YAPAY INTEGRIN TEMELLI
NANOBiIYOKONJUGATIF
PLATFORM GELISTIiRILMESI

Alper UGUR
Yiksek Lisans Tezi

fleri Teknolojiler Anabilim Dal
Nanoteknoloji Bilim Dali
Ocak-2009



JURI VE ENSTITU ONAYI

Alper Ugur’un "Yapay Integrin Temelli Nanobiyokonjugatif Platform
Gelistirilmesi" baslikli Tleri Teknolojiler Anabilim Dalindaki, Yiiksek Lisans
tezi 25.12.2008 tarihinde, asagidaki jiiri tarafindan Anadolu Universitesi
Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Smav Yonetmeliginin ilgili maddeleri uyarinca

degerlendirilerek kabul edilmistir.

Adi-Soyadi Imza
I"Jye (Tez Damismam) : Prof. Dr. RIDVAN SAY = iiiiiiiiinnes
Uye : Prof. Dr. AYDIN DOGAN  ....cccevieeenns
Uye :Doc. Dr. LUTFI GENC e,

Anadolu Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu'nun

.................. tarih ve ............ saylh karariyla onaylanmstir.

Enstitii Midiirii



OZET
Yiiksek Lisans Tezi

YAPAY INTEGRIN TEMELLiIi NANOBiYOKONJUGATIF
PLATFORM GELISTIRILMESI

Alper UGUR

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
fleri Teknolojiler Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Ridvan SAY
2009, 47 sayfa

Bu caligma, hiicre matriksine distan baglanan transmembran hiicre yiizey
proteini olan integrin molekiillerini taniyan ve reseptor-ligand etkilesiminde
onemli bir rol oynayan arginin-glisin-aspartik asit (RGD) peptid dizilisini yansitan
biyouyumlu, kararli yapay aspartik asit temelli ligand taniyan nanokonjugatlarin
olusturulmas: ve bu yapmin integrin reseptoriinii tanityan nanoyapilar olup
olmadigini goriintiilenmesine ve incelenmesine yoneliktir.

Calismanin ~ birinci  asamasinda,  siiperparamanyetik  demiroksit
nanopartikiilleri trimetoksisillil propil metakrilat (TMSPM) ile reaksiyona
sokularak silanlanmigtir. Daha sonra bu partikiillerin bir kism1 MAASP
(Metakroil amidoaspartik asit) monomeri, EDMA (Etilen diamin metakrilat)
capraz baglayicisi yardimiyla dekore edilerek, polimerizasyon ugratilimig
multivalent kabuga sahip siliperparamanyetik nanoyapilar elde edilmistir.
Partikiilerin diger kismi ise MAASP monomeri ilave edilmis boylece MAASP
monomeri konjuge edilmis silanlanmig monovalent demiroksit nanopartikiilleri
elde edilmistir.

Calismanin ikinci asamasinda, MAASP monomeri ile etkilestirilen
(konjuge edilen) silanlanmis superparamanyetik demiroksit nanopartikiiller ile
MAASP monomeri kabuk seklinde dekore edilen polimerik silanlanmis
superparamanyetik demiroksit nanoyapilar Mg”>" icermeyen ve iceren 5RP7
kanserli hiicrelerin kiiltiir ortamina aktarilmis ve 24 saat kiiltivasyon yapilmastir.

Caligmanin son agamasinda ise hazirlanan nano konjugatlar1 SRP7 kanser
hiicreleri (H-Ras transform hiicre hatt1) ile etkilesiminde iki degerli-katyon
bagimhi m1 yoksa bagimsiz m1 olduklarinin incelenmesi icin hiicreler hem Mg*"
icermeyen kiiltiir ortaminda (Kontrol grubu) hem de 40ul Mg*" iceren kiiltiir
ortamlarinda (Deney grubu) ayr1 ayn kiiltive edilmislerdir. Sonuglarin TEM’deki
goriintiileri incelenmis ve analizleri yapilmistir.

Anahtar Kelimeler: Yapay integrin ligandi, Yapay nanobiyokonjugatif platform
RGD
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In this study, development and produce of nanobioconjugates that are
recognize a based on aspartic asid ligand as stable and biocompatible which
reflect arginine-glycine-aspartic acid (RGD) peptide sequences and play important
role to interaction between reseptor and ligand like the integrin molecules that are
transmembrane cell surface protein to mediate the adhesion of cell to extracellular
matrix (ECM) also whether that nanostructures recognize or not to integrin
reseptor has been investigated and displayed.

In the first stage study, superparamagnetic iron nanoparticules were
silanized by react with 3-Trimethoxysilyl Propyl Methacrylate (TMSPM). Then
some of them was polymerizated by the Methacryloyl Amidoaspartic Acid
(MAASP) was decorated via the crosslinker Ethylene Glycol Dimethacrylate
(EDMA) and then Decoration of Silanized Iron Oxide Nanoparticles with
multivalent shell was obtained. The other of them was not polymerizated and
only added MAASP monomer and obtained MAASP Conjugated Silanized Iron
Oxide Nanoparticles.

In the second stage, both groups Conjugated Silanized Iron Oxide
nanoparticles by MAASP monomers and Decorated Silanized Iron Oxide
nanostructure with shell were added with Mg”" or without in SRP7 cancer cells
culture at 24h.

In the final step for researching of interaction beetween both nano scale
particules and SRP7 cancer cells (H-Ras transform cell line) that whether depend
a bivalent cation Mg®" (40pl) in experimental groups or not in control groups,
results were displayed using by transmission electron microscopy (TEM) and
analized.

Keywords: Cell to cell adhesives, Mimicking of integrin ligand, RGD, Nanobio-
conjugate
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1. GIRIS

Terim olarak adeziv, adezyondan sorumlu biyomalzemeler ve sistemler olarak
tanimlanir. Adezivler herhangi iki maddenin birbirine tutundurma kabiliyetlerinde
islem gortirler. Biyoadezyon yaygin bir bicimde biyolojik yiizey ya da biyolojik
ylizey ile sentetik ylizey arasinda bag olusumu konularini icermektedir. Yaygin
biyoadezif uygulamalari; Dis yenileme ayarlayicilari, deri adezivleri ve bakteriyel
kolonizasyonlardir. Siki1 doku adezivleri ticari olarak yiiksek basar ile biyoadeziv
sistemlerde kullanilmaktadir. Mukoadeziv malzemeler ise baslica ilag sektoriinde
ilag dagitim yaklasimiyla son 20 yildir arastirmalara odak konusu olmustur. Ilag
dagitim mukoadeziv sistemlerinde toropatik ajan ilacin gidecegi yerde lokalize
olmaktadir.  Peptidlerde, proteinlerde aktif bilesiklerde hedeflendirme
absorbsiyonla miimkiindiir. Biyofilm olusumu, biyomalzemelere direng ve efektif
doku miihendisligi konularinda hiicresel adezyon mekanizmasinin daha iyi
anlasilmas1 sonucu biyoyapay malzemelere olan ilgiyi artmistir. Sentetik
malzemelerle, molekiiler yapilar tarafindan tanimnan daha iyi hiicre eklenmesine
caba sarfeden 6zel hiicre bilesikleri gelistirilmistir.

Bu ¢alisma, hiicre matriksine distan baglanan transmembran hiicre yiizey
proteini olan integrin molekiillerini taniyan ve reseptor-ligand etkilesiminde
onemli bir rol oynayan arginin-glisin-aspartik asit (RGD) peptid dizilisini yansitan
biyouyumlu, kararli yapay aspartik asit temelli ligand taniyan nanokonjugatlarin
olusturulmas1 ve bu yapmin integrin reseptOriinii taniyan nanoyapilar olup
olmadigini goriintiilenmesine ve incelenmesine yoneliktir.

Hazirlanan nano konjugatlar1 SRP7 kanser hiicreleri (H-Ras transform hiicre
hatt1) ile etkilesiminde iki degerli-katyon bagimli m1 yoksa bagimsiz mi
olduklarinin incelenmesi i¢in hiicreler hem Mg™ icermeyen kiiltiir ortaminda
(Kontrol grubu) hem de 40pul Mg igeren kiiltiir ortamlarinda (Deney grubu) ayr1
ayrt kiiltive edilmislerdir. Sonuglarin TEM’deki goriintiileri incelenmis ve
analizleri yapilmustir.

Bu calismadan elde edilecek yaklasimlar ile kanser hiicrelerinde yogun
miktarda bulunan yaygin bir kullanima ve gelistirme alanina sahip olan integrin

adezyon molekiiliinlin tezde hazirlan yapay ligandlar ile yayilmasinin



engellenmesi ve bloke edilerek Oliimiiniin saglanarak kanser hiicrelerinin
yayilmasiin engellenmesinde fiziksel proseslerde hastaligin tedavisinde, hastalik

kesfinde, biiyiik bir ilerleme saglanabilecektir.

1.1. Biyoadezyon Mekanizmasi

Biyoadezyon mekanizmas1 elektronik teorisi, adsorpsiyon teorisi
kapsaminda siklikla kimyasal ve fiziksel mekanizmalarla siniflandiriimaktadir.
Elektronik teori polimer ve glikoprotein (Seker ve aminoasitlerden olugmus
organik molekiiller i¢in kullanilan genel tanim) ag gibi iki farkli elektronik yap1
arasindaki adezyondur. Iki sistemin kontak yiizeyinde elektron transferi olur,
elektriksel katmanlar arasinda arayerde elektriksel birikme meydana gelir.

