan kitozan
nanopartikullerinin lipid partikillere gore % 50 daha ik sitotoksisite gosterdi
bildirilmi tir.

Ishii ve ark. (204) floresansaretli plazmid ile Texas-k rm z aretli kitozan
kullanarak plazmid/kitozan kompleksleri haz rlatar ve kitozan n molekdl arl nn,
kompleksin sitokiyometrisinin, serum konsantrasyonunun ve transfeksiyom oma
pH’s n n transfeksiyon etkinli Gzerine etkisini ararm lard r. Sonugta 40-84 kDa
molekil a rl  na sahip kitozan kullan Id nda, kitozan (azot) / DNA (fosfat) (N/P)
oran 5 olduunda, pH's 7.0 olan ve % 10 serum iceren transfeksiyon ortam

kullan Id nda transfeksiyonun maksimum seviyede oldortaya ¢ kmtr.

Kean ve ark. (205) oligomerik ve polimerik kitozan trimetillesle
toksisitelerine ve transfeksiyon etkinliklerine bakiawrd r. Sonugta tum kitozan
sitotoksiksiteye sahip oldunu, polimerik kitozan turevlerinin oligomerik kitozana gére
daha yuksek toksisiteye neden oldou saptamlard r. Tum kitozan turevleri pGL3
plazmidi ile kompleks haline getiriimi vee MCF-7 ile COS-7 hucrelerinde

transfeksiyonlar n n oldukga yiiksek olduizlenmi tir.

Liang ve ark (206) kitozan aracl gen ekspresyonunu arttrmak igi
transfeksiyon ©ncesi hicrelere kitozanaz enzimi vedemi bdylece kitozan
parcalayarak icerisindeki genin ortaya c¢ckmasn amaclardr. Sonugta

transfeksiyon oOncesi kitozanaz enzimi ile muamele edilen hioceeldigbfektinle
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transfekte edilmihulcrelere gore 2 kat fazla protein ekspresyonu goritmu

Mao ve ark. (207) kompleks koaservasyon metodu ile lusiferaz yeyh
floresan protein (GFP) kodlayan plazmid DNA yan kitozan naopartikiller
haz rlam lard r. Bu ¢al mada nanopartikil olumunda dnemli olan baz parametreleri
(DNA ve kitozan n konsantrasyonu, sodyum silfat oran, ¢ozeltkls catampon
pH’'s, kitozan ve DNA’nn molekiler arl  gibi) incelemilerdir. Sonug¢ olarak,
kitozan-DNA nanopatrtikillerinin DNA'y niukleaz degredasyonundan korudu ve
ayr ca nanopartikillerin transfeksiyon etkimfiin hticre tipine ba olarak dei ti ini
gostermilerdir. HEK 293 ve IB-3-1 hiticrelerinde, 9HTEO ve Hela hiicredekigasla
daha yiksek gen ekspresyonu gozlendbildiriimi tir. Bu cal mada ayrca
nanopartiktllere ligand konjugasyonunun transfeksiyon etkndietkisi de arar Im
ve konjugat olarak kullanlan transferinin transfeksiyonu artt rmdideaber dier
konjugat proteininin  konjugasyonunun nanopartikillerin transfeksiyon etkinli

arttrd rapor edilmitir.

Koping-Hoggard ve ark. (208) konvansiyonel yiuksek-molekid &l kitozan
ile akci erlere viral olmayan yollain vivo gen tanmasnn etkin olarak
kullan labileceini fakat yuksek molekdl arl na sahip kitozan n agrege olagkiller
olu turmas nn, nétral pH'da dik c¢6zunirlie sahip olmasnn ven vivo icin
kullan lan konsantrasyonlarda viskozitesinin yiksek olmas n n birervdeiz tekil
etti ini Oone surmdlerdir. Bu nedenlerle de molekul d 1.2-10 kDa aras nda
de i en kitozan oligomerleri haz rlantar, polipleks oluumu ve farelerin akcerinein
vivo uygulama sonras etkinlik ile kitozann yap sal Ozellikleri avdaki ili Kiyi
aratrm lardr. Yapsal dei ikli e urattklar kitozanlarn yiksek safl ktaki
kitozanlara (UPC) gore daha kolay polipleks a@hwabildi i ve anyonik heparin
varl nda plamid DNA’'sn daha kolay salabildi gozlenmitir. Kolay disosiye
olabilen bu poliplekslerin de daha stabil yap daki UPC poliplekslegire in vitro
¢al mada 293 hicrelerinde daha iyi gen ekspresyonuraysdildi i, in vivo olarak da
farelerin akcierine intratekal uygulamadan 24 saat sonra PEI ve UPC polipieksle
gbre 120-260 kat daha fazla lusiferaz gen ekspresyonunayahildi i ortaya

¢km tr. Ayn cal ma grubu taraf ndan yap lan bir ér ¢cal mada ise (209) duk
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molekil a rl  na sahip kitozan n 6zellikleri ve viral olmayan genyta sistem olarak
etkinli i aratrim tr. 6-, 8-, 10-, 12-, 14- ve 24- merlik 6 farkl kitozan oligomibi
floresans iaretli T4 DNA kullanIm tr. Kitozan zincir uzunluunun, (+/-) yuk
oran n n, pH ve iyonik kuvvet gibi ¢ozuct 6zelliklerinin kompleks sttgslive yap s
Uzerine etkileri arar Im tr. Lusiferaz geni ilen vitro vein vivo gen ekspresyonlar na
da bakIm tr. Kitozan oligomerinin zincir uzunlwnun ve yidk orannn artmas,
pH'n n azalmas ile oluan komplekslerin yap s daha globiler hale getimi n vitro ve
in vivo gen transfeksiyon etkinlikleri de komplekslerin fiziksekilleri ve stabiliteleri
ile orant| olmutur, sadece 24-mer ile olurulan stabil kompleksler yiksek molekdl
a rlkl ultra safl ktaki kitozanla kyaslanabilir dizeyde gen elesyonu

sa layabilmi tir.

Kitozan arac | transfeksiyonda etkili olabilecek faktorlettglii bir cal ma da
Sato ve ark. (210) tarafndan yap Ibr. Besiyeri pH'snn, ortamda serum
bulunmas nn ve kitozann molektl d nn transfeksiyon etkinli Uzerine etkisi
aratrim tr. Bu ¢al mada A549, B16 ve Hela hicrelerinde gah yapIm ve
lusiferaz plazmidi pGL3 kullan Imt r. Her t¢ hicre tipinde de en ytiksek transfeksiyon
etkinli i pH 6.9'da, ortamda serum bulunmas ve kullanlan kitozan n da molekdl

a rl nn15-52 kDa aras nda olmas durumunda saptamm

Roy ve ark. (211) oral allerjen-geni lama metodunu kullanarak farelerde
anafilaktik yantlara neden olan fstk antijenine kayeni bir immunoprofilaktik
strateji gelitirmi lerdir. Kitozan n plazmid DNA’s ile kompleks olturmas ile
haz rlanan DNA nanopartikilleri farelere oral yoldan uygulanwe sonucgta bu
farelerin barsak epitelinde gen akspresyonunun oldgozlenmitir. Bu yontemin
murin anafilaktik yan tlar durdurmada oldukca etkin olabilecee besin allerjisini

tedavi etmek igin profilaktik amagl kullan labileaebelirtilmi tir.

Richardson ve ark. (212) 5000 Da’dan daha kuguk, 5000-10000 Da aras nda ve
10000 Da’'dan daha biyik molekil& na sahip yuksek safl kta kitozan fraksiyonlar
haz rlam lar ve bu kitozanlar n sitotoksisitelerini, hemolize yatk nirkdlave DNA'y

nikleaz ataklarna kar koruyabilmek amacyla DNA ile kompleks yapabilme
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yeteneklerini 6lgmuerdir. Sonu¢ olarak yuksek safl ktaki bu kitozan fraksiyonlar n n
toksik ya da hemolitik olmad klar, DNA'y nikleazlardan korumak i@MNA ile
kompleks oluturabildikleri ve karacierde birikme yapmaks z n dilkk molekl a rl ki

kitozan n da intravendz olarak uygulanabilaaartaya ¢ km tr.

Guliyeva ve ark. (213) kompleks koaservasyon metodunu kullanarak- DNA
kitozan mikroklreleri hazrlamlar, bu mikrokirelerdeki plazmid DNA’'snn
stabilitesini vein vivo oral etkinli ini aratrm lardr. Kitozan mikrokurelerinden
plazmid DNA'n n serbestlenesinin pH’ya baml oldu u, pH artt k¢a serbestlmenin
azald gozlenmitir. n vivo hayvan calmalarnda ise bu hazrlad klar
mikrokurelerin farelere oral olarak uygulanmas ndan sonra X-gal boyémimini

kullanarak mide ve ince barsakta gen ekspresyonunun get¢ekiebildirmi lerdir.
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5. GEREC ve YONTEM

5.1.Kimyasal Sarf Malzemesi
Agar

Agaroz

Amfoterisin B

Amonyum asetat

Ampisilin

2- -merkaptoetanol

Borik asit

Bromofenol mavisi

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)

Etilendiamintetraasetikasit (EDTA)
Etanol

Etidyum bromur

Fenol

Fetal bovin serum

Glasiyel asetik asit

Glukoz

8-Hidroksikinolin

zoamil alkol

zopropanol

Kalsiyum klortr

Kitozan (150 kDa, % 93 deasetile)
Kitozan (400 kDa, %87 deasetile)
Kitozan (70 kDa, %75-85 deasetile)
Magnezyum Klorur

Magnezyum stlfat

Maya ekstrakt

O-nitrofenil- -D-galaktopiranosid (ONPG)
Penisilin-Streptomisin
Polietilenglikol (PEG 6000)

Difco, ABD
Sigma, ABD
Biological Industriessrail
Sigma, ABD
Biochemie, Fransa
Amresco, ABD
Calbiochem, ABD
Sigma, ABD
Sigma, ABD
Sigma, ABD
Carlo Erbatalya
Fluka, Almanya
Sigma, ABD
Sigma, ABD
E. Merck, Almanya
Sigma, ABD
E. Merck, Almanya
Sigma, ABD
Sigma, ABD
Sigma, ABD
Fluka, Almanya
Fluka, ABD
Sigma, ABD
Sigma, ABD
E. Merck, Almanya
Oxoidngiltere
Sigma, ABD
Biological Industriesrail
Calbiochem, ABD
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Potasyum asetat Calbiochem, ABD

Potasyum dihidrojen fosfat E. Merck, Almanya
Potasyum klortr E. Merck, Almanya
Sodyum bikarbonat E. Merck, Almanya
Sodyum dodesil siilfat (SDS) Calbiochem, ABD
Sodyum dihidrojen fosfat E. Merck, Almanya
Disodyum hidrojen fosfat E. Merck, Almanya
Sodyum hidroksit E. Merck, Almanya
Sodyum klortr Carlo Erbatalya

Tripan mavisi Biological Industriessrail
Tripolifosfat (TPP) Sigma, ABD

Tripsin Biological Industriessrail
Tripton Lab M, UK

Tris-HCI Calbiochem, ABD
Triton-X-100 E.Merck, Almanya
X-Gal Sigma, ABD

6 x Elektroforez Yikleme Tamponu MBI Fermentas, Litvanya

5.2. Plazmid DNA Ornekleri
pSV- -Gal kontrol vektor (6820 bg) Promega, ABD
/Hind Il standart DNA Roche, ABD

Tez cal mas nda pSV-Galaktozidaz kontrol vektord kullan Intr. Bu vektor
Okaryotik hucrelerde anlatm yapabilen 6820 baz cifti uzumda bir plazmid
vektordar. Okaryotik hiicre RNA polimerazlar taraf ndan tan nad@Virusuna ait
(Psvag) promotor kontrolu alt nda bakteriyalGalaktozidaz enzimini kodlayan LacZ
genini ta maktad r. Bunun d nda seleksiyon aret geni olarak ampisillin direng genini
de icermektedir. Plazmid vektorinin haritagkil 5.1'de verilmi tir. Bu plazmid

vektor memeli hicrelerine transfekte edilerek hiicrelerdegbletitozidaz enziminin

sentezlenmesi senm tr.
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Hind 11l 414

SV40 Promote \

and Enhancer ANy
N
EcoR 16815 &

pSV-p-Galactosidase
o Veclor
(6820bp)

EcoR1 3701

BamH | 4151
Safl 4163
Pst| 4173

ekil 5.1. pSV- -Galaktozidaz kontrol vektoriiniin genetik haritas

5.3. Antisens Oligonukleotid (AS ODN)
Beta-galaktozidaz enziminin mRNA’s na komplementer deili5’- GGT CAT
AGC TGT TTC-3’) sahip olan 15-mer’lik fosforotiyoat AS ODN kullem tr (214).

Tez ¢al mas nda pSV-Galaktozidaz kontrol vektori transfekte edilen memeli
hiicrelerine beta-galaktozidaz enziminin ekspresyonunu durdurmak UzerASbu

ODN'’lerle haz rlanm olan formulasyonlar verilmiir.

5.4. Enzimler ve Proteinler

Hind Il restriksiyon endontkleaz (10 U/ul) MBI Fermentasyaitya
Rnaz (500 pg/ml) Roche, Almanya
Lizozim (143800 U/mg) Roche, Almanya

Dnaz | (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 Huicre Kulttrd
Hela insan serviks kanser hicre kulttrt

5.6. Kullan lan Cihazlar
Calkay c | su banyosu
Derin dondurucu (-20)
Dikey Jel Elektroforez Cihaz
Distile su cihaz

Etlv

Fluoresan Mikroskobu
Invert Mikroskop

Jel Analiz Sistemi

Karbondiyoksitli etiv

Laminar Ak | Doku Kultari Kabini
Liyofilizator
Manyetik kar trc

Mili-Q Su Sistemi

Mikropipet seti

Mikrosantrifij

Otoklav

pHmMetre

So utmal Santrif(j
Spektrofotometre

Sterilizator

Taray ¢ Elektron Mikroskobu (SEM)
Terazi

Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM)

U.V. Transilliminator

ATCC CLL-2

Memmert, Almanya
Arcelik, Tarkiye
Sigma, ABD
GFL, Almanya
Memmert, Almanya
Olympus BX50, Japonya
Olympus BH40, Japonya
Kodak 1D Dijital Science, ABD
Heto-Holten Cell House 170,
Danimarka
Holten-Safe 2000, Danimarka
Leybold, Lyovac GT2, Almanya
Ika-Werk, Almanya
Velp Scientifica, talya
Milipore, ABD
Gilson, Fransa
Hettich, Almanya
Kermanlar, Turkiye
WTW, Almanya
Sigma, ABD
Shimadzu Biospec—1601, Japonya
Heraeus, Almanya
JEOL JSM-5910 LV, Japonya
Shimadzu, Japonya
Sartorius, Almanya
JEM 1200 Ex Il (Jeol, Tokyo,
Japonya)

Vilber Lourmat, Fransa

72



Vertikal Kar trc Velp Scientifica,talya
Yatay Jel Elektroforez Cihaz Atto, Japonya
Zeta olcer/Partikul olger 3000 HSA Malverngiltere

5.7. Besiyerleri ve Cozeltiler
5.7.1. Besiyerleri
Luria Bertani (LB)
10 g tripton, 5 g maya 6zutu ve 10 g sodyum klortr deiyonize digtile s

icerisinde ¢ozundurulerek hacmi 1 litreye tamamland (215).

Luria Bertani Agar (LBA)
Yukar da formuli verilen s v LB besiyerine % 1.5 (a/h) oran rgir &klenerek

haz rland .

LB va LBA besiyerleri 1 atmosfer bas n¢ta, 121°C’'da 20 kiakotoklavda
tutularak sterilize edildi. Gerekli kallarda besiyerlerine 100 pg/mL  final

konsantrasyonda ampisilin eklendi (215).

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

i) 4 X DMEM Cozeltisi (-)
DMEM besiyeri 250 ml steril deiyonize bidistile su igerisingiztinduraldi ve
0.22 um’lik filtreden stzulerek sterilize edildi.

i) Sodyum Bikarbonat Cozeltisi (%10)
100 g sodyum bikarbonat 1 litre steril deiyonize bidistile su iipeles

¢Ozundurdlda ve 0.22 um’lik filtreden stizilerek sterilize edildi.

iii) 1 X DMEM Cozeltisi

100 mL serum, 250 mL 4X DMEM (-) c¢o6zeltisi, 100 IU/mL penisilttQ0
pg/mL streptomisin ve 5 pg/mL amfoterisin tzerine 20 mL %aéfh)( sodyum
bikarbonat c¢o6zeltisi eklenerek pH's 7.4'e ayarland . CoOzelti hasteril deiyonize
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bidistile su ile 1 litreye tamamland . Hicre kultirl galalar nda dorudan bu ¢ozelti
kullan Id .

5.7.2. Cozeltiler

Dnaz | Tampon Cozeltisi (10x)

2mL M MgCl, ¢ozeltisi, 10 mL M KCI ¢ozeltisi ve 20 mL M Tris-HCI (p8i14)
¢cOzeltisi kar trlarak hacmi 10 mL'ye tamamland. Deneylerde 1/10 oran nda

seyreltildikten sonra kullan |d (216).

Etilendiamintetraasetik Asit (EDTA) Co6zeltisi (0.5 M, pH 8.0)

186.1 g EDTA 800 mL deiyonize distile suda c¢ozundurildd. Pellet halinde
NaOH eklenerek c¢ozeltinin pH's 8'e ayarland ve hacmi 1 lérégmamland .
Haz rlanan ¢o6zelti otoklavda 121°C'de 1 atmosfer bas n¢ al2tdaakika sterilize
edildi. (EDTAmola rl =372.2)

EDTA Cozeltisi (%5 (a/h) )
5 g EDTA tart | p 80 mL deiyonize distile su igerinde ¢ozunduruladicn 100
mL’ye tamamland . Cozeltinin pH’s NaOH ile 7.2'ye ayawda Otoklavda 121°C’de 1

atmosfer bas n¢ alt nda 20 dakika sterilize edildi.

Etidyum Bromdir (10 mg/ml)
0.1g etidyum bromir 10 mL deiyonize distile su icerisinde c¢ozundurilerek

haz rland .

