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OZET
YUKSEK LiSANS TEZI

MANYETOFEKSiYON YONTEMIYLE TRANSFER EDIiLEN AZURININ MCF-10A
HUCRELERINDE HETEROLOG EKSPRESYONU

Saadet KALAKENGER
Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Yagmur UNVER

Amag: Bu calismada, saglikli meme epitel hiicrelerine (MCF-10A) Fe3Os manyetik
nanopartikiiller ~ aracihiiyla  rekombinant pCMV-Azu-GFP’nin  manyetofeksiyonu
gerceklestirilerek hiicrelerde fiizyon Azu-GFP proteininin ekspresyonu amaglandi.

Yontem: Kodon optimize azurin geni pCMV-GFP’ye yerlestirilerek rekombinant pCMV-Azu-
GFP elde edildi. Daha sonra gen aktarim araci olarak kullanilan MNP’ler sentezlendi ve
biyouyumlu hale getirmek i¢in silika kaplama yapildi (MSNP). Sentezlenen MSNP’lerin
yiizeyi, negatif yiiklit DNA’y1 baglayabilmesi i¢in pozitif yiik saglayan PEI (MSNP@PEI) veya
APTES (MSNP-NH) ile modifiye edildi. Sentezlenen MSNP’leri karakterize etmek i¢in TEM,
FTIR ve DLS analizi kullanildi. pPCMV-Azu-GFP ve sentezlenen pozitif yiiklii MSNP’ler bir
araya getirilerek (manyetofektin) optimizasyon calismalar1 yapildi. Gen aktarim araci olarak
Onerilen yapinin ve ayri ayri her bir bileseninin proliferatif, canlilik ve sitotoksik etkisini
degerlendirmek i¢in MCF-10A hiicre hatt1 ile MTS testi uygulandi. Sentezlenen MSNP’lerin
hiicresel alimi, bir floresan isaret olan Oregon-green 488 ile etiketli MSNP’ler {iiretilerek
belirlendi. Optimum sartlarda hazirlanan manyetofektinler, miknatis araciligiyla hiicrelere
transfer edildi. Azu-GFP flizyon proteininin MCF-10A hiicrelerinde ekspresyonunu belirlemek
icin hiicreler konfokal mikroskopta goriintiilendi. Diger yandan, hazirlanan hiicre lizatlarinda
protein tespiti i¢in Western blot analizi yapildi.

Bulgular: pCMV-Azu-GFP, niikleotid blastlama sonucuna gore %100 dogrulukla elde edildi.
Gen aktarim araci olarak sentezlenen manyetitlerin ortalama 10 nm boyutunda oldugu, yiizey
modifikasyonu yapilan MSNP’lerin ise ortalama 100 nm boyutunda oldugu, TEM ile belirlendi.
DLS analiziyle yiizey modifikasyonu sonucu MSNP’lerin pozitif yiike sahip oldugu belirlendi.
Manyetofektin optimizasyonu sonuglarina gore 30 dakika inkiibasyon siiresinde en ¢ok DNA
baglandigi, manyetofektin ortami olarak PBS kullanilabilecegi belirlendi. Ayn1 zamanda artan
MSNP konsantrasyonuyla birlikte baglanan DNA miktarinin arttig1, ekstra kullanilan PEI
miktar1 da arttik¢a baglanan DNA miktarinin arttig1 belirlendi. MSNP’lerin MCF-10A hiicreleri
icin sitotoksik olmadig1 goriiliirken, yiizeyi modifiye edilen MSNP@PEI ve MSNP-NH:
uygulanan gruplarda doz bagimli olarak hiicre canlilifinda istatistiki fark gézlendi. Hiicresel
alim sonuglari, 30 dakika miknatis tutulan gruplarda MSNP’lerin hiicre ¢ekirdegi etrafinda daha
1yi lokalize oldugunu ortaya koydu. Manyetofeksiyon sonucu hiicrelerin konfokal mikroskop
goriintiilerine bakildiginda, hiicrelerde fiizyon proteinin ekspresyonu gozlendi. Western blot
analizi sonucunda ise fiizyon proteine ait azurin bandi goriildii.

Sonug¢: Bu tez calismasinda MCF-10A hiicrelerine manyetofeksiyon yontemiyle basarili bir
sekilde gen aktarimi yapilarak hiicrelerde Azu-GFP flizyon proteininin ekspresyonu
gerceklestirilmistir. Ayrica tiimor terapisinde kullanilabilen azurinin saglikl hiicrelerde toksik
etki gostermeden ifade edildigi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Gen klonlama, azurin, manyetofeksiyon, MCF-10A, fiizyon protein
Agustos 2021, 98 sayfa



ABSTRACT

MASTER DISSERTATION

HETEROLOGOUS EXPRESSION OF AZURIN TRANSFERRED BY
MAGNETOFECTION METHOD IN MCF-10A CELLS

Saadet KALAKENGER
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Yagmur UNVER

Purpose: In this study, it was aimed to express the fusion Azu-GFP protein in healthy breast
epithelial cells (MCF-10A) by performing magnetofection of recombinant pCMV-Azu-GFP
via Fe304 magnetic nanoparticles.

Method: Recombinant pCMV-Azu-GFP was obtained by inserting the codon optimized azurin
gene into the pCMV-GFP. Then, MNPs used as gene transfer vehicles were synthesized and
silica coated (MSNP) to make them biocompatible. The surface of the synthesized MSNPs was
modified with PEI (MSNP@PEI) or APTES (MSNP-NH2), which provides a positive charge
to bind negatively charged DNA. TEM, FTIR and DLS analysis were used to characterize the
synthesized MSNPs. Optimization studies were performed by combining pPCMV-Azu-GFP and
synthesized positively charged MSNPs (magnetofectin). In order to evaluate the proliferative,
viability and cytotoxic effect of the proposed construct as a gene transfer vehicle and each
component separately, MTS test was performed with the MCF-10A cell line. Cellular uptake
of synthesized MSNPs was determined by producing MSNPs labeled with a fluorescent marker,
Oregon-green 488. The magnetofectins prepared under optimum conditions were transferred to
the cells by means of a magnet. To determine the expression of the Azu-GFP fusion protein in
MCF-10A cells, the cells were imaged under a confocal microscope. On the other hand, western
blot analysis was performed for protein detection in prepared cell lysates.

Findings: pCMV-Azu-GFP was obtained with 100% accuracy based on the nucleotide blasting
result. It was determined by TEM that the magnetite synthesized as a gene transfer medium had
an average size of 10 nm, and the surface modified MSNPs were an average of 100 nm in size.
As a result of surface modification by DLS analysis, MSNPs were determined to have a positive
charge. According to the optimization results of the magnetofect, it was determined that the
most DNA binds during the incubation period of 30 minutes, and PBS can be used as the
medium of the magnetofectin. At the same time, it was determined that the amount of DNA
bound increased with increasing MSNP concentration, and the amount of DNA bound increased
as the amount of extra PEI used increased. While MSNPs were not found to be cytotoxic to
MCF-10A cells, a dose-dependent statistical difference in cell viability was observed in the
surface-modified MSNP@PEI and MSNP-NH2 applied groups. Cellular uptake results
revealed that MSNPs were better localized around the cell nucleus in groups held magnets for
30 minutes. When the confocal microscope images of the cells as a result of magnetofection
were examined, the expression of the fusion protein was observed in the cells. Western blot
analysis revealed azurin band of the fusion protein.

Results: In this thesis study, the expression of Azu-GFP fusion protein was carried out in MCF-
10A cells by successful gene transfer to MCF-10A cells by magnetofection method. In addition,
it has been shown that azurin, which can be used in tumor therapy, is expressed in healthy cells
without toxic effects.

Keywords: Gene cloning, azurin, magnetofection, MCF-10A, fusion protein
August 2021, 98 pages
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GIRIS

Terapotik Proteinler

Peptidler ve proteinler, primer, sekonder, tersiyer ve kuaterner yapilara sahip, canli
icerisinde dogal olarak iiretilen molekiillerdir. Bu molekiiller canli igerisindeki biyolojik
islevlerin dogal akisinin devam etmesine yardimei olmaktadir. Hastaliklarin tedavisinde, ilag
olarak kullanilabilen proteinler, terapdtik protein olarak adlandirilir. Terapdtik 6zellikteki
peptid ve proteinler, hedefe spesifik olarak baglanir ve saglikli hiicreler i¢in diisiik toksisite
gosterirler. Bu 6zellikleri sayesinde saglik alaninda 6nemli etkilere sahiptir (Joseph et al.,
2017). Terapotik proteinler, Klinik agidan degerlendirildiginde, diyabet, bobrek hastaligi, viral
hepatit, kanser tedavisiyle iliskili notropeni dahil olmak tizere hayati tehdit eden g¢esitli
hastaliklarda temel tedaviler saglar (Dingermann, 2008).

Biyofarmasotikler icerisinde yer alan, tedavi amagh kullanilan peptid ve proteinlerin
dogrudan canlidan elde edilmesi zor ve zahmetlidir. Bu noktada, rekombinant DNA
teknolojilerinde goriilen gelisme, terapotik peptid ve proteinlere olan ilginin artmasini
saglamistir. Rekombinant DNA teknolojisi ile iiretilen ilk terapdtik protein olan insan insiilini
(Humulin®), 1982 yilinda FDA (Food and Drug Administration) tarafindan onaylanmistir
(Johnson, 1983).

Escherichia coli ve memeli hiicre hatlar1, biyofarmasétik iiretiminin temel taslarini
olugturmaktadir. 2003 ten beri onaylanan 31 terapétik proteinden dokuzu E. coli’de tiretilirken,
17°si memeli hiicre hatlar1 tarafindan tiretilmistir. Memeli hiicre kiiltiirii teknik olarak karmasik,
pahali ve yavas biiylime gibi dezavantajlara sahiptir ancak bu hiicre hatlari, 6zellikle
glikosilasyon gibi post-translasyonel modifikasyon gerektiren biiyiik terapétik proteinlerin
tiretilmesi agisindan su ana kadar en etkili {iretim sistemidir. Glikosilasyon gerceklestirebilen
alternatif liretim sistemleri, maya, bocek ve bitki hiicrelerini igerir. Memeli hiicre hatlar ile
karsilastirildiginda, bu hiicreler tipik olarak daha kisa fermentasyon dongiilerine, daha ucuz ve
daha yiiksek hiicre yogunluguna ulasir. Ayrica bu hiicrelerin, memeli patojenlerini iletme riski
daha diisiiktiir. Bu tiir teknik ve ekonomik avantajlara ragmen, bu iiretim sistemlerinde {iretilen
glikosile edilmis bir biyofarmasdtik, insan kullanimi i¢in heniiz onay almamistir (Walsh, 2006).
Biyofarmasétik ilaglardan olan Cilengitide, Trebananib, NGR-hTNF, Tyroserleutide, vb. birkag

peptid, halihazirda glioblastoma, yumurtalik, mezotelyoma veya karaciger kanserli hastalarda



faz III klinik denemelerine tabi tutulmaktadir (Kaspar & Reichert, 2013). Piyasada bulunan
FDA onayl terapotik proteinler Tablo 1°de verilmistir (Chakrabarty et al., 2014).

Tablo 1. Piyasada Bulunan FDA Onayli Terapétik Proteinler

FDA
Ticari Adi Hastahk

onayl
Leuprorelin, Lupron Prostat kanseri, meme kanseri 1985
Octreotide, Sandostatin Prostat kanseri, meme kanseri 1988
Goserelin, Zoladex Prostat kanseri, meme kanseri 1989
Glatiramer, Copaxone Multipli skleroz 1996
Lucinactant, Surfaxin Akut solunum yetmezligi 2012
Peginesatide, Omontys Anemi (kronik bobrek hastaligr) 2012
Pasireotide, Signifor Cushing hastalig 2012
Carfilzomib, Kyprolis Multipil myeloma 2012
Linaclotide, Linzess Kronik idiyopatik kabizlik 2012
Teduglutide, Gattex Kisa bagirsak sendromu 2012
Lixisenatide, Lyxumia Seker hastaligi 2013

Diger ilgi ¢eken ve lizerinde arastirma yapilan terapdtik proteinlerden biri de kanser
Onleyici aktivite gosteren azurin proteinidir. Ailede meme veya yumurtalik kanseri dykiisii olan
kisilerde ve BRCA1 / BRCA2 mutasyonlari teshisi konmus kadinlarda haftalik veya iki haftada
bir azurin enjeksiyonu bu tiir risk altindaki insanlarda kanserin baslangicini biyiik dl¢iide
azaltacag diisiiniilmektedir (Fialho & Chakrabarty, 2012).

Bakteriyal Azurin Proteini

Azurin, Pseudomonas aeruginosa tarafindan salgilanan, bakir igeren bir redoks
(cupredoxin) proteinidir. Bu protein, P. aeruginosa'‘da denitrifikasyon sirasinda sitokrom ¢551

ve nitrit rediiktaz ile etkilesime girerek elektron transferinde rol alir (van de KAMP et al., 1990).

Azurin proteini, bir a-heliks ve sekiz -yapraktan olusup ii¢ boyutlu bir motif olusturur.
Azurin, iki potansiyel redoks merkezine sahiptir. Bunlardan biri, dogrudan amino asit kalintilar
ile koordine edilmis T1 mavi-bakir iyonu digeri ise molekiiliin karsi ucunda bulunan bir disiilfiir

kopriistidiir (Farver et al., 1982). Azurin proteininin ii¢ boyutlu yapisi Sekil 1°de verilmistir.



Sekil 1. Azurinin ti¢ boyutlu yapisi (14 kDa).

Azurin, insan kanser hiicrelerinde apoptoz ve biiylime inhibisyonunu indiiklemektedir.
Azurin kanser hiicrelerine girip p53 ile kompleks olusturmaktadir. Azurin-p53 kompleksi,
p53’iin ubikutin aracili bozunmasini inhibe ederek p53 seviyesini yiikseltmektedir. Stabilize
edilmis p53, ¢ekirdege geri donerek Bax ve Noxa gibi proapoptotik genleri veya p21 ve p27
gibi hiicre dongiisii inhibitorlerini indiiklemektedir. Azurinin, p53 sinyal yolagina ve reseptor
olmayan trozin kinazlara (NRTK) sinyal verme agina miidahale ederek apoptoz veya biiyiime
inhibisyonunu indiikledigi ortaya ¢ikmustir. Bu 6zellikleri, azurinin antikanser aktivitesini
birden fazla hedefle etkilesime girerek ve hastaligin ilerlemesinde ¢oklu adimlara miidahale

ettigini géstermektedir (Gao et al., 2017). Azurin etki mekanizmasi Sekil 2°de verilmistir.

| b |

Apoptozis  Hiicre Biiyiime
dongiisii inhibisyonu
tutuklanmasi

Sekil 2. Azurin etki mekanizmasi



Meme kanseri, melanom olmayan cilt kanseri disinda kadinlarda en sik rastlanilan
kanser tipidir (Xu et al., 2009). Meme kanseri, 0strojen veya progesteron reseptorleri ve
insan epidermal biiyiime faktorii 2 (ERBB2; eski adiyla HER2) i¢in molekiiler belirteclerin
varligina veya yokluguna gore 3 ana alt tipe ayrilir. Bunlar hormon reseptérii pozitif /
ERBB2 negatif (hastalarin %70'i), ERBB2 pozitif (hastalarin %15-% 20’si) ve ti¢lii negatif
tiim ti¢ standart molekiiler belirte¢lerden yoksun (hastalarin %15’1) tiimoérlerdir (J. Kim et
al., 2006).

Azurin, meme kanseri hiicre proliferasyonunu bloke eder ve hem in vitro hem de in
vivo mitokondriyal yolla apoptozu indiikler, boylece bu bakteriyel cupredoksin meme
kanserinin tedavisi igin potansiyel bir terapdtik ajan olarak goriilmektedir (Punj et al.,
2004). P. aeruginosa’dan salgilanan bir redoks proteini olan azurinden tiiretilen 28 amino
asitli hiicreye niifuz eden bir peptit olan p28, kanser hiicrelerinde p53'iin ubikitinasyonunu
inhibe ederek translasyon sonrasi p53’iin artisina neden olur. p28, hiicre dongiisiiniin belirli
bir faz1 olan G2-M fazinda antiproliferatif aktivite sergiler. Bu bulgu énemlidir, ¢iinkii ¢ok
sayida kemoterapotik ilag yalnizca aktif olarak cogalan hiicreler iizerinde ¢alisir, ancak
dinlenme fazinda olan GO hiicreleri tizerinde etki etmez. Memeli hiicrelerinde, bir hiicrenin
ya hiicre dongiisii ilerlemesini durdurma ya da apoptotik hiicre 6liimiine yol agma
kabiliyetinden dolay1 uzun siiredir, tiimor baskilayici protein p53 tizerinde durulmaktadir.
p28, p53’in DNA baglanma bolgesine baglanir ve HDM2 (human double minute 2)’den
bagimsiz bir yolla proteazomal bozunmayi inhibe eder, yabani tipte ve mutant p53°te post-
translasyonel bir artis ve bunun yan1 sira DNA baglama aktivitesini indiikler ve sikline bagl
kinaz inhibitorleri p21 ve p27°yi yiikseltir. Bu proteinler, sirayla, CDK2, siklin Al ve
FOXMI1 diizeyini diisiiriir ve G2-M fazinda hiicre dongiisii tutuklanmasina neden olur
(Yamada et al., 2009). Uzun siireli p28 kullanimi sayesinde ilerlemis timor hiicrelerinin
apoptozunu indiikleyerek tiimorde biiylime olmadan yasam siiresinin artirarak toksik

olmayan terapotik segenek olabilecegi sonucuna varilmaktadir (Warso et al., 2013).

Rekombinant (heterolog) Protein Uretimi

Rekombinant DNA teknolojisi, canlida kendiliginden olusmasi miimkiin olmayan,
cogunlukla farkli biyolojik tiirlerden elde edilen DNA molekiillerinin, genetik miihendislik
teknolojisiyle kesilmesine ve elde edilen farkli DNA pargalarinin birlestirilmesi islemlerini
kapsayan bir teknolojidir. Rekombinant DNA ise; bu islem sonucu iiretilmis olan yeni DNA
molekiiliine verilen isimdir ve kisaca rDNA olarak yazilir. Bu teknoloji, uygun vektor
araciligiyla istenen bir gen sekansina sahip olan ¢esitli kaynaklardan DNA fragmanlarinin

eklenmesini igerir (Lodish H, 2000). Bu teknoloji, 1970’lerin basinda baslamis olup, molekiiler


https://tr.wikipedia.org/wiki/T%C3%BCr
https://tr.wikipedia.org/wiki/DNA
https://tr.wikipedia.org/wiki/Genetik_m%C3%BChendisli%C4%9Fi
https://tr.wikipedia.org/wiki/Genetik_m%C3%BChendisli%C4%9Fi
https://tr.wikipedia.org/wiki/DNA

biyoloji ve genetik mithendisligindeki gelismeler, insan hastaliklarinin biyomolekiiler kokenini
anlama becerisinde muazzam ilerlemeye yol agmistir. 1980 y1li Nobel Kimya Odiilii sahibi Paul
Berg, ilk olarak 1972°de rDNA’y1 elde etmeyi basarmistir (Pavlou & Reichert, 2004). rDNA
teknolojisi araciligiyla uygun konakgida iiretilen proteinlere ‘rekombinant (heterolog)’ protein
ad1 verilmektedir. Rekombinant protein iiretimi i¢in farkli konakgilar kullanilmaktadir. Bu
amag¢ dogrultusunda, bakteri, maya, bdcek hiicreleri, memeli hiicreleri ve bitki ekspresyon

sistemleri siklikla kullanilir (Assenberg et al., 2013).

E. coli konak¢1 sistemindeki rekombinant proteinlerin ekspresyonu, birgok nedenden
dolayr siklikla tercih edilen segenek olarak kalir: ucuzdur, kiiltiire edilme stireleri kisadir,
yiiksek biyokiitle ve yliksek protein verimleri elde etme yetenegi sunar. Kapsamli bir sekilde
incelendiginde, ¢ok sayida biyokimyasal ve fizyolojik bilgi mevcuttur. Ancak E. coli, post-
translasyonel modifikasyonlar i¢in sinirli kapasiteye sahiptir, ¢ozlinlir protein {iretmede
zorluklar, katlanmis protein iiretimi, inkliizyon cisimcigi olusturma gibi dezavantajlara sahiptir
(Brondyk, 2009). Ayrica E. coli genetik olarak ¢esitli araglarla manipiilasyona yatkin degildir
(Assenberg et al., 2013)

Mayalar, rekombinant proteinleri ifade etmek i¢in geleneksel, gii¢lii konakgilardir ve
simdiye kadar ¢ok sayida proteini ifade etmek i¢in basariyla kullanilmistir. Maya hiicrelerinin,
kisa iki katina ¢ikma siiresi ve kolayca manipiile edilen bir genomu, gelismis protein katlama
ve ¢ogu posttranslasyonel modifikasyonlari igeren 6zellikleri vardir. Rekombinant protein
ekspresyonu i¢in rutin olarak kullanilan ilk maya, Saccharomyces cerevisiae’dir. Ancak son 15
yilda Pichia pastoris, tipik olarak S. Cerevisiae’den daha yiiksek seviyelerde rekombinant
protein ekspresyonuna izin verdigi i¢in tercih edilen maya ekspresyon sistemi haline gelmistir.
Bunun yani1 sira P. pastoris ekspresyon sisteminde, promotor indiiksiyonu amaciyla kullanilan
metanol nedeniyle biiyiik 6lgekli biyolojik iiretim icin gerekli bazi giivenlik 6nlemlerinin
alinmasi gerekliligi ve memeli hiicrelerinden farklit N-bagh glikan yapilarinin ifade edilen

proteine eklenmesi yoniinden dezavantajli oldugu s6ylenebilir (Brondyk, 2009).

Bakuloviriis aracili bocek ekspresyon vektor sistemide (BEVS) rekombinant protein
tiretimi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Hitchman et al., 2009). Protein tiretimi i¢in biiyiik
yarar saglasa da, bakuloviriis teknolojisinin birtakim smirlamalar1 vardir. Ornegin, litik
enfeksiyon siireci, protein kalitesini etkileyebilecek konak¢1 ve viral proteazlarin salinmasina
neden olur. Ayrica, bazi viral proteinler (6rn. v-katepsin ve v-kitinaz) sekretuar yolu
engelleyebilir ve tekrarlanan viriis amplifikasyon turlari, protein veriminde es zamanl azalma

ile birlikte yanlig katlanmis protein iiretme egilimindedir (Assenberg et al., 2013).