Adsorpsiyon teorisinde van der Waals, hidrojen bagi gibi gili¢lerin adeziv
baglarim1 kuvvetlendirdigi vurgulanir. Wetting teorisinde ise yiizey enerjisinin
analizi ve belirlenmesi hedeflenerek adeziv ve biyolojik yiizey kontagi arasindaki
iletisim, yayilma kapasitesi incelenir. Iki polimer sistem arasinda arayerde
polimer zincirlerin diflizyonla  birbirlerinin  arasina  girmesi asagida

gosterilmektedir.

Sekil 1.1. Biyoadezyon, iki polimer sistem arasinda arayerde polimer zincirler difiizyonla

birbirlerinin arasina girmesi



Teoriler incelendiginde genelde bir teori tiim sistemi, adezyonu tanimlamaya
yetmez, en az iki teorinin ger¢eklesmesi biyoadezyon verimliligi ve gelismesi i¢in

distintilmelidir [1].

1.1.1. S1iki doku adezyonu

En yogun ilgiyi iskelette mekanik vidalama ve ¢ivi uygulamalarina alternatif
olusturmasi nedeniyle ¢ekmektedir. Basarili kullanim alanlar1 dis adeziv ve
bantlari, kemik dolgular1 alanlaridir. Uygulamalarda polikarboksilat ve iyonomer
malzemeler; Emaye, dis, kemik dolgular1 yapiminda kullanilarak partikiiler
biyoadezyon prosesinde biiyiik bir avantaj yakalamislardir. Zn ve Al iceren ¢inko
fosfat dolgu malzemeleri yiiksek sikisma dayanimlari itibariyle dis yenileme
isleminde 20.ylizyilin ortalarindan itibaren kullanilmaktadir. (Caulk Tenacin,
Mizzy, Inc. Fleck’s Cement) Hidroksiapatite dolgular iskelet sistemlerinde
biyouyumlu malzemeler olarak yenileme islemlerinde kullanilmaktadir. (Norian
SRS) Bu malzemeler dahlliteden daha siki yapidadir ve mineral fazda yeni kemik

gelistirilmesinde, inorganik benzer 6zellikteki malzemeler yerine kullanilmaktadir

[1].

1.1.2. Hafif doku adezyonu

Deri adezivleri, doku bantlar1 geleneksel uygulama alanlaridir. Basing
hissedebilir (PSA) adezivler medikal cihazlarin yapiminda kullanilmaktadir. Bu
bandaj poliisobutilenler, akrilatlar ve silikon polimerlerden yiiksek bir tabaka
olustururlar. Bandaj sistemlerinin bir diger avantaji ise suya, bakteriye karsi
koymalar, yiiksek adeziv kapasiteleri ve biikiilebilir olmalaridir. Yar1 gecirgen bir
membran olusturma Ozellikleri ile iki biyolojik akiskanin absorbe edilmesinde
kullanilmaktadir. Fibrin bantlar1 sistemi fibrinojen ve trombin igerir ve tedavi
bolgesinde birlestiklerinde trombus formasyonu olur ve hemostas isleminde
kullanilirlar. Albumin yapiskanlar1 (Cerrahi adezivler 6rnek ‘Cryolife Bioglue)

cerrahide kanama kontroliiniin yapilmasinda kullanilmaktadir.



Bovine serum albumin (BSA) ve glutaraldehit birlikte c¢apraz bag
olusturarak adeziv sistemlerde kullanilir ayrica poliakrilik asit (PAA) temelli

hidrofilik polimerler mitkemmel biyoadeziv adaylaridir.

1.2. Hiicre-Hiicre Baglantilar1 (Hiicreler Arasindaki Baglanti ve Yapisma

Birimlerinin Yap1 ve Islevleri)

Hiicre adezyonu dort adimli bir proses olarak tanimlanmaktadir. Hiicre
tutunmasi, hiicre yayilmasi, aktin cytoskeleton organizasyonu ve fokal adezyon
formasyonu. Yapigsma’nin Onemi ise; Embriyolojik goc, farklilasma, birlikte

davranma ve hareket etme olarak vurgulanmaktadir.

Hiicre .| Hiicre
Hiicre » Hiicre iskeleti
Hiicre » Ekstraselliiler Matriks

Hiicre Iskeleti

Sekil 1.2. Hiicre hiicre baglantilar

Hiicreleraras1 haberlesme hiicre fonksiyonu, adezyonu saglayan hiicre
adezyon molekiillerinin 6zellikleri ve tutunmanin oldugu yiizeyin ozellikleri,
karsilikli etkilesim, biribirini tanima, hiicre baglantilarinda etkili olan faktorlerin

baslicalaridir.

Hiicrelerarasi haberlesme

Hiicre fonksiyonu

Hiicrelerin 6zelligi

Hiicre adezyon molekiilleri

Tutunma (baglanma) ylizeyinin 6zelligi

Sekil 1.3. Hiicre hiicre baglantilarinda etkili olan faktorler



1.2.1. Hiicre adezyon molekiilleri

Hiicreleri diger hiicrelere ya da ekstraselliiler matrikse baglayan (ECM),
yapismasint saglayan protein yapisinda molekiillerdir. Asagidaki sekilde E,P
yilizeyleri ve P membrani sematik olarak gosterilmistir. Tez inceleme konusu E:

Ekstraselliiler yiizey alanindaki etkilesimlerde yogunlastirilmistir.
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Sekil 1.4. Hiicre igi-dis1 yiizeylerin gosterimi E: Ekstraselliiler yiizey, P: Plazma membrani, I:

Intraselliiler yiizey

Asagidaki sekilde hiicrenin baglanma yiizeyine tutunmasinda rol alan

adezyon molekiilleri siniflandirilmistir.

Hiicre Adezyon Molekdlleri

Immunoglobulin
super ailesi

Selektinler Integrinler Kaderinler

Sekil 1.5. Hiicre adezyon molekiilleri

Bu adezyon molekiillerinden Ca*" bagimli olanlar kaderinler ve selektinler
Ca”" bagimh iken, integrin ve Ig siiper ailesi iiyeleri N-CAM, I-CAM-1 ve I-
CAM-2, V-CAM Ca*" den bagimsizdir [2].



VCAM-1 NCAM-1
(Vaskuler hucre (N&ral huicre adezyon
adezyon molekili) molekala)

Immunoglobulin #

Plazma membran

ICAM-1 ICAM-2

(Interselliller hiicre (Interselltiler hiicre
adezyon molekili-1) adezyon molekilu-2)

Sekil 1.6. Ig siiper ailesi iiyeleri adezyonu sematik gosterilisi

1.2.2. Transmembran yapisinda hiicre adezyon molekiilleri

Transmembran proteinlerin baglant1 sekilleri, homofilik etkilesimle veya
heterofilik etkilesimle saglanir. Ayn1 tip adezyon molekiilii ile baglant1 saglanirsa,
homofilik etkilesim farkli tip adezyon molekiilii ile baglant1 saglanirsa, heterofilik
etkilesim olarak s6zkonusu olur. Cizelge 1.1°de adezyon molekiilii, ligandi ve
etkilesim sekli gosterilmistir.

Transmembran proteinlerin fonksiyonlar, hiicre-hiicre baglantis1 embriyonel
gelisim ve morfogenesis, hiicre hareketi 16kosit gocli ve immun cevap,

hiicreleraras1 haberlesme sinaptik baglanti kurulmasi seklindedir.

Cizelge 1.1. Adezyon molekiildi, ligand1 ve etkilesim sekli

Adezyon Molekili [Ligandi Etkilesim Sekli
Selektinler Karbonhidratlar Heterofilik
; . Ekstraselliiler matriks |Heterofilik
Integrinler — — —
Ig stiper ailesi Heterofilik
) . integrinler Heterofilik
Ig stiper ailesi = — —
Ig stiper ailesi Homofilik
Kaderinler Kaderinler Homofilik




Hlcre adezyon diyagrami

Ligand

Sitoiskele
Sekil 1.7. Transmembran yapisinda hiicre adezyon molekiilleri sematik gosterilisi

Ligand adezyon proteinine farkli amagclarla baglanan O6rnegin
biyomolekiillerin saflagtirllmasinda veya ayrilmasi istenen biyomolekiile o6zel
olarak kullanilan, se¢imli afinite gdsteren ve onu spesifik olarak taniyip baglayan
maddelerdir. Kullanilacak ligandin se¢iminde dikkat edilmesi gereken en 6nemli
unsur ligandin proteine karsi spesifikliginin fazla olmasi ve baglanmanin geri
doniistimlii olmasidir. Kromatografi sirasinda uygulanacak kimyasal islemlere
kars1 ligandin kararli olmasi da gerekir [3].

Bir¢gok biyomolekiiliin ligand olarak kullanilmasi diisiiniilse de ¢ok pahali
olmalar1 ve kararliliklarinin diisiik olmasi sebebi ile tercih edilmezler. Pseudo-
spesifik (biyomimetik) ligandlarin gelistirilmesi ile bu tip dezavantajlar biiyiik
Olclide giderilmistir. Tez calismasinda SRP7 kanser hiicreleri (H-Ras transform
hiicre hatti1) ile yapay integrin temelli nanobiyokonjugatif ligandlarin birbirleri

arasindaki etkilesim incelenmistir.
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Sekil 1.8. Hiicre adezyon molekiilleri baglantilarinin sematik gdsterimi

1.2.3. Hiicre matriks adezyon reseptorleri olarak integrinler

Integrinler hiicre yiizeyinde spesifik reseptorler olarak kesfedilmistir. ECM
ve glikoprotein fibronektin konusundaki ¢alismalarla; 1980°lerde fibronektinin
ECM proteinlere serumlarda doku kiiltiir tabakalarinda, adezyonu tesvik edici bir
rol oynadiginin kabul edilmesini saglamistir [4].