Fiksasyon Cozeltisi:
50 ml PBS igerisine 0.05 mL gluteraldehit, 1 mL formaldedidendi ve
kar trld. Bu c¢ozelti X-gal ile boyama lemi yapmadan Once transfeksiyona

u ratIm hacreleri fikse etmek amac yla kullan Id .
Fenol- Kloroform — zoamil Alkol (25 /24 /1)

Kristal halde fenol, 65°C’de eritildikten sonra, oksidasyonu onleigiekfinal

konsantrasyonu % 0.1 (a/h) olac&kilde 8-hidroksikinolin eklendi. Fenol, kloroform —
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izoamil alkol ile kar t r Imadan 6nce Tris-HCI tamponu ile doyuruldu. Bunun igin fenol
Uzerine eit hacimde 0.5 M Tris-HCI tamponu (pH 8.0) eklendi ve kuvvetlice
kar trld. Fenol ve tamponun iki faz halinde ayrImas icin enyds +4°C’de 60
dakika bekletildi. Ustte olan Tris-HCI faz uzaklarld. Ayn i lem 0.1 M Tris-HClI
tamponu ile fenolin pH deri 7.8'den blyuk olana kadar tekrarland. Tris-HCI
tamponu ile doyurulan fenol i hacimde kloroform — isoamil alkol (24/1) ile
kar trild ve Uzerine yaklak 0.1 hacim 0.1 M Tris-HCI tamponu eklendikten sonra
+4°C’de sakland (215).

Fosfat Tamponlanm Tuz Co6zeltisi (PBS pH 7.4)

2.38 g NaHPQ,, 0.190 g KHPO, ve 8 g NaCl tart larak 800 mL deiyonize
distile suda c¢ozundarildi, 1000 mL'ye tamamland . Haz rlanan ¢ozeltinia naH
bak Id , asidik ise N&HPOy; bazik ise KHPO, eklenerek pH 7.4’e ayarland .

Glukoz Cozeltisi (0.5 M)
9.01 g glukoz deiyonize distile su icerisinde ¢ozundurulerek 100 mL'ye

tamamland . (Glukoz mol al =180.2)

5 N Hidroklorik asit (HCI) Cozeltisi
41.44 mL % 37 (a/h) 'lik HCl al n p 100 mL’ye tamamland .

Kitozan Cozeltisi (% 0.25 (a/h) ; % 0.5 (a/h) )

Cozeltilerin haz rlanmas nda molekild 150 kDa ve 70 kDa olan diik (L)
molekiler a rl kl kitozan ile molekiler arl 400 kDa olan orta (M) molekiler
a rlkl kitozan kullan Id . 0.25 g ve 0.5 g kitozan tart | p 100 mL14h/h) asetik asit
¢Ozeltisi igerisinde c¢Ozunduruldi. Hazrlanan kitozan c¢ozeltilkompleks ve

nanopartikil formilasyonlar n n haz rlanmas nda kullan Id .
Lisozim Cozeltisi

10 mM Tris-HCI (pH 8.0) ¢o6zeltisinin 1 mL’sinde 50 mg lisozim iemz

¢Ozundurildiu. —20°C’de sakland .
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Magnezyum Klorur Cozeltisi (1 M)
9.52 g Magnezyum klortir 80 mL deiyonize distile su icerisinde ¢ozindékile
hacmi 100 mL’ye tamamland . (Mg&oMw = 95.21)

Magnezyum Silfat Cozeltisi (1M)
24.6 g Magnezyum sulfat 80 mL deiyonize distile su icerisindé@ngtizrilerek
hacmi 100 mL'ye tamamland . (MgQ@ola rl = 246.48)

O-nitrofenil- - D-galaktopiranosid (ONPG)
Her deney icin istenilen hacimde konsantrasyonu 4 mg/mL oladdkie 100

mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.5) icerisinde taze olarak had r(@217).

Potasyum Asetat Cozeltisi (3M)
29.46 g potasyum asetat deiyonize distile su igerisinde ¢6zundurgteelkinin
hacmi 100 mL'ye tamamland . C6zelti otoklavda 121°C’de 1 atmosfenpalt nda 20

dakika sterilize edildi. (Potasyum asetat motla = 98.14)

Potasyum Fosfat Tamponu (0.2 M, pH 7.5)

5.22 g KHPO, 150 mL deiyonize distile su igerisinde konsantrasyonu 0.2 M
olacak ekilde ¢ozunduruldu. ( #K1PO, mola rl = 174.18) 1.36 g KKHPO, 50 mL
deiyonize distile su icerinde konsantrasyonu 0.2 M olaecdélde ¢6zinduralda.
(KH2PO;mol a rI = 136.09) Yukar da belirtildi ekilde haz rlanan 0.2 M POy
¢Ozeltisinin pH deeri, yukar da belirtildii ekilde haz rlanan 0.2 M KPO, ¢ozeltisi

ile 7.5’e ayarland .

Potasyum Klorur Cozeltisi (1 M)
74.5 g Potasyum klortr 800 mL deiyonize distile su igerisinde ¢Ozundgkile
hacmi 1 litreye tamamland . (KCl molal = 74.55)

Proteinaz K Cozeltisi (20 mg/ml)
20 mg Proteinaz K enzimi, 1 mL bidistile su igerisinde ¢oziunduriRdaik

hacimlere boltnerek -20°C’de sakland .
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Polietilenglikol (PEG) / NaCl Cozeltisi (%13 / 1.6 M)

13 g PEG-6000 ve 9.35 g NaCl deiyonize distile su igerisinde ¢ozuedikdl
hacmi 100 mL'ye tamamland (215). (NaCl molrd = 58.44, PEG mol arl =
6000)

Rnaz Cozeltisi (10 mg/ml)

10 mM Tris-HCI, 15 mM NaCl ¢ozeltisi bidistile su ile 100 npe’tamamland
ve pH’'s 7.5’e ayarland . Bu ¢ozeltinin 1 mL’'sinde 10 mg Rnazreingézundurulda.
—20°C’de sakland .

Sodyum Fosfat Tamponu (0.2 M, pH 7.5)

10.74 g NgHPO, 150 mL deiyonize distile su igerisinde konsantrasyonu 0.2 M
olacak ekilde ¢ozunduruldu. (N®PO, mol a rl = 358.14) 1.56 g Nai#PO, 50 mL
deiyonize distile su icersinde konsantrasyonu 0.2 M olaedilde c¢6zinduralda.
(NaH,PO; mol a rl = 156.01) Yukarda belirtildi ekilde hazrlanan 0.2 M
NaHPQO, ¢cozeltisinin pH deeri yukar da belirtildii ekilde haz rlanan 0.2 M NaRO,
¢oOzeltisi ile 7.5’e ayarland .

Sodyum Karbonat Cozeltisi ( M)
10.5 g sodyum karbonat 80 mL deiyonize distile su igerisinde ¢ozundikdler
hacmi 100 mL'ye tamamland . ( MaOs; mol a rl = 105.99)

Soliisyon | (50 mM Glukoz, 25 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 80)

10 mL 0.5 M glukoz, 2.5 mL M Tris-HCI (pH 8.0) ve 2 mL 0.5 M ED® (pH
8.0) cozeltisi deiyonize distile su ile 100 mL'ye tamamlanddzelti otoklavda
121°C’de 1 atmosfer bas n¢ alt nda 20 dakika sterilize e@ldb)

Solusyon 11 (0.2 N NaOH, % 1 SDS)
0.8 g NaOH ve 1 g sodyum dodesil sulfat (SDS) deiyonize distida
¢ozundurilerek 100 mL'ye tamamland (215). (NaOH malla = 40)
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Solusyon IlI

60 mL 3 M potasyum asetat ve 11.5 mL glasiyal asetik agjtpmiee distile su
ile hacmi 100 mL’ye tamamlanarak haz rland . Cozelti otoklavd&@2ie 1 atmosfer
bas n¢ alt nda 20 dakika sterilize edildi (215).

Tampon A Cozeltisi

100 mL 0.2 M sodyum fosfat tamponu (pH 7.5), 800 ul 2.5 M KCI ve 200 pl M
MgCl, cozeltisi kartrld. Hacmi deiyonize distile su ile 200 mL'ye tamamland
Deneyler sras nda Tampon A’'dan al nan her mirdm 2.7 pul 2- -merkapto-etanol

¢Ozeltisi taze eklenerek kullan Id .

Tripan Mavisi Cozeltisi (% 0.4 (a/h))
0.4 g Tripan mavisi tartlp PBS icerisinde ¢ozunduralar, hatfd mL'ye

tamamlan .

TPP (Tripolifosfat) Cozeltisi (% 0.25 (a/h) )
0.25 g TPP tartlp 100 mL bidistile suda ¢ozindurildi. Haz rlanambeltt

nanopartikil formilasyonlar n n haz rlanmas nda kullan Id .

Tripsin Cozeltisi (% 0.25 (a/h) )
2.5 g Tripsin 1 litre steril PBS (pH 7.4) icerisinde ¢oziunduri@a2 pm’lik

filtreden suzllerek sterilize edildi. Haz rlanan bu ¢6z88°C’de sakland .

Tripsin — EDTA Cozeltisi (% 0.05 (a/h) : % 0.05 (a/h) )
10 mL % 5 (a/h) EDTA c¢Ozeltisinin tzerine 200 mL % 0.25 tripsiaedfisi
eklendi, steril PBS pH 7.4 ile hacmi 1 litreye tamamland

5 X Tris — Borik Asit — EDTA (TBE) COzeltisi

54 g Tris ve 27.5 g borik asit 800 mL bidistile su igerisinde ¢Oaiitiii
CoOzelti Uzerine 20 mL 0.5 M EDTA c¢ozeltisi (pH 8.0) eklendi. Qiizi@ hacmi
bidistile su ile 1 litreye tamamland . Elektroforez tamporarait ya da agaroz jellerin

haz rlanmas nda 1/5 oran nda seyreltildikten sonra kullan Id .
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Tris / EDTA (TE) Tamponu (10 mM Tris/ 1 mM EDTA, pH 8.0)
10 mL M Tris-HCI tamponu (pH 8.0) ve 2 mL 0.5 M EDTA ¢dzelfjsH 8.0)
deiyonize distile su ile 1 litreye tamamlanarak haz rla@dzelti otoklavda 121°C’de 1

atmosfer bas n¢ alt nda 20 dakika sterilize edildi.

Tris-HCI Tamponu (1 M, pH 8.0)

121.1 g Tris, 800 mL deiyonize distile su icerisinde ¢oziundurildd. 5 N HC
¢oOzeltisi ile pH’s 8'e ayarland ktan sonra hacmi 1 litregmamland . Haz rlanan Tris-
HCI tampon ¢ozeltisi otoklavda 121°C’de 1 atmosfer bas n¢ alt ndiaki@a sterilize
edildi. (Trismolarl =121.1)

Triton-X-100 Liziz Cozeltisi

100 mL 0.2 M potasyum fosfat tamponu (pH 7.5) ile konsantrasyonu % B)2 (h/
olacak ekilde 400 pl Triton-X—100 kartr Id ve hacmi deiyonize distile su ile 200
mL’ye tamamland (217).

X-Gal Boyama Cozeltisi:

0.1587 g NakPQy, 1.0325 g NgHPQ;, 0.01319 g MgGl 0.0493 g KFe[CNJ,
0.0552 g KFe[CNE tart Id , 50 mL bidisitile su igerisinde ¢ozindurildi. Bu ¢ozeltinin
her 1 mL’si i¢cin 1 mg X-gal iceren stok c¢ozelti ilave edilDeneylerde kullanmadan

hemen 6nce X-gal boyama ¢ozeltisine taze olarak X-gal eklendi.

X-Gal Stok Cozeltisi:
20 mg/mL konsantrasyonda olacakekilde X-gal tartld, DMSO

(dimetilsulfoksit) icerisinde ¢ozundurdldd. 0.22 pum membrarefile sterilize edildi.

5.8. ANT SENS OL GONUKLEOT DLERLE YAPILAN CALI MALAR

5.8.1. Antisens Oligonukleotid (AS ODN) Cozeltilerinin Fz rlanmas
Beta-galaktozidaz enziminin mRNA’s na komplementer dei(5’- GGT CAT

AGC TGT TTC-3’) sahip olan 15-mer’lik fosforotiyoat ve fosfodieste&s ODN’ler
MWG-Biotech (Almanya) firmas ndan al nd . Liyofilize haldekE ODN’ler 1 mL TE
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(pH 8.0) tamponu igerisinde ¢ozunduruldu.

5.8.2. Antisens Oligonukleotidlerin Agaroz Jel Elektroforezile Kontroli

Agaroz jel elektroforezi, DNA molekillerinin analizinde yaygolarak
kullan lan bir yontemdir. DNA molekdllerinin elektriksel bir alangsl Gzerindeki
hareketine (gocline) dayanan bu yodntemle,i de boyutlarda DNA molekullerinin

ay rmn yapmak ve bu molekullerin boyutlar n saptamak mumkur2iib)(

Cal mada kullanlan AS ODN'ler agaroz jel elektroforezi ile alendi. Bu
amagcla agaroz % 1.0 (a/h) olacakilde, 1x TBE igerisinde kaynat larak ¢ozunduruldi.
Cozeltinin s cakl 55-60 °C’ye ditt nde 0.5 pg/mL final konsantrasyonda etidiyum
bromir eklendi ve yatay jel kasetlerine dokildu. Agaroz jel donduktan enf8E
tamponu iceren elektroforez tank na yetitddi. AS ODN 0Ornekleri 5:1 oran nda 6x
yiukleme tamponu ile kat r larak jele uyguland . Elektroforezléemi 80 V / 40 mA
sabit elektrik akm altnda 60 dakikada tamamland. AS ODMdbaUV

transilliminator ile gérundr hale getirildi ve fotaf cekildi.

5.8.3. Antisens Oligonukleotidlerin Spektrofotometrik Kontrolu

Bu cal mada oncelikle AS ODN’lerin maksimum absorbans gosterdidkdga
boyunun bulunmas ic¢in ¢ézuct TE (pH 8.0) tamponu koér ¢ozeltisi olarak Katk
spektrumu tayini edildi. Daha sonra spektrofotometrede 260 ve 280 aiga d
boylar nda AS ODN'’lerin absorbanslar olguldi veaada verilen parametrelerden

yararlan larak ODN miktarlar ve safl klar belirlendi.

260 nm dalga boyunda elde edilecek 1 optik dansiterdeift iplikli DNA igin
50 pg/mL, tek iplikli DNA igin 37 pg/mL ve tek iplikli RNA i¢id0 pg/mL’ye kar | k
gelmektedir. Bu deerlerden faydalan larak cift zincirli DNA molekulintin makg

DNA konsantrasyonu (pg/ml) = QR x D x K formulu ile belirlenebilir.

[OD2s0, 260 Nm dalga boyundaki absorbans; D, seyreltme katsay s ; K, 2G{algan
boyunda 1 OD deeri veren DNA konsantrasyonu (ug/mL)] (215).
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5.8.4. Antisens Oligonukleotid Standart Eri Cizimi

Fosforotiyoat ve fosfodiester ODN’lerin TE (pH 8.00) tamponu VeB& (pH
7.4) tamponu igerisinde 0, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 ve 4/Mhipgigpnsantrasyonlar nda ve
her konsantrasyon icin 3 6rnek olaca&kilde standartlar hazrland. Haz rlanan
orneklerin her birinin 260 nm dalga boyunda absorbanslar dlguldi. Konsamticsy
kar 1k gelen absorbans derleri grafi e gecirildi. Elde edilen derlerin regresyon
analizi yap Id ve erinin do rusal olduu bulundu ve doru denklemi hesapland . Daha
sonra yap lan sal m camalar nda bu standart & kullan larak konsantrasyon hesab
yap Ild .

5.8.5.ANT SENS OL GONUKLEOT D CEREN FARMASOT K EK LLER N
HAZIRLANMASI

5.8.5.1. ANTSENS OL GONUKLEOT D/K TOZAN KOMPLEKSLER N N
HAZIRLANMASI

AS ODN ve kitozan c¢ozeltileri basitce kam larak ve vortekslenerek AS
ODN/kitozan kompleksleri haz rland . % 0.25 ve % 0.5’lik konsantrasydalab0 kDa
ve 70 kDa duik molekil a rl  na sahip kitozan ile orta molekil d na sahip (400
kDa) olan kitozan kullan larak al k¢a (-/+) 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 OBM itl k¢a farkl
oranlardaki kitozan c¢ozeltileri TE tamponu igerisinde karld . Kompleks oluumu
icin oda scakl nda 30 dakika beklendi. Hacmi tamamlamak igin fizikokimyasal
Olcimlerde deiyonize distile su veya hucre kilturi gsdlar nda DMEM (1x)
kullanld. Ayn c¢al ma Fosfodiester AS ODN ile de tekrarland. AS ODN/Kitozan

komplekslerinin oranlarTablo 5.1de gdsterilmitir.
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Tablo 5.1 AS ODN/Kitozan komplekslerinin oranlar

Oran (a/a) AS ODN Kitozan
AS ODN/Kitozan miktar miktar
(L9) (L9)
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. ANTSENS OL GONUKLEOT D/K TOZAN KOMPLEKSLER NDE
YAPILAN KONTROLLER

5.8.5.2.1. Agaroz Jel Elektroforezi ile Kompleks Olwmunun Gorintilenmesi

Haz rlanan kompleksler yontem 5.8.2’de belirtiidigibi % 1'lik (a/h)
konsantrasyonda haz rlannolan agaroz jelinde elektroforez yontemiyle incelendi. AS
ODN, etidyum bromr ile boyanarak UV alt nda gozlendi. Olwan jel resmi dijital

kamera ile gortntilendi.

5.8.5.2.2. Antisens Oligonukleotid/Kitozan Komplekslerinin Dnaz I'e Kar
Stabilitesinin ncelenmesi

Cplak AS ODN ve 1:.05 (-/+) orannda hazrlanmolan AS ODN
komplekslerinde Dnaz | enzim stabilite calas yapld. C plak AS ODN’in Dnaz |
enzimine kar stabilitesini incelemek igin 10 pg AS ODN’in Uzerine 0.1 pha2
enzimi ve 10 pl reaksiyon tamponu (x10) ilave edildi, son hacim 1Q@ pdidistile
suyla tamamland . 0. dakika, 2. ve 24. saatlerde 10 ul ornelp @naz I'in etkisini
durdurmak icin tzerine 5 pl 0.5 M EDTA ¢o6zeltisi eklendi, vortehdi. % 1’lik agaroz

jel elektroforezi ile incelemesi yap Id .

