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OZET

NANOBOYUTLU POLIMERIK MIiSELLER SISTEMLER iLE GEN
TEDAVISINE YONELIK YAKLASIMLAR

Ash KARA
Doktora, Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim dah
Tez Damsman: Prof. Dr. imran VURAL

Eyliil 2018, 210 Sayfa

Gen tedavisi, genetik kaynakli pek cok hastaligin tedavisinde son zamanlarda oldukca ilgi
goren etkili bir tedavi yontemidir. Gen tedavisinin basarisi, terapotik genin hedef dokuya
ya da hiicreye en giivenli ve basarili bir sekilde aktarimi i¢in verimli bir tastyicinin
gelistirilmesine baghdir. Son zamanlarda viral olmayan tastyici sistemler arasinda 6zellikle
katyonik polimerlere dayanan polimerik sistemler biyomedikal uygulamalarda olduk¢a
dikkat ¢ekmektedir. Bu diisiinceden yola ¢ikarak tez calismamizda, meme kanserinin
apoptotik gen ile tedavisinde kullanilan terapotik BikDD geninin meme kanseri hiicrelerine
basaril bir sekilde aktarimi i¢in biyouyumlu ve biyopargalanir PEtOx tabanli yeni bir blok
kopolimer sentezi ile etkin bir nanotasiyict sistemin hazirlanmasi, hazirlanan bu tasiyici
sistemin yiiksek verimlilik ile MCF-7 ve MDA-MB-468 olmak iizere iki farkli meme
kanser hiicrelerine aktarilmasi ve in vitro hiicresel etkinliginin degerlendirilmesi
hedeflenmistir. Calismamizda kii¢iik boyut, biyouyumluluk, yiiksek yapisal stabilite, kanda
uzun kalis siiresi ve ayarlanabilir amfifilik 6zellikleri ile umut verici gen taginma ajanlari
arasinda yer almakta olan katyonik yapida polimerik miseller kullanilmistir. PEtOx tabanh
blok kopolimerler ile uygun misel formiilasyonlarmin {iiretimi ve karakterizasyonu
yapilmistir. Tez ¢alismamizda, biyouyumlu ve biyopargalanir 6zellikteki PEtOx polimeri
misel formiilasyonlarinin hidrofilik blogunu olusturmak i¢in kullanilmis olup, goériinmez
ozellikteki Poli(etilen glikol)(PEG) polimerine yeni bir alternatif ajan olarak 6nerilmistir.
Poli(2-etil-2-oksazolin) (PEtOx)’un iki farkli oranda (%30 ve %60) kismi hidrolizi ile elde
edilen pozitif yiik kaynagi lineer Poli(etilenimin)(PEI) igeren PEtOx-ko-PEI-b-PCL
katyonik kopolimerler ile hazirlanan misellerin fizikokimyasal 6zellikleri agisindan
karsilastirilmast yapilmistir. Lineer PEI’nin toksisite gibi c¢esitli dezavantajlarmin,
calismamizda blok kopolimerin {iretim metoduna bagli olarak azaltilmasi ve PEI’in pozitif
yiikiinden yararlanarak DNA ile sik1 kompleks olusumu amag¢lanmustir.
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Iki farkli hidroliz derecesinde PEI igeren blok kopolimerlerden hazirlanan bu misellerin
terapotik BikDD geni ile misel/gen kompleksleri hazirlanmig ve bu komplekslerin
karakterizasyonlari, stabilite ¢alismalari, in vifro hiicre canlilik analizleri, gen aktarim
etkinlikleri, gen ekspresyon analizleri ve BikDD geni kaynakli apoptotik 6lim etkinlikleri
karsilastirilarak degerlendirilmistir. Bu iki farkli hidroliz derecesindeki miseller arasindan
%60 hidroliz derecesindeki (PPP60) miseller ile MCF-7 hiicrelerinde %40 oraninda
apoptoz kaynakli yiikksek hiicresel 6lim ve diisiik sitotoksisite elde edilmistir. Ayrica,
PPP30 miseller sistemler ile kiyaslandiginda MCF-7 hiicrelerine yaklasik 6 kat daha
yiiksek transfeksiyon etkinligi ile aktarim tespit edilmistir. Sonuglar hidroliz derecesinin
artmasina bagli olarak miseller sistemlerin etkinliginin arttigni gostermistir.

Bu tez calismasi kapsaminda elde edilen tiim sonuglar, PEtOx tabanli blok kopolimerler ile
hazirlanan yeni miseller sistemlerin, meme kanserinin apoptotik gen tedavisinde ortaya
koyduklar1 basarili sonuglari ile etkin tasiyict sistemler oldugunu gostermistir. Ozellikle
PPP60 misel/BikDD gen formiilasyonu diisiik boyutu, dar polidispersite araligi, yiiksek
pozitif yiki, etkili DNAz-I ve serum stabilitesi, yiiksek gen kondanse etme kapasitesi,
saglikli hiicrelerdeki biyouyumlulugu, yiiksek transfeksiyon etkinligi, hiicre ici
ekspresyonu ve apoptozu indiikleyici 6zellikleri ile en etkili formiilasyon olarak tespit
edilmistir.

Sonug olarak, PEtOx’un kismi hidrolizi ile sentezlenen PEI igeren blok kopolimerden yeni
bir viral olmayan gen tasiyicit miseller sistemin hazirlanmasi ve kanserin apoptotik gen
tedavisinde terapotik gen aktariminin arastirilmasina yonelik olarak yapilmis ilk ¢alisma
olup tezin 6zgilin degerini olusturmustur. Elde edilen sonuglar bu konuda literatiire katkida
bulunmustur.

Anahtar kelimeler: PEtOx, Polimerik miseller, Gen tedavisi, viral olmayan vektor, meme
kanseri

Bu tez galismasi 213M728 proje kodlu TUBITAK 1003 Oncelikli Alanlar Ar-Ge Projeleri
Destekleme Programi kapsaminda desteklenmistir.
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ABSTRACT

GENE THERAPY APPROACHES FOR POLYMERIC MICELLAR
SYSTEMS

Ash KARA
Doctor of Philosophy, Department of Nanotechnology and Nanomedicine
Supervisor: Prof. Dr. imran VURAL

September, 2018, 210 Pages

Gene therapy is an effective treatment method that has received considerable attention
recently in the treatment of many genetic diseases. The success of gene therapy depends on
the development of an efficient carrier for the most safe and successful delivery of the
therapeutic gene to the target tissue or cell. Recently, non-viral carrier systems, particularly
polymeric systems based on cationic polymers, have received considerable attention in
biomedical applications. In this thesis we aimed to prepare an efficient nanocarrier system
with a novel biocompatible and biodegradable block copolymer synthesis for the
successful transfer of the therapeutic BikDD gene used in the apoptotic gene treatment of
breast cancer to the breast cancer cells. Also it is aimed to transfer this prepared carrier
system to the MCF-7 and MDA-MB-468 cancer cells with high efficiency and to evaluate
the in vitro cellular activity. In our study, cationic polymeric micelles which are among the
promising gene delivery agents, have been used because of the low size, biocompatibility,
high structural stability, long blood circulation time and adjustable amphiphilic properties.
The production and characterization of suitable micelle formulations have been made by
using PEtOx based block copolymers. In our thesis study, the biocompatible and
biodegradable PEtOx polymer was used to form the hydrophilic block of micelle
formulations and was proposed as a new alternative agent to the poly (ethylene glycol)
(PEG) polymer with stealth feature.The physicochemical properties of the micelles which
prepared by PEtOx-co-PEI-b-PEI cationic copolymer that contain a positive charge source
linear Poli (ethyleneimine) (PEI) obtained by two different ratio (30% and 60%) with the
partial hydrolysis of poly (2-ethyl-2-oxazoline) (PEtOx) were compared. In our study we
aimed to reduce the various disadvantages of linear PEI, such as toxicity, depending on the
production method of the block copolymer and the intense complex formation with DNA
by utilizing the positive charge of PEI.
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Micelle/gene complexes were prepared by condansing the therapeutic BikDD gene with
the micelles that prepared by block copolymers which contain the two different hydrolysis
degrees of PEI and these complexes were characterized by comparing their
characterizations, stability studies, in vitro cell viability assays, gene transfection
efficiencies, gene expression analyzes and BikDD gene-induced apoptotic death efficiency.
Among the micelles in these two different hydrolysis degrees, % 60 hydrolised micelles
caused highest apoptozis mediated cellular death as 40% in MCF-7 cells and low
cyototoxicity. In addition, when compared to PPP30 miceller systems, transfection
efficiency was found to be approximately 6-fold higher in MCF-7 cells. The results
showed that the efficiency of the micellar systems increased due to the increase in
hydrolysis degree.

All the obtained results within this thesis study showed that the new micellar systems
prepared with PEtOx based block copolymers are effective carrier systems with successful
results of apoptotic gene therapy in breast cancer. In particular, the PPP60 micelle / BikDD
gene formulation was identified as the most effective formulation with low size, narrow
polydispersity range, high positive charge, effective DNAse-I and serum stability, high
gene condensation capacity, bioavailability in living cells, high transfection efficiency,
intracellular expression and apoptosis inducing properties

In conclusion, it was the first study to prepare a novel non-viral gene carrier micellar
system from block copolymer containing PEI which synthesized by partial hydrolysis of
PEtOx and to investigate the therapeutic gene transfer for apoptotic gene therapy of cancer.
The obtained results have contributed to the literature in this respect.

Keywords: PEtOx, Polymeric micelles, Gene therapy, Non-viral vector, Breast cancer

This thesis has been supported by the support program of TUBITAK 1003 Priority Areas
R & D Projects with 213M728 project code.
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TESEKKUR

Tez ¢aligmalarimin her asamasinda derin bilgi, birikim ve tecriibelerini bana aktaran,
karsilastigim tiim sorunlarda ¢6ziim odakli olmam i¢in mitkemmel rehberligi ile bana yol
gosteren, bilimsel ¢aligmalarimi 6zgiirce gergeklestirmem igin her tiirlii imkan1 saglayan,
her daim destegini hissettigim, giiler yiizlii ve sonsuz sabirli, ¢ok kiymetli danigmanim
Sayin Prof. Dr. imran VURAL’a minnettarhinu ifade etmek isterim. Tez ¢alismalarim
stiresince deneylerimi gerceklestirebilmem icin her tiirlii olanagi saglayan Farmasotik
Teknoloji Anabilim Dali baskanlar1 Sn. Prof. Dr. Sema Calis ve Sn. Prof. Dr. Levent
Oner’e tesekkiirlerimi sunarim. Hiicre kiiltiir galismalarim sirasmda krymetli bilimsel bilgi,
deneyim ve degerlendirmelerini benimle paylasan, deneylerimin yiiriitiilebilmesi i¢in tiim
olanaklar1 saglayan ve yardimlarini esirgemeyen degerli hocam Sn. Prof. Dr. Giines
ESENDAGLI’ya ve ekibine tesekkiirlerimi sunarim.

Tez ¢alismalarim sirasinda her zaman destek ve katkilarmi hissettigim degerli hocalarim
Sn. Prof. Dr. Asuman BOZKIR ve Sn. Prof. Dr. Sibel BOZDAG PEHLIVAN’a tesekkiirii
bir bor¢ bilirim. Polimerlerin sentezi ve karakterizasyonunu gergeklestiren TUBITAK
MAM ekibinden Sn. Dr. Ozgiir YILMAZ, Sevgi Giilyiiz ve Umut Ugur OZKOSE’ye
katkilarindan dolay1 tesekkiir ederim. Genetik materyalin ¢ogaltimi sirasinda Yeditepe
Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik laboratuvarmnin kapisini bana agan, Sn. Prof. Dr.
Dilek TELCI’ye ve gen cogaltim calismalarinda bana yardim eden Zeynep Biisra
BOLAT’a tesekkiir ederim. Tez ¢alismalarimin jel goriintiilerini alabilmem i¢in destek
veren Sn. Dog. Dr. Ayse ERCAN’a ve Ars. Gor. Dr. Selin ONCUL e tesekkiir ederim.
Benim i¢in her zaman bir ekip arkadasindan ¢ok daha fazlasi olan sevgili arkadagim Naile
OZTURK e, sonsuz destegi ve dostlugu icin tesekkiir ederim. Bana kucak acan Farmasotik
Anabilim Dali kiymetli hocalarima ve arkadaslarima, bilgi paylasiminda bulundugumuz
Umut Can OZ’e tesekkiirlerimi sunarim. Maddi ve manevi desteklerini her zaman
hissettigim Corum’daki ailem ve dostlarim basta Bur¢in OZCELIK olmak iizere Bediha
AKMESE, Tuggce GOVER ve Gamze CAGATAY ’a tesekkiir ederim.

Tez c¢alismalarimi yiiriitmem icin 231M728 proje kodu ile maddi destek saglayan
TUBITAK ’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Son olarak, tiim hayatim boyunca varliklari ile her zaman gii¢lii olmami saglayan, kosulsuz
yanimda olan ve destekleyen canim aileme ve bu zorlu siirecteki en biiylik manevi
destegim, her tiirlii olumsuzluklarm tistesinden gelebilecegime beni inandiran sevgili esim,

hayat 15181m Yal¢in KARA’ya derin sevgi ve tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS
1.1.  Giris ve Amag

Son yillarda, sentetik polimerlerin ilag ve gen aktarim c¢alismalarinda biyomateryal olarak
kullanilmasi, istenilen fiziksel, kimyasal ve biyolojik o6zellikte formiilasyonlarin
gelistirilmesini  saglamast agisindan olduk¢a 6nem kazanmistir. Bu polimerler ile
hazirlanan formiilasyonlarin islevsellestirilmesi ve biyouyumluluk gibi avantajli 6zellikleri
cesitli hastaliklarin tedavisinde ¢igir agici tedavi yontemlerinin gelistirilmesine neden
olmustur. Ozellikle 21. yiizyilda, kanser gibi genetik hastaliklarin zorlu tedavisinde,
geleneksel tedavi yontemlerinin basari seviyelerinin diisiikk olmasi, gen tedavisine 6nemli

Olctide dikkat ¢ekilmesini saglamstir.

Gen tedavisinde asilmasi gereken temel zorluk, terapotik genin etkin bir tasiyict sistem ile
hedef bolgeye aktarilmasi ve o bolgede yiiksek verim ile ekspresyonunun saglanmasidir.
Bu amacg i¢in gelistirilen pek ¢ok viral ve viral olmayan gen aktarim vektorleri bulunmakla
birlikte, yiiksek transfeksiyon etkinliklerine ragmen viral vektorlerin gen aktarim
caligmalarinda kullanimi, toksisite ve giivenilirlik problemleri nedeniyle kisithdir. Bu
nedenle, polimer tabanli tasiyict sistemlere dayali viral olmayan gen tasiyic1 vektorlerin
klinik uygulamalardaki basaris1 ve avantajlari, bu sistemleri olduk¢a popiiler hale
getirmistir. Polimerik tasiyici sistemler arasinda yer alan polimerik miseller, 6zellikle
diisik boyutlar,, pasif hedeflendirme yetenekleri ve optimum formiilasyonlarin
hazirlanmasina bagli yiiksek yapisal stabilitelerinden dolay1 gen tastyict vektorler olarak

oldukga giivenli ve umut verici bir yaklasim sunmaktadirlar.

Tez ¢calismamizda, biyomedikal uygulamalar1 agisindan Polietilen glikol (PEG) polimerine
alternatif olarak sunulan PEtOx polimeri ile klinik ¢alismalarda kullanilabilecek ideal yeni
bir miseller tastyici sistemin gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu kapsamda, meme kanserinin
apoptotik tedavisinde kullanilan terapotik bir gen olan BikDD genini tasiyan etkin,
islevsel, biyouyumlu ve biyopargalanir ABD Gida ve ilag Dairesi onayli Poli (2-etil-2-
oksazolin) (PEtOx) tabanli viral olmayan gen tasiyict sistemlerin gelistirilmesi
amacglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, miseller terapotik gen ile yiiksek stabilitede
kompleks edilmis ve BikDD geninin aktarim etkinliginin arttirilmasi amaciyla yapiya
katyonik Polietilenimin (PEI) polimeri katilmistir. Ancak katyonik PEI’nin bilinen yiiksek
sitotoksisitesi nedeniyle, tez calismamizda, PEtOx’un kismi hidrolizi ile iki farkli hidroliz

yiizdesinde PEI igceren (Poli 2-etil-2-oksazolin-ko-Polietilenimin-b/ok-Poli e-kaprolakton)



(PEtOx-ko-PEI-b-PCL) blok kopolimerleri ile misel formiilasyonlarinin hazirlanmasi,
polimerin hiicresel toksisitesinin azaltilmasi ve terapotik genin etkinliginin arttirilmasi
hedeflerimiz  arasindadir.  Gelistirilen bu yeni misel/BikDD gen kompleks
formiilasyonlarinin MCF-7 ve MDA-MB-468 olmak tizere iki farkli meme kanseri hiicre
hattinda in vitro hiicresel biyouyumluluklari, transfeksiyon etkinlikleri, gen ekspresyonlar1
ve apoptoz kaynakli 6liim etkinlikleri arastirilmistir. Elde edilen sonuglar gelistirdigimiz
yeni miseller sistemlerin, terapotik geni yiiksek yapisal stabilite ile meme kanseri
hiicrelerine basarili bir sekilde aktarabilen ideal vektorler oldugunu ortaya koymustur.
Ayrica, tez caligmamizda ideal boyutlariyla gelistirilen miseller sistemlerin pasif
hedeflendirme ile dahi meme kanserinin gen tedavisinde etkin bir sekilde rol alabilecegini
g6z Oniine sermis olup, klinik ¢alismalarda PEtOx polimerinin altin standart PEG’in
goriinmezlik gibi tstiin ozelliklerine rakip olarak kullanilabilecegi bilgisini literatiire

kazandirmis olmaktayiz.
1.2. Meme Kanseri

Kanser, konak ve cevresel faktorlerin ¢esitli etkilesimleri ile meydana gelen ve genomda
degisikliklere neden olan karmasik, c¢ok faktorlii bir hastaliktir. Kanserin onemli
ozellikleri, biiytime sinyallerinde kontrolsiizliik, anti-bliylime sinyallerine duyarsizlik, doku
istilasi, metastaz yetenegi, smnirsiz c¢ogalma potansiyeli, kesintisiz anjiyogenez ve
apoptozdan kagmadir [1,2]. Kanser, diinya c¢apinda Oliimiin o6nde gelen Onemli
nedenlerinden biri olup 2015 yilinda 8,8 milyon kanser vakasi nedeniyle oliim
gerceklesmistir. 2012-2022 yillar1 arasinda bu oranm 14 milyonu bulmasi beklenmektedir.
Diinya ¢apinda, 2030 yilina kadar her yil 23,6 milyon yeni kanser vakas1 ongoriilmektedir
[3]. Meme kanseri ise diinya ¢apinda yaygin goriilen ancak kanser Oliimiiniin besinci
nedeni olup, yiiksek mortalite ile gelismis ve gelismekte olan iilkelerde, kadinlarda ilk
sirada ve en sik goriilen kanser tiirtidiir. Meme kanserine yakalanan kadinlarin ¢oguna ileri
bir evrede hastalik teshisi konulmakta olup, 1970’lerin baginda teshisi konanlarin bes yillik
sag kalim oranlar1 yalnizca %53 civarmdadir. Meme kanserinin klinik yonetimi son 30
yilda 6nemli 6l¢tide iyilesmis olup, kadnlarin neredeyse % 87’si tant kondugunda en az 5
yil hayatta kalabilmektedir [4]. Meme kanseri, tiimoriin reseptdr durumuna ve Ostrojen
reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR) ve insan epidermal biiylime faktorii reseptor-2
(HER2) gibi c¢esitli hedeflenebilir reseptorlere baglh olarak tedavi edilmektedir. Meme
tiimorlerinin biiylik bir kisminda standart tedavilere direncli metastaz ve ila¢ direnci

gelismekte olup, hastaligin daha agresif alt tiplerinden biri olan ti¢lii negatif meme kanseri



icin halen iyi hedeflenmis bir tedavi mevcut degildir [5, 6]. Ayrica, primer meme kanseri
oldukea tedavi edilebilir iken (Evre I / II meme kanseri tanis1 konulan kadmnlarm % 80-
99°u 5 yila kadar hayatta kalmaktadir) [7] metastatik meme kanseri i¢in su anda etkin bir

tedavi mevcut degildir.

Meme kanserinin ilerlemesini kontrol altina almak ve tedavi etmek igin, cerrahi,
radyoterapi, kemoterapi, endokrin terapi ve hedeflenmis terapi olmak {izere birden fazla
yontem kullanilmaktadir. Cerrahi, lokorejyonel meme kanserinin operasyonu i¢in
uygundur. Radyoterapi ya da sistemik terapilerin (6rnegin, kemoterapi, endokrin terapi ve
hedeflenmis terapi) se¢imi, bireylerdeki hastaligin seyrine bagldir. Cerrahiden sonra kalan
kanser hiicreleri, lokal tekrarlama riskini azaltmak i¢in radyoterapi ile oldirtilebilir [8,9].
Modern tani araclarinin ve daha gelismis adjuvan sistemik tedavilerin uygulanmasi ile
erken evre meme kanseri tedavisinde 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir [10, 11]. Fakat ne
yazik ki, metastatik meme kanserli hastalarin tedavisinde iyilesme orani oldukga duisiiktiir.
Bu nedenle, ileri derecedeki meme kanserinin tedavisi i¢in alternatif ya da tamamlayict
tedavilere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunlar arasinda, gen tedavisinin meme kanserinde etkili
bir tedavi yontemi oldugu belirtilmektedir. Kanser hiicrelerine, genetik hatalar1 diizelterek
malignant fenotipi tersine ¢evrilebilecek, anormal sinyali bloke edebilecek ya da spesifik
olarak kanser hiicrelerinin 6liimiinii indiikleyecek terapétik bir gen aktarilabilir [11]. Meme
kanserinin gen tedavisindeki klinik etkinligini degerlendirmek i¢in pek ¢ok klinik ¢aligma
yapilmigtir [12,13]. Meme kanseri doniistimii ve ilerlemesinin altinda yatan molekiiler
mekanizmalarin artan anlayisiyla ve terapotik genler ve gen tasiyicilardaki muazzam
gelismeler ile meme kanseri i¢in bir dizi yeni formiilasyon gelistirilmistir. Ancak, farkl
hastaliklar ve kanser modelleri i¢in ¢ok yeni onaylanmis gen tedavi liriinleri bulunmakla
birlikte, meme kanserinin tedavisi icin klinik olarak ABD Gida ve Ilag¢ Dairesi tarafindan

heniiz onaylanmis herhangi bir gen tedavi ilac1 yoktur.
1.3.Gen Tedavisi

Gen tedavisi kisaca, terapotik bir etki olusturmak i¢in hasarli hiicrelere genetik materyalin
aktarimmi ifade etmektedir [14]. Modern tiptaki devrim olarak tanimlanan gen tedavisi,
mutasyona ugramis bir geni saglam kopyasi ile degistirmek, mutasyonlu bir genin islevini
inaktif etmek, istenmeyen bir gen ifadesini susturmak, kayip bir geni yerine koymak ya da
hastalikla savagsmaya yardim edecek yeni bir terapotik geni hedef hiicrelerin niikleuslarina
ya da dokularma aktarmak icin kullanilan bir tekniktir. Gen tedavisi, kanser basta olmak

tizere, hemofili, hiperkolesterolemi, diyabet, koroner kalp hastaliklar1 ve enfeksiyon
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hastaliklar1 (AIDS) gibi genetik hasarlara bagli kalitsal ya da sonradan kazanilan
hastaliklarin tedavisinde umut vaat eden bir tedavi seklidir. 2017 yil1 verilerine gore gen
tedavisi uygulamalar1 arasinda %65 oranla kanser tedavisine yonelik klinik aragtirmalar
buyiik bir yer teskil etmektedir (Sekil 1.1). Bu agilardan incelendiginde gen tedavisi,
ozellikle genetik ve tedaviye direngli hastaliklarin tedavisi i¢in umut verici bir yaklagimdir.
Yan etki riski olusturmadan yiiksek bir terapotik doz ile lokal olarak uygulanabilmesi
nedeniyle geleneksel tedavi sekillerine gore ustiinlik tasimaktadir. Ayrica, gen
tedavilerinin ¢ogu tek sefer uygulanabilir olup, uzun vadede maliyet agisindan etkili

olabilirler [ 14—16].