Yapilan calismalarda fibronektinin yiizey bosluklarinda degisim gdsteren
hiicrelerde goriildiigii ve yiizeyde degisimi olmayan zayif baglanma olmasina
ragmen adezyon yayilmasini arttirict bir iligki kurdugu saptanmigtir. Fibronektinin
saflagtirilarak tekrar degisim hiicrelerine eklenmesinde substrata daha adeziv
oldugu goriilmiistiir. Hiicre-adeziv davraniginin regiilasyonunda fibronektinin
hiicre yiizeyine baglanmas1 kritik bir basamak olusturmaktadir. Aktin
mikrofilamantleri fibronektin fibrilleri ile yiizeyde yogun miktarda lokalize olarak

hipotesis olsturmaya da gerekli destegi verir.



1.2.4. Integrin ailesi ve 6nemi

Integrinler hiicre adezyon molekiilleri icinde belli bash reseptorler ve diger
ailelerden se¢ilmis iiyelerle kiyaslandiginda ECM proteinler i¢in ¢cok onemli ve
yaygin bir reseptorlerdir. Hiicre matriksine distan baglanan transmembran hiicre
yiizey proteinleridir. Integrin adi, bu molekiillerin hiicre-dis1 matriks ve hiicre
iskeleti ile ilgili aktivitelere aracilik etmesinden (Integre etmesi) kaynaklanir [4].
Integrinler transmembran glikoproteinlerin ECM ve digerlerine baglanmasinda
arabuluculuk yaparak ECM ile cytoskeleton arasinda birbirlerini baglayici kritik
bir fonksiyona sahiptir. Bu biitiinlesme hiicre mekanizmasinda adezyonda hiicre
gbclinde bir temel olusturur ve degisken sinyaller alinmasina olanak saglar.
Integrin adezyon molekiilii olarak fiziksel proseslerde hastalik tedavisinde,
kesfinde genis ve yaygin bir kullanima ve gelistirme alanina sahiptir [5].

Integrin iizerine ¢alismalar hiicre-ECM alaninda 1980 ortalarindan itibaren
olmaktadir. Bu calismalar platelet aktivasyon, kiimelenme, birikme, I6kosit
aktivasyonu ve hiicre-hiicre biitiinlesmesi seklinde devam etmistir.

Glikoprotein kompleks IIb/Illa hiicre yiizeyinde bulunmustur buda SDS-
PAGE tarafindan heterodimer iki transmembran proteinlerin glikoprotein IIb ve
la’nin (gpllb, gpllla) ECM reseptorlerine benzer davrandigi gostermektedir.
IIb/Illa  kompleks ayni zamanda fibrinojen, fibronektin, vitronektin,
thrombospondin ve VvWF gibi plazma proteinlere baglanmay1r ve platelet
adezyonunu saglar. Protein temelli RGD dizilislerinin integrin ile adezyon

stirecindeki etkilerini gostermektedir [5].

INTEGRIN

Sekil 1.9. Integrin tarafindan tanman fibronektin RGD ve yardimci bélgelerin modeli [6].



1.2.5. integrinin yapisi ve fonksiyonlar1

Integrinler heterofilik transmembran glikoproteinleridir. Bazal membranin
ekstraselliiler matriks proteinlerine ve immunoglobulin siiper ailesine ait hiicre

adezyon molekiillerine baglanir.

+ Integrinler, insan viicudunda bulunan hemen tiim hiicrelerde
eksprese olurlar.

* Transmembran matriks reseptorleridir.

* Hiicre igindeki aktin iskeletini hiicreleraras1t matrikse baglarlar.

* Hiicre disindaki ligandlari fibronektin ve laminin’dir.

* Embriyogenez’de hiicrelerin hedeflerine ulasmasinda 6nemlidir.

+ Integrinler bir o bir B iki altbiriminden (heterodimer) olusurlar. o ve B alt
tinitelerinin fark: (8 cesit B, 18 ¢esit a) sonucunda 24 tane o/f dimeri

kesfedilmistir [7].

1.2.6. integrin a ve p Alt Uniteleri Yap1 Ozellikleri

Her o altiinitesi yaklagik 1.000-1.150 aminoasit (140-210 kDa) igerir.
Integrin fonksiyonlar1 igin gerekli 3-4 divalent katyon bdlgesi mevcuttur. Bazilari
ilave 200 amino asit daha icerir ve I-domain olarak isimlendirilir.

B altiiniteleri 740-780 amino asit (90-130 kDa ) igerir ve kuyrugu yalnizca
40-50 amino asitten olusur ancak yalniz 4 altiintesi stoplazmik kuyrugu 1.000’in

tlizerinde aminoasit ile olduk¢a uzundur [8].
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Sekil 1.10. Integrin a ve P alt iinitesi boyutlar1

Integrinlerin o ve B zincirleri helisel bir yap1 olusturur. inaktif dsnemde iken
dirsek bolgesinden kivrim yaparlar. Gliko-protein es reseptorler (GPCR) ile hiicre
icinden digina dogru sinyaller ile uyarilan integrinler dirsek bolgesinden agilarak

aktif hale gelir.

Ligand
i’::v .. Qz_ | -
> 3
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l

H.igi Protein

aktif

Sekil 1.11. Integrin a ve P alt iinitesi aktif ve inaktif durumdaki sekil degisikligi

Integrinler farkl1 yollardan aktive edilebilirler. TCR kompleksi veya protein
kinaz1 C (PKC) aktive eden forbol esterler araciligiyla iceriden disartya dogru

sinyal iletimi saglanabilir [4]. Aktiflesen integrinlerin B zincirleri, endotel
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eksprese olan ligandlara (ICAM-1,2) baglanir. Bu baglanma sonucu hiicre
disindan, hiicre i¢ine dogru sinyal iletimi olur.

Integrinlerin bircogunun ifade edilmesini ortadan kaldirmak iizere (her
defasinda bir genin ifade edilmesini) genetik miihendislik yontemleri uygulanmis
fareler ve bu geni devre dis1 birakilmig (knockout) farelerin fenotipleri embriyo
Oliimiinden (a5 geni buna Ornektir) hemen hemen higbir goézlenebilir kusur
bulunmamasina (al geni buna Ornektir) kadar degismektedir. Hiicre iskeletini
ECM’ye kancalama ve boyle hiicrenin icine oturabilecegi kararli bir ortam
saglama gorevine ek olarak integrinler ¢ok biiyiik ¢esitlilik gosteren hiicre
isaretleme segeneklerine de katilmaktadir [9].

Hiicre yiizey membran proteinlerinden olan tetraspaninler, 6zellikle 1
integrinler ile kompleks yapilar olusturarak hiicre i¢i sinyal iletiminde rol oynar

ve Ozellikle 16kozit adezyon ve migrasyonuna, gog¢iine katkida bulunurlar [10].

1.2.6.1. B1 integrinler

Gec aktivasyon antijenleri olarak bilinirler. Geg aktive olan antigenler
(VLA) hiicrelerin ECM’ye baglanmasinda is goriirler. Lokositlerde bulunur ve
l6kositlerin endotel hiicresi membranma tutunmasimi saglarlar. VLA 1-6 :
Hareketsiz T molekiillerinde bulunur. Hiicre matriks adezyonu ve T hiicrelerinin
dokulara tutulmasinda is goriirler. VLA 4: Ligand1 endotel hiicresi iizerinde
VCAM-1 ile baglant1 kurar. Lenfositlerin enflamasyon bdlgesine hareketini
diizenler. ve sitokinler tarafindan aktive olur, 6mrii 24 saattir, lenfosit, monosit ve
eozinofil adezyonunu kontrol eder ayrica bazi melanoma hiicreleri VCAM-1’1

kullanarak endotel hiicresine tutunur.

1.2.6.2. B2 integrinler

Lokosit  fonksiyonu ile iliskili antijen (LFA-1), CR3, CR4 (P150,95)
16kositlerinin endotele ve diger immiin hiicrelere baglanmasinda is goriirler. En

cok bulunan tipleri LFA-I (Lokosit transmigrasyononda rol oynar), (CD 11a, CD

18) timositlerin %90’ 1nda olgun T ve B hiicrelerinde monositlerde sentezlenir ve
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lenfositlerin endotel membranina tutunmasini saglarlar ve  Mac-1 (Granulosit
ylizeyinde bulunur)’dir. Kemoatraktif maddeler ile aktive olur ve 6zellikle notrofil

ylizeyinde bulunur.

1.2.6.3. B3 integrinler

Sitoadesinler enflamasyon yerinde veya vaskiiler hasar bdolgelerinde
trombosit ve notrofillerin baglantilarinin kurulmasinda is goriirler. Plateletlerin
yiizeyinde ifade edilir. Aktive olmamis plateletlerde; Fibrinojene, aktive olmus
plateletlerde; Fibronektin, Von Willebrand faktorii, Vitronektin, Trombospondine

baglanir [11,23].

1.2.7. integrinin yap 6zellikleri

| domain
W k kK
n-l1 234567 i -
o H‘""“‘-E—pmpeller Tm
M- B l-like domain [ E- c
B Cys-rich Tm

Sekil 1.12. Integrin domeini yapisinin sematik gosterilisi

a altbiriminde s6z konusu integrinde sekilde de gorildiigii lizere 1-7 sayilan ile
gosterilen birbirine benzer 7 altlinite vardir. 2 ve 3 altiinitelerinin arasinda inserted
domein (I-domain) igermektedir. Yildizla gosterilen yerler varsayilan katyon Ca,
Mg baglanma bolgeleridir. 5-7 arasina I-domein igeren integrinler, 4-7 arasinda
ise [-domein icermeyen integrinlerde bulunmaktadir [12,13,21].