Bitki hiicreleri, hayvan hiicreleriyle bazi yapisal ve islevsel benzerlikler paylasir.
Ozellikle, baz1 glikoproteinler, biyoaktif peptidler ve ilaglar gibi karmasik translasyon sonrasi
modifikasyonlar gerektiren heterolog proteinleri ifade etmek icin optimal bir sistem
olustururlar. Literatiirde bulunan diger ifade sistemlerinin aksine, bitki ekspresyon sistemleri
genis kullanim alanina sahiptir. Bitki hiicreleri ile eksprese edilen heterolog proteinler, gen
ekspresyonunda yer alan dokuya spesifik diizenleyici sekanslarin kontrol edilmesiyle bitkinin
farkli organlarmna lokalize edilebilir. Ote yandan, ilgilenen bazi proteinler, uyarilabilir
bilesenlerin ve gelisime 6zgii diizenleyici dizilerin manipiile edilmesi yoluyla belirli biiyiime
asamalarinda ifade edilebilir. Ayrica salgi sinyal dizileri kullanilarak ifade edilen protein bitki
govdesinden salgilanabilir. Protein sentezleme fabrikalar1 olarak modifiye edilen bitkiler
tarlada yetistirilebilir ve fermentdrlerde yetistirilmesi gereken herhangi bir organizmaya kiyasla
¢ok ucuz tretim ortamina sahiptir. Bitki ekspresyon sistemi ile biiyiik 6l¢ekli tiretim diger
ekspresyon sistemlerine gore ¢ok daha kolaydir. Son olarak, bitki tohumlarinda proteinlerin
ekspresyonu, proteinlerin son derece stabil oldugu, kolayca depolandigi ve genellikle kolayca
ekstrakte edildigi ve saflastirildigi bir Gretim birimi (tohum) ile sonuglanir. Transgenik
tekniklerle veya kimerik tiitiin mozaik virtisii gibi viriislerle gen aktarimi1 yapilip bazi heterolog
proteinler, raportor genler, hayvan veya insan antikorlari, patojenik mikroorganizmalarin
antijenleri, farmasotikler, 6zellikle immiinojenik proteinler dahil olmak tizere bir¢ok protein bu
sistemde basariyla ifade edilmektedir. Bitkilerin, as1 tiretim sistemi olarak gelistirilmesi i¢in
tizerinde ¢alismalar yapilmaktadir. Bitki ekspresyon sistemi tarafindan ifade edilen antijenler,
sindirim sisteminde daha stabildir ve tercih edilen immiinolojik yanitlart (6zellikle mukozal
immiin yanit1) ortaya ¢ikarmaktadir. Bu sistemin, diisiik transformasyon ve ekspresyon
verimlilikleri, bitki rejenerasyon sistemlerinin kurulmasindaki zorluklar, hayvandan tiiretilmis
hiicre ekspresyon sistemlerinden farkli bir glikosilasyon modeli ve giivenligi konusundaki
endiseler gibi bazi dezavantajlar1 da vardir. Bitki ekspresyon sisteminde ifade edilen proteinler
belirli biyolojik aktivite gdstermistir. Transgenik bitkilerin muazzam ticari potansiyeli géz ard1
edilemez ve bazi bitki ekspresyon sistemleri, ¢iftlik hayvanlari ve insan hastaliklarinin
Onlenmesi i¢in ignesiz asilar olarak model hayvanlar tizerinde gelistirilmektedir (Yin et al.,
2007).

Memeli Ekspresyon Sistemleri

Memeli ekspresyon sistemleri, geleneksel olarak, rekombinant proteinleri eksprese
etmek i¢in en az verimli arag olarak kabul edilmistir. Bununla birlikte, son gelismeler memeli
hiicre hatlarinda ekspresyon seviyelerini dnemli dl¢iide gelistirmistir. Ornegin, stabil sekilde

transfekte edilmis Cin hamsteri yumurtalik (CHO) hiicrelerinin, litre basina birka¢ gramlik bir



seviyeye kadar rekombinant antikorlar1 ifade ettigi bildirilmistir (Brondyk, 2009). CHO ve
murin miyelom hiicre ekspresyon sistemleri, protein ekspresyonu igin tercih edilen memeli

ekspresyon sistemleri olarak kabul géormektedir (Heffner et al., 2018).

Memeli ekspresyon vektorleri, yiiksek seviyelerde transkripsiyon i¢in ortak olarak
saglam bir promotor bolge tasir. En yaygin olani, sitomegaloviriis (CMV) ve SV40 giiglii viral
promotorler (Dalton & Barton, 2014) olsa da hem rekombinant biyofarmasoétik tiretimi igin
kullanilan ekspresyon sistemlerinde hem de yonlendirilmis metabolik mithendislik yaklagimlari
igin gesitli yeni promotor sistemleri gelistirilmekte ve degerlendirilmektedir (Andersen, 2004).
Ornegin, son zamanlarda hem tetrasiklin hem de streptogramin bazli gen diizenleme
sistemlerinin CHO ve diger memeli hiicre kiiltiirlerinde diizenlenebilir ekspresyon i¢in oldukca
faydali oldugu gosterilmistir (Fussenegger et al., 2000) (Fux et al., 2021). Dolayisiyla, vektor
yapisinin iyilestirilmesi, segici (selektif) markir se¢imi, gen hedefleme ve yiliksek verimli
tarama stratejilerindeki gelismeler, yiliksek spesifiklikte iiretkenlige sahip rekombinant hiicre
hatlarinin kurulmasini nispeten yaygin hale getirmis ve hiicre hatt1 gelisimi i¢in gereken zamani

azaltmistir (Andersen, 2004).

Memeli ekspresyon sistemleri, esas olarak hiicre igi (intraselliiler) rekombinant protein
tiretimi yerine hiicre dis1 (intraselliiler) protein tiretimi i¢in kullanilir. Serumsuz ortam, kiiltiir
ortamina salgilanan rekombinant proteinlerin saflastirilmasini basitlestiren hem CHO hem de
HEK?293 hiicre hatlar1 i¢in gelistirilmistir. Bununla birlikte, besi ortaminin maliyeti olduk¢a
yiiksektir ve bu durum, biiyiik 6lgekli biyo-iiretimi oldukga maliyetli hale getirir (Brondyk,
2009).

Memeli ekspresyon sistemlerinde ifade edilen proteinler, diger ekspresyon sistemlerine
gore, daha islevsel olarak katlanir ve katlanma esnasinda disiilfiir baglar1 olusturur. Memeli
hiicreleri tarafindan olusturulan N-bagh ve O-bagl glikan yapilar1 son derece ¢esitlidir ve bu
yapilar sadece proteine degil, ayn1 zamanda ekspresyon konakgis1 olarak kullanilan memeli
hiicre tipine de baglidir (Jenkins et al., 1996). Ayrica, besin igerigi, pH’s1, sicaklik, oksijen
seviyeleri ve amonyak konsantrasyonu gibi hiicre kiiltiirii ortam1 glikozilasyon profilini 6nemli
olgiide etkileyebilir (Butler, 2006). Yapilan calismalar, uygun glikoziltransferazlarin asiri
ekspresyonu ile rekombinant bir protein iizerindeki oligosakkarit yapilarin spesifik
manipiilasyonunun, glikan Kalitesini arttirabildigini gdstermistir. lyilestirmeler ya dogal
yapilarin homojenligini arttirarak ya da glikan kalitesini ve islevini 6zellestirmek i¢in konakgi
hiicrede olmayan kalintilar1 dahil ederek yapilir. Ornegin, CHO hiicrelerinde bir

galaktoziltransferaz ve bir sialiltransferazin asirt ekspresyonu, hiicrelerde ifade edilen



rekombinant terapétik proteinlerin galaktoz ve siyalik asit igeriginde bir artisa yol agmaktadir

(Weikert et al., 1999).

Transfeksiyon Yontemleri

Transfeksiyon, genetik olarak modifiye edilmis hiicreler iiretmek i¢in hiicrelere yabanci
niikleik asitleri sokan bir prosediirdiir. Transfeksiyon yontemi, gen fonksiyonu, regiilasyon ve
protein fonksiyonunun incelenmesi i¢in giiglii bir analitik aractir. Bu yontem, hassas bir sekilde
kullanilarak hiicrelerin belirli hiicre i¢i bolgelerine niikleik asitlerin iletilmesini miimkiin

kilmak i¢in gelistirilmistir (Kim & Eberwine, 2010).

Bu yontemle hiicrelere transfer edilen genetik materyaller (DNA ve RNA) dogalarina
bagli olarak hiicrelerde stabil (kararli) veya gegici olarak bulunmaktadir (Recillas-Targa, 2006).
Kararl transfeksiyon yonteminde, genellikle bir isaretleyici gen se¢imine (transgenler) sahip
olan genetik materyaller, konak¢1 genomuna entegre edilir ve konak¢1 hiicreler ¢ogaldiktan
sonra bile transgen ekspresyonunu siirdiiriir. Kararli bir sekilde transfekte edilmis genlerin
aksine, gecici olarak transfekte edilmis genler, yalnizca belirli bir siire boyunca ifade edilir ve
genoma entegre edilmez. Gegici olarak transfekte edilmis genetik materyaller ¢cevresel faktorler
ve hiicre boliinmesi nedeniyle kaybedilebilir. Bu nedenle kararli veya gecici transfeksiyon

se¢cimi deneyin amacina baglidir (Kim & Eberwine, 2010).

Bugiline kadar gelistirilen pek cok transfeksiyon yontemi vardir. Transfeksiyon
yonteminde, hiicre yapisi ve transfeksiyon amaci géz 6niinde bulundurularak farkli yaklagimlar
kullanir. Etkin transfeksiyon yontemi, transfeksiyon etkinligi yiiksek, hiicre toksisitesi diisiik,
hiicre fizyoloji lizerinde en az etkiye sahip olmali, ayni zamanda kolay kullanimi ve
tekrarlanabilir olmalidir. Transfeksiyon yontemleri kimyasal, biyolojik ve fiziksel yontemler
olarak siniflandirilmaktadir (Kim & Eberwine, 2010).

Kimyasal yontemler

Kimyasal transfeksiyon yontemleri, modern calismalarda siklikla tercih edilen
yontemlerdir. Memeli hiicrelerine yabanci genleri yerlestirmek i¢in kullanilan ilk yontemdir.
Bu yontemde yaygin olarak kullanilan transfeksiyon ajanlari; katyonik polimer, kalsiyum
fosfat, katyonik lipid ve katyonik amino asitlerdir. Bu transfeksiyon ajanlarindan en eski
kullanilan1 katyonik polimerlerdir. En popiiler transfeksiyon ajani ise katyonik lipidlerdir

(Washbourne & McAllister, 2002).

Kimyasal yoOntemlerin transfeksiyon etkinligini belirleyen faktorler; niikleik
asit/kimyasal orani, pH ve hiicrenin zar yapisidir. Kimyasal yontem ile viriis aracili yontemler

karsilastirildiginda 6zellikle in vivo disiik transfeksiyon verimliligi ile sonuglanir. Diger
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yandan, kimyasal yontemler daha diisiik sitotoksisiteye sahiptir, mutageneze neden olmaz,
ekstra tagtyict DNA’ya gerek yoktur ve paketlenecek niikleik asit i¢in boyut sinirlamasi yoktur.
Kimyasal transfeksiyon verimliligi hiicrenin yapisina bagli olarak degismektedir (Kim &

Eberwine, 2010).

DEAE (diethylaminoethyl) -dekstran transfeksiyonu, RNA veya DNA’yr memeli
hiicrelerine aktarmak icin gelistirilmis en eski, viral olmayan kimyasal yontemlerden biridir.
Bu yontem, genellikle sadece gegici ekspresyon ¢alismalari i¢in kullanilir, uzun vadeli stabil
transfeksiyonlarin bu reaktif kullanildiginda daha az basarili oldugu gériilmiistiir (Schenborn &
Goiffon, 2000).

Biyolojik yontemler

Klinik ¢alismalarda en yaygin kullanilan yontem, viriis aracili transfeksiyondur. Bu
yontem ‘transdiiksiyon’ olarak da adlandirilabilmektedir. Viriis aracili transfeksiyon oldukga
etkilidir. Ornegin retrovirus smifindan olan miirin 16semi viriisii (MLV), insan hiicrelerine
stirdiirtilebilir transgen ekspresyonu olusturmak i¢in kullanilan bir viral vektordiir (Hacein-Bey-
Abina, 2002). Adeno-iligkili viriise (AAV) dayali gen transfer vektorleri ise hayvan
modellerinde uzun vadeli etkinlik elde etme yeteneklerine dayali olarak insan gen terapisi igin

umut vadetmektedir (Carter, 2005).

Viriis aracili transfeksiyonun baslica dezavantajlari, immiinojenitesi ve sitotoksisitedir.
Bir viral vektoriin genoma entegrasyonu, inflamatuar ve genoma entegrasyonu sirasinda
mutageneze neden olabilir ¢linkii viral vektorler, konak¢1 genomuna rastgele entegre olur ve bu
entegrasyon, tiimor baskilayict genleri bozabilir, onkojenleri aktive edebilir veya temel genleri
kesintiye ugratabilir (Woods et al., 2003). Bu yontemin diger bir dezavantaji ise bir viriis
paketinin, sinirlt boyutlarda niikleik asit tagimasidir. Dolayisiyla, viriis aracili gen aktariminin
yiiksek transfeksiyon etkinligi ve kullaniminin kolay olmasina ragmen viral olmayan
transfeksiyon yontemlerinin gelistirilmesi i¢in ¢ok ¢aba sarf edilmistir (Kim & Eberwine,
2010).

Fiziksel yontemler

Gen aktariminda kullanilan fiziksel yontemler, en yeni yontemlerdir. Bu yontemlerin
DNA’y1 hiicrelere dogrudan transfer etme ve transgenin hizli ekspresyonunu saglama
potansiyelleri gosterilmistir. Niikleik asitleri hiicrelere iletmek igin ¢esitli fiziksel araglar
kullanir. Bu yontemler arasinda mikro enjeksiyon, biyolistik parcacik iletimi (gen tabancast),

elektroporasyon ve lazer bazli transfeksiyon yer alir (Mehier-Humbert & Guy, 2005).



Mikro enjeksiyon yontemi, niikleik asidi dogrudan sitoplazma veya ¢ekirdege enjekte
eder. Bu yontemle, gen aktarimi beceri gerektirir, dogru gerceklestirilemeyen aktarim

genellikle hiicre 6liimii ile sonuglanir (Kim & Eberwine, 2010).

Biyolistik pargacik iletimi yonteminde, niikleik asitlerle birlesen altin parcaciklari
kullanilmaktadir. Niikleik asit/partikiil kompleksleri hedef hiicrelere yiiksek hizlarda atis
yapilarak gonderilir. Bu yontem oldukc¢a kolay ve giivenilirdir. Fakat pahali malzemeler
gerektirir ve numunelerde fiziksel olarak hasara neden olabilir (Kim & Eberwine, 2010).

Elektroporasyon, en yaygin kullanilan fiziksel yontemdir. Kesin mekanizmasi
bilinmemekle birlikte kisa siireli bir elektrik akimi ile hiicre zarinda niikleik asitlerin
gecebilecegi porlar agtigi varsayilmaktadir. Elektroporasyon kolay ve hizli oldugundan,
optimum elektroporasyon kosullart belirlendikten sonra ¢ok sayida hiicreye kisa siirede

transfeksiyon islemi gergeklestirilebilir (Inoue & Krumlauf, 2001).

Lazer aracili transfeksiyon, (fototransfeksiyon olarak da bilinir), hiicre zarinda kisa
stireli bir por olusturmak i¢in darbeli lazer kullanir. Lazer zarda por olusturdugunda, niikleik
asitler ortam ve sitozol arasindaki ozmotik farklilik nedeniyle hiicreye aktarilir. Bu
transfeksiyon yonteminde, lazer kullandig1 i¢in kiiciik boyutlu hiicrelere uygulanabilir ancak

pahali bir lazer mikroskop sistemi gerektirir (Schneckenburger et al., 2002).

Yukarida bahsedilen fiziksel yontemler haricinde gliniimiizde oldukca popiiler bir

yontem olan manyetofeksiyon ile gen aktarimi gergeklestirilebilmektedir.

Manyetofeksiyon

Nanoteknoloji, maddenin atomik, molekiiler ve supramolekiiler aralikta kontrolii olarak
tanimlanabilir. Nanopartikiil aragtirmasi, benzersiz fiziksel 0Ozelliklerinden kaynaklanan
potansiyel teknolojik Onemi nedeniyle su anda yogun bir bilimsel arastirma alanidir.
Nanopartikiiller, 10-100 nm araliginda bir boyuta sahip partikiil dispersiyonlar1 veya kati
partikiiller olarak tanimlanabilir. Son yillarda biyolojik olarak parcalanabilen polimerik
nanopartikiiller, 6zellikle polietilen glikol (PEG) gibi hidrofilik polimer ile kapl olanlar, uzun
stire sirkiile edebilmeleri nedeniyle potansiyel ila¢ tagima ajani olarak kullanilmaktadir. Gen
terapisinde DNA tasiyicist olarak belirli bir organi hedeflenebilmektedir (Aarti P. Nikam,
2013).

Viral olmayan gen vektorlerinin diisiik verimlilikleri, adenovirallerin reseptére bagimli
konak¢1 yonelimi veya retroviral vektorlerin diisiik titreleri, bunlarin gen terapisindeki

kullanimlarin1 ~ simirlar. Bu  sinirlamalarin - Gstesinden  gelmek igin, gen vektorleri
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siiperparamanyetik nanopartikiiller ve manyetik alan uygulamasiyla hedeflenen gen iletimi

gerceklestirilir (Scherer et al., 2002).

Essiz mezoskopik fiziksel, kimyasal, termal ve mekanik Ozelliklerine dayanan
siiperparamanyetik nanopartikiiller, ¢esitli biyomedikal uygulamalar i¢in yiiksek bir potansiyel
sunar. Bunlar; hiicre etiketleme ve hedefleme, hiicresel terapi, doku onarimi, ila¢ tasinima,
manyetik rezonans goriintiileme (MRI), hipertermi ve manyetofeksiyon gibi uygulamalardir.
Bu uygulamalar i¢in, pargaciklarin yiizeyde yiiksek manyetik doygunluk, biyouyumluluk ve
etkilesimli islevlerin birlesik 6zelliklerine sahip olmasi gerekir. Bu parcaciklarin yiizeyleri,
birka¢ atomik organik polimer, inorganik metal (6rnegin altin) veya oksit yiizey katmanlarinin
olusturulmasiyla degistirilebilir. Cesitli biyoaktif molekiillerin eklenmesiyle daha fazla

islevsellestirme yapilabilmektedir (Gupta & Gupta, 2005).

Demir oksit manyetik nanopartikiillerin (MNP) sentezine yonelik ¢ok sayida arastirma
yapilmistir ve bircok ¢alisma, sekil kontrollii, kararli, biyouyumlu ve tek dagilimli demir oksit
MNP’leri iiretmek i¢in verimli sentez yaklasimlarini tanimlamustir. Birlikte ¢oktiirme, termal
bozunma, hidrotermal sentez, mikroemiilsiyon ve sonokimyasal sentez gibi en yaygin
yontemlerin tiimii, yiiksek kaliteli demir oksit NP’lerin sentezine yonlendirilebilir (Wu et al.,

2008).

Manyetofeksiyon, MNP ile iligkili DNA’nin hedef hiicrelere alinmasini tesvik etmek
icin manyetik alan kullanan ideal ve oldukg¢a verimli bir gen transferi yontemi olarak kabul
edilmektedir (X. Zhao et al., 2017). Bu yontemin, in vitro yiiksek verimli gen taramasi i¢in yeni
bir arag saglar ve in vivo gen tedavisindeki temel sinirlamalarin {istesinden gelmeye yardimci

olabilecegi bildirilmistir (Scherer et al., 2002).

DNA baglama i¢in en basit yaklasim, MNP’lerin yiizeyini katyonik maddeler kaplamak
ve daha sonra bunlar elektrostatik adsorpsiyon yoluyla negatif yiiklii genlerle baglamaktir.
Bircok amino grubundan olusan polietilenimin (PEI), gen iletimi i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Modifiye MNP’ler, gen yiiklemesi i¢in pozitif olarak yiiklenebilir. Ayrica
PEI iyi dagilmis nanopartikiiller olusturarak, siRNA ile basarili bir sekilde baglanabilen bir
cekirdek-kabuk yapisi olusturmak i¢in MNP’lerin yiizeyini dogrudan degistirebilir. PEI’nin
yani sira, poli arginin, poli-L-lisin (PLL) ve kitosanlar gibi diger polikatyonlar, basarili gen
baglanmasi i¢in MNP’ lerin yiizeyini modifiye edilebilir. MNP’lerin bu modifikasyonlari, DNA

baglama 6zelliklerini arttirarak manyetofeksiyonu verimli hale getirmektedir (Bi et al., 2020).

Ikinci yaklasim, MNP’lerin yiizey yiikiiniin etkisi olmadan gen/tastyict kompleksleri
olusturmaktir. Bu yaklasimda, genler genellikle ilk olarak polikatyona baglanir. Daha sonra, zit

yiiklii MNP’ler, elektrostatik adsorpsiyon yoluyla gen/tastyict kompleksleri olusturur. Sirasiyla
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sitrik asit (CA), karboksilmetil-dekstran (CMD), g-aminopropiltrietoksisilan (APTES), betain
ve PEI modifikasyonu ile farkli yiiklii MNP’ ler, karsilastirilabilir gen/tasiyict kompleksleri ve
artmis gen transfeksiyon verimliligini dogruladig: bildirilmistir (Bi et al., 2020).

Bahsi gegen manyetofeksiyon islemi su sekilde gerceklestirilmektedir: Vektorler ve
manyetik nanopartikiiller, manyetofeksiyon isleminde kullanilan tuz ile kolloid agregasyon
olusturmaktadir. Manyetofeksiyon isleminde kullanilan MNP’ler polikatyonlar ile
kaplanmaktadir. Manyetik nanopartikiiller genellikle dalli yapiya sahip polietilen imin (PEI) ile
kaplanmaktadir. Bu tiir parcaciklar, tuz igeren tamponda ¢iplak DNA, lipopleksler veya
poliplekslerle (PEI-DNA gibi) karistirilirsa, bu bilesiklere baglanir veya birlikte toplanir. MNP,
DNA ve PEI'nin olusturdugu komplekslerin (manyetofektin) uygulandig: hiicreler, partikiilleri
hiicrelere dogru ¢eken bir manyetik alanin etkisi altinda manyetofektin ile inkiibe edilir.
Manyetofeksiyon islemi sonucunda, esasen tiim hiicrelerin vektorlerle temasa gegcmesi ve

hiicrelerin gogunun hizla transfekte olmasi1 beklenmektedir (Mykhaylyk et al., 2007).

Bu tez calismasinin amaci; Pseudomonas aeruginosa’da dogal olarak ifade edilen
azurin proteini kodlayan genin kodon optimizasyonunu yaparak memeli ekspresyon vektorii
olan pCMV-GFP’ye yerlestirmek ve rekombinant DNA’nin (pCMV-Azu-GFP) MCF-10A
hiicrelerine manyetofeksiyonu yapilarak azurin proteininin ifade edilmesini saglamaktir. Bu

dogrultuda;

I.  Memeli ekspresyon vektorii olan pPCMV-GFP’ye azurin genini yerlestirilmesi,
ii.  Gen aktarim araci olarak kullanilan manyetik nanopartikiillerin sentezlenmesi
ve karakterizasyonu,
iii.  Rekombinant DNA’nin manyetik nanopartikiillere baglanmasi ve MCF-10A
hiicrelerine manyetofeksiyonu,
iv.  Rekombinant DNA’y1 alan MCF-10A hiicrelerinin konfokal mikroskopta
gorlintiilenmesi ve Western blot analizi ile azurin proteininin {iretildiginin

dogrulanmasi1 hedeflenmektedir.
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KURAMSAL TEMELLER

Yang et al., (2009) yaptiklar1 ¢aligmada, hidrofilik bir omurgaya ve nanopartikiillerin
yiizeyine baglanmay1 kolaylastiran yan zincirlere sahip biyouyumlu ve suda ¢ézliniir bir poli
(amino asit) tiirevi kullanilarak hidrofobik FesOs MNP’lerini kaplamiglardir. Bu kaplama
yontemiyle, hidrofobik MNP’lerin organik goziiciilerden sulu faza aktarilmasi i¢in yeni bir
yontem ortaya c¢ikarmiglardir. Biyouyumlu poli (amino asit) kapli FesOs MNP’ler sulu
cozeltilerde 30 nm’den kiigiik, son derece stabil ve birkag¢ liyofilizasyondan sonra bile
stabilitelerini korudugu belirlemislerdir. Poli (amino asit) kapli MNP’ler, sitotoksisite,
doygunluk manyetizasyonu ve yiiksek T2 gevseme katsayilar1 (12 degerleri) gdstermemistir.
Poli (amino asit) kapli FesOs MNP’ler, manyetik rezonans goriintiileme (MRI) gibi biyolojik

uygulamalarda gii¢lii potansiyel oldugunu belirtmislerdir.

