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Oz

Bu calismada, altin nanoparcacik (AuNP) temelli kisa interferansli RNA (siRNA) transfeksiyon vektorii tasarlanmistir. Sivi
icinde atimli lazer ablasyon yontemiyle (PLAL) levan polisakkariti i¢eren ortamda sentezlenen AuNP’ler (Levan-AuNP),
karakterizasyon testlerinin ardindan MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde siRNA transfeksiyon ¢alismalarinda kullanmilmugtir.
Hedefsiz siRNA sekansi ile gerceklesen %48°lik Levan-AuNP-siRNA etkilesimi A260 absorbans 6lciimleriyle bulunmustur.
Farkl derisimlerde Levan-AuNP ve 50 nM siGLO Green transfeksiyon indikatoril hazirlanarak MCF-7 hiicrelerindeki optimum
siRNA transfeksiyon kosullar1 belirlenmistir. Transfeksiyon caligmalarinda oncelikle tiglii floresan boyama (siGLO Green,
propidyum iyodiir (P1) ve Hoechst 33342) yapilmis ve sitotoksisite goriilmemistir. Ozellikle en yiiksek derisimdeki Levan-
AuNP grubunda ilk giinde transfeksiyon gerceklesirken, tek basina siGLO Green grubunda transfeksiyon gergeklesmemistir. 2
ve 4 giinliik inkiibasyonda ise tiim gruplarda transfeksiyon gézlemlenmistir. Pl ve Hoechst kullanilmadan yapilan ikinci
transfeksiyon ¢aligmalarinda ise siGLO Green floresan siddetinin belirgin sekilde arttig1 ve 6zellikle Levan-AuNP-siGLO Green
komplekslerinde daha kuvvetli ve noktali bir floresan 1g1ima goriilmiistiir. Ortalama floresan siddetleri dl¢limlerine gore, tim
Levan-AuNP gruplarinda istatistiksel agidan anlamli 6lgiide artig bulunmustur. Sonug olarak, bu ¢aligmada gelistirilen Levan -
AuNP’nin, mevcut transfeksiyon ajanlarina alternatif olabilecegi gdsterilmistir.

Anahtar Kelimeler
“Levan, altin nanopargacik, lazer, SiRNA, transfeksiyon”

Abstract

Here, gold nanoparticle (AuNP)-based small interfering RNA (siRNA) vector was developed. AuNPs synthesized by pulsed
laser ablation in liquid (PLAL) method in a medium containing levan polysaccharide (Levan-AuNP) were characterized, then
utilized in siRNA transfection studies on MCF-7 breast cancer cells. The interaction between non-targeted siRNA sequence
and Levan-AuNP-siRNA was found to be 48% via A260 absorbance measurements. Optimal conditions for siRNA
transfection in MCF-7 cells were determined by preparing different concentrations of Levan-AuNP and 50 nM siGLO Green
transfection indicator. In transfection studies, initially triple fluorescent staining protocols (siGLO Green, propidium iodide
(PI), and Hoechst 33342) were conducted and no cytotoxicity was observed. In 1 day-incubation, the transfection was realized
especially in the highest concentration Levan-AuNP group while it was unsuccessful in siGLO Green group alone.
Transfection was observed in all groups after 2 and 4 days of incubation. In the secondary transfection studies without PI and
Hoechst, the fluorescence intensity of siGLO Green increased significantly, and stronger and punctuate fluorescence emission
was seen in Levan-AuNP-siGLO Green complexes. Regarding the mean fluorescence intensity measurements, a statistical
significance was confirmed in all Levan-AuNP groups. As a whole, the developed Levan-AuNP could be proposed as
alternatives to the existing transfection agents.
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1. Giris

Gen terapisi, hastaliklarin tedavisi ya da 6nlenmesi igin niikleik asitlerin kullanilmasi yoluyla genlerin diizenlenmesi, tedavi
edilmesi ya da degistirilmesi yollariyla olabilir (Rao ve Zacks, 2014) ve genetik hastaliklar, kanser, viral enfeksiyonlar ve
kardiovaskuler bozukluklar gibi birgok farkli hastaliklarin tedavi edilmesi ya da 6nlenmesi konularinda gelecek vaat eden bir
yaklagimdir (Alireza vd., 2019). Gen dagitimi, terapotik proteini kodlayan plasmid DNA (Hardee vd., 2017) ya da RNA interferansi
(RNAI) (Krzyszton vd., 2019) dagitimi sekillerinde olabilir. RNAI terapotiklerinin (ya da gen susturucu RNA) farkli tiirleri vardir;
bunlar mikroRNA (miRNA), kisa sa¢ tokast RNA (ShRNA) ve kisa interferansli RNA (siRNA) olarak bilinir (Sajid vd., 2020).
RNAi’nin temel prensibi; ¢ift sarmal RNA’nin hedef sekansina homologlagmasi ile indiiklenen sekansa 6zgii mRNA molekiiliiniin
bozunmasidir (Krzyszton vd., 2019). Sentetik siRNA’nin, memeli hiicrelerinde, 6rnegin MCF-7 ve MDA-MB-231 gibi kanser
hiicre hatlarinda (Kamaruzman vd., 2018), RNAI#’yi indiikleyebildigi literatiirdeki ¢aligmalarda gosterilmistir. sSiRNA’nin yiiksek
terapotik potansiyeline ragmen, klinik ¢aligmalardaki uygulamasi kisitlidir, ¢iinkii ¢iplak siRNA ya da modifiye edilmemis
SiRNA’nin, kan dolagimina birakildiginda (ya da serum iginde), ¢cok kisa yar1 miirleri vardir ve serum endoniikleazlari ve RNazlar1
tarafindan enzimatik bozunuma ugrarlar (Sajid vd., 2020). Bunun gibi hiicre dis1 (enzimatik degredasyon, hizli renal temizlenme,
siRNA’nin biyolojik membranlardan gegememesi, immiin sistemin aktivasyonu vb.) ve hiicre i¢i (endozomal hapis, hiicre i¢i dogru
bolgeye ulagmasi, hedef digi etkiler vb.) bircok bariyeri asmak i¢in SIRNA’nin farkl tasiyicilar i¢ine koyuldugu calismalar
literatiirde bildirilmistir (Sajid vd., 2020).

