Alalli 1lag Tasiyici Sistemler ve
Molekiler Cihazlar Olarak DNA
Nanoyapilar

"DINA nanoyapilari ve DNA origami
arasindaki yakin etkilesim nano
clcelcteki miihendislik ve insaya
etkileyici bir Grnektir.”
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Sekil 1. Hiicre sinyallegmesini Takip Etmek i¢in Olasi DNA-temelli [lag Saim Sistemleri ve Cihazlan. (A) DNA origami molekiler tasiyicilar: degigtirilebilir kapakl kutu

[6], bir dértylzld [5], ve bir iki durumlu kutu [7]. (B) Kanser hiicrelerine doksurubisin (DOX) salimi igin DNA origami nanoyapilar: biikimla sekildeki gubuk benzeri

yapilar [33], diiz yapilar [31], ve bir tiggen [31,32]. (C) kiigtik interferans RNA (siRNA) salimi igin DNA yapilar: siRNA motiflerinin sonundaki hiicre hedefleyici ligandlar

(folat ya da peptid) igeren bir kafes yapisi [37], ve bir PEGlenmis folat igeren nanotiip [36]. (D) CpG-tetiklenmis immiinosimlasyon i¢in DNA yapilar: bir DNA origami

tlp [39] ve gokayakli-benzeri yap1 [41]. (E) hiicreleri hedeflemek igin akilli bir DNA origami nanorobot [43]. (F) Etkili hiicresel salim icin virus kibif proteinleri (CPs)

kapli dikdrtgen DNA origamis: eklenen kilif protein derisimine bagli olarak farkli konformasyonlara sahip olan kompleksler [47]. (G) Immin cevabi azaltmak ve

farmakokinetik uyumlulugu arttirmak igin virus-esinlenmis membran-kapsullt kiresel DNA origami cihazlan [48]. (H) Kanser tedavisi igin DNA- temelli olusumlar:

hedefli salim i¢in aptamer-temelli DNA nanosistemler [49] ve DOX kontrollld salim i¢in ince bir DNA-yapili nanofilm [51].

Nanotip ve biyoteghis icin nikleik
asit cihazlan [25] ve protein-DNA
melez vyapilar [26] gibi yapay DNA-
temelli biyomakina tasarlarken Ustiin
Ozelliklerden  faydalanilmaktadir.  Bu
derlemede, 6zellikle DNA origami-temelli
nanomakinalar ve ilag salim cihazlan
ile ilgili, kendiliginden olusmug DNA
sistemlerinin nanotip uygulamalanndaki
son gelismeleri Gzerine yogunlasilmistr.

DNA-temelli ilag Salim Sistemleri ve
Gelistirilmis Terapotiklere Dogru

DNAnmin  kendiliginden  dizenlenme
Ozelliklerinden yararlanarak kanser ve
enzim yerdegistirme tedavisindeki gibi
hiicresel postalar olarak programlanmalar
olasidi. llag salim uygulamalan igin
gelistirilen molekiiler tagiyicilar olan ilk
DNA origamileri tek tabakali oligamislerdi.
Daha sonra, dértylzld [5], i¢i bog kipler
[6,7] gibi 3B sekillere donustuler (Sekil
1A). Bundan sonra, nanotlp [27,28], kafes
[29] ve kiip [30] gibi cesitli DNA yapilarinin
hiicresel alim1 in vitro ve in vivo olarak

gosterildi. Jiang ve ark. [31] ve Zhang ve
ark. [32] tagiyia olarak qubuk seklinde
DNA origamis ve Uggen DNA origamiler
kullanarak doksorubisinin (bir antikanser
ilag ve DNA interkalatért) in vivo da
hicre icerisine aindigim gosterdiler (Sekil
1B). Zhao ve ark. [33] benzer bir yontem
ile bukimld 3B gubuklar kullanarak
doksorubisin  molekdldnin  salinimim
ispatladilar (Sekil 1B).

Bununla birlikte, ila¢ molekillerinin
salim, kiglk DNA-temelli yapilar in
vivo hilcre gorintilemede [34], in vitro
mRNA bozunmasiyla protein ifadesinin
durdurulmasinda [35] kullamlabilir. Bu
yapilar aynca kiglk interferans RNA
(siRNA) molekdlinin transfeksiyonunda
kontrol  edilebilir gen
amaaiyla kullamlabilir. Kocabey ve ark.[36]
hedef bir geni susturmak amaciyla kiigiik
PEGlenmis folat takih DNA nanotipleri
(Sekil 1C) siRNA molekdld ile modifiye
etmek istemis, fakat basarili olamamistir.