Integrin-ligand baglanmas1 etkilesimi integrin o altiinitesinin icerdigi I-
domain ve sagladigi aktivite ile iligkilidir. Interselliller adezyon molekiili (I-
CAM) I-domain iceren o altlinitesi tarafindan taninmaktadir. Tiim integrinler

kovalent olmayan a ve B altiinitelerine sahip heterodimer bilesiklerdir. a ve B
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altiiniteleri transmembran glikoproteinlerdir ve hiicre yiizeyleri her altiinitenin
heterodimer formasyona bagimli oldugunu aciklar. Spesifik o/f altiliniteleri
kombinasyonu ligand baglanma aktivitelerini ve degisken sinyal fonksiyonlarini
agiklamaktadir [5].

Affinite modiillasyonu mekanizmanin igeriden-disartya ECM  ligand
baglanmasi ayarlanmasinda 6nemli bir adimdir ve her altiinitenin davranis1 farkl

bir adeziv 6zellik gosterir.

MIDAS motif

MIDAS-like motif

L P

Sekil 1.13. I-domein igeren integrinin yapisi sematik gosterilisi

B I-like domeini o altlinitesi B cark ile etkilesime girer.(2-3 arasinda), a I-
domeininin alt bolgesinden B I-like domeinine temas etmektedir. MIDAS katyon
baglanma bolgesi (Spesifik metal baglanma bdlgeleri) kivrilmanin iist bolgesinde
yer almaktadir. B alt {initeleri de I-like domeinine benzer katyon baglanma bolgesi
MIDAS motifi igermektedir.

Metal iyonlar1 biitiin integrin heterodimerlerin (EF hands ve MIDAS

motifleri) ligand baglanmas: fonksiyonunda kritik bir rol oynarlar. Ornegin Ca*"
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diisiik affiniti uyumu, Mn®" yiiksek baglanma 6zellikleri gdstermektedir (Sekil
1.14 a). Aktive edilmis reseptorler anti-LIBS tarafindan taninir. Ligand integrin
reseptor baglanmasinda bireysel reseptor aktivitesi tek basina genelde yeterli
olmaktadir. Diger taraftan multivalent ligand etkilesimi kullanilarak integrin
ligand baglanmasini afiniteden de yiiksek bir ilgiyle saglar ve hiicre istegini

arttirmaktadir (Sekil 1.14 b) [5].

A. Afinite modilasyonu

monovalent igandgd or
*I.gar‘.ﬂ-mlmer C antibody

= anti-LIBS

aktif degil akif
'dusk afinite’ ylksek afinite

B. Afinite modilasyonuna bagimli/bagimsiz birlegsmenin artmasi

multivalent ligand

ligand baglar

Kimelenmisg
- ir
reseptorler

Cytoskeleton associated

Sekil 1.14. Integrin o ve P alt iiniteleri afinite modiilasyonu
a) Afinite modiilasyonu

b) Afinite modiilasyonuna bagimli/bagimsiz birlesmenin artmasi
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Hiicre i¢inde integrinin kisa stoplazmik domainleri

proteinlerle talin ve a-aktinin ile birlesirler.

degisken cytoskeletal
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Sekil 1.15. RGD bag yapimi

Baglanma islevinde integrinin Ozellikle a2b, Bv ve a5 altiiniteleri RGD

aminoasit dizilisi bag yaparlar [8,14].

1.2.8. integrinin islevleri

integrin

Sekil 1.16. Hiicre zar1 ve hiicre dis1 yatagin bilesenleri arasindaki etkilesimler
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Integrinler tersyiiz etme mekanizmalari ile etkinlestirilebilmekte olup bu
yolla hiicre i¢i isaret verme olaylar1 molekiilii etkinlestirmekte veya ‘dis-i¢’
mekanizmalarla molekiiliin hiicre dis1 boliimiinde bir baglanma olaynin
gerceklesmesi hiicre i¢i isaret verme olaylarini baslatmaktadir. Hiicreleri ECM
bilesenlerine baglayan integrinlerde, 6zgiil integrinlerin etkin hale getirilmesi
afetzede hiicrenin ECM icinde go¢ etmesi ile sonuglanabilmektedir. Bu
mekanizma biiylime, hiicre farklilasmasi ve kotiiciil hiicrelerin komsu dokulara
metastaz (Timor hiicrelerinin bagslangictaki konumlarini terk edip viicudun bir
diger yerine gitme) yapmasi olayinda gorev alir.

Akyuvarlarda bulunanlara benzer bazi integrinler, akyuvarlarin dolagiminda
serbest hareket etme zorunda olmalarindan 6tiirii normalde etkin degildir. Ote
yandan, bir enfeksiyon goriilecek olursa, enfeksiyon alanindaki hiicreler sitokinler
salmakta, sitokinler akyuvarlar {izerindeki integrinleri etkinlestirerek bunlarin
enfeksiyon noktasindaki vaskiiler endotel hiicrelere baglanmasma ( akyuvar
yapismasina) izin vermektedir. Akyuvar yapisma eksikligi (LAD) genetik bir
bozukluk olup B2 integrinde mutasyonlar olmasi sonucunda goriilmekte ve sonug
olarak akyuvarlar enfeksiyon noktalarinda goreve baslatilamamaktadir. Aksine,
sitokinlere verilen normal akyuvar yanitini bozarak yangisal ve otoimmiin
hastaliklar1 tedavi etmek icin gilinlimiizde B2 veya o4 integrinleri (lenfositler

tizerindeki) bloke edecek ilaglar gelistirilmektedir [9].

1.Hiicrelerin ekstraselliiler matrikse tutunmasini saglar.

Baglant1 bolgelerinde iki degerli Ca™ ve Mg™ katyonlara gereksinim vardir.
Arginin-glisin-asparagin (RGD) aminoasit dizilerine sahip molekiillere baglanma
ozelligi gosterir. Bu diziler hiicre-dis1 matriks glikoproteinlerinde, bazi hiicrelerin
ylizeyinde ve bazi kompleman proteinlerinde bulunur [4,25].

ECM ve hiicre iskeleti arasindaki baglanti’da; Hiicre biitiinliiglini
saglayarak hiicreyi dis etkilerden korur. Morfogenesisde rol oynar.

Embriyogenesis’de doku ve organ olugmasini saglar. (Ontogeni)
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2. ECM’den hiicreye bilgi akisini saglar.

Biiyiik (120-170 kD) a ve kiigiik (90-100 kD) B alt tiniteleri vardir. Sinyal iletimi;
Hiicre dis1 sinyaller araciligi ile sinyal iletiminde rol oynarlar ve haberlesmeyi
saglarlar. Integrinler, baz1 biiyiime faktdrlerinin VEGF, EGF reseptoriidiir. Bu

molekiiller hiicre i¢i etkilerini protein kinazlar araciligiyla gerceklestirir.
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Sekil 1.17. Protein kinazlarin etki mekanizmasi

Aktif hale gecen bir hiicre sitoplazmasindan sinyal iletildiginde, integrinlerin
hiicre-disinda  kalan kismi sekil degisimi gostererek kendi ligandina olan
afinitesini arttirir. Bu isleme igeriden-disa (inside-out) sinyal iletimi denir. Bu
islem adezyon molekiilleri arasinda bir tek integrinlerde goriiliir.

Integrinlerin ligandina baglanmas: ile bu kez disardan-igeriye (outside-in) sinyal
mekanizmasi ¢aligir; bu da hiicre igerisinde apoptozisten proliferasyona kadar

bir¢ok islevde etkili olur [2,22].
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1.2.9. integrin ligandlar

Integrinler ligandlari aracilif1 ile ECM ve hiicre iskeleti arasinda baglant:
kurarlar. Yapigma proteinleri ECM’de bulunur ve integrinleri ECM bilesenlerine
baglar. Baslica 6rnegi fibronektin olan yapisma proteinleri, birgok farkli bilesene
es zamanli olarak baglanmaya izin veren iri, gok basamakl1 proteinlerdir. Integrine
baglanma noktalarina ek olarak fibronektin, kollajen ve glikozaminoglikan i¢in de
baglanma noktalar1 igerir. Integrin molekiilii hiicre i¢i hiicre iskelet proteinlerine
baglanirken yapisma proteinleri hiicrenin aktin hiicre iskeleti ile ECM iginde
hiicrelerin konuslanmas1 arasinda bir baglanti saglar.

Yapisma proteini yeteneginin kaybi fizyolojik veya anormal hiicre
hareketine yol acabilir. Fibronektin almasik lehimlemesi bu yapisma proteininin,
plazmada bulunan suda ¢oziiniir bir sekil (hiicreye eslenik sekillere karsilik) dahil
bir¢ok farkli bi¢iminin ifade edilmesine izin verir. Bu {iriinlerin metabolik 6nemi

halen aydinlatilmaya muhtactir [14]

Kollojen

—

A

i
agfh %é a

Laminin Fibronektin

Fibronektin-Matrix

Sekil 1.18. Integrin ligandlarmin tiimér hiicresine baglanmas.

1.2.9.1. Kollajen (Coll)

Kollojen lifler (Beyaz lifler) kollojen ad1 verilen bir proteinden olusan esnek
protein ipliklerdir. Uzama yetenekleri ¢cok azdir. Bulunduklar1 yere esneklik ve
dayaniklilik saglarlar. Hareket sisteminin yap1 taslarini 6zellikle kemik, kikirdak,
lif ve eklemlerini olusturan proteindir, kemik yapisinin gii¢lii olmasini saglarlar,

birbirine sarilmig 3 alfa zincirinden meydana gelir 19 tane degisik tipi
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tanimlanmis olup, tipl, tip II seklinde isimlendirilir bu degisiklik molekiiler

yapidan kaynaklanmaktadir [15].