82



Kompleksin nikleazlara karstabilitesini incelemek icin ise 10 ug AS ODN
iceren kompleksin tzerine 0.1 pl Dnaz enzimi ve 10 pl reaksiyopdam(x10) ilave
edildi, son hacim 100 pl'ye bidistile suyla tamamland . Q, 15., 30., 60. dakikalarda
ve 2.,24., 48.saatlerde 10 pl 6rnek al n p Dnaz I'in etkisini dandéricin tGzerine 5 pl
0.5 M EDTA cozeltisi eklendi, vortekslendi. % 1'lik agaroz jekektroforezi ile

incelemesi yap Id .

5.8.5.2.3. Antisens Oligontkleotid/Kitozan Komplekslerim Serum Stabilitelerinin
ncelenmesi

C plak AS ODN ile AS ODN/Kitozan kompleksleri Gzerine % l1@afekalf
serum ve 150 mM NaCl ¢ozeltisi eklendi. 37°C’de bekletildi. Gkpk& ODN igin
0.dakika, 1., 24. ve 48. saat aral klarla 10 pl 6rnek alnd, kekspktabilitesini
incelemek icin ise 0., 30. dakika, 1., 24., 48.ve 72. asemtklarla 10 pl 6rnek alnp

sonuglar elektroforetik olarak derlendirildi.

5.8.5.2.4. Antisens Oligonukleotid/Kitozan Kompleksinin TEM (Transmisyon
Elektron Mikroskobu) ile Goruntilenmesi

Haz rlanan AS ODN/Kitozan kompleksi, Jeol (Japonya) marka misgen
elektron mikroskobu (TEM) ile goérintilendi. Transmisyon elektron mikroskbBivi{j
ile inceleme yapmak igin, % 0.2 Polivinil formal (Vinyl&9 ile kaplanm 100, 200 ve
300 mesh boyutlar ndaki bak r (G gridler kullan Id . Polimer ile kaplanmgridlerin
Uzerine, 10-20 pl hacimde incelenecek olan kompleks formulasyonunurdpPB®.
tamponu igerisinde haz rlanan sispansiyonu damlat Id . Oda tatiipende yaklak
olarak 5 dakika bekleme siresi (membrana tutunma siresi) sonumEEISSYSNUN
fazlas filtre ka d ile dikkatlice alnd. Gridler, 19 dakika oda temperatiriinde
kurutuldu ve negatif boyama tekniuyguland . Bu ilem igin, kompleks formulasyonu
ile muamele edilmi gridlerin Gzerine, 20 pl % 2.0 amonyum molibdat c¢ozeltisi
damlat Id , 5 dakika oda temperatiriinde bekleme sonras solustyerk& d ile geri
alnd ve grid kurutularak grid taycya vyerletirildi. Haz rlanan gridlerin TEM

incelemeleri x30-50.000 biylUtme arahda artan voltaj kaullar nda gercekldirildi.
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5.8.5.2.5. Antisens Oligonukleotid/Kitozan Komplekslerim Zeta-Potansiyel
De erlerinin Olgulmesi

AS ODN/Kitozan komplekslerinin zeta-potansiyel dderi elektroforetik
mobilitelerini 6lgen zeta o6lcer (Malvern Instruments, UK)azda 6lguldi. Bu cihazda
buyukluk ve zeta modulleri entegre bicimde bulunmaktad r. Ayr canili?vatt helyum
neon lazer pargas 633 nm dalga boyunda dalga uretmektedir. Sonade@rmPCS
versiyon 4.41 (1992) yaz | m nda hesapland . Olgiim cam kiivetlerd€;d&5ve PBS
pH 7.4 tamponunda yap Id . Her biri on ayr Ol¢cim ele veren Ug¢ ayr Ornekte olguim

yap Id .

AS ODN/Kitozan komplekslerinin yan s ra % 0.25’lik kitozan n vebsst AS

ODN’in de zeta-potansiyel derleri 6l¢ulda.

5.8.5.2.6. Antisens Oligonukleotid/Kitozan KomplekslerininPartikil Bayuklt G
De erlerinin Olgulmesi

Komplekslerin partikil buyudklukleri ise Malvern cihaz na entquaetikil dlger
birimiyle, pH 7.4 PBS tamponu icerisinde 6l¢ildi. Olgim 25°C’des@fit a¢ yla cam

kiivetlerde yap Id . Her biri on ayr dl¢iim d&i veren U¢ ayr 6rnekte dlguim yap Id .

AS ODN/Kitozan komplekslerinin yan s ra % 0.25’lik kitozan n vebsst AS
ODN’in de partikdl buyukltd olgtimleri yap Id .

5.8.5.3. ANT SENS OL GONUKLEOT D CEREN K TOZAN
NANOPART KUL HAZIRLANMASI

5.8.5.3.1. yonotropik Jelle me Yontemi ile Nanopartikil Haz rlanmas

Kitozan n, TPP (Pentasodyum tripolifosfat) ile iyonotropik jetiesine dayanan
yontem kullan larak nanopartikiller haz rland (218, 219) Bu amaglaliklecéarkl
miktarlardaki ODN’lerin TE (pH 8.00) igerisinde haz rlanmdzeltisi, % 0.25'lik (a/h)
TPP c¢ozeltisine ilave edildi. Daha sonra bu c¢ozelti, makykdr trc da devaml
olarak kar trlan % 0.25'lik (a/h) ve % 0.5'lik (a/h) dik molekil a rl kl kitozan
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(150 kDa) cozeltileri Gzerine 20 cm’lik damlatma mesafesinden atddhl Damlatma

i lemi sona erdikten sonra da manyetik Karc Uzerinde oda s caklnda yar m saat
kadar daha kartrId . Olu an nanopartikiller +4°C’de 15000 rpm devirde 15 dakika
santrifijlendi. Stpernatantlar topland ve kalan nanopartikil ¢8kdétkez bidistile
suyla ykand. Y kama sonras nanopartikiller derin dondurucuda dondurulurak
liyofilizatorde kurutuldu, tartlarak verimi hesapland . Nanopditer Tablo 5.2de

verilen miktarlarda 3 seri halinde haz rland .

Tablo 5.2.Kitozan nanopartikdllerinin kitozan ve AS ODN miktarlar

KOD Kitozan konsantrasyonu AS ODN miktar
(%) (a/h) (H9)
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. Nanopartikullerin Adsorbsiyon Yontemi ile Haz rlarmas

10 mg bo nanopartikil plastik biri eye tart|p tzerine 40 ug ODN igeren
¢cozelti ilave edildi. 2 mL PBS (pH 7.4) icerisinde siUspansddiede 37°C’lik
calkalamal su banyosuna yetigldi. Belirli aral klarla nanopartikuller ¢okturulerek
ustte kalan supernatantlar n AS ODN konsantrasyonlar 260 nm’de cfpédanetrik
olarak okundu. Doygunla ula ncaya kadar ¢alkalamalemine devam edildi ve AS
ODN miktar tayin edildi. Bu yoéntemle haz rlanan nanopartikidlerin dondurucuda

dondurulurak liyofilizatorde kurutuldu, tart larak verimi hesapland .

5.8.5.4. ANTSENS OL GONUKLEOT D NANOPART KULLER NDE

YAPILAN KONTROLLER

5.8.5.4.1. Nanopartikillerin Verim ve Enkapsulasyon Etkinli inin Saptanmas
Nanopartikil formualasyonlar n n verim derleri, liyofilizasyon ilemini takiben

nanopartikullerin elenip, tart Imas ile elde edilen tearkpratik tart m sonuglar ndan
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yararlan larak hesapland .

Olu an nanopartikillerde, AS ODN’in % enkapstlasyon etkine yontem
5.8.5.3.1'de belirtildii ekilde yap lan santrifigasyon sonras toplanan sipernatantlar n,
260 nm’'de spektrofotometrik olarak olgulmesi ile belirlendi. Okuretysorbans
de erinin AS ODN standart eisinde karlk geldi i AS ODN konsantrasyonu
hesapland . Bulunan AS ODN konsantrasyonedime gore bdang c¢ta formilasyona

koyulan AS ODN miktar k yaslanarak yuzde enkapsilasyon etkimlilundu.

5.8.5.4.2. Nanopartikiillerin Zeta-Potansiyel Deerlerinin Olgilmesi

Nanopartikillerin zeta-potansiyel d&leri, AS ODN/Kitozan komplekslerinin
zeta-potansiyelinin Olguldii zeta Olgerde (Malvern Instruments, UK) yontem
5.8.5.2.5'de belirtildii gibi dl¢ulddi.

AS ODN enkapsiule edilminanopartikillerin yan sra AS ODN'’lerin kitozan
nanopartikullerine adsorbe ettiriimesiyle haz rlanan nanopasiikiilde zeta potansiyel

de erleri 6l¢uldd.

5.8.5.4.3. Nanopartikullerin Partikil Buyukli 0 De erlerinin Olgulmesi
Nanopartikillerin partiktl buyuklikleri Malvern cihaz na entegeetikil olcer
birimiyle yontem 5.8.5.2.6’da belirtildi gibi 6l¢uldd.

AS ODN enkapsiule edilminanopartikillerin yan sra AS ODN'’lerin kitozan
nanopartikillerine adsorbe ettiriimesiyle haz rlanan nandqigigrin de partikdl

buyuklu G de erleri dlguldu.

5.8.5.4.4. Nanopartikillerin Yuizey Ozelliklerinin ncelenmesi

Haz rlanan nanopartikiller, blyuklik ve yuzey o6zelliklerinin belel@imesi
amac yla JEOL marka JSM-5910 LV model taramal elektron mikroskob{stelsl)
incelendi. Bu amagla, 6rnekler aliminyum grid Uzerinde alt n paladigikapland .
Kaplanan kitozan nanopartikiil dérneklerinde taramlami, x100-140.000 blyutme

aral nda ve 20 kV artan voltaj kallar nda gercekldirildi.
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5.8.5.4.5. Nanopartikullerden Antisens Oligonikleotid Serbstle mesinin Tayini
Liyofilize haldeki ODN iceren nanopartikilden 10 mg (4.75 pg @SN
icermektedir) tartld, plastik biri eye konup tzerine eklenen 2 mL PBS (pH 7.4)
tamponu icerisinde sispanse edildi. 37°C’lik ¢alkalamal su banyogenatirildi.
Belirli zaman aral klar nda (24 saat ara ile) 15000 devir /dakikala 5 dakika
santrifijlenerek nanopartikiller ¢oktiruldi. Nanopartikil ¢cokelagiet PBS (pH 7.4)
tamponu icerisinde yeniden siispanse edildi ve sal m bitene sadgstlene i lemine
kesintisiz olarak devam edildi. Toplanan supernatantlardaki ODN artakt bo
nanopartikillerden elde edilen supernatantlara kapektrofotometrede olcllerek
saptand . Bu iemler 3 ayr formuilasyon Uzerinde yap larak ortalamaedesonug

olarak al nd .

5.8.5.4.6. Nanopartikillerin FT-IR (Fourier Transform Infr ared) ile Analizi
Nanopartikillerin FT-IR analizi Perkin Elmer (Spectrum CFE-IR, ABD)
marka cihaz ile gerceklgrildi. Fosforotiyoat oligonikleotid ile haz rlanm olan
liyofilize edilmi toz haldeki kitozan nanopartikullerin nemini uzaklamak amac yla
FT-IR cekilmeden 6nce 1 gece boyunca vakumlu etiivde kurumaya b rakidR
spektrum cekilirken oncelikle kor olarak kullanimak Uzere KBr téblet bas larak
IR’si cekildi. Daha sonras nda kitozan nanopartikilleri ile KBr gdolmaddesi
kar trlarak tablet basId ve IR c¢ekildi. Serbest oligonikleotedkitozan icin de ayn
i lem tekrarland . Nanopartikul IR bandlar ile serbest hald#&zan ve oligonikleotid
IR bandlar kyasland, bandlarda ol farkl | klara gére nanopartikil olmas na

ili kin yorum yap Id .

5.8.5.4.7. Nanopartikullerin Dnaz | Enzim Stabilite Cal mas

66 png ODN igceren nanopartikilden 10 mg tartlp plastik bieye alnd,
Uzerine 10 U Dnaz | enzimi ve 2 mL Dnaz | enzim reaksiyomptanu ilave edilerek
kar trld ve 37°C'deki calkalay c | su banyosunda inkiibasyona bralOld 1., 4., 6.,
24. saatlerde numuneler al nd ve enzimin aktivitesini durdurmakiiggnine 5 pl 0.5
M EDTA c¢ozeltisi ilave edildi. lem sonras nanopartikil formilasyonlar +4°C’de,
15000 devir/dakika hzda santriftj edilerek c¢okturildi ve ard ndan PBS7(gH
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tamponu ile 3 kez y kand. Daha sonra enzim uygulamas na b raknamopartikil
formulasyonlar 2 mL PBS (pH 7.4) tamponu ilave edilerek h zldndr sal m
i lemine tabi tutuldu. Hzland rIm sal m ilemi sonras AS ODN konsantrasyonu,
spektrofotometrik olarak tayin edildi. Ayrca AS ODN vyap s ndaidebilecek olas

de i imler igin de agaroz jel elektroforezi yap larak elektretd kontrol yap Id .

5.8.5.4.8. Nanopartikillerde Serum Stabilite Cal mas

66 png ODN igceren nanopartikilden 10 mg tartlp plastik bieye alnd,
tzerine 2 mL inaktive edilmemiserum ilave edilerek katrld ve 37°C’deki
calkalay c | su banyosunda inkiibasyona brakld. 0., 1., 4246, 48. ve 72.saatlerde
numuneler alnd. lem sonras nanopartikil formuilasyonlar +4°C’'de, 15000
devir/dakika h zda santriftj edilerek ¢okturildi ve ard ndan PBS (gH&mponu ile 3
kez y kand . Daha sonra serum uygulamas na b rakmanopartiktl formilasyonlar 2
ml PBS (pH 7.4) tamponu ilave edilerek h zland rInsal m ilemine tabi tutuldu.
H zland r Im sal m ilemi sonras AS ODN konsantrasyonu, spektrofotometrik olarak
tayin edildi. Ayr ca AS ODN yap s nda gorulebilecek olas idenler i¢in de agaroz jel

elektroforezi yap larak elektroforetik kontrol yap Id .

5.9. PLAZM D DNA LE YAPILAN CALI MALAR

5.9.1. Plazmid DNA'n n Haz rlanmas
5.9.1.1. Plazmidlerin Uretilmesi ve zolasyonu

Plazmidin Uretilmesinde konak bakteri olarak Escherichia @5 rk
kullan Id . pSV- -Gal ile transforme edilmiolan ve -20°C’de saklanan bakteriler,
antibiyotik iceren kat LBA besiyerine ekildi ve 37°C’'de 1 gememeye brakld.
Olu an kolonilerden al nan drnekler plazmidi ettmak amac yla 6ncelikle 100 pg/mL
konsantrasyonda ampisilin iceren 25 mL’lik LB besiyerine ekildi ve-164 saat
Uremeye brakld. Hazrlanan bu onkdltirin 5 ml'si, 100 pg/mL konssyturala
ampisilin iceren 500 mL’lik LB besiyerine ekildi ve 37°C’de écg Gremeye b rak Id .

Elde edilen doygun kiltirlerden SDS-alkali lizis metodu ile plazmothsyonu
yap Id (220). Bu amagla oncelikle +4°C’de, 8000 dev/dk h zda 15 dadakériflj
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edilerek hicreler ¢okturuldi. Hicre ¢okeltisi 5 mg/mL konsantrasyonotzirh iceren
Solusyon 1 icerisinde slUspanse edildi ve 20 dakika buz icerisinkletilth. Hicre
suspansiyonuna taze haz rlanm0 mL Solisyon Il eklendi ve hafifce katrr larak
hiicrelerin parcalanmas dand . Hucre lizat tzerine 7.5 mL Solusyon Il eklendi ve
buz icerisinde 30 dakika bekletildi. Buamada hicre art klar, genomik DNA ve
proteinlerin dnemli bir k sm n n ¢oktirilmesi $and . stenmeyen hicresel art klar ve
genomik DNA, 4°C’de, 15.000 devir/dk h zda 25 dakika santrifj ediletktrultp
uzaklatrId . Plazmid DNA’s n igeren st faz Gizerine 0.6—1 hacopropanol eklendi
ve oda scakl nda 30 dakika bekletildikten sonra 4°C’de 15000 devir/dk h zda
santrifj edilerek DNA c¢okturuldi. DNA c¢oOkeltisi % 70 etanoe iy kand ve
kurutulduktan sonra 0.5-2 mL TE (pH 8.0) icerisinde ¢dzundurdldi (215).

5.9.1.2. Plazmid DNA’lar n Saflat r Imas

TE icerisinde c¢o6zundurilen DNA ornekleri tGzerine RNA’dan ar nd rmak
amacyla 20 pg/mL Rnaz eklendi ve oda scakba 30 dakika bekletildi. Rnaz
uygulanmas ndan sonra ornekleit dnacimde fenol-kloroform-izoamil alkol (25:24:1)
ile ekstre edildi. DNA iceren st faz yeni bir tibe akthrve 4 hacim PEG/NacCl
¢oOzeltisi ile iyice kartr Id ktan sonra 2—3 saat buz icerisinde tutuldu. Srenin sonunda
4°C’de 15000 dev./dk h zda, 25 dakika santrifij edilerek DNA ¢okturiQikelti %
70 (h/h) etanol ile y kand , kurutuldu ve uygun hacimde TE icerisid@nguraldi.
Haz rlanan DNA ornekleri 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 snn dadu unu
kontrol etmek icin enzimatik olarak kesilmeden 6nce % 0.7di&raz jele uyguland ve
80 V/40 mA sabit elektrik ak m alt nda 45 dakika boyunca elektrafgep Id . Jelde
goriinen DNA bantlar n n kapal halkasal, a¢ k halkasal vewsal formlar n n ylizdesi
Kodak Digital Science DC40 Camera ve 1D Image Analysistwaoé sistemi

kullan larak hesapland .

