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DNA

Nanoparcaciklarinin

Nanotip ve

Nanobiyoteknolojideki
Yeni Kullanim Alanlari

Niikleik asitler ve onlarin olusturdugu DNA ve RNA gibi makromolekiiller artik sadece
genetik bilginin depolandig: yalin biyolojik ajanlar olarak kabul edilmemektedir.

Yakin ge¢misteki arastirmalar bu makromolekiillerin 6zellikle bagisiklik sistemini
olusturan hiicrelere ¢ok farkl: iglevler kazandirdigini ve bu hiicrelerin bagisiklik
diizenleyici gorev yelpazesini de genislettigini gostermistir. Bilkent Universitesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Boliimirnde bu konuda yapilan galismalar, 6ncelikle s6z konusu
biyolojik ajanlar1 bir nanoilag olarak tasarlamay1 ve model hayvan deneyleriyle

bu ilaglarin immiinoterapideki uygulama potansiyellerini vee yelpazesini belirleyerek,
klinik aragtirmalarin baglatilmasi i¢in gerekli 6nbilgileri elde etmeyi amaglamaktadir.

netik Béliimii, Biyoterapotik Oligoniikleotid
Aragtirma Laboratuvari, sentetik DNA di-
zinlerinin tasarim ve formiilasyonlarini gelistirerek
DNA temelli yeni nesil hedefe yonelik biyolojik ko-
kenli ilag gelistirilmesi konularina odaklanmistir.
DNAnin son yillara kadar sadece “genetik ko-
dun” depolandigr “yalin” bir makromolekiil olarak
islev gordiigii diisiiniilmekteydi. Ozellikle immiino-
loji (bagisiklik sistemini inceleyen bilim dal), hiicre
biyolojisi ve molekiiler biyoloji alanlarinda son yil-
larda stirdiiriilen galismalarla DNAnin bagisiklik sis-
temi tizerindeki gok karmasik “bagisiklik diizenleyi-
ci” etkileri de giin 15181na ¢ikmaya baglamistir. Son
yillardaki arastirmalar, DNAnin elde edilmis oldugu
kaynagin tipine bagli olarak bagisiklik sistemi hiicre-

Bilkent Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Ge-

lerini uyarabildigini ya da etkinliklerini degistirebil-
digini ortaya koymustur.

Elde edilen yeni bulgular, bu etkilere yol acan fak-
torlerin DNA dizininde bulunan 6zel motiflere ve
DNAnin elde edildigi kaynagmn tipine (prokaryo-
tik veya oOkaryotik) bagl olduguna isaret etmekte-
dir. Ornegin, bakteri DNAs1 memeli DNA’sina oran-
la ¢ok yiiksek miktarda metilsiz “CpG (sitozin-fosfat-
guanozin)” motifi icermektedir. Bagisiklik sistemi
hiicreleri tarafindan “tehlike sinyali” olarak algilanan
bu motifler, antijen sunumunda rol alan hiicreleri ya-
ni makrofajlari, dendritik hiicreleri ve B-Hiicrelerini
uyarmaktadir. Memeli bagisiklik sistemi hiicreleri
tzerinde CpG motiflerini tanimakla gorevli resep-
toriin de (Toll benzeri reseptor 9-TLRY) kesfiyle, bu
olguyla ilgili aragtirmalarda yeni bir ¢igir agilmistir.

Bu aragtirmalarin bir kismi TUBITAK'tan alinan arastirma destekleriyle yilriitiilmiistiir. Bu yazi AB 7. CP tarafindan desteklenen Unam_Regpot projesi (No: 203953) ercevesinde yazilmistir.
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Ote yandan, memeli DNASsmin telomerik ucun-
da bulunan ve baz dizilimi TTAGGG seklinde tekrar-
layan motifler, CpG motiflerinin aksine memeli ba-
g1siklik sistemi hiicrelerinin etkinlesmesini baskila-
yabilmektedir. Laboratuvar ortaminda, klinik saflik-
ta ve kalitede sentezlenebilen bu kisa ve tek sarmal-
l1 dizinler (CpG ve TTAGGG motifleri), bakteri veya
memeli DNAsinin bagisiklik diizenleyici 6zellikleri-
ni taklit edebildiginden imminoterapide kullanim-
larinin yolu agilmistir.