Kanser hastaliklar: %65(n=1688)
@ Monojenik hastahklar %11,1 (n=287)
@ Enfeksiyon hastahklan %7 (n=182)
@ Kardiyovaskiiler hastaliklar %06,9 (n=180)
)y Norolojik hastahklar %1.8 (n=47)
@ Okiiler hastahiklar %1,3 (n=34)
Enflamatuvar hastaliklar %0,6 (n=15)
© Diger hastahklar %2,2 (n=58)
® Gen isaretleme %1,9 (n=50)
Saghkh goniilliiler %2,2 (n=56)

Sekil 1. 1. 2017 verilerine gore gen tedavisi klinik denemelerine ait endikasyonlar [13]

1.4. Gen Tedavisinin Tarih¢esi

Gen tedavi sistemi, terapotik bir gen ve bu gen ile kompleks hale getirilen ve geni kanser
hiicrelerine tastyan, hiicre i¢ine aktaran biyolojik veya sentetik bir vektorden olusur. Gen
aktariminin, protein sentezinden sorumlu 6nemli genlerin degistirilmesi ya da iiretiminin
arttirilmasina neden olarak sayisiz tedavi edilemez ya da tedavi edilmesi zor olan genetik
ve kazanilmigs hastaliklarin tedavisi icin muazzam bir potansiyele sahip olduguna

inanilmaktadir [17].

1970’1li yillarin baslarinda rekombinant DNA teknolojisinin gelisimi ile gen tedavisi
calismalar1 6nem kazanmis ve gen tedavisi ile ilgili ¢alismalarin klinik sonuglar1 ilk olarak
1990 yilinda alimmustir. French Anderson ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilen bu
caligma insan lizerinde yapilan resmi onayli, ilk gen tedavisi niteligini tasimakta olup,
Adenozin deaminaz (ADA) eksikligi bulunan iki hastanin retroviriis iliskili gen tedavisine
dayanmaktadir [18]. 1992 yilinda ise DC-Chol/DOPE katyonik lipozomlarm kullanima ile

ilk gen tedavi denemesi yapilmistir [19]. Tedavide bagisiklik sisteminin normal ¢aligmasi
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icin 6nemli bir enzim tiretiminden sorumlu genin aktarmmi ile umut verici sonuglar elde
edilmis ve ardindan 500°den fazla protokol uygulanmistir. 2002 yilinda SCID (Ciddi
kombine immiin yetmezlik bozuklugu) hastaliginin tedavisi ilk basarili gen tedavisi olarak
tarihe gegmistir. Molekiiler biyolojideki gelismeler ile 2003 yilindaki Insan Genom
Projesi’nin tamamlanmasi, hastaliga neden olan ¢ok sayida genin kimligi hakkinda 6nemli

bilgiler saglamistir.

2003 yilinda Cin’de halihazirda bas ve boyun skuaméz hiicreli karsinom i¢in Gendicine ve
bas-boyun ve 6zofagusun skuaméz hiicreli karsinom i¢in Oncorine kanser gen tedavi
ilaglar1 piyasaya sunulmustur [2]. Bu gen {iiriinii, adenoviral bir vektor ile p53 geninden
olusmakta olup, tiimor hiicrelerine aktarimi ile hastaligin ge¢ fazindaki goniilliilerin iigte
ikisinde tam gerileme saglamistir. Gendicine™’i ilging yapan sey, klinik kullanim i¢in
onaylanan ilk gen tedavi iiriinii olmasidir. Ikinci gen tedavi iiriinii ise yine Cin Shangai
Sunway Biotech tarafindan gelistirilen Cin Ilag ve Gida Dairesi tarafindan piyasaya
cikmast onaylanan Oncorine™’dir. 2012 yilinda Avrupa’da ailesel lipoprotein lipaz
yetersizligi (LPLD) tanis1 konan yetiskin hastalarin tedavisi i¢in ilk gen tedavi {iriinii
Glybera® (alipogene tiparvovec) onaylanmistir. Ancak su an talep eksikligi nedeniyle
UniQure firmasi, Avrupa’daki pazarlama ruhsatinin yenilenmesini stirdiirmeyecegini
aciklamigtir. 2016 yilinda ADA-SCID tedavisi i¢in Avrupa Birligi Ajansi tarafindan ilk ex-
vivo kok hiicre gen tedavi tirtinti Strimvelis™ (GlaxoSmithKline) onaylanmistir. Novartis
tarafindan gelistirilen Tisagenlecleucel (Kymriah™) ilk kimerik antijen reseptorii T hiicresi
(CAR-T hiicresi) tedavi iiriinii Agustos 2017 yilinda ABD Ila¢ ve Gida Dairesi tarafindan
akut lenfoblastik l6semi tedavisi i¢in onaylanmistir. Sonrasinda Ekim 2017°de CAR-T
uygulamasi ile B-hiicre lenfoma tedavisi i¢in Yescarte™ (axicabtagene ciloleucel) ABD
Ila¢ ve Gida Dairesi tarafindan onaylanmistir. Yine CAR-T uygulamast ile Aralik 2017°de
ABD lla¢ ve Gida Dairesi tarafindan Luxturna™ (voretigene neparvovec-rzyl) Retinal
distrofi (bialelik RPE65 mutasyonu) tedavisi i¢in onaylanmistir [20]. Bunlar disinda,
tedavide kullanim i¢in ABD ilag ve Gida Dairesi tarafindan onay alan diger gen ilaglari
arasinda ilk sitomegolaviriis retinitli AIDS hastalarinda intravitreal enjeksiyonla uygulanan
ilk antisens oligoniikleotid tedavisi Vitravene (ABD, 1998), ve Tiirkiye ila¢ piyasasinda da
bulunan aptamer tabanli PEGlenmis Anti-VEGF tek zincirli niikleik asit ile anti-anjiojenik

tedavide kullanilan Macugen (ABD, 2004)’dir [21].

Istatistiklere gére 1989 ve 2017 yillar1 arasmnda, diinya ¢apmda gen tedavisi ile ilgili

tamamlanmis, devam etmekte ve onaylanmis olan toplam 2,597 klinik c¢aligma



belirtilmistir. 1990 yilindaki ilk gen tedavisinden sonra, klinik ¢alismalarin sayisi zamanla
artmig olup 1999°da bir zirve yapmis (117 deneme), 2008’de 120 deneme, 2009 ile 2012
arasinda daha az sayida deneme gerceklesmis ve 2012°den bu yana klinik denemelerin
sayis1 onemli 6l¢tide artmustir. 2015 yilinda ise klinik ¢aligmalar 169 deneme ile en yiiksek

seviyeye ulagmustir. 2017 Kasim ay1 verilerine gore ise 132 adet klinik deneme yapilmustir
[13] (Sekil 1.2).

nmeyen

Sekil 1. 2. 1989-2017 yillar1 arasinda diinya ¢apinda onaylanmis gen tedavi klinik
denemelerinin sayisi [13] (2017 Kasim ayinda giincellenmis sonuglara gore)
Denemelerin %56,8°1 Faz 1, % 20,9’u Faz I/ II ve % 17,1’1 Faz Il asamasindadir, Faz II /

III, IIT ve IV’deki gen tedavi ¢aligmalari, denemelerin sadece % 5’ini olusturmaktadir
(Sekil 1.3).

Faz I 956.8 (n=176)

Faz III %20,9 (n=544)
Faz II1%:17,1 (n=445)
Faz ILIII %61 (n=25)

Faz ITI 963,8 (n=98)

Faz IV 260,1 (n=3)

Tek bir konu 90,2 (n=6)

(2 X X I

Sekil 1. 3. Gen tedavi klinik denemelerin fazlar1 [13]



Tiim bu veriler gen tedavisinin klinik uygulamadaki yiikselen basarisini ortaya koymakta
olup, basarili bir gen tedavisi i¢in uygun yaklagimlarin gelistirilmesi onemlidir. Gen
tedavisindeki en 6nemli konu, terapdtik bir geni hedef hiicre ya da dokulara giivenilir ve

etkili tastyabilen tastyici sistemlerin gelistirilmesidir.
1.5.Gen Tedavisi Yaklasimlar

Gen tedavisindeki yaklagimlar esey hiicre tedavisi ve somatik hiicre tedavisi olmak tizere
hedef doku bakimindan ve ex vivo ve in vivo gen tedavisi olmak {lizere uygulama sekli

bakimindan 2’ye ayrilmaktadir.
1.5.1. Esey Hiicre Tedavisi

Bu tedavi yontemi, yumurta ve sperm gibi esey hiicrelerine fonksiyonel bir genin integre
edilmesini ifade etmektedir. Genetik bozukluk ve kalitsal hastaliklarin tedavisinde olduk¢a
etkili bir tedavi sekli oldugu diistiniilmektedir. Kalitsal bir degisiklige yol a¢tigindan
nesiller boyunca aktarimi s6z konusudur fakat pek ¢ok iilkede etik nedenlerden dolay1

insan tizerinde uygulanmasi yasaklanmistir.
1.5.2. Somatik Hiicre Tedavisi

Bu tedavi yonteminde ise, fonksiyonel genler hastanin somatik hiicrelerine aktarilmaktadir
bu nedenle, nesillere aktarim s6z konusu degildir. Somatik hiicre tedavisi uygulama sekli

bakimindan ex vivo ve in vivo gen tedavisi olmak tizere 2’ye ayrilmaktadir.
1.5.2.1.Ex vivo Gen Tedavisi

Hasarli dokudan alman hiicreler laboratuvar ortaminda ¢ogaltilir ve bir vektor araciligiyla
saglikli genler bu hiicrelere transfer edilir. Tedavi edildigi diistiniilen geni almig hiicreler
secilerek cogaltilir ve hastaya tekrar verilir (Sekil 1.4). Hastanin kendi hiicrelerinin tekrar
hastaya verilmesine dayali bir yontem oldugundan immiinolojik bir etki goriilmemektedir

[17].
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Sekil 1. 4. Ex vivo gen tedavi yaklagimi [22]

1.5.2.2. In vivo Gen Tedavisi

In vivo gen tedavisinde, terapotik gen bir vektor aracihigi ile dogrudan kana verilerek

hastanin hiicre ya da dokularina aktarim hedeflenmektedir [17] (Sekil 1.5).
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Sekil 1. 5. In vivo gen tedavi yaklagimi [22]

1.6. Meme Kanserinde Gen Tedavisi Yaklasimlar

Meme kanserinin gen tedavisi i¢in, gen aktarim vektorlerinin kullanildigi farkl klinik
yaklagimlar mevcuttur. Bunlar onkogen aktivitesinin baskilanmasi, apoptozun
indiiklenmesi, anti-anjiojenik gen tedavisi, immiinoterapi, antisens ve RNA interferans

(RNAI1) tabanli stratejiler ve 0n ilag aktivasyon / intihar gen tedavisini kapsamaktadir.



1.6.1. Onkogen Aktivitesinin Baskilanmasi

Onkogenler tiimor hiicrelerinin biiytimesini indiikleyen, metastaz yeteneklerini arttiran ve
apoptozu engelleyen spesifik gen gruplaridir. Meme kanserinin temel nedenlerinden biri de
onkogenlerin asir1 ekspresyonuna bagli olarak tiimor olusumunun gerceklesmesidir.
Anormal onkogen ifadesinin baskilanmasi, timor biiylimesinin baskilanmasina neden
olmaktadir. Meme kanserinde SV40 biiyiik T antijeni, HER-2/neu promotorii, C-myc
protoonkogenleri, Bcl-2, Bel-xL, EpCAM, PTK7, Nup88 ve hipoksi indiiklenebilir faktor
la olmak iizere ¢cok sayida onkogen teshis edilmistir. Ozellikle meme kanserinde yogun
olarak c¢alisilan protoonkogen erbB-2’ye ilgi duyulmaktadirr. Insan meme kanseri
hiicrelerinde HER-2 (neu) onkogeninin ekspresyonu adenoviriis tip 5 E1A geni ile inhibe
edilmistir. Adenoviriis tip 5 E1A geni konak hiicrelerde eksprese edilen transkripsiyonel
bir faktorii kodlayan ilk viral gen {iriiniidiir ve meme ile yumurtalik kanserinin dendritik
hiicre (DC)-Chol katyonik lipozom (DCC-E1A) ile gen tedavisine yonelik bir faz I
calismasi bulunmaktadir [8, 11, 23].

1.6.2. Tiimor Baskilayic1 Genler

Tumor baskilayict genler tiimor hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasimi engelleyen proteinleri
kodlamakla gorevlidir. Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar ve ekspresyonlarin
baskilanmas1 veya genlerin sessizlestirilmesi, tlimor olusumu ve metastaza neden
olmaktadir. Meme kanserinde, p16, p27, p21, P53, miR34a, let-7a miRNA, Rb, miR-145,
BRCA-1, BRCA-2, Rb, mda7 ve dekorin gibi tiimor baskilayici genlerin mutasyonlar1
veya kayiplar1 gozlenmistir. Bunlar arasinda p53 ve BRCA-1 geni meme kanseri
tedavisinde siklikla ¢alisilan tiimor baskilayici genlerdir. Bu genler farkli mekanizmalar ile
tiimor baskilanmasma neden olabilmektedir. Ornegin, meme kanseri hiicre hatlarinda

BRCAI1 ekspresyonu, apoptozu indiikleyerek tiimorii baskilamaktadir [8, 11, 23].
1.6.3. intihar Gen Tedavisi

Intihar gen tedavisi, toksin gen tedavisi ve enzim aktive edici 6n ilag tedavisi olmak iizere
2 strateji ile etki gostermektedir. Toksin gen tedavisi, hiicre i¢in toksik olan molekiillerin
eksprese edilmesine yol acan genlerin transfeksiyonudur. Enzim aktive edici 6n ilag
tedavisi ise spesifik on ilaglar1 secici olarak aktive edebilen enzimleri eksprese eden
genlerin transfeksiyonunu ifade eder. Memeli hiicrelerine sistemik olarak uygulanan toksik
olmayan On ilaglar, toksin genlerin eksprese ettigi spesifik enzimler ile hiicre i¢inde toksik

metabolitlere dontiserek tiimor hiicrelerini 6ldiirmektedir. Bu tedaviye en iyi iki ornek,



timidinkinaz (TK) ve sitozindeaminazdir (CD), bu enzimler sirasiyla gansiklovir ve 5-
florositozini toksik ilag formlarina doniistiiriir. Bugiine kadar, meme kanserinin tedavisi
icin 2 klinik calisma belirtilmistir. Bunlardan ilki, ErbB-2’ye yonelik intihar geni
ekspresyonuna ait ilk faz I klinik ¢alismasidir. Ikinci klinik ¢alisma ise, MetXia-P450 nin
dogrudan ileri meme kanseri ya da melanoma kanserine yonelik tiimor i¢i enjeksiyonudur

[2, 24].

1.6.4. Antisens Teknoloji

Antisens teknoloji tiimorojeniteye neden olan genlerin ekspresyonunu spesifik olarak
inhibe edebilen antisens oligoniikleotit adi verilen kisa tek zincirli DNA (ssDNA)
molekiillerin kullanimi ifade eden bir stratejidir [25]. Bu strateji, transkripsiyon
inhibisyonu, RNAz aracili mRNA parcalanmasi ya da translasyonun engellenmesi gibi
mekanizmalar1 kullanmaktadir. Meme kanserinde c-myc, c-erbB-2, metilentetrahirofolat
rediiktaz (MTHFR), p21, protein Kinaz c-alfa (PKC-a), Bcl-2 gibi onkogenlerin antisens
molekiiller ile inhibisyonu bagarili bir sekilde gergeklestirilmistir. Gliniimiizde, LY900003
ad1 verilen bir antisens oligoniikleotit ile PKC-a geninin spesifik olarak bloke edilmesine
dair (Affinitak, ISIS-3521, Eli Lilly and Company, Indianapolis, IN) halen klinik

calismalar devam etmektedir [11].

1.6.5. RNA interferans (RNAi) Teknolojisi

RNA interferans, transkripsiyon sonrasi sentezlenen mRNA dizisine homolog 21-23
niikleotitlik kisa bir RNA (siRNA) dizisi kullanilarak hatali genin sessizlestirilmesine
dayanan bir yontemdir. Meme kanserinin tedavisinde c-myc geninin RNAi ile
sessizlestirilmesi sonucu MCF-7 meme tiimor hiicrelerinin yok edildigi ortaya
konulmustur. Baska bir ¢alismada anti-HER2/neu siRNA ile enfekte edilen hiicrelerin

cogalmasi baskilanmis, artan apoptozis ile azalan tiimor biiylimesi elde edilmistir [11].

1.6.6. Tiimor Kaynakh Anjiyogenezin inhibe Edilmesi

Anjiogenez tiimdr biiylimesi ve metastazi ile iliski oldugundan, anjiogenez inhibitorlerinin
tedavi amacglh kullanimi ile tiimor biiytimesi baskilanmaktadir. Endostatin ve anjiostatin
onemli anjiogenez inhibitorlerinden olup, bu anti-anjiogenik genleri kodlayan plazmidler
ile kompleks edilmis lipozomlarin meme tiimor hiicrelerini baskiladigi ortaya konulmustur
[26]. Bunlar disinda anjiogenez faktér genlerinin antisense diziler ile ekspresyonun
susturulmas1 ve onkogen aktivitesinin E1A geni ile engellenmesi ile anjiogenez

baskilanmasi ve tiimor biiylimesinin inhibe edilmesine dair ¢aligmalar bulunmaktadir [11].
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1.6.7. Immiinoterapi

Immiinoterapi farkli yaklasimlar ile tiimor hiicrelerinin yok edilmesine dayanmaktadir. Bu
stratejiler arasinda, interlokin IL—4, IL-12, IL-18, IL-23, IL-2 ve INF-a gibi sitokinler ile
tiimor hiicrelerinin savunma hiicrelerine duyarli hale getirilmesi, tiimore spesifik antijen
genlerinin ag1 olarak timor hiicrelerine aktarilmasi, monoklonal ya da poliklonal antikorlar
ile tedavi ve imminostimiilator molekiilleri kodlayan genlerin tiim6r hiicrelerine

aktarilmas1 bulunmaktadir [27].

1.6.8. Proapoptotik Gen Tedavisi

Apoptoz ya da programlanmis hiicre 6limii, embriyonik gelisim ve patolojik bir olguda
doku homeostazisini korumak i¢in hiicrelerin kendi kendilerini yikimlarmi aktive ettigi
fizyolojik bir siirectir. Kanser hiicreleri bu siiregten kagmmak suretiyle hayatta kalmay1
basarmaktadir. Meme kanseri tedavisinde apoptoza dayali tedavi yontemleri oncelikli
sirada yer almakta olup, apoptoz sinyallerinde meydana gelen bozukluklar pek ¢ok kanser
hiicrelerinde oldugu gibi meme kanserinde de tiimoér baslamasi ve ilerlemesinden
sorumludur [27,28]. Dolayis1 ile meme kanserinin gen tedavisinde klasik tiimér baskilayici
genlerin yan1 sira apoptozu tesvik eden proapoptotik genlerin (proapoptotik Bcl-2 ailesi
proteinleri, kaspazlar ve Oliim sinyali reseptorleri ve ligand sistem yolaklari)
ekspresyonunun arttirilmasi, kanser hiicrelerinin apoptozunu indiikleyebilir veya onlar1

terapotik ajanlara duyarl hale getirebilir [23].

1.6.8.1. Bcl-2 Ailesi

Bcl-2 ailesi proteinleri, kaspaz aktivasyonunu indiikleyici olarak 6nemli bir role sahip,
apoptozun baglica diizenleyici anahtarlaridir. Bcl-2 ailesi baglica apoptozu tesvik eden
proapoptotik ve apoptozu engelleyen antiapoptotik liyeler olmak {izere birbiri ile zit iglev
goren iki gruptan olusmaktadwr. Bad, Bax, Bik, Bid, Bcl-XS, Bim, Puma ve Noxa,
proapoptotik tiyeler olup, antiapoptotik iiyeler ise Bcl-2, Bel-XL ve Mcll’i icermektedir.
Bunlar arasinda Bcl-2, apoptozu inhibe ederek islev goren ilk onkogendir. Antiapoptotik
Bcl-2 ve Bcel-XL proteinlerinin over-ekspresyonunun meme kanserinde onemli bir rol

oynadig ifade edilmektedir [28—-30].