Kalitatif ~ kontrolleri yaplan plazmid DNA’lar uygun restriksin
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endontkleazlar ile kesildikten sonra, agaroz jel elektroforeziveleikleri DNA
bantlar ve boyutlar desrlendirilerek doruluklar kontrol edildi. Bunun igin pSV-
Gal plazmid DNA’s Hind Il restriksiyon endonikleaz ile kesilKesim ilemi 25 pl
reaksiyon ortam nda gercekiiildi. 4 pg plazmid DNA, 4 U enzim, 2.5 ul reaksiyon
tamponu deiyonize distile su ile 25 pl'ye tamamland ve 37°Qidbasmyosu igerisinde
2 saat sureyle kesime brakld. Kesilen DNA o6rnekleri % &7dgaroz jel

elektroforezi ile incelendi.

5.9.2.2. Spektrofotometrik Kontrol
Plazmid DNA’lar n 260 ve 280 nm dalga boylar nda absorbanslar olgi@du
AS ODN'’lerinkine benzerekilde DNA miktarlar ve safl klar belirlendi.

5.9.2.3. Plazmid DNA Standart Eri Cizimi

Plazmid DNA’lar n TE (pH 8.00) tamponu igerisinde 0, 1.0, 2.8, 2.5, 3.0 ve
4.0 pg/ml konsantrasyonlar nda ve her konsantrasyon igin 3 6rnek olekade
standartlar hazrland . Haz rlanan o6rneklerin her birinin 260 nrgaddoyunda
absorbanslar 6lcildl. Konsantrasyonlara k#éir gelen absorbans derleri grafi e

gecirildi. Elde edilen deerlerin regresyon analizi yap Id ve da denklemi hesapland .

5.9.2.4. Plazmid DNA'n n ve Antisens Oligonukleotidin PA& (Poliakrilamid Jel
Elektroforezi) ile ncelenmesi

% 20’lik poliakrilamid jel hazrland. Kuyucuklara 3-5 pl DNA/ASGDN
yuklendi. 100 V, 100 mA ak m uygulanarak 2 saat ydrttildl. Plazmid DNADH,
etidyum bromdr ile boyanarak UV  alt nda gozlendi. Olwan jel resmi dijital kamera

ile goruntulendi.

5.9.3. Plazmid DNA/Kitozan Komplekslerinin Haz rlanmas

Plazmid DNA ve kitozan ¢ozeltileri basitce kar larak ve vortekslenerek 1:1
ve 1:2 (pDNA/kitozan) oran nda plazmid DNA/kitozan kompleksleri hazdla %
0.25'lik (a/h) konsantrasyonda dik molekil a rl na sahip kitozan c¢ozeltisinin
tzerine TE (pH 8.00) tamponu igerisinde c¢ozulnmaldeki plazmid DNA c¢ozeltisi

eklendi ve vortekslendi. Kompleks olumu igin oda s cakl nda 30 dakika beklendi.
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Haz rlanan kompleksléFablo 5.3de verilen miktarlarda 3 seri halinde haz rland .

Tablo 5.3.pDNA/Kitozan komplekslerinin pDNA ve kitozan miktarlar .

KOD Oran pDNA miktar % 0.25 (a/h) konsantrasyonda kullan lan
(ng) kitozan miktar
(Hg)
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 Oluumunun Gortntilenmesi

Haz rlanan kompleksler % 0.7’lik (a/h) konsantrasyonda haz rlamgaroz
jelinde elektroforez yontemiyle incelendi. Kompleks olonu icin 30 dakika
beklendikten sonra komplekslerden yaktalO0 ul alnarak % 0.7’lik agaroz jele
uyguland . Elektroforez iemi 80 V/40 mA sabit ak m alt nda 60 dakikada tamamland .
Plazmid DNA etidyum bromur ile boyanarak UV alt nda go6zlendi. Olan jel

resmi dijital kamera ile gortntilendi.

5.9.4.2. Plazmid DNA/Kitozan Komplekslerinin Dnaz I'e Kar Stabilitesinin
ncelenmesi

Komplekslerin Dnaz | enzimi etkisiyle zamana go6re parcalammuilini
incelemek amac yla ¢ plak plazmid DNA ve plazmid DNA/kitokampleksleri Dnaz |
enzimi ile muamele edildi. C plak DNA'n n Dnaz | ile pargai@as n incelemek icin 6
pl plazmid DNA ¢ozeltisi (6 pg pDNA) , 6 pl Dnaz | enzif®U), 5 pl Dnaz |
reaksiyon tamponu (10x) , final hacim 50 pl olacekilde bidistile deiyonize suyla
tamamland . Plazmid DNA/kitozan kompleksinin enzimatik stabiliiesayin etmek
icin ise 10 pg DNA c¢oOzeltisi, 10 pg kitozan igeren ¢ozeltigbe trlarak 1:1 (-/+)
oran nda kompleks hazrland, bu kompleksin tzerine 10 pl Dnaz enzimi,l 10 pu
reaksiyon tamponu ve 58 pl bidistile deiyonize su ilave edildeakBiyon cozeltisi
37°C’de bekletildi ve 0 dakika, 2 saat ve 24 saat aral klarlaull@rnek al n p Dnaz I'in
etkisini durdurmak i¢in tzerine 5 pl 0.5 M EDTA c¢ozeltisi eklenglivortekslendi. Bu
ornekler daha sonra % 0.7’lik (a/h) agaroz jel elektroforezindelendi. Plazmid
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DNA’s etidyum bromdir ile boyanarak UV'de gozlendi. Gda jelin resmi dijital

kamera ile gortntilendi.

5.9.4.3. Plazmid DNA/Kitozan Komplekslerinin Serum Stabitesinin ncelenmesi
C plak plazmid DNA ile DNA'n n kitozan kompleksi tGzerine % 10 fekalf
serum ve 150 mM NaCl ¢ozeltisi eklendi. 37°C’de bekletildi. GldgkL, 24 ve 48 saat

aral klarla 10 pl 6rnek al nd ve elektroforetik olarak edendirildi.
5.10. NV TRO TRANSFEKS YON CALI MASI
5.10.1.Hicre Kultart Pasaj ve Hucre Kiltarinin Devaml| nn Sdrdurilmesi
Cal malar
Serum ve nikleazlara kar stabilitesi 6n deneylerle belirlenmiolan

pDNA/Kitozan kompleksleri He-La hiicrelerin€gblo 5.4) transfekte edildi.

Tablo 5.4Hucre kilturt cal mas nda kullan lan hiicre tipi ve 6zellikleri

smi ATCC No. | Organizma | Doku Tipi Morfolojisi  [Blylume
Kayna Ozelli i
HelLa CCL-2 Homo Serviks; epitel;] Epitel Yap kan
sapiens adenokarsinom
( nsan)

Hucrelerin bak m ve pasajlanmas icimadaki proseduir izlendi: Hicreler %
10 serum ve antibiyotik (penisilin-streptomisin) ve antimikotiknfaterisin) iceren
1xDMEM besiyerinde vidal kapakl hicre kdlturi flasklar nda ajold . Pasajlama
i lemi hucrelerin younlu una bal olarak 3—4 ginde bir yapld. Pasajlama igin
besiyeri ortamdan uzaklar Id ktan sonra kalan hiicre tabakas 2 ml steril PBS (ph 7.
tamponu ile 2 kez y kand . 700 pl tripsin: EDTA (%0.05:% 0.05) ¢ozdkige edildi
ve 37°C’de 2-3 dakika kadar bekletilerek flaske tutuntmaideki hiicrelerin tamamen
kalkmas saland . Hicre tabakas nn tamamen dh invert k mikroskobu ile
go6zlenerek onayland . Daha sonra hicrelerin Uzerine 5 mL tazeeteélsiye edildi ve

birkac kez pipetaj yap larak hiicre kimelerinin ayrImas lessad . Kultarler % 5
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karbondioksit ve % 98 nem iceren 37°C’lik ettivde inkiibe edildi.

5.10.1.1. Transfeksiyon Oncesi Hiicre Ekimi ve Transfeksiyon

Transfeksiyon icin hiicreler tek tabaka halinde blyutildd. Hicre ielémi icin
yontem 5.10.1'de belirtildi ekilde tripsinize edilen hicrelerin Gzerine 5 mL besiyeri
eklendi ve 1000 rpm'de 4 dakika santriftj edilerek hucreler ¢okturuldfer®@atant
atld ve g¢okelti halindeki hiicreler 1 mL besiyeri icerisinelerardan dat Id . Steril bir
ependorfa 100 pl hiicre suspansiyonu, 400 pl besiyeri ve 500 pl % 0.4°luk rimgpasi
¢Ozeltisi kondu. Hucreler Thoma lam nn 16 buyuk karelik alan n n en dsnvea
cizgisi d nda kalan alan tzerindeki toplam 6li ve canl hicre sagkdinde ters fazl
mikroskoptan gozlenerek sayld. Buem Thoma lam nn dier 16 buyik karelik
bolmesi icin de tekrarland. Ortalama hicre says hesapldtidcre says igin

a a daki formul kullan Id .

Osala hiicre say s
Hicre say s /ml= X (dilisyon faktéri=10)
10*

24- kuyucuklu hiicre kiltirii plana her bir kuyucua 50x16 - 100x18 tane
hiicre ekimi yap Id. Hucreler bir gece 37°C’lik @@nkubatérinde inkibe edildi.
pDNA ile transfeksiyon ieminden dnce hicrelerin Uzerindeki besiyeri uzaklid ,
daha sonra serumsuz taze besiyeri ilave edildi. Her bir kuyucwk agr ayr
pDNA/kitozan kompleksleri haz rland . pDNA/kitozan kompleksleri vekildn sonra
AS ODN iceren formulasyonlar n etkinini dlgmek igin hiicre bana 2 pg AS ODN
verilecek ekilde AS ODN tayan kompleks ve nanopartikil formilasyonlar serumsuz
besiyeri icinde slUspanse edildi. Huicrelerin (zerindeki serumlasiyéri
uzaklatrId ktan sonra AS ODN igeren formulasyonlar pDNA ile ayn anpl2NA
verildikten 4 saat sonra ve pDNA verildikten 24 saat sonra olmeke (& ayr platede
hicrelere verildi. AS ODN tayan formilasyonlar n verilmesinden 6 saat sonra
hiicrelere serumlu besiyeri ilave edildi. pDNA verilmesmd®& saat sonra al nan hticre

orneklerinde -galaktozidaz tayini yap Id .
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5.10.1.2. Floresans aretli (FITC) Antisens Oligonukleotidlerle n Vitro
Transfeksiyon Cal mas

Yontem 5.10.2’de belirtildi  ekilde 24-kuyucuklu hicre kilttrt plana ekimi
yap lan hicrelere, ¢ plak FITC-AS ODN ve FITC-AS ODN iz rlanm olan
kompleks (1:100(-/+)) formilasyonu verilerek AS ODN'’lerin hucre riggadeki

lokalizasyonlar incelendi.

5.10.2. Beta-galaktozidaz Tayini
5.10.2.1. Beta-galaktozidaz Standart Eisinin Haz rlanmas

Beta-galaktozidaz n 1.0, 2.0, 2.5, 3.0 ve 4.0 pg/ml konsgommks nda, her
konsantrasyon icin 3 drnek olacakilde standartlar haz rland . Standart haz rlan rken
enzimin yan s ra distile su, A tamponu ve enzimin substrat OMKEnerek toplam
hacim 1 mL'ye tamamland. Hazrlanan 6rnekler 19 saat 37°Qitébe edildi.
nkibasyon siresi doldunda her standard n 420 nm dalga boyunda optik dansiteleri
Olclldi. Konsantrasyonlara kdrk gelen optik dansite derleri grafi e gecirildi. Elde
edilen deerlerin regresyon analizi yap |d ve da denklemi hesapland . Transfeksiyon
¢al malarnda bu standart e kullan larak hicrelerin sentezledibeta-gal protein

miktar tayin edildi.

5.10.2.2. Beta-galaktozidaz Miktar Tayin Yontemi

Hucrelerde transfeksiyonu takiben 24, 48 ve 72 saat aral klananahticre
ornekleri Gzerindeki besiyeri uzakta Id . Hicreler 2 defa PBS (pH 7.4 ) tamponu ile
y kand . Uzerine 200 pl Triton-X—100-Lizis tamponu (x1) ilave edildi. ®dakl nda
yatay calkalay c da 30 dakika calkalanmaya braklId. Huldrelégamamen lizise
u ramas igin 2 defa -20°C’de dondurup 37°C’de ¢ozuldi. 96- kuyucuklu yeni ba pla
25 ul hicre lizat, Uzerine 135 pl Tampon Amerkaptoetanol ¢ozeltisi eklendi. Hiicre
pla nnkapa kapatlp 37°C’de 15 dakika bekletildi. Her bir kuyucun Gzerine 50 pl
ONPG cozeltisi eklendi ve kapal halde 37°C’'de ag k sar mualana kadar (19 saat)
inkibe edildi. A¢ k sar renk oltu unda reaksiyonu durdurmak icin her bir kuyuau
90 pl 1 M NaCo0; ¢ozeltisi eklendi. 420 nm’de optik dansite okundu.
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-galaktozidaz n spesifik aktivite ve protein konsantrasyoau daki formuller
kullan larak hesapland (221).
1. OD42¢/0.0045 = nmol/ml
2. nmol/ml x toplam deney hacmi (lizat + tampon A+ ONPG+@) = nmol
3.nmol/37°C’deki inklibasyon suresi (dakika) = nmol/dk (Unite)
4. unite/deneyde kullanlan lizat hacmi (pl) / 1 ul lizattaki sopl protein

konsantrasyonu (mg) = unite / lizat (mg)

5.10.2.3. X-Gal Boyama Yontemi ile Beta-Galaktozidaz Tayini

pDNA transfeksiyonu yapIm hicrelerin beta-galaktozidaz enzimini
sentezlediklerini gérebilmek icin hicrelerin Uzerindeki besiyeeklat r Id ktan sonra
hicreler 2 kez PBS (pH 7.4) tamponu ile y kand . % 0.1 (h/h) glutdrilde % 2 (h/h)
formaldehitin PBS igerisindeki c¢ozeltisi ile hicrelerin Uzé&apland. 20 dakika
bekletilerek hicrelerin fiksasyonu ¢and . Tekrardan PBS ile y kama yap Id . X-gal

boyama ¢ozeltisi ile hiicrelerin Gzeri kapland ve 1 gece ‘8é°ldkibasyona b rakId .

5.10.3. statiksel De erlendirme

Tez kapsam nda elde edilen sonuglar n istatiksel olarakridmdirmesinde, Kruskal-
Wallis, Pearson’s Correlation test ve Mann-Whitney U tadtan Id . Tum testlerde

p < 0.05 anlaml kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. ANT SENS OL GONUKLEOT DLERE L K N BULGULAR
6.1.1. Antisens Oligonukleotid Cozeltilerinin Haz rlanmas @ li kin Bulgular
AS ODN'’ler yontem 5.8.1’de belirtildi gibi 1 mL TE (pH 8.0) tamponu

icerisinde ¢ozulda.

6.1.2. Antisens Oligonukleotidlerin Agaroz Jel elektroforezile Kontroliine i kin
Bulgular

AS ODN (1 pg) % 21'lik (a/h) agaroz jele yuklendi ve elektrefoical mas
yontem 5.8.2'de belirtildii ekilde yap Id . Elektroforez sonras cekilen jel fataf
Resim 6.1.1de verilmi tir. AS ODN'in tek bir bant halinde oldw goruldu.

Resim 6.1.1Antisens oligontkleotidin agaroz jel elektroforezi ile analizi.

6.1.3. Antisens Oligonukleotidlerin Spektrofotometrik Kontroliine i kin Bulgular
Yontem 5.8.3'de belirtildii ekilde AS ODN’in maksimum absorbans
gosterdii dalga boyu incelendi. AS ODN’in UV spektrumekil 6.1.2de verilmi tir.
Maksimum absorbans gosterdidalga boyunun 260 nm oldu goézlendi ve miktar
tayini icin daha sonraki ¢camalarda bu dalga boyunda spektrofotometrik olgiimler

yapId .
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BT e I L AL W S R S T EPER] LAES)
i WAVELEMGTH VALUE

1 60,0 0,168
21 11,2 0,174

ekil 6.1.1.Antisens Oligoniikleotid UV spektrumu

6.1.4. Antisens Oligonukleotid Standart Eri Cizimine li kin Bulgular

Antisens oligonukleotidlerle galrken TE (pH 8.0) ve PBS (pH 7.4) tamponlar
kullanId icin, Yontem 5.8.4’de belirtildii ekilde TE (pH 8.0) veya PBS (pH 7.4)
tamponlar igerisinde hazrlanan o6rneklerin 260 nm dalga boyunda abslarba
Olculerek standart eileri hazrland. Sonucta elde edilen standartilerin do ru
denkleminin y=0,0281x ve 0,9956 ile y=0,0208x ve &R0,9909 olduu saptand ve
tez cal mas kapsam ndaki camalarda kullan labilecene karar verildi. TE ve PBS
tamponlar nda haz rlanmstandartlar n konsantrasyon ve optik dansiteederi Tablo
6.1.1veTablo 6.1.2de, standart aileri ise ekil 6.1.2ve ekil 6.1.3de verilmi tir.
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Tablo 6.1.1TE (pH 8.0) tamponunda haz rlannstandartlar roptik dansite ol¢timleri

Fosforotiyoat Oligo Konsantrasyonu OD (260 nm) + SD, n=3
(mcg/ml)
1.00 0.0273 0.003
1.50 0.044( 0.006
2.00 0.058# 0.002
2.50 0.067( 0.002
3.00 0.081% 0.003
4.00 0.115@G 0.009
0,14 5
012 y=00281x .
z_
01 A R*=09956
2
g 008
=
2 005 -
<I
004
002
I:I T T T T 1
0 1 2 3 4 5
Eonsantrasyon (mcg/mL)

ekil 6.1.2. Fosforotiyoat oligonukleotidin TE tamponu igerisindeki farkl
konsantrasyonlar nda spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda gostbsdirpsiyon
spektrumuna ilikin standart eri.
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Tablo 6.1.2PBS (pH 7.4) tamponunda haz rlanrstandartlar roptik dansite dlgiimleri

Fosforotiyoat Oligo Konsantrasyonu OD (260 nm) + SD, n=3
(mcg/ml)
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
0,09 1 y = 0,0208x
0,08 - R® = 0,9909
0,07 -
.
0,06 -
2
g 0,05
£
@ 0,04
Qo
< 0,03 £
0,02 -
L 4
0,01 -
0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5
Konsantrasyon (mcg/mL)

ekil 6.1.3. Fosforotiyoat oligonikleotidin PBS tamponu icerisindeki farkl
konsantrasyonlar nda spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda géstbsdirpsiyon
spektrumuna ilikin standart eri.