Bu sebeple, siRNA’nin bozunmaya karsi korunmasi i¢in uygun bir dagitim sistemine enkapsiile edilmelidir. Bu dagitim sistemleri;
viral (retrovirlsler, adenovirlsler ve adeno-iliskili viriisler) ya da viral olmayan (lipid, polimer, metal nanopargacik vb.) vektorler
seklinde tasarlanabilmektedir (Khan vd., 2012). Viral vektorler ev sahibi hiicreye genetik materyalin aktarimi konusunda ¢ok etkili
olsa da bdyle viruslerin klinik uygulamalari, immunojeniklik, karsinojenlik, enflamatuvar etki ve giivenlik kaygilari sebebiyle
kisitlanmaktadir (Ding vd., 2014). Viral olmayan vektorlerin ise viral vektorlere kiyasla, kromozomlara entegre olmama, diisiik
immiinojenite, biiyiik genleri dagitabilme, enfeksiyon riskinin olmamasi, daha az masrafli olmasi ve en 6nemlisi de nispeten diisiik
bir ticret karsilig1 biiyiik ¢apta Uretim potansiyelleri gibi bir¢ok avantaji vardir (Khan vd., 2012).

Polisakkaritler, viral olmayan gen dagitim sistemi olarak onemli adaylar olarak kabul edilmektedirler, ¢linkii fizikokimyasal
ozellikleri hassas bir sekilde ayarlanip degistirilebilen molekiiler ¢esitlilikleri vardir (Khan vd., 2012). Gen dagitimi amaciyla
kullanilan farkli dogal (kitozan, dekstran, siklodekstrin) ya da yari sentetik (dekstran-spermine) polisakkaritler literatiirde
bildirilmistir (Khan vd., 2012). Levan molekiili de friktozun polimerizasyonu sonucunda olusan bir homopolisakkarittir (Srikanth
vd., 2015). Literatiirde levan kullanilarak bazi farkli peptid (BSA) (Sezer vd., 2011) ya da floresanli goriintiileme problar
(indosiyanin yesili) (Kim vd., 2015) gibi malzemeler basarili bir sekilde levan i¢inde enkapsiile edilmistir. Sezer vd., (2017), yine
bagka bir ¢aligmalarinda presipitasyon yontemiyle vankomisin (Gram-pozitif bakterilere kars1 etkili bir glikopeptid antibiyotik)
yiikli levan temelli bir mikropargacik gelistirmiglerdir. Ayrica levanin kopresipitasyon yontemi ile enzim immobilizayonu i¢in bir
alternatif olabilecegi de bildirilmistir (Maciel vd., 2012). Pseudomonas mandelii bakterisi tarafindan sentezlenen levanin
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde doza bagli olarak hiicre canliligini azalttig1 da yakin
zamanli bir ¢aligmada bildirilmistir (Kosarsoy ve Cihangir, 2020).

Literatiirde, AuNP’lerin farkli ylizey modifikasyonlari ile siRNA i¢in uygun bir tastyici olarak gelistirilebildigini gésteren birgok
caligma vardir (Aktlrk vd., 2019). Altin nanopargacik kullanilarak gelistirilen siRNA transfeksiyon calismalarinda siklikla
bildirilen ve tercih edilen siRNA komplekslestirme yontemi AuNP yiizeyinin katyonik olarak modifiye edilmesi olmustur (Ding
vd., 2014; Ferreira vd., 2020; Kumar vd., 2019). Ydntem, sadece transfeksiyon verimi (ya da hiicre i¢ine alimi) diistiniildiigtinde
¢ok bagarili olmus olsa da katyonik yapilarin hiicreler istiindeki toksik etkileri sebebiyle (Xue vd., 2014), azaltilmis katyonik
ligand igeren, hatta noétral, zwitteriyonik ve anyonik yapidaki AuNP’ler lizerine ¢aligmalar yapilmig ve bu sekilde de
nanopar¢aciklarin hiicre i¢ine alimimm miimkiin oldugu goérilmiistiir (Okoampah vd., 2020). Daha 6nceki g¢aligmalarimizda,
biyolojik polimerler (ipek serisini ve levan) kullanarak sentezledigimiz altin nanopargaciklarin sulu ortam kararliliginin ve in vitro
biyouyumlulugun iyilestigi tespit edilmistir (Akturk vd., 2019; Aktirk vd., 2020; Aktiirk, 2020). Ayrica, UVC 1gmnimi altinda
sentezledigimiz levan (Bacillus subtilis bakterisi ile fermentasyonla sentezledigimiz) kapli AuNP’lerin 6zellikle hiicre membran
iistiinde ¢okeltiler seklinde birikerek hiicre i¢ine alindigini yakin tarihli son ¢aligmamizda bildirmis bulunmaktayiz (Akturk, 2020).
Butun bu oOzellikler, levan kapli altin nanopargaciklarin siRNA transfeksiyon ajani olma potansiyeline olumlu katkilar
saglayabilecegini gdstermektedir.

