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Osteosarkoma Yonelik Yeni Bir Polimerik ilag
Tasiyict Sistemin Sentezi ve Sitotoksik Etkinliginin
Degerlendirilmesi

Sicanlarda Paratiroit ve Tiroit Dokusuna Ozgii
Referans Gen Belirlenmesi



OSTEOSARKOMA YONELIK YENI BiR POLIMERIK ILAC TASIYICI
SISTEMIN SENTEZI VE SITOTOKSIK ETKINLiGINIiN
DEGERLENDIRILMESI

OZET

Osteosarkom, genglerde goriilmesi, sagkalim siiresinin diisiik olmasi ve kullanilan
antikanser ilaglarin yan etki profilinin yiiksek olmasi sebebiyle cogunlukla tedavisi zor
bir hastaliktir. Mevcut kemoterapdtiklerin  kullanimindaki  sinirlamalar  agmak
amaciyla bu proje bilinen antineoplastik bir ajan olan cisplatin i¢eren bir ilag tasiyici
sistem (ITS) formiilasyonunun gelistirilmesi {izerine yapilacaktir. iTS ler son yillarda
yogun bir sekilde calisilan, multidisipliner bir alan olarak, akilli ila¢ tasarimlarinda
onemli rol oynayan teknolojilerdir. Ozellikle kanser ¢esitlerine yonelik konvansiyonel
ilaglarin tedavi basarisin1 arttirmak i¢in lipozom, misel, polimer, jel, altin
nanopargacik, niozom, kati lipid nanopartikiil, dendrimer, nanokapsiil gibi ¢esitli
sistemler gelistirilebilmektedir.

Bu c¢alismada tasarlanan ilag tasiyict sistem i¢in kopolimerik misel yapisi
olusturacaktir. Polimerde 1,1-di-tert-butil-3-(2-(metakriloyloksi)etil)-butan-1,1,3-
trikarboksilat (MAETC) monomeri araciligryla hem ilacin biyoyararlaniminin
arttirtlmasit hem de cisplatin ila¢ molekiiliinii tagimasi, ikinci monomer olan 3-
(trimetilsillil) ~ prop-2-in-1-i1  polimetakrilat (TMSpMA) monomeri ucuna
hedeflendirici peptid molekiilii eklenmesi, 2-hidroksi etil metakrilat (HEMA) ile
hidrofilik 6zellik kazandirilmas1 ve neticede kendiliginden misel olusturacak bir
sistemin gelistirilmesi planlanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: cisplatin, ila¢ tasiyici sistem, kemik hedefli peptid, misel,
osteosarkom
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SICANLARDA PARATIROIT VE TiROIT DOKUSUNA OZGU REFERANS
GEN BELIRLENMESI

OZET

Gen ekspresyon analizleri, molekiiler biyoloji ve biyoteknoloji alanlarinda genlerin
fonksiyonel rollerini transkripsiyonel diizeyde anlamak i¢in en temel ve giicli
yontemlerden biridir. Kantitatif Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu, bu
analizler icin yiiksek hassasiyeti, hiz1 ve giivenilirligi sayesinde en sik tercih edilen
teknikler arasinda yer almaktadir. Ancak, GZ-PZR wverilerinin dogrulugu, gen
ekspresyon diizeylerini standardize etmek amaciyla kullanilan referans genlerin dogru
secimine ve stabilitesine dogrudan baghdir. Ideal bir referans genin, farkli doku tipleri,
fizyolojik kosullar ve deneysel gruplar arasinda sabit bir ekspresyon seviyesini
korumasi gerekmektedir. Referans gen secimindeki hatalar, gen ekspresyon
verilerindeki gercek degisimlerin yanlis yorumlanmasina ve hatali biyolojik sonuglara
yol agabilir.

Bu c¢alismada, tiroit ve paratiroit dokularina 6zgli genler olan tiroglobulin (TG) ve
parathormon (PTH) ekspresyonunun giivenilir bir sekilde normalizasyonu i¢in en
uygun referans genlerini belirlemeyi amaglamaktadir. Calisma kapsaminda Sprague-
Dawley ve Wistar olmak tizere iki farkli sican 1rki ve her iki 1rka ait erkek ve disi
bireyler kullanilmistir. Aday referans gen olarak RPLP13A, PGKI1, SDHA, TBP,
HPRT1, GAPDH, YWHAZ, VCL, ve ACTB genleri secilmis ve ekspresyon
stabiliteleri dort farkli biyoinformatik algoritma (BestKeeper, NormFinder, GeNorm
ve Delta Ct metodu) kullanilarak kapsamli bir sekilde analiz edilmistir. Bu ¢ok yonlii
yaklagim, her bir genin farkli deneysel kosullardaki performansini detayl: bir sekilde
degerlendirme imkani sunmustur.

