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Nanobiyoteknoloji; Ila¢c ve Gen Tedavisinde
Tas1iyict Nanosistemler

Nanobiotechnology; Delivery Nanosystems in
Drug and Gene Therapy

OZET Nanobiyoteknoloji biyoloji, mithendislik, fizik ve kimya alanlarindaki teknolojiyi igine alan gok
disiplinli bir alandir. Biyoteknoloji ve nanoteknoloji son yillarin en umut verici teknolojilerinden ikisi-
dir. Nanoteknoloji fonksiyonel yapisi en az nanometre 6lgeginde olan malzeme ve cihazlarin tasarimi,
gelistirilmesi ve uygulanmasidir. Suda ¢6ziinemeyen veya biyolojik ortamlarda stabil olmayan ilaglarin
organizmaya verilebilmesini saglar. Biyoteknoloji ise mikroorganizmalar1 da igeren biyolojik madde-
lerden iiriin elde etmek veya onlart modifiye etmektir. iki teknolojinin bir araya gelmesi, yani nanobi-
yoteknoloji ile gliniimiizde birgok sistem gelistirilmekte ve uygulanmaktadir. Nanobiyoteknoloji,
hastalikli veya iltihapli dokularin saglikli dokulardan fizyolojik ve anatomik farkliliklarina dayanarak,
hedefe yonelik lipozom, niozom, katt lipit nanopartikiil gibi nano boyutta hedeflenebilen sistemlerin ge-
listirilmesine olanak saglar.

Anahtar Kelimeler: lag tastyici sistemler; gen hedeflemesi; nanoteknoloji

ABSTRACT Nanobiotechnology is a multidisciplinary field which includes technology in biology, en-
gineering, physics and chemistry. Biotechnology and nanotechnology are two of the most promising
technologies of recent years. Nanotechnology is the design, development and application of materials and
devices with functional structures at least on the nanometer scale. It permits the delivery of drugs that
are water insoluble or unstable in the biological environments to the organism. Biotechnology is the pro-
duction or modification of biological materials including microorganisms. Today, many systems are
being developed and implemented with the combination of two technologies, called as nanobiotechnol-
ogy. Nanobiotechnology offers facilities for the development of targeted nano-sized systems such as li-
posomes, niosomes, solid lipid nanoparticles based on the physiological and anatomical differences of
diseased or inflamed tissiues from healthy tissues.

Keywords: Drug delivery systems; gene targeting; nanotechnology

anobiyoteknoloji nanoteknolojinin biyolojik alanlarda uygulanmasidir. Giinii-

miizde biyoloji, mithendislik, fizik, kimya alanlarindaki teknolojiyi igine alan

¢ok disiplinli bir alandir. Biyoteknoloji ve nanoteknoloji (nanotech olarak da ta-
nimlanir) 21. ylizyilin en umut verici teknolojilerinden ikisidir. Nanobiyoteknoloji, has-
talikli veya iltihapli dokularin saglikli dokulardan fizyolojik ve anatomik farkliliklarina
dayanarak, hedefe yonelik nano boyutta hedeflenebilen sistemlerin gelistirilmesine ola-
nak saglar.'

Kullanilan nanoteknoloji suda ¢dziinemeyen veya biyolojik ortamlarda stabil ol-
mayan ilaglarim organizmaya verilebilmesini saglar. Ayrica, elektronik ve robotik alan-
lar gibi farkli bilimsel alanlardaki gelismelerin nanoteknolojide gen tedavisi, ilag
uygulamalari, goriintiileme ve yeni ilag bulus tekniklerinde dnemli gelismeler saglaya-
cagl imit edilmektedir.? Nanoteknoloji fonksiyonel yapisi en az nanometre 6lgeginde
olan malzeme ve cihazlarin tasarimi, gelistirilmesi ve uygulanmasidir. Biyoteknoloji ise
mikroorganizmalart da igeren biyolojik maddelerden {iriin elde etmek veya onlari mo-
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difiye etmektir. Tki teknolojinin bir araya gelmesi, yani na-
nobiyoteknoloji ile giinlimiizde bir¢ok sistem gelistiril-
mekte ve uygulanmaktadir.!

I NANOBIYOTEKNOLOJININ AVANTAJLARI

Hastalikli dokularin belirgin patofizyolojik 6zelliklerinin
avantajlarini kullanarak ilag hedefleme gergeklestirilebilir.
Bu sekilde ilacin hedefe 6zgiilliigii artirilir.

m Nanopartikiillere ilag yiliklenerek ilacin hiicre ve do-
kulardaki dagilimi degistirilebilir, bu sekilde biyolojik aktif
molekiillerin daha segici verilmesi saglanarak ilag etkili-
ligi artirilir, ilag toksisitesi azaltilir.

m Nanosistemler iltihapli dokularda segici olarak lo-
kalize olabilirler.

m Nanosistemlerle kan beyin bariyeri asilarak ilaclar
beyne hedeflenebilir.