1.2.9.2. Fibronektin (Fn)

Hiicre dis1 matriks bilesenidir. Biyolojide sinyal iletimi bir hiicrenin bir cins
sinyal veya uyariy1 baska birine doniistiirme siirecidir. Cogu zaman bu, hiicre
icinde enzimlerin yliriittiigii biyokimyasal reaksiyonlarla gergeklesir, bunlar
birbirine ikincil habercilerle baglanip bir "ikincil haberci yolu" olustururlar. Bu
siirecler genelde hizli olur, iyon akilar1 durumunda milisaniyeler mertebesinde,
protein ve lipit aracilikli kinaz caglayam1 (kaskad) durumunda dakikalar
mertebesinde siirer.

Cogu sinyal iletimi isleminde sinyal ilk uyarandan ileri dogru yayildik¢a bu
olaylara katilan protein ve diger molekiillerin sayis1 da artar ve boylece kiigiik bir
sinyal biiyiik bir tepki dogurabilir; buna "sinyal ¢aglayan1" denir.

ECM proteini olan fibronektin; kollajen, fibrin ve heparan siilfat gibi ECM
molekiillerine ve hiicrelere baglanan birgok fonksiyonel bolge icerir. Fibronektin
ile hiicreler arasindaki etkilesme, genelde bu molekiil tizerindeki belli anahtar
dizileri taniy1p baglanan 6zellesmis reseptorler araciligi ile gerceklesir.

Bu protein iizerinde en iyi bilinen fonksiyonel bdlgeler RGD (arjinin-
glisin-aspartat), LDV (l6sin-aspartat-valin) ve REDV (arjinin-glutamataspartat-
valin) segmentleridir. Hiicre baglayici RGD segmentindeki bir mutasyonla, bu
alana baglanan hiicrelerin adhezyon yeteneginin yok oldugu ve hiicre gog¢iiniin

inhibe edildigi gozlenmistir [16,23].

1.2.9.3. Laminin (Lm)

Matrigel, BD Biosciences firmasi tarafindan pazarlanan, bir ¢esit fare tiimor
hiicre serisinin salgiladig1 jelatin, laminin ve bagka proteinleri igeren organik

karisimin ticari ve yaygin bilimsel ismidir. Bu karisim igerigi itibariyle, dokularda

hiicrelerin etrafin1 saran ECM’e ¢ok benzedigi i¢in, hiicre serilerinin laboratuvar
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kosullarinda biiyiitiilmesinde hiicrelerin tutundugu substrat (ortam) olarak

kullanilmaktadir [17].

1.2.9.4. Won Willebrand faktor (vWF)

Von Willebrand isminde bir protein kaza yerini isaret ederek yardim isteyen
trombositleri gordiiglinde onlerini keser ve olay yerinde durmalarini saglar.
Epiligrin, Tenascin, Trompospondin’dir. Endotel hiicresi membranindaki hiicre
adezyon molekiilleri VCAM’dir.

Grup olarak integrinler ¢ok cesitli ECM ligandlarin1 tanimaktadir. Asagidaki
tabloda RGD dizilislerini taniyan fibronektin ve vitronektin gosterilmistir, ancak
bu diger ECM molekiillerini tantyacagi anlamina gelmemektedir.

Farkli integrinler tarafindan tanman ligandlarin tablosu, integrin altbirim

kombinasyonlar1 ve ligandlar1 asagida 6zetlenmistir [20].

Cizelge 1.2. Integrin o, ve P altiinite kombinasyonlar1 ve ligandlar

p1 B2 B3 p4 iR p6| PB7 |B8
Al Coll, Lm
A2 Coll, Lm
A3 |Fn,Lm,Coll
Fn, PP
A4 | VCAM-1 HEV
oE 2
AS Fn
A6 Lm ?
a7 Lm
a8 ?
av | FnVn? Vn,Fb,0pn,vWF,BSP,(Fn) Vn,(Fn) | ? ?
allb Fb,Vn,Fn,vWF
oL I-CAM-1,2
C3bi,FX,Fb,
oM I-CAM-1
aX (C3bi)
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1.3. Nanobiyokonjugasyon Uygulamalar:

Protein molekiillerinin yap1 ve islev iliskilerindeki iyilestirmelerde ¢ok sik
kullanilan yontemlerden biri molekiiliin kimyasal reaktiflerle modifikasyonu ya da
sentetik polimerik yapidaki molekiillerle birlestirilmesi yani konjugasyondur. Bu
Yontemle enzimlerin kararliliklar1 ve katalitik performanslar1 arttirilmakta, ¢esitli
immunojen molekiillere karsi organizmada daha kuvvetli immiinolojik yanit
olusturulmakta, dolayisiyla as1 gelistirilmesi miimkiin olmaktadir. Biyomedikal
uygulamalarda immiine altin etiketlemenin Faulk ve Taylor tarafindan 1971°de
kesfinden sonra hacimsel malzemelere oranla biyolojik, fiziksel ve kimyasal
Ozelliklerinin, atomik ve molekiiler yapilarinin c¢ok foksiyonlu olmasi
elektromanyetik, optik, katalitik etkilerde boyut ve sekil degistirmelerinde dolay1
nanoyapilarin kullanimi yayginlagmistir. Nanobiyokonjugasyon uygulamalari:
Fonksiyonel polimer-peptit konjugatlarinin, fonksiyonel biyopolimer sistemlerin
olusturulmasinda, dis restorasyon malzemeleri biyokompozitler olusturmak icin
polimer matriks iiretimi, genetik modifikasyon, ylizey modifikasyonu, protein
molekiillerininin sentetik polimerlerle modifikasyonu, enzim, niikleikasit ve
oligontikleotit modifikasyonu ve konjugasyonu, organizma ve nanoyapi
arasindaki etkilesimden yararlanilarak toropatik ya da goriintileme maksatli

teshis, tedavi ve hiicre hedefleme, uygulamalarinda kullanilmaktadir [18].

1.3.1. Suiperparamanyetik nanoyapilar (SPN)

Stiperparamanyetik demir oksit nanoyapilari alt1 farkli ligand ile selat yapma
becerisine sahip olma ve ayrica kolay goriintiilenmesi ozellikleri agisindan tez
calismasinda ortalama c¢ap 33 nm. olarak kullanilmis ve yiizeyi TMSPM ile
modifiye edilmistir.

Her biyomedikal uygulama i¢in belli parcacik biiyiikligii (<100 nm), yiizey
kimyas1 gerekmekte ve hemen her uygulama i¢in pargaciklarin kararliligi 6nemli
olmaktadir. Bu yiizden, pargacik boyu ve dagilimimin kontrol edilmesi, uygun
ozelliklerde pargacik ylizeyi elde edilmesi ve parcaciklarin topaklagmasi sonucu

par¢acitk boyunun biiylimesinin engellenmesi bu sahada en ¢ok c¢alisilan
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konulardir. Son yillarda parcacik boyunu kontrol edebilmek i¢in uygulanan
yontemlerden birisi, manyetik c¢ekirdekleri polimerik malzemelerle kaplayarak

kararliliginin saglanmasidir.

1.3.2. SPN uygulamalari

Stiperparamanyetik demir oksit nanopargaciklart manyetik rezonans
gorilintiileme, manyetik ayristirma ya da manyetik alanda direk doku, tiimér,
protein, enzim, antibadi’ye baglanma, viicuda ila¢ ve gen géondermeye kadar pek
cok biyomedikal sahada kullanilmaktadir. Kii¢iik ve kararli, toksik olmayan
stiperparamanyetik demir oksit nanoparcaciklar1 belli organlara ila¢ génderme ve

manyetik rezonans goriintiilemede kontrast yaratma potansiyeline sahiptir [19].

1.4. TEM Goriintiilenmesi ve Uygulamalari

Gegirimli Elektron Mikroskobu cismin ig¢inden gecirilen yiiksek enerjili
elektronlarin goriintiilenmesi prensibine dayanir ve optik mikroskoba kiyasla ¢ok
daha kii¢iik ayrintilar1 nano boyutta gérmeye olanak tanir. Elektron mikroskobu
ile hiicre i¢i organellerin yapilarini, hiicre igindeki dagilimini ve diger organeller
ile komsulugunu, fonksiyonel iliskilerini, ¢ekirdegin yapisini membran
biitlinliigiini ya da membrandaki degisiklikleri gérmek ve ayrica dokularin
organizasyonunu, matriks liflerini, hiicre matriks iligkilerini gozlemlemek te
miimkiindiir. Bunlarin yanisira patolojik dokularda TEM’in tanisal degeri var. Bu
amacla en sik kullanildig1 alanlar; Dogru tiimor tanisi, tiimorlerin tiplendirilmesi
ve evrelendirilmesi, virus gibi enfeksiyon ajanlarinin dokularda taninmasi

uygulamalaridir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullamlan kimyasallar

Bu calismada kullanilan siiper paramanyetik demiroksit nanopartikiilleri
Sigma (St Louis, USA), trimetoksisilli propil metakrilat Sigma (St Louis, USA)
metakroil klorlir ve aspartik asit Sigma (St Louis, USA), 2-2 dimethoxy-2-
phenylacetophenone Sigma (St Louis, USA), etilen glikol dimetakrilat (EDMA)
Sigma (St Louis, USA) firmasindan temin edilmis ve kullanilmadan Oonce
hidrokinon varhginda diisiik basingta damitilmis ve kullanincaya kadar 4 °C’da
muhafaza edilmistir. SRP7 kanserli hiicreler (Gabrisa ve ark.1983) sican emriyo
fibroblast hiicre hatti (H-Ras transform hiicre hatti) kullanilmistir ve kiiltiir
sartlarinda muhafaza edilmistir.