Xu et al., (2009) yaptiklar1 ¢alismada, benzil eter ve oleylamin i¢inde Fe(acac)s’iin
indirgeyici ayrigsmasi yoluyla monodispers Fe3O4 MNP leri sentezlemek i¢in kolay bir yontem
sunmuglardir. Sentezde, oleyilamin hem bir indirgeme ajan1 hem de bir stabilizator gorevi
gostermistir. Partikiil boyutunu, oleyilamin ve benzil eterin hacim oranlarin1 degistirerek
kontrol etmislerdir. Katalitik 6zellikleri, basit yiizey kimyalar1 ve siiperparamanyetizmalari ile
bu MNP’ler, manyetik parcacik tabanli tibbi goriintiileme ve terap6tik uygulamalar igin bityiik
potansiyele sahip oldugunu belirtmislerdir.

Quet al., (2011) yaptiklari calismada, yiizeyi islevsellestirilmis, suda dagilabilen demir
oksit MNP’ler hazirlamak igin basit bir strateji gelistirmiglerdir. Aminler, karboksilikler ve
tiyoller gibi istenen fonksiyonel gruplara sahip olan kii¢lik organik molekiiller, ylizey
modifikasyon maddeleri olarak segilip sentezin sonunda reaksiyon ortamina enjekte
edilmektedir. Cesitli islevsel, ligand kabugunu olusturmak i¢in basit¢e yiizey modifikasyonu
ligandinm1 degistirerek minimum diizeyde ¢oziicii ve kimyasal kaynak tliketimi ile MNP’lerin
ylizeyine etkili bir sekilde dahil edilmektedir. Ortaya ¢ikan nanokristaller yari kiiresel oldugunu
belirlemislerdir. Enerji dagitict X-151m1 analizi ve Fourier doniisiimii kiziltesi spektroskopi
calismalari ile demir oksit MNP lerinin islevsel ve basarili yiizey modifikasyonu yapildigini
belirlemislerdir. Kolloidal kararliliklari, dinamik 151k sagilimi ve zeta potansiyeli dl¢iimleriyle
karakterize etmislerdir. Elde ettikleri sonuglarda islevsellestirilmis MNP’lerin ¢ok kararl

oldugunu ve ¢ogunlukla tampon ¢6zeltilerde monodispers olarak dagildigini belirlemislerdir.

Ding et al., (2012) yaptiklari ¢calismada, FesO4@SiO2 ¢ekirdek/kabuk MNP elde etmek

icin Fe3Os MNP’leri ters mikroemiilsiyon yontemiyle sentezlemislerdir. Cekirdeksiz silika
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partikiillerinin olusumunu engellemek i¢in, ya TEOS igerigini esit olarak damlalar yoluyla ya
da azaltilmig TEOS ile amonyag: arttirarak elde edilebilecegini gdstermislerdir. Sonuglar,
kontrollii kabuk kalinligina sahip tek tip FesO4@SiO2 ¢ekirdek/kabuk MNP lerini sentezlemek
icin bir strateji saglamakla beraber, diger ¢ekirdek/kabuk MNP’lerin hazirlanmasinda da

uygulanabilecek bir yontem oldugunu bildirmislerdir.

Solak et al., (2021) yaptiklar1 ¢alismada, toksik olmayan, biyouyumlu ve
mezogdzenekli bir yapiya sahip manyetik mezogdzenekli silika nanopartikiillere (Fe3Os@
mSiO2 MNP) dayali bir ilag tasiyici sistem hazirlamiglardir. FesOs@mSiO2 MNP’lerinin, hem
suda ¢ozlintirliiklerini hem de kanser hiicreleri i¢in dzgiinliiklerini artirmak amaciyla folik asit
bagl polietilenimin (PEI-FA) ile modifiye etmislerdir. Kanser segici DSF tasiyici sistemi
(MMDPF)’ni dinamik 151k sagilimi (DLS), transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ve
Brunauer Emmett Teller (BET) analizi ile karakterize etmislerdir. MMDPF’nin ilag yiikkleme
kapasitesi yliksek performansli sivi kromatografi (HPLC) ile % 4.35 olarak Ol¢iilmiis ve
MMDPF’nin en iyi ilag salim kinetigi 37 °C ve endozomdaki pH olan pH 6.0°da oldugunu
gostermiglerdir. MMDPF’nin MCF-7 hiicreleri tarafindan daha fazla alindigt ve MCF-7
hiicreleri {lizerindeki toksisitesinin tiimorijenik olmayan (MCF-10A) hiicrelerden ¢ok daha

yiiksek oldugunu gostermislerdir.

Zuvin et al., (2019) yaptiklari ¢alismada, gelismis bir manyetofeksiyon elde etmek igin
bir doner tabla lizerinde dort nadir toprak miknatisindan olusan yeni bir manyetik alan sistemi
tasarlamis ve iiretmislerdir. Isaretleyici protein olarak yesil floresan protein kodlayan DNAyi,
polietilen imin kapli siiper paramanyetik demir oksit nanopartikiillerine (SPION)
baglamiglardir. Manyetofeksiyonu, MCF-7 hiicreleri tizerinde test etmislerdir. Sistem, standart
polietilen imin transfeksiyon protokoliiniin transfeksiyon siiresini (1 saate kadar) diistirdiigiinii
belirlemislerdir. Sonug olarak, sistemin gen transferi igin etkin bir sekilde kullanilabilecegini

gostermislerdir.

Zhao et al., (2017) yaptiklari ¢alismada, rejenerasyon olmaksizin dogrudan transgenik
tohumlar tiretmek i¢in yeni bir transformasyon yontemi ile polen manyetofeksiyonunu
gerceklestirmislerdir. Kullandiklar1 bu sistemde, manyetik nanopartikiillere yiiklenen eksojen
DNA’y1, bir manyetik alan varliginda polene iletmislerdir. Manyetofeksiyon ile gen aktarilan
polenlerden, tozlasma yoluyla, transforme tohumlari basariyla elde etmistirler. Eksojen
DNA’nin, genoma basaril1 bir sekilde entegre edildigini, etkili bir sekilde ifade edildigini ve
tohumlarda kararli bir sekilde ifade edildigini birdirmistirler. Olusturulan sistem ile basit, hizli
ve ¢oklu gen doniisiimii saglayabilecek bir yontem gelistirmistirler. Manyetofeksiyon yapilan

polenler ile yeni transgenik mahsullerin elde edilebilecegini bildirmislerdir.
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Xie et al., (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, farkli doyma manyetizasyon degerlerine
sahip iki negatif yiiklii manyetik nanopartikiil (MNP) hazirlanmis ve polietilenimin-DNA (PD)
kompleksleri olusturmuslardir. Olusan manyetik komplekslerin, diisiik agregasyon ve sinirli
boyut dagilimi gosterdigini belirlemislerdir. PD kompleksleri ile karsilastirildiginda, manyetik
komplekslerin daha diisiik sitotoksisite ve serumlu veya serumsuz daha yiiksek gen
transfeksiyonu gosterdigini bildirmislerdir. Daha hizli ve daha yiliksek hiicresel alimin
gerceklestigi manyetik komplekslerin, yiiksek manyetofeksiyon verimliligini sagladigini
bildirmislerdir. Hayvan deneyi, timor gen terapisi i¢in daha da gelistirilebilecek, in vivo olarak

diisiik topaklanma ile manyetik komplekslerin yiiksek verimliligini dogrulamislardir.

Zhang et al., (2012) yaptiklari ¢alismada, birincil kanserlerin biiyiimesini engellemek
icin tiimori hedefleyen antitiimor protein azurin ile E. coli Nissle 1917°yi birlestirmiglerdir. Bu
calisma, bakteriyolitik kanser tedavisi i¢in yeni bir model olusturmustur. Daha da 6nemlisi, E.
coli Nissle 1917 bir probiyotiktir ve ilaglarda ve saglik bakim iriinlerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu nedenle, E. coli Nissle 1917’nin, kanser tedavisi igin ¢esitli ilaglarin bir

tastyicisi olarak igslev gérmek iizere genetik olarak tasarlanabilecegini bildirmistirler.

Ghasemi-Dehkordi et al., (2020) yaptiklari ¢alismada, pBudCE4.1-azurin-MAM-A
rekombinant vektoriin, hiicre dongiisii genlerini kontrol ederek ve proapoptotik genlerin (BAK,
FAS ve BAX) Cyclin-D1 up-regiilasyonu yoluyla MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin
biiylimesini ve ¢ogalmasini onledigi bildirilmistir. Hayvan modellerinde pBudCE4.1-azurin-
MAM-A rekombinant vektoriin bagisiklik sisteminin uyarilmasi ve bagisiklama iizerindeki
etkilerinin daha sonraki ¢aligmalarda izlendigini ileri stirmiislerdir. Bu bulgular, 6ngoriilebilir
gelecekte meme kanseri hiicrelerinin genislemesini ve bu malignitenin tedavisi i¢in terapotik

yaklasimlar i¢in umut vaat ettigi bildirmislerdir.

Unver et al., (2020) tarafindan yapilan c¢alismada, Pichia pastoris ekspresyon
sisteminde siklikla kullanilan alkol oksidaz promotoriiniin kontrolii altinda antikanser ajan1 olan
azurin proteininin tiretimi gerceklestirilmistir. Pseudomonas aeruginosa genomik DNA’sindan
amplifiye edilen ve pPICZaA’ya eklenen azurin geni, Escherichia coli hiicrelerinde
klonlanmistir. Daha sonra lineer hale getirilen rekombinant vektor, P. pastoris X-33 hiicrelerine
aktarilmistir. Cok kopyali transformantlarin se¢imi i¢in antibiyotik direng testi ve koloni PCR
gerceklestirilmis olup 48 saatlik inkiibasyonun ardindan segilen transformantlarin protein
ekspresyon kapasiteleri karsilastirilmistir. Western blot analizi ile hepsinde hem hiicre disi hem
de hiicre i¢i protein ekspresyonlar1 gézlenmistir. Birinci klona ait olan hem hiicre i¢i hem de
hiicre dis1 proteinin goreceli ekspresyon seviyeleri digerlerinden daha yiiksek oldugu

belirlenmistir. Ote yandan 4. klonun en yiiksek protein salgilama kabiliyetine sahip oldugu
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gorilmiistiir. Rekombinant klonlar tarafindan iiretilen hiicre dis1 azurin proteininin molekiiler

kiitlesinin yaklasik 20 kDa oldugu belirlenmistir.

Lee et al., (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, pCMV-GFP-EPI plazmidi orfoz kasima
elektroporez yontemi ile taransfekte etmislerdir ve bunun Vibrio vulnificus ile enfeksiyonu
tizerindeki etkisi incelenmislerdir. Epi’nin asir1 ekspresyonu, enfeksiyondan 24 ve 48 saat sonra
bakteriyel sayilar1 verimli bir sekilde azalttigi, kas ve karacigerde immiin ile iligkili genlerin
ekspresyonunu artirarak pro-inflamatuar infiltrasyonla iligkili orta diizeyde dogal immiin yanit
olusturdugunu belirlemislerdir. Ayrica, V. vulnificus enfeksiyonu olmadan pCMV-GFP-EPI
plazmidinin elektroporasyonu, 6zellikle dogustan gelen bagisiklik genleri olmak {izere bazi
bagisiklik ile ilgili genlerin orta derecede ekspresyonunu indiikledigini bildirmislerdir. Bu
veriler, epi’nin orfoz kasina elektroporasyon aracili gen transferinin, deniz baliklarinda patojen

enfeksiyonu i¢in antimikrobiyal terapi olarak potansiyel yontem olabilecegini géstermislerdir.

Das et al., (2014) yaptiklari ¢aligmada, iki enjeksiyon bolgesi kullanarak pCMV-GFP
plazmitini kornea stromasina basariyla transfekte etmislerdir. Belirgin GFP ekspresyonu 15
giinde tespit etmisler ve hafif ekspresyonu 21 giine kadar tespit edebilmislerdir. Bu ¢alismada,
GFP geninin ekspresyonu 6 giinde maksimum seviyeye ulasmis ve 2,5 pg plazmit igeren 5 pl
kornea enjeksiyonu ¢ozeltisiyle 15. giine kadar devam etmistir. GFP ekspresyonunun daha uzun
stiresi (yaklasik 10 giin plazmit ekspresyonunun yar1 dmrii), korneanin iki bolgesine enjeksiyon
yoluyla plazmit DNA iletiminin artmis bir miktar1 (toplam 4 ug) ile iliskilendirmislerdir.
Calismada, yarali fare korneal hiicrelerinin pCMV-GFP plazmiti ile basariyla transfekte
edildigini gostermiglerdir. Bu bulgular, viral olmayan gen terapétik yaklagiminin, kornea
fibrozunu tedavi etme ve nihayetinde yara izini azaltma potansiyeline sahip oldugunu

gostermiglerdir.

Salem, (2020) yaptiklar1 ¢aligmada, viral promotorlerin konak¢i olmayan hiicrelerde
nasil ¢alistigini ve memeli hiicrelerinin bir eksojen diizenleyici diziye kars1 nasil davrandigini
anlamak i¢in kullanilabilecek bir platform olusturmuslardir. Bu sonuglar dogrultusunda, bocek
ve memeli hiicre hatlarindaki ytliksek ekspresyon seviyesi nedeniyle gelismis bir mekik vektorii
olarak pCMV/tIE2-261’1 &nermislerdir. Son olarak, farkli OpIE2 promotér uzunluklar ile
iligkili kademeli inhibisyon i¢in daha diisiik bir ekspresyon gerektiginde CMV promotoriiniin
downstream yoniinde daha uzun bir OpIE2 fragmani ve daha yiiksek oldugunda daha kisa bir
fragman kullanarak, memeli hiicrelerinde CMV promotdoriiniin  ekspresyon seviyesini

uyarlamaya yardimci olabildigini bildirmislerdir.

Silva et al., (2020) yaptiklari ¢alismada, mezankimal kok hiicreyi (MSC) iki farkli doku

kaynagindan (BM ve UCM), bir antitiimoral bakteri proteininin insan kodonu optimize edilmis
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bir versiyonunu eksprese etmek ve salgilayarak hiicre disina salgilamak i¢in tasarlamiglardir.
Hazu-MSC’den alinan CM’yi test ederken, hiicre ¢ogalmasinda, go¢iinde ve meme (MCF-7)
ve akciger (A549) kanser hiicre hatlariin yayiliminda bir azalma oldugunu bildirmislerdir. Ek
olarak, her iki hiicre hatt1 i¢in hiicre Sliimiinde bir artis oldugunu gozlemlemislerdir. Sonug
olarak, burada sunulan sonuglar, MSC’nin dogal tiimor hedefleme Ozelliklerini ve azurinin
genis antikanser aktivitesini kullanarak, kanser i¢in hiicre temelli tedavilere katkida bulundugu

bildirmislerdir.
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MATERYAL VE METOT

Kullanilan Cihazlar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar Tablo 2°de verildi.

Tablo 2. Kullanilan Cihazlarin Adlar1 ve Markasi

Cihaz Ad1

Marka

Calkalayici inkiibator
Gradiyent PCR cihazi
Hassas terazi

Istticilt manyetik karistirict
Inkiibator

Mikroplate okuyucu
Mikroskop

Lazer taramal1 konfokal mikroskop

Otoklav

PCR cihazi

pH metre

Saf su cihazi

Santrifiij

SDS-PAGE sistemi
Sogutmali sirkiilatorlii su banyosu
Steril kabin

Su banyosu

UV goriintiileme cihazi
UV spektrofotometre
Vorteks

- 80 °C dondurucu

IKA KS 3000i ve JSR
SensoQuest
Shimadzu-ATX224
Heidolph

Memmert

BioTek Epoch

ZEISS

Zeiss LSM 710

HMC Hirayama

Applied Biosystems ProFlex
Mettler Toledo

Millipore Direct-Q 8 UV
Beckman Coulter-Allegra X30R
BIO-RAD

Vivo iTherm Polyscience
ESCO

Memmert

BIO-RAD Gel Doc™ XR*
Shimadzu UV 1800
Heidolph

Nuaire

Kullanilan Kimyasallar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar Tablo 3°te verildi.



Tablo 3. Kullanilan Kimyasallar

isim Marka
Agaroz Sigma
Amonyum hidroksit (NH3 basis) Sigma Aldrich
At serumu Gibco
Amfisilin antibiyotigi Sigma Aldrich
Benzil Eter Sigma Aldrich
Kalsiyum kloriir (CaCl2.2H20) Sigma Aldrich
Demir (I11) asetilasetonat Fe(acac)s Sigma Aldrich
Dimetilstilfoksit (DMSO) MERCK
DMEM/F12 (glikoz ve L-glutamin i¢eren besiyeri) Gibco
Epidermal biiyiime faktorii (EGF) Sigma Aldrich
Etanol (EtOH) Sigma Aldrich
Gliserol ISOLAB
Fosfat tamponu (PBS) Sigma Aldrich
Hekzan Sigma Aldrich
Hidroklorik asit (HCI) Sigma Aldrich
Hidrokortizon Sigma Aldrich
Insiilin Sigma Aldrich
Fenol/kloroform/izoamil alkol Sigma Aldrich
Kloroform Sigma Aldrich
Metanol Sigma Aldrich
MTS Cell Proliferation Assay Kit ABCAM
Nitrik asit (HNO3) Carlo Erba
Oleyilamin Sigma Aldrich
Paraformaldehit Sigma Aldrich
Penisilin-streptomisin antibiyotigi Gibco
Polietilen imin (PEI) 25kDa Sigma Aldrich
Potasyum kloriir (KCI) Carlo Erba
Sodyum kloriir (NaCl) Sigma Aldrich
Sodyum asetat Sigma Aldrich
Tetraetil ortosilikat (TEOS) Sigma Aldrich
Tripsin/EDTA (%0,25) Gibco

Tripan blue Gibco

DMF (dimetilformamid)

Thermo Fisher Scientific

Oregon-Green 488-X

Thermo Fisher Scientific
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Kullamlan Besiyeri, Cozelti ve Tamponlar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan besiyeri, ¢ozelti, tamponlar ve hazirlanis1 Tablo 4’te

verildi.

Tablo 4. Calismada Kullanilan Besiyeri, C6zelti, Tamponlar ve Hazirlanisi

Cozelti

Hazirlanisi

LB agar besiyeri

%1 tripton, %0,5 NaCl, %0,5 maya ekstrakti ve %1,5 agar saf su ile
¢ozdiiriildii. Besiyeri hazirlandiktan sonra otoklavlanarak steril edildi.

LB s1v1 besiyeri

%1 tripton, %0,5 NaCl ve %0,5 maya ekstrakti saf su ile ¢ozdiiriildii.
Besiyeri hazirlandiktan sonra otoklavlanarak steril edildi.

SOC besiyeri

%2 tripton, %0,5 maya ekstrakti, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM
MgCl;, 10 mM MgSO, ve 20 mM glikoz saf su ile ¢ozdiiriildii. Besiyeri
hazirlandiktan sonra 0,22 uM gozeneklere sahip steril filtreden gegirildi.

PBS (fosfat tamponlu
tuz ¢ozeltisi, pH 7,4)

100 mg hazir tablet, 100 mL suda ¢6ziildii. Otoklavlanarak steril edildi.
Cozelti +4 °C’de muhafaza edildi.

%4 PFA 1X PBS (pH 7,4), %4 PFA isitilarak ¢ozdiiriildii. Cozelti hazirlandiktan
(paraformaldehit) sonra steril filtreden (0,22 uM) gegirildi ve +4 °C’de muhafaza edildi.
Bazik PEI (bPEI) 1 mg PEI (polietilen imin), 1 mL niikleaz icermeyen su ile ¢ozdiiriildi.
sollisyonu Cozelti hazirlandiktan steril filtreden (0,22 uM) gecirildi ve +4 °C’de
muhafaza edildi.
Notral  PEI  (nPEI) 10 mg PEI tartildi, 8 mL niikleaz icermeyen su ile ¢oziildii ve HCI ile pH
sollisyonu 7,0-7,4’ye ayarlandiktan sonra son hacim 10 mL’ye tamamlandi.Steril
filtreden (0,22 uM) gegirildi ve +4 °C’de muhafaza edildi.
TE tamponu (Tris- 10 mM tris (pH 8,0; HCI) ile 1 mM EDTA (pH 8,0; NaOH) karistirild.
EDTA) Cozelti hazirlandiktan sonra otoklavlanarak steril edildi ve +4 °C’de
muhafaza edildi.
. . . S odiirildii. + 4 ©
TCA cozeltisi 5 g TCA (trikloroasetik asit), 3,5 mL saf suda ¢ozdiiriildi. + 4 °C de

sakland.

PER ¢ozeltisi (%10)

0,5 g amonyum persulfat, 4,5 mL saf suda ¢ozdiiriildii.

SDS-PAGE yiikleme
tamponu (2X)

0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) ¢ozeltisinden 2,5 mL alinip tizerine 200 pL
gliserol, 0,4 pL B-merkaptoetanol, 0,02 g bromfenol mavisi ve 0,4 g SDS
ilave edilip son hacim steril saf su ile 10 mL’ye tamamlandi. Aliquatlara
ayrilarak -20 °C’de saklandi.

Tris/HCI (pH 8,8 veya
pH 6,8)

12,1 g tris, 90 mL saf su igerisinde ¢6zdiiriilerek pH’s1 1 M HCl ile 8,8 veya
6,8’e ayarlandi. Toplam hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Akrilamid-
Bisakrilamid ¢ozeltisi
(%30)

12 g akrilamid ve 0,32 g bisakrilamid, 27,68 mL saf suda ¢6zdiriildii.

SDS (%10)

1 g SDS tartilip 9 mL saf suda ¢ozdiiriildi.

SDS-PAGE  yiiriitme
tamponu (1X)

1,5 g tris, 7,2 glisin ve 0,5 g SDS, 500 mL saf suya eklenerek karistirildi.
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Tablo 4. (Devami)

Transfer ¢ozeltisi (10X) 900 mL saf suya, 58 g tris, 29 g glisin 3,7 g SDS eklenip ¢ozdiiriildiikten sonra
pH’s1 8,3’e ayarlandi. Son hacim saf suile 1 L’ye tamamlandi.

Transfer ¢ozeltisi (1X) 100 mL 10X transfer ¢6zeltisine 700 mL saf su ve 200 mL methanol eklenerek

hazirlandu.
TAE (1X) 20 mL 50X TAE, saf su ile 1 L’ye tamamlanarak hazirlandi.
PBST (1X) 150 mL saf su igerisinde 0,03 gr KCI, 1,2 g NaCl, 0,036 g KH,PO4 ve 0,213 g

Na;HPO4 ¢6zdiiriildii. Otoklavlandiktan sonra 75 puLL Tween-20 eklendi.

Bloklama tamponu (%5) 30 mL 1X PBST ¢ozeltisi igerisinde 1,5 g yagsiz siit tozu ¢ozdiiriildii.

ddH20 ile 1:10 oraninda seyreltilen RIPA tamponu igerisinde 1 mM olacak

RIPA tamponu (1 X) sekilde PMSF eklenip vortekslendi.

Kullanilan Primerler ve Vektor DNA

pCMV-GFP ve azurin (Azu) genine ait forward ve reverse primerler
www.thermofisher.com (Tm calculator) adresinden uygun Tm sicakliklar1 hesaplanarak

tasarlandi. Tasarlanan primerler, Tablo 5’te verildi.

Tablo 5. Calismada Kullanilmak Uzere Tasarlanan Primetler

Primer Ad1 Sekansi Tm %GC Uzunluk
°O) (b¢)

EcoRI-Azu-F 5’-AGGCGAATTCATGCTGAGAAAACTCGCTG-3> 695 48,0 29
primer

Kpnl-Azu-R 5’-TTGGTACCCTTCAGGGTCAGGGTG-3’ 67,6 58,0 24
primer
CMV-F primer  5’-CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG-3’ 60 67,0 21
EGFP-N-R 5’-CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG-3’ 64 73,0 22
primer

*Alt ¢izili kisimlar, restriksiyon enzim tanima bdlgelerini igermektedir.