Elde edilen sonuglar, referans gen stabilitesinin evrensel bir 6zellik olmadigini, aksine
incelenen biyolojik degiskenlere (irk ve cinsiyet) bagli olarak onemli Olciide
farkliliklar gosterdigini net bir sekilde ortaya koymustur. RefFinder arayiizii ile yapilan
biitiinciil siralama analizleri, bu farkliliklar1 somutlagtirmaktadir. Secilen dokuz aday
gen icerisinden; PGK1, HPRT1, YWHAZ, VCL genlerine ait Ct degerleri 38'den
biiylik olmasi sebebiyle tiim stabilite analizlerinde dislanmistir. Erkek si¢anlarda
ACTB (geometrik ortalama: 1,68) ve SDHA (geometrik ortalama: 1,86) genleri en
yiiksek stabiliteye sahip referans genler olarak belirlenirken, disi siganlarda SDHA
(geometrik ortalama: 1,19) ve TBP (geometrik ortalama: 2,45) genlerinin daha {istlin
bir stabilite profili sergiledigi goriilmiistiir. Bu bulgu, cinsiyetin gen ekspresyon
diizeyleri lizerindeki etkisinin altin1 ¢izmekte ve gen ekspresyon normalizasyonunda
bu faktoriin goz ardi edilmemesi gerektigini vurgulamaktadir.

Irk bazli degerlendirmelerde de benzer degiskenlikler saptanmistir. Sprague-Dawley
siganlarinda TBP ve ACTB genleri stabilite acisindan ©ne ¢ikarken, Wistar
sicanlarinda SDHA ve TBP genleri daha yiiksek stabilite degerleri elde etmistir. Bu
durum, referans gen seciminde tiirler aras1 validasyonun gerekliligini géstermektedir.
Ayrica, geleneksel olarak "housekeeping" gen olarak kabul edilen GAPDH’nin,
incelenen tiim deneysel kosullar ve analiz yontemlerinde en diisiik stabiliteyi
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gostermesi dikkat c¢ekicidir. Bu bulgu, GAPDH gibi yaygin genlerin otomatik olarak
referans gen olarak kullanilmasinin sonuglar1 yanlis veya eksik yorumlamaya neden
olabilecegini kanitlamaktadhir.

Bu ¢alismanin sonuglari, GZ-PZR tabanli gen ekspresyon analizlerinde giivenilirligin
artirlmas1 i¢in referans gen validasyonunun mutlak bir gereklilik oldugunu
gostermektedir. Bulgularimiz dogrultusunda, Sprague-Dawley ve Wistar sicanlarinin
tiroit ve paratiroit dokularindaki gen ekspresyon ¢alismalarinda, normalizasyon i¢in
SDHA ve TBP genlerinin birinci tercih olarak kullanilmasi1 6nerilmektedir. Ancak, en
giivenilir sonuclar i¢in, ¢aligmanin spesifik biyolojik kosullarina (6rnegin, erkek
siganlar icin ACTB ve SDHA, disi siganlar i¢in SDHA ve TBP) uygun referans gen
kombinasyonlarinin secilmesi kritik onem tagimaktadir. Ayrica, gen ekspresyon
verilerinin dogrulugunu ve tekrarlanabilirligini en st diizeye ¢ikarmak igin tek bir
analitik yonteme bagli kalmak yerine, BestKeeper, NormFinder ve GeNorm gibi ¢oklu
algoritmalarin birlikte kullanilmasi tavsiye edilmektedir.

Bu calismada, tiroit ve paratiroit aragtirmalari i¢in daha saglam bir molekiiler
profilleme cergevesi sunmakta ve gelecekte bu dokularda gen ekspresyonu analizleri
yapacak arastirmacilar i¢in degerli bir referans olusturmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Referans gen, normalizasyon, GZ-PZR, delta Ct, delta delta Ct,
tiroit, paratiroit

X1V