m Timorlerde nanosistemlerin etkisi tiimor i¢inde
artan damar gegirgenligi bozulan lenfatik drenajla birlesti-
ginde, daha iyi iletim ve tutulma ile artirilir.

m Cesitli nanoiiriinler, konvansiyonel ilaglardan daha
yiiksek konsantrasyonda birikebilir.!

| GEN TEDAVIiSINDE
NANOBIYOTEKNOLOJi KULLANIMI

Gen tedavisi bir¢ok genetik ve edinsel hastaliklarin teda-
visinde artan éneme sahiptir. Gen terapisinin amaci gene-
tik materyalin hedef dokuya etkin ve toksik olmayan bir
tastyici ile in vivo olarak basarili bir sekilde aktarilmasidir.
Gen aktarimi i¢in viral esasli tasiyict sistemler, plazmit
esasli tastyic sistemler, hibrit bilesikler, viral olmayan sis-
temler kullanilmaktadir.

Viral sistemler replike olmayan ancak hiicrelere gen
aktaran sistemlerden olusurlar. Gen transfeksiyon etkinligi
ve uzun siireli ekspresyon gibi avantajlari bulunmakla bir-
likte giivenlilik ve immunojenisite gibi dezavantajlar1 var-
dir.

Viral olmayan gen tasiyici sistemlerin viral sistem-
lere gore birtakim Ustiinliikleri bulunmaktadir. DNA’y1
enzimatik degredasyondan korurlar ve hiicre tarafindan
alimini kolaylagtirirlar. Uretimlerinde 6lgii biiyiitme ko-
laydir ve kalite kontrolleri gelistirilmistir. Gen aktarimi
icin gilivenli, katyonik 6zellikte ve hedeflenebilir olma-
lar1 gerekmektedir.® Avantajlari dolayisiyla laboratuvari-
mizda gen tasiyict sistemler olarak viral olmayan
nanosistemler gelistirilmistir ve makalede ¢aligma or-
nekleri verilmistir.
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I ILAC VE GEN TASIYICI SISTEMLERIN
HEDEFLENDIRILMESININ ONEMI

Birgok terapotik etken madde karakteristik dzellikleri do-
layisiyla hedef organa ulasmakta basarili degildir. Orne-
gin, kanser kemoterapisinde sitostatik ilaglar hem kanser
hiicrelerine, hem de normal saglikli hiicrelere ayn1 sekilde
zarar verebilir. Bu nedenle, malign tiimér tedavisinde, kan-
serli hiicrelere segici olarak ilaglarin hedeflenmesine ge-
reksinim vardir, gelistirilen nanotasiyici sistemlerle anti
kanser ilaglarin, hormonlarin, niikleik asitlerin ve asilarin
daha etkili ve giivenli verilmesi saglanabilir.?

I NANOBIYOTEKNOLOJIYLE
HEDEFLENDIRME MEKANIZMALARI

u Pasif hedeflendirme; IV enjeksiyondan sonra
tastyict sistemin dogal olarak hedeflenmesidir. Kolloidal
partikiiller, hidrofobik veya negatif yiik tagiryan makromo-
lekiiller, viicut tarafindan yabanci olarak taninirsa retikii-
loendotelyal sistem (RES) hiicreleri tarafindan hizla
tutulurlar.

Ornegin 50 nm’den kiigiik molekiiller dalak, kemik
iliginde, 100 nm’den kiigiik molekiiller lenf diigiimlerinde
tutulurlar.

m Aktif hedeflendirme; fla¢ veya ilag tasiyici sis-
temler, 6zgiilliik veren, ilacin dagilimini etkileyen birta-
Bu ekler,
glikoproteinleri, dogal immiinoglobulinler, monoklonal

kim ekler igerirler. eritrosit membran

antikorlar olabilir.

Ultrasonun nanoilaglarla kombinasyonunda kanser,
Alzheimer ve osteoartrit gibi hastaliklarin tedavisinin etki-
liligini artirma potansiyeline sahip oldugu gosterilmigtir.*
ilaclarin tasinmas1 ve nanotastyici sistemlerden salinmasi
ultrason kullanilarak tetiklenebilmektedir.’

Ayrica, manyetik nanosistemler olusturarak da man-
yetik hedefleme yapilabilir. Manyetik nanopartikiiller et-
kili ila¢ hedeflemede yeni firsatlar sunar. Manyetik
nanaopartikiillerin potansiyel faydasi lokalize manyetik
alan gradyani kullanarak se¢ilen hedefe partikiilleri ¢eke-
rek tedavi bitene kadar o bolgede tutma ve sonra oradan
uzaklastirma olanagi saglayabilmesidir.®