Apoptoz mekanizmasi bazi hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyaller ile tetiklenen, instrinsik (i¢sel,
mitokondriyal) ve ekstrinsik (digsal) olmak tizere iki yolla meydana gelmektedir. Hiicre i¢i
sinyaller DNA hasari, onkogen aktivasyonu, hiicre dongiisiiniin kontrol edilememesi ve
hipoksi olup intrinsik apoptoz yolagmi aktive ederken, biiylime ve tireme faktorlerinin

yetersizligi, 6liim reseptorleri-ligand sistemleri (FAS-FAS ligand, timor nekroz faktorleri,
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TRAIL) aktivasyonu, toksin, UV, kemoterapétik ilaglar ve radyasyon gibi hiicre dist
sinyaller ise ekstrinsik apoptoz yolagmi aktive etmektedir. Her iki sinyal yolaginda da
kaspazlar aktif rol almaktadir. Instrinsik yolda, DNA hasar1 gibi ¢esitli hiicre i¢i sinyalleri
ile apoptotik uyar1 alindiktan sonra proapoptotik bir protein olan Bid, antiapoptotik bir
protein olan Bcl-2’yi inaktif eder ve Bax-Bak proapoptotik proteinlerini aktiflestirir.
Aktiflesen Bak ve Bax proteinleri mitokondri membranina tagmmarak membranda por
olusumunu indiikler. Mitokondri membraninda olusan porlardan sitozole salinan sitokrom-
c, APAF-I (Apoptotik proteaz aktiflestiren faktor), API (apoptoz indiikleyici faktor) ve
ATP bir araya gelerek apoptozom kompleksini olusturur. Apoptozom, sitozolde Kaspaz-
9’u keserek aktiflestirir ve Kaspaz-3 aktiflesmesi ile devam eden bir kaspaz zincirini
tetiklemis olur. CAD (Kaspaz aktiflestirici DNaz) aktiflesmesini takiben DNA
pargalanmasi ile apoptoz gergeklestirilir. Ekstrinsik yol ise, FAS, tiimor nekroz faktor-a ve
TRAIL gibi 6liim sinyallerinin hiicre ytizeyindeki 6liim reseptorlerine baglanmasi ile
kaspaz yolagmi aktive eden ve apoptoza yol acan prokaspaz-8 ile birlikte DISC (6lim
indiikleyici kompleks)’i olusturmasina dayanir. Kompleks olusumu sonrasi aktiflesen

kaspaz-8, kaspaz-3 ve CAD siireci ile apoptoz meydana gelir [30, 31].

Calismamizda Bcl-2 ailesi genlerinden BikDD’nin meme kanseri iizerindeki apoptotik

etkisi incelendiginden asagida bu gene ait detayl bilgiler verilmistir.

1.6.8.1.1. BikDD Geni

Bcl-2 ailesinin bir tiyesi olan proapoptotik Bik geni, son zamanlarda apoptozun énemli bir
baslaticis1 ve tiimor baskilayict bir gen olarak kabul edilmektedir. Bik geninin bulundugu
22q kromozomu iizerindeki alel kaybmin insan meme ve kolorektal kanserlerinin
gelisiminde rol oynadigimi ortaya konulmustur. Bik geni 18-kDa’luk Bik proteinini
kodlamakta olup, hiicre i¢i sinyaller ile apoptotik uyar1 alindiktan sonra, mitokondriye
taginarak, Bcl-2 ve Bcl-XL antiapoptotik proteinlerine baglanir [33]. Bu baglanma
proapoptotik aktiviteler i¢in kritik bir rolii bulunan BH-3 bolgesi ile gerceklestirilmektedir.
Proapoptotik tiyelerin BH-3 bolgeleri, antiapoptotik proteinlerin BH-3 bolgeleri ile
dimerize olarak apoptozu indiikklemektedir. Bcl-2 ve Bcl-XL proteinleri saglikli hiicrelerde
Bax ve Bak proteinlerine baglanarak bu proteinlerin mitokondriyal membranda por
acmasini ve apoptozu engellemektedir. Hiicre i¢i apoptoz sinyali geldiginde Bik proteini,
Bcl-2 ve Bcel-XL proteinlerine baglanarak Bax ve Bak proteinlerinin serbest kalmasini
saglamakta ve bu proteinler mitokondriyal membranda porlar1 olusturmak suretiyle

apoptotik komplekslerin salimmasini saglamaktadir. Bik, ayn1 zamanda, baz1 kemoterapotik
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ajanlar tarafindan indiiklenen apoptozise karsi tiimor hiicrelerini hassaslastirmaktadir.
Intravendz enjeksiyon ile aktarilan Bik lipopleksin insan meme kanseri timér hiicrelerinin

gelismesi ve metastazini inhibe ettigi gosterilmistir [32, 33].

Li ve arkadaslar1 tarafindan kesfedilen BikDD, Bik’in mutant formu olup, Bik proteinin
yapisal olarak fosforile edilmis aktif formunu taklit etmek {izere threonin 33 ve serin 35
aminoasitlerinin aspartik aside mutasyonu ile olusturulmustur [35]. Bu mutant formun
yabanil-tip Bik’e gore in vitro’da daha yiikksek apoptotik aktivite ve hayvan modelinde 2
kat daha yiiksek antitiimor aktivite sergiledigi gosterilmistir [34, 35]. Yabanil tip Bik ile
kiyaslandiginda BikDD’nin antiapoptotik proteinlere ¢ok daha yiiksek bir aktivite ile
baglandig1 tespit edilmistir. Ayrica terapotik bir gen olan bu Bik mutanti, yabanil tip Bik’e
gore pankreas [37], meme [35, 37], akciger [38, 39], karaciger [41] ve prostat kanseri [42]
hiicrelerinde apoptozu arttirict ve hiicre proliferasyonunu Onleyici olarak gen tedavi

uygulamalarinda daha etkili bulunmustur.

Proapoptotik Bik ¢iplak (nude) farelerdeki ortotopik tiimér dokularinda oldugu gibi, MCF-
7, MDA-MB-231, MDA-MB-435 ve MDA-MB—-468 olmak tizere 4 farkli in vitro meme

kanseri hiicre hatlarinda apoptozisi 6nemli 6l¢tide indiiklemistir [36].

1.7. Gen Tedavisinde Engeller

Basarili bir gen aktarimi, segilen vektoriin spesifik bir hiicreyi hedefleme, hiicreye girme
ve yeterli gen ekspresyonu elde etme yetenegine baghdir. Bu siireci gii¢ kilan viral ve viral
olmayan vektorler tarafindan asilmasi gereken cesitli engeller bulunmaktadir (Sekil 1.6).
Oncelikle vektor, 6zellikle intravendz ve intramiiskiiler olarak uygulandiginda niikleazlar
ve immiin sistemi i¢eren hiicre dis1 etkenlerden kacarak spesifik bir hiicreyi hedeflemeli ve
retikiiloendotelyal sistem tarafindan yakalanmadan kagmalidir. Sonrasinda vektor, hiicreler
tarafindan alinarak plazma membranin1 gegmeli ve/veya endozomdan kagmali ve niikleusa
giden yolda yogun hiicre iskelet ag1 icinden gegebilmelidir. Cekirdek zar1 son bir engel
teskil eder, clinkii DNA transkribe edilmek {izere c¢ekirdege girmelidir. DNA aktarmu
mRNA aktarimina gore daha zordur, ¢linkii mRNA’nin translasyonu sitoplazmada
gerceklesirken, plazmit DNA’nin transkripsiyonu i¢in ¢ekirdege transfer edilmesi
gerekmektedir. Virtisler genetik materyali tasima ve yayilmaya devam etme gibi hedef
hiicrelere girmek i¢in c¢esitli mekanizmalar gelistirirken, viral olmayan sistemler bu
dogustan gelen mekanizmalardan yoksundurlar. Sonug¢ olarak, bu vektorlerin etkinligini
arttrmak i¢cin bu bariyerlerin asilmasi ve karakterizasyonuna yonelik bircok calisma

yapilmigtir [42—45].
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Sekil 1. 6. Gen tasima engelleri (I) Terapotik genleri paketleme; (II) hiicre igine giris; (I11)
endo-lizozomal yolaktan kacis; (IV) DNA/vektor salimi; (V) sitoplazma araciligiyla
cekirdek i¢ine yolculuk; (VI) gen ekspresyonunun etkin hale gelmesi [47]

Hiicre i¢i ve hiicre disindaki engeller asilmadan 6nce genetik materyalin paketlenmesi,

hiicre icerisine aktarimda 6nem tasimaktadir.
1.7.1. Gen Paketleme

Terapotik genin paketlenebilmesi birkag¢ yol ile olmakla birlikte, genin paketlenmesinde
gorev alan tagiyici sistemin asagida siralanan bazi 6zellikleri tagimasi 6nem tagimaktadir.

Ideal bir gen tastyic1 sistem;

(1) Anyonik hiicre yiizeyi ile etkilesiminin gerceklesebilmesi i¢in, DNA’nin negatif yiiklii

fosfat omurgasini notralize edebilmeli

(2) Yiiksek boyutlu DNA’y1 hiicre i¢ine alabilmek i¢in diisiik boyutu ile DNA’y1 kondanse
edebilmeli (yani, reseptor aracili endositoz i¢in nanometre, makropinositoz veya

fagositoz i¢in mikrometre 6lgeginde olmali)
(3) DNA’y1 hem hiicre dis1 hem de hiicre i¢i niikleaz degredasyonundan koruyabilmeli
(4) Yuksek transfeksiyon etkinligi ile spesifik bir dokuyu hedefleyebilmeli
(5) DNA’y1 etkili ve gilivenli bir bigimde niikleus igerisine tasiyabilmeli

(6) Stabil olmali, hiicre icerisinde herhangi bir toksik etki ya da immiinolojik yanit

olusturmamali

(7)Yiksek transfeksiyon i¢in yeterli bir tamponlama kapasitesine sahip olmali ve kanda

minimum diizeyde agregasyona yol agmalidir [47, 48].
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Ne yazik ki, su anda kullanilan gen aktarim vektorlerinin higbiri bu kriterlerin tiimiini
yerine getirememektedir. Bir vektoriin lokal aktarimi hepatik klerensi onlediginden ve
daha az yan etki ve spesifik bolgeye aktarim sagladigindan, diisiikk dozlarla sinirli bir
ekspresyon sergilemekte ancak kesin bir etki alani ile sonu¢lanmaktadir. Bunun tersine,
vektoriin sistemik uygulamasi genis bir ekspresyon ile sonu¢lanmaktadir. Sonug olarak,
vektorler ve uygulama yontemleri transfeksiyon etkinligini arttrmanm yani sira,
hedeflenen aktarima ulasmak i¢in de bazi modifikasyonlar1 gerektirmektedir. Bu
gereksinimleri karsilamak i¢in arastirmacilar elektrostatik etkilesim, enkapsiilasyon ve

adsorpsiyon olmak {izere ii¢ ayr1 gen paketleme stratejisi ortaya koymustur [47](Sekil 1.7).

Niikleik asitlerin pozitif yiiklii tasiyici sistemler ile elektrostatik etkilesimi, adsorpsiyonu
ya da enkapsiilasyonu, niikleik asidin yiikiinii azaltir ve nanoboyut araliginda partikiiller

olusmasina neden olur.
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Sekil 1. 7. Gen paketleme yontemleri [47]

Elektrostatik etkilesimde, DNA’nin anyonik yapisi, katyonik yapidaki polimerik
vektorler ile elektrostatik olarak kompleks olusumu saglamaktadir. Bu komplekslesmenin
gerceklestirilmesi igin  Poli (L-Lizin) (PLL), poly(propylenimine) (PPI), Poli(2-
(dimetilamino)etil-methacrylate) (PDMAEMA), Dallanmis ve diiz Polietilenimin (PEI),
Poli L-ornitin, poliamidoamin (PAMAM) dendrimerler ve kitosan gibi c¢esitli
polikatyonlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunlar in vivo ve in vitro uygulamalar i¢in en uygun
ve en sik kullanilan polikatyonlardir. Ttim bu polimer yapilarinin en az bir bolgesinde notr
pH’ta protonlanmig amin grubu bulunmaktadir, boylece bu polimerler DNA ile
elektrostatik olarak baglanarak polipleks ad1 verilen kendiliginden diizenlenen kompleksler

olusturmaktadir. Uygun bir Amin(Azot):Fosfat (N:P) yiikk oraninda, polimer niikleaz
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degradasyonundan sterik koruma saglarken, DNA’y1 hiicresel alim i¢in uyumlu boyutlarda

kondanse edebilir [46, 49].

Pozitif yukli tastyict kisimlarin varligi, bu DNA paketleme yonteminin temelini olustursa
da, polikatyonlar yiiksek katyonik yiikii nedeniyle yiiksek sitotoksisite sergilemektedir.
Ayrica, elektrostatik yiik, DNA paketlenmesi ve DNA’nin korunmasina elverisli olmasina
ragmen, polipleks hedef bolgeye ulastiktan sonra DNA salimida zorluklara yol agabilir.
Bu gibi nedenlerle, arastirmacilar poli (B-aminoester), (PBAE), poli (a- 4-aminobutil) -L-
glikolik asit (PAGA), poli (4-hidroksi-L-prolin ester) (PHP), poly(orthoester) gibi hem
biyopargalanabilir polikatyonlarin kullanimi hem de enkapsiilasyon ve adsorbsiyon gibi

alternatif DNA paketleme yontemleri gelistirmistir [47].

Enkapsiilasyon, biyoparcalanabilen kiiresel yapilar i¢cine DNA’nin hapsedilmesine
dayanmaktadir. Polimer omurgasi boyunca var olan ester baglari, bu polimerlerin
(poliesterler) tiimiiniin, viicuttan daha kolay temizlenebilir ve daha kisa oligomerik ve
monomerik bilesenlere hidrolitik olarak parcalanabilmesine neden olmaktadwr [51].
Polikatyonik karsiliklarina benzer olarak, DN A-enkapsiile eden bu ajanlar inkorpore edilen
genleri enzimatik degradasyondan korumaktadir. Bu paketleme yonteminin smirlamalari,
organik ¢oziiciilerle temas, asir1 sicaklik nedeniyle genetik madde tasiyicisinin degrade
olmasi, diisiik enkapsiilasyon etkinligi, diisik pH mikrogevresinde poliesterin hidroliz
edilmesiyle DNA’nin degrade olmasi ve polimerden diisiik salim nedeniyle diisiik DNA
biyoyararlanimidir [47].

Adsorbsiyon, enkapsiilasyon yonteminin smnirlamalarindan dolayi, DNA paketlenmesine
alternatif olarak adsorbsiyon yontemleri gelistirilmistir. DNA adsorpsiyonu, yukarida
bahsedilen iki yaklagimin birlesimini temsil eder; ¢iinkii katyonik kisimlar (6rnegin
katyonik ylizey aktif maddeler, PDMAEMA, PEI), DNA’nin elektrostatik olarak
baglandig1 biyolojik olarak parcalanabilen nanopartikiillerin yiizeyine adsorbe veya
konjuge edilmesini ifade etmektedir [47]. Bu yaklagimin yarari, enkapsiilasyondan
kaynakli zorluklar1 onlemek ve hizli salim ile biyoyararlanimi arttirmaktir. Bununla
birlikte, niikleik asitlerin yiizeyde bulunmasi onlar1 enzimatik parcalanmaya kars1 duyarl
hale getirebilir, ancak bu, kullanilan polikatyon tipi ve adsorbe edilmis DNA ile elde edilen

elektrostatik etkilesimin derecesi ile azaltilabilir.

Polimer kimyasinin bu ¢ok yonliiliigli, vektoriin gen tasmmasinda karsilastigi engellerin

istesinden gelmek icin polimere ¢esitli fizikokimyasal ozellikler kazandirmak iizere
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islevsellestirilmesine, kopolimerlestirilmesine veya yapisal olarak modifiye edilmesine izin

vermektedir [47].

1.7.2. Hiicre Dis1 Engeller

Viral-olmayan bir vektor, in vivo uygulama yolu ne olursa olsun (inhalasyon, kas ici
enjeksiyon, gavaj, intravendz gibi) hiicre dis1 c¢evre ile kacinilmaz bir sekilde temasa
girmektedir. Hiicre dis1 ¢cevrede, vektoriin hedef bolgeye varmadan uzaklastirilmasina ve
yikimma neden olabilecek birden ¢ok faktér vardir. Intravendz olarak verilen ¢iplak
DNA’nin serum i¢inde, DNA’nin topoformuna bagh olarak 1,2 ile 21 dakika araliginda
cok kisa bir yar1 dmre sahip oldugu gosterilmistir. Bunun plazmada hem endo hem de
ekzoniikleaz aktivitesinin bir sonucu olduguna inanilmaktadir [51, 52]. DNA’y1 niikleaz
aktivitesinden korumak i¢in kullanilan stratejiler, plazmit enkapsiilasyonu ve DOTAP:
DOPE gibi katyonik lipitlerin kullanimidir. Buna ek olarak, PEG’lenmis yapilarin
kullanimi ile vektorlerin yarilanma omriiniin biiyiik 6lgiide uzatildigr gosterilmistir [53—
55]. Vektor sadece niikleazlardan kagmakla kalmayip, hiicre digindaki serum proteinleri ve
hiicrelerden de etkilenmemelidir. Serum, viral olmayan vektorler ile etkilesebilen cesitli
proteinler icermektedir [57]. Bu durum vektoriin biyolojik aktivitesini inhibe etmekte veya
parcalanmas1 ve/veya uzaklastirmasina neden olmaktadir. Negatif yiiklii serum proteinleri,
katyonik yapilar ile etkileserek ve agregasyonlara neden olarak retikiilendotelyal sistem
tarafindan vektoriin dolasimdan hizlica uzaklastirilmasina yol agmaktadwr. Serum
proteinlerinin yani sira kan hiicreleri de sahip olduklari negatif ylizey yiikiinden dolay1
intravenéz aktarim sonucu birka¢ dakika icerisinde katyonik vektorler ile etkilesime
girmektedir [52]. Bu durum transfeksiyon verimliligini azaltmakta ve karaciger, dalak
yoluyla vektoriin uzaklastirilmasini tesvik etmektedir. Hiicre dis1 engellerden bir digeri ise
immiin sistem aktivasyonudur. Immiin sistem aktivasyonu 6zellikle viral sistemler ile
iligkili iken bazi viral olmayan sistemlerin de immiin cevabi indiikledigi gosterilmistir.
Ornegin, intravendz olarak enjekte edilen katyonik lipopleksler serum igerisine TNFo ve
IFN’nin salimimi igeren inflamatuvar bir cevap olusturabilir. Son olarak, viral olmayan
vektorlerin PEGilasyonu, bazi hiicre dis1 engellerden kagilmasinda kullanilan yaygin bir
tekniktir, ancak anti-PEG IgM iretiminin tetiklenmesi, vektoriin tekrarlanan
uygulamalarinda sorun olusturmaktadir. Bu gibi nedenlerden dolayi, spesifik hastalik
terapotikleri i¢in uygun viral olmayan vektoriin se¢ilmesine ¢ok dikkat edilmeli ve 6zen

gosterilmelidir [52].
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1.7.3. Plazma Membrani

Basarili bir transfeksiyon, vektoriin ilgilenilen hiicreye girme kabiliyetine dayanmaktadir
bu durumda plazma membran1 6nemli bir engel teskil etmektedir. Ciplak DNA, tasiyict
ajanin olmadig1 durumlarda, hem DNA’nin hem de hiicre ylizeyinin yiiksek negatif yiik
yogunlugu nedeniyle plazma zari ile etkili bir sekilde iliski kuramaz. Polikatyonlar,
DNA’nin negatif yiikiinii noétralize ederek plazma membrani ile iligkiyi arttirir. Bu
elektrostatik iliski, biiyiikk oranda hiicre ylizeyindeki heparin siilfat proteoglikanlar
tarafindan tasiyici sistemin endositoz ile hiicreye alimini arttirmaktadir. Ayrica hiicresel
alimi arttirmak i¢in kimyasal konjugasyon ya da elektrostatik adsorpsiyon ile katyonik
tastyicilarin  hiicreye 6zgli hedeflendirmesi yapilabilmektedir [51,53]. Bu yaklagimda
spesifik hiicre ¢esidi ve hiicre yiizeyinde eksprese edilen reseptorler etkin rol
oynamaktadir. Tagiyic1 sistemlerin hiicre igerisine alinmasinda fagositoz, makropinositoz,
klatrin-iligkili endositoz, kaveol-iligkili endositoz, klatrin/kaveol bagimsiz endositoz gibi
pek ¢ok yol bulunmaktadir. DNA kompleksinin aliminda tasiyict ¢esidi, tagiyict boyutu,
yiizey yiikii, membran kompozisyonu ve hiicre ¢esidi 6nem tagimaktadir [53, 57, 58].
Ayrica, Morille ve arkadaglari, endositik vezikiil buylkligi ve vezikiil olusum
mekanizmasinin da hiicre igerisine tastyict sistemlerin alimmda etkili oldugunu

belirtmiglerdir [60].

Katyonik tastyicilarin hiicre igerisine alimi1 oncelikli olarak glikoprotein, proteoglikan ve
gliserofosfatlar tarafindan olusturan negatif yiiklii plazma membrani ile klatrin ve/veya
kaveol iliskili endositik mekanizma ile ger¢ceklesmektedir. Hiicre membraninda yer alan bu
yiiksek negatif yiiklii proteoglikanlarmm mekanizmalar1 net olarak bilinmemekle birlikte,
membranin genel negatif yiikiinden sorumlu olup pek ¢ok hedeflendirilmemis pozitif ytiklii
gen tagtyict sistemlerin endositik olarak alinmasinda 6nemli bir role sahiptir [47]. Hiicre
yiizeyindeki proteoglikanlarin hiicre c¢esidine gore dagilim farklhiliklar1 gen tasiyict
sistemlerin farkli oranlarda hiicre igerisine alimmda etkili rol oynamaktadir. Plazma
membrani {izerinde bulunan reseptor aracilt alim da klatrin iligkili endositoz ile olmaktadir.
Fagositoz ya da makropinositoz ise makromolekiillerin sindirilmesi i¢in graniilosit ve

makrofajlarin tercih ettikleri yoldur [58, 59] (Sekil 1.8).
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1.7.4. Endo-Lizozomal Kacis

Endositoz ile hiicre sitoplazmasina alim gerceklesmisse, dogrudan endositik kompartmana
taginan vezikiil icerisindeki gen tasiyici vektor hiicre igerisindeki membran ylizeyine geri
dontis, asidik keseciklere (lizozom, fagozom gibi) veya hiicre igerisindeki bir organele
(golgi gibi) iletim gibi birka¢ yonlendirmeye maruz kalir. DNA’nin lizozomda enzimatik
parc¢alanmasini 6nlemek i¢in endozomdan salimi gen tedavisinin 6nemli engellerindendir.
Endozomal kagis i¢in membran fiizyonu, proton-siinger etkisi (primer, sekonder, tersiyer
aminler, imidazol gruplar1 gibi protonlanabilir aminler) ve pH duyarl fiizojenik peptidler
(KALA gibi) ve gozenek olusturucu peptidlerin yapiya eklenmesi gibi cesitli
mekanizmalara ihtiyag duyulmaktadir. Ozellikle protonlanabilir amin igeren PEI ve
PAMAM gibi polimerlerden olusan tasiyici sistemin katyonik yiik yogunlugu tamponlama
kapasitesiyle endozom igerisindeki pH’nin 6’dan 5’e¢ diismesine bagli olarak, endozom
icerisine proton akisina ve buna baglh olarak endozomun parg¢alanmasima yol agmaktadir

[46, 51, 57].