Yapilan literatiir taramasindan varilan ¢ikarimlar; altin nanopargacik ve levan molekiilleri birlestirilerek uygun bir siRNA
transfeksiyon ajami gelistirilebilecegini gostermektedir. Daha 6nce bu sekilde bir kombinasyonla siRNA transfeksiyon ¢alismasi
da yapilmamustir. Hipotezimize gore; Levan-AuNP hiicreler icine hiicrelere herhangi bir zarar vermeden gegebilir, daha sonra
tagidigi kargoyu (yani siRNA) hiicre sitozoliine endositik yolaklardan kagarak birakabilir ve nihayetinde de niikleusa ulastirabilir.
Bu hipotez kapsaminda yapilmis olan transfeksiyon testleri ile MCF-7 meme kanseri hiicrelerine FAM isaretli SIGLO Green
transfeksiyon indikatdruniin levan-AuNP ile komplekslestikten sonra transfekte olup olmadigi ve bunun ¢iplak siRNA’ya kiyasla
ne oranda gergeklestigi aragtirilmigtir. Elde edilen bulgular, gelecekte yapilmasi planlanan gen susturma (bir gen knockdown
mekanizmas1) ¢aligmalari i¢in 6n optimizasyon sonuglari olarak degerlendirilebilir.
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2. Materyal ve Metot

2.1. Materyal

Levan (Erwinia herbicola’dan elde edilmis 1 g levan, Sigma-Aldrich, Almanya), etanol [Absolute, > 99.8% (GC)], glutaraldehit
(Derece |, %25 H,0 icinde), fosfat tamponlu salin (PBS) tabletler, dimetil sulfoksit (DMSO, molekiiler biyoloji i¢in) ve RPMI-
1640 besi ortamu (L-glutamin ve sodyum bikarbonatli) Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan alinmistir. Fetal bovin serum (FBS,
Avrupa derecesinde 1s1 ile inaktiflestirilmis, Gliney Amerika orijinli), penisilin-streptomisin-Amfoterisin B ¢ozeltisi (penisilin G
sodyum tuzu: 10,000 birim.mL™%, streptomisin stlfat: 10 mg.mL™, amfoterisin B: 25 pg.mL™) ve tripsin/EDTA ¢ozelti A fenol
kirmizili (100 mL, %0,25 tripsin ve %0,02 EDTA) Biological Industries (USA) firmasindan temin edilmistir. 5 nmol siGENOME
hedefsiz sSiRNA (Hedef Sekansi: UAGCGACUAAACACAUCAA), 5 nmol siGLO Green transfeksiyon indikatorii ve 5X siRNA
tamponu Dharmacon™ (A Horizon Discovery Group Company, Australia) firmasindan alinmigtir. Biitiin diger kimyasallar (hepsi
analitik derecede) ve sarf malzemeler, aksi belirtilmedigi miiddetge, ISOLAB (Germany) firmasindan alinmustir.

2.2. Altin Nanoparcacik Sentezi

Oncelikle ticari levan de-iyonize su (2,5 L HPLC Plus, Sigma-Aldrich) icinde 10 mg.mL™" derisiminde hazirlanmistir. Daha sonra
hazirlanan ¢6zeltiden 10 mL alinip 50 mL’lik beher igine aktarilmis ve 1 g’lik saf (%99,99) altin plaka (Kirikkale’deki yerel bir
altin saticisindan temin edilmistir) bu beherin tabanina yerlestirilmistir. Nanopargaciklar, sivi iginde atimli lazer ablasyan (PLAL)
ad1 verilen yontemle nanosaniye Q-switch Nd-YAG lazer aletinin (Model: AML-1201, China) ¢aligma parametreleri (frekans = 10
Hz, atim zaman1 = 10 ns, atim enerjisi = 1000 mJ, dalgaboyu = 532 nm), lazer kafasi ve altin plaka yiizeyi arasindaki uzaklik (2
cm) ve lazer sayimmi (1000 kez, yaklasik 2 min) ayarlanarak sentezlenmistir. Deneyden onceki ve sonraki altin plakanin kuru
agirhiklart hassas terazide 6l¢iilerek ¢ozelti i¢ine salinan miktar 0,6 mg olarak bulunmustur. Sentezlenen altin nanopargacik (Levan-
AUNP) i¢in Transmisyon Elektron Mikroskobu mikrografisi (High Contrast Transmission Electron Microscopy, CTEM, 120 kV,
TecnaiTM G2 Spirit Biotwin, FEI) Orta Dogu Teknik Universitesi Merkezi Laboratuvari’da gekilmistir, ayrica Fourier Déniisiimlii
Kizilétesi spektrumlart (FTIR, Vertex 70 V, Bruker) ve zeta potansiyel degerleri de (Zetasizer Nano ZS instrument, Malvern
Instruments, Malvern, UK) Kirikkale Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nde (KUBTUAM) elde edilmistir.