Model hayvanlar (belirli bir biyolojik olgunun an-
lagilmast i¢in tizerinde inceleme yapilan hayvanlar)
tizerinde yapilan klinik 6ncesi ¢alismalar, sentetik oli-
godeoksiniikleotidlerin (DNAYla benzer yapida kisa
niikleik asit zincirleri) etkinliklerini siirli diizeyde
gosterdigini ortaya koymustur. Bu diisiik biyolojik et-
kinin baglica nedeninin bu sentetik oligodeoksiniik-
leotidlerin serum proteinlerine baglanmasi veya niik-

leaz enzimleriyle parcalanmasi oldugu distintilmek-
tedir. Bu nedenle tedavi i¢in gerekli diizeyde etkinles-
tirme saglanmasinda sorunlar yasanmaktadr.

Bilkent'te yapilan arastirmalarin hedeflerinden biri,
iste bu diisiik biyolojik etkinin artirilmasi igin degisik
stratejiler gelistirmektir. Sema 1, alternatif yaklagimlari
oOzetlemektedir. Buradan da goriilecegi gibi, DNA veya
RNA gibi immiinolojik (bagisiklikla ilgili) etkinlikleri
bilinen makromolekiillerin, dort farkli yaklagimla da-
hakararli hale gelmelerini ve bagisiklik hiicrelerine ula-
sana kadar dolasimda daha uzun siire kalmalarini sag-
lamak hedeflenmektedir. Ozetle, DNA ile RNA mole-
kiillerini, dendrimerik yapilarla veya G-tetratlarin yar-
dim ile komplekslestirmek miimkiindiir. Ayrica poli-
sakkaritlerle bu ajanlarin nanoyapilara doniistiiriilme-
si de uygulanmaktadir. Son olarak laboratuvarimizda
gelistirilen lipozomlarla da DNA ve RNAy1 nano-ke-
seciklere doniistiirebilmekteyiz.

Tek/Gin sarmalh RNA

Sema 1.
Niikleik Asit nanoparcaciklarinin
degisik yontemlerle hazirlanma prensipleri
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Nanoparcacik ODN'lerin
Anti Tiimor Etkisi

Tiimdr olusumundan 35 giin
sonra (tedavi gormemis fare)
(Solda)

NP-4200DN uygulanmis fare
(tedaviden 42 giin sonra)
(Sagda)

Telomerik DNAnin G-Tetratlari
olusturma prensibi

Eksozomlarin ultra
yapilarinin gegirimli elektron
mikroskopisindeki
goriintiileri
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DNA Nanoparcagiklarinin
In Vivo Etkileri

Yaygin ve konvansiyonel kanser tedavileri denince
akla hemen kemoterapi ve radyasyon tedavisi gelmek-
tedir. Bu yaklagimlar ilk etapta belli diizeyde yararli-
lik gosterseler de ciddi yan etkileri nedeniyle hastalar-
da biiyiik sorunlara yol agmaktadirlar. Bu tarz tedavi-
ler timor dokusunun yok olmasini saglarken ayni za-
manda tiimore kargi savag verme yetenegi en yitksek
olan bagisiklik hiicrelerini de yok etmektedirler. So-
nug olarak yetersiz kalan savunma sistemi islevini ye-
rine getiremediginden, kanseri siirlandiracak her-
hangi bir engel kalmamakta ve hastalik yeniden basg
gosterebilmektedir. Dahas1 hasta baska hastaliklara
yakalanma riskiyle de kars1 karsiya kalabilmektedir.

CpG motifleri igeren DNATarmn bagisiklik siste-
mini etkinlestirebildiginin anlasilmasiyla, bu dizi-
lerin kemoterapi/radyasyon tedavisine alternatif bir
yontem olarak kullanilma potansiyeli de aragtirilma-
ya baglanmuistir.

Bilkentte gelistirilen, kendi kendine nano boyutta
parcacik olusturabilen yeni nesil oligoniikleotidlerin
hepatoselliiler karsinoma (karacigerin primer kanse-
ri) modelindeki etkinligi grubumuz tarafindan aras-
tirilmistir. Fare modelinde olugturulan timér, hay-
vanlara birer giin arayla ii¢ kez enjekte edilerek teda-
vi edilmeye ¢alisilmig, tedavinin etkinligi, farelerde-
ki timoérlerin biytikligtindeki degisim takip edile-
rek aragtirllmistir. Elde edilen sonuglar, DNA nano-
parcaciklariyla yapilan bu tedavinin, bagisiklik hiic-
relerini etkinlestirerek farelerdeki tiimér hacmini %
90dan fazla azalttigin1 gostermistir.