I TEDAVIDE KULLANILAN NANOSISTEMLER

Biyoloji alaninda ve polimer kimyasindaki gelismeler ve
bu alanlarin nanoteknoloji ile etkilesimleri ilaglarin uygu-
lanmasinda biiyiik yenilik getirmistir. Nanoboyutlu ilag ta-
styict sistem (<1000 nm) olarak asagida belirtildigi gibi
bir¢ok sistem geligtirilmistir:
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m Katyonik lipit-niikleik asit kompleksleri (lipop-
leksler)

m Katyonik polimer-niikleik asit kompleksleri (Po-
lipleksler)

m Emiilsiyonlar

m Lipozomlar

m Niozomlar

m Nanopartikiiller

m Kati lipit nanopartikiiller
m Manyetik nanopartikiiller
m Dendrimerler

m Polimerik miseller

= Nanorod

m Nanofiberler

MIKROEMULSIYONLAR

Mikroemiilsiyonlarin dermal yolla ilag tasiyici sistem ola-
rak uygulanmasina 6rnek olarak analjezik, antipiretik ve
antinflamatuar etkisi olan diklofenak sodyum model madde
olarak segilerek, soya yagi, brij 58, Span ve etanol ile ge-
listirilen s/y mikroemiilsiyon formiilasyonuna yiiklenmis-
tir. Tavsan derisiyle yapilan permeasyon c¢aligmalari
sonucunda ilacin yiiklendigi mikroemiilsiyon formiilasyo-
nunun soliisyon formuna kiyasla istatistiksel olarak 6nemli
derecede permeasyonu artirdigi gosterilmisgtir.”

Laboratuvarimizda parenteral uygulama igin model
madde mitomisin-C radyoaktif isaretlenerek soya yagi, le-
sitin, polisorbat 80, etanol ve su ile gelistirilen y/s mikroe-
miilsiyon formiilasyonuna yiiklenmis ve tavsanlara IV
verilerek gama kamera goriintiilemesiyle biyodagilimina
bakilmigtir. Mitomisin C soliisyonuna kiyasla, mikroe-
miilsiyonun karaciger ve dalaga hedeflendigi, organizma-
dan atilmmin geciktigi gosterilmistir. Mitomisin-C
soliisyonu 30 dakikada mesanede gozlenirken, mikroe-
miilsiyon formiilasyonuyla verilen mitomisin-C, 90 dakika
sonunda da mesanede gdzlenmemis, karaciger ve dalakta
biriktigi goriilmiistiir. Bu nedenle karacigere pasif olarak
ila¢ hedeflenmesinde IV yolla mikroemiilsiyonlarin kulla-
nilabilecegi onerilmistir.®

LIPOZOMLAR

Lipozomlar dogal, toksik olmayan fosfolipidlerin suyla bir-
lesmesiyle sekillenen kiigiik kiire seklinde kolloidal sis-
temlerdir. Fosfolipitler viicudun yapitasi olduklari igin
biyolojik olarak yikilirlar, immiinojenik ve toksik etki gos-
termezler. Lipit ¢ift tabaka ve sulu fazdan olusurlar. Lipit
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cift tabakasi bir veya daha fazla sayida olabilir, buna gore
lipozom biiytikliikleri de farkli olabilir.

Kiiciik tek tabakali keseler igerenler 25-70 nm bii-
yiikliikte olan, ¢ift tabakali bir lipidden ibarettirler. Genis
tek tabakali keseler i¢erenler 100-400 nm Olgiide, cift ta-
bakali bir lipidden ibarettir. Cok tabakali keseler igerenler
ise 20 nm’den birka¢ mikrona kadar olabilen, iki veya daha
fazla konsantre ¢ift tabakadan ibarettir.? Lipozomlarin sta-
biliteleri kolesterol, setil fosfat gibi ¢esitli molekiillerin fos-
folipid cift tabakas1 igine yerlestirilmesiyle degistirilebilir.
Ornegin fosfolipid tabakalarina kolesterol yerlestirilmesi
lipozom membranini daha stabil hale getirir.

Lipozomlar karaciger Kupffer hiicrelerini pasif olarak
hedeflediklerinden, karacigere ilag hedeflemede kullanilirlar.
Lipozomlarin yiizeyine immiinoglobulinler tutturularak, vii-
cudun belirli bolgelerine aktif hedefleme de yapilabilir.

Lipozomlar viicuttaki 6zgiil hiicrelere gen hedeflen-
mesi i¢in de potansiyel tastyici sistemlerdir. Vasir ve ark.
katyonik lipozomlar1 polianyonik plazmid DNA ile kom-
plekslestirerek net pozitif yiik tastyan kompakt nanoyapilar
“lipopleks”ler olusturmuslardir. Bu viral olmayan gen tasi-
yici sistemler modifiye galaktolipidlerle konjugasyonla ka-
racigere gen hedefleme igin tasarlanmustir. Lipoplekslerin
asialofetuin ve protamin siilfatla isaretlenmesiyle protamin
stilfat i¢inde niikleer lokalizasyon sinyaliyle cekirdege etkili
hedeflemeye ait in vivo etkinlik saptanmustir.®