2.3. Altin Nanoparcacik-siRNA Komplekslestirme Calismalari

Altin nanopargacik sentezlendikten sonra 6ncelikle laminer akis kabini iginde bulunan UVC 1gmina bir cam petri iginde 1 h boyunca
sterilizasyon amaciyla maruz birakilmigtir. Kontrol grubu olarak kullanilan ¢iplak siRNA (5 nmol siGENOME hedefsiz siRNA)
250 pL’lik 1X siRNA tamponu iginde ¢oziinerek 20 uM’lik ¢ozelti elde edilmigtir. Daha sonra 25 pL’lik alikotlar halinde -80 °C
buzdolabinda deneylerde kullanilana kadar stoklanmugtir. Deney igin ¢ozdlrulen alikotlar (25 pL, 20 uM) ilk dilisyon igin 1X
siRNA tamponu ile (25 pL) karigtirilmis ve stok (50 pL, 10 uM’lik) hazirlanmigtir. Deneyler sirasinda siRNA derigimini dogru
tespit edebilmek igin son derisim 1 pM siRNA olarak belirlenmistir; bunun i¢in 450 pL Levan-AuNP (10 mg.mL?), 50 pL siRNA
(10 pM) ile karigtirilmugtir (G1). sSiRNA kontrol (G2) igin 450 uL MB-H.O (Molecular biology grade water, Biological Industries,
Israel) ile 50 pL siRNA (10 uM) ile ve Levan-AuNP kontrolti (G3) icin ise 450 L Levan-AuNP (10 mg.mL1), 50 L 1X siRNA
tamponu ile karistirilmigtir. Cihazin kortinii (BLANK) almak i¢in kullanilan bos kontrolde (G4) ise 50 pL 1X siRNA tamponu,
450 pL MB-H,0 ile karigtirilmigtir. Biitiin karigimlar viyaller icinde hazirlanmis ve orbital karistirici iginde 1 h boyunca oda
kosullarinda yavasga (200 rpm) karigtirilmaya birakilmistir. Daha sonra biitiin érnekler steril ependorf tiiplerine aktarilarak santrifij
edilmistir (10000 rpm ya da 10845 RCF, 4 °C, 30 min). Siipernatantta kalan kistm mikro-UV spektrofotometre (micro-UV
spectrophotometer instrument, MSPTouch-200, INOVIA Technology) cihazinin RNA-40 moduyla 6l¢iilmiis ve SIRNA-Levan-
AUNP etkilesimi (Esirna Ya da Levan-AuNP ile komplekslesen siRNA) Levan-AuNP ile birlikte ¢6ken siRNA’nin oram asagidaki
esitlik (Es. 1) kullanilarak sayisal olarak ifade edilmistir:

EsiRNA (%) — Etkilesengirya miktart % 100 (l)

Eklenengigya miktart

Eklenensirna derisimi 1 uM olarak ayarlanmis ve son etkilesen siRNA derisimi de (ya da miktari) eklenenden, siipernatant derigimi
(va da miktar1) ¢ikarilarak bulunmustur. Levandan kaynakli 300-200 nm dalga boyu araliginda bir pik ¢iktigi igin A260
Olciimlerinde Levan-AuNP kontrolleri kullanilarak diizeltme (yani G1-G3 miktar1) yapilmistir. Tek bagina SiRNA Kkontroli
kullanilarak da siRNA’nin santrifiijle kendiliginden ¢okiip ¢6kmedigi kontrol edilmistir. Sonuglar bar grafigi seklinde, G1 ve G2
gruplari istatistiksel ag¢idan kiyaslanarak sunulmustur.

2.4. siRNA Transfeksiyon Testleri

siRNA transfeksiyon deneyleri igin siGLO Green transfeksiyon indikatérii kullamlmistir. Oncelikle 5 nmol olarak alinan iiriin
firma prosedirine uygun olarak siRNA tamponu iginde (1X) ¢6ziinerek 20 uM olarak hazirlanmig, 50 pL’lik alikotlar halinde -80
°C buzdolabinda deneylerde kullanilana kadar stoklanmistir. siRNA’larin son derigsimi, 48 kuyucuklu plakalarda MCF-7
hicrelerine (20,000 hiicre/kuyucuk) eklenirken 50 nM olarak ayarlanmistir (Firma tarafindan 6nerilen molarite). Bu molarite sabit
tutularak transfeksiyon kimyasalinin (yani Levan-AuNP grubu) derigsimi degistirilmis boylece farkli deney gruplart son
karigimdaki Levan-AuNP nin derisimine gére (Grup A: 0,9 mg.mL, Grup B: 0,45 mg.mL?, Grup C: 0,225 mg.mL*, Grup D:
0,1125 mg.mL, Grup E: 0 mg.mL™?) olusturulmustur (Tablo 1). siRNA-Levan-AuNP karigimi hiicrelerle karistirildigs zaman 10
kat daha diliisyona ugramistir. Grup F ise ne SiGLO Green transfeksiyon indikatérii ne de Levan-AuNP icermeyen kontrol
grubudur. Bu gruplar arasindaki farklilar, yani transfeksiyon verimi, nitel olarak floresan mikroskobuyla 1, 2 ve 4 gunluk
inkiibasyon sireleri sonunda incelenmistir. Uygulanan islemin olas1 sitotoksik etkisi sonucu hiicrelerin apoptozisle mi yoksa
nekroza ugrayip mi oldiiklerini anlamak ve hiicrelerin tam olarak yerini tespit etmek i¢in ayrica Hoechst 33342 ve propidyum
iyodiir ikili floresan boyamasi da inkiibasyon siireleri sonunda yapilmistir. Hoechst 33342 ve propidyum iyodiir boyalar
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kullanilmadan ayrica 2 ve 4 ginliik inkiibasyon stireleri sonunda da siGLO Green indikatdriinln floresan 1simalari incelenmis ve
farkli gruplar arasindaki kiyaslamalar bir gérintii analiz programi (ImageJ, NIH, USA) vasitasiyla ortalama floresan siddetleri
Olciilerek (yani “mean gray value” ol¢iimii yapilarak) yapilmistir. Floresan mikroskobu goriintiilerindeki 3 farkli bolgeden biitiin
bdlgenin ortalama floresan siddeti 6l¢iilmiis ve istatistik analizi yapilmistir. Literatiirde de benzer sekilde goriintii analizi yapilan
caligmalar mevcuttur (Chang vd., 2011; Li vd., 2014).