Calismada kullanilan pCMV-GFP, Addgene’den (https://www.addgene.org/ 11153/)
temin edildi. Vektér DNA’nin sekli, Sekil 3’te verildi.
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Sekil 3. pCMV-GFP
Rekombinant pCMV-Azu-GFP’nin Elde Edilmesi
Azurin genine ait sekansin kodon optimizasyonu ve amplifikasyonu

Pseudomonas aeruginosa bakterisine ait azurin proteininin memeli (insan) hiicrelerinde
ekspresyonunu arttirmak ve nadir bulunan kodonlar1 sik¢a kullanilanlar ile degistirmek
amaciyla kodon optimizasyonu yapildi. Bu amagla, NCBI’da (National Center for
Biotechnology Information) tespit edilen ‘P. aeruginosa azurin’ (Accession number M30389.1)
genine (wild-type) ait sekans, MCF-10A hiicrelerinde ifade edilmesi i¢in IDT (Integrated DNA
Technologies) Codon Optimization Tool software (San Jose, California, USA) programi
kullanilarak optimize edildi. Optimize edilen sekansin optimizasyondan dnce ve sonraki kodon
adaptasyon indeksleri (Codon Adaptation Index: CAI) ve GC igerikleri, GenScript Rare Codon
Analysis Tool software (GenScript, Piscataway, NJ, USA) programi kullanilarak belirlendi.

Sentetik azurin genine ait primerlerin baglanma sicakliklari arasinda fark oldugundan

uygun primer baglanma sicakligini belirleyebilmek icin gradiyent PCR yapildi. Tablo 5’te
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verilen primerler ile Tablo 6’da verilen PCR karisim igerigi kullanilarak, Tablo 7’deki sartlarda

reaksiyon gergeklestirildi ve ilgili bolge amplifiye edildi.

Tablo 6. PCR Karisim Igerigi

PCR karisim icerigi Miktar (uL)
Kalip DNA 0,8 (4 ng)
dNTP karigimi (10 mM) 1,6

MgCl; (50 mM) 0,3
EcoRI-Azu-F (10 pmol/pL) 1
Kpnl-Azu-R primer (10 pmol/uL) 1

5X Phusion HF buffer 4

ddH-0 11,1

*HF polimeraz 0,2

Toplam 20

*Phusion High-Fidelity (HF) DNA Polymerase

Tablo 7. PCR Sartlar

Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire (sn)
1 98 30
98 10
35 Uygun primer baglanma sicaklig (68-68,5-69) 30
72 30
1 72 300
1 4 o

PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Yiiriitiilmesi

PCR sonrasinda elde edilen iirtinlerin goriintiilenmesi i¢in %1°lik agaroz jel hazirlandi.
Bunun i¢in toplam hacme gore %1 oraninda olacak sekilde tartilan agaroz, gerekli miktardaki
IXTAE igerisine alindi, mikrodalga firinda kaynatildiktan sonra 40 °C’ye sogutuldu. Bu
karisima son konsantrasyon 0,4 pg/mL olacak sekilde RedSafe™ niikleik asit boyama
soliisyonu eklenip jel katilagsmaya birakildi. Jel katilagtiktan sonra PCR f{iriinleri yiikleme boyasi
ile karistirild1 ve kuyucuklara yiiklenerek 60 V’de markirla birlikte 90 dakika yiiriitiilerek UV
goriintiileme cihazinda (BIO-RAD Gel Doc™ XR*) gériintiilendi (Sambrook and Russell
2001).
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PCR iiriinlerinin saflastiriimasi

Yapilan gradiyent PCR sonucu belirlenen uygun primer baglanma sicakligi kullanilarak
Tablo 6 ve Tablo 7’deki karisim igerigi ve sartlar kullanilarak azurin geni amplifiye edildi. PCR
rtinleri, MEGAQuick-spin™ Plus Total Fragment DNA Purification Kit kullanilarak
saflagtirildi. Saflagtirma islemi kisaca su sekilde yapildi; PCR firiinlerinin toplam hacminin 5
kat1 kadar BNL tamponu eklendi ve vortekslendi. Karisim MEGAquick-spin™ kolonuna
transfer edildi. 11.000 g’de 30 saniye santrifiij edildi, kolondan inen sivi uzaklastirildi. Kolona
750 uL yikama tamponu eklendi, 11.000 g’de 30 saniye santrifiij edildi. Kolondan inen siv1
uzaklastirildi, kolon bos olarak 18.000 g’de 3 dakika santrifiij edildi. Kolon, steril
mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi. Membrana dokunmadan kolonun tam ortasina 40 pL
elisyon tamponu eklendi. Ardindan 18.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi ve kolon
uzaklastirildi. Eliie edilen DNA’nin konsantrasyonu ve safligi nanodrop spektrofotometre ile

belirlendi.

PCR iiriinlerinin restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesimi

Saf olarak elde edilen, uglarinda restriksiyon enzimlerinin tanima dizilerini igeren azurin
genine ait PCR firtinleri, www.restrictionmapper.org adresinden gene ait diziyi kesmedigi tespit
edilen Fast Digest EcoRI ve Kpnl enzimleri ile kesildi. PCR iiriinii kesim reaksiyonu karigim
icerigi, Tablo 8’de verildi.

Tablo 8. PCR Uriinii Kesim Reaksiyonu Karisim Igerigi

Reaksiyon karisim icerigi Miktar (nL)
ddH,0 24,7
10xFast Digest tamponu 2
DNA (PCR iiriinii) 1,3 (200 ng)
EcoRl 1

Kpnl 1
Toplam 30

Tablo 8’deki gibi hazirlanan karisim, 37°C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra
80°C’de 5 dakika siireyle enzim inaktivasyonu gerceklestirildi. Her iki enzim ile kesilen DNA
soliisyonlari, niikkleaz igermeyen su ile 100 pL’ye tamamlanarak fenol/kloroform ekstraksiyonu
yapild1 (Acar, 2020).
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Vektor DNA (pCMV-GFP)’nmin restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilmesi

PCR fiiriinlerinin kesimi ve ekstraksiyonunun ardindan vektor DNA da ayni enzimlerle
(EcoRI ve Kpnl) kesildi. Kesilen DNA’nin 5° ucundaki fosfat gruplarini uzaklastirmak igin
reaksiyona CIAP (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase) enzimi ilave edildi. Vektér DNA’nin

kesim reaksiyonu karigim igerigi, Tablo 9°da verildi.

Tablo 9. Vektor DNA’nin Kesim Reaksiyonu Karigim Icerigi

Reaksiyon karisim icerigi Miktar (nL)
ddH20 22,4
10xFast Digest Green tamponu 3
Vektér DNA 1,6 (1,5 ng)
EcoRlI 15
Kpnl 15
Toplam 30

Tablo 9’daki gibi hazirlanan karigim, 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra
80°C’de 5 dakika siireyle enzim inaktivasyonu gergeklestirildi. inaktivasyondan sonra 1 pL
CIAP eklenerek 50°C’de 60 dakika inkiibe edildi.

Vektor DNA’nin jelden ekstraksiyonu

Kesim reaksiyonu sonrast %]1°lik agaroz jele yiklenip yiiriitilen 6rnekler, jelden
ekstrakte edildi. Vektér DNA’nin jelden ekstraksiyonu MEGAquick-spin™ Plus Total
Fragment DNA Purification Kit kullanilarak yapildi. Bu islem i¢in; jelde yiiriitiilen DNA, UV
altinda kesilerek jelden alindi. Uzerine 500 uL BNL tamponu eklendi. 55 °C’de 10 dakika su
banyosunda inkiibe edildi, her 3 dakikada bir tiipler hafifce vortekslendi. Jel ¢oziindiikten sonra
5 dakika daha 55 °C’de inkiibe edildi. Tiiplerdeki karigim tek bir kolonda birlestirildi, 11.000
g’de 30 saniye santrifiij edildi, kolonun altindaki sivi uzaklastirildi. Kolona 750 pL yikama
tamponu (W1) eklendi. 11.000 g’de 30 saniye santrifiij edildi, kolonun altindaki sivi
uzaklastirildi. Kolon bos olarak maksimum hizda (18.000 g) 3 dakika santrifiij edildi. Kolon
yeni steril bir tiipe yerlestirildi ve kolonun tam ortasina 40 pL eliisyon tamponu (E5)
eklendikten sonra 18.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Eliic edilen DNA konsantrasyonu

nanodrop spektrofotometrede 6l¢iildii.

Ligasyon

Vektore yerlestirilecek (insort) gen (azurin) ve vektor DNA (pCMV-GFP), restriksiyon
enzimleriyle kesildikten sonra reaksiyon karisimina gen/vektor DNA miktar1 esit hacimde

olacak sekilde ilave edildi. Ligasyon karisim igerigi, Tablo 10°da verildi.
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Tablo 10. Ligasyon Reaksiyonu Karigim Igerigi

Reaksiyon karisim icerigi Miktar (uL)
10X ligasyon tamponu 4

Insért DNA 6 (122,4 ng)
Lineer vektér DNA 6 (136 ng)
T4 DNA ligaz 15

Steril dH-0 3

Toplam 20,5

Reaksiyon karigimi 16 °C’de 16 saat boyunca inkiibe edilerek ligasyon gergeklestirildi.

Ligasyon iiriiniiniin kompetent E. coli hiicrelerine transferi

Hiicrelerin transformasyonu i¢in dncelikle hiicreler kompetent hale getirildi. Kompetent
E. coli JM109 hiicrelerinin elde edilmesi i¢in dncelikle hiicreler, 10 mL LB sivi besiyerine
transfer edilerek 37°C’de ve 150 rpm’de gece boyu inkiibe edildi. Elde edilen 6n kiiltiirden 500
puL almip 50 mL’lik LB siv1 besiyerine inokiile edildi ve hiicreler, 37 °C’de 150 rpm’de
inkiibasyona birakildi. ODeoo degeri 0,5’e ulasan kiiltiirdeki hiicreler buz iizerine alinarak
santrifiij tiiptine konuldu ve 6.000 rpm’de, +4 °C’de 8 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
elde edilen hiicre peletinin tizerine 20 mL buzda sogutulmus (ice-cold) CaCl> ilave edilip
hiicreler yavasca pipetaj ile siispanse edildi. Hiicreler, 20 dakika buzda bekletildikten sonra
6.000 rpm’de +4 °C’de 8 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi elde edilen hiicre peleti
tizerine 2,5 mL buzda sogutulmus CaCl; eklendi ve pelet ¢oziildii. Kompetent hiicre soliisyonu

100 pL aliquatlara ayrilarak hemen kullanim i¢in buz iizerinde bekletildi (Anonymous 2019).

Onceki boliimde elde edilen ligasyon iiriiniiniin bakteri hiicrelerine transfer edilmesi i¢in
buz lizerinde bekletilen hiicrelerin tizerine 5 pL. DNA (ligasyon karigimi) (10 pg-100 ng) ilave
edildi. Tiipler yavasga karigtirildiktan sonra, buz iizerinde 30 dakika inkiibe edildi ve
calkalanmadan 42 °C’de 30 saniye bekletildi. Tiipler, buz ilizerinde 2 dakika bekletildikten
sonra steril ortamda onceden 1s1tilmis SOC besiyerinden 250 pL ilave edildi. Tiipler, calkalayici
inkiibatorde 37 °C’de 225 rpm’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Onceden 1sitilmig LB-amfisilin
secim plaklarina transformasyon karigimindan 150 ve 200 pL yayilarak 37 °C’de 1 gece
inkiibasyona birakild: (Invitrogen 2010a).

Koloni PCR

Inkiibasyon sonras1 gelisen kolonilerden 12 tanesi secildi ve Tablo 5°te verilen vektor
DNA’ya ait primerler kullanilarak koloni PCR yapildi. Bu islem i¢in koloniden ¢ok kiiciik

miktar mikropipet ucu ile alinarak pipet ucu, PCR karisimi tizerine yerlestirilip etrafinda sabitce
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cevrildikten sonra reaksiyon baslatildi (Kaymak, 2008). Reaksiyon sonrasi elde edilen {iriinler
agaroz jelde yiiriitiildii. Yiiriitme sonucu pozitif sonug veren kolonilerden alt1 tanesi ile vektore
yerlestirilen sekansa (azurin geni) ait primerler kullanilarak koloni PCR gerceklestirildi. Koloni

PCR i¢in reaksiyon karigim igerigi ve PCR sartlar1, Tablo 11 ve
Tablo 12°de verildi.

Tablo 11. Koloni PCR Karisim Icerigi

PCR karisim icerigi Miktar (uL)
dNTP karigim 0,8

MgCl. (50 mM) 1

CMV-F / EcoRI-Azu-F primer (10 pmol/uL) 1

EGFP-N-R / Kpnl-Azu-R primer (10 pmol/uL) 1

10xPCR tamponu 1

ddH:0 6,6

Tag DNA polimeraz 0,6

Toplam 12

Tablo 12. PCR Sartlar1

Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire (dakika)
1 94 10
94 1
35 63/61,5 1
72 1
72 5
1 4 0

E. coli hiicrelerinden saflagtirilan muhtemel rekombinant plazmitin sekans analizi
ile dogrulanmasi

Klonlamanin dogrulugunu kontrol etmek igin segilen koloni LB-amfisilin sivi
besiyerinde biiyiitiildii. PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit kullanilarak gerceklestirilen
plazmit saflastirma islemi 6zetle su sekilde yapildi; 37 °C’de 150 rpm’de gece boyu inkiibe
edilen 6n kiiltiirden 50 pL alinarak amfisilin igeren LB siv1 besiyerine (10 mL) inokiile edildi.
Kiiltiir, gece boyu 37 °C’de 150 rpm’de inkiibe edildi. 1 gecelik kiiltlirden steril mikrosantrifii
tiiptine 4 mL alinip 4.000 g’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirildi. Pelete
0,25 mL RNase igeren resiispansiyon tamponu ilave edilerek hiicreler, tamamen homojen

oluncaya kadar siispanse edildi. Uzerine 0,25 mL lizis tamponu ilave edilen lizat karisima,
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yavasca ters cevrilerek tamamen homojen oluncaya kadar karistirildiktan sonra oda
sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakildi. 0,35 mL ¢oktiirme tamponu ilave edilip tiip ters
cevrilerek tamamen homojen oluncaya kadar karistirildi. Lizat, 12.000 g’de oda sicakliginda
10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant kolona yiiklenip 12.000 g’de 1 dakika
santrifiij edildi, alttaki s1v1 uzaklastirildi. Kolon, 0,7 mL yikama tamponu ile yikanip 12.000
g’de 1 dakika santrifiij edildi, alttaki s1vi uzaklagtirildi. Kolon bos olarak 12.000 g’de 1 dakika
santrifiij edildi. Kolonun altina steril eliisyon tiipii yerlestirildi. 75 pL TE tamponu eklendi. 15
dakika oda sicakliginda bekletilerek 12.000 g’de 2 dakika santrifiij edildi. Saflastirilan

plazmitin Sanger sekans analizi yaptirildi.

Gen Aktarim Araci Olarak Kullamlan Manyetik Nanopartikiillerin Sentezi ve
Karakterizasyonu

FesO4 manyetik nanopartikiil sentezi

Calismada kullanilan manyetik nanopartikiiller (MNP) schlenk sistemi kullanilarak
iretildi. Bu sistemde kullanilan spiral sogutucu igerisinden gecen su yardimiyla reaksiyon
ortamindan buharlagan ¢oziiclinlin tekrar reaksiyon ortamina donmesi saglandi. MNP sentezi
boyunca reaksiyon sicakligi adim kontrol cihazi (PC441, Ordel) ile otomatik olarak kontrol
edildi. Senteze baglamadan 6nce sistem sicakliklar1 otomatik ayar yapilarak ayarlandi. Sicaklik

Ol¢timlerinde ise K4 tipi termokupl (NiCr-Ni) kullanildu.

MNP sentezi i¢in demir kaynagi olarak demir (I1I) asetil asetonat (Fe(acac)s) kullanildi.
Yiizey aktif maddesi ve indirgeyici ajan olarak oleyilamin, reaksiyon icin ¢6ziicii olarak benzil
eter kullanildi. Sentez reaksiyonu 15 mL oleyilamin ve 15 mL benzil eter igerisinde ¢oziilmiis
3 mmol Fe(acac)s ile gergeklestirildi (Solak et al., 2021). Karigim sogutucu sisteme baglanip
1.400 rpm’de manyetik karistiricida karistirildi. Reaksiyon baslayinca ii¢ boyunlu reaksiyon
balonu igerisine olas1 oksidasyonu engellemek i¢in azot (N2) gazi1 verilmeye baslandi ve sentez
boyunca reaksiyon ortamina N2 verildi. 3 boyunlu reaksiyon balonunun agikta kalan diger
ucundan karigimin i¢ine termokupl daldirildi ve adim kontrol cihazina baglandi. Adim kontrol

cthazina asagidaki komutlar girildi:
1. adim: 15 dakikada 110 °C’ye ¢ik (reaksiyonu aktive eden sicaklik)
2. adim: 60 dakika 110 °C’de kal (¢ekirdek olusum asamasi)
3. adim: 19 dakikada 300 °C’ye ¢1k
4.adim: 60 dakika 300 °C’de kal (biiylime asamasi/stabilizasyon)

Reaksiyon bittikten sonra karisim, oda sicakligina gelmesi igin 1sitma sisteminden

ayrildi ve karigtirllmaya devam edildi. Karigtim sogutulduktan sonra 50 mL’lik santrifiij
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tiiplerine alinip etanol ile yikama islemi yapildi. Yikama igslemi, 10.300 g’de 10 dakika yapildi.
Stipernatantin rengi seffaf oluncaya kadar 2-3 kez etanol ile yikandi, yikama sonrasi
oleyilaminle stabilize edilen FesO4s MNP’leri hekzan igerisinde dagitilarak N> gazi verildi ve
kullanilincaya kadar +4 °C’de muhafaza edildi. FesO4 ¢ekirdek sentez sistemi Sekil 4’te verildi.

Sekil 4. Fe3O4 ¢ekirdek sentez sistemi
Mezogozenekli silika kaph FesOs (FesO4@SiO2) sentezi

Mezogozenekli silika kapli manyetik nanopartikiil (MSNP) sentezinde Stober
metodunun modifiye edilmis hali kullanildi (J. Kim et al., 2006). Bunun i¢in, 1 mL kloroform
icinde dagitilmis 40 mg FesOs MNP, 10 mL CTAB ¢ozeltisi (10 mL, 360 mg) i¢cine eklendi ve
1.400 rpm’de 30 dakika manyetik karistirici tizerinde karistirildi. CTAB-MNP karigimi1 mikro
emiilsiyon olusturur (Sekil 5). Karisim, igerisindeki kloroformun uzaklastirilmasi ig¢in 30
dakika 70 °C’de 1sit1ldi. Oda sicakligina gelmesi beklendikten sonra karigim 50 mL’lik santrifiij
tiiptine alindi1 ve 10.300 g’de 20 dakika santrifiij edilerek toplandi. Ortamdaki fazla CTAB ve
diger atiklar1 uzaklastirmak igin MNP’ler 3 kez saf su ile yikandi. Son yikamadan sonra pelet 1
mL saf suda dagitildi. Suda dagitilan MNP’ler ii¢ boyunlu reaksiyon balonuna alindi ve iizerine
9 mL CTAB ¢ozeltisi (8,2 mg/mL) eklendi. Karigima son olarak 100 pL NaOH ¢ozeltisi (0,1
M) eklendi. Karigim, 30 dakika boyunca manyetik karigtirict lizerinde karistirildi ve 30 dakika
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sonunda sicaklik 55 °C’ye ¢ikarildi. Karigim sicakligi 55 °C’ye ulasinca tizerine 50 pL silika
kaynagi olan TEOS eklendi. Karisimin 4 saat boyunca 55 °C’de karistirildi. Siire sonunda
MNP’ler 10.300 g’de 20 dakika santrifiij edilerek toplandi. MNP’lerin Kirliliklerden

arindirilmasi amaciyla 3 kez saf su ile yikama islemi yapildi.

Sekil 5. CTAB igeren sulu ¢ozeltiye kloroformda dagitilmis MNP’lerin eklenmesiyle olusan
mikroemiilsiyona ait fotograf.

Yikama islemi ardindan, elde edilen ~20 mg MSNP’lerin iizerine 40 mL %5 asetik asit
iceren etanol ilave edildi. Karisim, oda sartlarina gece boyu 400 rpm’de calkalayici bir
karistirict yardimiyla karistirildi. MSNP’ler santrifiij edilerek toplandi ve 3 kez saf su ile
yikandi. Yikama ile asetik asit tamamen uzaklastirildiktan sonra toplanan MSNP’ler 1 kez de
etanol ile yikandi ve steril kabin iginde kurutuldu (Lai et al., 2015;Li et al., 2016).

MSNP’lerinin yiizey modifikasyonu

MSNP’lerin yilizey ylikiiniin pozitif hale getirilmesi i¢cin MSNP’ler APTES (g-
aminopropiltrietoksisilan) ve PEI (polietilen imin) ile modifiye edildi. APTES modifikasyonu
icin sentezlenen MSNP’lerden 20 mg tartildi ve 2 mL saf suda dagitildi. Sogutucu sisteme bagl
ii¢ boyunlu reaksiyon balonu igerisine suda dagitilan MSNP’ler ve 30 mL etanol eklenerek
75°C’ye 1s1tild1. Daha sonra 2 mL NH4OH (%25) ve 200 uL APTES eklendi. Karigim, 1.400
rpm’de 75°C’de 2 saat boyunca karistirildi. Sistemin sicakligi termokupl ile 6lgiildii. Reaksiyon
bittikten sonra oda sicakligina gelinceye kadar sogumaya birakildi. Sogutulduktan sonra
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karisim 50 mL’lik santrifiij tiipiine alind1 ve 10.000 g’de 20 dakika santrifiij edildi. Ortamda
kalan kirlilikleri uzaklastirmak igin 3 kez etanol ile yikama islemi yapildi (Zhao et al., 2015).

PEI ile ylizey modifikasyonu i¢cin MSNP ve PEI agirlik oranlarmna (1:0.5, 1:1, 1:2) gore
hazirlandi. Saf su igerisinde ¢6zdiiriilen PEI, saf su icerisinde dagitilan MSNP {izerine damla
damla ilave edildi. MSNP@PEI karisimi1 oda sicakliginda gece boyu 400 rpm’de karistirildi.
Baglanmamis PEI 10.300 g’de 20 dakika santrifiij edilerek uzaklastirildi. MSNP’ler 1 kez saf
su ile yikand1 ve son olarak 1 kez alkol ile yikanarak MSNP’ler steril hale getirildi (Solak et
al., 2021).

Oregon Green 488 etiketli MSNP iiretimi

Calisilan MSNP’lerin hiicresel alimini tespit etmek amaciyla floresan bir molekiil olan
Oregon-Green 488-X (Succinimidyl Ester, 6-isomer) ile MSNP etiketleme yapildi. Oncelikle
0,5 mL sodyum bikarbonat tamponu (0,1 M) iginde 100 uL. APTES ¢oziildii ve diger yandan,
0,2 mL DMF (dimetilformamid) i¢inde 1 mg Oregon-Green 488-X ¢oziildii. Reaksiyon stirekli
karistirtlarak karanlik ortamda, oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. MSNP sentezi boliimiinde
anlatildig1 gibt MSNP’ler hazirlandi, 50 pLL TEOS ekleme sirasinda MSNP’leri igeren ortama
50 pL Oregon-APTES (1:1) ile karistirtlmis TEOS eklendi. Karisim, 55°C’de ve karanlik
ortamda 4 saat daha karistirildiktan sonra MSNP’ler, 10.000 g’de 20 dakika santrifiij edilerek

toplandi ve 3 kez saf su-etanol ile yikandi.

Nanopartikiillerin karakterizasyonu

Manyetit, MSNP, MSNP@PEI ve MSNP-NH2 nanopartikiillerinin sekillerinin ve
boyutlariin belirlenmesi icin TEM (Taramali Elektron Mikroskobu) kullanildi. TEM
goriintiileri, karbon kapli bakir grid lizerine damlatilan 6rnekler kurutulduktan sonra kaydedildi.
MSNP’lerin gézeneksiz ve gozenekli yapilar1 ve MSNP@PEI ve MSNP-NH: fonksiyonel
gruplariin belirlenmesi i¢in FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy; Fourier
Doéniistimlii Kizilotesi Spektroskopi) analizi yapildi. FTIR spektrumlar1 vakum ortaminda ve
400-4000 cm™* araliginda alindi. MSNP@PELI’lerin yiizey yiikiiniin, zeta potansiyelinin ve PDI
(polidispersit indeksi) degerinin belirlenmesi icin DLS (Dinamik 151k sagilmasi) analizi yapildi.
Olgiim ve analizler icin DAYTAM (Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma

Merkezi)’dan uzman destegi alind1.