Lipozomlarin, biyouyumlu &zellikleriyle, esnek ya-
pilar1 ve boyutlariyla, ayarlanabilir yiizey yiikleri ve ¢esitli
antijen ylikleme mekanizmalar: ile bagisiklik sistemini
uyarma kapasiteleriyle asilarin uygulanmasinda giivenli ve
etkili olduklart kanitlanmistir. Lipozomlarin bakteriyel po-
lisakkarit, ovalbiimin, sigir serum albiimini ve subiinit grip
asis1 gibi gesitli antijenlere karst hem hiimoral hem de hiic-
resel bagisikligi artirabildigi gosterilmistir.” Son yillarda
lipozomal ilag tasiyict sistemler, profilaktik ve terapotik
asilar i¢in konvansiyonel formiilasyonlarin yerine modern,
diisiik maliyetli asilar i¢in temel 6zellikler sunmaktadir. Li-
pozomlarin yakin gelecekte as1 tagiyici sistem olarak Mo-
derna ve Pfizer tarafindan iretilen basarili lipozomal
anti-SARS-CoV-2 asilarindan sonra farkli patojenlerin te-
davisi i¢in daha fazla kullanilacag: disiiniilmektedir.'

NIOZOMLAR

Niozomlar ilacin kesecik (vesikiil) i¢ine enkapsiile edildigi
yeni ilag tastyici sistemlerdir. Kesecik non-iyonik surfak-
tanin ¢ift tabakasindan ibarettir. Niozomlar stabil olduklari
ve maliyetlerinin ucuz olmasindan dolay1 lipozomlardan
daha cok tercih edilir. {lag molekiillerinin sirkiilasyondan
atilimini geciktirir, biyolojik ortamlardan ilaci korur, ila-
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cin etkisini sadece hedef hiicrelere olacak sekilde kisitlar.
Kanser tedavisinde, Leishmania tedavisinde, oral yolla
peptit ilaglar1 uygulamada, oftalmik ve dermal ilag tastyict
sistem olarak kullanilirlar.!!

Niozomlar genlerin aktarimi igin de umut vadeden for-
miilasyonlardandir. Puras ve ark., 2,3-di(tetradesiloksi)pro-
pan-l-amin katyonik lipidi kullanilarak skualen ve
polisorbat 80 ile hazirladiklari formiilasyonu si¢an retinala-
rina hedeflemek i¢in kullanmiglardir. Coziicii emiilsifikas-
yonuyla hazirladiklar1 katyonik niozomlara pCMS-EGFP
plazmitini elektrostatik etkilesimle yiikleyerek 200 nm bo-
yutunda, 25 mV zeta potansiyele sahip lipopleksler elde et-
mislerdir. Niozomlarin enzimatik degredasyondan DNA’y1
korudugunu, HEK-293 ve ARPE-19 hiicrelerini bagariyla
transfekte ettigini gozlemislerdir. Sigan gozlerine uygulana-
rak gergeklestirilen in vivo caligmada uygulama yoluna baglh
olarak retinanin farkli tabakalarinda transfeksiyon tespit edil-
mistir. Subretinal enjeksiyondan 7 giin sonra retinal pigment
epitel tabakasinda transfeksiyon gozlenmistir. Intravitreal
enjeksiyondan 28 giin sonra ise retinanin internal tabaka-
sinda transfeksiyon etkisinin siirdiigii goriilmistiir. Sonug
olarak, gelistirilen niozom formiilasyonu kalitsal retina has-
taliklarini tedavi etmek amaciyla retinaya genetik materyal
saglamak igin Onerilmistir.'?

Niozomlarin as1 olarak calisildig arastirmalar mev-
cuttur. Obeid ve ark., Ince Film Hidrasyon Teknigi (IFH) ve
Mikroakigskan Karistirma (MK) tekniklerini kullanarak
farkli boyutlarda niozomlar elde etmislerdir. Elde edilen
niozomlara Influenza antijeni yiikleyerek, BALB/c farelere
subkutan enjeksiyonla uygulayarak olusan immiin yaniti
arastirmislardir. Sitokin analizleri sonucunda IFH niozom-
larmin IgG2a’y1 artirdify ve yiiksek seviyelerde INF-y goz-
lenmesiyle Thl immiin yanit1 indiikledigi, MK ile elde
edilen niozomlarin IgG1°1 indiikleyerek Th2 immiin yanitt
indiikledigini saptamislardir. Sonug olarak, farkli niozom
hazirlama teknikleriyle elde edilen farkli boyuttaki nio-
zomlarin farkli immiin yamt: indiikledigini saptamiglardir.'