Baskilayict DNA Nanoparcacklariyla
Otoimmiin Hastaliklarin Tedavisi

Memeli DNAsindaki TTAGGG motiflerinin et-
kinlesen bagisiklik sistemi hiicrelerinin saldig1 bir-
¢ok medyatorii baskiladig1 anlagilinca bu DNA nano-
parcaciklarinin otoimmiin hastaliklarin baskilanmasi
icin tedavi amaciyla kullanilmast fikri ortaya atilds. flk
kez Bilkent laboratuvarlarinda tasarlanan ve uluslara-

ras1 patentleri alinan bu DNA pargaciklarinimn bagi-
siklig1 baskilayici etkisi, dizinlerinde bulunan G baz-
larinin kendi aralarindaki etkilesimleri (G-Tetratlar)
sonucu nanopargacik halinde bulunmasina baghdir.

Daha sonra yapilan in vitro (canli organizma di-
sindaki) hiicre kiltirii ¢ahsmalari, bu baskilayi-
<1 DNAlarin bagigikhik sistemi hiicrelerinden salinan
cesitli sitokin ve kemokinlerin (hiicreler arasi iletigim
saglayan 6zel molekiiller) olusumunu engelledigini
gostermistir. Paralelinde yiiriitiilen in vivo (canli orga-
nizma i¢indeki) ¢alismalar ise baskilayict DNAnmn ro-
matoid artirit, sistemik lupus eritematozus (SLE), akci-
ger iltihaby, silikozis, diyabet, toksik sok, deneysel oto-
immiin ensefalomiyelit gibi birgok otoimmiin ve oto-
enflamatuvar hastaligin siddetini azaltabildigini veya
semptomlarini ortadan kaldirabildigini gostermistir.

Yakin ge¢miste, Biyoterap6tik ODN  Arastirma
Laboratuvarrnda yapilan bir ¢alismada, fare ve tav-
san modellerinde olusturulan otoimmiin tiveit (iivea
iltihabr) hastaliginin tedavisinde bu baskilayict DNA
nanoparcaciklar: kullanilmistir. Bu ¢alismada, bas-
kilayict DNA nanopargaciklarinin, otoimmiin {ive-
it semptomlarinin hem lokal (g6zde) hem de siste-
mik olarak (tiim viicutta) siddetini ve sikligin azalt-
t1g1 gosterilmistir.

Kisa sarmalli bir DNA parcast olarak hazirlanan
ve hayvanlara serbest halde enjekte edilebilen bu bi-
yolojik kokenli etken madde, immiin baskilamay di-
ger kimyasal kokenli baskilayici ilaglardan ¢ok fark-
11 bir gekilde gerceklestirdiginden kullaniminin her-
hangi bir yan etki olugturmamasi, saglik alaninda
kullanilabilirligi agisindan fark yaratmaktadir. In-
sanlar iizerinde yapilacak klinik deneylerle insanda
kullaniminin uygunlugu belirlenmelidir.

Niikleik Asit iceren Nanolipozomlarin
Bagisikiga Olan Etkileri

Yine bizim laboratuvarimizda hazirlanan ve pa-
tentleri de bize ait olan bir teknolojiyi kullanarak
niikleik asitleri a1 ¢aligmalarinda kullaniyoruz. Li-
pozomlar (fosfolipid iceren sentetik zarlar) degi-
sik 6zelliklerde hazirlanabilen ve iglerine DNA veya
RNA molekiillerini hapsedebilen zars1 nanoyapilar-
dir. Bu nedenle biz de lipozomlari as1 tastyici sistem-
ler olarak tasarlayarak farelerin hastaliklara karg1 ba-
gisiklik yanitlarini gelistirmeye ugrastik. Bulgulari-
miz, ovalblimin antijeninin, nanolipozomlarin igine
hapsedilerek DNAlarla birlikte viicuda verildiginde
gok etkin immiin tepkilere yol agabildigini goster-
mistir. Bu bilgiler yeni ve etkin as1 formiilasyonlar1-
nin gelistirilmesinin de 6niini agacaktir.
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Hiicrelerden Salinan Eksozomlarin
(Nano-keseciklerin)
Nanotiptaki Olasi Kullanimlan

Bilkent Universitesi Biyoterapotik ODN Aragtirma
Laboratuvarrnda nanotip alaninda yapilan ¢aligma-
lar sadece bagigiklik yaniti artirici ve baskilayict DNA
parcaciklari ile sinirli degildir. Aragtirma grubumuz
bu DNA pargaciklarmm yani sira, hiicrelerin gevrele-
rine saldiklar1 nano biiyiikliikteki keseciklerle de ilgi-
lenmektedir. Hemen hemen tiim hiicreler tarafindan
salinan nano-keseciklerin biiyiikliigii 30-100 nm ara-
sinda degisir. Salinan bu nano-keseciklere genel ola-
rak eksozom denir. Viicut sivilarma salinan bu ekso-
zomlar cesitli biyolojik olaylar (6rnegin farkli etkinles-
me durumu veya farkli fizyolojik stres durumu) so-
nucu ortaya ¢iktiklari icin, hem zar kompozisyonla-
r1 hem de i¢lerinde tasidiklari yiikler farklilik gosterir.