6.1.5. ANT SENS OL GONUKLEOT D CEREN FARMASOT K EK LLER N
HAZIRLANMASINA L K N BULGULAR

6.1.5.1. ANTSENS OL GONUKLEOT D/K TOZAN KOMPLEKSLER N N
HAZIRLANMASINA L K N BULGULAR

Yontem 5.8.5.1'de belirtildi ekilde % 0.25 ve % 0.5 (a/h) konsantrasyonlarda
150 kDa ve 70 kDa diik molekul a rl  na sahip kitozan ve orta molekil & na

sahip kitozan kullanlarak AS ODN/Kitozan kompleksleri haz rland .z Hanan

99



komplekslerdeki AS ODN/Kitozan oranlar ve formilasyon paranmeirgfontem
5.8.5.1’in alt ndarablo 5.1de verilmi tir.

6.1.5.2. ANTSENS OL GONUKLEOT D/K TOZAN KOMPLEKSLER NDE
YAPILAN KONTROLLERE L K N BULGULAR

AS ODN/Kitozan kompleks formulasyonlar nda; elektroforetik oldwakpleks
olu umunun saptanmas, serum ve nukleazlara (Dnaz 1) kiomplekslerin
stabilitelerinin arat r Imas , yuzeyel ve morfolojik 6zelliklerinin transmisy@tektron

mikroskobunda (TEM) incelenmesi ¢ahalar yap Im tr.

6.1.5.2.1. Agaroz Jel Elektroforezi ile Kompleks Olwmunun Gortntilenmesine
li kin Bulgular
Yontem 5.8.5.1'de belirtildi ekilde Tablo 5.1’de verilen oranlarda haz rlanan

komplekslerden 10 pl (4 pg) al narak yontem 5.8.2'de belirildibi haz rlanan % 1
(a/h) konsantrasyondaki agaroz jel elektroforezine uyguland . % Q2K anolekil
a rlkl (150 kDa) kitozan ile haz rlanm komplekslerResim 6.1.2de, % 0.5 duik
molekil a rl kI (150 kDa) kitozan ile haz rlanm kompleksleResim 6.1.3e, % 0.25
du 0k molekdl a rl kI (70 kDa) kitozan ile haz rlanm komplekslerResim 6.1.4de,
% 0.5 dudk molekdl a rlkl (70 kDa) kitozan ile haz rlanm komplekslerResim
6.1.5de, % 0.25 orta molekll alkl kitozan ile haz rlanm komplekslerResim
6.1.6da, % 0.5 orta molekdl arl kI kitozan ile haz rlanm kompleksler iseResim

6.1.7de verilmi tir.

Kompleks oluumunun agaroz jel elektroforezi ile incelenmesinin sonucunda
oligonukleotidler ile kitozan aras nda ancak ksmi kompleksler talulabildi i
gozlendi. Jel ceplerindeki parlakl kla birlikte serbest ASNOBr de gorildu. 1:20 ve
1:100 AS ODN/Kitozan oran ndaki komplekslerin resimlerinde jel celsinplrlakl n
daha belirgin olarak gorildi, 1:20 oran nda kompleks oturmam olan serbest AS
ODN miktarnn dier oranlara gore azald ve 1:100 orannda ise kompleksin
optimum olduu gézlendi. Farkl molekil arl na sahip kitozan kullan larak yap lan
cal malarda da benzer sonuglar go6zlendi, kitozann molekill a ile AS

ODN/kitozan kompleks olwmu aras nda bir ilki olmad sonucuna ulald .
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1:100 1:20 1:10 16 14 1:2 11 1.05 S

Resim 6.1.2.% 0.25 duuk molekul a rlkl (150 kDa) kitozan ile haz rlanm AS
ODN/Kitozan komplekslerinin elektroforetik olarak kontrofi.Serbest AS ODN.

1:100 1:20 1:10 16 14 1.2 1:1 105 S

Resim 6.1.3.% 0.5 duuk molekdl a rlkl (150 kDa) kitozan ile haz rlanm AS
ODN/Kitozan komplekslerinin elektroforetik olarak kontrofi.Serbest AS ODN.
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1:100 1:20 1:10 1.6 14 1:21:1 :05 €&

Resim 6.1.4.% 0.25 duuk molekul a rlkl (70 kDa) kitozan ile haz rlanm AS
ODN/Kitozan komplekslerinin elektroforetik olarak kontrofii.Serbest AS ODN.

1:100 1:20 1:10 1:6 14 1:2 11 1:05 ¢

Resim 6.1.5.% 0.5 duudk molekul a rlkl (70 kDa) kitozan ile haz rlanm AS
ODN/Kitozan komplekslerinin elektroforetik olarak kontrofi.Serbest AS ODN.
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S 1:05 1:1 1:2 1.4 1:6 1:10:20 1:10(

Resim 6.1.6.% 0.25 orta molekul arl kI kitozan ile haz rlanm AS ODN/Kitozan
komplekslerinin elektroforetik olarak kontrol8. Serbest AS ODN.

1:100 1:20 1:10 16 14 1:2 1:1 1.05 S

Resim 6.1.7.% 0.5 orta molekdl arl kI kitozan ile haz rlanm AS ODN/Kitozan
komplekslerinin elektroforetik olarak kontrol8. Serbest AS ODN.

6.1.5.2.2. Antisens Oligonukleotid/Kitozan Komplekslerinin Dnaz I'e Kar
Stabilitesinin ncelenmesineli kin Bulgular
Komplekslerin koruyucu etkisinin olup olmach anlayabilmek icin yontem
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5.8.5.2.2’de belirtildii gibi 6ncelikle ¢ plak fosforotiyoat oligonikleotid ile stabilite
¢cal mas yap | p daha sonra elektroforetik inceleme sonucunda kompleksmnoinun
gozlendii 1:20 (AS ODN/Kitozan) oranda haz rlanan kompleks Uzerinde aynngal

tekrarlanm tr.
C plak AS ODN’in Dnaz | enzimine karstabilitesine ilikin jel foto raf Resim

6.1.8de verilmi tir. C plak oligonikleotidin 2.saatte Dnaz | enziminin etkisiyle

parcalanmaya blad , 24. saatte ise tamamen kaybolddzlenmitir.

24s 2s S

Resim 6.1.8. C plak AS ODN’in 2 saat ve 24 saat aralklarla Dnaz I'e ka
degredasyon profili SSerbest AS ODN

AS ODN/Kitozan kompleksinin Dnaz | enzimine kastabilitesine ilikin jel
foto raf ise Resim 6.1.9a verilmi tir. AS ODN/Kitozan (-/+) (1:20) kompleksinin
Dnaz | enzimi ile muamele edilmesinden hemen sonra kompleksisingeal namam
olan ODN’in parcalanmaya bad , kompleksin ise 24.saatten itibaren jel
ceplerindeki parlakl n vyitirerek ayr maya balad ancak kompleksten ayan
ODN’in, 48 saat boyunca nlkleaz degredasyonundan korunabikbnucuna

ula Im tr.
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48s 24s 2s 6030 15 &5 0} K N

Resim 6.1.91:20 (-/+) 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 ldggredasyon profili.
S. Serbest AS ODNX. AS ODN/kitozan (-/+) kompleksi (1:20).

6.1.5.2.3. Antisens Oligontkleotid/Kitozan Komplekslerim Serum Stabilitelerinin
ncelenmesineli kin Bulgular

Kompleksin serumun pargalay ¢ etkisine kastabilitesini dlgmek Uzere;
yontem 5.8.5.2.3'de belirtildi ekilde oOncelikle ¢ plak oligonikleotid ile daha
sonras nda ise kompleks ile serum stabilite gads yap Id . Bu ¢almada stabilitesi
tayin edilecek olan AS ODN ve kompleksiervitro hiicre kultirt ortam nda kullan lan
oranda (% 10 (a/h) ) fetal bovin serum iceren 150 mM NaCl ipdas37°C’de 0, 60
dakika, 24 ve 48 saat boyunca bekletildikten sonra al nan drnekleilé4alh) agaroz

jel elektroforezi ile incelendi.

C plak oligonukleotidin serum stabilitesine Kin jel foto raf Resim 6.1.1@a
verilmi tir. C plak fosforotiyoat oligonukleotidin serum ile muamele edimi takiben
0.dakikadan itibaren yap s nda demeler olduu ve 48. saat sonunda iki ayr band

halinde ayrId go6zlenmitir.
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48.s 24.s 60" O C S

Resim 6.1.10C plak fosforotiyoat oligonukleotidin 1, 24 ve 48 saat aral klartarsa
kar degredasyon profis. Serbest AS ODNC. Kontrol (serum ile muamele edilmeyen
oligonukleotid).

Kompleksin serum stabilitesine #in jel foto raf ise Resim 6.1.14e
verilmi tir. AS ODN/kitozan kompleksinin serum ile muamele edilmesind@ dakika
sonra kompleksin aymaya balad ve ayr an oligonikleotidin yap s nda demeler
oldu u, ancak ¢ plak AS ODN’inkinden farkl olarak 2 ayr banda ayad ve
48.saatte bile AS ODN’in tam olarak kaybolmady6zlenmitir.
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48.s 24.s 60" 30 0} K

Resim 6.1.11.1:20 (-/+) oran nda haz rlanan kompleksinin 1, 24 ve 48 saat arkl klar
seruma kar degredasyon profils. Serbest AS ODNK. AS ODN/kitozan kompleksi
(2:20) (-/+))

6.1.5.2.4. Antisens Oligonukleotid/Kitozan Kompleks Olwmunun TEM ile
Goruntulenmesine li kin Bulgular

AS ODN/Kitozan kompleks formulasyonunun morfolojik &zelliklerini
belirlemek amacyla TEM incelemesi yontem 5.8.5.2.4’de fildliri gibi negatif
boyama yontemi kullan larak gerceMieildi. Bu incelemenin sonucundan vitro
hiicre transfeksiyonu a¢ s ndan uygun boyutlara sahip kompleks yap larunta ol

g6zlenmitir. (Resim 6.1.12)
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Resim 6.1.12AS ODN/Kitozan kompleksinin TEM goruntisu.

6.1.5.2.5. Antisens Oligonukleotid/Kitozan Komplekslerim Zeta-Potansiyel
Olcumlerine i kin Bulgular

AS ODN/Kitozan komplekslerinde, ylzey yuk (zeta potansiyel) 6lgim
cal malar, yontem 5.8.5.2.5'de belirtildi ekilde gercekldirildi. Kitozan ve serbest
AS ODN'in zeta potansiyel dl¢cim sonucldrablo 6.1.3de verilmi tir. Komplekslere
ili kin zeta-potansiyel dlgciim sonuglar iEablo 6.1.4de verilmi tir.

Yap lan d&lgimler sonucunda, serbest AS ODN’in negatif ylzey yuk
yo unlu una sahip oldw, kitozann ise 57.9 = 2.3 gibi yuksek pozitif ylizey yuk
yo unlu una sahip oldw go6zlendi. Komplekslerin sonuclar na goére ise sadece 1:0.5 (-
/+) orannda yapIm olan kompleksin ylizey yik derinin negatif olduu, bu
kompleks oran nda kullan lan kitozan n pozitif yakinin AS ODN’in negatif yikunu
kapatmaya yeterli olmad, buna karn 1:10 ve 1:100 (-/+) oran nda haz rlanrolan

komplekslerin ise pozitif yik yanlu una sahip olduklar gozlendi. Haz rlanan
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kompleks formulasyonlar nn aralar nda istatiksel a¢ dan anldoinl fark vardr.
(p<0.05)

Komplekslerdeki kitozan oran n n artmas yla ylzey yukwdu unun da doru orant |

olarak artt , aralar nda istatiksel olarak anlaml bir Kinin oldu u saptand . (p<0.05)

6.1.5.2.6. Antisens Oligontkleotid/Kitozan KomplekslerininPartikil Buyudkli
Olgumlerine i kin Bulgular

AS ODN/Kitozan komplekslerinde partikil boyutunun saptanmas yodntem
5.8.5.2.6’da belirtildii ekilde gercgekldtirildi. Kitozan ve serbest AS ODN'in partikul
buydklu G 6lgim sonuclarTablo 6.1.3de verilmi tir. Komplekslere ilikin partikil

blyUkli G 6lcim sonuglar is€ablo 6.1.4de verilmi tir.

Yap lan ol¢cimlerde, kompleks partikil boyutlarnn 171 £ 10,56 nm ile 198 +
12,68 nm aras nda deti i ve aralar nda istatiksel a¢ dan anlaml bir fark oldu
bulundu. Komplekslerdeki kitozan miktar ile partikil boyutu aras nda staiksel

olarak anlaml bir iliki yoktur. (p>0.05)

Tablo 6.1.3.AS ODN ve kitozan n zeta potansiyel ve partikil buylklde erleri

Olgulen madde Zeta potansiyel Partikil bayukla
(mV = SD) (nm £ SD)

Kitozan 57.9+23 4368 nm + 0.58

AS ODN —28.3x11.6 448 nm £ 0.12
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Tablo 6.1.4.AS ODN/Kitozan komplekslerinin zeta-potansiyel ve partiktl buyGklU
de erleri

KOD | As ODN/Kitozan Zeta-Potansiyel Partikal Bayuklu G
Oran (-/4) (mV = SD) (nm £ SD)
K1 1.05 — 17425 171 £10.56
K2 1: 10 9.34+5.6 198 + 12.68
K3 1: 100 345+3.1 186 + 8.73

6.1.5.3. ANT SENS OL GONUKLEOT D CEREN K TOZAN
NANOPART KULLER N HAZIRLANMASINA L K NBULGULAR

6.1.5.3.1. yonotropik Jelle me Ydntemi ile Nanopartikil Haz rlanmas na i kin
Bulgular

Yontem 5.8.5.3'Un alt nda yer alan 5.8.5.3.1'de belirtildekilde % 0.25 ve %
0.5 (a/h) konsantrasyonlarda 150 kDa (ki molekil arl na sahip kitozan
kullan larak ~ AS  ODN/Kitozan nanopartikulleri haz rland . Haz rlana
nanopartikillerdeki AS ODN miktar ve kitozan konsantrasyonu gibi d@itesyon

parametreleri yontem 5.8.5.3.1’in alt n@iablo 5.2de verilmi tir.

6.1.5.3.2. Adsorbsiyon Yontemi ile Nanopartikil Haz rlanmas nali kin Bulgular

Yoéntem 5.8.5.3'in alt nda yer alan 5.8.5.3.2'de belirtildekilde 3 seri halinde
nanopartikiller haz rland . 15 dakika sonras ndddvey ¢ta 40 pg konulan AS ODN'in
timundn nanopartikillere adsorbe oldwgdzlendi.
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6.1.5.4. ANTSENS  OL GONUKLEOT D NANOPART KULLER NDE
YAPILAN KONTROLLERE L K N BULGULAR

6.1.5.4.1. Nanopartikullerin Verim ve Yizde Enkapsulasyon Kinli inin
Saptanmas na li kin Bulgular

AS ODN nanopartikillerinde verim ve ylzde enkapsilasyon etkiimi
belirlenmesi c¢almalar, yontem 5.8.5.4.1'de belirtildi ekilde gergekldirildi.
Nanopartikil formulasyonlar na ikin elde edilen verim ve yizde enkapsulasyon

etkinli i de erleri, Tablo 6.1.5ve 6.1.6da verilmi tir.

Tablo 5.2!de verilen formilasyon parametrelerine goére haz rlanan
nanopartikullerin verim ve % enkapsulasyoneltterinin belirlenmesi amac ile yap lan
¢cal malardaTablo 6.1.5ve 6.1.6da goruldu G gibi; formilasyon veriminin % 51.05
ile % 72.73 deerleri aras nda dé ti i saptand . Haz rlanan nanopartikillerde elde

edilen verim ile kitozan n molekill al aras nda bir iliki olmad sonucuna ulald .

Nanopartikillerin % enkapsulasyon éenin ise % 97.89 + 3.0 ile % 100
aras nda dd ti i saptand . Elde edilen % enkapsuilasyonedkerinin oldukca yiksek
oldu u gozlendi. Hazrlanan nanopartikillerde elde edilen % enkapsulasgon |l
kitozan n molekul arl  aras nda istatiksel a¢ dan anlaml birkliolmad sonucuna
ula Id. (p>0.05)

Sonu¢ olarak, tez kapsam nda kullanlan yodntem ile istenilerecdde yiksek
enkapsulasyon etkinli de erlerine sahip kitozan ve AS ODN iceren nanopartikiller
elde edildi.

6.1.5.4.2. Nanopartikiillerin Zeta-Potansiyel Deerlerinin Olgulmesine i kin
Bulgular

AS ODN nanopartikil formulasyonlar n n yiizey yik (zeta-potansiyelgrdieri
yontem 5.8.5.4.2'de belirtiidi  ekilde cal larak elde edildi. Nanopartikil
formulasyonlar na ilikin, partikil net yizey yuki olgim sonuglafablo 6.1.5, 6.1.6

ve 6.1.7de verilmi tir.
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Haz rlanan nanopartikil formulasyonlar n n tamam nda ylzey ylkrtginin
pozitif (+) de er aral nda 10.1 + 1.5 mV ile 13.4 + 1.4 mV aras ndaide i ve
aralar nda istatiksel olarak anlaml bir fark oldu(p<0.05) saptand. Elde edilen
yuzeyel yuk 6lcim deerleri sonuglar na gore, kitozan konsantrasyonu ve formulasyona
ilave edilen AS ODN miktar ile ylzey yukiu aras nda istaikdarak anlaml bir iliki
yoktur.  (p>0.05) Nanopartikil  formilasyonlarnda hazrlama  ydnteminin

nanopartikullerin yizey yiki derleri Gizerinde etkili bir parametre olmadg6zlendi.