1.7.5. DNA’nin Sitozolik Tasinmasi

Sitozole salinan tasiyici sistem, niikleazlar ve hiicre iskeletini teskil eden mikrotiibiil, ara
filamentler ve mikrofilamentler ile gevirili yogun bir ag igerisinde kalir. Ozellikle giplak
DNA’nin sitozolde 50 ile 90 dakikalik bir yar1 Omiir ile niikleazlar tarafindan
pargalandigma dair literatiir verileri bulunmaktadir. Bu durum endozomdan kacis sirasinda
kompleksten ayrilmasi gerektigine inanilan ¢iplak DNA ve DNA komlekslerinin niikleusa

tasinmasinda biliylik bir sorun olusturmaktadir. Niikleazlarm yani sira sitoplazmanin
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yogunlugu, DNA’nin boyutu hiicre iskeletinin oOrgli yapis1 ve ¢apraz bagli aktin

filamentlerin var olusu DNA’nin hareketini azaltmaktadir [60, 61].

Yapilan bir ¢calismada 85 nm boyutunda, 250 bp’den biiyiik ¢iplak DNA’nin sitolazmadaki
difiizyonunun ciddi sekilde engellendigi gosterilmistir [47]. Bu nedenle, 150-200 nm
boyutundaki bir kompleksin sitozolde serbest diflizyonu miimkiin olmamaktadir.
Endozomdan salinan DNA’nin niikleusa yakinligi da diflizyonda 6nem olusturmaktadir.
Cinkii DNA’nin sitozolde aktif tasima ile taginmasma dair herhangi bir veri
bulunmamaktadir. Genel anlamda kompleksin ya da tek bagina DNA’nin sitozoldeki kalig
stiresini azaltmak ve niikleusa taginmasmi kolaylastirmak icin ¢esitli dogal endojen

sitozolik faktorler ve iligkili yolaklar arastirilmaktadir [52].

1.7.6. Niikleusa Giris

DNA ile vektor ayrimmin gergeklestigi hiicresel kisim ile ilgili heniiz net bir sonug elde
edilemese de, etkili bir gen ekspresyonu icin DNA’nin vektérden ayrimi gerekli bir
kriterdir. Dikkat edilmesi gereken nokta ise, niikleus igerisinde meydana gelen
DNA/vektor ayrimimnin ekspresyonu arttirdigi ve sitozoldeki niikleaz enzimleri ile
minimum temasa neden oldugu ile ilgilidir. DNA’nin transfeksiyonu niikleusta
gerceklestiginden niikleus igerisinde vektor ile DNA’nin ayrilmis olmasi ya da olmamasi
onemli olmaksizin genetik materyalin niikleusa ulagtirilmasi1 gerekmektedir. Sitozol ya da
hiicre ¢ekirdeginde, DNA ile vektor birbirinden ayrildiktan sonra, niikleusa ulagan genlerin
kopyalanmasi ve translasyonunun gerceklestirilmesi gerekmektedir. Bu baglamda niikleus
zar1 karsilasilan engellerin sonuncusudur. Yapilan calismalar hiicre c¢esidine, DNA
miktarina ve tayin yontemine bagli olarak niikleusa %1 ile %10 civarinda plazmit

transfekte edildigini ortaya koymustur [51, 53, 62].

Genin niikleusa aktarilmasinda birka¢ mekanizma bulunmakla birlikte en sik karsilasilani,
hiicre boliinmesi sirasinda niikleus zarmin ortadan kalkmasiyla gergeklesen aktarimdir [53,
63]. Hiicre boliinmesinin ger¢eklesmedigi durumlarda aktarim ¢ok yavas ve disiik olup,
aktarimi artirmak icin spesifik DNA dizilerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Diger bir yaklagim
ise, yaklasik 9 nm ve altindaki molekiillerin niikleus zari tizerindeki porlardan pasif
difiizyonudur. Bu porlardan biiyiik molekiillerin gecisine izin verilmemektedir [65]. Bu
nedenle, ¢iplak DNA ve DNA/vektor komplekslerinin niikleusa girisini kolaylastirmak i¢in
niiklear lokalizasyon sinyalleri gibi peptit dizilerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu niikleer

lokalizasyon sinyalleri, 26 nm’den daha diisiik boyuttaki DNA/vektor kompleksi veya
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¢iplak DNA’nin niikleus zar1 tizerindeki porlardan aktif taginmasmna yardimci olan

sitozolik proteinlere baglanmasina neden olarak alimi arttir [65, 66].

Etkin bir gen aktarimi yapmak icin tiim bu engelleri gecerek niikleusa ulasan niikleik
asitlerin 6ncelikle mRNA’ya transkripsiyonu ve sonrasinda ise sitozolde terapotik bir

proteine doniisimu gerekmektedir.

1.8. Gen Aktarim Yontemleri

Etkin bir gen tedavisinde ¢iplak DNA’nimn sahip oldugu yiiksek boyut ve hidrofilik dogas1
geregi tek basina aktarimi bahsedilen hiire disi ve hiicre i¢i engellerden dolay1
kisitlanmaktadir. Ciplak DNA’nin tiimor hiicrelerine dogrudan enjeksiyonu etkili sonuglar
vermesine ragmen, sistemik dolasimda hizli uzaklastirilmast uygun gen aktarim
yontemlerinin ve gen tastyici sistemlerin kullanilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir [67,
68]. Bu baglamda genetik materyalin hedef doku ve hiicrelere ulastirilmasinda viral ve
viral olmayan vektorler kullanilmaktadir. Viral olmayan gen aktarim yontemlerinde
sentetik bir tastyic1 (lipozom veya nanopartikiil) kullanilirken, adindan da anlasilacagi
tizere, viral vektorler biyolojik vektorlere (virtisler gibi) dayanmaktadir. Her vektor sahip
oldugu farkl 6zellikleri nedeniyle, farkl terapotik amaglar i¢in kullanilmaktadir. Ornegin,
genin ekspresyon siiresi, transdiiksiyon verimi ve giivenlik profilleri vektoriin seciminde
onem teskil etmektedir. Ayrica gen aktarimindaki onemli nokta, tasarlanan vektor/DNA
kompleksinin farkli hiicre hatlariyla etkilesim mekanizmasina bagli olarak hiicre i¢cine alim
ve hiicredeki transfeksiyon etkinliginin farkli olmasidir. Giintimiizde, in vivo gen transferi
icin tiim gen tasima yontemleri arasinda en etkili olanin viral vektorler oldugu ifade

edilmektedir [2, 69].

1.8.1. Viral Vektorler

Biyolojik tastyici sistemler arasinda bulunan klinikte kullanimi en yaygin viral vektorler,
adenovirisler, lentiviriisler, retroviriisler (insan immiin yetmezlik virtisi (HIV)), Herpes
simplex viriisler (HSV) ve adeno baglantili virtisler (AAV)’dir. Bu vektorler, genomlarini
(transgeni) konak genomuna birlestirilen (retroviriisler ve lentiviral vektorler) ya da konak
genomu ile birlesmeden hiicre ¢ekirdeginde epizom olarak kalan vektorler (adenoviriisler,
AAV ve herpes simplex viriisler) olmak tizere 2 gruba ayrilirlar. Bunun yani sira viral
vektorler ekspresyon siireleri ve profilleri, transgen kapasitesi, ve immiinojenisiteleri
bakimindan da birbirlerinden farklilik sergilemektedir. Birlesmeyen viral vektorler gecgici
ekspresyona (birka¢ hafta icinde azalir), birlesen vektorler ise uzun vadeli ekspresyona

(aylardan, yillara kadar) neden olurlar. Retroviral vektorlerin bu birlesmesi, zaman zaman
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ekspresyon bolgelerinde gergeklestigi gozlenmistir (eklentili mutagenez). Boylece,
transgenin konak genomuna birlesimi, bu vektorlerin giivenligiyle ilgili endiseleri

arttirmaktadir [2, 68].

Adenovirtisler, bolinen ve bolinmeyen hiicreleri transfekte etme yetenegine sahip
vektorlerdir. Bu nedenle de gen tedavisinde yaygin olarak kullanilirlar. Yillardir klinik
uygulamalarda kullanimi nedeniyle, viriisiin biiyiik 6l¢eklerde ¢ogaltilmasi ve saflagtirmasi
icin uygun maliyetli yontemlerin gelistirilmis olmasi ve saflik, biitiinliik, yasayabilirlik,
enfeksiyozlikk, potens, stabilite, giivenlik, toksisite ve terapotik etkinligi belirlemek i¢in
yapilan testlerin iyi belirlenmis olmasi bu viriisleri avantajl hale getirmistir. Bu vektorler,
meme timor hiicrelerine 1A (E1A), p53, Bel-xL ve Fas gibi proapoptotik genler, anti-
ErbB2 gibi pek ¢ok terapotik geni tagimak igin kullanilmigtir [23].

Retroviriisler, RNA virtisleridir. Bir hiicreye girdikten sonra, retroviriis RNA’s1 ¢ift iplikli
lineer DNAya ters transkribe edilir ve sonra konak genomuna rastgele birlesir. Retroviral
DNA’nin konak genomuna birlesme kabiliyeti, kanser gen tedavisinin dezavantajidir,
clinkii terapotik genlerin normal hiicre genomlarina birlesmesi, konak¢t geni i¢in uzun
vadeli hasara neden olabilir. Bu nedenle, retroviriisler meme kanseri gen tedavisi i¢in

onerilmemektedir [23].

Adeno iligkili viriis ve herpes simpleks virtisii (HSV) gibi diger viral vektorler, kanser gen
tedavisinde, oncelikle ex vivo gen aktarimmda kullanilmaktadir. HSV virtisleri sahip
olduklar1 biiyiik genom nedeniyle 40 kb biiytikliigiinde DNA tasima kapasiteleri ile viral
tastyicilar arasinda en yliksek gen tasima kapasitesine sahip viriislerdir. Ancak terapdtik

kullanimlar1 belirti géstermeyen enfeksiyon 6zellikleri nedeniyle sinirhidir [71].

Adeno iliskili viriisler (AAV), replikasyon i¢in adenoviriislerden veya herpes viriislerinden
farkli olarak ekstra genlere ihtiya¢ duyan insan parvoviriisleridir. Bu vektorler konak
genomuna birlesen %90’1n lizerinde epizomal transgen ekspresyonu sergilerler. AAV’ler,
Adenovirtisler gibi bolinmeyen hiicreler de dahil olmak tizere c¢esitli hiicreleri
transdiiksiyona ugratma, uzun siireli gen ekspresyonu, diisiik toksisite ve minimum
inflamatuar yanit gibi avantajlar icermekle birlikte, cok miktarda {iretim zorlugu, yetersiz
gen ekspresyonu ve diisiik boyutlu (<4,5 kb) gen tasima kapasitesi gibi dezavantajlar
icermektedir [71].
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Lentivirtisler, konak genomuna birlesme yetenekleri ile cogalmayan hiicrelerde de
transfeksiyon sergilerler. Ancak konak genoma spesifik olmayan birlesimi ile onkogenlerin

transkripsiyonunu aktiflestirme potansiyeline sahiptir [17].

Viral vektorlerin yiiksek transfeksiyon etkinligine ragmen, yukarida sayilan dogal
immiinojenisite ve toksisite sergilemeleri, transgene birlesme riski, viral rekombinasyon,
vektoriin liretim ve tekrarlanan uygulamalardaki zorluklari, tasiyabilecekleri genetik
materyal boyutunun sinirlt olmasi ve kan dolasimindan hizli klerens (sistemik enjeksiyonu)
gibi genel giivenirlik problemleri klinik c¢aligmalarda kullanimmi smirlamistir. Bu
smirlamalarin iistesinden gelme ihtiyaci, alternatif tasiyicilarin gelisimini hizlandirmis ve

viral olmayan vektorler ile gen tedavi klinik ¢aligmalarma yonelmeyi artirmustir [72].

1.8.2. Viral Olmayan Vektorler

Viral olmayan gen aktarim yontemleri/vektorler, hedef hiicre genomuna kalic1 birlesme
gerceklestirmedikleri icin dusiik toksisite ve immiinojenisite sergileme, tiretim kolayligi,
biyobozunur 6zellikleri ve yiiksek tekrarli uygulanabilirlik gibi giivenilir 6zellikleri
nedeniyle son yillarda viral vektorlere alternatif olarak ortaya cikmistir. Ayrica viral
olmayan vektorler laboratuvar kosullarinda kisa siirede iiretilebilmekte ve ticari olarak
kolay elde edilebilmektedir. Bu vektorler, yiiksek saklama stabilitesine ve diisiik tiretim
maliyetine sahip olup, viral vektorlere gore daha biliyik DNA molekiilleri
tastyabilmektedir. Ancak transfeksiyon ve ekspresyon yetenekleri viral vektorlere gore

daha diisiik olup gecici gen ekspresyonu sergilerler [72-74].

1.8.3. Viral Olmayan Vektorler ile Gen Aktarim Yontemleri
Viral olmayan gen aktarim yontemleri kimyasal ve fiziksel gen aktarim yontemleri olmak

tizere 2’ye ayrilmaktadir [76].

1.8.3.1. Fiziksel Gen Aktarim Yontemleri

Viral olmayan fiziksel yontemlerin en basit formu c¢iplak DNA’nmn aktarmmidir.
Transfeksiyon ¢alismalarinin yaklasik %18’inde ¢iplak DNA tek basmna viral olmayan
vektor olarak kullanilmaktadir. Ciplak DNA kullanimi, disiik toksisite, kolay formiile
edilme, ucuz iiretim ve istenmeyen reaksiyonlara neden olmama gibi avantajli 6zelliklerine
ragmen, diisiik transfeksiyon etkinligi nedeniyle tercih edilmemektedir [2, 66]. Bu nedenle
gen tedavisi caligmalarinda yiiksek etkinlikte terapotik geni hedef bolgeye aktarabilmek,
DNA’y1 korumak ve hiicre membrani ile penetrasyonu artirmak i¢in viral olmayan

vektorler ile DNA’nin kompleks olusturmasi gerekmektedir [67].
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Gen taginmasinda ¢iplak DNA’nin aktarimi i¢in en yaygin kullanilan fiziksel yontemler,
gen tabancasi, elektroporasyon (elektrik alan), sonoporasyon (ultrason) ve hidrodinamik
(yiiksek basingli) tagimadir. Bu yontemler, plazma membrant boyunca hedef bolgeye

dogrudan DNA aktarimini kolaylastirmaktadir [76].

Gen tabancasi, yiiksek basingli helyum akimi ile hizlandirilmis plazmit DNA ile kaph
metal pargaciklarmn ilgilenilen bir dokuya bombardimanmni ifade etmektedir. Olusturulan
kuvvet DNA’nin dogrudan sitoplazmaya hatta niikleusa aktarimini saglar [69].
Elektroporasyon, hiicre membranint gegici olarak destabilize etmek suretiyle kisa siireli
(nanosaniye) yiikksek voltaj uygulanmasina dayanan bir yontemdir. Aktarim yapilacak
hiicre ve plazmit DNA’nm bulundugu siispansiyona kisa siirelerde uygulanan 2000-4000
V’luk elektrik akimi ile hiicre membraninda olugsan porlardan DNA’nm hiicreye gegisi
saglanmakta ve porlarin kapanmasi sonucu DNA’nin hiicre igerisine aktarimi

gerceklesmektedir [67].

Sonoporasyon yumusak dokularda yiiksek basar1 gosteren, derin bolgelere gen aktarim i¢in
uygulama zorlugu tastyan bir yontemdir. Yontem, ultrason kullanilarak akustik kavitasyon
ile hiicre permeabilitesini arttrmak ve hiicre membraninda olusturulan gegici porlardan
DNA’nin sitoplazmaya pasif diflizyonu ile aktarimina dayanmaktadir. Bu yontem ile elde
edilen biiyiik gelisme mikrobaloncuk ya da kontrast ajanlar ile kombine edilmesine bagh
olarak transfeksiyon etkinliginin arttirilmasidir. Bu mikrobaloncuklar ile klinikte kullanim
amaciyla ilk ticari tirtin Optison™ adi verilen DNA yiiklii albiimin mikrobaloncuklar

(Molecular Biosystems, San Diego, CA, USA) piyasaya stiriilmiistiir [77].

1.8.3.2. Kimyasal Gen Aktarim Yontemleri

Viral olmayan kimyasal gen aktarim vektorleri cogunlukla katyonik yapidaki lipit ve
polimerler olup negatif yiikli DNA ile elektrostatik etkilesim yoluyla kompleks olusumunu
saglayan sentetik vektorlerdir. Bu katyonik 6zellikleri nedeniyle DNA’nin negatif yiikiinii
baskilarken, kondansasyonunu arttirmakta, negatif yiiklii hiicre membranlarindan hiicre
icerisine gecisi saglamakta, kompleksi niikleaz degradasyonundan korumakta ve hiicresel
alimi arttrmaktadir [51, 59, 77]. Ayrica bu vektorler, spesifik olarak doku ya da hiicrelere
hedeflenebilir sekilde modifiye edilebilmekte ve boyutlar1 kolaylikla ayarlanabilecek
sekilde tasarlanabilmektedir. Gen aktarimmda Onemli olan nokta, vektor/DNA

kompleksinin biyouyumlulugu, hiicre toksisitesi ve uygulama yoludur [62].

Lipit ve polimerlerden olusan viral olmayan gen tasiyici sistemler genellikle 10-1000 nm

boyut araligindaki polimerik ve metalik nanopartikiiller, lipozomlar, polimerik miseller,
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nanojeller, nanokapsiiller, dendrimerler, karbon nanotiipler, nanokristaller ve kati lipit
nanopartikiilleri gibi pek ¢ok sistemi ifade etmektedir. Bu sistemler, kiiciik molekiillii
ilaglarm yani1 sira proteinler, peptidler, aptamerler, DNA ve kiigiik interfere RNA (siRNA)
gibi terapotik makromolekiillerin taginmasi i¢in aktif olarak kullanilmaktadir [78, 79]. Bu

sistemlerden baslicalar1 asagida verilmistir.

1.8.3.2.1. Lipit Tabanh Gen Tasiyic1 Sistemler

Katyonik lipitler gen tasima ¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir. Amfifilik yapidaki bu
katyonik lipitler, bir baglayict ile birbirine baglanan, pozitif yiiklii bir hidrofilik bas ve
hidrofobik bir kuyruktan olusurlar. Pozitif yiiklii gruplari nedeniyle, fizyolojik pH’da
DNA’nin negatif yiikli fosfat gruplari ile kompleks olustururlar. Bu lipitler tek basma
DNA tastyicist olarak kullanildigi gibi lipozom, nanopartikiil ve nanoemiilsiyonlarin
yapisina katilarak da gen tasiyici sistemler olarak kullanilabilirler. Lipozomlar genellikle
fosfolipidler gibi dogal katyonik lipitlerin dogrudan kullanildig1 formiilasyonlar olup
kiiresel sekilli nanotastyicilardir. Sulu ortamda hidrofobik gruplar sudan uzaklagma
egiliminden dolay1 i¢ kisimda toplanirken, hidrofilik bas kisimlar1 su ile etkileserek ¢ift
katmanli hiicre membranina benzer yapida lipozom formiilasyonlarini olustururlar. Gen
tagima ¢aligmalarinda, lipozom yapisindaki pozitif gruplar DNA’nin negatif yiiklii gruplar1
ile elektrostatik olarak etkileserek lipopleks ad1 verilen, boyutlari 50 nm’den mikrometreye
kadar degisen kompleksler olustururlar. DOTMA ve DOTAP gen tasima caligsmalarinda
siklikla kullanilan katyonik lipitlerdir. Gen aktarim ¢aligmalarinda katyonik lipitlere ek
olarak kullanilan dioleilfosfatidilethanolamin (DOPE) ya da kolesterol gibi yardimci
lipidler lipozomlarin faz ge¢isine neden olarak transfeksiyon etkinliklerini arttirmaktadir.
Lipidler hiicre membranina benzer yapilar oldugundan immiinojenite riskleri ya yoktur ya

da ¢ok diisiiktiir [66, 77].

1.8.3.2.2. Polimer Tabanh Gen Tasiyic1 Sistemler

Sentetik ve dogal yapidaki katyonik polimerler yapilarinda bulunan amin gruplari ile
DNA’da bulunan negatif yiiklii fosfat gruplar1 arasindaki elektrostatik etkilesim nedeniyle
polipleks ad1 verilen siki paketlenmis stabil kompleksleri olustururlar. Bu sayede katyonik
polimer/DNA komplekslerinin pozitif yiikii, negatif yiikli membranlar ile etkilesimi
saglamakta, siki paketlenmeye bagli olarak meydana gelen diisiik boyut (<200 nm)
hiicresel engellerden gecisi kolaylastirmakta, endositoz ile hiicresel alim1 ve transfeksiyon

etkinligini arttirmaktadir [ 14, 80, 81].
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Gen tedavisi i¢in kullanilan pek ¢ok farkli katyonik polimer bulunmaktadir. Bunlar
polietilenimin (PEI), poli(L-lizin)(PLL), poliamidoamin (PAMAM) ve polipropilamin
dendrimerler, poli (L-histidin)-graft-poli(L-lizin), kitosan, katyonik dekstran, katyonik
peptidler ve jelatindir [77, 82, 83]. Lipit tabanl sistemlere kiyasla katyonik polimerler,
yiikksek boyutlu DNA’nin siki paketlenmesi ile oldukca diisiikk boyutlu elde edilmesi,
saklama stabilitesi, hedeflenebilirlik, biiyiikk miktarlarda kolay tiretim, niikleaz
degradasyonundan koruma, diisiik konak immiin cevap ve toksisite gibi ozellikleri
nedeniyle cok daha avantajhidir. Ayrica, diisik boyutlar1 ve ayarlanabilir fizikokimyasal
ozellikleri nedeniyle, kanda kalis siireleri ve yiiksek hiicresel alimlar1 son zamanlarda
katyonik polimerleri daha ¢ekici hale getirmistir [56, 69, 77, 84]. Bu 6zelliklerin yani sira,
pozitif yiiklii poliplekslere hedefleyici yapilar ve ¢esitli salim mekanizmalarinin eklenmesi

ile akilli polimerik partikiilleri olusturucu tasarim degisiklikleri yapilabilir [86].