NANOPARTIKULLER

Terapotik protein ilaglarin verilmesinde nanopartikiiller ta-
styici sistem olarak basariyla kullanilmaktadir. Laboratu-
varimizda da nanopartikiil sistem kullanilarak oral
uygulama i¢in yeni bir protein-nanokapsiile sistem gelisti-
rilmesi amacglanmistir. Bu amagla, model ilag olarak re-
kombinant insan insiilini (rh-insiilin) secilmistir. Insiilin
yiikli kitosan nanopartikiilleri (INS-CS-NPs) elde etmek
icin iyonik jelasyon metodu kullanarak Kitosan (CS) ve
sodyum tripolifosfat (TPP) arasinda iyonik jelasyon ile na-
nopartikiiller elde edilmistir. Daha sonra, yeni bir strateji
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olarak nanopartikiiller siirekli salim, artan in vivo stabilite
ve gastro intestinal kanalda artan ilag absorpsiyonunu sag-
lamak i¢in hazirlanan su/yag mikroemiilsiyon formiilasyo-
nunun i¢ fazina yiiklenmistir. Bu sekilde mikroemiilsiyon
i¢ fazina yiliklenen INS-CS-NP’ler ile (INS-CS-NP-ME)
olusturulmustur. Gergeklestirilen in vitro salim ¢aligma-
styla farkli INS:CS ve CS:TPP oranlarina sahip formiilas-
yonlarin 6zellikleri arastirilmistir. pH 2.5°ta in vitro salim
calismasi, insiilin saliminin daha yiiksek CS oranlari
(p<0.05) uygulandiginda énemli dlglide diisiik oldugunu
ortaya koymustur. Geligtirilen INS-CS-NP’lerin Dairesel
Dikroizm spektrum analizleri insiilinin tasiyict sisteme
yiiklenmesiyle konformasyonel stabilitesinin etkilenmedi-
§ini gostermistir. Ayrica, Wistar Albino sigan modelindeki
in vivo deneyler, INS-CS-NP-ME’nin oral uygulamadan
sonra 8 saatlik bir siire boyunca kan glukoz seviyelerini et-
kili bir sekilde azalttigini gdstermistir. Calisma bulgularina
dayanarak, gelistirilen INS-CS-NP-ME sisteminin oral in-
siilin tasiyict sistem olarak umut verici bir alternatif dozaj
formu olabilecegi 6nerilmistir.'

Cogu kemoterapotik, tiimor hiicrelerinde DNA hasari
olusturarak apoptozu indiikler. Bununla birlikte, bir histon
deasetilaz olan Sirtuin 1’in (SIRT1) yiiksek ekspresyonu,
kemoterap6tik kaynakli DNA hasarinin onarimina ve ar-
dindan apoptozun 6nlenmesine yol agan DNA onarim me-
SIRTI’in
inhibisyonu, tiimor hiicrelerinin daha verimli bir sekilde

kanizmalarin1 aktive eder. Bu nedenle,
yok edilmesini saglamak i¢in kanser tedavisinde yararl bir
stratejidir. Bu amacla, laboratuvarlarimizda 1,2-di-O-ok-
tadesenil-3-trimetilamonyum propan (DOTMA) igeren
lipit nanopargaciklar: ve SIRT1-siRNA’dan olusan lipop-
leksler dondurarak kurutma yontemiyle gelistirilerek SIRT1
susturma etkisi, mRNA ve protein ekspresyon seviyelerinde
2,5-4 kat azalma ile gosterilmistir. DNA hasarmi indiikle-
yen bir kemoterapétik etken madde olan doksorubisinin ak-
tivitesini arttirmada lipoplekslerin etkinligi, farkli p53
ekspresyon paternlerine sahip olan LNCaP, DU145 ve PC3
prostat kanseri hiicre hatlar1 tizerinde ¢alisilmistir. Sonug
olarak, gelistirilen lipopleksler araciligtyla SIRT1’in sustu-
rulmasi, kanser hiicrelerinde DNA hasar1 taninmasini ve
doksorubisinin kanser hiicresi 6liimii tizerindeki aktivite-
sini artirmistir. Bu sonuglar, SIRT1-siRNA yiiklii lipid na-
nopargaciklarinin, prostat kanseri hiicreleri {iizerinde
doksorubisinin etkinligini artirabildigini gostermistir.'?

KATI LIPID NANOPARTIKULLER

Laboratuvarimizda mikroemiilsiyon diliisyon yonteminin
modifikasyonu ile Kati Lipit Nanopartikiiller (KLN’ler)
gelistirilmistir. Uygulama kolaylig1 ve ekstra enerji girisi
gerektirmemesi, mikroemiilsiyon yontemini KLN’lerin
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iretimi i¢in uygun hale getirmistir. Faz diyagrami taramasi
ve modifiye edilmis sicak mikroemiilsiyon seyreltme yon-
temi ile, partikiil boyutu 100 nm’nin altinda olan KLN’le-
rin elde edilmesi basarilmistir. Y dntemin, kontrol edilebilir
bilesime ve 100 nm’nin altinda partikiil boyutuna sahip,
diisiik sitotoksisiteye ve hemolitik aktiviteye sahip
KLN’ler hazirlamaya uygun oldugu gézlenmistir.'¢