Diger biitiin kimyasallar analitik saflikta olup, Merck AG (Darmstadt,

Almanya) firmasindan saglanmistir. Deneylerde kullanilan su, yiliksek akislt
seliiloz membranli Barnstead (Dubuque, IA) Ropure LP® ters ozmoz iinitesinde

isleme tabi tutulduktan sonra Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloidal
uzaklastirma ve dolgulu iyon degisim sistemi kullanilarak saflastirilmistir. Elde
edilen saf suyun iletkenligi 18 megaohm/cm'dir.

2.1.2. Kullanilan cihazlar

Deneylerde hazirlanan yapay ligandlarin etkilesimlerinin goriintiilendigi

TEM’in teknik 6zellikleri asagida verilmistir.
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Teknik Ozellikleri

FEI Company-Tecnai™ G? Spirit/Biotwin

Cizgisel ¢oziiniirlik :0.34 nm

Cs Objektifi 1 6.3 mm

Cc Objektifi :5.0 mm
Yiiksek voltaj araligi :20-120kV
Biiyiitme 122 -300.000
-Dahili CCD sensorlii kamera

-5 lensli biiyiitme sistemi

-Otomatik kontrast arttirma fonksiyonu

-LaBg¢ flament

Yardimca Cihazlan

-Ultramikrotom (Leica EM UC6)

-Trim (Leica EM TRIM)

-Cam Bigak Yapici (Leica Knife maker)

Sekil 2.1. TEM cihaz1 fotografi

2.2. Yontem

2.2.1. Metakroil Amido Aspartik Asit (MAASP) monomerinin sentezi ve

karakterizasyonu

Bu calismada, metakroil amido aspartik asit (MAASP) asagidaki prosediir

ile hazirlanmustir.

R Q

u HN OH 0}_{“ . . o

Cl: N M a0 Lk HO N E I amino asit I drin
i Dioksan H10 Z o HDDC{CI—H}--' aspartil asit | a
a}‘( T 1M (2)

Sekil 2.2. Metakroil amido aspartik asit (MAASP) monomerinin sentez reaksiyonu
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5.52 mmol, 1g aspartik asit 1M NaOH sulu ¢o6zeltisinde deney tiipii icinde
dagitilmistir. MA-Bt (5, 52 mmol, 1.033g) ¢o6zeltisi i¢cindeki 25 mL of 1,4-dioksan
yavagca amino asit ¢ozeltisi i¢ine eklenmistir. Karisim oda sicakliginda 10-20 dk.
icinde reaksiyonunun hareketliligine izin vermektedir. Reaksiyon elektronik
olarak TLC ile siirekli yazdirilmistir. Reaksiyon bittiginde vakum altinda 1,4-
dioksan buharlastinnlmistir. Cokelti su ile seyreltilmis ve ic¢inden 1H-
benzotriazole, etil asetat (3x 50 mL) ile ¢ekilmistir. Toplanmis su HCL %10 sulu
cozeltisi kullanilarak pH= 6-7 (Metakroil grubunun asidik ortamda olasi
polimerlesmesini engellemek icin pH 6-7 mertebelerinde tutulmalidir) olacak
sekilde notrlestirilmistir. Doner buharlastirict ile su yapidan uzaklastirilarak
reaksiyon liriinii MAASP monomeri elde edilmistir [26].

MAASP’in karakterizasyonu ile ilgili olarak '"H NMR ve C NMR ve
yorumlar1 asagida verilmektedir; 'H (500 MHz, DMSO-d6), &: 8.50 (s, br, 2H, 2 —
COOH, bu pik spektrum D,0’da kaydedildiginde géziikmemistir), 8.21 (d, 1H, J
=7.97 Hz, amid —NH, bu pik spektrum D,0O’da kaydedildiginde goziikmemistir),
5.70 (s, 1H, CH,=C(CHj3)-), 5.45 (s, 1H, CH,=C(CHs)-), 4.50-4.70 (m, 1H,
HOCH2-CHNH-), 2.77 (dd, 1H, J = 5.85, 16.42 Hz, COOH-CH,-CH-NH), 2.63
(dd, 1H, J = 7.65, 16.43 Hz, COOH-CH,-CH-NH), 1.85 (s, 3H, -CH3) ppm. "*C
(125 MHz, DMSO- d6), &: 17.6, 35.5, 49.7, 121.8, 138.6, 171.8, 173.4, 174.5
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MAASP-1H NMR
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Sekil 2.3. MAASP monomerinin 'H-NMR spektrumu (DMSO)
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Sekil 2.4. MAASP monomerinin D,0 i¢inde "H-NMR spektrumu
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Sekil 2.5. MAASP D,0 iginde >C-NMR spektrumu

2.2.2. Nanobiyokonjugatlarin sentezi

2.2.2.1. Siiper Paramanyetik Demir nanopartikiillerinin Trimetoksisilli

Propil Metakrilat ile (TMSPM) modifiye edilmesi

Bu c¢alismada 4,12 mM trimetoksisili propil metakrilat 5 mL toluen i¢inde
¢Oziilmiis ve ¢dzelti Demiroksit nanopartikiillerinin {izerine eklenmistir. Karigim
platform mikserde 24 saat 60 °C karistirilmistir. Daha sonra silanize edilmis

demiroksit nanopartikiilleri manyetik  separatér araciligit ile yapidan

uzaklastirilmistir.

2.2.2.2. Silanlanmis Siiperparamanyetik Demir nanopartikiillerinin

Metakroil Amido Aspartik Asit (MAASP) monomeri ile konjugasyonu
0,5 mM MAASP monemeri 3:1 oraninda su-asetonda ¢oziilerek karisim

demiroksit nanopartikiillerinin {izerine eklenmis ve 3 saat siire metakroil

uclarindan kovalent olarak modifiye edilmistir.
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2.2.2.3. Silanlanmis Demiroksit nanopartikiillerine (MAASP) monomer

inin kabuk olusturacak sekilde dekorasyonu

Silanlanmis  demiroksit nanopartikiilleri MAASP manomerleri ile
kaplandiktan sonra multivalent etkilesimleri harekete gegmek icin plimerize etmek
maksadiyla baslatic1 olarak 2-2 dimetoksi-2-fenil asetofenon ve ¢apraz baglayici
olarak etilen dimetakrilat (EDMA) esliginde islemistir. Coziicii olarak polar
solvent asetonitril kullanilmistir. Polimerizasyon i¢in ilk olarak 0,6 ml asetonitril
silanlanmis demiroksit nanopartikiillerin iizerine transfer edilmis daha sonra
MAASP monemerler eklenerek ¢ozelti karistirildiktan sonra 0,4 ml EDMA
eklenmistir. Sonunda 5 mg baglaticinin ilavesi ile polimerizasyon baglamistir.
Polimerizasyon 2,5 saat UV lambasinda tamamlanmustir.

Polimerizasyon reaksiyonu tamamlandiktan sonra ¢oziiniir bilesenler ve
reaksiyona girmemis monomerler polimerin su ile yikanmasiyla yapidan
uzaklagtirlmigtir. 5 ml dimetil sulfoksit (DMSO) ilavesi ile prosediir

tamamlanmuistir.

2.2.3. Karakterizasyon ¢alismalari

2.2.3.1. Gegirgen Elektron Mikroskobu (TEM) ile EDMA c¢apraz
baglayicis1 varhginda MAASP dekore edilmis silanlanmis Demiroksit
nanopartikiiller ile MAASP konjuge edilmis silanlanmis Demiroksit

nanopartikiillerinin goriintillenmesi

PolilMAASP-co-EDMA) kabuga sahip siliper paramanyetik nano
malzemelerin kesit yapist ve yiizey morfolojisi TEM (FEI Tecnai TM G 2 Spirit
Twin/BioTWIN) kullanilarak belirlenmistir. Dekore edilmis silanlanmis MAASP
manomerleri ve konjuge edilmis silanlanmis demiroksit nanopartikiilleri 30 dk.
ultrasonik su banyosunda organik likid dimetil sulfoksit (DMSO) iginde
ayristirilmistir. Sonra nanopartikiiller formvar kaplamali 200-300 mesh bakir elek

tizerinde biriktirilmis ve oda sicakliginda kurutulmustur.
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Daha sonra dekore edilmis silanlanmis MAASP manomerleri ve poli-konjuge

edilmis silanlanmis demiroksit nanopartikiillerinin TEM ile goriintiileri alinmustir.

2.2.3.2. FT-IR karakterizasyonlari ¢calismalari

Dekore edilmis silanlanmis MAASP manomerleri ve poli-konjuge edilmis
silanlanmis  demiroksit nanopartikiillerinin ~ FT-IR  spektrumlari, FTIR
spektrometresi (Perkin Elmer Model 2000) kullanilarak elde edilmistir. Kuru
mikrokiireler KBr ile karistirilarak tablet hazirlanmis ve FTIR spektrumu

¢ekilmistir.

2.2.4. Hiicre hatlar ve hiicre kiiltiirii

H-Ras transform hiicre hatt1 (SRP7) deneyde kllanilistir. H-Ras transform
hiicre hatt1 (SRP7) rutin olarak steril flasklar igerisinde 10 % (v/v) fetal bovine
serum (GIBCO BRL Paisley, Scotland), L-glutamin (ImM final konsantrasyon)
ve penisilin/streptomycin 100 iinite/mL iceren DMEM besiyerinde kiiltiir
edilmistir. Hiicreler ortalama 2x10°/ml olacak sekilde 37 °C, % 5CO, / % 95 hava
sartlarinda etlivde inkiibe edilmistir. Deney grubuna MAASP konjuge edilmis
silanlanmis  nanopartikiiller ve PoliMAASP-co-EDMA) dekore edilmis
silanlanmis nanoyapilar eklenerek 37°C’de 24 saat de inkiibe edilmistir. Daha
sonra 0.1 M, % 2 gluteraldehit c¢ozeltisi icinde oda sicakliginda 2 saat siireyle
fikse edilmistir. Kontrol grubu medyum igine Mg”" iyonu olmadan aym hiicre
yogunlugu ve kiiltiir sartlarina tabii tutulmustur.