Katyonik polimerler arasinda yer alan Polietilenimin (PEI) yiiksek yiik yogunlugu
nedeniyle (her 3.atomu protonlanabilen azot atomuna sahip) niikleik asit taginmasi i¢in
yaygin olarak kullanilan katyonik polimerlerden biridir ve viral olmayan gen tasiyict
vektorler olarak siklikla kullanilmaktadir [15]. Tez ¢alismamiz kapsaminda, Poli(2-etil-2-
oksazolin) polimerinin kismi hidrolizi ile sentezlenen PEI katyonik polimeri kullanilarak
miseller sistemler hazirlandigindan dolay1 asagida PEI polimeri hakkinda detayl bilgilere

yer verilmistir.

Polietilenimin (PEI)

IIk olarak Boussif ve arkadaslari tarafindan 1995 yilinda rapor edilmis olan PEI, o
zamandan itibaren stiin transfeksiyon yetenegi nedeniyle gen tasima ¢aligmalarinda altin
standart olarak kabul edilmistir [87]. PEIL, dallanmis ve lineer (diiz) olmak tizere iki farkl
yapida olup, yapidaki yiiksek amin varligmin neden oldugu yiiksek katyonik yiik
yogunlugu, plazmit DNA ve oligoniikleotidler ile basarili bir sekilde kompleks
olusturmasini saglamaktadir [88] (Sekil 1.9).

Diiz ve dallanmis yapidaki PED’in sentez yontemleri farklilik teskil etmektedir. Diiz PEI,
diistik sicaklikta 2-siibstitii-2-oksazolin monomerinin katyonik polimerizasyonu, poli(2-
etil-2-oksazolin) (PEtOx) ya da poli (2-metil-2-oksazolin) gibi poli (2-alkil-2-
oksazolin)(PAOx) lerin asidik ya da bazik hidrolizi ile sentezlenirken, dallanmis PEI,
yiiksek sicaklikta aziridin monomerinin asit katalizli halka-agma polimerizasyonu ile

sentezlenmektedir [78].
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Sekil 1. 9. Dallanmig ve diiz PEI kimyasal yapis1 [47]

Diiz PEI omurgasinda bulunan ikincil aminler ve dallanmis PEI omurgasinda 1:1:1°e yakin
oranda bulunan birincil, ikincil ve tigiinctil aminler, endositozdan sonra polimerin endozom
icerisinde diisiik pH’da protonlanmaya ugramasina neden olur. Protonlanmayi takiben,
beraberinde kloriir iyonlar1 da endozom igerisine ATPaz aracilig ile aktif tasinir. Boylece,
endozom igerisinde artan osmotik basing, endozomun sismesi ve yirtilmasiyla, PEI/DNA
komplekslerinin sitozole salinmasma ve DNA’nin lizozomal degradasyondan korunmasina
neden olur. Bu etkiye proton siinger etkisi denilmektedir. PEI'nin yiiksek transfeksiyon
etkinligi, yiiksek katyonik yiik yogunlugu ve bu proton siingeri olarak ifade edilen 6zelligi
ile iligkilidir [86, 88].

Gen aktarim c¢aligmalarinda genellikle uygun fizikokimyasal ozellikleri, stabiliteleri,
sitotoksisite ozelliklerinin yani1 swra in vitro ve in vivo’da yliksek gen transfeksiyonu
sergiledikleri i¢in dallanmis 25 kDa ve diiz 22 kDa ya da 25 kDa PEI’ler, yeni viral
olmayan gen aktarim vektorlerinin etkinliklerinin karsilagtirilmasi ve degerlendirilmesi i¢in
referans olarak kullanilmaktadir [90]. PEI’lerin gen transfeksiyon etkinlikleri mevcut viral
olmayan gen vektorlerinin bircogundan iistiin olmasmma ragmen, in vivo ve in vitro
calismalarda kullammlarindaki en biiyiik zorluk sitotoksisitedir. Ozellikle, molekiiler
agirlik, dallanma derecesi, ¢6zeltinin iyon kuvveti, zeta potansiyel ve partikiil buytikligi
gibi bircok faktér PEI’nin etkinligini ve sitotoksisitesini etkilediginden dolayi, diistik
molekiiler agirlikli diiz PEI’lerin diisiik yiik yogunlugu ve dallanma tagimamasi nedeniyle
diistik toksisite ve diisiik transfeksiyon etkinligi sergiledigi belirtilmistir. Yiiksek molekiiler
agirlik ve dallanmis PEI tasidigi yiiksek pozitif yik yogunlugu nedeniyle yiiksek
transfeksiyon etkinligi ile birlikte yliksek toksisiteye neden olmakta ve negatif yiiklii
plazma membrani yiizeyinde biiyiik agregatlar olusturarak nekroza yol agmaktadir. Ayni
zamanda kan serum bilesenleri ile spesifik olmayan etkilesimleri, RES tarafindan

komplekslerin sistemden kolaylikla uzaklagtirilmasina neden olmaktadir. PEI’nin
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biyobozunur olmayisi, uzun siireli toksisiteyi arttirmakla birlikte, viicutta birikim nedeniyle
smirli renal klerense yol agmakta ve in vivo uygulamalarda kullanimini azaltmaktadir [77,

90-92].

Belirtilen bu dezavantajlarin azaltilmasi, PEI’nin biyouyumlugu ve transfeksiyon
etkinliginin arttirilmasi ag¢isindan ¢ok 6nemlidir. Bu nedenle ¢esitli PEI modifikasyonlar1
gen tasima ¢aligmalarinda 6nem tasimaktadir. En sik rastlanan, PEI’nin sentezi ile iligkili
olup, yapilan c¢alismalar, Poli (2-etil-2-oksazolin) (PEtOx)’in kismi hidroliziyle
sentezlenen diiz PEI’nin transfeksiyon aktivitesinin in vitro’da dallanmis PEI kadar yiiksek
ancak sitotoksisitesinin daha diisiik oldugunu ortaya koymustur [49, 87, 92-94]. Bu
nedenle, gen tasima ¢ergevesinde yeni PEtOx tabanli nanotasiyict sistemlerin gelistirilmesi

oldukga ilgi ¢ekici bir yaklagim olabilir.

1.9. Nanotasiyic1 Sistemler

Son zamanlarda meme kanseri de dahil olmak tizere pek ¢ok kanser tiirtiniin tedavisi i¢in
nanodlgekteki (10-200 nm) terapotik sistemlerin kullanimi olduke¢a popiiler bir yaklagim
olarak degerlendirilmektedir [80, 81, 95]. Bu sistemler, polimerik miseller, polimer-ila¢
konjugatlari, dendrimerler, lipozomlar ve inorganik partikiilleri kapsamaktadir [79, 95]
(Sekil 1.10). Geleneksel molekiil-tabanli tedavi modelleri ile kiyaslandiginda,
nanoterapétik sistemler kanser tedavisi i¢in yiiksek yiikleme kapasitesi, uzun kan dolagim
stiresi, saglikli dokulara kars1 azaltilmis toksisite ve arttirilmis anti-tiimor etkisi gibi 6nemli

potansiyel avantajlara sahiptir.
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Sekil 1. 10. Nanoolgekli ilag/gen tastyict sistemler [97]

Klinik ¢aligmalarda daha 6nce bahsedildigi tizere, lipopleks ve poliplekslere dayanan farkli
polimerik nano-tastyicilar arasinda sentetik polimer kimyasi ve biyoteknolojideki son

atilimlar, spesifik dokularin hedeflenmesi ve kimyasal veya fiziksel uyaran duyarlilig1 gibi
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akilli fonksiyonlara sahip polimerik misellerin 6n planda tutulmasina neden olmustur. Bu
amfifilik nanoyapidaki miseller, proteinler, antikanser ilaglari, siRNA, DNA gibi ¢esitli

terapotik ajanlar1 kanser hiicrelerine aktarabilme yetenegine sahiptir.

1.10. Polimerik Miseller

1960’larmm sonlarinda ila¢ tastyic1 sistemler olarak miseller, amfifilik ozellikleri ile
kendiliginden olusum sergilemesi, kolaylikla kontrol edilebilir o6zellikleri ve iyi
farmakolojik 6zellikleri ile ilgi gormeye baslamistir [78, 79]. 1980 yilinda ise, ilk olarak
Rinsdorf ve arkadaglar1 tarafindan kanser tedavisinde polimerik misellerin kullanimi rapor
edilmistir [98]. Polimerik miseller miikkemmel biyouyumlulugu, disiik toksisitesi, uzun kan
dolasim siiresi yetenekleri ile ila¢ ve gen tagima alanindaki klinik ¢alismalarda popiilerlik
kazanmistir. Kore Samyang Sirketi (Seoul, Republic of Korea) tarafindan {iretilen,
Genexol-PM® (mPEG-b-PLLA / paclitaxel), diinyanin ilk nano 6lgekli misel preparatidir
[99].

1.10.1. Polimerik Misellerin Olusumu

Polimerik miseller, genellikle nano 6lgekli (10-200 nm), kiiresel, kolloidal partikiiller olup
sulu ortamlarda biyouyumlu hidrofilik ve hidrofobik blok igeren amfifilik blok
kopolimerlerin ¢ekirdek-kabuk seklinde kendiliginden diizenlenmesi ile olusan yapilardir

[99-101].

Miselleri olusturan amfifilik unimerler belirli bir sicaklik ve konsantrasyon altinda tek
basma polimer zincirler halinde bulunmaktadir. Bu unimerlerin kendiliginden
diizenlenerek misel olusturmasi, sulu c¢ozeltilerde entropik olarak belirli bir sicaklik ve
konsantrasyon {izerine ¢iktiginda meydana gelmektedir (Sekil 1.11) [103]. ifade edilen bu
sicakliga kritik misel sicakligi (KMS), konsantrasyona ise kritik misel konsantrasyonu

(KMK) denilmektedir [104].

Tekli polimer zincirleri Polimerik misel
(Unimerler)
Hidrofobik Blok Hidrofilik Blok  Unimer > KMK Hidrofobik cekirdek _ Hidrofilik kabuk
% -
' ’ Sicaklik > KMS \ TP
3 7 1cakh \Ll 3 ¢ >
QAL 55 (. <3
L NS
"Ny _\ﬁ o d \
. i = SO\
~ J-“ ) >t ¢ o (\.—-\
Unimer < KMK s S )
Sicakhik <KMS

Sekil 1. 11. Polimerik misellerin diizenlenmesi [103]
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KMK’da blok kopolimerin hidrofobik kismi, sudan uzaklasarak vezikiiler ya da ¢ekirdek-
kabuk seklinde miseller yapmin olusumu ile sonuglanmaktadir. Teorik olarak, misellerin
olusumu serbest enerjinin azalmasi ile ger¢eklesmektedir. Sulu ortamda, miseller
olusurken blok kopolimerin hidrofobik kismi sudan kagma egilimi ile kendi i¢inde bir
araya gelerek yari-kat1 misel ¢ekirdegini olustururken, hidrofilik kismi ise sulu ortamla
etkileserek hidrojen bagi kurmakta ve sistemin serbest enerjisinde diisme meydana
getirerek kabuk katmanimi olusturacak sekilde kendiliginden diizenlenmektedir. Bu enerji
fazlas1 kendi i¢cinde bir araya gelen hidrofobik kisimlarin Van der Waals baglar: ile
birbirlerine baglanmasina neden olarak miselleri olusturmaktadir [103, 104]. Olusan
cekirdek-kabuk mimarisi, ila¢ tagima amacina uygunluk géstermektedir. Cilinkii dis kabuk,
miseli hizli klerensten korurken, hidrofobik ¢ekirdek suda ¢oziinmeyen ilaglarin
cOzuiniirliglini arttiran bir rezervuar gorevi gormektedir. Polar molekiiller ise, misel
yiizeyine adsorbe olurken, orta polarliktaki molekiiller ise hidrofilik kilifa hapsolmaktadir.
Misel olusumu i¢in, farkli 6zelliklere sahip blok kopolimerler kullanilsa da en 6nemli

kriter polimerlerin biyouyumlulugu ve/veya biyoparcalanabilirligidir [79, 95].

1.10.2. Polimerik Misellerin Yapisi

Polimerik miselleri olusturan amfifilik blok kopolimerler, diblok (A-B), triblok (A-B-A),
dortlii blok, ¢oklu blok ya da graft seklinde diizenlenebilmektedir (Sekil 1.12). Graft
polimer, bir polimer zincirinin omurgasina yan pozisyonunda baska bir polimer zincirinin
graft edilmesiyle olusturulmaktadir. A-B diblok ve A-B-A triblok kopolimerlerde, A
hidrofilik blogu, B hidrofobik blogu temsil etmek tizere iki farkli polimerden olusurken, A-
B-C blok kopolimerde ti¢ farkli polimer kullanilmaktadir. Bu dizilimin en yaygin olarak
kullanilan bigimlerinden biri, ticari olarak Pluronic ve Poloxamer olarak isimlendirilen,
PEO-PPO-PEO yapisindaki ABA blok kopolimeridir [104, 105]. Bu yaygmn kullanim
icerisinde simdiye kadar, hem di- hem de tri-blok kopolimerleri icin en temel kabuk
olusturucu hidrofilik blok, 1 ile 15 kDa araliginda molekiiller agirhiga sahip
poli(etilenglikol) (PEG) olarak bilinen poli (etilenoksit) (PEO)’dir [95, 104].
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Sekil 1. 12. Farkli amfifilik ko-polimerler ile misel olusum mekanizmasi A) Di-blok ko-
polimer B) Tri-blok ko-polimer C) Graft ko-polimer [105].

Bugiine kadar PEG disinda cesitli kabuk olusturucu hidrofilik blok ve poliesterler,
polieterler ve poliaminoasitleri i¢ceren bir dizi farkli ¢ekirdek olusturucu blok bildirilmistir
(Cizelge 1.1). Bunlar arasinda en ¢ok kullanilan Poli (D, L-laktid) (PLA) ve poli (glikolik
asit) (PGA), ve poli (e-kaprolakton) (PCL), poli (trimetilen karbonat) (PTMC) ve (propilen
oksit) (PPO)’i gibi poliesterler, biyomedikal uygulamalar i¢in ABD Ila¢ ve Gida Dairesi
tarafindan onayli olduklarindan dolayr olduk¢a avantajlidir. Ayrica yapiya
disteroilfosfatidiletanolamin (DSPE) gibi kisa, hidrofobik fosfolipit eklenmesi misellerin
stabilitesini artirdigini ortaya koymaktadir. Ayrica gen tasinmasi i¢in kopolimerin bir
kismina Poli(etilenimin)PEI, poli(L-lizin) PLy, polidimetilmetakrilat (PDMAEMA) gibi
polikatyonlarin, diger kismimna da PEG ya da dekstran gibi yiiksek hidrofilik polimerlerin
eklenmesinin transfeksiyon etkinligini biiytik 6l¢tide arttirdig: ifade edilmistir [107].
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Cizelge 1. 1. Polimerik misellerin hazirlanmasinda yaygm kullanilan polimerik bloklar
[107]

Kopolimerler Kisaltmalar  Tekrarlayan iinite yapilan

Kabuk olusturucu bloklar

Poli (etilen glikol) PEG, PEO L i J*
Poli (N-vinil pirolidon) PVP L ] 7
Poli (N-isopropil akrilamid) pNIPAAM [ | 1
Poli (2-oksazolin) POx LT o }
Cekirdek olusturucu bloklar
Polieterler PPO THJ
Poli(Propilen oksit) [ I y }
Poliesterler - [ I } o
Poli (L-laktid) PLA Lo
e ;
IR
Poli (D,L-laktid) PDLLA L
HO;JL‘T’DHI/\Q !
Poli (laktid-ko-glikolid) PLGA
Poli (e-kaprolakton) PCL
Poli (B-aminoester)
Poliamidler
Poli (L-histidin) pHis ot | T~
0]
HO OH
Poli(L-aspartikasit) tiirevleri pAsp NH;
o} o}
HO OH
NH;

Poli(L-glutamikasit) tiirevleri pGlu
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Amfifilik blok kopolimerlerden olusan polimerik misellerin hazirlanmasi, hidrofobik ve
hidrofilik blok secimi ve bunlar arasindaki agirlik¢a orana baghdir. Ciinkii her segmentin
sorumlu oldugu bir 6zellik bulunmaktadir. Hidrofobik blok, iyi biyouyumluluk, stabilite,
yiiksek ilag¢ yiikleme kapasitesi ve kontrollii ila¢ salim profilinden sorumlu iken, hidrofilik
kabuk hedefleyici ligandlarin baglanmasi1 ile aktif hedefleme, sterik stabilite ve

retikiiloendotelyal sistemden kagisa bagli dolasimda uzun siire kalmay1 saglamaktadir [75].

1.10.3. Polimerik Misellerin Avantajlar

Polimerik misellerin ¢ekirdek kismini olusturan hidrofobik polimerler arasinda kurulan
baglar misellerin yiiksek stabilitede olmasinit saglamaktadir. Hidrofobik 6zellikteki
cekirdek suda diisiik ¢oziiniirlige sahip hidrofobik ilaglarin ¢oziintirliigiinii arttirarak oral
biyoyararlanimi arttirmaktadir. Cekirdek-kabuk yapisi, hidrofobik cekirdege hapsedilen
ilaglarin sulu ¢evrenin yikici etkilerine karsi stabilitesinin korunmasini ve yan etkilerinin
azaltmasmi saglamaktadwr. PEG gibi polimerlerin yer aldigi hidrofilik kabuk yapis1
biyouyumlulugu arttirmakta, misellerin kan bilesenleri, spesifik proteinler ve hiicre ve
dokular ile etkilesimini azaltmakta ve opsonin absorbsiyonuna bagli olarak mononiikleer

fagosit sistem tarafindan klerensini 6nlemektedir [75].

Misellerin sahip olduklar1 diistik kritik misel konsantrasyonu dolagimda diliisyona bagl
olarak ayrigsmasini engellemekte ve daha iyi termodinamik stabilite ve kinetik stabilite
sergilemesine neden olmaktadir. Diisiik boyut, damar tikanikligin1 engellemekte, hidrofilik
kabuk yapis1 karacigerdeki mononiikleer fagositik sistemden (MPS) kagmarak kanda kalig
stiresini arttirmakta, renal klerens i¢cin engel olusturmamakta ve EPR etkisi ile pasif
hedeflendirmeye bagl olarak kusurlu ve sizintili bir vaskiilatiirii olan tiimér dokusunda

birikmesine neden olmaktadir [107, 108].

Niikleik asitler ve proteinler gibi yiiklii molekiillerin pozitif yiiklii polimere elektrostatik
etkilesimler ile baglanabilmesi misellere biiyiik avantaj kazandirmaktadir [110]. Ayrica
uyaran duyarli (pH, 1s1k, sicaklik gibi) polimerik misellerin tasarimi ile ilacin timor

bolgesinde saliminin kontrolii saglanabilmektedir [111].

Bu o6zelliklerin yani swra, diisiik toksisite sergilemeleri, biiyliik Olgekte tiretimleri,
sterilizasyonlarinin 6zel aseptik islem gibi yontemler gerektirmeden basit filtreleme ile
gerceklestirilmesi ve polimerin kimyasal yapismin kontrol edilebilmesi miseller sistemleri
intravendz olarak uygulanabilen ilag tastyici sistem kullanimlar1 i¢in uygun hale getirir [79,

107, 111, 112] (Sekil 1.13).
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Sekil 1. 13. Polimerik misellerin avantajli 6zellikleri [114]

1.10.4. Polimerik Misellerin Stabilitesi

Polimerik misellerin stabilitesi, termodinamik ve kinetik stabilite ile ifade edilmekte olup,
kritik misel konsantrasyonu (KMK) ve kritik misel sicakligi ile iligkilidir. Kritik misel
konsantrasyonu ve sicakligi altinda amfifilik molekiiller sulu ¢6zeltide unimerler seklinde
kalmakta iken, kritik misel sicaklig1 ve kritik misel konsantrasyonu {izerinde bu amfifilik
molekiiller kendiliginden diizenlenen agregatlar seklinde miseli olugturmaktadir. Kisacasi,
sulu ¢ozeltideki polimer konsantrasyonu KMK iizerinde oldugunda polimerik miseller
termodinamik agidan stabil olarak kabul edilmektedir. KMK degeri blok kopolimerin
kimyasal yapisi, hidrofilik:hidrofobik blok uzunluk oranina bagl olmakla birlikte misel
morfolojisinde de etkilidir. Ozellikle hidrofobik blogun uzunlugunun KMK iizerinde
onemli etkisi oldugu belirtilmistir. Daha uzun bir hidrofobik zincir daha diisiik bir

KMK’ye neden olmaktadir [103, 114].

Polimerik miselleri olusturan blok kopolimerler avantajli 6zellikleri nedeniyle Tween-80
gibi geleneksel siirfaktanlar ile hazirlanan misellere gore c¢ok daha stabildir. Bu
siirfaktanlarm kritik misel konsantrasyonlar: 10> ve 10 olup polimerik miseller ile
kiyaslandiginda kritik misel konsantrasyonlar1 cok daha yiiksektir. Polimerik misellerde bu
konsantrasyon 10 ve 107’ye diismektedir. Bu da daha fazla biyouyumluluk ve gelismis
stabilite anlamina gelmektedir [106].

Genellikle, diistik kritik misel konsantrasyonuna sahip amfifilik blok kopolimer miseller,
ortamdaki amfifilin diigiik konsantrasyonlarinda dahi yiiksek stabilite sergilemektedir.
Kopolimerin hidrofobisitesindeki artiy KMK degerini azaltmakta, bu da misel stabilitesini

artirmaktadir [104, 115]. Polimerik miseller intravenéz uygulamaya bagli olarak kan
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dolasiminda yiiksek oranda seyrelmeye maruz kaldigindan (yaklasik 25 kat ve {istii), kanda
uzun siireli dolasim ve hedef bolgeye secici olarak tasidiklari ajanlarin aktarimini
saglayabilmek icin diisiik kritik misel konsantrasyonuna sahip olmalar1 gerekmektedir.
Miselleri olusturan polimer konsantrasyonu, KMK degerinin altinda ise, polimerler
monomerlere ayrigsmaya baslar. Bu nedenle in vivo dolasimda uzun siire kalamaz ve
tasidiklar1  terapotik molekiiller hedef bolgeye ulasamaz. Ozellikle gen aktarim
calismalarinda tasiyic1  sistemden ayrilan ¢iplak DNA  molekiillerinin  niikleaz
degradasyonuna ugrayarak hizli klerense ugradigi belirtilmistir. Diisik KMK’ye sahip
polimerik miseller ise ¢ok diisiik polimer konsantrasyonlarinda dahi stabil kaldiklarindan
dolayi, seyrelmeye nispeten duyarsiz hale gelerek dolasimda uzun siireli kalabilirler.
Ayrica kopolimer konsantrasyonunun, KMK’nin ¢ok fazla tiizerine ¢ikmasi miseli
olusturan hidrofilik bloklarin ¢apraz baglanmasina neden olarak misellerin agregasyonuna

neden olabilir [116, 117].