Gelistirilen bu yontemle, sisplatine direncli akciger
kanseri hiicrelerinde STAT3’ii baskilamak i¢in RNAi ara-
cili plazmit DNA’nin taginmasi i¢in katyonik kati lipid na-
noparcaciklar (kKLN) gelistirilmis ve degerlendirilmistir.
Molekiiler onkoloji alanindaki gelismeler, kemoterapotik-
lere kars1 direncin, yaygin onkojenik proteinlerin agir1 eks-
presyonu dahil olmak iizere ¢esitli mekanizmalar yoluyla
kazanildigini ortaya ¢ikarmistir. Sinyal Doniistiiriicii ve
Transkripsiyon Aktivatorii 3 (STAT3), bircok kanser tii-
riinde agir1 eksprese edilen bu onkogenlerden biridir. RNA
interferansi (RNA1), STAT3 il asag1 regiile etmek i¢in ka-
nitlanmig giiglii bir aragtir ve direngli kanser hiicrelerinin
yeniden duyarli hale getirilmesini saglar. Bununla birlikte,
akciger kanseri hiicrelerinde STAT3 asag: regiilasyonu igin
RNA interferansina aracilik eden molekiillerin taginmasi,
¢ogunda ticari transfeksiyon kitleri kullanilan az sayida ca-
lisma ile sinirhidir. Calismada, boyutlari 100 nm’nin altinda
veya buna esit olan ve pozitif zeta potansiyeli olan
kKLN:plazmit DNA kompleksleri elde etmeye odaklanil-
mistir. Gelistirilen optimal iki formiilasyon 98 ve 93 nm
partikiil boyutlarina ve sirasiyla 10.5 ve 8.9 mV zeta po-
tansiyel degerlerine sahip olarak elde edilmistir. Bu kom-
plekslerdeki plazmit DNA’nin, DNasel ve serum aracilt
bozulmaya kars1 korundugu gézlenmistir. DNA’nin 6nemli
bir kismi, siiper sarmal ve dairesel yapisin1 korumustur.
Her iki formiilasyon da sisplatine direncli Calul hiicre hat-
tinda STAT3 ifadesini yaklagik 5 kat azaltmis ve hiicrele-
rin sisplatine duyarlihig artmigtir."”

Ekibimiz tarafindan gerceklestirilen bir baska calis-
mada en sik gériilen beyin kanserlerinden glioblastomanin
tedavisine yonelik gen tasiyici, hedeflenebilir tastyict sis-
temler gelistirilmistir. Beyin kanseri, Alzheimer, Parkin-
son gibi beyin hastaliklarina yonelik tedavilerin dniindeki
en onemli engel kan beyin bariyerinin varligidir. Bu bari-
yerin astlmasi i¢in mikroemiilsiyon diliisyon teknigi ile
elde edilen fonksiyonel kat1 lipit nanopartikiillerinin dis yii-
zeyine spesifik olarak tiimdre penetre olma 6zelligi bulu-
iRGD  peptidi hedeflenebilir
nanopartikiiller elde edilmistir. Elde edilen nanopartikiil-

nan baglanarak
lerin karakterizasyonu gergeklestirilerek genetik materyal
ile kompleks yapabilme, gerektiginde kompleksten genetik
materyali salabilme ve serum niikleazlarina kars: genetik
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materyali koruyabilme 6zellikleri incelenmistir. siRNA-
EGFR ve siRNA-PDL1 ile kompleks hale getirilmis nano-
partikiillerin in vitro ve in vivo gen susturma ve hedefleme
etkinlikleri degerlendirilmistir. Son yillarda yayinlanan ¢a-
lismalarda radyasyon tedavisinin, nanoterapdtiklerin tii-
moral alimmi makrofaj bagimlhi sekilde artirdigim
gostermistir. Bu bulgulara dayanarak gen tasiyici sistem
temelli tedavimizin etkinligi radyasyon ile kombine sekilde
farelerde intrakranial glioblastoma zenograft modelinde
radyasyon varliginda ve yoklugunda degerlendirilmistir.
Sonug olarak gelistirdigimiz siRNA-EGFR ve siRNA-
PDL1 tastyict kat1 lipid nanopartikiillerin glioblastomali
hayvanlarda sag kalimi anlamli derecede arttirdig: tespit
edilmigtir. Ayrica, radyasyon uygulamasi ile kombine te-
davi uygulanan grupta en uzun sag kalim elde edilmistir
(p<0,05). Glioblastomada etkinligi gdsterilen iRGD ile he-
deflenebilir gen tastyici lipid nanopartikiiller diger kanser
tiirleri i¢in de umut vadetmektedir.'®