Manyetofektin Hazirlama ve Optimizasyonu

Gen transfer araci olarak sentezlenen MSNP, MSNP@PEI ve MSNP-NH: ile plazmit
DNA’y1 baglama c¢alismalar1 yapildi. DNA’y1 optimum sartlarda baglamak icin siire, uygun
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manyetofektin ortami, MNP miktar1 ve N/P orani (PEI’den gelen nitrojenin (N), plazmit
DNA’daki fosfat gruplarina (P) olan orani) optimizasyonu yapildi. Plazmit DNA olarak,
pCMV-GFP kullanildi. Manyetofektin (MSNP/DNA/PEI) i¢in Oncelikle siire ve tampon

optimizasyonu yapildi. Daha sonra MSNP miktar1 ve N/P orani optimizasyonu yapildi.

Siire denemesi i¢in manyetofektinler 0, 5, 15, 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Uygun manyetofektin ortamini belirlemek i¢in manyetofektinler PBS ve serum igermeyen
biiyiime besiyeri icerisinde hazirland1 ve hazirlanan manyetofektinler, 10.000 g’de 10 dakika
santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi. Baglanmayan DNA’nin uzaklastirilmasi i¢in pelet,
36 uL niikleaz icermeyen saf su igerisinde dagitildi ve 10.000 g’de 10 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant uzaklastirildi ve pelet 36 uL %1 oraninda hazirlanan SDS (sodyum dodesil siilfat)
ile dagitildi. Elde edilen karisim, 60 °C ve 400 rpm’de 30 dakika boyunca calkalanarak
baglanan DNA’nin salimi gergeklestirildi (Danthanarayana et al., 2018). Optimum MSNP
miktarimi belirlemek igin 2,5-100 ug/mL konsantrasyon araliginda galisildi. DNA korumast igin
kullanilan ekstra PEI i¢in N/P:0-15 oran araliginda galisildu.

Manyetofektinler, 1,5 mL’lik tiiplerde son hacmi 100 pL olacak sekilde hazirlandi ve
oda sicakhiginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi Optimizasyon icin olusturulan gruplarin
DNA baglanma kapasitelerini belirleyebilmek i¢in %1 oranindaki agaroz jele 20 plL
manyetofektin yiiklendi ve 60 V’de 60 dakika yiiriitiildiikten sonra jel, UV goriintiileme

cihazinda goriintiilendi.

Manyetofektin optimizasyonlar: i¢in kullanilan N/P oranlar1 asagidaki formiile gore

hesapland1 (W. Wang et al., 2011):

N/P Oram x 43,1/330 = PEI(ng) X DNA(1g)

Hiicre Kiiltiirii

Manyetofeksiyon ile gen aktarimi i¢in konakei olarak, ATCC (American Type Culture
Collection) firmasindan temin edilen, MCF-10A (CRL-10317™) hiicre hatti kullanildi. Bu
hiicre hattiyla calismak {izere steril laminar kabin kullanildi ve hiicre kiiltiirii ¢aligmalari
boyunca aseptik kosullara tamamen uyularak olabilecek herhangi bir kontaminasyon riskinden
kacinildi. Kullanilan malzemeler otoklavlanarak steril edildi. Calismalardan once laminar
kabinin UV lambasi 15 dakika agik birakilarak yiizey sterilizasyonu saglandi. Kabin ve hiicre

kiiltird i¢in gerekli materyaller %70’lik etanol ile silindi.

MCF-10A hiicreleri literatiirde tarif edildigi sekilde; %5 at serum, %1 antibiyotik, 0,5
ug/mL hidrokortizon, 10 ug/mL insilin, 100 ng/mL kolera toksin ve 20 ng/mL epidermal
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biiylime faktorii (EGF) igeren DMEM/F12 medyumunda kiiltiire alindi. Hiicreler, 37 °C’de %5
CO2 ve %90 nem ortami saglayan inkiibatoérde inkiibe edildi (Nahler, 2009).

Primer kiiltiir evresinde dondurulmus halde temin edilen MCF-10A hiicreleri hizli bir
sekilde ¢ozdiiriilerek 15 mL’lik santrifiij tiipiine alindi ve 1 mL biiyiime ortami eklendi.
Hiicreler 1.300 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Stipernatant uzaklastirildiktan sonra pelet 1 mL
biliylime ortamu ile dagitildi ve 1.300 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Pelet 1 mL biiylime
ortami ile dagitildi. Elde edilen hiicre siispansiyonu 3 mL medyum igeren flasklara ekildi ve
inkiibatore kaldirildi.

Tez galismasi boyunca kullanilan hiicre biliyiime kaplar1 ve kaplara ekilecek hiicre
miktar ile medyum miktar1 ve ekim sonrasi pasajlama yapmak i¢in gereken tripsin miktar
Tablo 13°te verildi.

Tablo 13. Hiicre Ekim Miktar1 ve Gerekli Soliisyon Miktarlari

Hiicre biiyiime Yiizey alam Biiyiime

kaplar: (cm?) Hiicre sayis1 pechyugdilin ) Tripsin (mL)
6 kuyulu 9,6 0,3x10°8 2 1
12 kuyulu 3,5 0,1x108 1,5 0,4-1
24 kuyulu 19 0,05%10° 0,75 0,2-0,3
96 kuyulu 0,32 0,01x10° 0,2 0,05-0,1
T-25 25 0,7x108 4 3
T-75 75 2,1x10° 12 5
T-175 175 4,9x10° 40 17

Flasklara ekim yapildiktan sonra yeterli doluluk oranina ulasan adherent 6zellige sahip

olan MCF-10A hiicreleri %0,05 tripsin uygulanarak pasajlandi. Pasajlama islemi adimlari:

o Kiiltiir ortamindaki bliytime medyumu uzaklastirildi ve ortamdaki serumu gidermek
amaciyla hiicreler PBS (kalsiyum ve magnezyum igermeyen) ile yikandi,

e Hiicrelerin bulundugu ortama gerekli miktarda tripsin ilave edildi ve inkiibatorde 15
dakika inkiibe edildi,

e Inkiibasyon sonrasi yiizeyden kalkan hiicrelerin iizerine serum igeren bilyiime ortami
eklenerek tripsin aktivitesi inhibe edildi,

e Hiicreler pipet yardimiyla 15 mL’lik santrifiij tiipiine alinarak 1.300 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi,

e Santrifiij sonras1 hiicre peleti biiyiime ortamu ile siispanse edildi ve hiicreler 1.300

rpm’de 5 dakika santrifiij edildi,
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e Santrifiij sonrasi hiicre peleti biiyiime ortamiyla siispanse edildi ve tripan mavisi ile
boyandi. Hiicre siispansiyonundan 10 pL alinarak thoma laminda hiicre sayimi
yapild,

e Gerekli sayida hiicre flasklara transfer edildi ve geriye kalan hiicreler DMSO ve
serum igeren dondurma ¢ozeltisi ile karigtirildi. Dondurma ¢ozeltisi i¢indeki hiicre
stispansiyonu kryotiiplere alinarak ilk 1 saat -20 °C’de donduruldu ve daha sonra -80
°C’de muhafaza edildi. Uzun siireli saklama amaciyla tiipler sivi azot tankina

konuldu.

Hiicre canlihigl ve sayimi

Hiicreler biiyiitiiliip tripsin ile kaldirma islemi yapildiktan sonra tripan mavisi ile
boyanarak canli hiicreler sayildi. Boyama islemi, 10 pL hiicre siispansiyonu iizerine 10 pL
tripan mavisi boyasi eklenerek yapildi. Boyali hiicre siispansiyonundan 10 pL thoma lamina
damlatilarak 10X biiyiitme oraninda 11k mikroskobu altinda sayim gerceklestirildi. Hiicre
slispansiyonu igerisindeki genel hiicre sayisi su formiile gore hesaplandi:

Sayilan toplam hicre
16 adet kare

Hiicre konsantrasyonu = X 10000 x Dilisyon faktoru

Canli hiicre sayisi ise su formiile gore hesaplandi:

. mavi boyanan hiicre sayist
% Canli hiicre = [1'00 B ( toplam hiicre sayisi )] x 100

Hiicre sayimi sonrasi Tablo 13’te verilen miktarlara gore flasklara ekim yapildi. Hiicre

sayiminda kullanilan thoma lami1 ve mikroskop altindaki goriintiisti Sekil 6°da verildi.
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Sekil 6. Tripan mavisi ile boyanan hiicrelerin 151k mikroskobundaki goriintiisii (50 pm).
Proliferasyon ve Sitotoksisite Testleri

Manyetofektin igeriginin hiicreler iizerindeki proliferatif ve sitotoksik etkisinin
belirlenmesi igin MTS testi (MTS Cell Proliferation Assay Kit (Colorimetric), 197010,
ABCAM) yapildi. T25 flaskinda MCF-10A biiylime ortami ile hiicreler biiyiitiildii. Hiicreler
flaskta %80 doluluk oranina ulastiktan sonra tripsin ile yiizeyden kaldirildi ve 96 kuyucuklu
kiiltiir kaplarina, her bir kuyucukta 7.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Ekimden 24 saat

sonra hiicrelere uygulama yapildu.

96 kuyucuklu kiiltiir kaplara ekilen hiicrelere 10-100 pg/mL konsantrasyonlarinda
MSNP, MSNP@PEI ve MSNP-NH2 uygulandi. Uygulama sonras1 hiicreler 30 dakika manyetik
alana maruz birakildi ve 48 saat inkiibasyonun ardindan canlilik belirlendi. PEI uygulamas: i¢in
ise notral ve bazik PET’ler, 0,1-10 ug/mL konsantrasyonlarinda PEI hazirlandi. Hazirlanan
PEP’ler 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilen hiicrelere uygulandiktan 48 saat sonra canlilik
testi (MTS) yapildi.

MTS testi kisaca su sekilde yapildi; uygulamadan 48 saat sonra biiylime ortami
uzaklastirilip hiicreler li¢ kez PBS ile yikandi. Hiicrelere 200 pL biiyiime ortami ve 20 uL MTS
¢ozeltisi eklendikten sonra 3 saat inkiibatdr igerisinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
absorbans degerleri, mikroplate okuyucu ile 6lgiildii. Hiicre canliligi (%) su formiile gore

hesaplandi:
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v Itk = absorbans(muamele) < 100
0 cantitt = absorbans(kontrol)

Manyetik Nanopartikiillerin Hiicresel Aliniminin Belirlenmesi

Uretilen Oregon Green etiketli silika kapli MSNP’lerin (Fe3Os@SiO2-Oregon Green)
manyetik alan uygulamasiyla hiicreler tarafindan alinimi belirlendi. Bunun i¢in; T-75 flaskinda
biiyiitilen MCF-10A hiicreleri tripsin yardimiyla yiizeyden kaldirilarak 12 kuyulu kiiltiir
kabinin igine yerlestirilen yuvarlak lamellere ekildi. Lameller kullanilmadan 6nce etanol ile
steril edilip PBS ile durulandi. Her bir kuyuya 20.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi.
Hiicreler, 48 saat boyunca inkiibatdrde inkiibe edildi. inkiibasyon sonras1 hiicrelerin {izerine
150 pg/mL konsantrasyonunda hazirlanan Oregon-Green etiketli MSNP’ler uygulandi.
Manyetik alan uygulama siiresini belirlemek i¢in hiicreler, neodmiyum miknatis iizerinde 0, 15,
30, 60 dakika tutuldu. Uygulama isleminden sonra hiicreler 4 saat boyunca inkiibatdrde
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler 2 kez PBS ile yikand1. Fiksasyon amactyla
hiicrelere 1 mL %4 PFA cklendi ve bu sekilde oda sartlarinda 30 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi hiicreler 2 kez PBS ile yikand1 ve hiicrelerin iizerine 1 mL %0,3 tritonX-
100 eklendi. 5 dakika inkiibasyonun ardindan hiicreler PBS ile yikandi. Yikama sonrasi
kuyulara metanol iginde ¢oziilerek 1 pg/mL konsantrasyonda hazirlanmis DAPI (4',6-
diamidino-2-phenylindole) soliisyonu eklendi ve 37°C’de 15 dakika inkiibe edildi. PBS ile 2

kere yikandiktan sonra lazer taramali konfokal mikroskop ile goriintiilendi.

pCMV-Azu-GFP’nin MCF-10A Hiicrelerine Manyetofeksiyonu

MCF-10A hiicreleri T-75 flasklarina ekilerek biiytitiildii. Flask i¢erisinde yeterli doluluk
oranina ulasan hiicreler pasajlanarak 6 kuyulu kiiltiir kaplarina her bir kuyuda 300.000 hiicre
olacak sekilde ekim yapildi. Ekimi yapilan hiicreler 24 saat inkiibator icerisinde inkiibe
edildikten sonra uygulama yapildi. Uygulama gruplarinda manyetofektin i¢in 25, 50 ve 75
ug/mL konsantrasyonda MSNP-NH; kullanildi. 3 ve 9 ug/mL konsantrasyonda pCMV-Azu-
GFP kullanildi. PEI N/P:23, 35, 46, 103, 207, 310 oranlarinda kullanildi. Manyetofektinler 1,5
mL’lik tiiplerde hazirland1 ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Manyetofektinler
hazirlandiktan sonra 6 kuyulu kaplarda biiyiitiilen hiicrelere uygulandi ve hiicrelere 30 dakika
manyetik alan uygulandi. Uygulamadan 4 saat sonra hiicre ortami ¢ekildi ve taze biiylime

besiyeri eklendi. Uygulama yapilan hiicreler 48 saat inkiibatérde inkiibe edildi.
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6 kuyulu

NdFeB kiiltiir kaba

miknatis

Sekil 7. Manyetofeksiyon ile gen aktarimi yapilan hiicreler.
Fiizyon protein varhginin gosterilmesi

MCF-10A hiicrelerine manyetofeksiyon yontemiyle aktarilan pCMV-Azu-GFP ile Azu-
GFP fiizyon protein ekspresyonunun gergeklestirildigini belirlemek igin fiksasyon islemi

yapilarak lazer taramali konfokal mikroskop ile goriintii alindi.

Western blot analizi

Transfekte edilen hiicrelerde azurin ekspresyonunu teyit etmek i¢in western blot analizi
yapildi. Hiicre i¢i ifade edilen fiizyon proteine ulasmak icin hiicreler RIPA tamponu ile

pargalandi. TCA ile ¢oktiiriilen hiicre lizatlar1 western blot analizinde kullanildi.

Hiicre lizat1 hazirlama

Uygulamadan 48 saat sonra hiicreler tripsin ile kaldirildi ve santrifiij yardimiyla
toplandi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra hiicre peletinin {izerine 1 mL PBS eklenerek
pelet, pipet yardimiyla dagitildi. Tekrar santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirildi ve
hiicre peletinin tizerine 200 pL 1X RIPA (Radyoimmiinopresipitasyon) tamponu (ImM PMSF
(fenilmetilstilfonil floriir) iceren) eklenerek pelet, pipet yardimiyla dagitildi. Hazirlanan hiicre
siispansiyonu 5 dakika boyunca buz icerisinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicre
slispansiyonu +4°C’ye sogutulan sonikator i¢erisinde 10 dakika boyunca bekletildi. Sonikasyon
islemi sonrast ornekler, 14.000 g’de +4°C’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij

sonrast slipernatantlar alindi ve alikuatlanarak -80°C’ye kaldirildi.

TCA ile protein ¢oktiirme

Hazirlanan hiicre lizatlarindan 150 pL alindi ve tizerlerine Tablo 4’te tarif edildigi gibi
hazirlanan TCA ¢o6zeltisinden 37,5 puL eklendi. Hazirlanan karisim +4 °C’de 10 dakika inkiibe
edildikten sonra 13.000 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra
peletin {izerine yikama i¢in 200 uL soguk aseton eklendi ve 13.000 g’de 5 dakika santrifiij
edildi. Yikama islemi ayni sekilde bir kere daha tekrarlandi. Aseton ile yikanan 6rnekler 95

°C’de bekletilerek asetonun tamamen uzaklagmasi saglandi (Unver, 2014).
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SDS-PAGE jelinde proteinlerin yiiriitiilmesi

SDS-PAGE jeli hazirlamak i¢in oncelikle elektroforez plakalar1 ve aparatlari saf su ve
etanol ile temizlenerek jel hazirlama aparatina yerlestirildi. Cam plakalar arasina hazirlanan
ayirma jeli (Tablo 14) pipet yardimiyla dokiildii ve jelin tist kismi izopropanol ile dolduruldu.
Ayirma jeli polimerlestikten sonra izopropanol uzaklastirilarak polimerlesen jelin iizerine
yigma jeli (Tablo 14) ilave edildi. Y1gma jeline tarak yerlestirildi ve polimerlesmesinden sonra
tarak cikarildi. Cam plakalar elektroforez tankina konularak {izerine yiiriitme tamponu ilave
edildi. Diger yandan, TCA ile ¢oktiiriilen 6rneklerin tizerine 20 pL yiikleme tamponu eklenerek
siispanse edildi ve 95°C’de 5 dakika bekletildikten sonra kuyulara 15’er uL yiiklendi. Ornekler
ilk once 60 V’de 30 dakika, daha sonra 120 V’de 70 dakika oda sicakliginda yiiriitiildii
(Laemmli, 1970).

Tablo 14. Ayirma ve Yigma Jeli Hazirlamada Kullanilan Malzemeler ve Miktarlar

Malzemeler Ayirma jeli icin kullamilan miktar Yigma jeli icin kullanilan miktar
1 M Tris-HCI 2500 pL (pH 8,8) 220 uL (pH 6.8)
Akrilamid-Bisakrilamid 2200 puL 400 pL
%10’luk SDS 100 pL 15 uL
TEMED 65 pL 15uL
Saf su 1565 puL 1225 uL
%10’luk PER 35 uL 20 uL
Blotlama

TCA ¢oktiirmesi yapilip SDS-PAGE jelinde yiiriitiilen proteinler, PVDF membrana
blotlandi. Bu islem icin; SDS-PAGE jel elektroforezinde yiiriitiilen jel, yikandiktan sonra 1X
transfer tamponu igerisinde 5 dakika bekletildi. Membranlar kullanilmadan 6nce 5 dakika
metanol ile muamele edildi. Daha sonra membran 1X transfer tamponu igerisine alindi ve 5
dakika bekletildi. SemiDry Blotlama cihazina (Bio-Rad Trans-Blot® Turbo™ Transfer System)
sirayla 4-5 parca blot kagidi, nitroseliiloz membran, jel ve 4-5 parca blot kagidi konulup cihaz
kapatildi. Blotlama islemi, 25V, 2,5A, 7 dakika yapildi. Siire sonunda membran 10 mL
bloklama tamponuna alimip 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun
ardindan membran, 20 mL ‘PBST’ (Phosphate-Buffered Saline + Tween 20) ile 2 kez 5 dakika
yikandi. 6 mL bloklama tamponuna 1 uL anti-Azurin antikoru (SICGEN) (1.antikor) ilave
edildi ve membranin iizerine dokiilerek 1 gece +4°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrast membran 20 mL PBST ile yavas¢a ¢alkalanarak 3 kez 5 dakika yikandi. Yikama sonrasi
6 mL bloklama tamponuna 1 uL Anti-Goat IgG H&L (HRP) (2. antikor) ilave edildi. Membran

ikinci antikor ile oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi membran
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20 mL PBST ile yavasca ¢alkalanarak 6 kez 5 dakika yikandi. Femto ve Pico substratlari (ECL
reagent) ile antikorun kimyasal sinyal olusturmas: saglandi ve membran ChemiDoc™ Touch

Imaging System ile gériintiilendi.

Istatistiksel Analiz

Manyetofektin hazirlama ve optimizasyon ¢alismalarinda elde edilen jel goriintiilerinin
bant yogunlugu ImagelJ yazilimi kullanilarak sayisal verilere doniistiiriildii. Elde edilen sayisal

veriler GraphPad Prism yazilimi siiriim 5.0 kullanilarak bant yogunlugu grafigi elde edildi.

Hiicresel alim konfokal mikroskop goriintiilerinin yesil floresan siddeti ImageJ yazilimi
kullanilarak sayisal veriye doniistiiriildiikten sonra GraphPad Prism yazilimi siirim 5.0 ile
grafik elde edildi.

MTS sonrasi formazan boyasinin verdigi absorbans degerleri, mikroplate okuyucu ile 3

tekrar olacak sekilde okutulduktan sonra OrjinPro 8.5 yazilimi ile grafik elde edildi.

Tek yonlii ANOVA ile analiz yapildi. Tiim veriler ortalama + standart hata olarak
sunuldu. P degerleri < 0.05 anlaml1 olarak kabul edildi. Istatistiksel olarak énemli degisiklikler

“*> sembolle gosterildi.
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ARASTIRMA BULGULARI

Rekombinant pCMV-Azu-GFP’nin Elde Edilmesi
Azurin genine ait sekansin kodon optimizasyonu ve amplifikasyonu

Kodon optimize edilen azurin genine ait niikleotid sekansinin optimizasyondan onceki
ve sonraki CAI degerlerinin 0,84 ve 0,95 oldugu aymi sekilde GC igeriginin %61,97 iken
%62,26 oldugu belirlendi. Azurin genine ait primerler i¢in uygun baglanma sicakligini
belirlemek amaciyla Tablo 5’teki primerler kullanilarak Tablo 6’daki gibi gradiyent PCR
yapildi. Reaksiyon sonucu amplifiye edilen bdlgenin agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil
8’de verildi. Elde edilen jel goriintiisiinde beklenen boyutta (457 bp) bant gozlendi. Sonraki

amplifikasyonlarda primer baglanma sicakligi olarak 68°C tercih edildi.

Sekil 8. PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii (M: Markir; 1, 2 ve 3: sirasiyla; 68
°C, 68,5 °C ve 69 °C primer baglanma sicakliklari ile elde edilen amplifikasyon {riinleri).

Azurin geninin ve pCMV-GFP’nin kesilmesi

Rekombinant pCMV-Azu-GFP’ nin elde edilmesi i¢in azurin geni Tablo 5’teki primerler
kullanilarak yapilan PCR sonucu amplifiye edildi. Reaksiyon sonucu elde edilen iiriiniin agaroz
jel elektroforez goriintiisii Sekil 9’da verildi. Elde edilen jel goriintiisiinde beklenen boyutta
(457 bg) bant gozlendi.
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Sekil 9. Amplifiye edilen azurin genine ait agaroz jel elektroforez goriintiisii (M: Markar; 1:
PCR iiriinii)

PCR sonucu elde edilen DNA dizisi saflagtirildiktan sonra EcoRI ve Kpnl enzimleri ile
kesim reaksiyonu gerceklestirildi. Ayni enzimlerle pCMV-GFP i¢in de kesim reaksiyonu
gerceklestirildi. Kesim sonucu vektor DNA jelden ekstrakte edildikten sonra kesilen PCR {iriinii

(azurin geni) ve vektor DNA’nin ligasyon reaksiyonu gerceklestirildi.

E. coli JM109 hiicrelerinin transformasyonu

Ligasyon reaksiyonu sonucu elde edilen ligasyon iiriinii kompetent yapilan E. coli
JM109 hiicrelerine transfer edildi. Transformasyon islemi sonrasi segilen antibiyotige direngli

kolonilerin amfisilin iceren LB agardaki goriintiisii Sekil 10°da verildi.