6.1.5.4.3. Nanopartikillerin Partikul Biyukliklerinin Olg tlmesine li kin Bulgular

AS ODN nanopartikil formulasyonlar nda partikil boyutunun belirlenmesi
i lemi yontem 5.8.5.4.3'de belirtildi ekilde cal Id. Olgiim sonuclarTablo 6.1.5,
6.1.6ve 6.1.7de verilmi tir.

Yap lan olguimlerde, nanopartikil formilasyonlar n n partikil boyutunun 168 +
0,7 nm ile 2249 + 0,9 nm aras nda dé& i saptand . Nanopartikil blyukline bal
sonucunda baz formulasyonlarda mikrometre boyutlar na varan olcurdkbendi,
hatta baz formilasyonlarda agregasyon nedeniyle partikil bOyukiGlguimu
yap lamad . Nanopartikillerin partiktl bUyuklikleri aras ndatiksgl a¢c dan anlaml
bir fark vard r. (p<0.05)

Nanopartikillerin partikil boyutu ile formulasyona eklenen AS ODN mikidtozan

konsantrasyonu ve nanopartikil haz rlama yontemi aras nda isksistai; dan anlaml
bir ili ki yoktur. (p>0.05)
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Tablo 6.1.5.

% 0.25 (a/h) diuk molekdl a rlkl

kitozan ile haz rlanm olan

nanopartikullerin verim, enkapstilasyon, zeta-potansiyel ve pantikiilkl(i U de erleri

(n=3)
KOD Oligo Verim Enkapsulasyon Zeta- Partikdl
miktar (% £ SD) Potansiyel BlUyuklu G
(ng) (mV = SD) (nm £ SD)
NP-7 16.5 % 53.31 97.99+0.9 124+19 168 + 0,7
(0.1333 g)
NP-8 33 % 51.05 97.89 £ 3.0 125+23 2249 + (3,9
(0.1276)
NP-9 66 % 59.13 99.33+1.15 13.3+1.8 531+1.5
(0.1478)

* Agregasyon

Tablo 6.1.6. % 0.5 (a/h) diik molekil a rlkl kitozan ile hazrlanm olan
nanopartikullerin verim, enkapsulasyon, zeta-potansiyel ve pabtikiilklu G de erleri
(n=3)
KOD Oligo Verim Enkapsulasyon Zeta- Partikdl
miktar (% £ SD) Potansiyel BlUyuklu G
(ng) (mV = SD) (nm £ SD)
NP-4 16.5 % 61.47 100+ 0 10.1+£15 770 +£5,3
(0.0462 g)
NP-5 33 % 72.7289 100+ 0 13.4+1.4 | Agregasyon Gok,
(0.1928 g) Olcim yap lamad

Tablo 6.1.7. Adsorpsiyon yontemi ile haz rlanan nanopartikiliin zeta potansiyel ve

partiktl bayUklt G de erleri (n=3)

KOD Zeta potansiyel Partikdl bayukla G
(mV = SD (nm £ SD)
Ads-1-oligo nanop. 10.8+1.0 916 + 2.7
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6.1.5.4.4. Nanopartikullerin Ytizey Ozelliklerinin ncelenmesineli kin Bulgular

AS ODN nanopartikil formulasyonlar n nekil ve ylzey 6zelliklerinin
belirlenmesi amac ile gercekigilen tarayc elektron mikroskobu (SEM)
incelemeleri, yontem 5.8.5.4.4'de belirtildi ekilde x100-140.000 buyitme arahda
ve 20 kV artan voltaj kallar nda Jeol JSM-5910 LV cihaz nda yap Id . Nanopartikl
formulasyonlar na ait taray ¢ elektron mikroskobu (SEM) incelenme ili kin

elektron mikroraflar Resim 6.1.13/e Resim 6.1.14le verilmi tir.
Nanopartikil formuilasyonlarnn tarayc elektron mikroskobu (SEM)
incelemeleri sonuclar na gore; ¢dln yontem ile istenilen 6zelliklerde, kiresel kitozan

nanopartikuller elde edilmiir. (Resim 6.1.13.

Nanopartikil formilasyonlar na ikin SEM boyut analizi sonuclar n n yaklk

olarak 160—200 nm aras nda oldusaptand .Resim 6.1.14)
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Resim 6.1.13NP-9 nanopartikil formilasyonuna ait SEM fotd .
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Resim 6.1.14NP-7 nanopartikiline ait SEM fotaf

6.1.5.4.5. Nanopartikillerden Antisens Oligonukleotid Sdyestle mesine li kin
Bulgular

Haz rlanan nanopartikillerden AS ODN’in vitro sal m ¢al malar, yontem
5.8.5.4.5'de Dbelirtildii ekilde gercekldirildi. Nanopartikillerin PBS (pH 7.4)
tamponu ile 3 hafta suresince yap lan serbesiegcal mas n n sonucunda serbestlie
AS ODN goOzlenmedi.

6.1.5.4.6. Nanopartikillerin FT-IR (Fourier Transform Infrared) ile Analizine
li kin Bulgular

AS ODN/Kitozan nanopartikillerinin Fourier Transform Infrared Speitopisi
(FT-IR) yontemi ile analiz calmalar, yontem 5.8.5.4.6'da belirtildi ekilde
gercekletirildi.
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Kitozan, AS ODN ve nanopartikile ait FT-IR spektrumlaekil 6.1.4 ve

6.1.8de verilmi tir.

ekil 6.1.4.Kitozan n FT-IR spektrumu

Kitozan n FT-IR spektrumuna gére 3450 tde amid | band n n —OH gruplar ,
2878 cmi’de C-H gerilme bantlar, 1655 chde primer amidin asetil gruplar (-
CONHR), 1590 ve 1604 chide —NH, bantlar, 1509 cifide —NH3 band , 1420 cm
bde C-H deformasyonlar , 1550, 1661 ve 1625 dnélgesinde sekonder amidin C = O
bantlar, 1320 ciide ise sekonder amidin C-N gerilme karakteristik bantlar
gorulmektedir (222). (ekil 6.1.4
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ekil 6.1.5. Potasyum bromr tabletinin, fosfodiester ve fosforotiyoat oligormiiklie,
fosforotiyoat oligontukleotid ile haz rlanm nanopartikil formulasyonunun FT-IR
spektrumu.

Fosforotiyoat oligoniikleotidin spektrumunda 1492t sitozin, 1609 civde
adenin, 1663 citide timin, 1717 crit’de guanin baz na ait bantlar géze carpmaktad r.
1222 cnt bélgesinddse asimetrik P-@gerilim band gozlenmektedir. 3411 Cide
NH, veya CONH bandlar gdértlmektedir (223)ekil 6.1.5

Fosforotiyoat oligontkleotid ile haz rlanmolan kitozan nanopartikilin IR
spektrumuna bakldnda ise, fosforotiyoat oligonun 1051 ve 1036 “taeki
bantlar n n kayboldw ve yerine 1100 cifide geni bir bant olutu u gériilmektedir.
1383 cmi'de kitozandan gelen karakteristik bant gdzlenmektedir. 1642 damyine
kitozana ait karakteristk amid band ve nukleotidlerden gelen —CONRd ba
gorilmektedir. 3411 ctiide ise niikleotidlerin NH2 veya CONH band izlenmektedir.
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Nikleotidlere ait 1717, 1663, 1609 ve 1409 thwlgelerindeki karakteristik bantlar n
nanopartikil spektrumunda goézlenmemesi oligontkleotidlerin yap s nda hirne

oldu unu go6ztermektedir. Nanopartikil spektrumunun parmak izi bélgesinin (596—1100
cm) hem oligoniikleotidinkinden hem de kitozan nkinden farkl oldwve yeni farkl

bantlar n olutu u gorilmektedir.(ekil 6.1.5

Sonu¢ olarak, nanopartikilin IR spektrumundan kitozan ve oligonukleotid
aras nda bir bdanma gerceklgi ini ve yeni bir yap nn oluu unu soyleyebiliriz.
Nanopartikil formulasyonu sonras nda oligonikleotid ve kitozan spektrumlar ndan
farkl yeni bantlar n oluu unu ve spektrumun ham maddelerin spektrumundan farkl

oldu unu gérmekteyiz. (ekil 6.1.5

6.1.5.4.7. Nanopartikullerinin Dnaz | Enzim Stabilitesine li kin Bulgular

Nanopartikillerin yontem 5.8.5.4.7'de belirtildi ekilde Dnaz | enzimine kar
stabilitesi incelendi. 0, 1, 4, 6 ve 24 saat aral klatlaan 6rneklerin spektrofotometrik
ve elektroforetik incelemelerinin sonunda nanopartikillerden higO&8! sal nmad

ve nanopartikillerin Dnaz enzimine kaoldukca stabil olduu gozlendi.

6.1.5.4.8. Nanopartikllerinin Serum Stabilitesine li kin Bulgular

Nanopartikillerin yontem 5.8.5.4.8'de belirtildi ekilde serum bileenlerine
kar stabilitesi incelendi. 0, 1, 4, 6, 24, 48 ve 72 saatldaala al nan Orneklerin
spektrofotometrik ve elektroforetik incelemelerinin sonunda nanopadikiéih hic AS
ODN sal nmad ve nanopartikillerin serum bilenlerine kar oldukca stabil olduu

gozlendi.
6.2. PLAZM DDNA'YA L K NBULGULAR
6.2.1. Plazmid DNA'n n zolasyonuna li kin Bulgular

Yontem 5.9.1.1'de belirtildi ekilde plazmid DNA izolasyonu gercektgildi.
Elde edilen pDNA’lar yontem 5.9.1.2 kullan larak saffliald .
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6.2.2. Plazmid DNA'n n Kontroltine li kin Bulgular
zole edilen plazmid DNA’n n miktar tayini, safl k derecesiyap sal kontrold,
yontem 5.9.2'nin alt nda yer alan 5.9.2.1 ve 5.9.2.2'de belirtildikilde elektroforetik

ve spektrofotometrik olarak yap Id .

6.2.2.1. Plazmid DNA’n n Elektroforetik Kontroltine li kin Bulgular
Yontem 5.9.1.1'de belirtildi ekilde izole edilen pDNA; safl k derecesinin,
icerdi i yap sal formlarn ve restriksiyon enzim haritasnn mdu u agaroz jel
elektroforezi yontemi kullan larak yontem 5.9.2.1'de belirtiidiekilde incelendi. pSV-
-Gal kontrol vektorinin izolasyon sonras elektroforetik incelemeaetliirkin agaroz

jel foto raf Resim 6.2.1de verilmi tir.

Agaroz jel elektroforezi sonucunda; izole edilmlan plazmid DNA'snn % 70
oran nda standart DNA'nn 4361 b¢ bandnn hizas nda banda sahip olan kapal
halkasal, % 30 oran nda ise 23130 b¢ band na yak n banda sahip olan &adalhal
formda olduu go6zlendi. pDNA'n n restriksiyon enzim haritas nda yer alan Hihd
restriksiyon enzimi ile yontem 5.9.2.1'de belirtildigibi kesilmesi sonucunda ise
pDNA'n n do rusal hale getirilebilirlii ve 6820 bg¢ uzunlwnda bir DNA molekili
oldu u ispatland . Resim 6.2.1)
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23130 bg

9416 bg
6557 b
4361 b

2322 bg
2027 bg

Resim 6.2.1pSV- -Gal plazmid DNA'’s n n agaroz jel fotoaf .
M. Standart DNA ( DNA / Hind Ill) P.pSV- -Gal plazmid DNA
A. pSV- -Gal + Hind Ill kesim sonucu

6.2.2.2. Plazmid DNA’n n Spektrofotometrik Kontroliine li kin Bulgular

Esherichia coli DH5 konak bakterisinden, yontem 5.9.1.1'de belirtiidi
ekilde izole edilen pSV-Gal kontrol vektérinin (pDNA), izolasyon sonras miktar
tayini ve safl k derecesi tesbiti yontem 5.9.2.2°'de b#dirti ekilde spektrofotometrik

olarak yap Id .

pDNA miktar tayini icin, 1/100 (b DNA/TE tamponu) oran nda stpH 8.0 TE
tamponunda seyreltilerek haz rlanan 6rneklerin, spektrofotometrikkol@D 260 ve
280 nm dalga boyundaki absorbans degerleri dlgtldi. OD 260 nm dalga boyundaki
absorbans deri yontem 5.8.3’de verilen formilde yerine konularak izoleeeddDNA

miktar hesapland .

pDNA safl k tayini icin A260/A280 oran ndan faydalan Id . Bu oran n molekdl

ve gen aktar m c¢almalar na uygun olarak 1.80-1.90 aras nda diei bulundu.
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6.2.2.3. Plazmid DNA Standart Eri Cizimine li kin Bulgular

pSV- -Gal plazmid DNA’s n n yontem 5.9.2.3'de belirtildi ekilde ¢cal larak
standart erisi olu turuldu. Elde edilen standartrnin do ru denkleminin y=0,021x ve
R?=0,9927 olduu saptand ve tez camas kapsamndaki cafalarda

kullan labileceine karar verildi.
pDNA standart erisinin hazrlanmas c¢almas nda elde edilen; pDNA
konsantrasyonlar na kark gelen OD 260 nm dalga boyundaki absorbansederi

Tablo 6.2.1de, elde edilen standartre grafi i ise ekil 6.2.2de verilmi tir.

Tablo 6.2.1.pDNA'ya ait OD 6lcim deerleri

pDNA Konsantrasyonu (ug/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
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ekil 6.2.1. Alkali-lizis metodu ile izole edilen saflarim pDNA'nn farkl
konsantrasyonlar nda spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda géstbsdirpsiyon
spektrumuna ilikin standart eri.

6.2.2.4. Plazmid DNA ve Antisens Oligonukleotidin PAGEle ncelenmesineli kin
Bulgular

Yontem 5.9.2.4'de belirtildi gibi % 20’lik (a/h) haz rlanan poliakrilamid jele
3-5 ul DNA/ODN orneklerinden yuklendi. Elektroforezemi 100 V/100 mA sabit
ak m alt nda 2 saatte tamamland .

pSV- -Gal plazmid DNA's PAGE’de lekeeklinde gozlenirken oligonukleotid tek bir
bant halinde gézlenebilntir. (Resim 6.2.2
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Resim 6.2.2.Plazmid DNA'nn ve AS ODN'’'in poliakrilamid jel elektroforeile
goruntilenmesiP. pDNA O. AS ODN.

6.2.3. PLAZM D DNA/K TOZAN KOMPLEKSLER N N HAZIRLANMASINA
L K N BULGULAR

Yontem 5.9.3'de belirtildii ekilde cal larak pDNA/Kitozan kompleksleri
haz rland . Hazrlanan komplekslerdeki pDNA/Kitozan oranlar \a@miilasyon

parametreleri yontem 5.9.3'in alt n@ablo 5.3de 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 Oluumunun Elektroforetik Kontroliine
li kin Bulgular

% 0.25 konsantrasyonundaki dé molekul a rl kI kitozan ile 1:1 ve 1:2
(plazmid DNA/Kitozan) oran nda haz rlanan kompleksler, agarozlghtroforezi ile
de erlendirildi. Resim 6.2.3 DNA'nn negatif yiku ve kitozann pozitif yiku
aras ndaki elektrostatik etkilen sonucunda her iki oranda da kompleks woinu
gozlendi. Yuklerin notralize olmas ve oAn kompleksin molekil arl  nn oldukca
yuksek olmas nedeniyle kompleksler jelin yikleme cebinde harekktdd .1:2

oran nda yap lan pK2 kompleksinin jelde daha parlak izlemgdizlendi.

124



pK1 pK2 M P pK2 pK1l

Resim 6.2.3pDNA/Kitozan kompleksinin elektroforetik kontroli.

M. Standart DNA ( DNA / Hind Ill) P.pSV- -Gal plazmid DNA
pK1. 1:1 (-/+) oran nda haz rlanmolan pDNA/kitozan kompleksi
pK2. 1:2 (-/+) oran nda haz rlanmolan pDNA/kitozan kompleksi

6.2.4.2. Plazmid DNA/Kitozan Kompleksinin Dnaz I'e Kar Stabilitesinin

ncelenmesineli kin Bulgular
Yontem 5.9.4.2'de belirtildi ekilde 6ncelikle ¢ plak pDNA'n n daha sonra
pDNA kompleksinin Dnaz | enzim stabilitesi ¢cald ve agaroz jel elektroforezi ile

incelendi. Elde edilen jel foteaf Resim 6.2.4de verilmi tir.

Resim 6.2.4de goruldit gibi DNaz I'e maruz kalan ¢ plak plazmid DNA'n n ilk 5

dakikada degrede oldu ve sarmal veya serbest formda hi¢ DNA kalmagi6zlendi.
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M 120' 60 45 30" 15 5 0O P M

23130 bg
9416 bg
6557 bg
4361 b
2322 bg

2027 be

Resim 6.2.4.C plak pSV--Gal plazmid DNA’'snn 0, 5, 15, 30, 45, 60 ve 120 dakika
aral klarla Dnaz I'e kar degredasyon profili
M. Standart DNA ( DNA/Hind 1ll) P.pSV- -Gal plazmid DNA

Resim 6.2.5le goruldiu gibi ise kompleksin Dnaz | enzimi ile reaksiyona
girmesinden 30 dakika sonras na kadar stabil kaldncak 60.dakikadan itibaren

ortamda kompleks yap s n n kalmadve a¢ a ¢ kan serbest pDNA olmad gozlendi.

126



1200 60’ 30" 15 5 K P M

23130 bg
9416 bg
6557 bg
4361 bg

2322 b
2027 b

Resim 6.2.5.Plazmid DNA/kitozan (1:2) kompleksinin Dnaz I'e kadegredasyon
profili

M. Standart DNA ( DNA/Hind Ill) P. pSV- -Gal plazmid DNAK. pDNA/Kitozan
1:2 (a/a) kompleks.

6.2.4.3. Plazmid DNA/Kitozan Kompleksinin Serum Stabitesinin ncelenmesine
li kin Bulgular

Kompleksin serumun pargalay ¢ etkisine kastabilitesini 6lgcmek Uzere;
yontem 5.9.4.3'de belirtildi ekilde 6ncelikle ¢ plak plazmid DNA hicre kdlttra
ortam nda kullan lan oranda % 10 fetal bovin serum igeren 150 mM Na@s$inde
37°C’de 0, 60 dakika, 24 ve 48 saat boyunca bekletimBu sirelerde al nan 6rnekler
% 0.7’lik agaroz jel elektroforezi ile incelenmve elde edilen jel fotgaf Resim

6.2.6de verilmi tir.