MAASP konjuge edilmis silanlanmig nanopartikiiller ve PolilMAASP-co-
EDMA) dekore edilmis silanlanmis nanoyapilar1 hiicre kiiltiirline eklendikten
sonra hiicre inkiibasyon silireci sonunda hiicre icerine giren nanopartikiiller

TEM’de goriintiilenmistir.
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2.2.5. TEM ile hiicrelerin analizi

Intraselliiler yiiklenmis nanopartikiiller TEM, FEI Tecnai TM G 2 Spirit
Twin/BioTWIN kullanilarak belirlenmistir. Hiicreler formvar kaplamali 200-300
mesh bakir elek tizerinde biriktirilmis ve oda sicakliginda kurutulmustur. Hiicreler
%2 gluteraldehit ¢ozeltisinde 0,1 M bekletilerek ayarlanmistir. %2 osmiyum
tetroksit icinde katilastirilarak, benekli gozeneklilik olustuktan sonra hiicreler %
25,50,75,90 ve 100 derece etanol ile sudan arindirilmistir. Sonra hiicreler EPON
812 epoksi i¢ine gdmiilmiistiir. Elmas bigak kullanilarak maksimum kalinlik 100
nm olacak sekilde ince bir katman olusturulmustur ve bu katman sitrat ve uranil
asetat ile gozeneklendirilmistir. Sonrasinda bu hiicrelerin TEM ile goriintiileri

alimmustir.
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3. BULGULAR

3.1. TEM ile EDMA Capraz Baglayicis1 Varhginda MAASP Dekore
Edilmis Silanlanmis Demiroksit Nanopartikiiller ile MAASP Konjuge

Edilmis Silanlanmis Demiroksit Nanopartikiillerinin Karakterizasyonlar:

3.1.1. Yiizey morfolojisi

PoliMAASP-co-EDMA) monolitinin yilizey morfolojisi gecirgen elektron
mikroskobu (TEM) kullanilarak incelenmistir. Sekil 3.1°de goriildiigii gibi
ortalama c¢apt 33 nm olan nanoyapilarin yi1gin polimerizasyonu ile elde edilen
polimerik kabugu oldukea piiriizlii olup genis gozeneklere (tasinim kanallari),
gozeneklilik nedeniyle de oldukca biiyiik yilizey alanina sahiptir. Ayrica, bu
mezoporlar diflizyon direncini azaltmakta ve yliksek i¢ yiizey alani sayesinde
enzim molekiillerinin  kiitle transferini de kolaylastirarak adsorpsiyon

kapasitesinin artmasina neden olmaktadir.

Sekil 3.1. EDMA g¢apraz baglayicisi varliginda MAASP dekore edilmis silanlanmis demiroksit
nanopartikiillerin TEM goriintiisti
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3.1.2. FT-IR karakterizasyonlari

Sekil 3.2°de Fe nanopartikiillerin FT-IR spektrumu incelendiginde CH anti
simetrik ve simetrik gerinimi 2924 cm'l’de, O’e baghh CH; 2852 cm'de
goriilmektedir. 1168 cm™ ve 1091 cm™ deki pikler ise Si-O-C gerinimine ait olup

TMSPM yapisina ait karakteristik piklerdir.
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Sekil 3.2. a) Fe nanopartikiillerin FT-IR spektrumu b) TMSPM ile modifiye edilmis Fe
nanopartikiillerin FT-IR spektrumu c¢) Fe nanopartikiilerinin TMSPM ile modifiye edilmis ve
MAASP ile etkinlestirilmis FT-IR spektrumu
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3444.92 cm™ deki pik aspartik asitte bulunan OH gerinimi, 1634 cm™ deki pik
C=0 gerinimi, 1402 cm™ deki pik karboksilik asitteki COO™ simetrik gerinim,
1122 cm™ C-O geriniminden kaynaklanan piklerdir.

3.1.3. Nanobiyokonjugatlarin hiicre kiiltiirleri ile etkilesiminin

incelenmesi

3.1.3.1. TEM goriintiilerinin analizi

Hazirlanan nanodlgekli partikiillerin bivalent-katyon-bagimli m1 yoksa
bagimsiz m1 olduklarinin incelenmesi i¢in hiicreler hem Mngr icermeyen kiiltiir
ortaminda hem de 40pl Mg®" iceren kiiltiir ortamlarinda ayri ayr kiiltive
edilmiglerdir. Daha sonra hazirlanan MA ASP monomeri ile etkilestirilen (konjuge
edilen) silanlanmis superparamanyetik demiroksit nanopartikiiller ile MAASP
monomeri kabuk seklinde dekore edilen polimerik silanlanmig superparamanyetik
demiroksit nanoyapilar SRP7 kanserli hiicrelerin kiiltlir ortamina aktarilmis ve 24

saat kiiltivasyon yapilarak TEM’de analizleri yapilmstir.
3.1.3.2. Kontrol gruplarinin TEM ile goriintiilenmesi

MAASP monomeri ile etkilestirilen (konjuge edilen) silanlanmis
superparamanyetik demiroksit nanopartikiiller ile MAASP monomeri kabuk
seklinde dekore edilen polimerik silanlanmis superparamanyetik demiroksit
nanoyapilarmi igeren kontrol gruplar1 5RP7 hiicreleri ile Mg®" iyonu icermeyen
kiltiirde etkilesime sonucu TEM goriintiileri alimmistir. Sekil 3.3 ve sekil 3.3

hiicre etkilesimi sonrasina aittir.
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Sekil 3.3. MAASP monomerleri konjuge edilmis demiroksit nanopartikiillerinin Mg*" iyonu

icermeyen kiiltiirde SRP7 hiicreleri ile etkilesiminin TEM goriintiisii

a) b) ¢) Hiicrenin saglam goriintiisii
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Sekil 3.4. EDMA araciligiyla MAASP monomerleri dekore edilmis poli(MAASP-co-EDMA)
silanlanmis demiroksit nanopartikiillerinin Mg”" iyonu icermeyen kiiltirde SRP7 hiicreleri ile

etkilesiminin TEM goriintiisii

Yukaridaki TEM goriintlisiinde polimerik kabuk dekore edilmis silanlanmig
demiroksit nanopartikiilleri sebebi ile ekstra uzantili kollarin (spacer arm)
meydana gelmesi ile MAASP monomerindeki aspartik asit B RGD tanima bolgesi
ile etkilesmekte, baglant1 saglamakta ve integrin bloke oldugu icin hiicrenin
hayatta kalmasini saglayan hayati fonksiyonlar1 yerine getiremediginden hiicre
Olmektedir.

RGD bdolgesi ile etkilesim polimer yapilarda ekstra kollar, uzantilar
olmasinin avantajlari sayesinde saglanmaktadir.

Mg’" icermemesine ragmen hiicrelerin nanopartikiil ile etkilesmesiyle hiicre
olimii ve nekroz olaylarimin goriilmesi, polimerik yapidaki nanopartikiiliin
polivalan etkilesimler yapabilmesi sonucu Mg>" bagimsizda integrin ile
etkilesebildigini [Zijenah et al. 1990] ve bdylece integrinin blokasyonu ile
hiicrelerde apopitoz ve nekroz olaylarmin gerceklestigini  gdstermektedir.

Asagidaki goriintii Sekil 3.4a ve Sekil 3.4b veriyi destekleyici niteliktedir.
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Sekil 3.4. EDMA araciligiyla kabuk dekore edilmis silanlanmis demiroksit nanopartikiillerinin
Mg*" iyonu igermeyen kiiltiirde SRP7 hiicreleri ile etkilesiminin TEM goriintiileri
a) Nanopartikiillerin hiicre i¢ine girmis goriintiisii

b) Nanopartikiillerin hiicre igine girmis goriintiisii
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Sekil 3.4a’da kirmizi okla gdosterilen bolgede SRP7 hiicresi EDMA araciligiyla
MAASP monomerleri dekore edilmis poli(MAASP-co-EDMA) kabuga sahip
silanlanmis demiroksit nanopartikiillerini integrin ligandi kabul ederek bag
yaparak hiicre i¢ine girmis, Sekil 3.4b’de hiicrenin zarar gormesine neden

olmustur.

3.1.3.3. Deney gruplarinin TEM ile goriintiilenmesi

Deney grubunda ise Mg”" iyonunun etkisini gormek i¢in 40 pl Mg iyonu
MAASP  monomeri ile etkilestirilen (konjuge edilen) silanlanmig
superparamanyetik demiroksit nanopartikiiller ile MAASP monomeri kabuk
seklinde dekore edilen polimerik silanlanmis superparamanyetik demiroksit
nanoyapilarint iceren gruplar ayr1 ayrt SRP7 hiicrelerinin oldugu ortama
ekleniyor. Mg”" iyonu igeren kiiltiirde etkilesim sonrast TEM goriintiileri Sekil 3.5
ve sekil 3.6’de gosterilmektedir.

Sekil 3.5. MAASP monomerleri konjuge edilmis demiroksit nanopartikiiller ve SRP7 hiicreleri ile
40 pl Mg*" iyonu igeren kiiltiirde etkilesime sonucu TEM gorintiileri almmustir. Sekildeki iki

hiicreden sagdaki zarar gormiis soldaki ise dlmiistiir.

38



Yap1 polimerli olmadigindan integrinin  bolgesinde ylizeyde degilde daha
derin yerde bulunan RGD baglanma bolgesine baglanamadigi varsayimi Sekil
3.3’de hiicrenin saglam goriintiisii ile desteklenmistir.