Sekil 10. inkiibasyon sonras: gelisen bakteri kolonileri
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Koloni PCR ile transformantlarin dogrulanmasi

Transformasyon sonrasi segilen antibiyotige direncli bakteri kolonilerinin insort diziyi
igeren plazmiti tasiyip tasimadigimi belirlemek igin koloni PCR yapildi. Vektoér primerleri
(CMV-F ve EGFPN-R) ve vektore yerlestirilen sekansa (insort) ait primerler (EcoRI-Azu-F ve
Kpnl-Azu-R) ile Tablo 11°deki gibi PCR gergeklestirildi. Elde edilen PCR f{iriinlerinin agaroz
jel elektroforez goriintiileri Sekil 11 ve Sekil 12°de verildi. Goriintilleme sonucu, segilen
kolonilerde beklenen boyutta bantlar (vektor primerleri ile PCR {iriinii: 684 bg, insort dizi: 457

bg) gozlendi.

D B B e e e G e Gy > D

Sekil 11. Vektor DNA’ya ait primerler ile gergeklestirilen koloni PCR iiriinlerinin agaroz jel
elektroforez goriintiisii (M: Markir; 1-12: 1°den 12’ye kadar secilen kolonilere ait PCR {iriinleri)

3000 be

2000 be

500 be
400 be

300 be

200 be
100 be

457 be

Sekil 12. Insort dizi primerleriyle gerceklestirilen koloni PCR iiriinlerinin agaroz jel
elektroforez goriintiisii (M: Markir; 1-6: 1’den 6’ya kadar segilen kolonilere ait PCR tiriinleri)

Rekombinant pCMV-Azu-GFP’nin sekans analizi ile dogrulanmasi

Insort dizi ve vektor DNA’ya ait primerler ile yapilan koloni PCR sonucuna gore 6
numarali koloniden plazmit saflastirildi. Elde edilen plazmit Sanger sekanslama ile dogrulandi

(Sekil 13 ve Sekil 14).
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Sequence ID: Query_30485 Length: 1059 Number of Matches: 1

Range 1: 77 to 532 Graphics

Score Expect Identitias Gaps Strand
843 bits[456) 0.0 456/456(100%:) 0/4556(0%) Plus/Plus
Query 1 GAATTCATGCTGAG GTCCCTECTETCCCTGCTCAGCGCCCCCCTG

, |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||]||||||||||||||||||||
Sbjct 77 GAATTCATGCTGAGAARAY GCCETETCCCTECTATCCCTECTCAGCGOCCCCCTG
Query 61 CTEECTECCGAGTQCAGCGTGLACATCC (li CAACGACCAGATGCAGTTCAACACCAAT 128

I|III||III||II|II||II||IIl||I| II||III||II|II||II||III||||II

Sbjct 137 CTGGCTGCCGAGTGCAGCOTGGEACATCCAGGECAACGACCAGATGUAGT TCAACACC 196
Query 121 GCCATCACCGTGGACAAGAGCTGCAAGCAGTTCACCOTCAACCTETCCCACCOCGGCAAC 188

Sbjct 197 GCCATCACCGTGOACAAGAGLTGCAAGCAGTTCACCGTCAACCTGTCCCACCCOGGCAAC 256
Query 181 CCCARGAACGTCATAEOCCACAACTEGATGCTGAGCACCGCCACCOACATGCAG 248

I|III||III||Il|||||II||III|1I|III||III||II|II||II||III||||II

Sbjct 257 CCCAAGAACGTCATOEOCCACAACTEGATGCTEGAGCACCGCCAUCCACATGCAGLEE 316
Query 241 GTGGETCACCGACGECATGOCTTCCGOCCTAGACAAGOATTACCTEAAGCCCGACGACAGT S8

LLLLLLI VL LLLL LU L ELLELLEL L LU LU LLELLTLLLLLELLEEELL

Sbjct 317 GTGEOTCACCGACGGCATGGCTTCCGACCTGGACAAGGAT CTEAAGCCCGACGACAGC 376
Query 381 AGAGTCATCGCCCACACCAAGCTGATCGECAGCGOCGAGAAGGACAGCOTEACCTTCGAC 368
o
Query 361 GTCTCCAAGCTGAAGGAAGGCGAGCAGTACATOTTCTTCTGCACCTTCCOCGGUCACTCC 428
T
Query 421 GCCCTGATGAAGGECACCCTGACCCTGAAGGLTACC 456

LLLLLLILL L LLLLE LELELL LT L]

Sbjct 497 TEATGAAGOGCACCCTEACCCTGAAGGAT, 532

Sekil 13. Vektor DNA’ya ait forward primerle gergeklestirilen sekans analizi ile elde edilen
niikleotid sekansinin blast sonucu (Query: Referans alinan sekans, Sbjct: Sanger analiz sonucu
elde edilen sekans)

Sequence ID: Query_30981 Length: 1033 Number of Matches: 1

Range 1: 57 to 512 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
843 bits(456) 0.0 456/456({100%) 0/456{0%) Plus/Minus
Query 1 ATGCTGAGAALACTCGCTGCCGTGTCCCTGCTGTCCCTGCTCAGCGCCCCCCTG 68
I||||||||||||I||||||||||||||||||||||II|||||||||||||I|I|I|I||
Shjct 512 ATTCATGCTGAGAALACTCGCTGCCGTGTCCCTGCTGTCCCTGCTCAGCGCCCCCCTG 453
Query 61 ACATCCAG AGATGCAGTTCAACACCAAT 128
. |||||||||||||I||I|I|I||||||||||||||||I||I|I|I||||||||||||I||
Sbjct 452 TCAACACCAAT 393
Query 121 CAAGAGCTGCAAGCAGTTCACCGTCAACCTGTCCCACCCCGGCAAC 128
. I||||||||||||I||||||||||||||||||||||II|||||||||||||I|I|I|I||
Shjct 392 TGCAAGCAGTTCACCGTCAACCTGTCCCACCCCGGCAAC 333

Query 181 CTGCCCAAGARCGTCATGGGCCACAACTGGGTGCTGAGCACCGCCGCCGACATGCAGGGLE 246

Shjct 332 CTGCCCAAGAACGTCATGGGCCACAACTGGGTGCTGAGCACCGCCGCCGACATGCAGGGC 273

Query 241 AAGGATTACCTGAAGCCCGACGACAGC 380
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct 272 ATTACCTGAAGCCCGACGACAGC 213
Query 31 ATCGGCAGCGGCGAGAAGGACAGCGTGACCTTCGAC 360
i ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 212 TGATCGGCAGCGECGAGAAGGACAGCGTGACCTTCGAC 153
Query 361 AAGCTGAAGGAAGGCG 420
i ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct 152 03
Query 421 CCTGAAGGGTACC 456
i ||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct 92 CCTGAAGGGTACC 57

Sekil 14. Vektor DNA’ya ait reverse primerle gerceklestirilen sekans analizi ile elde edilen
niikleotid sekansinin blast sonucu (Query: Referans alinan sekans, Sbjct: Sanger analiz sonucu
elde edilen sekans)
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Boylelikle blastlama sonucu ile azurin geninin pCMV-GFP’ye %100 dogrulukla
yerlestirildigi goriildii. Rekombinant pCMV-Azu-GFP DNA’sinin sekli, Sekil 15°te verildi.

(4469 .. 4488) Amp-R _ i — CMV-F (459 .. 479)
L) P — S

—EGFP-N (1098 .. 1119)

pCMV-Azu-GFP
4913 bp

TTTEXFP-R (1359 .. 1378)

SV4O ori

%, ¢
o la ote! . Q
brg,, 'AC proﬂ(\5 o S0 <>

\ Q ’770_ter

(2916 .. 2933) L4440 —

o

. TEGFP-C (1706 .. 1727)
(3167 .. 3186) pBR322ori-F i Ll

T Bglob-pA-R (1859 .. 1878)

] 0L __ " "rbglobpA-R (1978 .. 1997)
(2805 .. 2824) EBV-rev ’/w ‘\\ M§
S0 poly(ErSgns) 3 TTM13 Reverse (2340 .. 2356)
(2751 .. 2770) SV40pA-R

(2644 .. 2655) SV40pro-F

‘ llac operator!
(2621 .. 2640) SV40pro-F

M13/pUC Reverse (2353 .. 2375)
[CAP binding site

Sekil 15. pPCMV-Azu-GFP

pCMV-GFP’ye azurin geninin entegrasyonu sonucu elde edilen pCMV-Azu-GFP

vektori %1°lik agaroz jel elektoroforezinde yiirtitiildii ve jel goriintiisti Sekil 16°da verildi.

Sekil 16. pPCMV-GFP ve pCMV-Azu-GFP’nin agaroz jel elektroforez goriintiisii. (M: markir;
1: pPCMV-GFP; 2: pCMV-Azu-GFP)
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Manyetik Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Vektore manyetik 6zellik saglayan manyetik ¢ekirdegin yapisal karakterizasyonuna ait
TEM gorintiisii Sekil 17°de verildi. TEM sonucuna bakildiginda, demir oksit MNP’lerin
monodispers ve ortalama 20 nm boyutlarinda oldugu goriildii. Ayrica manyetitin kiiresel sekle
sahip oldugu goézlendi.

100 nm

Sekil 17. Fe3O4 (manyetit) TEM goriintiisii.

Manyetitlerin yiizeyi silika ile kaplandiktan sonra kaydedilen TEM goriintiilerinde,
cekirdek kabuk yapist ve CTAB uzaklastirildigi i¢in olusan gdzenekler net olarak goriildii
(Sekil 18).
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200nm

Sekil 18. Cekirdek/kabuk yapisindaki mezogdzenekli MSNP’lerin TEM goriintiisii.

MSNP’lerin PEI kaplama ve APTES ile modifikasyon islemlerinin ardindan kaydedilen
TEM goriintiilerine bakildiginda, MSNP@PEI ve MSNP-NH2 boyutunun 100 nm’den kiigiik
oldugu gorildi (Sekil 19 A, Sekil 19 B).

MSNP-NH,

rrrrrrrrrni
100 nm

Sekil 19. MSNP@PEI ve MSNP-NH>’ye ait TEM goriintiisii (A. MSNP@PEI, B. MSNP-NH>).

Silika kapli manyetitin {iretim agamasinda, manyetitin su fazina alinmas i¢in kullanilan

CTAB’in varligi ve sentez tamamlandiktan sonra yapidan uzaklastirilma basarist FTIR ile
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dogrulandi. Sentezlenen silika kapli MNP’lerden kaydedilen FTIR spektrumunda, CTAB’a ait
-CH zincir yapis1 2888-2995 cm™°de net olarak goriildii (Sekil 20) ve bu pikler CTAB ¢ikarma
isleminden sonra gdzlenmedi. Silikanin varligr 800 cm™ ve 1080 cm™’de beliren pikler ile

anlasildi. Yapmin yiizeyinin -OH gruplarini barindirdigi, 3403 cm™’de goriilen pik ile anlasildi.

Transmittans (A.u.)

— CTAB cikarma déncesi MSNP
—— CTAB ¢ikarma sonras1 MSNP

L L I I L | I I I I I 1 1 I 1 1 I
QQQQQQQQ O O OSND
QY O Q Q Q Q Q Q Q Q N) Q
Dalgaboyu (cm )
Sekil 20. CTAB ¢ikarma oncesi ve sonrast MSNP’lerin FTIR analizi
Yiizey modifikasyonlar1 sonunda elde edilen MSNP@PEI ve MSNP-NH2 ylizeyinin
kimyasal yapisinin karakterizasyonu FTIR analizi ile yapildi. PEI ve APTES yapisinda bulunan

amin bagina ait pik 1562 cm™’de goriildii (Sekil 21). Ayrica PEI ve APTES yapisinda bulunan
-C-H zincirine ait pikler yine 2811 ve 2892 cm™’de gériildii.
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Transmittant (A.u.)

— MSNP@PEI

—— MSNP-NH,

L J ) I I ) I I I I I I 1 I I 1 I

S A N NN T NI TNl N
S S T S ST ST T ST TS TS
WA PSSR SSR IS DS

Dalgaboyu (cm"')

Sekil 21. MSNP@PEI ve MSNP@NH_?’ye ait FTIR analizi.

Farkli oranlarda PEI kullanarak MSNP yiizeyi PEI ile kaplandi. Elde edilen
MSNP@PETI’lerin yiizey yiikiiniin belirlenmesi i¢in DLS analizi yapildi. Sekil 22’deki zeta
potansiyeline bakildiginda MSNP@PET’lerin yiizey yiikiiniin pozitif oldugu goriiliirken,
MSNP@PEI’lerin hidrodinamik boyutlarinin (Rn) ortalama 260 nm oldugu goriildii. DLS
analizi ile nanopartikiillerin polidispersit indeksi (PDI) incelendiginde, degerlerin 0,165-0,201
arasinda oldugu belirlendi (Sekil 22).

48



45 300
40 4 .____.——-——-—-——"_"i
i/ - 250
354
P F —I
S\ 30 - =200
E
< 254
2 - 150
g 20-
=]
-
g ppr sp | [
10- . 1-0,5 0,165 0,018
- Z(?ta P_otan.swel 1-1 0.175 001| [ 50
< —m— Hidrodinamik Boyut 1-2 0.201 0,025
0 T ¥ T Y T 0
1-0,5 1-1 1-2

MSNP:PEI

Sekil 22. MSNP:PEI’ye ait DLS analizi
Manyetofektin Hazirlama ve Optimizasyonu

Manyetofektin hazirlama sirasinda MNP/DNA etkilesim siiresini belirlemek i¢in
manyetofektinler, 0, 5, 15, 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Belirlenen siirelerde
inkiibe edilen manyetofektinler agaroz jel elektoroforezinde yiiriitiiliip goriintiilendi. Sekil
23’teki jel goriintiisiine bakildiginda, 30 dakika inkiibe edilen manyetofektin grubunda DNA’ya
ait bandin kayboldugu goriildii. Diger bir deyisle, DNA’nin tamaminin MSNP tarafindan

tutuldugu, dolayistyla manyetofektin siiresi arttikca DNA baglanmasinin arttig1 goriildii.
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Sekil 23. DNA baglanma siiresi deneyine ait agaroz jel elektroforez goriintiisii (A) ve bant
yogunlugunun istatistiksel analizi (B) (1: kontrol, PBS i¢inde pPCMV-GFP (1 ng/25uL); 2-5.
kuyular: manyetofektin inkiibasyon siireleri, sirasiyla; 0, 5, 15 ve 30 dakika)
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Siire ¢alismasindan sonra uygun manyetofektin ortaminin belirlenmesi i¢in hiicre
biiylime besiyeri (serum ve antibiyotik icermeyen) ve PBS ortaminda manyetofektin hazirlandi.
Manyetofektinler, agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliip gortintilendi. Sekil 23 A’daki jel
gorlintiisiine  bakildiginda, hiicre biiylime besiyeri ve PBS ortaminda hazirlanan
manyetofektinlerde, DNA’nin ¢ogunlugunun MNP’lere baglandig1 goriildi. Sekil 23 B’deki
DNA salim jel goriintiisiine bakildiginda ise hiicre biiyiime besiyeri ve PBS ortaminda

hazirlanan manyetofektinlerin ikisinde de ayn1 miktarda DNA baglandigi goriildii.
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Sekil 24. A. Uygun manyetofektin ortami1 belirleme deneyine ait agaroz jel elektroforez
goriintiisii (1. kuyu: kontrol, PBS i¢inde pCMV-GFP (1 pg/25uL); 2. kuyu: PBS iginde
hazirlanan manyetofektin; 3. kuyu: hiicre biiyiime besiyeri icinde pPCMV-GFP (1 png/25uL); 4.
kuyu: hiicre biiylime besiyeri i¢inde hazirlanan manyetofektin) B. Manyetofektin DNA salim
deneyine ait agaroz jel elektroforez goriintiisii (1. kuyu: PBS iginde hazirlanan manyetofektin
DNA salimi; 2. kuyu: hiicre biiyiime besiyeri i¢inde hazirlanan manyetofektin DNA salimi). C
ve D, A ve B’de yer alan jel goriintiilerine ait bant yogunlugu istatistiksel analizi.

Farkli konsantrasyonlarda MSNP, MSNP@PEI ve MSNP-NH: kullanilarak 1 ng
DNA’nin baglanmasi i¢in manyetofektinler hazirlandi. Hazirlanan manyetofektinler, jelde
yiirlitiilerek goriintiilendi. Sekil 25’teki jel goriintiisiine bakildiginda, modifiye edilmemis
haliyle MSNP’nin artan konsantrasyonda bile ortamdaki tim DNA’nin az bir miktarinin
baglandig1 goriildii. Sekil 26°daki jel goriintiisiine bakildiginda, pozitif yiikli PEI ile kaplanan

MSNP@PEI'nin artan konsantrasyonlarn DNA’nin daha ¢ok baglandigi goriildi. Sekil
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27°deki jel goriintiistine bakildiginda ise artan MSNP-NH> konsantrasyonuyla birlikte baglanan
DNA’nin miktarinin arttig1 goriildi.
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Sekil 25. MSNP miktar optimizasyonu deneyine ait agaroz jel elektroforez goriintiisii (A) ve
bant yogunlugunun istatistiksel analizi (B) (1. kuyu: kontrol, PBS i¢inde pCMV-GFP (1
ug/25ul); 2-7. kuyular: srasiyla; 1, 2,5, 5, 10, 20, 25 ug MSNP ile hazirlanan
manyetofektinler)

Bant yogunlu

Jel kuyular:

Sekil 26. MSNP@PEI miktar optimizasyonu deneyine ait agaroz jel elektroforez goriintiisii (A)
ve bant yogunlugunun istatistiksel analizi (B) (1. kuyu: kontrol, PBS i¢inde pPCMV-GFP (1

ug/25ul); 2-8. kuyular: sirasiyla; 1, 2,5, 5, 10, 20 ve 25 ung MSNP@PEI ile hazirlanan
manyetofektinler)
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Sekil 27. MSNP-NH2 miktar optimizasyonu deneyine ait agaroz jel elektroforez goriintiisii (A)
ve bant yogunlugunun istatistiksel analizi (B) (1. kuyu: kontrol, PBS i¢inde pPCMV-GFP (1
ug/25ul); 2-8. kuyular: sirasiyla; 2,5, 5, 10, 25, 50, 75, 100 ug MSNP-NH> ile hazirlanan
manyetofektinler)

Manyetofektin hazirlarken kullanilan ekstra PEI’nin pH degeri degistirilerek nétral ve
bazik pH’da PEI (nPEI ve bPEI) ile DNA baglama ¢aligmalar1 yapildi. Karigimlar, agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilerek goriintiilendi. Sekil 28’deki jel gortntiisiine bakildiginda, N/P:4
oranindaki nPEI ve bPEI’nin 1 pg DNA’nin tamamini bagladig: gorildii.
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Sekil 28. nPEI ve bPEI DNA baglanma deneyine ait agaroz jel elektroforez goriintiisii (A) ve
bant yogunlugunun istatistiksel analizi (B) (1. kuyu: nPEI ve 1 ng DNA,; 2. kuyu: bPEI ve 1
ug DNA,; 3. kuyu: PBS igerisinde hazirlanan 1 ng DNA)

nPEI ile farkli N/P oranlarinda 3 ve 5 ng DNA’nin baglanma kapasiteleri c¢aligildi.
Karigimlar, agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek goriintiilendi. Sekil 28’deki jel goriintiisiine
ve bant yogunlugu grafigine bakildiginda, tim N/P oranlarinda 3 pg DNA’nin tamaminin
baglandig1 goriiliirken, 5 pg DNA’nin N/P:10 oraninda bile tamaminin baglanmadig1 goriildii.
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Sekil 29. nPEI ile farklt N/P oranlarinda DNA baglanma deneyine ait agaroz jel elektroforez
goriintiisti (A) ve bant yogunlugunun istatistiksel analizi (B) (3 ug DNA ile hazirlanan
2,4,6,8,10 vel2. kuyular sirastyla; N/P: 0, 2, 4, 6, 8 ve 10, 5 ug DNA ile hazirlanan 1, 3,5, 7, 9
ve 11. kuyular sirasiyla; N/P: 0, 2, 4, 6, 8 ve 10).

Farkli MSNP-NH; konsantrasyonlar1 ve N/P:10 oraninda nPEI kullanarak 3 pg
DNA’nin baglanmasi i¢in manyetofektin gruplari olusturuldu. Manyetofektinler, agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilerek goriintiilendi. Sekil 30°daki jel goriintiisii sonucuna bakildiginda,
100 pg MSNP-NH2’nin N/P:10 oraninda nPEI ile en iyi DNA baglama kapasitesine sahip
oldugu gozlendi.
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Sekil 30. MSNP-NH: konsantrasyonu belirleme deneyine ait agaroz jel elektroforez goriintiisii
(A) ve bant yogunlugunun istatistiksel analizi (B) (1. kuyu: kontrol, PBS i¢inde pPCMV-GFP (3
ug/25uL); 2-5. kuyular: sirasiyla; 25, 50, 75, 100 pg MSNP-NH2 ve N/P:10 oraninda PEI ile
hazirlanan manyetofektinler).

Farkli N/P oranlar1 kullanilarak 25 pg MSNP-NH: varliginda en yiiksek DNA baglayan
nPEI miktar1 belirlendi. DNA miktar1 1 pg ve 3 pg olacak sekilde ayr1 ayri manyetofektinler
hazirlandi. Hazirlanan manyetofektinler, agaroz jel elektroforezine yiiklenerek yiirtitiildi. Sekil
31°daki jel goriintlisiine bakildiginda, tiim N/P oranlarinda 1 pug DNA’nin tamaminin
baglandig1 gbzlenirken N/P orani arttikca 3 pg DNA’nin baglanma miktarinin arttigi, ancak

N/P:15 oraninda bile tamaminin baglanmadig: goriildii.
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Sekil 31. N/P oraniin belirlenmesi deneyine ait agaroz jel elektroforez gorintiisii (A, B) ve
bant yogunlugunun istatistiksel analizi (C, D) (A. 1 ug DNA ile hazirlanan manyetofektinler
(1: kontrol-PBS i¢inde 1 ug/25uL pCMV-GFP, 2-8: sirastyla; N/P: 0, 2, 4, 6, 8, 10, 15)) (B. 3
ug DNA ile hazirlanan manyetofektinler (1: kontrol-PBS i¢inde 3 pg/25uL pCMV-GFP, 2-8:
sirasiyla; N/P: 0, 2, 4, 6, 8, 10, 15))

Proliferasyon ve Sitotoksisite Testleri

Gen tagima araci olarak kullanilacak partikiillerin hiicreler iizerinde toksik etkileri
aragtirildi. Uygulama yapilan hiicre gruplarina MTS vermeden 6nce alinan invert mikroskobu
gorintiileri incelendiginde hiicrelerin morfolojilerini kaybetmedigi gozlendi (Sekil 32). Silika

ile biyouyumlu hale getirilen MSNP konsantrasyonlarmin hiicre canliligini 6énemli 6l¢iide

etkilemedigi gozlendi (Sekil 33).
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Sekil 32. MSNP uygulamas: yapilan MCF-10A hiicrelerinin 48 saat sonundaki invert
mikroskop gortintiileri (Skala: 20 um)
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Sekil 33. MSNP uygulamasi yapilan MCF-10A hiicrelerinin 48 saat sonundaki MTS sonucu
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Sentezlenen MSNP vyiizeyinin pozitif hale getirilmesi i¢cin PEI kaplamasi yapilan
MSNP@PEI uygulamasi yapilan hiicre gruplari invert mikroskobu altinda incelendiginde 60
ug/mL uygulama grubundan itibaren hiicrelerin morfolojilerini kaybettigi, hiicre seklinin
yuvarlak hal aldigi gozlendi (Sekil 34). Artan konsantrasyonlarda ise hiicre canliligin1 6nemli
derecede azalttigi belirlendi (Sekil 35). Uygulama gruplar1 incelendiginde, 60 pg/mL
konsantrasyonundan itibaren kontrol grubu ile aralarinda istatistiksel olarak onemli fark

gozlendi.

Sekil 34. MSNP@PEI uygulamasi yapilan MCF-10A hiicrelerinin 48 saat sonundaki invert
mikroskop goriintileri (Skala: 20 um).
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Sekil 35. MSNP@PEI uygulamasi yapilan MCF-10A hiicrelerinin 48 saat sonundaki MTS
sonucu.