Polimerik misellerin kinetik stabilitesi, misellere fiziksel olarak hapsedilen terapotik ilag
ya da genin, miseller tasiyicidan salindigi stire ve orani ifade etmektedir. Miselleri
olusturan blok kopolimerlerin yiiksek hidrofobik etkilesimleri yiiksek kinetik stabiliteye
neden olmaktadir. Ancak, biyolojik ¢evrede polimerik misellerin kinetik stabilitesi ¢esitli
proteinler ve kan bilesenlerinden etkilenmektedir. Ozellikle a ve B globiilinler polimerik
misellerin destabilizasyonuna neden olarak ilag¢/genin hizli bir sekilde salinmasini tesvik
etmekte, kirmizi kan hiicreleri ve y globiilin misel stabilitesini ¢ok fazla etkilememektedir

[104].

Misellerin termodinamik ve kinetik stabilitelerinin arttirilmas: i¢in ¢esitli polimer
stratejileri ortaya cikmistir. Bunlar arasinda, misel yapisma polialifatik esterler ve
polifosfoesterlerin eklenmesi ile capraz bagh cekirdek ya da kabuk olusturulmasi, uyari
duyarli polimerlerin gelistirilmesi ve yapiya uzun hidrofobik, kisa hidrofilik bloklarin

eklenerek KMK azaltilmasi1 bulunmaktadir [118, 119].

1.10.5. Polimerik misel cesitleri

Polimerik misellerin olusumu c¢ekirdek kismini olusturan hidrofobik bloklarin sulu
ortamdan ayrilmasini yoneten molekiiller aras1 kuvvetlere dayanir. Buna baglh olarak farkl
cesitlerde polimerik miseller bulunmaktadir. Geleneksel polimerik miseller, poliiyon
kompleks miseller ve kovalent olmayan sekilde bagli polimerik miseller bunlar

arasmdadir.
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Geleneksel Polimerik Miseller

Geleneksel polimerik miseller daha once belirtildigi gibi, ¢ekirdek olusturucu hidrofobik
bloklar ve kabuk olusturucu hidrofilik bloklarin arasindaki hidrofobik-hidrofilik etkilesime
bagli olarak, PEO-PPO-PEO gibi amfifilik blok kopolimerler ile olusturulmaktadir [121].

Kovalent Olmayan Sekilde Bagh Polimerik Miseller

Polimerik miseller blok kopolimer igermeyen bir teknikle olusturulmaktadir. Cekirdek ve
kabuk, homopolimerlerin zincir sonlarindaki H-bagi kurulmasi veya metal-ligand
etkilesimleri gibi spesifik molekiiller arasi etkilesimlerle kovalent olmayan bir bigimde

baglanarak miselleri olustururlar [121].

Poliiyon Kompleks Miseller

Poliiyon kompleks miseller, polielektrolitler gibi katyonik ve anyonik yiik tagiyan sentetik
polimerler ya da bir ¢ift ve/veya daha fazla sayidaki zit yiiklii dogal polimerin sulu ortamda
kolaylikla kendiliginden diizenlenmesi ile misel olusumuna dayanmaktadir. Kompleksler
hazirlanirken yiiklii iyonik polimerlerden en az birine baglanan iyonik olmayan PEG gibi
bir hidrofilik polimerin varliga ihtiya¢ duyulmaktadir. Hidrofilik segment sulu ortamda
kabuk yapisini olustururken, zit yiikli polimerlerin elektrostatik etkilesimi miselin

cekirdek kismini olusturmaktadir (Sekil 1.14)[121].

Anvonik blok Non-ivonik Yiiklii bloklar ile
W bloklar ile kabuk cekirdek olusumu
g olusumu
’,_‘_v."‘. e
( oA Elektrostatik

Non-iyonik blok o

L' Sulu ortamda
s "Lt’ﬁ'ﬂ}%@ \__

‘!r;'all{'m'\._‘/“

Poliiyvon kompleks misel
Katyonik blok

Sekil 1. 14. Z1t yiiklii blok kopolimerden poliiyon kompleks misellerinin olugumu [122].

Elektrostatik etkilesimler kendiliginden diizenleme i¢in gerekli bir temel itici giic olmakla
birlikte tek basma misel olusumunda etkili degildir, hidrofobik etkilesimler ile birlikte
nihai misel olusumu gergeklesmektedir. Ozellikle katyonik polimerler ile hazirlanan
poliiyon komplekslerin negatif yiikli DNA ile elektrostatik etkilesimi viral olmayan gen

tasiyict sistemlerin hazirlanmasi i¢in umut vericidir.
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Katyonik misel olusturucu blok polimerler kullanilarak, negatif yiikli pPDNA ve siRNA
gibi niikleik asitler elektrostatik etkilesim yoluyla fizyolojik pH’da misel ¢ekirdeginde
tutulabilir ve kararli kompleksler (miselpeksler) olusturulabilir. Niikleik asitlerin pozitif
yiikli polimerler ile komplekslesmesi ya da enkapsiilasyonu niikleik asidin yiikiinii azaltir
ve nanoboyut araliginda partikiillerin olusumu ile hiicrelere permeabilitesinin artmasiyla

sonuglanir [114].

1.10.6. Polimerik Misellerin Hazirlama Yontemleri

Polimerik miseller, kimyasal ve fiziksel yontemler olmak tizere iki sekilde
hazirlanmaktadir. Kimyasal yontem, ilacin polimere kovalent olarak baglanmasini takiben,
miselin  kendiliginden diizenlenmesi 1ile c¢ekirdek igerisine hapsolmasi esasina
dayanmaktadir. Yontem, hazirlama siiresinin uzun olmasi, zorlu ve karmasik olabilecek bir
dizi kimyasal reaksiyon icermesinden dolayr pek fazla tercih edilmemektedir. Bunun
yerine polimerik misellerin ¢ogu, dogrudan c¢oziinme, ince film hidratasyon, diyaliz,
coziicii buharlastrma ve dondurarak kurutma gibi cesitli fiziksel yontemler ile

hazirlanmaktadr [117].

Dogrudan c¢oziinme yontemi, suda c¢ozintrligt yiksek kopolimerler ile misel
hazirlanmasi i¢in siklikla kullanilan bir yontemdir. Bu yontem, ila¢ ve blok kopolimerin
dogrudan sulu ortamda ¢oziilmesine dayanmakta olup hizli ve basit bir yontemdir. ilacin
misellere yiiklenmesi i¢in karigtirma, 1sitma ve/ya sonikasyon gerekebilmektedir.

Yontemin dezavantaji ilag yiikleme etkinliginin diisiik olmasidir [117].

Diyaliz yontemi, sudaki ¢oztniirliigii diisiik olan amfifilik blok kopolimerler ile misellerin
hazirlanmasinda siklikla kullanilmaktadir. Blok kopolimer ile ortak bir organik ¢oziici
icerisinde ¢oziinebilen ilaglarin yiiksek etkinlikte misellere yiiklenebilmesi agisindan
avantajli bir yontemdir. Yontem dimetilstilfoksit (DMSO), N,N-dimetilformamid (DMF),
asetonitril (ACN) ve aseton gibi su ile karisabilen organik ¢6ziicii igerisinde ilag ve blok
kopolimerin ¢6ziilmesi ve suya karsi diyaliz edilmesi ile polimerik miselin olusumuna
dayanmaktadir. Diyaliz membran icerisinde bulunan organik ¢6ziicii, su ile yer degistirerek
miselin ila¢ ile birlikte kendiliginden diizenlenmesine neden olmaktadir. Yontem,
cozunirlugt distik ilaglar ve yliksek hidrofobisiteye sahip ¢ekirdek olusturucu blok

polimerler i¢in avantajhdir [117].

Coziicii buharlastirma yonteminde, kopolimer ve ilag ortak bir ¢oziicii ya da birbiri
icerisinde karisabilen ¢oziiciiler igerisinde ayri ayri ¢oziiliir. Sonrasinda organik ¢oziicii

evapore edilerek uzaklastirilir ve olusan film 1lik su ya da tampon ile rekonstitiiye edilerek

37



polimerik misellerin olusumu gerceklestirilir. Rekonstititye edilen 6rnekler, sonike edilerek
ya da yiiksek basingli bir ekstriiderden gegirilerek genis boyut dagilimli partikiillerin
olusumu engellenebilir. Ayni1 Orneklere diyaliz uygulamasi yapilarak fazla ilacin

uzaklastirilmasi da saglanabilmektedir [117].

Ince film hidratasyon yoéntemi, basit, hizli uygulanabilir, kiigiik ve uniform dagilimli
partikiillerin elde edilme yeteneginden dolay1 olduk¢a avantajlidir ve bu nedenle misellerin
hazirlanmasinda siklikla kullanilmaktadir. Yontemin temeli, blok kopolimer ve ilacin ortak
bir organik bir ¢6ziicii ya da birbiri igerisinde karisabilen ¢6ziiciiler i¢erisinde ¢oziilmesini
takiben, organik ¢6ziiciiniin vakum altinda rotavopor araciligi ile uzaklastirilmas: sonucu
cam balon yiizeyinde ince bir film olusumuna dayanmaktadir. Olusan film, belirli bir
sicakliga 1sitilmis su ya da tampon icerisinde hidrate edilerek, kendiliginden diizenlenen
misellerin olusmasi ile sonuc¢lanmaktadir. Hidrate edilen ornekler son asamada steril

filtrelerden siiziilerek boyutlarinin diistiriilmesi ve sterilizasyonlar1 saglanmaktadir [117].

Dondurarak kurutma yonteminde, blok kopolimer ve ilag, su ile karisabilen dondurarak
kurutmaya uygun bir organik ¢oziicii igerisinde ¢oziliir. Cozelti su ile karistirildiktan sonra

dondurarak kurutulur ve sulu ortamda rekonstitiiye edilerek ilag¢ yiiklii miseller elde edilir.

Genellikle, misellerin hazirlanmasi icin segilen yontemler misellerin fizikokimyasal
ozelliklerini ve ila¢ enkapsiilasyon etkinliklerini etkilemektedir. Ayrica formiilasyonlarin
sekil, boyut ve polidispersite indeksleri, misel hazirlanmasinda kullanilan yonteme bagl
olarak organik fazin yapisi, organik ¢oziicli icerisinde ¢oziilen kopolimer konsantrasyonu,
sicaklik, agregasyon sayisi, iyonik giic ve pH gibi kosullara gore degismektedir. Bu
nedenle, ideal bir misel formiilasyonun hazirlanabilmesi zahmetli ve zaman alic1 bir istir.
Etkili bir miseller tasiyici sistemlerin gelistirilmesi i¢cin farkli yontemler ve cesitli
parametrelerin denenmesi ve dogru bir sekilde optimizasyonlarinin yapilmasi 6nem teskil

etmektedir [117].

1.10.7. Polimerik Misellerin Karakterizasyonlar

1.10.7.1. Kritik Misel Konsantrasyonu

Kritik misel konsantrasyonu, polimerik misellerin olusumu ve statik stabilitesi i¢in en
onemli parametredir. Ayni1 zamanda misellerin termodinamik stabilitesini ifade etmek i¢in
kullanilmaktadir. Kritik misel konsantrasyonu, amfifilik blok kopolimerlerin kendi kendine
bir araya gelmeye basladigi ve misel olusturabildigi belirli bir minimum kopolimer

konsantrasyonunu ifade etmektedir. Misel olusumunda baglica etkili diger faktorler,
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amfifilik molekiildeki hidrofobik blok konsantrasyonu, sicaklik ve ¢oziicii olarak

belirtilmistir.

Kritik misel konsantrasyonu genel olarak hidrofobik blogun uzunlugu ile iliskilidir.
Hidrofobik blok uzunlugu ve molekiiler agirhgin yiiksek olmast diisik KMK ve
dolayistyla da yiiksek stabiliteyle sonu¢lanmaktadir. Ayrica misellerin morfolojisini
belirleyen temel faktor, hidrofilik hacim fraksiyonu (f) ile tanimlanan blok kopolimerin
hidrofilik hidrofobik dengesidir. Genellikle, amfifilik blok kopolimerlerin f degeri yaklasik
olarak %35 oldugunda polimerik vezikiiller olusurken, %45’in iizerinde sferik miseller
olugsmaktadir. Amfifilik kopolimerdeki hidrofobik blok uzunlugu degistirilerek polimerik
misellerin boyutu ve morfolojisi kolaylikla kontrol edilebilmektedir. Hidrofilik blok
uzunlugunun hidrofobik blok uzunluguna gore c¢ok yiikksek oranda olmasi, blok
kopolimerlerin miseller yapiya diizenlenmesini engelleyerek, c¢ozelti icerisinde blok
kopolimerlerin unimerler halinde kalmasina neden olmaktadir [115, 122]. Ayrica
hidrofilisitedeki yiiksek artis, polimerin suda ¢ozlntrligiinii artirmakta, amfifilik
polimerlerin misel olusturma egilimini azaltmakta ve buna baglh olarak KMK’y1
arttrmaktadir. Yapiyr olusturan ¢ekirdek kisminda, uzun hidrofobik segmentlerin var
olmasi ise ¢gubuk ya da lameller gibi misel dis1 yapilarin olusturulmasina neden oldugundan
blok uzunluklarinin uygun sekilde belirlenmesi dogru ve etkili bir miseller tasiyict sistem
gelistirilmesi agisindan 6nemlidir [115]. Hidrofilik ve hidrofobik dengenin bozulmasi sulu
cozeltide stabilitenin bozulmasma neden oldugundan, misel formiilasyonlarmin intravendz
uygulama sonrasi uzun-dénem stabilitesini saglamak i¢in liyofilize edilerek saklanmasi

etkili bir yontem olarak belirtilmektedir [124].

Kritik misel konsantrasyonu temel olarak yiizey tensiyometresi ve floresan prob teknikleri
ile oOlctilmektedir. Bunlarin yami sira iletkenlik, ¢oziindiirme deneyleri, osmometre,
diferansiyel tarama kalorimetrisi, kromatografi, kiigiik a¢ili nétron sagilimi (SANS), kiiciik
ac1 X-151m1 sacgilmasi ve niikleer manyetik rezonans (NMR) gibi yontemler ile tayin
edilebilmektedir [123]. Kritik misel konsantrasyonu, ylizey geriliminin azaldig1 ve platoya
ulastif1 noktay: ifade etmektedir. KMK tayinde yukarida belirtilen yontemler arasinda,
floresan prob teknikleri ¢ok sik kullanilmaktadir. Cesitli floresan problar arasinda, piren,
ortamin hidrofobositesine duyarli yiiksek hidrofobik bir aromatik hidrokarbondur.
Misellerin ~ olusumuna bagli olarak hidrofobik c¢ekirdegi olusturan polimer
konsantrasyonundaki artig, yiiksek hidrofobisitedeki pirenin ¢ekirdek igerisine girigine

neden olur. Pirenin floresan yogunlugundaki ani diisiis misellerin i¢ kismimna pirenin
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hapsoldugunu ve miselin olustugu kritik misel konsantrasyonunu belirtmektedir [121],

[123].

1.10.7.2. Misellerin Boyut, Sekil ve Polidispersite indekslerinin Tayin Edilmesi

Sulu ¢ozeltilerdeki misel boyutu hidrodinamik c¢ap olarak ifade edilmekte olup, misel
boyutu ve polidispersite indeksinin karakterizasyonu dinamik 1sik sag¢ilimi/foton
korelasyon spektroskopisi ile yapilmaktadir [125]. Polidispersite indeksi (PDI), polimerik
misellerin homojen dagilim derecesini gostermektedir. Misellerin boyut ve sekilleri,
siklikla Gegirimli Elektron Mikroskobisi (TEM), Taramali Elektron Mikroskobisi (SEM)
ve Atomik Kuvvet Mikroskobisi (AFM) gibi yontemlerle belirlenmektedir [121]. SEM ve
TEM blok kopolimer misellerin boyut ve sekillerinin dogrudan goriintiilenmesi i¢in uzun
zamandan beri kullanilmakta olup, son zamanlarda popiiler hale gelen Cryo-TEM misel
morfolojisi ve boyutlarin belirlenmesi i¢in kullanilan yeni gelistirilmis bir yontemdir [126].
AFM ise misellerin boyut dagilimlar1 hakkinda bilgi vermektedir. Ayrica ilag yiikli
polimerik misellerin boyutlari, asimetrik akis alan akis fraksiyonu, yapilar1 ise kiigtik a¢ili

notron sagilimi (SANS) ile tayin edilebilmektedir [127].

1.10.8. Polimerik Misellerin Pasif Hedeflendirilmesi

Kanser tedavisindeki en biiyiik engellerden biri, ila¢ ya da gen tastyict sistemin saglikli
hiicrelere segici olmayan iletimidir. Normal dokulardaki kan damarlari, dokudan
makromolekiillerin ya da nanopartikiillerin ge¢isini smirlayarak sadece kiictik molekiillerin
diftizyonuna izin vermektedir. Timoér dokusu ise tiimoriin artan besin ve oksijen ihtiyacini
karsilamak i¢in hizla biylir ve endotel hiicrelerinin aralarinda biiyiik fenestrasyonlarla
sonuc¢lanir. Bu olusumlar ile birlikte nitrik oksit, bradikinin, matriks metalloproteinazlar
(MMPs) ve vaskiiler endotelyal biiytime faktér (VEGF) gibi ¢esitli vaskiiler gegirgenlik
faktorlerinin asir1 iiretimi ve salgilanmasi gergekleserek, tiimor dokusu kan damarlarinin
yikksek oranda gecirgen hale gelmesine neden olur. Biiyliyen tiimor hiicreleri lenf
damarlarint sikistirir ve boylece zayif lenfatik drenaja neden olan ¢okmelere neden olur

(Sekil 1.15) [127-129].
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Sekil 1. 15. Artan permeabilite ve retensiyon etkisi (EPR) ve pasif hedefleme [80]

Tiumoér dokusundaki kan damarlar1 yiiksek gecirgenlikleri nedeniyle hem biiyiik hem de
kiigiik molekiillerin gecisine izin vermektedir. Artan Permeabilite ve Retensiyon etkisi
(EPR etkisi) olarak bilinen bu durum, artan vaskiiler gecirenlik ve zayif lenf drenajina
bagli olarak kan plazma bilesenleri ve miseller tasiyici sistemlerin endotel hiicreleri
arasindaki bosluklar vasitasiyla tiimor dokularna sizmalarini ve ayni zamanda orada
tutulmalarini ifade etmektedir [130—132]. Pasif hedeflendirmenin temelini olusturan EPR
etkisi, polimerik misellerin tiimér dokularina hedeflendirilmesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Bu sekilde pasif hedeflendirmeye yonelik tasarlanmis polimerik misellerin
basarisini ortaya koymak i¢in pek cok preklinik ve klinik faz ¢aligmalar1 yapilmis ve

literatiir bilgileri ile baz1 6rnekleri Cizelge 1.2°de verilmistir.
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Cizelge 1. 2. Pasif hedeflendirmeye yonelik tasarlanan polimerik misellere ait klinik
denemeler [80]

Misel bilesenleri/formiilasyon Tlac(lar)

Paklitaksel, Kurkumin

PEG2000-PE/Vitamin E

PEG2000-PE/Hidrojenlenmis
fosfatidilkolin (PEG2000-PE/HSPC) Doksorubisin

Doksorubisi
Stearat graft edilmis dekstran mPEG- OXSOrUbISn
b-poli(D,L-laktid) Pluronik Dosataksel
P123/F12
e Paklitaksel

NK105, PEG-p(Asp) (Ph-1II) Paklitaksel

NKO12, PEG-P(Glu)-SN38 (Ph-II)  SN-38

NKO911, PEG-P(Asp)-DOX (Ph-II) Doksorubisin

Polimerik misellerin pasif hedeflendirilmesinde EPR etkisinin yani sira, misellerin
boyutlari, yiizey 6zellikleri ve stabiliteleri gibi bazi parametrelerin de etkili oldugu ortaya

konulmustur. Bunlardan en Onemlisi polimerik misellerin tiim6ér kan damarlarindan
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gecebilecek kadar kiigiik boyutta olmalaridir. Tiimor damarlanma araliklar1 timér ¢esidine
bagli olarak 200-800 nm arasinda degisiklik gostermektedir. Genellikle 200 nm’den biiyiik
partikiiller kan dolasiminda yabanci madde olarak algilandigindan, RES tarafindan
dogrudan yikima ugramaktadir. Timor damarlanma araliklariin altinda bir boyuta sahip
polimerik miseller, RES tarafindan alinmadan dolasimda uzun siire kalabilmekte ve buna

bagli olarak EPR etkisi ile tiimor dokusuna ulasabilmektedirler [132, 133].

Ayrica misellerin termodinamik stabilitesinde etkili olan kritik misel konsantrasyonu da
pasif hedeflendirmede 6nemli rol oynamaktadir. Hidrofobik blok oraninin arttirilmasina
bagl olarak elde edilen diisiik KMK degeri ile kanda dolasim siiresi uzatilmis miseller,
pasif hedeflendirme ve EPR ile etkili bir sekilde tiimor dokularindaki zarar gérmiis ya da

sizintil1 bolgelerden gegerek hedef bolgelerde birikim gosterebilmektedir [130, 131].

Ikincisi, polimerik miselin yiizey 6zelliklerinin dolasimdaki omriinii arttirmaya yonelik
olarak modifiye edilebilir olmasidir. Genellikle polimerik misel kabugunun PEG gibi
esnek, sterik bir bariyer gorevi goren hidrofilik polimerler ile olusturulmas: ya da
kaplanmas1 misellerin ylizey yiikiinii gizlemeye, kan bilesenleri ile etkilesimini
engellemeye ve kandaki dolasim siiresini uzatarak mononiikleer fagositik sistem
elemanlar1 olan karaciger ve dalaktaki makrofajlar tarafindan opsonizasyonlarini
engellemeye yardimci olmaktadir. Boylece polimerik misellerin EPR etkisi ile tiimor

dokularinda birikimine izin verilmektedir [79].