Son yillarda yapilan ¢alismalar ING4 proteininin p53
aktivitesini artirdigint ve DNA onarimini, hiicre apopto-
zunu ve hiicre dongiisii siireglerini diizenledigini goster-
mistir. Bircok kanser tiriinde ING4 ekspresyon
seviyelerinin oldukga diisiik oldugu gézlenmistir. Yapilan
aragtirmalar sonucunda melanoma, prostat kanseri, meme
kanseri, akciger kanseri, glioma gibi yaygin kanser tiirleri-
nin de igerisinde bulundugu birgok kanser tiiriinde ING4
gen bolgesinin mutasyona veya delesyona ugradigi sap-
tanmustir.”” Bu bilgiler 1518inda laboratuvarlarimizda yeni
kat1 lipit nanopartikiil ve niozom formiilasyonlar gelisti-
rerek, bunlara ING4 proteinini kodlayan gen bdlgesine
sahip plazmid DNA’nin yiikklenmesi ve MCF-7 hiicreleri-
nin proliferasyonuna etkisinin in vitro olarak test edilmesi
amaglanmistir. Compritol HDS ATO kat1 lipit, Tween
80/Etanol karisimu siirfaktan olarak kullanilarak sicak mik-
roemiilsiyon yontemi ile KLN’ler elde edilmistir. Niozom
formiilasyonu ince film hidrasyon yontemi ile Span80 ve
kolesterol kullanilarak olusturulmustur. KLN’lere Ester-
quat 1 ve DDAB (Didodecyldimethylammonium bromide)
ile, gelistirilen niozomlara ise DDAB ile katyonik 6zellik
kazandirilmistir. ING4 bir tiimor baskilayici gen olarak ge-
listirilen formiilasyonlarla komplekslestirilerek tasiyici sis-
temler hazirlanmistir. 24 saatlik XTT hiicre proliferasyonu
calismalarinda ¢iplak DNA’nin hiicre proliferasyonuna
6nemli bir etkisi oldugu gbézlenmezken, Niozom ve Kati
Lipit Nanopartikiil formiilasyonlarmin belirli dozlarda
MCFT7 hiicrelerinin proliferasyonunu engelledigi gozlen-
mistir. Sonug olarak, bu ¢alismada meme kanseri iizerine
etkili olabilecek DNA tasiyici iki formiilasyon gelistiril-
mistir.?
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Kati lipit nanopartikiiller ve bunlarin yapisina siv1 li-
pitlerin eklenmesiyle hazirlanan nanoyapili lipit tasiyicilar
lipofilik karakterdeki kiiciik molekiillii ilaglarin taginma-
sinda siklikla tercih edilmektedir.?! Bu lipit tasiyici sis-
temlerin pDNA ve siRNA gibi ¢esitli niikleik asitlerin
taginmasindaki kullanimi ise giderek artmaktadir.> Labo-
ratuvarlarimizda yiiriitiilen bir ¢aligmada EphA2 reseptorii
tirozin kinazi hedefleyen siRNA tastyan kKKLN’ler gelisti-
rilmigtir. Eph reseptor A2 (EphA2) reseptor tirozin kinaz
ailesinin bir iiyesidir, hiicre proliferasyonu, sag kalim ve
farklilagma gibi anahtar hiicre islemlerini diizenler.?
EphA2 prostat kanserini de i¢ine alan bir¢ok kanser tii-
riinde fazla miktarda eksprese edilir.>* DDAB ile katyonik
ozellik kazandirilan siEphA2-yiiklii KKLN’lerin gen sus-
turma ve transfeksiyon etkinlikleri PC-3 ve DU145 prostat
kanseri hiicreleri iizerinde arastirilmigtir. siEphA2-yiiklii
kKLN’lerin ticari transfeksiyon etkeni olarak kullanilan
Dharmafect’ten daha iyi hiicresel trasfeksiyon etkinligi
gosterdigi ve PC-3 hiicrelerinde Dharmafect kadar etkili
bir sekilde hedef geni susturdugu kanitlanmistir.?®

Kanser hiicrelerinin karakteristik dzelliklerinden biri
olan apoptozdan kag1s, kanser tedavisinde kullanilan apop-
tozu indiikleyen molekiillerin terapdtik etkinligini azaltan
bir durumdur. Hiicrede apoptoz mekanizmasinin diizen-
lenmesinden sorumlu olan P53 proteininin stabilizasyonu
bu nedenle 6nemli bir terapotik hedeftir. Nutlin3a, P53
proteininin proteazomal parcalanmasini engeller, kanser
hiicrelerinde P53 aracili apoptozu tetikler ve kemoterapo-
tiklerin etkinligini arttirir. Bununla birlikte, in vivo uygu-
lama s6z konusu oldugunda, sudaki diisiik ¢oziiniirliigi en
biiylik dezavantajdir. Laboratuvarlarimizda Nutlin3a’nin
hiicre igine gecisini kolaylastiran bir formiilasyonu ger-
ceklestirmek ve kanser hiicreleri tizerindeki apoptotik ak-
tivitesini arttirmak i¢in Ouzo yOntemiyle hazirlanan
KLN’lere Nutlin3a enkapsiile ederek bir tasiyici sistem ge-
listirilmistir. Nutlin3a, gelistirilen nanopartikiillerin i¢ine
enkapsiile edilmistir ve dogal pS3 ekspresyonu gosteren
LNCaP prostat kanseri hiicre hatti1 iizerinde apoptoz in-
diikleyici etkinligi degerlendirilmistir. Sonug olarak, Nut-
lin3a ytiklii katyonik kati lipid nanopargaciklarinin, protein
seviyesinde fonksiyonel P53’1i stabilize ettigi belirlenmis-
tir. Ek olarak, nanopartikiiller tarafindan apoptoz indiiksi-
yon hizinin, ¢iplak Nutlin3a etkinliginden daha yiiksek
olmasi da, gelistirilen Nutlin3a tasiyici nanopartikiil for-
miilasyonunun, P53(+) prostat kanserinin tedavisi igin
umut verici bir aday oldugunu gostermistir.?!