Tablo 1. siRNA transfeksiyon testleri i¢in hazirlanan deney gruplari

Gruplar 5 UM stoktan eklenen Eklenen Levan-AuNP (10 Hicre besi yeri Son Levan-AuNP

siRNA hacmi (L) mg.mL1) hacmi (uL) hacmi (uL) derisimi (mg.mL!)
GrupA 20 180 (+ 0 uL MB-H.0) 1800 0,9
GrupB 20 90 (+ 90 UL MB-H0) 1800 0,45
GrupC 20 45 (+ 135 pL MB-H,0) 1800 0,225
GrupD 20 22,5 (+ 157,5 uL MB-H,0) 1800 0,1125
GrupE 20 0 (+ 180 UL MB-H0) 1800 0
GrupF 0 (+20 gL 1X siRNA 0 (+ 180 UL MB-H,0) 1800 0
tamponu)

2.5. Istatistik Analizi

Elde edilen bulgular, Excel paket program kullanilarak degerlendirilmistir. Excel programindaki Veri Coziimleme Araci
kullanilarak gruplar arasindaki anlamli farklar tek-etken ANOVA (Varyans Analizi) istatistik analizi ile degerlendirilmistir. Ikili
gruplar arasindaki istatistiksel kiyaslama ise yine Excel’de esit varyanslar varsayarak t-Test ile yapilmistir. Gruplar arasindaki
farklar p < 0,05 degeri i¢in anlamli kabul edilmistir. Data; ortalama + standart sapma seklinde ifade edilmistir.

3. Sonuglar ve Tartisma

3.1. Altin Nanoparcacik Sentez ve Karakterizasyonu

TEM mikrografisine bakildiginda (Sekil 1A), olusan nanopargaciklar kiiresel goziikmektedir. Sentez sirasinda kullanilan levan,
goriintiidde golgeler seklinde koyu arka yapi olusturmustur. Nanopargaciklarin birbirinden ayrik bir sekilde durmasi, kullanilan
levanin nanopargacik agregasyonunu verimli bir sekilde engelledigini kanitlamaktadir. Ayrica literatiirde benzer sekilde lazer
ablasyonuyla sentezlenen altin nanopargaciklarin bilyiik kiimelenmeler veya zincir benzeri yapilar olusturdugu kaydedilmistir
(Naharuddin vd., 2020). Mikrografilerde ¢ok kiigiik ve kirlilik gibi goriinen nanopargaciklar (deneylerde herhangi bir saflagtirma
veya boyut eleme yontemi kullanilmadig: igin) hesaba katilmadig: taktirde Levan-AuNP’lerin boyut araligi 8-20 nm araliginda
degismektedir. Lazer ablasyonu sonucunda, AuNP’lere 6zgii karakteristik renk doniigimii (kirmizi, soluk pembe) olugmaktadir
(Sekil 1B). Levandaki OH gruplari ile altin nanopargaciklarda ablasyon sonucu olusan oksit gruplari arasinda etkilesim oldugu
diisiiniilmektedir. FTIR analizinde goériilen OH fonksiyonel gruplarinin (3300-3321 cm™) pik siddet ve yerlerindeki belirgin
degisimler bunu dogrular niteliktedir (Sekil 1C). Levana 6zgii diger karakteristik piklerin Levan-AuNP grubunda da korunmast iyi
bir kaplama olduguna isarettir (AKturk, 2020). PLAL yo6ntemi ile sentezlenen altin nanopargaciklarin yiizeylerinde oksit
katmanlarin olustugu daha once de bildirilmis (Sylvestre vd., 2004) ve bu fonksiyonel gruplarin hidrojen bagi etkilesimine
girebilecegi belirtilmistir (Bailly vd., 2019). Calismada kullanilan hem ticari levanin hem de Levan-AuNP gruplarinin negatif zeta
potansiyeli vardir (Sekil 1D), yani SiRNA komplekslestirme ¢aligmalarinda negatif yiiklii Levan-AuNP ile negatif yiukli siRNA
arasinda herhangi bir elektrostatik etkilesim beklenmemektedir.
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Sekil 1. Ticari levan ve Levan-AuNP grubunun karakterizasyon test sonuglari: (A) TEM mikrografileri, (B) altin nanopargacik
olusumunu teyit eden karakteristik kirmizi renk degisimleri, (C) FTIR spektrumlari ve (D) zeta potansiyel 6l¢iimleri.

3.2. Altin Nanoparcacik ve siRNA Komplekslestirme Calismalari

Tek basina SIRNA kontrol kullanilarak hazirlanan farkl diliisyonlarda (1000, 500, 250, 125 ve 0 nM) mikro-UV spektrofotometre
cihazinin RNA 6l¢iim modu (RNA-40) secilerek elde edilen absorbans dlgtimleriyle (Tablo 2) RNA nicelik tespiti i¢in dogrusal
kalibrasyon egrisi olusturulmustur (Sekil 2A). ilk yapilan dlgiimlerde 125 nM alt1 dlgiimler cihazin tespit smirinin diginda kaldig
goriildiigii igin dogrusal bir kalibrasyon egrisi i¢in alt degerler kullanilmamustir. Firmanin verdigi protokol bilgileri dogrultusunda
1X siRNA tamponu iginde 1000 nM (1 pM) olarak hazirlanan siRNA derisimi mikro-UV spektrofotometre cihazinin RNA-40
modu ile kontrol edilmis ve firma protokollerinde belirtilen degere (I uM siRNA = 13,3 ng.uL?) yakin ¢ikmistir. Yine aym
protokolde, belirtilen degerden sapmalarin 1X siRNA tamponu i¢indeki tuzlardan kaynaklanabilecegi sdylenmektedir.