susturulmasi

Ancak, Lee ve ark. [37] siRNA yiikld folat

ya da peptid modifiye edilmis dértylzli
DNA nanopartikdllerin (Sekil 1C) timarld
bdlgedeki hedef genleri susturabildigini
gosterdi. Aslinda, siRNA  saliminin,
nanopartikilin kanser hedefleyici
ligandlarinin uzaysal ydnlenmesine ve
yogunluguna fazlasiyla bagl oldugunu
fark etttiler. Benzer birgekilde, kanser
hiicrelerindeki membran resept6r aracili
sinyallesme, DNA origami ‘nanokaliper’

kullamilarak membran baglayan
ligandlarin uzaysal ybénlenmeleri
ayarlanip  dizenlenebilir  [38].  Bu

gozlemler sayesinde, DNA-temelli salim
sistemleri, kolaylikla programlanabilir ve
islevsellestirilebilir olmasindan dolayi
dikkatleri Uzerine ¢ekmistir.

Son zamanlarda, potansiyel
programlanabilir immunositimulantlar
olarak DNA-temelli nanoyapilarin
gelistirilmesi Gzerine ¢ok caligilmaktadr.
Schiller ve ark. [39] onlarca sitozin-
fosfat-guanin (CpG) dizisi ile tubdler
DNA origamiyi islevsellestirmis (Sekil
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1D), ve daha sonra dalak hicrelerinde
indklenmis imm{n cevabi gérintilemek
amacyla kullanmisti.  CpG  dizileriyle
cevrili origami, endozomlara giderek
standart bir transfeksiyon ajanina
(Lipofektamin)  gore  daha  fazla
immUnostimilasyon olusturmustur.
Bununla beraber, origami-CpG
kompleksi, Lipofektamin temelli salim
sistemlerine gére sitotoksik degildir.

Daha sonra, Sellner ve ark. [28] CpG-
kapli origamis ile bir seri in vivo baganl
deney gerceklestirdi. Bununla beraber,
Li ve ark. [40] ve Mohri ve ark. [41,42]
RAW264.7 hicreleri ve dértylzli DNA
kafesleri (Li ve ark), cokayakli-benzer
yapili DNA (Sekil 1D, Mohri ve ark), ya
da immdinostimulatér CpG motifleri icin
tasiyic1 olarak DNA dendrimerleri (Mohri
ve ark) kullanarak benzer sonuglan
raporladilar.

Daha 6nce bahsedilen sonuglann 1sig1
altinda, DNA-temelli tasarnmlann kanser
tedavisinde umut verici vyeni firsatlar
yaratacagr gosterilmis oldu. Son derece
karmasik salim sistemleri icinde en vurucu
olanlardan biri, Douglas ve ark [43]
tarafindan gelistirilen mantiksal Srglsd
olan DNA origami nanorobottur (Sekil
1E). Nanorobot hedef hicre ylzeyindeki
proteinleri algilayabilir ve bu robotta
konformasyonel bir degisime yol acar.
Boylece, robot segici olarak molekiler
yikind onceden programlanmig aptamer-
temelli kapilann regiilasyonu ile hiicreye
aktarir. Deneysel sonuglar, 6zgll antibadiler
ile  donatilmms nanorobotlarin  salimm
yaptiginda, hedefli hicre sinyallesmesini
(bircok farkli  hlcre tipinde) maniplle
ettigini géstermistir.

DNA origami yapisi, polaritesinden
dolay1 zayif transfeksiyona sahip olmasi
[44] nedeniyle genellikle peptid, katyonik
polimer ya da lipid modifikasyonuna ihtiyag
duyar. Salim etkinliginin arttinlmast igin
birgok segenek mevcuttur. Son zamanlarda,
Brglezve ark.[45]6zglil DNAinterkalatorlerin
DNA origami yiizey o6zelliklerini modifiye
edebilecegini ve bbdylece transfeksiyon
hizim arttirabilecegini gdsterdi.

Virts partikiller ya da taklitgi virGsler
gibi alternatif yaklagimlar da avantaj
saglayabilir [46]. Mikkils ve ark. [47]
borilce klorik benekli viriisin (CCMV),
virls kapsit proteinlerini (CPs) dikdértgen
DNA origami tabakalan ile birlestirmis

ve farkl morfolojilerde  CP-origami
kompleksleri elde etmiglerdir (Sekil
1F). Bu CP-origami complekslerinin

transfeksiyon hizlan, insan HEK293 hiicre
hattinda, bos origamilere gore belirgin
sekilde fazla oldugu gdsterilmistir. Onemli
olan, tespit edilebilir bir toksisitenin
gézlenmemesidir. Bununla beraber,
hicresel transfeksiyon hizi CP miktarimin
artmasiyla hizlanmaktadir. Genel kabul,
sert ve siki DNA yapilan fazla esneklikte
olanlara gére daha etkili transfeksiyon
yapmaktadir. Virislerden ilham alarak,
Perrault ve Shih [48] PEGlenmis
(Polietilen glikol talkili) lipid membranlar
(Sekil 1G) i¢ine kiresel DNA origami
hapsetmislerdir. Kaplama, DNA origami
nanoyapilan nikleaz pargalamasina kars
korumaktadir. In vivo deneylerde, olusan
bagisikik aktivasyonu belirgin olarak
azaltilms ve partikdllerin farmakokinetik
biyouyumlulugu kayda deger bigimde
artmigtir.