Mg iyonu ortamda oldugu durumda ise; integrinin o bolgesindeki MIDAS
ile etkilesebilir ve integrine baglanarak bloke eder boylece hiicredeki integrin
normal islevini goremez ve hiicre Olimii gerceklesir. TEM goriintiilerini
inceledigimizde Sekil 3.5 bu varsayimi desteklemektedir. Varsayim geregince;
Mg”" iyonu RGD ile etkilesemese de MIDAS ile etkileserek hiicreleri
Oldiirebilmektedir [27].

Mg”" icermeyen ortamda yapilan denemede hiicre limii dikkate deger bir
sekilde goriillmezken Mg”" ilavesi ile hicrelerde oliimlerin ve hasarlarin
goriilmesi, literatiirde bildirilen verilere uygun olarak Mg*" varliginda integrin-
ligand etkilesiminin arttirmakta, ligand olarak sentezlenen nanopartikiiliin
integrine afinite duyarak onu bloke ederek hiicrelerin yasamsal fonksiyonlar1 i¢in
gerekli integrin molekiiliinii kullanamadiklari i¢in canliliklarinda diisme oldugunu

gostermistir.

Sekil 3.6. EDMA araciligiyla MAASP monomerleri dekore edilmis poli(MAASP-co-EDMA)
silanlanmis demiroksit nanopartikiiller ve SRP7 hiicreleri ile 40 pl Mg®" iyonu igeren kiiltiirde
etkilesime sonucu TEM goriintiileri alinmistir. Sekilde nanoyapilar agrege olmus ve net bir bigmde

goziikmektedir.
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Kontrol grubunda ise Mg”" iyonu icermeyende hiicreler polivalent etkilesim
oldugundan dolayr MAASP’daki aspartik asit RDG ile benzer etkilesim kurarak
integini bloke etmektedir. Sekil 3.6 ve Sekil 3.6a-3b bunu desteklemistir.

Mg*" iyonu ilavesinde ve 6liimiin hem p RDG tamima bélgesinden hemde a
MIDAS baglantisinda gerceklesmesi beklenmektedir. 40ul Mg ™ iceren ortamda
hiicre ile integrin arasindaki etkilesim azalmistir. Hiicrelerdeki canlilik degeri
TEM goriintiilerini incelendiginde daha fazla goriilmiistiir. Hazirlanan polimerik
yapida MAASP monomeri polivalan etkilesimler gergeklestirerek ve ortamdaki
Mg*" iyonu ile MAASP monomerindeki negatif yiiklii aspartik asit (Asp: Asidik
yan zincirli amino asit) birbirine baglanmaktadir.

Boylece hazirladigimiz yapidaki aspartik asit ucu bloke olmaktadir. Bu sebeple
hiicreler ile etkilesemez integrini bloke edemez hiicreler saglam kalmaktadir.

Ortamdaki Mg”" iyonlari hazirlanan MAASP  dekore  edilmis
nanopartikiillere goére daha rahat hareket edebilir MIDASta bulunan magnezyum
baglanma bdlgesine gidip orada kiime olusturursa bizim hazirladigimiz yapinin
baglanmasini1 engelleyebilir. Bu kiimelenme MAASP konjuge yapt TEMde
incelendiginde olduk¢a az goriinmiistir oysa EDMA varliginda MAASP ile
dekore edilen polimerik yapidaki partikiillerde bu kiimelenme mikroskopta hemen
hemen incelenen tiim bdlgede goriinmiistiir.

Mg*" iyonu iki iyonik bag yapacagi igin iki MAASP dekore edilmis yapiy1
da birbirine baglayarak demiroksit nanopartikiillerinin agrege olmasinda arttirici
bir rol iistlenir. Ayrica EDMA sayesinde partikiiller polimerize olurlar ve bu da
partikiil miktarim1 arttirdig1 icin daha biiyiik partikiiller meydana gelir Mg iyonu
araciligi ile bu biiylik partikiillerin birlesmesi biiyiikk agregatlarin olusmasina
sebep olmaktadir. Yani hem EDMA sayesinde hemde Mg iyonunun iyonik bag
etkisi ile yanyana gelen ve etkilesen polimerik partikiiller hiicre ile etkilesimi
engellerler. Sekil 3.6’de de bu 6ngoriiyli destekleyen goriintiiler elde edilmistir.

Sekil 3.6 a ve b ise agrege olmus nanoyapilar1 net bi¢imde goziikmektedir.
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Sekil 3.6. EDMA araciligiyla MAASP monomerleri dekore edilmis poli(MAASP-co-EDMA)
silanlanmig demiroksit nanopartikiiller ve 5RP7 hiicreleri ile 40 pl Mg*" iyonu igeren kiiltiirde
etkilesime sonucu TEM goriintiileri alinmustir.

a) Agrege olmus nanoyapi goriintiisii

b) Agrege olmus nanoyap1 goriintiisii
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Boylece hiicrelerdeki integrin bloke olmaz hiicreler saglam kalir. Mg*" iyonu iki
bag yapabilir bu sebeple birbirlerine baglanip kiime olusturabilir. Ortamdaki diger

Mg*" iyonlari da bu sekilde kiimelenme gosterebilmektedir.

42



4. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Bu calismada, hiicre matriksine distan baglanan transmembran hiicre yiizey
proteini integrin molekiilerinin birbirlerine kovalent olmayan etkilesimle baglanan
heterodimerik o ve B zincirlerini tantyan arginin-glisin-aspartik asit (RGD) peptid
dizilisine mimik, biyouyumlu, kararli yapay polimerik kabuk tasiyan
nanokonjugat (Yapay aspartik asit temelli ligand taniyan) hazirlamasi ve bu
yapinin reseptor vazifesi gorerek interinle etkilesiminin incelenmesine ve ECM’de
adezyonunun saglanmast ve deneysel olarak sonuglarin goriintiilenmesi,
dogrulanmasina yoneliktir.

Caligmanin ~ birinci  asamasinda,  siiperparamanyetik ~ demiroksit
nanopartikiilleri trimetoksisillil propil metakrilat (TMSPM) ile reaksiyona
sokularak silanlanmigtir. Daha sonra bu partikiillerin bir kismi MAASP
(Metakroil amidoaspartik asit) monomeri, EDMA (Etilen diamin metakrilat)
capraz baglayicis1 yardimiyla dekore edilerek, polimerizasyon ugratilmis
multivalent kabuga sahip siiperparamanyetik nanoyapilar elde edilmistir.
Partikiilerin diger kismi ise MAASP monomeri ilave edilmis boylece MAASP
monomeri konjuge edilmis silanlanmis monovalent demiroksit nanopartikiilleri
elde edilmistir.

Calismanin ikinci agamasinda; MA ASP monomeri ile etkilestirilen (Konjuge
edilen) silanlanmis superparamanyetik demiroksit nanopartikiiller ile MAASP
monomeri kabuk seklinde dekore edilen polimerik silanlanmis superparamanyetik
demiroksit nanoyapilar Mg®" igermeyen ve iceren SRP7 kanserli hiicrelerin kiiltiir
ortamina aktarilmis ve 24 saat kiiltivasyon yapilmistir.

Caligmanin son agamasinda ise hazirlanan nano konjugatlar1 SR7P kanser
hiicreleri (H-Ras transform hiicre hatt1) ile etkilesiminde iki degerli-katyon
bagimh m1 yoksa bagimsiz m1 olduklarimin incelenmesi icin hiicreler hem Mg*™
icermeyen kiiltir ortaminda (Kontrol grubu) hem de 40ul Mg*" iceren kiiltiir
ortamlarinda (Deney grubu) ayr1 ayn kiiltive edilmislerdir. Sonuglarin TEM’deki
goriintiileri  incelenmis ve analizleri yapilmistir. Bulgular boliimiinde
varsayimlarin goriintiilerle desteklenen agiklamalar1 yapilmstir. Kontrol grubunda

Polimersiz nanoyapida hiicrelerde zarar goziikmezken, polimerli nanoyapida
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polivalan etkilesimle hiicre hasar1 ger¢eklesmistir. Deney grubunda ise Mg*"
ilavesiyle polimersiz nanoyapida aspartik asit karbonil ucu iyonik olarak etkilesim
sonucunda kapanmis agregasyon olarak hiicre 6limii polimersiz nanoyapidan
daha az gerceklesmistir.

Bu ¢aligmadan elde edilecek yaklasimlar ve sonuglar ile kanser hiicrelerinde
yogun miktarda bulunan ve metastaz etkisini gelistiren sistemin tezde hazirlan
yapay ligandlar ile bloke edilerek engellenmesi ve kanserli hiicrelerin ¢liimiiniin
saglanarak kanser hiicrelerinin yayilmasinin 6nlenmesinde dolayisiyla hastaligin
tedavisinde, hastalik kesfinde, biiyiikk bir ilerleme saglanabilecektir. Ayrica
ilaglarin  gelistirilmesinde biribirine kars1t hassas yapay ligand platformlar
olusturularak ilacin tesir etkinligin arttirilmasi, kullanim siiresi, oranin1 azaltmak
tizere ¢aligmalar yapilabilecektir.

Adezyon mekanizmalari, hiicre etkilesimleri, yapay reseptor ligandlarin
sentezi gilinlimiizde arastirmaya acik ve gelecekte de her zaman ¢ok farkli
uygulamalarda insanlarin kullanimina degerli katkilar saglayacak niteliktedir.
Gorilintiileme kimyasal proses ve mekanizmalarin nanobiyokonjugatlarin
gelistirilmesi ve karakterizasyon c¢alismalari ile biyolojik iglevlere yonelik tezde

olusan yeni yaklagimlarin 6nemli ¢alismalara onciiliik olusturacagi inancindayiz.
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