Tablo 2. Mikro-UV spektrofotometre cihazinin RNA 6l¢iim sonuglar

siRNA konsantrasyonu (nM) 1000 500 250 125
A260 0,333 0,141 0,071 0,047
A260/A280 2,21 2,16 2,41 2,3
Olgiilen RNA konsantrasyonu (ng.pL™) 13,343 5,673 2,846 1,919
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Sekil 2. (A) Mikro-UV spektrofotometre cihazi 6l¢iim sonuglari ile elde edilen siRNA kalibrasyon egrisi, (B) % Esirna (SIRNA-
Levan-AuNP etkilesimi) ya da ¢oken % siRNA ol¢timiiyle G1 (siRNA+ Levan-AuNP) ve G2 (siRNA) gruplarinin kiyaslanmasi.
*: ikili gruplar arasinda istatistiksel fark (p < 0,05).

Bu ¢alismada, siispanse edilmis siRNA’nin derisimini en dogru sekilde bulmak icin tercih edilen yontem 260 nm dalga boyunda
absorbans 6l¢imi olmustur. Zaten bilindigi tizere, Zeta potansiyel ve dinamik 151k sagilimi ile hidrodinamik boyut 6lgtimleri, nitel
olarak siRNA yiiklemesini teyit etmektedir, ancak siRNA’nin 260 nm dalga boyunda (siRNA’nin pik absorbansi) absorbans
Ol¢limii ile nicelik tayini daha 6nemli bilgiler saglamaktadir (Melamed vd., 2017). Levan-AuNP ile etkilesime giren siRNA’nin,
santrifiij islemi sonunda birlikte ¢coktiigli kabul edilerek yapilan hesaplamalara gore yaklagik %48 oraninda enkapsiilasyon degeri
bulunmustur (Sekil 2B). Bu deger, tek bagma siRNA ¢okme oraniyla kiyaslandiginda (santrifiij islemi kaynakli ¢okmelerden
gelebilecek hatalar1 elimine etmek igin) istatistiksel agidan anlamli Sl¢iide yiiksek ¢ikmigtir. Levan-AuNP’nin santrifiij iglemi
sonunda ¢okmesi tiip tabaninda olusan pembe renkli pelet ile gorsel olarak onaylanmig ve siispansiyon iginde iglem sonunda
¢cokmeyen, geri kalan numuneden kaynakli A260 degeri i¢in diizeltme (G1-G3) yapilmustir. Zaten, bunu kontrol i¢in yapilan baska
Olciimlerde, G3 grubunun (sadece Levan-AuNP) santrifiij 6ncesi ve sonrasi ortalama A260 degerleri, sirasiyla, 1,3 ve 0,7 olarak
Olglilmiistiir. Yontem, goriildiigii tizere kolaydir ve siRNA-nanopargacik etkilesimini nicel olarak gosterebilmektedir, ancak
stpernantatta kalan siRNA-nanopargacik komplekslerinin miktarini saptayamadigi i¢in 6lgiim hassasiyeti ¢ok yiiksek degildir ve
ayrica RNA tiiriinii (sense ve antisense iplikleri) ayirt etmek bu yontemle miimkiin degildir. Levan molekiilii amfifilik bir yapiya
sahiptir (hidrofobik bir bosluk ve hidrofilik bir dig kisma sahiptir) ve bu 6zellik sayesinde suda kendiliginden toplanip nanopargacik
olusturabilir (Kim vd., 2015). Literatirde bu 6zellik kullanilarak levan molekili icinde enkapsiile edilmis farkli terapétik (Sezer
vd., 2017) ya da goriintiileme ajan1 (Kim vd., 2015) drnekleri mevcuttur. Levan kapli altin nanopargaciklar da suda olusturduklari
siki kiiresel konformasyonlari sayesinde santrifiij islemi sonunda kolaylikla ¢okmekte ve siRNA molekiiliinii de yapilari iginde
hapsederek tuttuklar diisiiniilmektedir. Bu ¢calismada gelistirdigimiz tasiyict molekiil de zayif anyonik yapida levan molekiiliiyle
kapli AuNP nanopargacik olmustur. Coktiirme yontemi ile enkapsiillenen siRNA miktart %48 civarinda oldugu i¢in ayrica Levan-
AuNP yapisinin gelecekte katyonik molekiillerle modifiye edilmesi ile (yani yar1 sentetik polimerler sentezlenerek) baglanma
verimi elektrostatik etkilesimle artabilecektir. Anyonik yapida polisakkaritlerin katyonik polimerlerle (PEI ve spermin gibi)
modifiye edilip gen transfeksiyon ajani olarak kullanildigi birgok c¢alisma mevcuttur (Khan vd., 2012). Bu sekilde siRNA
komplekslesme verimi artarken diger yandan da sitotoksisitenin azaldigi bildirilmistir (Khan vd., 2012).