Ayrica, tedavi edici salim amaciyla daha
zorlu DNA-kendiliginden olusum temelli
yontemler de vardir. Wu ve ark. [49]
(Sekil 1H), Charoenphol ve Bermudez [50]
tarafindan kanitlanmis aptamer-temelli
kendiliginden olusumlar &rnek verilebilir.
Baska bir segenek olarak, Cho ve ark.
[51] énerdigi gibi yapisal olarak kararli ve
kendiliginden olusan DNA filmlerden de
ilaglar salinabilir (Sekil 1H).

Alall DNA Nanocihazlar ve Molekiler
Platformlar

llag molekiilleri icin nanotagiyicilar olarak
hizmet etmelerinin yaninda, DNA-temelli
yapilar canli sistemlerde kigik molekiler
cihazlar olarak da kullamlabilir. DNA
nanocihazlar aym protein ve nikleik asit
gibi kompleks ve dnceden programlanmig
gorevlerin yerine getirilmesinde
kullanilabilir.  Molekiler boyuttaki bu
platformlarin hepsi bize ‘nanofabrikalar’

inga etmek icin yardimai olabilir [52].
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RNA destekleri [53] kullanarak hUcre
ici  tepkimeleri  dlzenlemek DNA-
temelli nano olusumlar [54] ile enzim
kaskad tepkimelerini aktive etmek gibi
nanoboyuttaki mihendislik érnekleri
bayileyicidir.

DNA origami, tek molekiler seviyede
tepkimelerin kontrolinid saglamak ve
biyomakina tasanmi  igin  kusursuz
bir zemin saglar. Voigt ve ark. [55]
dikdértgen DNA origami platformunda
kimyasal tepkimelerin kontrol edilmesini
ve gorintilenmesini sagladilar (Sekil

2A). Bununla birlikte, DNA-temelli
nanocihazlar, enzimatik tepkimelerin
kontrol edilmesinde ve c¢alismasinda

yardima olabilir [56]. Liu ve ark. [57]
ambiz benzeri DNA cihazlan yaptilar
ve bir enzimle kofaktdrini kollarin ug
kisimlarina yerlestirdiler (Seki 2B). Yakit
olarak DNA oligonUkleotidleri ile cimbizi
acip kapatarak enzimatik aktiviteyi kontrol
edebildiler. Fu ve ark. [58] DNA kaliplan
Gzerine ¢okluenzim kaskadlan Urettiler.
Linko ve ark. [59] glukoz tayini igin,
modUler DNA origami yap1 taslarimin nasil
biraraya gelerek tUbiler enzim kaskad
nanoreaktdrd olugturdugunu gosterdiler.
(Sekil 2C). Bu cihaz, bir biyosensér ya da
enzimatik yiikler igin salim cihaz1 (6rnek
olarak enzim yerdegisim tedavisi) olarak
kullanilabilir.

Motor protein kimeler &zelliklerinin
cabisilmast  amaciyla DNA  origami
yapilan kullanmak etkileyici ve farkl bir
yaklagimdir. Derr ve ark. [60] tarafindan
yapilan bir calismada, programlanabilir
3B 6zgll baglanma bdlgelerine sahip
DNA origami kaliplarin proteinler igin
nasil kargo olarak kullanlabilecegi
gosterildi. (Sekil 2D). Motor proteinlerin
miktan ve ¢esidi degistirilerek, molekiler
boyutta iki grup arasindaki rekabeti nasil
ayarlayabildigi de gbsterildi.

Langecker ve ark. [61] DNA origami
cihazlar  kullanarak lipid membran
icinde yapay iyon kanallan (Sekil 2E)
yapmanin mimkdn oldugunu gosterdi.
DNA origami kolestrol baglayicilar ile

keseciklere tutturulabilir ve membranda
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Sekil 2. Akili DNA Nanocihazlar ve Molekuler Boyutta Platformlar (A) Tek-molekiler kimyasal tepkimeleri kontrol etmek icin DNA origami platformu [55]. (B)

Ayarlanabilir cimbiz benzeri enzimatik nanoreaktér [57]; Cy3/5, siyanin boyalar 3/5. (C) Biyoalgilama igin tiibller DNA origami-temelli enzim kaskad nanoreaktor

[59]; GOx, glukoz oksidaz; HRP, yabanturpu peroksidaz. (D) dinein motor proteinler igin kargo [60]. (E) Lipid membran iginde iyon kanali olusturabilen DNA origami