127



Plazmid DNA’'snn serumun etkisiyle 1. saatten itibaren pangaaya
balad , 24. saatte ise kapal halkasal formunu kaybedip sadesar liormda kald ,

48. saatte ise lineer formununun da parcalanmayada gozlendi. Resim 6.2.6

M 48s 24s 1s 0dk P M

Resim 6.2.6.C plak pSV--Gal plazmid DNA'snn 0, 1, 24 ve 48 saat aral klarla
seruma kar degredasyon profili
M. Standart DNA ( DNA/Hind IIl) P.pSV- -Gal plazmid DNA

Kompleksin iseResim 6.2.7de goruldiu U gibi % 10 serum varl nda 48.saate
kadar stabil kalabildi ve plazmid DNA'y serum bileenlerinin parcalay ¢ etkisinden

koruyabildi i gbzlendi.

128



M 48s 24s 1s 0O P M

Resim 6.2.7.Plazmid DNA/kitozan (1:2) kompleksinin seruma kadegredasyon
profili
M. Standart DNA ( DNA/Hind 1lll) P.pSV- -Gal plazmid DNA

6.3. NV TROTRANSFEKS YON CALI MASINA L K N BULGULAR

6.3.1. Hucre Kultara Cal malar na i kin Bulgular
Tablo 5.3'de dzellikleri verilmiolan HeLa hicrelerinin hiicre kultir pasajlar ve

hicre kaltiruntn surdirilmesi cahalar yontem 5.10.1°de belirtildi ekilde yap Id .

6.3.1.1. Transfeksiyon Oncesi Hiicre Ekimi ve Transfeksiyonai kin Bulgular

Yontem 5.10.1.1'de belirtildi ekilde 24-kuyucuklu hicre kultari plaa
ekimi yap lan HelLa hiicrelerine pDNA transfeksiyonu yap Id . pDieksfeksiyonunu
takiben AS ODN etkinliini tayin etmek i¢in haz rlanan formulasyonlar; pDNA
transfeksiyonundan hemen sonra, 4 saat sonra ve 24 saat sonra olreakiidrelere
verildi ve pDNA transfeksiyonundan sonra gegen 48 saatlik inkibasyon sonucunda

hiicrelerde -galaktozidaz miktar tayini yap Id .
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Sadece pDNA transfeksiyonunun yap ldkontrol grubunda ise-galaktozidaz
miktar tayininin yan s ra yontem 5.10.2.3'de belirtildi ekilde boyama yontemi ile

histokimyasal olarak da beta-gal tayini yap Id .

6.3.1.2. Floresans aretli (FITC) Antisens Oligonukleotidlerle n Vitro
Transfeksiyona i kin Bulgular

Yontem 5.10.1.2’de belirtildi ekilde hiicrelere ¢ plak FITC-AS ODN ve 1:100
(AS ODN: kitozan) oran nda haz rlanmkompleks formuilasyonunun transfeksiyonu
yap Id . 48 saat inkiibasyon sonras nda hiicreler floresans mikroskobundandnce
foto raflar cekildi. C plak FITC-AS ODN ve kompleks formilasyonunlordsans
mikroskoptaki goruntileriResim 6.3.1de verilmi tir.

C plak FITC iaretli AS ODN'’lerin hicrelerin nikleuslar nda lokalize olduklar ,

1:100 (AS ODN: kitozan) oran nda haz rlannmolan komplekslerin ise nikleusta

lokalize olmad klar g6zlendiResim 6.3.}
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Resim 6.3.1C plak FITC-AS ODN ve kompleks formulasyonunun floresans
mikroskoptaki gorantisa.
A. C plak FITC-AS ODNB. 1:100 (FITC AS ODN: Kitozan) kompleks formulasyonu
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6.3.2. -galaktozidaz Tayinine li kin Bulgular
6.3.2.1. -galaktozidaz Standart E ri Cizimine i kin Bulgular

Yontem 5.10.2.1'de belirtildi ekilde hazrlanan 6rneklerin 420 nm dalga
boyunda optik dansiteleri 6lculdi. Elde edilen optik dansite oOlglinertéi Tablo
6.3.1de verilmitir. Optik dansite deerlerinin konsantrasyona kar grafi e

gecirilmesiyle elde edilen standartrieise ekil 6.3.1de verilmi tir.

Kullan lan konsantrasyon arainda R de eri 0.9938 olan ve orijinden gecen

lineer bir standart @i elde edilmitir.

Tablo 6.3.1. Beta-Galaktozidaz n ONPG ile yaplan spektrofotometrik tayininde
standart eri gizimi igin elde edilen OD deerleri

-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 0.95@+ 0.010
4.00 1.230t 0.010

132



147 y = 0,3196x
2 _
12 1 R =0,9938 .
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ekil 6.3.1. Beta-galaktozidaz enziminin farkl konsantrasyonlar nda

spektrofotometrede 420 nm dalga boyunda gosteatisorpsiyon spektrumuna Kin
standart eri

6.3.2.2. Beta-Galaktozidaz Miktar Tayin Yontemine li kin Bulgular

Yontem 5.10.1.1’de belirtildi gibi pSV- -Gal gen aktarm yaplan HelLa
hiicrelerinden -galaktozidaz miktar tayini yontem 5.10.2.2'de belirtiidgibi yap Id .
(n=3)

Hucrelerde transfeksiyon sonras Ol¢ilengalaktozidaz ve AS ODN
transfeksiyonu sonras elde edilergalaktozidaz miktar tayini sonuclarekil 6.3.2de
verilmi tir. C plak antisens oligonukleotidlerde neredeyse hi¢ antisens iktkinl
gozlenmezken (% 3.3 *= 0.02), nanopartikil ve 1:20 oranndaki kompleks
formulasyonlar sadece DNA transfeksiyonundan 4 saat sonra hlcveldcg inde
antisens etkinlik (% 8.4 = 0.04) gostertiti ancak bu etkinlik de istatiksel olarak
anlaml deildir (p>0.05). 1:100 oran ndaki kompleksin ise hem DNA ile ayn anda
hiicrelere verildiinde (% 5.53 + 0.02) hem de 4 saat sonra (% 10.4 + 0.008) va4 sa
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sonra (% 18 % 0.03) hicreye veriltide beta-galaktozidaz sentezini etkin olarak
durdurdu u goruldi (p<0.05). Gen ekspresyonunun en etkin inhibisyonunun, 1:100 (AS
ODN: kitozan) kompleksinin DNA transfeksiyonundan 24 saat sonra hicrelere

verilmesiyle % 18 oran nda susturmaylalaad sonucuna var Id (p<0.05).

Yontem 5.10.5'de belirtildii gibi yap lan istatiksel ¢alma sonucundafablo 6.3.3ve
6.3.4de verildi i gibi DNA transfeksiyonundan 4 ve 24 saat sonra 1:100 kompleksinin
hicrelere verildii ¢al malarda, DNA transfeksiyonu ile 1:100 kompleks aras nda
istatiksel olarak anlaml fark oldu bulunmutur. (p<0.05) 1:100 kompleks
formilasyonu ile dier formulasyonlar aras nda ise DNA transfeksiyonu ile ayn anda
ya da 24 saat sonra antisens formulasyonunun vergdi malarda istatiksel olarak
anlaml fark vard r. (p<0.05)

AS ODN verili zaman ve formilasyonlara gore beta-gal ekspresyon miktarlar
0,4 4
g 035 T T @ DNA
3 03 -
c B Nanopartikil
&85 0,25
o £ 0.2 0O Cplak AS
JL RN .
3 g 0.15 1 0 1:20 kompleks
] W 1:100 kompleks
© 0,1
2]
£ 0,05 | O Kontrol
X 0 i
DNA+AS DNA+4.saat AS DNA+24.saat AS
AS ODN verili  zaman

ekil 6.3.2. Antisens formilasyonlar n n -galaktozidaz sentezini inhibe etmesine
ili kin bulgular.
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Tablo 6.3.2. DNA
formulasyonlar n n istatiksel olarak kda t r Imas

ile ayn

anda hicrelere verilen antisens oligonukleotid

DNA | Nanopartikil C plak 1:20 1:100 Kontrol
AS kompleks | kompleks
DNA - p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p>0,06 p<0|05
Nanopartikdil - - p>0,05 p>0,05 p<0,03 p<0,05

C plak AS - - - p > 0,05 p<0,05 p<0,05

1:20 - - - - p<0,05| p<0,0%
kompleks

1:100 - - - - - p <0,05
kompleks

Kontrol - - - - - -

Tablo 6.3.3. DNA'n n transfeksiyonundan 4 saat sonra hucrelere verilen antisens

oligonukleotid formulasyonlar n n istatiksel olarak k& t r Imas

DNA | Nanopartikil C plak 1:20 1:100 Kontrol
AS kompleks | kompleks
DNA - p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p<0,0b p<0|05
Nanopartikul - - p>0,05 p>0,05 p>0,03 p<0,05

C plak AS - - - p > 0,05 p>0,05 p<0,05

1:20 - - - - p>0,05| p<0,0%
kompleks

1:100 - - - - - p <0,05
kompleks

Kontrol - - - - - -
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Tablo 6.3.4. DNA'n n transfeksiyonundan 24 saat sonra hicrelere verilen antisens

oligonukleotid formulasyonlar n n istatiksel olarak ki t r Imas .

DNA | Nanopartikdl C plak 1:20 1:100 Kontrol
AS kompleks | kompleks
DNA - p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p<0,0b p<0|05
Nanopartikdil - - p>0,05 p>0,05 p <00% p<0,05

C plak AS - - - p > 0,05 p<0,05 p<0,05

1:20 - - - - p<0,05| p<0,0%
kompleks

1:100 - - - - - p <0,05
kompleks

Kontrol - - - - - -

6.3.2.3. X-Gal Boyama Yontemi ile Beta-GalaktozidaZayinine li kin Bulgular

Yontem 5.10.2’de belirtildi ekilde pDNA transfeksiyonu yap lan hicrelerde

Beta-Galaktozidaz enziminin ekspresyonunu goérebilmek icin hicreletdgemn

5.10.4.3'de belirtildii gibi X-Gal boyamas yap Id. Boyamalemi sonras cekilen

hiicre fotoraflar Resim 6.3.2e verilmi tir.

X-gal (5-bromo—4-kloro—3-indolil -D-galaktopiranozid), -galaktozidaz enzimi

icin histokimyasal bir substrattr ve bu enzim taraf ndan panchl nda mavi bir

¢Okelti oluur. Yap lan transfeksiyon caias sonras nda da X-gal boyama metodu

kullan larak Resim 6.3.Z2e goruldu 0 gibi hicrelerin icinde mavi renk gozlenmesi,

hiicrelerde transfeksiyon sonras nda-galaktozidaz enziminin sentezlenebildi

ac kca ortaya koymaktad r.
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Resim 6.3.2.X-Gal boyama yontemi ile boyanan HelLa hucrelerindgalaktozidaz
enzim sentezinin histokimyasal tayininekin foto raf.
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7. TARTI MA VE SONUC

nsan genom projesinin tamamlanmas ve sonras nda devam edemmatar
sonucunda hastal klar n gen yoluyla tedavisi igin teorik bir tegaéltiriimi tir ve gen
tedavisi bal ca arat rma alanlar ndan biri haline gelnir. Gen tedavisi yollar ndan
antisens teknolojisi ise farmakolojide bir devrim olarak eitéiriimektedir ve ilgi
cekmektedir (224, 225, 226).

Antisens oligonukleotidler, hastal k nedeni proteinlerin senteznRNA
seviyesinde gen ekspresyonunu inhibe ederek durdurmaya dayanan antisens
teknolojisinde en bilinen molekullerdir. Konvansiyonel terapilerdeinetkaddenin
proteinin kendisi ile etkilanesi esasdr, bu 6zelé sahip etken maddeyi bulmak icin
binlerce maddenin taranmas gerekir, hattauggaman secilen maddenin etkisi spesifik
olmayabilir. Bu nedenlerle konvansiyonel ilaglarla k yaslamdla bu teknolojinin en
onemli avantaj, spesifik olmas d r. Bu 6zellikleri nedeaiydata viral enfeksiyonlar,
kanser, AIDS, enflamatuvar hastal klar olmak Uzere kardiyovaski@ehematolojik
hastal klar n tedavisi a¢ s ndan Umit vaad etmektedkr.antisens ilag Fomivirsen,
(Vitravene) ticari ismiyle dnce ABD (1998) daha sonra da Avrup&@day alarak
kullan Imaya balanm tr, u anda da faz Il ve Il camalar devam eden ¢ok say da

Urtin de bulunmaktad r.

Antisens oligonukleotidler (AS ODN) spesifik mRNA'ya komplemenb@az
dizili ine sahip yap lar olup, istenen genin ekspresyonunu selektif olarak datdurm
suretiyle kanser veya viral enfeksiyonlar gibi dé& hastal klar n tedavisi icin
potansiyel tekil etmektedirler ancak AS ODN’lerin hiicre i¢i veya ddaki
nikleazlara kar stabilitesinin ve intraselller penetrasyonlar n n Uil olmas, bu

molekdllerin tedavide kullan Imalar n s n rland rmaktad r (224, 247).

AS ODN'’lerin stabilitesini arttrmak icin yapsnda dek kimyasal
modifikasyonlar yap larak yeni molekdller geirilmi tir ancak bu modifikasyonlar
sonucunda da sekans bas z baz protein etkileneleri gibi antisens olmayan ¢
etkiler ortaya ¢ kmtr (224). Yukar da belirtilen sorunlar gidermek ve AS ODMNie

hicresel al mlarn arttrabilmek icin viral ve viral olnaay pek cok tayc
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geli tiriimektedir. Viral vektorlerin, yuksek transdiksiyon etkimtide olmalar na
kar n toksik ve immunojenik olmalar, genicapta Uretimlerinin gi¢ ve masrafl
olmas ; terapotik amagl kullan mlar na buyuk engekileetmektedir. Bu nedenle, son
y llarda do al veya sentetik katyonik polimerler ve katyonik lipidler ileatinlmayan
AS ODN ta yc sistemler gelitiriimesine yonelik ¢cok say da cama yap Imaktad r
(120, 228, 229, 230).

Do al bir ta y ¢ olan kitozan; biyogecimli ve biyopargalanabilir bir katyoni
polimerdir. Bugine kadar kitozan, plazmid DNA tanas nda bircok c¢aimada
kullanlm tr ve pDNA ile kitozandan olan poliplekslerin diik sitotoksisite
gosterdikleri,in vivo olarak da mukozal dokulara gen tanas icin kullan labilecekleri
belirlenmitir (231, 207). Katyonik polimerlerle AS ODN’lerin de nanopartikil
polielektrolit kompleksleri oluurabileceine ili kin ¢cok say da ¢calma mevcuttur (232,
233, 234). Ancak literatirde kay tl olan kitozan ve AS ODN’lersym cal ma
say s yok denecek kadar azd r. Mevcut yay nlardan, Gao venarK9) yapt klar bir
cal mada hepatositler hedeflenerek, galaktosillenrkitozan ile oligonukleotid
kompleksi haz rlanm vein vitro olumlu sonug al nmt r. Ferreiro ve ark. (30) antisens
oligonukleotid oral uygulamada sorunkié eden dayan ks zl klar n gidermede dek
polikatyonlarla AS ODN komplekslerini olturarak nuikleolitik —stabilitesini
aratrm lardr. Kitozan glutamat ve klorur tuzlar n denetei, di er polikatyonlarla
birlikte koruyucu 6zelliklerini  kaydetmierdir. Springate ve ark. (10) ise
oligonukleotid-kitozan kompleksi ile birlikte paklitaksel/dokatakselepn polimerik pat
sistemini prostat kanserinde denemie 4 haftal k bir tedavinin bar| oldu unu
bildirmi lerdir. Foger ve ark. (11) da yeni antimalaryal molekdllere dgtigpldu unu
kaydederek bu a¢ dan AS ODN'’lerin ilging bir alternatif olabilecden hareketle,
malaryal topoisomeraz Il genini inhibe etmek amacyla AS @®Ngcin kitozan
nanopartiktllerini ara rm lar ve nanopartikili AS ODN-kitozan etkiteesi ile
haz rlam lar. 1:1 oran nda haz rlamada serbest AS ODN'’in nanopartileillerlikte
bulundu unu kaydederelplasmodium falciparufan antisens oligonikleotidlere hassas
oldu unu bildirmi lerdir.

AS ODN ve kitozan polimeri ile yap lan ¢aha say s n n az olmas nedeniyle,
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bu tez kapsam nda kitozan n dek formlar n n AS ODN igin tay ¢ sistem olabilme
potansiyeli arat rIm tr. Bu amagla, serbest ve fosforotiyoat AS ODN'’lerin kitdaa
kompleksleri ve TPP-kitozan nanopartikillerinde enkapsulasyonlaeleimai tir.

Haz rlanan kompleks ve nanopartikillerin 6zelliklerinin kontrolleri {spk uygun

formdllerin in vitro huicre kulturiinde antisens etkinlikleri céin tr.

Sentezi yaptrlan antisens oligonikleotidlerin  spektrofotometrik ve
elektroforetik kontrolleri yap Imt r. Beklendi i gibi 260 nm’de absorbans ve agaroz jel
elektroforezinde tek bant gosteren oligolarla dah tr. Antisens oligonukleotidler,
10-25 nikleotid uzunlwnda olup uzunluk ve der 6zellikleri a¢ s ndan plazmid
DNA'dan farkldr. Bu nedenle antisens oligonikleotidlerin formyaminda
kullan lacak vektorlerin de farkl Ozellikte olmas gerekir (@al mada duuk (70 ve
150 kDa) ve orta (400 kDa) olmak tzere iki farkl molekilrl&kta ve iki farkl
konsantrasyonda (% 0.25 ve 0.5) kitozan kullan larak AS ODN-kitozan k&gigte
haz rlanm tr. ki makromolektliin buytklukleri aras ndaki fark azaltmak amac yla
du 0k molekil a rl kI (70 ve 150 kDa) kitozan tercih edilntir.