3.3. siRNA Transfeksiyon Testleri

Transfeksiyon uygulamasi i¢in hazirlanan farkli deney gruplarinin MCF-7 hiicrelerindeki olasi sitotoksik etkisini daha ¢ok
apoptotik mi yoksa nekrotik yolak ile mi gerceklestirdigi H33342 ve Pl ikili floresan boyamasiyla incelenmistir (Sekil 3-8). TUm
deney gruplar igin yapilan apoptotik indekslemeye gore, en yiiksek apoptotik etki Levan-AuNP/siGLO (0,9 mg.mL1/50 nM)
ornegi uygulamasi sonucu (4. giin) %50 olarak saptanmis, bunu %10 ile siGLO (50 nM) uygulamasi (4. giin) izlemis ve diger tim
gruplar (1, 2 ve 4. giinler) i¢in apoptotik indeks degeri %]1’in altinda bulunmustur (Tablo 3). Belirtilen gruplarda (Levan-
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AUNP/siGLO (0,9 mg.mL"%/50 nM) ve siGLO (50 nM)), 4. giindeki artan apoptotik etkinin, hedef hiicrelerin uygulanan érnege
maruziyet siiresinin uzamasi ile ilgili olabilecegi degerlendirilmistir. Queiroz ve arkadaglarinin (Queiroz vd., 2017) yapmis
olduklar bir ¢alismada benzer sekilde, Levan (0,1 mg.ml?, 48 h) uygulanan MCF-7 hiicrelerinde oksidatif stres kaynakli
antiproliferatif ve pro-apoptotik etkilerin goriildiigii bildirilmistir. Nekrotik indeks degerleri ise en yiiksek siGLO (50 nM) ve
Levan-AuNP/siGLO (0,9 mg.mL%/50 nM) 6rnekleri uygulamas (2. giin) sonucunda %35 olarak bulunmus, diger tiim gruplar i¢in
nekrotik indeks degerleri bu degerin altinda hesaplanmustir (Tablo 3). Literatiirde dzellikle ylizeyi katyonik olarak modifiye edilmis
(pozitif yiiklii) AuNP igin sitotoksik sonuglar oldugu bildirilmistir (Roesler vd., 2011; Remant vd., 2011; Goodman vd., 2004;
Godbey ve Mikos, 2001). Polietilenimin (PEI) (Goodman vd., 2004) ve kuaterner amonyum (Godbey ve Mikos, 2001) gibi
katyonik yapida kimyasallar negatif yiiklii hiicre membranina baglanmay1 saglamakta ve hiicre lizisine sebep olmaktadir.

Tablo 3. Deney gruplarmin uygulanmasi sonrasinda MCF-7 meme kanseri hiicreleri i¢in hesaplanan apoptotik ve nekrotik

indeks degerleri (%)
Apoptotik Indeks (%) Nekrotik indeks (%)
1 giin 2 gin 4 gin 1 giin 2 giin 4 gin
Grup A: Levan-AuNP/siGLO (0,9 mg.mL1/50 nM) - <1 50 - 5 <1
Grup B: Levan-AuNP/siGLO (0,45 mg.mL"%/50 nM) <1 <1 <1 4 <1 <1
Grup C: Levan-AuNP/siGLO (0,225 mg.mLY/50 nM) <1 <1 <1 3 4 <1
Grup D: Levan-AuNP/siGLO (0,1125 mg.mLY/50 nM) <1 <1 <1 2 1 <1
Grup E: siGLO (50 nM) <1 <1 10 <1 5 <1
Grup F: Kontrol <1 <1 <1 <1 3 <1

Floresan mikrografileri incelendiginde (Sekil 3-8), ilk giinde basarili transfeksiyon (yesil floresan 151ma) gdsteren gruplari tespit
etmek zordur. Ancak, Levan-AuNP derisimi artik¢a yesil floresanin siddeti de artmaktadir. Ozellikle, en yiiksek derisimde Levan-
AUNP igeren grubun 4. giin floresan 1g1mas1 diger gruplardan belirgin bir sekilde daha fazladir. Hi¢ Levan-AuNP igermeyen grupta
ise transfeksiyon olmasi kullanilan siRNA molaritesinin yliksek olmasina baglanabilir. Ayrica, DNA, RNA ve anyonik yapidaki
diger molekiillerin hiicre yiizeyinde yer alan siipiiriicii reseptorlere baglanabildigi ve hiicre i¢ine ulasabildigi bildirilmistir (Brodeur
vd. 2008). Nanopargaciklarin hiicre membranina ¢okelti halinde birikmesi de (Gemeinhart vd., 2005) elektrostatik temelli itici
kuvvetlere kars1 gelinerek hiicre i¢ine giris yolunu reseptor aracili olarak saglayan 6nemli bir faktor olarak diisiiniilebilir. Daha
onceki benzer bir ¢alismamizda da levan kapli altin nanopargaciklarin 1.929 fibroblastik hiicre membranina ¢oktiigii ve 6zellikle
hiicrelerle etkilesime girerek endositoza ugradigi gosterilmistir (Aktiirk, 2020). AuNP’lerin canli hiicrelere girisindeki temel
mekanizma endositozdur (Li vd., 2008; Shukla vd., 2005; Uboldi vd., 2009). siRNA kargosuyla yiikli AuNP’lerin hiicre i¢ine
girdikten sonra endositik vezikiillerde toplandig1 ve belirli bir zamandan sonra endozomal kagis yaparak siRNA molekiillerinin
sitozole salindig1 varsayilmaktadir (Cebrian vd., 2011). Floroforlarin 6zellikle periniikleer bolgedeki dagilimi (Sekil 3-8) Levan-
AUNP-siRNA komplekslerinin endositik yolaklar yoluyla hiicreye alindigini gostermektedir (van Asbeck vd., 2013; El-Andaloussi
vd., 2006; Chiu vd., 2004).
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Sekil 3. Sabit molaritede (50 nM) siGLO Green transfeksiyon indikatori ile Levan-AuNP nin (Grup A: 0,9 mg.mL%)
karisgtirilmasi sonucu olusturulmus grubun floresan mikroskobu goruntileri.
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Sekil 4. Sabit molaritede (50 nM) siGLO Green transfeksiyon indikatori ile Levan-AuNP nin (Grup B: 0,45 mg.mL™?)
karisgtirilmasi sonucu olusturulmus grubun floresan mikroskobu goruntileri.
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Sekil 5. Sabit molaritede (50 nM) siGLO Green transfeksiyon indikatorii ile Levan-AuNP’nin (Grup C: 0,225 mg.mL1)
karistirilmasi sonucu olusturulmus grubun floresan mikroskobu goriintiileri.
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Sekil 6. Sabit molaritede (50 nM) siGLO Green transfeksiyon indikatori ile Levan-AuNP nin (Grup D: 0,1125 mg.mL1)
karistirilmasi sonucu olusturulmus grubun floresan mikroskobu goriintiileri.
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Sekil 7. Sadece sabit molaritede (50 nM) siGLO Green transfeksiyon indikatori iceren grubun (Grup E: Levan-AuNP yok)
floresan mikroskobu goriinttleri.
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Sekil 8. Ne SiGLO Green transfeksiyon indikatoru ne de Levan-AuNP icermeyen grubun (Grup F: Kontrol Grubu) floresan
mikroskobu gorunttleri.