Eksozomlarin en 6nemli 6zelliklerinden biri de,
igerikleri ne olursa olsun bu keseciklerin 6zellikle
bagisiklik hiicreleri tarafindan fagositoz yoluyla yu-
tulmasi ve o hiicrenin biyolojik durumunu etkileme-
sidir. Dolayisiyla bu kesecikleri alan hiicreler ya fark-
liislevler kazanir ya da cesitli biyolojik etkiler altinda
kalir. Son yillardaki ¢aligmalar, bagisiklik hiicrelerin-
ce alman eksozomlarin bu hiicrelerde

a) etkinlestirme sinyalinin elde edilmesini

b) etkinlegtirme sinyalinin artirilmasini

c) etkinlestirme sinyalinin kontrol edilmesini
yonlendirebildigini gosteriyor.

Kisacasi bagisiklik hiicreleri nano-kesecikleri ta-
sidiginda bu hiicrelerin bagisiklik tepkileri tizerin-
de bir diizenleme gergeklesiyor. Ayrica eksozomlarin
birgok viicut sivisindan saflagtirilabilmesi, farkl has-
talik kosullarinda viicut igindeki miktarlarinin tayi-
nini sagliyor.

Eksozomlarin, hiicre biyolojisi ve immiinobiyolo-
jik ¢alismalarda kullanilmasinin yan sira biyotip uy-
gulamalarinda tani ve tedavi amach kullanilmas: da
son yillarda giderek artiyor. Bu ¢alismalardan biri,
Behgcet Hastaliginda, hiicreler tarafindan salinan ek-
sozomlarin kandaki miktarlarinin ve hiicrelerin yii-
zeylerinde bagisikligin etkinlestigine dair gostergele-
rin miktarinmn arttigini gosteriyor. Bu bulgu otoim-
miin hastaliklarda eksozomlarin etkili rollerinin ol-
duguna dair bir kanit olarak kabul ediliyor. Behget
hastalarindan izole edilen eksozomlarin igeriginin
de belirlenmesi ile birlikte bu nano-kesecikler hasta-
ligin tanusi icin de 6nemli bir arag olacak.

Eksozomlar hastaliklarin tanisinin yani sira hasta-
liklarin kontrolii ve tedavisi i¢in de 6nemli bir ara¢ ol-
ma potansiyeli tagtyor. Buna en 6nemli kanit ise Bil-

kent Biyoterapotik ODN Aragtirma Laboratuvarrnda
eksozomlarin DNA pargaciklar ile yiiklendigi de-
neylerden elde edilen bulgularin bunu destekler ni-
telikte olmast. Yapilan ¢aliygmada makrofaj hiicre hat-
tindan (laboratuvar ortaminda yagatilan hiicre soyu)
izole edilen eksozomlar, bagisiklik yanitini artirict ve
baskilayici farkli DNA parcaciklari ile yiiklendi. DNA
yiiklii bu eksozomlarin ayni hiicre hattina ait hiicre-
lerle bir arada bekletilmesi, bu keseciklerin dogal tasi-
yici olabilme 6zelligini ortaya ¢ikardi. Bu ¢aligma vii-
cut igerisinde dogal olarak bulunan bir nano-keseci-
gin viicut sivisindan elde edildikten sonra bir tastyict
olarak kullanilarak otoimmiin hastaliklardan kansere
kadar bir¢ok hastalikta ilaclarin etkisini diizenleyebi-
lecek bir arag olabilecegini gosteriyor.

Sonug olarak, DNA ve RNA gibi biyolojik kokenli
nanopargaciklarin immiin terapide kullanimlari ye-
ni bir aragtirma alanini olusturmaktadir. Bu biyomo-
lekiillerin daha yaygin ve degisik alanlardaki etkile-
rinin anlagilmasi ile klinikte yan etkisi ¢ok az nano-
ilaglarin tasarimi da miimkiin olacaktir. Bu alanlar-
da yapilacak ileri ¢alismalarin 1s18inda ve preklinik
aragtirmalarin olugturacagi deneyimle kanserden
alerjik hastaliklara, otoimmiin hastaliklardan bulas:-
c1 hastaliklarin kontroliine uygun, yeni nesil nano-
ilaglarin klinige ge¢mesinin de 6nii agilacaktir.
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