Uygulama yapilan hiicre gruplari invert mikroskop altinda incelendiginde 80 pg/mL
konsantrasyondan itibaren hiicre morfolojisinin degistigi, hiicrelerin kiiresel sekil aldigi
gozlendi (Sekil 36). APTES ile modifiye edilerek elde edilen MSNP-NH2’lerin artan

konsantrasyonlarda hiicre canliligini yaklasik %80 azalttig1 belirlendi (Sekil 37).
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Sekil 36. MSNP-NH: uygulamas: yapilan MCF-10A hiicrelerinin 48 saat sonundaki invert
mikroskop goriintiileri (Skala: 20 pm)
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Sekil 37. MSNP-NH> uygulamasi yapilan MCF-10A hiicrelerinin 48 saat sonundaki MTS
sonucu
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Manyetofektin hazirlanirken DNA’y1 niikleazlardan korumak amaciyla kullanilan
PEI’in toksisitesi belirlendi. bPEI ve nPEI hiicrelere uygulandiginda Sekil 38’de gortldigi
gibi bPEI’'min artan konsantrasyonlarinda hiicre canliliginin azaldigi, nPEI’min artan
konsantrasyonlarinda ise hiicre canliligimin bPEI'min artan konsantrasyonlarindaki kadar

etkilenmedigi gozlendi.
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Sekil 38. PEl uygulamasi yapilan MCF-10A hiicrelerinin 48 saat sonundaki MTS sonucu.
Manyetik Nanopartikiillerin Hiicresel Aliniminin Belirlenmesi

Hiicresel alimin dogrulanmast i¢in kullanilmak {izere sentezlenen Oregon Green etiketli
MSNP’lerin 0, 15, 30, 60 dakika miknatis tutularak MCF-10A hiicreleri tarafindan alinmasi
beklendi. Her grubun bekleme siiresi tamamlandiktan 4 saat sonra hiicreler, lazer taramali
konfokal mikroskop ile goriintiilendi. Sekil 39’daki konfokal mikroskop goriintiilerine
bakildiginda, miknatis yardimiyla 30 dakika boyunca hiicresel alim1 gergeklestirilen gruptaki
hiicrelerin daha fazla Oregon Green etiketli MSNP’leri aldigi gorildii (Sekil 39). Farkli
stirelerde uygulama yapilan hiicre gruplarinin konfokal mikroskop goriintiilerinden alinan yesil
floresan yogunluk grafigine bakildiginda en iyi hiicresel alimin 30 dakika miknatis tutulan

grupta oldugu goriildii (Sekil 40). Konfokal mikroskopta aliman 3D hiicre goriintiilerine
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bakildiginda DAPI 1simasinin basladigi ve bittigi noktalarda gelen yesil floresan 1s1ma ile
partikiillerin hiicre i¢inde oldugu belirlendi (Sekil 41).
MSNP-Oregon green

Kontrol MSNP 0 dakika 15 dakika 30 dakika 60 daika

Aydinlik alan

DAPI

DAPI/

Oregon green Oregon green

Sekil 39. Oregon Green etiketli MSNP ile muamele edilen MCF-10A hiicrelerinin hiicresel
alimina ait konfokal mikroskop goriintiisii (Skala: 10 pm).
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Sekil 40. Hiicresel alim siiresi istatistiksel analizi.
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Sekil 41. Hiicresel alim 3D goriintiisii
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Fiizyon Protein Varhginin Gosterilmesi

Optimize edilen sartlarda manyetofektinler hazirlanarak lamel {izerine ekilen MCF-10A
hiicrelerine  rekombinant pCMV-Azu-GFP’nin  manyetofeksiyonu  gerceklestirildi.
Manyetofeksiyon islemi ardindan hiicreler 48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi
hiicreler fikse edilerek lazer taramali konfokal mikroskop ile goriintiilendi. Konfokal mikroskop
goriintiilerine bakildiginda yesil floresan 1gimanin kontrol grubunda olmayip manyetofeksiyon
yapilan hiicre grubunda olmasi1 Azu-GFP fiizyon proteininin MCF-10A hiicrelerinde basarili
bir sekilde ifade edildigini gosterdi (Sekil 42).

Aydinlhik alan DAPI AZU-GFP Birlesik

Kontrol

pCMV-Azu-GFP

Sekil 42. Manyetofeksiyon yapilan hiicrelere ait konfokal mikroskop goriintiisii

Azurine spesifik antikor kullanilarak western blot analizi yapildi. Bunun i¢in
manyetofektin ~ gruplart  olusturularak ~ pCMV-Azu-GFP ~ MCF-10A  hiicrelerine
manyetofeksiyon ile gonderildi. Uygulamadan 48 saat sonra hiicreler toplanarak RIPA tamponu
ile parcalandi. Elde edilen hiicre lizatlar1 TCA ile c¢oktiiriilerek SDS-PAGE jeline yiiklenip
yiiriitiildii. SDS-PAGE jeli PVDF membrana blotlandi. Analiz sonucunda Sekil 43 ve Sekil
44°teki membran goriintiilerine bakildiginda MCF-10A hiicreleri tarafindan iiretilen fiizyon

protein beklenen yerde goriildii.
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Sekil 43. Rekombinant Azu-GFP fiizyon proteininin western blot analizi (M: Markir; 1:
kontrol; 2: 25 pg MNP- 3 ug DNA- N/P:23; 3: 25 ug MNP- 3 ug DNA- N/P:46; 4: 25 ng MNP-
9 ug DNA- N/P:103; 5: 25 ug MNP- 9 ng DNA- N/P:310, 6: 50 ng MNP- 3 ng DNA- N/P:23;
7: 50 ng MNP- 3 ng DNA- N/P:35, 8: 50 ng MNP- 3 ngDNA- N/P:46.)

70 KD 2 mump
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Sekil 44. Rekombinant Azu-GFP fiizyon proteininin western blot analizi (M: Markir; 1:
kontrol; 2: 50 ng MNP- 9 ngDNA- N/P:103; 3: 50 png MNP- 9 ng DNA- N/P:207; 4: 50 ug
MNP- 9 ng DNA- N/P:310; 5: 75 png MNP- 3 ug DNA- N/P:35, 6: 75 pg MNP- 3 ng DNA-
N/P:46; 7: 75 ng MNP- 9 ngDNA- N/P:103; 8: 75 pg MNP- 9 ug DNA- N/P:207; 9: 75 pg
MNP- 9 ng DNA- N/P:310.)
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TARTISMA VE SONUC

Rekombinant DNA teknolojisi, canlilarda dogal yollarla meydana gelmesi miimkiin
olmayan, genellikle farkli canli tiirlerinden alinan DNA molekiillerinin, gen miihendisligi
teknolojileriyle kesilmesini ve elde edilen farkli DNA pargalarinin birlestirilmesi islemlerini
kapsayan bir teknolojidir. Rekombinant DNA ise; bu islem sonucu iiretilmis olan yeni DNA
molekiiliine verilen isimdir ve kisaca rDNA olarak yazilir (Lodish H, 2000). rDNA teknolojisi
araciligiyla rekombinant (heterolog) protein tiretimi igin farkli konakgilar kullanilmaktadir. Bu
amac¢ dogrultusunda, bakteri, maya, bocek hiicreleri, memeli hiicreleri ve bitki ekspresyon
sistemleri siklikla kullanilir (Assenberg et al.,, 2013). Rekombinant protein iiretiminde,
ilgilenilen gen sekansinin iretim konakgisi igin uygun ekspresyon vektoriinde yer alan
promotdr arkasina yerlestirilerek rDNA elde edilir. Bunu takiben, rDNA’nin konak¢iya
aktarimi i¢in uygun olarak belirlenen biyolojik, kimyasal ya da fiziksel yontemlerden biriyle

konakgiya aktarilmasi gerekmektedir.

Son zamanlarda kullanilan gen aktarim yontemlerinden biri olan manyetofeksiyon ucuz,
kolay ve basarili bir gen aktarim yontemidir. Manyetofeksiyon ile memeli hiicrelerine kolay ve
yiiksek verimlilikle gen aktarilmasindan dolay1 arastirmacilar tarafindan siklikla tercih edilen
yontemlerdendir. Bu gen aktarim yonteminin temeli, farkli yontemler kullanilarak sentezlenen
manyetik nanopartikiillerin DNA ile kompleks olusturarak manyetik alan etkisiyle hiicrelere

daha fazla DNA girmesini saglamaktir (X. Zhao et al., 2017).

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, heterolog protein ekspresyonu igin konakei olarak memeli
hiicresi olan MCF-10A hiicreleri kullanildi. Rekombinant DNA elde etmek amaciyla memeli
hiicreleri i¢in uygun olan ve yapisal CMV (sitomegaloviriis) promotdriinii igeren pCMV-GFP
ekspresyon plazmitine terapotik azurin proteinini kodlayan kodon optimize azurin geni
yerlestirildi. CMV, herpes viriisleri Herpesviridae familyasinin Betaherpesvirinae alt
familyasina dahil olan bu virlis, insan ve maymunlari enfekte ederek konake¢i olarak
kullanmaktadir. CMV, memeli ekspresyon sistemleri icin giliglii bir promotdr olarak
kullanilmaktadir (Kyung et al., 2005). Xia ve arkadaslar1 yaptiklart ¢alismada, insan CMV
promotoriinde intonA varliginda memeli hiicresi olan 293EBNA ve CHO-K1 hiicrelerinde
gecici transfeksiyon ile yiiksek seviyelerde protein ifade edildigini belirtmislerdir (Xia et al.,
2006). Wang ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada ise tavsanlarda 6n ¢apraz bag (ACL)
rekonstriiksiyonundan sonra plazmit sitomegaloviriis (pCMV)-kemik morfogenetik protein 2

(BMP-2) gen tedavisinin tendon-kemik ara yiiziiniin iyilesmesi tizerindeki etkisini arastirmis
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ve pPCMV-BMP-2 gen tedavisinin uygulanmasi, ACL rekonstriiksiyonunda etkili bir yardimci
tedavi olabilecegini bildirmistir (Wang et al., 2010).

Heterolog protein iretiminde verimliligi arttirmak ig¢in orijinal diziyi igeren
organizmadaki niikleotid sekanslarini, konak¢i organizmanin niikleotid sekanslarina
dontstiirerek ifade edilmesi istenen genlerin traslasyon verimliligini arttirmak amaciyla kodon
optimizasyonu yapilmaktadir (Fuglsang, 2003). Heterolog protein iiretimi, konak¢1 organizma
ile dogal gen arasindaki kodon kullanimindaki farktan etkilendigi belirlenmistir. Kodon
optimizasyonu yapilirken, haberci RNA ’nin ikincil yapisi, kodon adaptasyon indeksi (CAI) ve
transfer RNA havuzu dahil diger faktorler de dikkate alinmalidir (Tu et al., 2016). Translasyon
verimliliginin iyi olmasi i¢in kodon adaptasyon indekslerinin 1’e yakin olmasi tavsiye
edilmektedir (Al-Hawash et al., 2017). Kim ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada, insan
eritropoietin (EPO) geninin insan ve maya i¢in kodon optimizasyonlarini yaparak ekspresyon
seviyelerini karsilagtirmistir. Yeniden yapilandirilmis EPO genlerinin nispi performanslari,
cesitli promotor kombinasyonlari ile degerlendirildi. Karsilagtirilabilir kombinasyonlar kiimesi
altinda, insan yiiksek frekansli kodonlarina sahip olgun EPO geni, maya yiiksek frekansl
kodonlara goére memeli hiicrelerinde oldukc¢a yiiksek diizeyde ekspresyon oldugunu
belirlemistir (Kim et al., 1997). Bu tez ¢alismasinda, P. aeruginosa bakterisine ait azurin
proteininin memeli (insan) hiicrelerinde ekspresyonunu arttirmak ve nadir bulunan kodonlari
stkea kullanilanlar ile degistirmek i¢in kodon optimizasyonu yontemi kullanildi. Kodon
optimize edilen azurin genine ait niikkleotid sekansinin optimizasyondan 6nceki ve sonraki CAI
degerlerinin 0,84 ve 0,95 oldugu ayni sekilde GC igeriginin %61,97 iken %62,26 oldugu
belirlendi.

GFP (yesil floresan protein) ile fiizyon olarak ifade edilen proteinlerin GFP’nin
sagladigi floresan 1s1ma yardimiyla lokalizasyonlar: belirlenebilmektedir. ~ Choidas ve
arkadaglar yaptiklar1 ¢alismada, GFP-aktin flizyon proteini ile ifade edilen aktin proteininin
GFP floresan 1s1masi sayesinde hiicre iskeletindeki konumunu belirlemis ve hiicre gogii takibini
yapmisglardir (Choidas, 1998). Kanda ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada ise H2B-GFP flizyon
proteinini kullanarak canli hiicrelerde kromatini etiketlemek igin yeni bir sistem kurmustur.
H2B-GFP sistemi, DM (double minute) kromozomlar da dahil olmak iizere kromozomlarin,
hiicre dongiisii  kontroliinii veya hiicre i¢i yapilar1 bozmadan yiliksek c¢oziintirliikte
goriintiilenmesine izin verir. Bu sistemin uygulanmasi kromatinin, kendine has 6zelliklerini
ortaya ¢cikarmistir (Kanda et al., 1998). Bu tez calismasinda gegici transfeksiyon ile MCF-10A

hiicrelerinde azurin proteinin GFP ile fiizyon olarak ekspresyonu hedeflenmistir.
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Bunun i¢in, ilk olarak P. aeruginosa tarafindan ifade edilen azurin geni, pPCMV-GFP’ye
yerlestirilerek rekombinant pCMV-Azu-GFP elde edildi. Oncelikle azurin geninin
amplifikasyonu i¢in uygun primer baglanma sicakliginin 68 °C oldugu belirlendi (Sekil 8).
Daha sonra belirlenen sartlarda gergeklestirilen PCR ile amplifiye edilen azurin geni
saflastirild1 ve saf olarak elde edilen azurin geni, ECORI ve Kpnl restriksiyon enzimleri ile
kesildi. Kesim sonrasi PCR firiinlerinin, fenol/kloroform ekstraksiyonu yapildi. Ayni zamanda
PCMV-GFP de ayni enzimlerle kesildi ve CIAP ile muamele edilerek agaroz jelde yiiriitiildii.
CIAP, kesilen uglarin tekrar birlesmesini engellemek amaciyla kullanildi. pPCMV-GFP, jelden
ekstrakte edilerek saflastirildi. Kesildikten sonra hazir hale gelen pPCMV-GFP ve azurin geni
ile ligasyon islemi gerceklestirildi. Ligasyon iiriinii, CaCl, metodu ile kompetent hale getirilen
E. coli hiicrelerine transfer edildi. Transformantlardan amfisilin antibiyotigine direngli olanlarin
LB-amfisilin agar besiyerinde koloni olusturduklar1 gdzlendi (Sekil 10). Inkiibasyon sonrasi
gelisen kolonilerden gene ve vektor DNA’ya spesifik primerler ile koloni PCR yapildi.
Reaksiyon sonucu elde edilen PCR fiiriinleri, agaroz jel elektroforezinde yiiriitildi ve
goriintlileme sonuglarina gore 457 bg’de gene ait bant ve 684 bg’de vektor DNA’ya ait bantlar
gozlendi (Sekil 11 ve Sekil 12). Klonlamanin dogrulugunu tespit etmek i¢in LB-amfisilin siv1
besiyerlerinde ¢ogaltilan 6. koloni toplanarak plazmitler saflastirildi ve Sanger sekanslama ile
dogrulandi. Niikleotid blast sonucuna gore genin %100 dogrulukla pCMV-GFP’ye
yerlestirildigi tespit edildi (Sekil 13 ve Sekil 14). Elde edilen Rekombinant DNA, pCMV-Azu-

GFP olarak isimlendirildi.

Manyetik nanopartikiiller (MNP) gen aktarim araci, hipertermi, manyetik rezonans
goriintiileme (MRI), katalitik uygulamalar vb. gibi ¢ok sayida potansiyel uygulama alanina
sahiptir. Bu tez caligmasinda gen aktarim araci olarak kullanilan, FesOs (manyetit) MNP’leri
literatiirde tarif edilen, basit ve hizli bir ydntem olan termal bozulma yontemiyle tiretildi (Amara
et al, 2009). Bu yontem i¢in demir kaynagi olarak Fe(acac)s veya Fe(CO)s
kullanilabilmektedir. Ancak, Fe(CO)s’nin yliksek toksisitesi nedeniyle onciil demir kaynagi
olarak Fe(acac)s kullanildi. Sentez ortaminda kullanilan oleylaminin ise ¢oziicii, yiizey aktif
madde ve indirgeyici madde olarak islev gorebilecegi belirtilmistir (Sun et al., 2014). Fe(acac)s,
oleyilamin ve benzil eter ii¢lii kombinasyonu kullanilarak manyetit sentezi gergeklestirildi.
Sentez sonucu hekzan igerisinde tek tek dagilan sliperparamanyetik MNP’ler elde edildi.
Uretilen MNP’ler, yapilarinin korunmasi amactyla hekzan icerisinde dagitildi ve N2 gazi
verilerek +4 °C’de muhafaza edildi. Hazirlanan manyetitlerin yapisal analizi i¢in gegirimli
elektron mikroskobu (TEM) kullanildi. TEM goriintiilerine bakildiginda manyetitlerin,
ortalama 20 nm boyutlarinda, tek tek dagilim gosterdigi ve kiiresel sekle sahip oldugu belirlendi
(Sekil 17). Sun ve arkadaslari yaptiklar1 calismada, Fe(acac)s’iin demir kaynagi olarak

68



kullanildiginda manyetitlerin kiibik ters spinel kristal yapiya sahip oldugunu bildirmislerdir
(Sun et al., 2014). Solak ve arkadaslarinin yaptigi caligmada ise, manyetit sentezi termal
bozulma yontemiyle yapilmis ve elde edilen manyetitlerin siiperparamanyetik ve yapisal olarak
hekzagonal sekle sahip oldugunu bildirilmistir (Solak et al., 2021). Dolayisiyla, MNP sentezi

ile elde edilen sonuglarin literatiir sonuglartyla uyumlu oldugu goriilmektedir.

Silika kapli nanopartikiiller, biyouyumluluklari, diisiik toksisiteleri ve kararliliklari
nedeniyle cesitli biyomedikal uygulamalar i¢in kullanilmaktadir. Bu ¢alismada sentezlenen
manyetitler, silika ile kaplanarak biyouyumlu hale getirildi. Silika kaplama igin Stober
metodunun modifiye hali kullanildi (Solak et al., 2021). Sentez sirasinda misel yapisi
olusturarak diizgiin yapili partikiiller elde etmek amaciyla CTAB kullanildi (Libermana, 2015).
Silika kaplama sonrasi CTAB’i uzaklagtirmak i¢in asidasyon ile CTAB ¢ikarma iglemi yapildi.
CTAB g¢ikarma islemi sonras1t mezog6zenekli silika kapli manyetik nanopartikiiller (MSNP)
elde edildi. Hazirlanan MSNP’lerin yapisal analizi i¢in TEM ile goriintiileme yapildi. CTAB
cikarma sonrasi partikiillerin TEM goriintiisiine bakildiginda, diizgiin yapili mezogoézenekler
goriilmektedir (Sekil 18). MSNP yiizeyinin kimyasal yapisinin karakterizasyonu, FTIR ile
analiz edildi. Sentezlenen silika kapli MSNP’lerden kaydedilen FTIR spektrumunda, CTAB’a
ait -CH zincir yapis1 2888-2995 cm™’de net olarak goriildii (Sekil 20) ve bu pikler, CTAB
cikarma isleminden sonra gozlenmedi. CTAB pikinin kaybolmasi, CTAB ¢ikarma islemi ile
basarili bir sekilde CTAB’1n uzaklastirildigini ifade etmektedir. FTIR analizine bakildiginda,
silikadan gelen -Si-O- bagina ait titresim, 1080 cm™’de gdzlenmektedir (Sekil 20). -Si-O-
baginin varligi manyetitlerin basarili bir sekilde silika ile kaplandigini dogrulamaktadir. Hong
ve arkadaslari, 1095,9 cm™ ve 802,6 cm™’deki absorpsiyon piklerinin, Si-O-Si baginin simetrik
ve asimetrik titresimlerinin karakteristik pik noktalar1 oldugunu bildirmistir (Hong et al., 2009).
MSNP’lerin suda iyi dagilmasm saglayan -OH baglarina ait pik, 3403 ve 1618 cm™’de
goriilmektedir (Sekil 20). Hidrofilik Si-OH bagina ait 800 cm™’de goriilen pik ise, MSNP
yiizeyindeki silika varligin1 géstermektedir (Mdoller et al., 2007).

Sentezlenen MSNP’lerin yiizeyi PEI kaplama ve APTES ile modifiye edilerek pozitif
hale getirildi. MSNP@PEI elde etmek igin tek basina giiglii bir gen aktarim araci olarak
kullanilan dalli yapiya sahip PEI kullanildi. Dalli yapiya sahip olan PEI polimerleri yiiksek
pozitif yiikke sahip oldugu i¢in negatif hiicre duvarindan gegmesi kolaydir (Mady et al., 2011).
PEI yiizey modifikasyonu sayesinde suda daha kararli dagilan ve DNA baglama kapasitesi
yiksek partikiiller elde edildi. MSNP’lerin PEI kaplama ve APTES ile modifikasyon
islemlerinin ardindan kaydedilen TEM goriintiilerine bakildiginda, MSNP@PEI boyutunun
yaklagik 40 nm oldugu goriiliirken (Sekil 19 A), MSNP-NH2 boyutunun yaklasik 35 nm oldugu
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goriildii (Sekil 19 B). Elde edilen MSNP@PEI ve MSNP-NH: yiizey yapist FTIR analizi ile
incelendiginde, PEl ve APTES yapisinda bulunan amin bagma ait pik 1562 cm™’de goriildii
(Sekil 21). Ayrica PEI ve APTES yapisinda bulunan -C-H zincirine ait IR pikleri 2811 ve 2892
cm? ortaya ¢ikt1. Farkli oranlarda MSNP:PEI kullanarak elde edilen MSNP@PETI’lerin yiizey
yiikiiniin (zeta potansiyeli), hidrodinamik boyutlarmin (Rn) ve polidispersit indeksi (PDI)
degerinin belirlenmesi i¢in DLS analizi yapildi. Sekil 22°deki zeta potansiyeline bakildiginda
MSNP@PETI’lerin yiizey yiikiiniin pozitif oldugu goriiliirken MSNP@PET’lerin hidrodinamik
boyutlarinin (Rn) ortalama 260 nm oldugu goriildii. DLS analizi ile nanopartikiillerin PDI
degerlerinin 0,05-0,7 araliginda bulunmasi, partikiillerin monodispers 6zellige sahip oldugunu
gostermektedir. DLS analizi incelendiginde degerlerin 0,165-0,201 arasinda oldugu belirlendi.
Elde edilen sonuglara bakildiginda sentezlenen MSNP@PEI’lerin monodispers yapida oldugu
goriildi (Sekil 22). Wang ve arkadaslar1 yaptiklari ¢calismada, MSNP zeta potansiyelinin -
24,32, 7 mV, MSNP@PEI zeta potansiyelinin ise +34.7+0.9 mV oldugunu bildirmistir (Wang
etal., 2018).