Pasif hedeflendirme bu gibi avantajlarinin yani sira, bazi dezavantajlar da icermektedir.
Tumor gecirgenliklerinin ¢esitli tiimor hiicrelerine gore degismesi ve tiimor damarlanma
araliklarmin ayni timorde dahi farkliliklar olusturmasi, EPR etkisinin olusmasina engel
olabilir, bu durum ilag¢ tastyict sistemin etkinligini kisitlamaktadir [79, 120]. Spesifik
ligandlarin misel yiizeylerine baglanmasi ya da uyari duyarli hedeflendirme gibi aktif
hedeflendirme  stratejileri  ile  pasif hedeflendirmenin  dezavantajlar1  ortadan
kaldirilabilmektedir. Ayrica biyouyumlu bir yiizey kaplamasi olmasma ragmen PEG’in
sahip oldugu bazi dezavantajlar ilag ve gen tasiyici sistemlerin gelistirilmesinde PEG
kullanimin1 kisitlamaktadir [81]. Bu nedenlerden dolayr son zamanlarda alternatif
gortinmezlik 6zellige sahip bir polimerin gelistirilmesi 6nem kazanmistir. Bu baglamda
yakin zamanda PEG’e potansiyel alternatif olarak, iyonik olmayan, hidrofilik, diisiik

toksisite ile biyopargalanir 6zellikteki Poli(2-oksazolin)ler kesfedilmistir.
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Bu diistinceden yola c¢ikarak, tez calismamizda polimerik misellerin hazirlanmasinda

kullanilan Poli 2-oksazolin polimerlerinden bir sonraki boliimde detaylica bahsedilmistir.

1.11. Poli (2-oksazolinler)(POx)

Poli(2-oksazolinler)(POx) sentetik polimerlerin 6nemli bir ¢esidi olup, son zamanlarda ¢ok
yonlii 6zellikleri nedeniyle biyomedikal uygulamalarda siklikla kullanilmaktadir. 1990’11
yillarin basinda ticarilestirilen bu polimerler, her ne kadar gelecek vaat eden sistemler olsa

da gelisimleri 20 y1l boyunca askida kalmistir [134—136].

Daha once bahsedildigi tizere, misellerin hidrofilik kabuk kismmin iyonik olmayan bir
polimer ile hazirlanmasi, kan dolasimindaki stabilitesini arttirmak amaciyla siklikla tercih
edilmektedir. Bu amag i¢in kullanilan altin standart olarak bilinen PEG, iyonik olmayan bir
polimer olup, hidrofilik dogas1 ve goriinmezlik 6zellikleri ile immiin sistemden kolaylikla
kurtulabilmektedir. Fakat tiretimindeki istenmeyen safsizliklar ile zorlu polimerizasyon
stireci, ylksek vizkozitesi, molar kiitlesinin yiiksek olusu ve biyopargalanir 6zellikte
olmayis1 ile viicutta birikebilmesi, tekrarli uygulamalarda anti-PEG IgM’ye dayali immiin
cevap olusturmasi (PEG ile higbir sekilde tedavi gormemis hastalarin %25’inde antiPEG
antikorlar1 gozlenmistir), PEG’in polieter omurgasmnin oksidatif degredasyona yatkin
olmasi sonucu peroksidaz olusumu gibi ¢esitli ciddi dezavantajlar1 bulundugu
bildirilmistir. Ayrica sadece -20 °C’nin altindaki sicaklarda stabil olmas1 6nemli bir sorun
teskil etmektedir. Bu dezavantajlar1 nedeniyle son zamanlarda PEG molekiillerine

alternatif polimerler olarak poli (2-oksazolin)(POx)ler kesfedilmistir [137—145].

POx ¢ok yonlii iyi ayarlanabilir 6zellikleri, dar bir molekiiler agirlik dagilimi (PDI= 1,05-
1,30) sergilemesi, yiiksek biyouyumlulugu, iyonik olmayan yapisi ile goriinmezlik etki
olusturmasi ve yiikksek fonksiyonellestirilebilmesi ile ila¢ gelistirilmesi, tasinmas1 ve doku
miithendisligi gibi biyomedikal uygulamalarda kullanimi ac¢isindan ilgi ¢ekici polimerler
haline gelmistir [146—-148]. Oda sicakliginda, 4°C ve -20°C gibi ¢esitli sicakliklarda stabil
kalabilmesi de 6nemli avantajlarindandir. POx, peptidlere olan yapisal benzerligi nedeniyle
yalanci-peptidler olarak adlandirilmaktadir [150] (Sekil 1.16). 2-etil oksazolin
monomerlerinin yasayan katyonik halka ag¢ilim polimerizasyonu ile sentezlenen POx’un
hidroksil (-OH), karboksilik asit (-COOH) ve amin(-NH) gibi pek ¢ok fonksiyonel u¢ grup
ile sonlandirilmasi islevsel formlara dontstiiriilmesini saglamaktadir. Boylelikle aktif
hedeflendirme icin hedefleyici ajanlarm ve goriintiileme i¢in radyoaktif isaretleyicilerin
yapiya eklenmesine izin vermektedir. Ayrica bu islevsel ozellikleri ile nanotastyici

sistemlerin yilizey modifikasyonlarinda kullanimin1 da saglamaktadir. Yan zincir
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ayarlanabilir 6zelligi ile polimer zincirine pek ¢ok fonksiyonel gruplarin eklenmesi yiiksek

ilag ve gen tastyici ajanlarin hazirlanmasina olanak vermektedir [ 146, 150].

oy A

Poli(2-oksazolin) Polipeptid

Sekil 1. 16. Yalanci polipeptit yapist ile Poli(2-oksazolin) ve polipeptit zincir yapist [152]

Poli (2-oksazolin)ler, hidrofilik/hidrofobik 6zelliklerine gore 2-metil-2-oksazolin (MeOx),
2-etil-2-oksazolin (EtOx), 2-izopropenil-2-oksazolin (iPrOx), 2-fenil-2-oksazolin (PheOx)
olmak tizere heterosiklik oksazolin monomerlerinin katyonik halka a¢ilim polimerizasyonu
ile sentezlenmekle birlikte, nitril, karboksilik asit ya da aldehit tiirevleri kullanilarak da
sentezlenmektedir. POx c¢esitleri arasinda 6zellikle Poli(2-metil-2-oksazolin)(PMetOx) ve
Poli(2-etil-oksazolin)(PEtOx) polimerleri, iyonik olmayan, suda ¢oziinir ve yiiksek
hidrofilik yapidaki polimerlerdir. POx polimerlerinin bu hidrofilik 6zelligi, alifatik yan
zincir uzunlugunun kademeli artis1 ile yiiksek hidrofilikten Poli(2-metil-2-oksazolin),
yiiksek hidrofobisite Poli(2-nonil-2-oksazolin)’ye ayarlanabilmektedir (Sekil 1.17). Karbon
sayis1t 4’ten az sayidaki zincirler, suda ¢6zliniir iken yapiya daha uzun alifatik ya da
aromatik yan zincirlerin eklenmesi, polimerin hidrofobisitesinde artisa neden olarak, gecis
sicaklig1 giderek azalan ve 1stya duyarli davranis sergileyen hidrofobik bir polimer elde
edilmesini saglar. Boylelikle sicakliga duyarli ve gecis sicakligi diisiikk bir polimer,
hidrofilik ve hidrofobik 2-oksazolinlerin blok kopolimerizasyonu ile elde edilebilir. Bu
sayede, polimerin hidrofilik/hidrofobik denge kontrolii ve daha dustik kritik ¢ozelti
sicakligina ulagilmas: kontrol edilebilmektedir. Bu 6zelligi ile POx, sicaklik uyaranina
karst duyarli akilli ilag tasiyici sistemlerin gelistirilmesi, tespit ve teshis amach

uygulamalarda kullanim1 i¢in ideal bir polimerdir [135, 152].
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Sekil 1. 17. Yan grup eklenmesine bagli poli (2-oksazolin)lerin farkli suda ¢oziiniirliikleri
[153]

Yiiksek hidrofilik ve non-iyonik yapisi ile PEtOx ve PMetOx polimerleri nanotastyici
sistemlerin yiizeyine baglandiginda tipki PEG’de oldugu gibi goriinmezlik etkisi
sergilemektedir. Boylece kanda serum proteinleri ile diisiik etkilesim sonucu ¢ok hizli
bobrek klerensi ve intravendz uygulama sonrasi retikiiloendotelyal sistem organlari
tarafindan ¢ok diisiik alima ugramaktadirlar. Bu polimerlerin ¢ok diisiik in vitro sitoksisite,
yiiksek hiicresel alim, serum proteinleri ile diisiik etkilesim ve goriinmezlik 6zellikleri
yapilan c¢aligmalar ile ortaya konulmustur. Hatta oksidasyona ugramama, radikal ve
peroksit tirtinler olusturmama o6zellikleri ile PEG’e gore ¢cok daha avantajlidir. Boylelikle
sensor ve implantlarda kaplama malzemesi olarak uzun donem kullanim i¢in PEG’e

alternatif olarak kullanilmalar1 6nerilmektedir [146, 153].

1.12. POXx’un Biyouyumlulugu

Peptide benzer yapisi, immiin cevap olusturmama ve goriinmezlik etkisi ile POx tabanlt
polimerler in vivo ve in vitro ¢alismalarda hiicresel uygunluk sergilemektedir [154, 155].
POx biyouyumlulugunun belki de en giivenilir 6rnegi, halihazirda insan-i¢in Faz I klinik

denemesine olan ilk ticari POx tabanli farmasotik lirtintin gelistirilmesidir [157].

POx tabanli polimerlerin insan noral ata hiicreleri, Madin-Darby Canine bobrek hiicreleri,
MCF-7, HEPG2 ve CATH-a-hiicreleri gibi farkli hiicrelerdeki in vitro sitotoksisite
sonuglari, bu polimerlerin diisiik toksisite ile yiiksek biyouyumluluk sergiledigini ortaya

koymustur [158].

Van Kuringen ve arkadaslari, PEtOx’un kismi hidrolizi ile hazirlanan farkli hidroliz
derecelerindeki  polimerlerin  sitotoksisite, termal ve ¢oziiniirlik 6zelliklerini
degerlendirmislerdir. Hidroliz derecesindeki artis, diisiik sicakliklarda polimerin
coziintrlugtinii  etkilediginden, biyomedikal uygulamalardaki kullanimi problem

olusturmus olmakla birlikte, %25 hidroliz yiizdesinden daha diisiik polimerler doku hasar1
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ya da mukozal iritasyona yol agmamustir. Insan dermal fibroblast hiicrelerinde 24 saat
icerisinde %10 hidroliz derecesindeki PEtOx (5 mg/mL) toksik etki gostermemistir. Elde

edilen sonuglar hidroliz derecesinin toksisite ile iliskisini ortaya koymaktadir [159].

Lee ve arkadaglari, Poli(2-etil-2-oksazolin)-poli(e-kaprolakton) (PEtOx-PCL) amfifilik
blok kopolimerleri ile antikanser bir ilag olan paklitakselin insan epidermoid karsinom
hiicrelerine taginmasi amaciyla polimerik miseller hazirlamiglardir. Miseller, 18-23 nm
arasinda oldukca dar bir boyut dagilimma sahip olup, hemoliz testi sonuglar1 lipit
membraninda 1 g/L’de toksik etki olusturmadigini ve amfifilik misellerin biyouyumlugunu
ortaya koymustur. Ayrica paklitaksel yiiklii misellerin KB insan epidermoid karsinoma

hiicrelerinin bilyiimesini 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi tespit edilmistir [ 160].

Wang ve arkadaslar1 tarafindan Poli(L-laktit)-b-PEtOx-Poli(L-laktit), (PLA-PEtOx-PLA)
blok kopolimeri ile hazirlanan hidrojel sisteminin yiiksek biyouyumluluk sergiledigi ortaya
konulmustur. Elde edilen sitotoksisite sonuglari hidrojellerin 50g/L’de sitotoksisite
gostermedigini ve insan derisi fibroblastlarinda hiicre canliliginda sadece % 15 oraninda
azalma sergiledigini ortaya koymustur. Yeni sentezlenen bu hidrojellerin ¢esitli doku
miithendisligi uygulamalar1 ve tasiyici ajanlar i¢in matriks olarak gorev yapabilecek

sistemler olabilecegi belirtilmistir [161].

Yine, Wang ve arkadaslar1 baska bir calismada PEtOx-b-PCL-b-PEtOx blok kopolimerleri
ile Bevacizumab ytiiklii hidrojeller hazirlamislardir. Bu hidrojellerin insan retinal pigment
epitel hiicre hattinda 10g/L konsantrasyonda sitotoksisite sergilemedigi ortaya
konulmustur. Hazirlanan hidrojellerin géz i¢i biyouyumlulugunun yiiksek olusu, bu blok
kopolimerin biyomedikal uygulamalarda kullanim i¢in biiyiik bir potansiyel olabilecegini

ortaya koymustur [162].

Viegas ve arkadaslari, metil (PMetOx) etil (PEtOx) ve propil (PPOx) zincirleri ile {i¢ farkl
polioksazolin polimeri sentezlemistir. Sentezlenen bu polimerlerin siganlardaki akut ve
kronik dozlar1 belirlenerek giivenirligi tespit edilmistir. Sonuglar, 140 kDa molekiil
agirhigindaki Poli (2-oksazolin) (POx) tiirevlerinin 1,10 altinda polidispersite indeksine
sahip oldugunu ortaya koymustur. POx polimerleri (10 ve 20 kDa), sicanlara intravenoz
uygulandigida herhangi bir yan etkiye neden olmamis ve maksimum tolere edilen dozun
(MTD) 2g/kg’dan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Kan sayimi, serum kimyasi, organ
agirliklar1 ve organlarin histopatolojisi kontrol grubu ile karsilastirildiginda herhangi bir

farklilik gostermemistir [163].
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Luxenhofer ve Kabanov, farkli hidrofilik/hidrofobik blok yapidaki POx polimer
amfifillerinin hiicresel alim ve sitotoksisitesini degerlendirmislerdir. Calisma sonuglar1 bu
polimerlerin yiiksek konsantrasyonlarda dahi diisiik toksisite sergiledigini ve hiicresel
alimm polimer yapisindaki molar kiitle ve zincir degisikliklerine bagh oldugunu ortaya

koymustur [164].

Bauer ve arkadaslari, ayn1 molekiiler agirliktaki (0,4-40 kDa) PEG ve PEtOx’u, PEG’in
klinik denemelerdeki ila¢ tasima ile ilgili sinirlamalarini test etmek igin sitotoksisite ve
hemouyumluluk testleri agisindan karsilastrmiglardir. Kisa siireli uygulamada her iki
polimer yiiksek konsantrasyonlarda dahi kirmizi kan hiicreleri ve fare fibroblast
hiicrelerinde diisiik toksisite sergilemekle birlikte, uzun donem inkiibasyon siiresinde (12
ve 24 saat) yiiksek konsantrasyonlarda orta dlgekte sitotoksik bulunmustur. PEtOx, sentez
kolayligi, dusiik vizkozite ve yiiksek stabilite gibi fizikokimyasal ozellikleri ve
sitotoksisitesi agisindan PEG ile kiyaslandiginda ¢ok daha avantajhidir [146].

Pidhadika ve arkadaglar1 tarafindan sentezlenen PLL-PMetOx filmlerinin PLL-PEG
filmleri ile yiizey kaplama materyalleri olarak kullanimlarma dair karsilastirilmalar:
yapilarak filmlerin fizyolojik ve oksidatif ortamdaki stabiliteleri degerlendirilmistir. Ug
farkli ylizey analiz teknigi ile elde edilen sonuglar PLL-PMetOx filmlerinin, PLL-PEG
filmlerine gore yliksek stabiliteye sahip oldugunu ortaya koymustur. Sonu¢ olarak, bu
calisma, PMetOx ile hazirlanan kaplamalarin, fizyolojik ve oksidatif ortamlarda daha
yiiksek stabilite ve protein kirliligine karsi daha uzun siire direng gostermesi nedeniyle

PEG kaplamalarina gore giiclii bir alternatif oldugunu gostermistir [165].

Gaertner ve arkadaslari, radyoaktif isaretli suda ¢6ziiniir PMeOx ve PEtOx polimerlerinin
farede biyodagilim ve atilimini ¢alismislardir. Arastirmacilar, yiiksek hidrofilik 6zellikteki
poli-2-oksazolinlerin dokularda birikmedigini, bobrekte glomerular filtrasyon ile ¢ok hizli
bir kan klerensine ugradigmni ve dikkate deger oranda retikiiloendotelyal sistem

organlarinda diisiik alim gosterdigini ortaya koymustur [166].

Yukarida tartisildig1 tizere, POx polimerleri ile yapilan caligmalardan elde edilen tim
sonuglar bu polimerin in vitro ve in vivo uygulamalardaki basarili biyouyumlulugunu
ortaya koymaktadir. Bu nedenle, POx polimerlerinin ila¢ ve gen tasima uygulamalarinda
kullanimma yo6nelik POx tabanli yeni tasiyici sistemlerin gelistirilmesi ile sistemin

basarisinin arttirilacagi diisiintilmektedir.
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1.13. POx Tabanh Tasiyic1 Sistemler

Yiiksek biyouyumluluk ve islevsellestirilme 6zellikleri ile POx tabanli polimerler ilag ve
gen tastyici sistemler olarak terapotik 6zellikte ¢esitli biyomateryallerin gelistirilmesi igin
ideal kaynaklardir. Ozellikle, ilag ve gen tasinmasi i¢cin POx tabanli polimerlerin kovalent
olmayan etkilesimi ile hazirlanan polimerik miseller, hidrojeller ve kovalent etkilesim ile
hazirlanan POx-ilag, POX-protein konjugasyonlar1 ve POx tabanli polipleksler siklikla
kullanilmaktadir (Sekil 1.18).
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Sekil 1. 18. POx tabanli ilag/gen tasiyict sistemler [151]

Buna ragmen, POx’un, ABD Gida ve ilag¢ Dairesi tarafindan insanlarda klinik kullanimi
icin bir ilag onaylanmamistir. Sadece PEtOx’un besin takviyesi olarak dolayli yoldan
kullanim1 ABD {la¢ ve Gida Dairesi tarafindan onaylanmustir [153]. Klinikte kullanim i¢in
POx’un onay almasi, POx’a dayali biyomateryallerin hizl1 bir sekilde gelismesine ve pazar

paymin artmasina neden olacaktir.

1.13.1. POx Tabanh Miseller Sistemler

PEtOx yiiksek hidrofilik yapis1 geregi, hidrofobik biyouyumlu bir polimer ile amfilik
miseller yapiya diizenlenebilmekte ve ilag ve gen tasima c¢alismalarinda ideal bir
nanotastyict sistem olarak kullanilabilmektedir. Bunun yan1 sira hidrofilik PEtOx polimer
omurgasina eklenen yan hidrofobik gruplar ile de polimerin amfifilik yap1 olusturmasi
saglanabilmektedir. Bu da amfifilik POx polimerin sulu ¢6zeltiler i¢erisinde kendiliginden
diizenlenerek  miseller  yapiyr  olusturabilecegini  ortaya  koymaktadwr. Bu
hidrofilik/hidrofobik dengenin ayarlanabilir olmasi miseller boyut ve ilag tasima

ozelliklerinin etkili bir sekilde kontrol edilebilmesine yardimci olmaktadir.
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POx tabanli miseller genellikle POx-Poliester seklinde hidrofilik ve hidrofobik 2-oksazolin
monomerlerin ardisik olarak yapiya eklenmesiyle, A-B diblok ve A-B-A triblok yapisinda
olusturulmaktadir. Bu yapinin olusturulmasinda hidrofobik blok olarak poliesterlerden

PLA ve PCL polimerleri siklikla kullanilmaktadir [ 149, 150].

Zhao ve arkadaglari, hidrofobik poli-e-kaprolakton ile  hidrofilik  PEtOx
komplekslestirilmesi ile folat dekore miseller hazirlamiglardir. Folat dekore misellere
doksorubisin yiiklenmis ve misellerin parcacik boyutu, folat dekorasyon derecesi, ilag
yikleme etkinligi, enkapsiilasyon verimliligi, morfolojisi ve yiizey yiikii karakterize
edilmistir. Hedefleme yetenegi ve hiicre canliligi HeLa, KB, A549 ve MCF-7/ADR hiicre
hatlarinda degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar doksorubisinin agirlik¢a %10°dan daha
fazla kapasite ile miseller sistemlere yiiklendigini ve %58 ile %60 arasinda timér
hiicrelerinin canliligini azalttigini ortaya koymustur. Bu sonuglar in vivo antitiimor testleri
ile de desteklenmistir. Hazirlanan folat dekore PEtOx-PCL misellerin tiimore hedeflenmis

ila¢ tedavisinde umut verici tasiyici sistemler oldugunu ortaya konulmustur [167].

Benzer bir folat hedeflendirilmis poli(2-etil-2-oksazolin)-b-poli(e-kaprolakton) polimerik
miseller ile timor goriintiileme ve fototermal tedaviye yonelik bir ¢alisma amaglanmaistir.
Misellere suda ¢ok diisiik ¢oztintirliige sahip indosiyanin yesil boyasi yiiklenerek in vivo
KB ttimorlerindeki etkinligi degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar, bu miseller sistem ile
timor gortintiileme ve tedavisinin basarili bir sekilde yapildigmi ve tasiyict sistemin

yiiksek etkinlikte aktarimini ortaya koymustur [168].

Li ve arkadaslari, PEtOx-b-Poli(D-L-laktit) blok kopolimerleri ile hazirladiklar1 miseller
sistemin dig kabugunu ¢ift ligand ile fonksiyonellestirerek tiimor hiicrelerine hiicresel alim1
arttrmay1 hedeflemislerdir. Miseller yaklasik 30 nm gibi ¢ok kiiciik boyutlarda elde
edilmis olup, ¢ift ligand modifiye edilmis miseller ile endolizozomal pH’ta hizli hiicre i¢i
ilag salimi ve artmis hiicresel alim ile paklitakselin prostat hiicrelerinde yiiksek
sitotoksisite sergiledigini ortaya koymuslardir. Boylece tasarlanan miseller sistemin yiiksek
fonksiyonellestirme ile farkli 6zellikteki hedefleyici ajanlarm birlikte taginmasia imkéan

veren umut verici bir yaklagim oldugu ortaya konulmustur [169].