Literatirdeki c¢al malarda kitozanla kompleks hazrlanrken genellikle
kitozandaki serbest azot (N) ve AS ODN'deki serbest fosfab(@) temel al narak
haz rlanm tr (9). Ancak bu calmada kullan lan kitozan n birim miktar ndaki serbest
azot miktar ©6nceden bilinmedi icin N/P oranlar yerine arlk oranlar tercih
edilmi tir. A rl kga 1:0.5'den 1:100’e (ODN: kitozan) kadar denenen farkl ordala
du 0k oranlarda k smi kompleksler otlu u veya zayf komplekslerin oltu u, bu
komplekslerden aga ¢ kan antisensin etidyum bromurle parlak bantlartotdu u,
1:100 oran nda ise tam kompleksin @luu ve cepte parlakl k oldw saptanmtr
(Resim 6.1.2 — 6.1)7 Mol a rl  farkl olan kitozanlarla yap lan gamalarda da
durum benzerdir. Fosfodiester AS ODN ise kitozanla kompleksustuam tr. Foger
ve ark. nn (11) calmalar nda depolimerize kitozan kullan larak 1:1 ve 1:2 oranlar nda
kompleks oluumu gozlenmitir. Bu farkl | n nedeni, kitozan n depolimerize edilmesi
ve deasetilasyon derecesinin farkl olmas dr. Literatirdegtiehimin (PEI) ile bir
AS ODN kompleks calmas nda da ¢aimam za benzerekilde agaroz jel elektroforezi

ile yaplan incelemelerde jel kuyucuklar ndaki AS ODN: etidyubromur
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kompleksinden kaynaklanan parlakl kla birlikte serbest oligontkleotidide olduu
gOralma tdr. Bunun nedeninin de AS ODN ile etidyum bromir etkilesinin PEI

taraf ndan sterik olarak engellenmesi oldwbelirtilmi tir (120).

AS ODN'’lerin memeli hicrelerine penetre olup transfeksiyonlarbaar yla
gercekletirilebilmesinde ve etki gosterebilmelerinde en blyik engel, aiilkden bu
molekulleri parcalamasdr. Nukleaz etkisi ile serbest ADNerin suratle
parcaland bilinmektedir (104). Bu nedenle hazrlanan AS ODN yta& kitozan
kompleks formilasyonlarnn nikleazlara kar dayan ki | incelenmitir,
komplekslerin koruyucu etkisinin olup olmadh anlayabilmek icin de kompleksler ve
¢ plak AS ODN birlikte stabilite a¢ s ndan incelentiri Sonugta kompleksin; nikleaz
varl nda 2 saatte pargalanan ¢ plak AS ODN'’i 48 saate kadar koruyabign
korumay serum bileenlerine kar da gosterdii sonucuna ulalm tr (Resim 6.1.9ve
6.1.11. Bulgular, literatiirde kay tl olan kitozan komplekslerininNd®y nuikleaz ve
serum bileenlerine kar koruyucu etkisi olduunu goOsteren camalarla uyum
icerisindedir (239, 240). Literatirde verilmblan, a rlkca 1:1 ve 1:2 orannda
haz rlanm antisens oligonukleotid: kitozan kompleks galas nda da; bizim
¢al mam zda bulunan sonuca benzer olarak kompleks formilasyonunun ODN’leri
nikleazlardan 2 saat sonuna kadar % 99 oran nda koruyab#drum bileenlerine
kar da ODN'’lere 24 saatin sonuna kadar etkin koruméasgia belirtilmi tir (11).

Transmisyon elektron mikroskopisi cahas ile AS ODN: kitozan
komplekslerinin globliler yap da, yakla 200 nm boyutunda oldu ve homojen bir

da | m gosterdii goralmatar (Resim 6.1.12

AS ODN tayc komplekslerinin hicrelere tamas icin komplekslerin
partikilleri kiiguk olmal d r (235). Kucik partikillere sahip komplekslereggsyona
u rasa da hicrelere hzlca banmalar sonucunda endositozis buyuk 6lcide
artmaktad r ve bu sayede hucrelerenabilmektedirler (235). Calmam zda ha rlanan
AS ODN/kitozan komplekslerinin, Malvern partikil ©Olcer sistemiylyap lan
Olcimlerinde partiktl buydkliinin Tablo 6.1.4de belirtildi i gibi 171 ile 186 nm

aras nda de ti i ve bu sonuglar iResim 6.1.12le verilmi olan TEM incelemesi ile
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uyum iginde olduu goéralmutar.

AS ODN'’lerin viral olmayan tay c larla hicrelere tanmas nda, taycnn
yuzey yukl de ¢ok 6nemlidir. Hicre membranlar fizyolojik Wtarda negatif yuklu
olduklar ndan pozitif yiklu tay c lara gerek duyulmaktad r (236, 232). Bu galada
PBS (pH 7.4) tamponu iginde yap lan ylzey yuki o6lgimlerinin sonucuFhalalp
6.1.3de goruldi U gibi gibi -28.3 mV zeta potansiyele sahip antisens oligonikleotid
molekuill, +57.9 olan kitozanla kompleks dlurdu u zaman -/+ oran na gbére zeta
potansiyel deeri -17.4 mV'dan 34.5 mV’a kadar yukselmi (Tablo 6.1.4. K saca
kompleksteki kitozan miktar n n artmas yla ylizey yik yolu u da artmtr. +34.5
mV ylzey yukine sahip olan antisens oligonikleotid kompleksinin (1:100; ODN:
kitozan) in vitro hicre kilturinde antisens etki gOsterergalaktozidaz enziminin
sentezini durdurmas da zeta-potansiyeledimin hiicreye girite dnemli rol oynad n
gostermektedir (ekil 6.3.2. Foger ve ark. nn (11) yaptklar c¢ahada bizim
¢al mam zdan farkl olarak distile su igerisinde komplekslerin ygggi olciimutar
ancak benzer olarak kompleksteki kitozan miktar artt kca ylzey ggkinegatiften

pozitife do ru artm tr.

Gao ve ark. (9) galaktozillenmikitozan oligonikleotid ve pDNA tayc
sistem olarak inceledikleri caimalarda, yuzey yukul yuksek olan katyonik polimerlerin
AS ODN'’lerle ¢ok kuvvetli kompleks olturduklar , bu komplekslerin dik antisens
aktivite gosterdiklerine ilkin di Ginceden hareketle NHyjurup deeri 50’ye yak n olan
galakto kitozanla AS ODN kompleksleri hazrlafardr. Bu komplekslerin
boyutlar nn 288.2-384.2 nm aras nda ide ini kaydetmilerdir. Bu deerler
¢al mam zdaki antisens kompleks boyutlar ndan daha yiksektir. Zeta pefansiy
de erleri ise -7.6 ve +13.7 mV aras nda denektedir. Bu deerler, bizim elde

etti imiz komplekslerin yiklerine k yasla daha di zeta deerleridir.

Kitozan temelli dier farmasotik ekil olarak antisens oligonikleotid tgan
nanopartiktller ardarIm tr. AS ODN-kitozan nanopartikilleri, iyonotropik jellme
yontemi ve adsorpsiyon yontemi olmak Uzere iki farkl yontemle ks tr. 150

kDa molekdl arlkl kitozann % 0.25 ve 0.5 gibi iki farkl konsantrasyonu
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kullan larak TPP ile 16.5, 33 ve 66 pg gibi u¢ farkl miktarda @BN ta yan
nanopartiktller haz rlanmtr. Gan ve ark. (237) n n belirttikleri gibi; bu yontem ile
nanopartikullerinin haz rlanmas , organik solvan kullan Imas naorekasyon ilemine
gerek duyulmamas nedeniyle avantaj rteaktad r. Ayr ca bo nanopartikillere AS
ODN adsorpsiyonu yap larak nanopartikiller elwulmutur ve AS ODN’lerin

tamam n n k sa bir sure igerisinde nanopartikillere adsorbe wigdrdalmatar.

Haz rlanan AS ODN tayan nanopartikil ekil ve yuzey 6zellikleri SEM ile
incelenmitir. NanopartikillerinTablo 6.1.5 6.1.6 ve 6.1.7de goruldi G gibi sadece
biri haric agregasyon nedeniyle boyut analizinde rdosonu¢ elde edilementir.
Burada elde edilen 168 nm boyutu SEM’de dl¢ilen pargac k boyutu ieebi
gostermitir (Resim 6.1.13ve 6.1.14. Formulasyonda kullan lan AS ODN miktar ile

nanopartikullerin partikl buydklid aras nda bir iliki saptanmamt r.

AS ODN-kitozan-TPP nanopartikillerinin zeta-potansiyeledieri formilden
ba ms z olarak pozitif deer aral nda 10.1 £+ 1.5 mV ile 13.4 + 1.4 mV aras nda
de i mektedir Tablo 6.1.5,6.1.6ve6.1.7).

Cal mam zda kullan lan kitozan, katyonik 6zellik tmas nedeniyle anyonik
yap daki AS ODN'’i % 100 oran nda enkapsule edebilrhemen hemen hi¢ serbest
oligonukleotid kalmamtr. Bu sonug¢ da literatirdeki caialara uyumlu olarak,
kitozan ile AS ODN’'ler arasnda gugli elektrostatik etkilenin olduunu
gOstermektedir (238). Nanopartikil haz rlamadaki verimederinin ise % 51.05 ile %
72.73 gibi duuk de erler aras nda de kenlik gosterdii bulunmutur. Bu kadar diiik
verim elde edilmesinin nedeninin de AS ODN ve kitozan kullarklagek kuguk
boyutlara sahip nanopartikiller haz rlanmas ve bu nanopartikillerimifégasyonu

esnas nda kay plar n olmas dintlma tur.

AS ODN ile kitozan aras ndaki etkiieni gorebilmek icin nanopartikil
orne inde yap lan FT-IR incelemesinde, fosforotiyoat oligonun 1051 ve 103&deki
bantlar n n kayboldw ve yerine 1100 cm-1'de gerbir bant olutu u, 1383 crit'de

ise kitozandan gelen karakteristik band n varyériimu tir. Kitozan ve AS ODN'in
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spektrumlar ndan farkl olarak yeni nanopartikill bandlar n nroas da kitozan ile AS

ODN aras ndaki etkilanenin gostergesidir. €kil 6.1.5

AS ODN'in, kitozan nanopartikil formulasyonlar ndan serbesttsi 3 hafta
suresince incelenntir ve sonugta AS ODN'’in sal nmad gorulmda tir. Benzer ekilde
nanopartikillerin nikleaz ve serum b#éalerine kar stabilitelerini belirlemek lUzere
yaplan c¢almada da, nanopartikillerin ¢ok stabil olduklar ve AS ODN
serbestleirmedikleri gordlmatir. Bu da kitozan ile AS ODN’in elektrostatik
etkile iminin ¢ok kuvvetli olduunu dorulamaktad r. n vitro ¢al ma sonucunda da
nanopartikillerin neredeyse hi¢ antisens etkinlik lsssmamalar, yaplan 6n
¢al malarn dorulu unu yanstmaktad r. Camam zda elde edilen bu sonug,
Jaaskelainen ve ark. (235) nn yaptklar gahda polilizin ile haz rlanan AS ODN
komplekslerinin AS ODN serbesttl@ememesi sonucu antisens etki gosterememeleri ile
benzerdir. Chirila ve ark. (73) da katyonik polimerlerin ylzey yidkuyluklar n n
yuksek olmas nedeniyle AS ODN ile oturduklar komplekslerin ¢ok stabil oldunu
ve bu komplekslerin hiuicreye girsonras AS ODN sal nm n gercekliegemedi i icin
de antisens aktivite gosteremddi belirtmi lerdir. pDNA ile yap lan ¢almalarda da
kitozann pDNA ile kuvvetli kompleks olturmasnn, pDNA'nn salnmn
geciktirdi i kaydedilmi tir (241).

Nanopartikillerin antisens oligonukleotid tacs olarak kullan m nda
s n rlamalar vard r. Antisens oligonikleotid yap s nedeniyle nanigfiaite etkile ti i
icin AS ODN 6nce katyonik surfaktanlarla muamele edilereiily etkile im yolu ile
yuzeye tutunmasnn skmnd , bu yapnn da AS ODN'i nikleazlara kar
koruyamad literatirde kay tldr (103). Bu nedenle caham zda geliirilmi olan

enkapsulasyon daha iyi bir yontemdir.

AS ODN'’lerle haz rlanan ve kontrolleri yap lan formulasyomian vitro olarak
antisens etkinliklerini gdrmek igin, beta-galaktozidaz enziminhiicrelerde
sentezlenmesini slyacak pSV--Gal plazmid DNA’s ile transfeksiyon cainas
yap Im tr. Bu amagla standart DNA caltma, izolasyon ve saflerma metodlar yla
E.coli bakteri hiicrelerinden pSV-Gal plazmid DNA'’s elde edilmtir. (Resim 6.2.)
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Hicre kalturd calmalar nda pDNA'n n memeli hicrelerine transfeksiyonu
oncesinde kitozan polimeri ile kompleks hazrlantm Kitozan n pozitif yika ile
DNA’n n negatif yikdnian etkilémi sonucunda 1:2 (pDNA: kitozan) oran nda
kompleks oluumu gozlenmitir. Haz rlanan kompleksin pDNA'y 30 dakika boyunca
nikleaz degredasyonuna kar 48 saat siUresince de serum ladlderine kar
koruyabildi i sonucuna ulalm tr. Bulgular, kitozan n DNA'y serum ve enzimlere
kar korudu unu vurgulayan daha onceki yay nlarla benzerlik gostermektedir (239,
240).

n vitro transfeksiyon ¢almas nda ise, haz rlanan pDNA/kitozan kompleksi ile
Oncelikle HelLa hicrelerinde pDNA transfeksiyonu yaptm -galaktozidaz
enziminin memeli hicrelerinde sentezlendiistokimyasal olarak tayin edilntir. Bu
¢al man n sonucunda hicrelerde gozlenen mavi renkli Urltarigacta ortama konan
X-gal substrat ndan hiicrelerdegalaktozidaz sentezlenmesi sonras ndarmtutur ve

kantitatif olarak yap lan 6lcim sonuclar yla uyum gdstermeki@#sim 6.3.2

pDNA transfeksiyonunu takiben HelLa hiicre kultiriine AS ODN nanopartikil ve

kompleks formulasyonlar; pDNA ile ayn anda, 4 saat sonra ya daad#t sonra
verilmi ve antisens etkinlikleri k yaslannmir. C plak AS ODN de kyaslamak
amacyla benzer ekilde hicrelere uygulanm ancak iyi antisens etkinlik
gozlenmemitir. ( ekil 6.3.2 En iyi antisens etkinlik 1:100 (AS ODN: kitozan)
oran nda haz rlanan kompleks ile pDNA’n n veriimesinden 24 saat $6nt8 + 0.03
oran nda susturmayla gorilmir. Nanopartikillerde, AS ODN ile kitozan aras nda
olu an gugli elektrostatik béardan otiri 6n deneylerde goruldiigibi AS ODN

sal nm gerceklemedi inden etkinlik gbzlenmenmiir.

AS ODN’ler plazmid DNA’lar n tersine sitoplazmadan nikleusalayl kla
diftize olabilirler ¢unkii AS ODN'’lerin molekuler buyuklikleri nukleporlardan
oldukca kucuktur. Kompleks halindeki AS ODN'’ler ise sitoplazmada @R
hibridize olamazlar ve serbest AS ODN'’lere gore nikleusalgir cok daha diiik

duzeyde gozlenir (235). Floresansaretli AS ODN’lerin HelLa hicrelerindeki
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lokalizasyonlar n gérmek Uzere yap lan c¢ala sonucunda da benzer bir bulgu elde
edilmi tir. C plak AS ODN’lerin hiicre nukleusunda lokalize olurken, 1:188 ODN:

kitozan) kompleksinin ise niikleusta lokalize olmadyéralmu tir.

Bu cal mada kitozan-esasl AS ODN tac sistemler olarak, kitozan
kompleksleri ve kitozan nanopartikilleri aralm  ve in vitro hicre kalttrd
¢al malar sonucunda komplekslerin nanopartikillere gore bu molekuilerdigha
uygun ta y ¢ sistem olduklar belirlenmiir. Bugtine kadar kitozanla yap Inolan AS
ODN cal malar nda kitozan n depolimerize (11) veya galaktozillertinevleri (9) ile
glutamat veya Klorlr tuzlar (30) kullanlImr. Bizim c¢al mam zda ise kitozan
polimerinin doal halinin AS ODN tayc 06zelli i incelenmitir. Elde ettiimiz
sonuglara gore, kullandm z kitozan n depolimerize kitozana gére AS ODN ile daha
yiksek oranda kompleks oturabildi i, haz rlanan komplekslerin de partikdil
blyUklG Gnin daha yiksek oldu gortlmatir. Galaktozillenmi kitozan ile haz rlanan
komplekslerin partiktl baydklil ise, ¢al mam zdakine gore daha yuksek olrtu.
Cal mam zda kullanlan kitozan ile haz rlanan nanopartikillerde dser kitozan
turevleriyle haz rlananlara gore AS ODN-kitozan elektrostagtkile mesinin ¢ok
kuvvetli olduu ve bu nedenle AS ODN serbestieedii, nikleaz ve serum
stabilitesinin de c¢ok yiksek oldu gorulmutar. n vitro transfeksiyon sonras gen
ekspresyonunu durdurma oranlar na bak litla ise, depolimerize kitozanla yap lan
¢al mada % 87 oran nda susturma gozlenirken bizimmam zda haz rlanan kitozan

kompleksi ile % 18 oran nda susturma elde ediimi
Yapt mz cal ma, son yllarda cali hastal klar igcin umut vaat eden

molekuller olan AS ODN’ler igin gelecekte yap lacak kitozanskest yc sistem

geli tirilmesi ¢cal malar na temel olduurmas bak m ndan 6nem arz etmektedir.
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