Niikleik asitlerin negatif yiiklii olduklar1 iyi bilinmektedir. Gen aktarim materyali de
buna bagl olarak pozitif yiizeye sahip olmalidir. Manyetofeksiyon yontemi ile gen aktarimi
yapabilmek icin kullanilacak MNP’lerin yiizeyleri pozitif yiiklii olmalidir. MNP yiizeyinin
pozitif olabilmesi i¢in modifikasyonlar yapilabilmektedir. Modifikasyon sonucu MNP’ler daha
kararli olma ve daha fazla DNA baglama 6zelligi kazanacaktir (Ma et al., 2011). Sentezlenen
MSNP, MSNP@PEI ve MSNP-NHz’nin DNA’y1 en verimli sekilde baglamasi igin
manyetofektin optimizasyonlart yapildi. Caligmaya oncelikle siire ve uygun manyetofektin
ortamimin belirlenmesi ile baslandi. Daha sonra partikiill miktar1 ve PEI miktarlarinin
optimizasyon c¢alismalar1 yapildi. Partikiil/DNA etkilesimi i¢in uygun siireyi belirleyebilmek
amaciyla olusturulan manyetofektin gruplar1 farkli siirelerde ve oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra agaroz jele yiiklenerek elektroforez sonrasi goriintileme yapildi. Jel
gorlntiisiine bakildiginda, 30 dakika inkiibe edilen grupta DNA bandinin kayboldugu goriildii
(Sekil 23). Bu, manyetofektin ortaminda bulunan DNA’nin biiyiik oranda tutuldugu anlamina
gelmektedir. D. Wang ve arkadaslar1 yaptiklar1 g¢alismada, MSNP@PEI/MDR1-siRNA
kompleksini olusturmak i¢in 45 ng MSNP@PEI ile 75 pmol MDR1-siRNA’y1 karistirarak 37
°C’de 30 dakika inkiibe etmis ve DNA’nin basarili bir sekilde baglanip hiicrelere tasindigin
gostermistir (D. Wang et al., 2018).

Manyetofektinin elde edilmesi i¢in gerekli inkiibasyon siiresi belirlendikten sonra
uygun manyetofektin hazirlama ortaminit belirleme deneylerine gegildi. Manyetofektin

hazirlama ortami olarak, PBS ve serum igermeyen hiicre biiylime besiyeri kullanildi.
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Manyetofektinler hazirlandiktan sonra 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrast manyetofektinler agaroz jele yiiklendi ve elektroforez sonrasi goriintiileme yapildi. Elde
edilen jel goriintiisiine bakildiginda, manyetofektin yiiklenen kuyularda DNA bantlar
goriilmedi (Sekil 24). Bu sonuca dayanarak, manyetofektinin hem PBS ile hem de serum
icermeyen hiicre biliyiime besiyeri ile hazirlanabilecegi anlasildi. Daha sonra, en ¢ok baglanan
DNA’nin hangi grupta oldugunu belirlemek amaciyla DNA salimi gergeklestirildi. Salim
sonras1 Ornekler agaroz jele yiiklendi ve elektroforez sonrasi goriintiileme yapildi. Jel
gorlintiisiine bakildiginda, her iki ortamda hazirlanan manyetofektinlerden salinan DNA
bantlarin yogunlugu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig: goriildii (Sekil 24).
Dolayisiyla, sonraki manyetofektin hazirlama deneylerinde daha diisiik maliyetli olmasi

sebebiyle PBS kullanildi.

Baglanan DNA miktarinin, artan partikiil miktar1 ile dogrusal bir iliskisi olup
olmadigina bakmak i¢in artan partikiil miktarlar1 ile optimizasyon deneyi yapildi. Bu amag
dogrultusunda farkli miktarlarda partikiil ve 1 ug DNA kullanarak manyetofektinler hazirlandi
ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 manyetofektinler agaroz jele
yiiklendi ve elektroforez sonrasi goriintiileme yapildi. Goriintiileme sonucuna gore, yilizey
modifikasyonu yapilmayan MSNP’lere negatif yiiklii DNA’nin baglanamadig: goriildi (Sekil
25). Sekil 26 ve Sekil 27°deki jel goriintiilerine bakildiginda MSNP@PEI ve MSNP-NH2’ nin
artan konsantrasyonlarinda daha ¢ok DNA’nin baglandigi goriildii. Bu dogrultuda,
manyetofektin hazirlanirken kullanilan partikiillerin miktar: arttik¢a baglanan DNA miktarinin
da artt1g1 sonucuna varildi. Boylece, gen aktarim agsamasinda manyetofektin hazirlarken hiicre
icin toksik olmayacak doza kadar partikiil miktar1 kullanilarak daha fazla DNA’nin hiicre i¢ine

gonderilebilecegi diisliniildii.

Transfeksiyon yontemlerinin tamaminda gen aktariminin verimli olabilmesi igin
aktarimi yapilacak DNA’nin hasar gormeden hiicre igerisine girmesi ve cekirdege kadar
ulastirilmast gerekmektedir. Transfeksiyon ajani olarak siklikla kullanilan ve yiiksek
transfeksiyon etkinligi olan PEI polimerleri DNA’y1 korumada olduk¢a basarilidir. PEI
yapisinin dalli olmasi ve yiizeyinin pozitif olmasi nedeniyle DNA’y1 daha ¢ok baglayip koruma
altina almaktadir. Ayrica PEI’'nin yliksek pozitivitesi nedeniyle kolaylikla negatif hiicre
zaridan gecip DNA’y1 endozomlardan koruyarak ¢ekirdege kadar ulastirabilmektedir (Mady
et al., 2011). PEI'nin bilinen bu 6zellikleri nedeniyle hem baglanan DNA miktarini arttirmak
hem de DNA’y1 hasar gérmeden cekirdege kadar ulagtirabilmek i¢in manyetofektin ortamina
ekstra PEI eklendi. PEI’de bulunan nitrojenin (N), 1 pg DNA’daki fosfat gruplarina (P) olan

oranina gore hesaplanan N/P oranlarinda manyetofektin ortamina PEI eklendi (W. Wang et al.,
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2011). PED'nin yiiksek pozitivitesi, gen aktarimi yapilacak hiicre igin toksik olabildiginden
pH’s1 7,4’e disiiriilerek pozitivitesi azaltildi (Kandemir B., 2013). Nétral pH ve bazik pH’da
(nPEI ve bPEI) hazirlanan PEI’ler, N/P:4 oraninda kullanilarak MSNP’lerin DNA baglama
kapasiteleri karsilastirildi. DNA baglama sonrasi 6rnekler agaroz jele yiiklendi ve elektroforez
sonras1 goriintiileme yapildi. Jel goriintiisiine bakildiginda, DNA bantlarinin yoklugu ile nPEI
ve bPEI’nin DNA’y1 etkin bir sekilde bagladigi sonucuna varildi (Sekil 28). nPEI ile farkli N/P
oranlari ¢alisildi. Oncelikle farkli N/P oranlari kullanilarak 1 ve 3 pg DNA baglayan PEI/DNA
kompleksleri olusturuldu. Hazirlanan 6rnekler, oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildikten
sonra agaroz jele yiiklendi ve elektroforez sonrasi goriintiilleme yapildi. Jel goriintiisi
incelendiginde, 1 pug DNA’nin ¢ogunlugunun baglandigi, 3 pg DNA’nin ise tamaminin
baglanmadigi goriildi (Sekil 29).

N/P:10 oraninda PEI ile 3 pg DNA’nin baglanmasi i¢in farkli konsantrasyonda MSNP-
NH2 kullanilarak manyetofektinler hazirlandi. Hazirlanan manyetofektinler, oda sicakliginda
30 dakika inkiibe edildikten sonra agaroz jele yiiklendi ve elektroforez sonrasi goriintiilleme
yapildi. Jel goriintiisiine bakildiginda, artan MSNP-NH: konsantrasyonunda PEI varligiyla daha
¢ok DNA’nin baglandigi goriildii (Sekil 30).

Daha sonra farkli N/P oranlart kullanilarak partikil/DNA/PEI  kompleksi
(manyetofektin) hazirlandi. Manyetofektinler, agaroz jele yiiklendi ve elektroforez sonucu elde
edilen jel goriintiisiine bakildiginda, artan N/P oranlarinda DNA’ya ait bandin kaybolmasi ile 1
ug DNA’nin ¢ogunlugunun baglanabildigi goriiliitken, N/P:15 oraninda bile DNA’ya ait
bandin varligi ile 3 pg DNA’nin tamaminin baglanmadig goriildii (Sekil 31). Elde edilen
sonuglar dogrultusunda, daha fazla DNA baglanmasi i¢in yiiksek N/P oranlarinda PEI
kullanilmasi gerektigi sonucuna varildi. Ma ve arkadaslari, manyetofektin hazirlarken N/P: 0,
5, 10, 20, 30 oranlarinda ekstra PEI kullanmistir. Manyetofektinler jele yiiklenip
goriintiilendikten sonra ¢aligilan tiim N/P oranlarinda 200 ng DNA nin tamaminin baglandigi

bildirilmistir (Ma et al., 2011).

Tiim manyetofektin optimizasyon deneyleri sonucunda elde edilen veriler bir biitiin
olarak degerlendirildiginde; artan MNP ve PEI miktar1 ile 1 pg DNA’nin biiyiik bir kisminin
baglanabildigi, DNA’ya ait bantlarin agaroz jelde goriilmemesi ile belirlendi. Daha yiiksek
DNA miktarlariin baglanabilmesi i¢in ise hiicreler icin toksik olmayacak daha yiiksek dozda

MNP ve PEI'nin kullanilabilecegi diisiiniildii.

Manyetofektin hazirlarken kullanilan partikiil ve PEI’lerin MCF-10A hiicreleri igin
sitotoksik etkisinin olup olmadigint belirlemek amaciyla MTS testi yapildi. Bu test,

mitokondriyal tetrazolyum tuzunun canli hiicreler tarafindan metabolize edilerek 490-500
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nm’de absorbans veren formazan boyasinin d6l¢iilmesine dayanir. 96 kuyulu plaklarda kiiltiire
edilen MCF-10A hiicrelerine 10-100 ug/mL konsantrasyonda sentezlenen MSNP, MSNP@PEI
ve MSNP-NH: uygulandi. Uygulamadan 48 saat sonra hiicrelere MTS testi yapildi. MSNP
uygulamasi yapilan hiicrelerin MTS verilmeden once 151k mikroskobunda alinan goriintiileri
incelendiginde, artan konsantrasyonlarda bile hiicre yapisinin ve morfolojisinin iyi oldugu
goriildi (Sekil 32). MTS testi sonucu alinan Slgimlerden elde edilen grafige bakildiginda
canliligin artan MSNP konsantrasyonlarinda bile %80’nin lizerinde oldugu goriildi (Sekil 33).
Canliligin %80’nin iizerinde olmasi, silika kaplama esnasinda kullanilan CTAB’1n tamamen
uzaklastirilmis olmasi1 ve partikiiliin silika ile biyouyumlu hale getirildiginin kanitt
niteligindedir. MSNP@PEI uygulamas: yapilan hiicrelerin MTS uygulanmadan once 151k
mikroskobunda alinan goriintiileri incelendiginde hiicre yapisinin ve morfolojisinin artan
konsantrasyonlarda 6nemli Ol¢lide bozuldugu, hiicrelerin ¢ekirdeklerinin kayboldugu ve
hiicrelerin biiziistiigii goriildi (Sekil 34). Bu durumun nedeni olarak, yiiksek pozitif ylizeye
sahip PEI'nin hiicre biiyiime ortamini bazik hale getirmesiyle hiicrelerin strese girmesi ve
dolayistyla apoptoz yolagmin aktiflesmis olabilecegi diisliniildii. MTS testi sonucu alinan
Olgimlerden elde edilen grafige bakildiginda artan MSNP@PEI konsantrasyonlarinda hiicre
canliliginin %70’in altinda oldugu gorildi (Sekil 35). MSNP-NH: uygulamasi yapilan
hiicrelerin MTS verilmeden Once 151k mikroskobunda alinan goriintiileri incelendiginde ise
artan konsantrasyonlarda hiicre morfolojisinin ¢ok fazla etkilenmedigi goriildii (Sekil 36). MTS
testi sonucu alman Ol¢limlerin  grafigine bakildiginda da artan MSNP-NH:
konsantrasyonlarinda hiicre canliigmim %80 civarlarinda oldugu gozlendi (Sekil 37).
Manyetofektin hazirlarken DNA’y1 koruma amaciyla kullanilan ekstra PEI’lerin hiicre canliligt
tizerindeki etkisini belirlemek i¢in hiicrelere 0,25-10 pg araliginda nPEI ve bPEI uygulandi.
Uygulamadan 48 saat sonra hiicrelere MTS testi yapildi. MTS testi sonucunda elde edilen
grafige bakildiginda, bPEI'nin yiiksek miktarlarinin hiicreler i¢in 6nemli diizeyde toksik
oldugu, nPEI’nin ise bPEI kadar hiicre canliligin1 olumsuz yonde etkilemedigi goriildii (Sekil
38). Moghimi ve arkadaslari, PEI sitotoksisitesinin molekiiler temelini anlamak amaciyla
yaptig1 ¢alismada dalli (25 kDa) ve lineer (750 kDa) PEI’nin hem hiicre membran hasarini
indiikleyebildigini hem de klinik olarak calisilan ii¢ insan hiicre hattinda (Jurkat T hiicreleri,
gobek damari endotel hiicreleri ve THLE3 hepatosit benzeri hiicreler) apoptozu baslatabildigini
bildirmistir (Moghimi, 2005)

Iyi bir transfeksiyon etkinligi igin dikkat edilmesi gereken 6nemli bir husus, stres
faktorleri olusturmayan ve hiicreleri Oldiirmeyecek konsantrasyonlarda gen aktarim
materyalleri ile calismaktir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen sonuglara gore,

sentezlenen MSNP’nin biyouyumlu oldugu, fakat ylizey modifikasyonu olmadan DNA’nin
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baglanamadigi bundan dolayr manyetofektin hazirlamada tercih edilemeyecegi belirlendi.
Diger yandan, sentezlenen MSNP@PEI’nin de hiicrelerde meydana getirdigi yiiksek toksisite
nedeniyle gen aktarim araci olarak kullanilamayacagi sonucuna varildi. Son olarak, sentezlenen
MSNP-NH2’nin ise 50-80 pg/mL konsantrasyon araliginda manyetofektin hazirlama igin
uygun oldugu belirlendi.

Hiicrelere gen aktariminin basarili bir sekilde gergeklestirilebilmesi i¢in gen aktarim
aracinin MCF-10A hiicrelerine girdiginin belirlenmesi gerekmektedir. Bu nedenle yesil
floresan 1s1ma veren Oregon-Green ile etiketlenen MSNP’ler hiicrelere uygulandi. Uygulama
sonrasi hiicreler, farkli siirelerde miknatis iizerinde inkiibasyona birakildi. Uygulamadan sonra,
hiicreler fikse edilerek DAPI ile boyand: ve lazer taramali konfokal mikroskopta gériintiilendi.
Konfokal mikroskop goriintiilerine bakildiginda, hi¢ miknatis uygulamadan bile hiicresel
alimin gerceklestigi, en iyi hiicresel alimin ise 30 dakika miknatis tutulan grupta gerceklestigi
gortldi (Sekil 39, Sekil 40). 30 dakika miknatis uygulamasinda daha ¢ok Oregon Green etiketli
MSNP’lerin hiicrenin igerisinde oldugu, Sekil 41°deki goriintiide DAPI 1s1masinin basladigi ve
bittigi noktalarda yesil floresan 1s1tmanin da baglayip bitmesiyle anlasilmaktadir. Partikiillerin
¢ekirdege girmesi tagidiklart DNA’nin da g¢ekirdege ulastirildigi anlamina gelmektedir. Yildiz
ve arkadaglar1 yaptiklari ¢alismada, MNP araciligiyla Pichia pastoris hiicrelerine gen
aktarimini hedeflemis ve hiicresel alimi belirlemek i¢in TIRTC ile sentezlenen MNP’leri
miknatis araciligiyla gondermistir. En iyi hiicresel alimin 15 dakika miknatis tutulan grupta
oldugu bildirilmistir (Yildiz et al., 2021). Kralj ve arkadaslar1 ise floresan etiketli
nanopartikiiller araciligiyla hiicresel alimda partikiil yilizey ytkiiniin etkisini MCF-10A, neoT
ve PC-3 hiicrelerini kullanarak arastirmis ve sonug olarak partikiil yiikiiniin hiicresel alimda

etkili oldugunu rapor etmislerdir (Kralj et al., 2012).

Elde edilen sonuglar dogrultusunda, diisiik toksisitesi ve DNA’nin baglanabilecegi
uygun yiizeye sahip oldugu icin gen aktarim araci olarak MSNP-NH; se¢ildi. Ekstra
kullanilacak PEI’nin nispeten diisiik toksisitesinden dolay1r nPEI olmasina karar verildikten
sonra optimize edilen sartlarda pCMV-Azu-GFP ile manyetofektin hazirlandi. Uygulamadan
48 saat sonra hiicreler fikse edilerek DAPI ile boyandi. Transfekte hiicrelerde ifade edilen Azu-
GFP flizyon proteini, lazer taramal1 konfokal mikroskopta goriintiilendi. Konfokal mikroskopta
goriilen GFP 1s1masi sayesinde azurin proteininin iiretildigi anlasilmaktadir (Sekil 42). Y. Wang
ve arkadaslar1 yaptig1 ¢alismada, elde ettikleri Ruc-GFP plazmitini kalsiyum fosfat ¢okeltme
yontemiyle hiicrelere transfekte etmis ve GFP fiizyon protein iireten hiicreleri floresan

mikroskop kullanarak goriintiilemistir (Y. Wang et al., 2002).
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Hiicrelerde azurin proteininin ekspresyonu, Western blot analizi ile de dogrulanda.
Bunun icin belirlenen sartlarda manyetofektinler hazirlanarak MCF-10A hiicrelerine
manyetofeksiyon islemi gerceklestirildi. Uygulama gruplarinda manyetofektin i¢in 25, 50 ve
75 png/mL konsantrasyonda MSNP-NH> kullanildi. 3 ve 9 ug/mL konsantrasyonda pCMV-
Azu-GFP kullanildi. PEI ise N/P:23, 35, 46, 103, 207, 310 oranlarinda kullanildi.
Manyetofektin hazirlanirken kullanilan yliksek N/P oranlartyla manyetofektin ortamindaki
DNA’nin biiyiik oranda baglanmasi amaglandi. Hazirlanan manyetofektinler, oda sicakliginda
30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 6 kuyulu plaklarda biiyiitiilen hiicrelere
manyetofektinler uygulandi ve plak 30 dakika miknatis tizerinde tutuldu. Siire sonunda 6
kuyulu plak inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan 4 saat sonra hiicre ortami uzaklastirild: ve
taze biliylime besiyeri eklendi. Daha sonra hiicreler 48 saat boyunca inkiibator igerisinde
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda hiicreler, RIPA tamponu ile parcalanarak hiicre lizat1 elde
edildi. Lizattaki proteinler, TCA ile ¢oktiiriildii ve SDS-PAGE jeline yiiklenerek yiiriitiildii.
Elektroforez sonrasinda anti-azurin antikoru kullanilarak western blot analizi yapildi. Analiz
sonucuna bakildiginda kontrol grubu hari¢ diger tiim gruplarda fiizyon proteinin (Azu-GFP)
beklenen yerde (yaklasik 41 kDa; azurin: ~14 kDa ve GFP: ~27 kDa) bant verdigi goriildii.
Sekil 43 ve Sekil 44’teki membran goriintiilerine bakildiginda, tiim manyetofeksiyon yapilan
gruplarda fiizyon proteine ait farkli yogunlukta bantlarin goriilmesi, partikiiller araciligiyla
genin farkl miktarlarda hiicrelere girmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Boylece MCF-10A
hiicrelerine manyetofeksiyon yontemi ile aktarilan bakteri kaynakli azurin proteininin memeli
hiicrelerinde ekspresyonu teyit edilmis oldu. Unver ve arkadaslari tarafindan yapilan bir
calismada, pPICZoA-Azu rekombinant vektorii, Pichia pastoris’e transfer edilmis ve hiicreler
tarafindan tretilen heterolog protein, anti-azurin antikoru ile yapilan western blot analizi ile

goriintiilenmistir (Unver et al. 2020).

Literatiirde gen aktarimi zor olan hiicrelere manyetofeksiyon yontemi ile gen
aktariminin diger yontemlere gore daha kolay ve ucuz oldugu bildirilmektedir (Yildiz et al.,
2021; Zhao et al., 2017) Ancak bu ¢alismada elde edilen konfokal mikroskop ve western blot
sonuglarindan yola ¢ikarak MCF-10A hiicrelerine manyetofeksiyon yontemi ile gen
aktariminda yiiksek transfeksiyon etkinliginin goriilmemesinin nedeni, saglikli hiicrelerin
uygulama sirasinda kullanilan maddelere karsi hassasiyet gostermesi sonucu strese girmesi
olarak diisiiniilebilir. Literatiirde MCF-10A hiicrelerine diger transfeksiyon yontemleri ile gen
aktariminda zorluk yasanmaktadir. Ornegin, ticari olarak temin edilebilen bir lipozom gen
aktarim araciyla elde edilebilecek transfeksiyon etkinliginin %10-20 arasinda oldugu
bildirilmistir (Invitrogen, n.d.). Son yillar da azurin ve p28 {izerinde yapilan aragtirmalar, azurin

ve p28’in birkag farkli sinyal yolagina miidahale edebilen ¢ok hedefli antikanser ajanlari
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oldugunu gostermistir. Bu nedenle azurin ve p28, tek basina veya diger antikanser ilaglari ile
sinerjistik olarak antikanser ajanlar1 olarak uygulanabilir. Ayrica, lipozomlarla veya
nanopartikiillere konjugasyondan sonra, p28, kanser hedefli ila¢ dagitimini gergeklestirme

potansiyeline sahiptir (Huang et al., 2020).

Bu tez ¢alismasinda manyetofeksiyon yontemi ile MCF-10A hiicrelerine azurin geninin
girisi saglanmis ve hiicrelerin azurin proteinini ifade ettigi gdzlenmistir. Dolayisiyla, meme
kanseri tedavisi i¢in hedeflenecek sonraki gen terapisi calismalarinda, bu tez g¢alismasi
kapsaminda elde edilen konstraktin (pCMV-Azu-GFP) manyetofeksiyon yontemi ile meme
kanseri hiicrelerine gonderilebilece§i ve bu tez calismasinda elde edilen sonuglar
dogrultusunda, terapi amaciyla kullanilacak azurin genini tasiyan konstraktin kanser
hiicrelerinin yani sira saglikli hiicrelere girmesi durumunda azurin ekspresyonu gergeklesse

dehiicrelerin olumsuz yonde etkilenmeyecegi 6ngoriilmektedir.

Sonuc ve Oneriler

1. Bu tez ¢alismasinda P. aeruginosa azurin geni manyetofeksiyon yontemiyle MCF-
10A hiicrelerine transfer edilmis ve hiicrelerde AZU-GFP fiizyon proteininin
ekspresyonu gosterilmistir.

2. pCMV-GFP’ye kodon optimize azurin geni yerlestirilerek pCMV-Azu-GFP elde
edilmistir.

3. Gen aktarim araci olarak kullanilan Fe3Os MNP’ler termal dekompozisyon
yontemiyle sentezlenmis ve 10 nm boyutlarinda manyetitler elde edilmistir.

4. Manyetitlerin yilizeyi farkli sentez yontemleriyle kaplanarak MSNP@PEI ve MSNP-
NH:z’ler elde edilmistir.

5. Sentezlenen nanopartikiillerin TEM, FTIR ve DLS analizleriyle karakterizasyonu
yapilmis ve elde edilen sonuglara gore gen aktarim araci olarak kullanilabilecegi
gorilmiistiir.

6. Yapilan manyetofektin  optimizasyon c¢aligmalart sonucunda sentezlenen
partikiillerin basarili bir sekilde DNA’y1 bagladig: belirlenmistir.

7. Sentezlenen nanopartikiillerin ve manyetofektin ortaminda kullanilan PEI’nin
yiiksek konsantrasyonlarinin MCF-10A hiicreleri i¢in toksik oldugu belirlenmistir.

8. Literatiirde herhangi bir yontemle gergeklestirilen transfeksiyonun etkinliginin diisiik
oldugu bilinen MCF-10A hiicrelerine manyetofeksiyon yontemiyle gen aktarimi

yapilabilmistir.

9. Tiumor terapisinde kullanilabilen azurinin saglikli hiicrelerde toksik etki gostermeden

ifade edildigi gosterilmistir.
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