PI boyasi, siGLO Green transfeksiyon indikatoriinii goriintiilemek i¢in kullanilan floresan filtresinde de yesil 1s1ma yaptig1 igin
transfeksiyon degerlendirmesi bu {iglii floresan boyamasinda ¢ok verimli olmamistir. Bu sebeple apoptoz, nekroz boyalarinin
kullanilmadig1 gruplarda (yalnizca SiGLO Green transfeksiyon indikatdrii olan) transfeksiyon degerlendirmesi 2 ve 4 giinliik
inklbasyon sureleri sonunda tekrarlanmistir (Sekil 9). Buradaki gorintiler Levan-AuNP’ nin transfeksiyon ajani olarak basarilt
oldugunun kanitidir. Levan-AuNP olmayinca da yine resoptor aracili transfeksiyon gergeklesmis ancak, diger gruplara (Levan-
AUNP igeren) kiyasla ¢ok az diizeydedir. Bu kiyaslamayi sayisal olarak yapabilmek i¢in ImageJ programinda floresan siddeti
Ol¢iilmiis (“Mean gray value” ol¢iimii) ve istatistiksel agidan anlamli farklar bulunmustur. Levan-AuNP gruplarindaki degerler,
sadece siGLO ve bos kontrolden istatistiksel agidan daha yiiksek ¢ikmakla beraber kendi aralarinda istatistiksel agidan anlamli bir
fark bulunamamustir. Levan-AuNP gruplarinda, yogun bir yesil 1s1ma, 6zellikle pargali bir sekilde gergeklesmistir. siGLO’nun bu
noktali deseni, 6zellikle niiklei ve sitoplazma boyunca dagilmis bir halde olmasi, endositik bir hiicre alimin1 ve ayni zamanda
gelismis bir endozomal kagisa isaret etmektedir (Schiroli vd., 2019).
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Sekil 9. Sabit molaritede (50 nM) siGLO Green transfeksiyon indikatorii ile farkli derigimlerde Levan-AuNP’nin karigtirilmasi
sonucu olugturulmus gruplarm (A: 0,9 mg.mL?, B: 0,45 mg.mL?, C: 0,225 mg.mL?, D: 0,1125 mg.mL™%, E: 0 mg.mL™1), siGLO
Green transfeksiyon indikatoril ve Levan-AuNP icermeyen grubun (F) floresan mikroskobu gdruntileri ve gruplar arasinda
ortalama floresan siddet degeri kiyaslamasi (G). *: ikili gruplar arasinda istatistiksel fark (p < 0,05).

4. Sonug

Bu calismada gerceklestirilen analizler gOstermistir ki sentezlenen levan polisakkariti kapli altin nanoparcaciklar, SIRNA
molekiillerinin hiicre i¢ine alimna yardimei olmaktadir ve transfeksiyon ajani olma potansiyeli vardir. Sentezlenen anyonik
yapidaki Levan-AuNP, hiicre membranini basarili bir sekilde gegmis ve siRNA (siGLO Green) transfekte olmustur. Ancak,
%48’lik komplekslesme oranini daha da artirmak igin literatiirdeki ¢alismalara benzer sekilde, negatif yikli siRNA ile pozitif
yiiklii altin nanopargaciklar elektrostatik olarak etkilestirmek etkili bir strateji olabilir. Bu sebeple, gelecek aragtirma planimizda,
kullanilan levan molekiiliin katyonik bir polimerle (6rn; polietilenimin, spermin, spermidin vb.) modifiye edilmesi vardir. Ayrica,
siGLO Green 1g1masi hiicrelerde tespit edilse de bunun hiicre iginde takibi (TEM ile hicre i¢i trafik ¢aligmasi) ile hangi
asamalarda ve yollardan hiicre niikleusuna ulagtig1 bulunmali, transfeksiyon verimi hesabi (akis sitometrisi ile) ve gen susturma
ya da gen ekspresyonu (RT-PCR ve westernblot) gibi analizler de yapilmalidir. Bu belirtilen mantik dogrultusunda hedefli SiRNA
sekanslari  alinmig  (Sense  Sequence: 5-GAAACCAACUGUUAGUGUAdTAT-3’;  Anti-sense  Sequence:  5’-
UACACUGACAGUUGGUUUCATAT-3") ve gelecek deney planlamasi yapilmaya baslanmustir.
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