[61]. (F) hidrofobik kemerli DNA nanogtézenek [62]. Yapilar hiicre membranindan gecebilir ve gézenekler kanser hicrelerini 6ldirir. (G) DNA origami nanorobotlar,

canli organizmalarda digerleriyle iletisime gecer molekiiler kargolanm salar [63].

delik agabilecek molekiler tasima igin
kanal gérevi gbren igne benzeri cihazlara
dénisir. Bununla birlikte, Burns ve ark.
[62] hidrofobik etil fosforotiyolat kemerler
ile donatilmis DNA vapilan (Sekil 2F)
hiicre membranindan igeri girebilecegini
gdsterdi. iceri giren yapay nanogézenekler
hiicre 6limine yol acarak kanser
hiicrelerinin canliligim kontrol etmeyi
saglar.

Amir ve ark. [63], nanomakinalann
tedavi amagl kullanimi icin daha 6nce de
Douglas ve ark. [43] tarafindan sunulan
biyobilgisayar destekli yéntemlerin
gelismesini sagladilar. Amir ve ark. kontrol

edilebilir cihazlarin yap1 dinamikleri
DNA origami nanobotlarin (nanobotlar
kendilerini kopyalayan, herhangi birgeyi
inga edebilen ya da yikabilen mikroskopik
robotlardir) canli organizmalarda
birbirleriyle nasil etkilegtiklerini
aynintilariyla agiklamistir. Nanobot
etkilesimleri, hicrelerde molekiler yik
saliminin ince ayan igin kullamlan mantikl
ciktilar olusturur (Sekil 2G). Bilgisayar
donanimli canli sistemlerde elde edilen
bu basanlar, hedefli ilag salimi ve 6nci
ilag tedavisi gibi saglik uygulamalarnda
yeni firsatlar yaratir.

Sonug ve Gelecek Beklentiler

Bu derlemede, tibbi uygulamalarda
kullamlmak Gzere DNA ve DNA-origami
temelli nanoyapilar ile ilgili en gilincel
gelismeler oOzetlenerek bahsedilmistir.
Yapisal DNA nanoteknolojilerde,
nanomalzemelerin  istenilen  amaglar
icin tasarlanmasi inamilmaz bir hizla
gerceklesmektedir. Ancak, yine de agilmasi
gereken bir¢ok gliclik mevcut.

DNA-temelli nanoyapilarin tedavi
amagh kullamm, biyouyumluluklar ve
biyobozunurluklan géz énine alindiginda
diger nanoboyutlu sistemlerden ¢ok daha
Oteye ge¢mektedir.
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Boyutlar, ligand ve diger molekdller
ile islevsellestirilmeleri hatta sekil ve
esneklikleri  sayesinde Ustln Ozellikler
gostermektedirler. Bdylece, isaretleme/
biyogdriintileme ve hedefli ilag salim
uygulamalarinda kullanilmaktadirlar.
ileri seviyedeki insan saglig ve klinik
uygulamalarda kullanilmak Gzere oldukga
gliclU adaylardir.

Bitlin bu umutlar ve avantajlara ragmen,
g6z 6niinde tutulmas: ve agilmasi gereken
zorluklar vardir. Bunlardan biri, DNA-
temelliyapilarininvivo biyoyararlamminin
gelistirilmesidi. DNA origami yapilar
hicresel ortamda vyasayabilir [22] ve
niikleazlara kars1 direnclidir [20], fakat
dolasim siresinin uzatilmasi, protein
[47] ya da lipid membran kaplama [48]
yapilarak saglanabilir. DNA-temelli salim
cihazlan ve nanomakinalar yaratirken
kargilagilan diger bir glglik baslangig
malzemesinin yiiksek maliyetli olmasidir.
Ancak, aragtirmalar arttikga ve blyldikge
maliyet azalarak Urlnin biylk o&lgekte
Uretimi gerceklegebilir [3,64]. Bugin, 1
gram mega-dalton boyutlu DNA origamis
yaklagik olarak 100 000 Amerikan dolaridir.
Eger ileri dizi-baskilama ydntemleri, etkili
amplifikasyon ve saflagtirma teknikleri ile
birlikte gelistirilirse, yakin gelecekte 1 gram
saf DNA origami, yaklagik 1000 amerikan
dolarn civannda bir fiyata satilabilecektir
[64]. Sentetik DNA fiyatlanindaki
digts, daha biuylk ve karmagik DNA
yapilann bile daha ekonomik olmalarnm
saglayacaktir. Boylelikle, sentetik enzimler

ve karmasik organeller, melez DNA-protein
nanogdzenekler, akilll tayin cihazlan,
programlanmis ilag-salim sistemleri ve
DNA nanorobot temelli yapay bagisiklik
sistemleri gibi biyomimetik  sistemler
gelistirilebilecektir.
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