MANYETIK NANOPARTIKULLER

Manyetik nanopartikiiller terapétik etken ile yiiklenerek in-
travendz olarak enjekte edilebilir ve manyetik alan grad-
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yani etkisi altinda hedeflenen bdlgeye aktarilabilir. Ayrica,
patolojik sartlarda, drnegin kati tiimorlerde dogrudan he-
deflenen bolgeye yonlendirecek artere enjekte edilebilir ve
daha sonra manyetik alan gradyeni kullanarak tedavinin is-
tendigi alanda lokalize edilebilir.®

Leakakos ve ark. doksorubisini mesane igine verme
amaciyla normal domuz mesanesinde manyetik hedefli ta-
styicilari incelemislerdir. Calismada manyetik tasiyici ola-
aktif karbondan
mikropartikiillere doksorubisin yiikleyerek ilacin harici
manyetik alan uygulanmasiyla bir tiimdre hedeflenmesini
amaglamiglardir. Calisma sonucunda, manyetik partikiil-
lere yiiklenen doksorubisinin manyetik hedefleme kullani-

rak metalik demir ve olusan

larak mesanedeki belirli konumlarda hedeflenebilecegini
ve tutulabilecegini gostermislerdir. Manyetik hedefleme ile
ilacin istenen bolgede yani mesanede sadece doksorubisin
verilmesiyle karsilastirildiginda daha fazla kalmasinin ve
6zgiil birikimin saglanabilecegi belirtilmistir.?

Manyetik nanopartikiiller, manyetik ¢ekim kuvvetiyle
terapdtik genleri hedeflenen organ veya dokulara manyetik
alan dogrultusunda tastyan sistemler olarak da kullanilabi-
lir. Bu islem manyetofeksiyon olarak adlandirilir. Manye-
tofeksiyon, manyetik nanopartikiiller (MNP ler) ile iliskili
niikleik asit vektorleri izerine uygulanan manyetik alanla-
rin ¢ekim kuvvetleriyle 6zgiil bolgeye niikleik asitlerin ak-
tarilmasi, yonlendirilmesidir. Bu yontem hem in vitro hem
de in vivo transfeksiyon icin biiyiik umut vaat eden aktif
tagima tekniklerinden biridir.?” Bu amaca yonelik olarak,
laboratuvarimizda in-situ ylizey kaplamasina olanak veren
yeni bir demir oksit yapida nanopartikiil sentez yontemi
gelistirilmistir. Gergeklestirilen ¢alismada ¢oklu emiilsi-
yonlar ilk defa mikroreaktorler olarak kullanilmis ve kat-
lipid
siiperparamanyetik 6zellikte demir(IIT)oksit nanopartikiil-

yonik  kati nanopartikiillerin ~ ¢ekirdeginde
leri sentezlenmistir.” Elde edilen manyetik nanopartikiiller
daha sonra plazmit DNA hedefleme sistemi olarak deger-
lendirilmis ve goreceli olarak yiiksek transfeksiyon etkin-
ligine sahip, genetik temelli hastaliklarin tedavisi i¢in viral
olmayan gen aktarimina yonelik umut verici bir tasiyici sis-

tem olarak sunulmustur.>

I NANOBIYOTEKNOLOJIDE
GELECEKTEKI BEKLENTILER:

Nanobiyoteknolojinin dneminin gelecek yillarda daha arta-
Molekiiler hastalik
nedenlerinin arastirilarak, molekiiler biyolojideki gelisme-

cagl disiiniilmektedir. diizeyde
lerle hastaliga neden olan yeni yolaklarm bulunmasi,
bu yolaklara ilaglarin veya genlerin 6zgiil olarak hedeflen-

mesiyle giiniimiizde heniiz tedavi edilemeyen hastaliklarin
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ileriki yillarda tedavileri miimkiin olabilecektir. Biyou-

yumlu, toksik olmayan yeni polimerlerin nanotastyici sis-
temlerde uygulanmasi da immiinojenisite riskini azaltacaktir.

Nanobiyoteknoloji sadece terapotik uygulamalarda

degil, hiicre i¢i goriintiileme tekniklerinde teshis i¢in de
kullanilmaktadir. Hedef molekiilleri Quantum Dots (QDs)

veya sentetik kromoforlarla isaretleyerek konfokal flore-

sans mikroskopi gibi optik tekniklerle hiicre i¢i sinyal kom-

plekslerinin dogrudan arastirmasi yapilabilir.

Yeni

materyallerin ve cihazlarin yagama gegmesiyle tip, elek-

tronik, biyomateryaller ve enerji liretimi alaninda gelisme-

ler saglanacaktir.!
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