Kabanov ve Luxenhover tarafindan hidrofobik blok olarak, poli(2-n-butil-2-
oksazolin)(PBuOx) ve hidrofilik blok olarak PMEOx kullanildig1 ya da PBuOx’un orta
blok olarak ve PMeOx’un iki dig blok olarak kullanildigi, A-B diblok ve A-B-A triblok

yapida miseller sistemler hazirlanmistir. Bu miseller sistem ile paklitaksel ve suda
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cOzunirligii olmayan farkli antikanser ilaglarmin  ¢oziiniirligliniin  arttirilmast
hedeflenmistir. %45 ilag ylikleme kapasitesi ile ilacin suda ¢oziintirliigiiniin arttirildigi
basarili bir sekilde ortaya konulmustur. Elde edilen sonuglar, paklitaksel yiiklii PBuOx-
PMeOx misellerin, ticari misel formiilasyonlar1 ile kiyaslandiginda {istiin timor
inhibisyonu sergiledigini gostermistir. Ayn1 zamanda bu miseller sistemin tek bir ilag
yiiklii miseller ile kiyaslandiginda stabiliteyi arttirdigi ve her bir ilag i¢in %50 oraninda ilag
yiikleme kapasitesi sergiledigi ortaya konulmustur [164].

Ayni aragtirmacilar bagka bir ¢aligmalarinda, P(MeOx-b-BuOx-b-MeOx) miseller ile
taksoid tlirevi ilaglarin suda ¢oziiniirliklerini arttirmayr amaglamislardir. Bu blok
kopolimer sistemi ile 100 nm’nin altinda oldukc¢a stabil miseller elde edilmis olup, %50
oraninda yiiksek ilag yiikleme kapasitesi tayin edilmistir. Elde edilen bu veriler antikanser
ilaclarin disiik suda ¢oziiniirliigiiniin blok kopolimerik miseller sistemler ile yiiksek oranda
arttirildigini ortaya koymustur [170]. Su anda Kabanov ve ekibi, hangi POx tabanli misel
tastyicilardan en iyi sekilde yararlanilabilecegini belirlemek tizere cheminformatic veri

tabani olusturma ¢aligmalar1 tizerine yogunlagsmiglardir.

Hsiue ve arkadaglari, PEtOx-poli(aspartik asit) poliiyon kompleks misellere yiikledikleri
hidrofobik antifungal bir ilag olan Amfoterisin B’nin ¢oziiniirliigiinii ve mantar hiicrelerine
kars1 etkinligini arttirmay1 hedeflemislerdir. Arastirmacilar, amfoterisin B’yi %47 oraninda
misellere yiiklemeyi basarmiglardir. Ayrica insan fibroblast hiicreleri {izerine
gerceklestirilen in vitro sitotoksisite calisma sonucglari bu formiilasyonun klinikte
kullanilan ticari Fungizone® ile kiyaslandiginda ¢ok daha diisiik toksisite gosterdigini

ortaya koymustur [171].

Yukarida verilen cesitli literatiir bilgileri, POx’un tasidig1 amfifilik 6zelligi ile polimerik
misellerin hazirlanmasinda etkili yapilar oldugunu ortaya koymustur. Amfifilik yapisinin
yani sira hidrofilik ve hidrofobik bloklar seklinde ayri ayr1 yapiya katilarak misellerin
olusturulmasma da yliksek katki saglamaktadwr. Hedeflenebilir o6zellikleri, suda
coziiniirlugt disiik ya da hi¢ olmayan antikanser ilaglarmin ¢oziintirliigiiniin arttirilmasi ve
yiiksek etkinlik ile hiicrelere aktarmmi bu polimer ile hazirlanan miseller sistemleri

potansiyel ajanlar haline getirmektedir.

1.13.2. Gen Tasinmasinda POx Tabanh Polimerik Miseller
Polimerik miseller gelismis ve ayarlanabilir 6zellikleri ile niikleik asitlerin taginmasi igin
timit verici ajanlardir. Polimerik misellerin niikleik asitler ile komplekslesmesi poliiyon

kompleks miseller seklinde, elektrostatik olarak negatif yiiklii DNA ile bir hidrofilik blok
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ve katyonik yiiklii blok arasinda meydana gelmektedir. Katyonik polimerler arasinda yer
alan PEI, gen tasima ¢aligmalarinda siklikla kullanilan viral olmayan bir vektordiir. N-(2-
tetrahidropiranil) aziridinin katyonik halka ag¢ilim polimerizasyonu ve/veya poli(2-etil-2-
oksazolin)(PEtOx) ya da poli (2-metil-2-oksazolin)(PMetOx) gibi poli (2-alkil-2-
oksazolin)(PAOx) lerin tam ve kismi asidik ya da bazik hidrolizi ile sentezlenmektedir.
Ozellikle PEtOx’un tam ve kismi hidrolizi ile sentezlenen lineer PEI’nin polimerik
misellerin yapisina katilmasi, tek basma lineer PEI ile kiyaslandiginda diisiik sitotoksisite
ve yiiksek transfeksiyon etkinligi ile olduke¢a etkili bulunmustur. Bu nedenle, polimerik
POx tabanli misellerin tasarlanmasi ve gen tasima uygulamalarina yonelik sistemler olarak

kullanilmas1 gen aktariminin basarisini avantajli hale getirmektedir.

Klibanov ve Thomas, Poli(2-etil-2-oksazolin)’in asit katalizli hidrolizi ile 22kDa, 87 kDa
ve 217 kDa agirhiginda farkli lineer PEI tiirevleri sentezlemis ve fare akcigerine gen
aktarimi i¢in kullanmislardir. Elde edilen sonuclar 87 kDa agirligindaki PEI ve 217 kDa
agirhigindaki PED’nin en yiiksek in vitro transfeksiyon etkinligine sahip oldugunu ortaya
koymustur. Geleneksel PEI ile kiyaslandiginda 87 kDa agirhigindaki PEI'nin in vitro
transfeksiyon etkinligi 115 kat, in vivo transfeksiyon etkinligi ise 200 kat yliksek
bulunmustur. siRNA ile olusturulan komplekslerde ise akcigerlerde %93 oraninda gen

baskilanmasi elde edilmistir [172].

Jeong ve Park, PEtOx’un kismi hidrolizi ile hazirlanan PEtOx-co-PEI polimerini viral
olmayan DNA transfeksiyon ajan1 olarak kullanmislardir. % 50 ile % 90 arasinda degisen
farkli hidroliz derecelerinde sentezlenen blok kopolimerlerden % 88 hidroliz derecesine
sahip lineer PEI igeren polimerin, DNA ile kondensasyonunun ve in vitro transfeksiyon
etkinliginin geleneksel dallanmis PEI’de oldugu gibi olduk¢a yiiksek oldugu ortaya
konulmustur. Hidroliz derecesindeki artis, hiicresel toksisite ve transfeksiyon etkinliginde

artisa neden olmustur [50].

Fernandes ve arkadaslari, Lineer PEI’nin hiicresel toksisitesini azaltmak i¢in, PEtOx un
kismi hidrolizi ile ti¢ farkli hidroliz derecesinde (%30, %70 ve %96) PEI igceren blok
kopolimerler hazirlamislardir. Calismada farkli hidroliz derecelerinde lineer PEI iceren
blok kopolimerlerin toksisite ve transfeksiyon etkinlikleri degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuglar, %30 hidrolize blok kopolimerin diisiik transfeksiyon etkinligi ve %96 hidrolize
blok kopolimerin yiiksek toksisitesi nedeniyle transfeksiyon c¢aligmalar1 icin etkin

olmadigin1 ortaya koymustur. Arastirmacilar, %70 hidrolize PEI'nin dusiik hiicre
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toksisitesi ve yiiksek transfeksiyon etkinligi nedeniyle ideal bir tasiyici sistem oldugunu

ifade etmistir [15].

Hsiue ve arkadaslari, PEtOx-lineer PEI blok kopolimerlerini tiyol-disiilfit baglama
reaksiyonu ile sentezlemislerdir. Lineer PEI, PEtOx’un kismi hidrolizi ile hazirlanmis ve
PEtOx ile baglanmistir. Blok kopolimerdeki lineer PEI’nin hidroliz derecesindeki artis
DNA ile kondensasyonu arttirmis ve 300—-500 nm boyutlarindaki dallanmis ve lineer PEI
ile kiyaslandiginda 190 nm gibi diisiik boyutta stabil polipleksler elde edilmistir. HeLa
hiicrelerinde yapilan in vitro hiicre canlilik ve gen ekspresyon analiz sonuglarinim, blok
kopolimerdeki PEI hidroliz miktarinin artist ile iligkili oldugunu ortaya koymustur. Nihai
blok kopolimerlerin dallanmis ve diiz PEI’ye gore diisiik toksisite ve yiiksek transfeksiyon

etkinligi sergiledigi bulunmustur [173].

Zhong ve arkadaslari, PMetOx’un asit hidrolizi ile sentezlenen PEI ile diisikk molekiiler
agirlikli PEI-PEG-PEI triblok kopolimerleri hazirlamiglardir. Blok kopolimerlerin in vitro
COS-7 ve sigir endotel hiicrelerini yiiksek oranda transfekte ettigi ortaya konulmustur.
Blok kopolimerin plazmit DNA’y1 100 nm’den daha diisiik boyut ile kondanse edebilme
yetenegi ve geleneksel lineer PEI ile kiyaslandiginda 3 kat daha yiiksek oranla
transfeksiyon aktivitesi sergiledigi belirlenmistir. Ayrica arastirmacilar, tasarlanan sistemin
basarisini, serumun transfeksiyon {iizerinde herhangi bir inhibe edici etkisinin
bulunmadigint gostererek ortaya koymustur. Tasiyict sistemin giivenlik profili
degerlendirildiginde, triblok kopolimerin yiiksek gen ekspresyon kosullarinda dahi
sitotoksisitesinin oldukc¢a diisiik oldugu bulunmustur. Arastirmacilar, PMetOx’un asit
hidrolizi ile sentezlenen PEI-PEG-PEI triblok kopolimerin yeni bir gen tastyic1 ajan olarak
ilgi ¢ekici oldugunu ortaya koymustur [174].

Guis ve arkadaslari, poli(etilen glikol-b-(etiloksazolin-ko-metiloksazolin)) (poly(EG-b-
(EtOx-co-MeOx))) sentezini takiben gen tasiyici ajan olarak PEG-bagli PEG-b-PEI
polimeri elde etmek i¢in EtOx-co-MeOx komonomerlerinin alkali hidrolizini
gerceklestirmislerdir. PEG-b-PEI blok kopolimeri ile yapilan gen aktarim deney sonuglari,
yeni bir {iriin olan bu blok kopolimerin 6nemli 6lciide DNA transfeksiyon kapasitesine

sahip oldugunu gostermistir [175].

Bauhuber ve arkadaglari benzer bir yaklasimda, PMeOx’un hidrolizi ile redoks
parcalanabilir, PEI-SS-PEG blok kopolimeri sentezlenmistir. 1,5-10 kDa araliginda
sentezledikleri PEI hidroliz iirtinii arasindan, 3 kDa ya da daha uzun PEI’'nin DNA’y1 iyi
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derecede kondanse ettigi belirlenmistir. Arastirmacilar, bu sistemin yapisinda bulunan
PEG’in, dusiik toksisite ve yliksek transfeksiyon etkinligi ile poliplekslerin basarisini
ortaya koydugunu ifade etmislerdir [176]. Gen tasima ¢ercevesinde her ne kadar POx’un
hidrolizi ile elde edilebilen tanimlanmis lineer poli(etilenimin) (PEI) olduk¢a uygun bir
kaynak olsa da, POx’un kendisi de gen tagima ¢aligmalarinda siklikla kullanilan basarilt

tasiyict sistemler ortaya koymaktadir.

Brissault ve arkadaslar1 hidrofilik blok olusturucu PEG yerine Poli (2-metil-2-oksazolin)
kullanarak sentezledikleri amfifilik Poli[(Propilen-blok-Poli(2-metil-2-
oksazolin)]|(PMeOx-PPG-PMeOx) triblok kopolimeri iskelet kasina gen aktariminda
kullanmay1 hedeflemislerdir. Amfifilik blok kopolimerler kullanilarak 5 pg Lusiferaz
DNA’nin transfeksiyon etkinliginin ¢iplak DNA ile kiyaslandiginda Balb/c farelerde 18 kat
arttig1 gosterilmistir [177].

Luhmann ve arkadaslar1 Poli(L-lizin) omurgasi tizerine graft edilmis PMeOx zincirleri ile
(PLL-g-PMeOx) fir¢a yapisini ¢galigmislardir. Elde edilen sonuglar PLL-g-PEG fir¢alar ile
benzerlik géstermekte olup, COS-7 hiicrelerinde %10 transfeksiyon etkinligi sergilemistir.
Ayrica arastirmacilar, PLL-g-PMeOx-DNA komplekslerinin serum ve DNAz aktivitesine
kars1 son derece yiiksek bir stabilite sergiledigini ortaya koymustur [178].

Gaspar ve arkadaslar1 hidrofilik PEG yerine PEtOx kullanarak, PEtOx-PLA-g-PEI blok
kopolimerleri ile hazirlanan miselleri minicircle DNA (mcDNA) tasmmasi ig¢in
kullanmiglardir. Amfifilik misellerin diistik kritik misel konsantrasyonuna, yiiksek serum
ve kan stabilitesine sahip oldugu ortaya konulmustur. Miseller sistem, MCF-7 meme
kanseri hiicreleri tarafindan yiiksek alim ve kontrol partikiillerine gore 2,7 kat yiiksek gen
ekspresyonu sergilemistir. Ayni1 zamanda bu miseller sistemlerin doksorubisin ve
mcDNA’y1 birlikte tasima etkinlikleri degerlendirilmis olup, kombine sistemin yiiksek
etkinlik, hiicresel alim ve antitiimor aktivitesine sahip oldugu tayin edilmistir. Elde edilen
tiim bulgular, PEG islevsellestirmesi olmaksizin, ilag/mcDNA kombinasyonunun miseller

ile birlikte taginmasi i¢in potansiyel bir ajan oldugunu ortaya koymustur [179].

Gaspar ve arkadaslarinin kanser tedavisine yonelik gelistirdikleri diger bir kombine tedavi
yaklasiminda, uyar1 duyarli PEtOx-PLA-g-PEI-SS polimeri ile amfifilik miseller
hazirlanmigtir. PEI-SS yapist mcDNA ile komplekslesmeyi arttirmanin yani sira hiicre
icerisinde uyari-duyarli bir salim meydana getirmistir. Arastirmacilar, timor ici

uygulamaya bagli olarak mcDNA yiiklii miseller ile 8 giine kadar in vivo gen ekspresyonu
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goriintiilemislerdir. Ayrica kombine tedavi ile doksorubisin ve mcDNA’nin basarili bir
sekilde ve yiiksek etkinlikte enkapsiilasyonu saglanmig ve kanser hiicrelerine yiiksek alimi
ortaya konulmustur. ki ayr1 terapotik ajanm birlikte aktarim tiimoér hacminde ve kanser

hiicrelerinin canliliginda 6nemli 6l¢tide azalmaya yol agmustir [180].
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

PEtOx-b-PCL ve PEtOx-ko-PEI-b-PCL polimerleri

Agaroz (diisiik erime sicakligina sahip)
Bromfenol mavisi
Detoro kloroform, Detoro su

Diklorometan (DCM)

Dimetil tiyazolil difeniltetrazolyum bromid(MTT)

Diyaliz membran (2000, 10000 Da)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium),

(High glikoz, Low glikoz)
DMEM-F12 (Dulbecco's Modified Eagle
Medium/Nutrient Mixture F-12)

DNA Molekiil Agirlik Standardi (1kb)
DNAZz-1 (DNA niikleaz)
DRAQ-7™hiicre canlilik boyasi
Enjektor ucu Filtre 0,2 um, steril
Etidyum bromiir

Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS)
Fotal sigir serumu (FBS)

Jel yiikkleme boyasi (6X)

L-glutamin (200 mM)

Metanol, Tetrahidrofuran(THF)
Penisilin / Streptomisin

Piren

Plazmit DNA izolasyon kiti

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Tripan mavisi (tripan blue)

Tripsin-EDTA c¢ozeltisi

2.1.2. Kullanilan Biyolojik Malzemeler

Escherichia coli(E. coli) DH Sa

Tiibitak-MAM

Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Merck,Almanya
Sigma-Aldrich, ABD
Millipore, Almanya
Biochrom AG, Almanya

Biochrom AG, Almanya

New England BioLabs, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Biolegend, ABD

Sartorius Stedim, Almanya
Sigma-Aldrich, ABD
Biochrom AG, Almanya
Biochrom AG, Almanya
New England BioLabs, ABD
Biochrom AG, Almanya
Merck, Almanya

Biochrom AG, Almanya
Sigma-Aldrich, ABD
Invitrogen, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Biochrom AG, Almanya

Yeditepe Unv. Biyomiihendislik Béliimii



1.929 fare fibroblast hiicre hatt1

MCF-7 ve MDA-MB-468
adenokarsinom hiicre hatt1

insan meme

pEGFP-C3 ve pEGFP-BikDD plazmit DNA
2.1.3. Kullanilan Cihazlar
"H-NMR Spektroskopisi

AT-FTIR Spektroskopisi

Bio-Rad Subcell Elektroforez sistemi
Biyogiivenlik kabini

ELISA Okuyucu

Evaporator

Flow sitometre cihazi

Floresan mikroskop Leica DMIL, DFC 320
Gegirimli elektron mikroskobu (TEM)
Hassas Terazi

Jel goriintiileme cihazi

Jel permeasyon Kromatografisi (GPC)
Jel permeasyon Kromatografisi (GPC)
Manyetik karistirict

Nanodrop 2000

pH Metre

Spektroflorimetre, plaka okuyuculu
Ultra saf su cihazi Simplicity 185
Ultrasonik banyo

Vorteks

Zetasizer Nano Series ZS
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American Type Culture Collection (ATCC)

Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC)

Yeditepe Unv. Biyomiihendislik B6liimii

Varian-Mercury 600, Agilent Tech,ABD
Perkin-Elmer BX Spectrophotometer, ABD
Bio-Rad Lab. Inc, ABD

Faster BHG 2004, Class 2 ,italya
Molecular Devices, Spectra Max Plus/ ABD
IKA RV 10 basic, Almanya

BD FACSAria II, ABD

Leica, Wetzlar, Almanya

Tecnai G Spirit Biotwin (FEI,Hollanda).
Mettler Toledo, Isvicre

Kodak Gel Logic 200, ABD

Agilent Instrument (Model 1100), ABD
Malvern, ViscoTek TDA 302, ABD
Heidolph, Almanya

Sigma, ThermoScientific, ABD

Sartorius Professional meterPP-20
Spectramax M2, MolecularDevices, ABD
Millipore, ABD

Bronson B 220 Smith Kline

IKa,Brezilya

Malvern Ins.ingiltere



2.2. Yontem
2.2.1. Genetik Materyalin Elde Edilmesine Yonelik Calismalar
2.2.1.1.Tez Cahismasinda Kullanilan Plazmit Vektorler

Calismamizda, pEGFP-C3 plazmit ve bu plazmide BikDD geni sokulmus pEGFP-BikDD
olmak {izere 2 ayr1 plazmit vektor kullanilmistir. Her iki vektor yesil floresan protein

(GFP) kodlamakta ve tizerinde kanamisin direng geni tasimaktadir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2. 1. Calismada kullanilan plazmit vektorlere ait genel bilgiler

Vektor adi pEGFP-C3 pEGFP-BikDD
Baz cifti (bc) 4727 5208 (481 bg¢ sokulmus)
Bakteriyel Diren¢ Kanamisin Kanamisin
Secici belirteg Neomisin Neomisin

481 b¢ Bik geni, pEGFP-C3 plazmidine sokulmus sekilde ticari olarak Addgene
firmasindan satm almmustir. Proapoptotik gen olarak kullanilacak BikDD geninin plazmide
sokulmus mutasyonlu hali piyasada satilmadigindan Bik geni {izerinde Yeditepe
Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik boliimii 6gretim iiyesi Prof. Dr. Dilek TELCI ve
ekibi tarafindan yonlendirilmis mutagenez yapilmig ve BikDD genine ¢evrilmistir.
Yonlendirilmis mutagenez ile Bik geninin sentezledigi proteinin 33. aminoasiti olan

treonin ve 35. aminoasiti olan serin aspartik asite doniistiiriilmiistiir.

Hiicre kiilttirti ¢alismalarinda in vitro transfeksiyon ve apoptoz kaynakli 6liimiin tayini i¢in
miseller ile kompleks olusturulmus bos pEGFP-C3 plazmidi, terapotik geni tasiyan
pEGFP-BikDD’ye kontrol olarak kullanilmistir. Plazmit haritalar1 Sekil 2.1 ve 2.2°de

verilmistir.
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| 4727 bp

Sekil 2. 1. pEGFP-C3 plazmidine ait gen haritas1 [181]

GFP
Pstl
human Bik gene

Notl

pEGFP-Bik

5208 bp

yapilmustir.

Sekil 2. 2. pEGFP-Bik plazmidine ait gen haritas1 [182]

Her iki plazmit, Escherichia coli(E. coli) DH 5o hiicrelerine transforme edilmis ve

transformasyon sonrasi c¢ogaltilan hiicrelerden DNA izolasyonu ve karakterizasyonu

Asagida verilen genetik materyalin iiretimine ait tiim protokoller, Yeditepe Universitesi
Genetik ve Biyomiihendislik boliimii molekiiler hiicre biyolojisi aragtirma laboratuvarinda

Prof. Dr. Dilek TELCI 6nderliginde yapilmistir. Cogaltim ve saflasmalari asamalari
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sirasinda bir hafta siiresince deneylere katilim saglanmig ve bu siire zarfinda deneyler

Zeynep Biisra BOLAT 1in yardimi ile Uzm. Bio. Asli KARA tarafindan yapilmstir.

2.2.1.2. Plazmit DNA (pDNA)’nin Cogaltilmasi

2.2.1.2.1. Bakteri Kiiltiiriiniin Hazirlanis1

E. coli DH5a susu Luria-Bertani, Miller (LB) Agar plagina ekilerek, 37°C’ye ayarlanmis
inkiibatérde gece boyunca inkiibe edilmistir. Ertesi giin LB Agar ortaminda (LB Agar besi
ortaminin i¢erigi Cizelge 2.2°de verilmistir) inkiibe edilen hiicrelerden tek koloni segilerek
50 mL’lik falkona alinmis, 5 mL sivi LB (LB besi ortaminin igerigi Cizelge 2.3’de
verilmistir) icerisine aktarilarak 37°C’de gece boyunca yatay calkalayicida inkiibe
edilmistir.

Cizelge 2. 2. LB Agar besi ortamu igerigi

Icerik Miktar (1 Litre’de)
Kazeinin enzimatik sindirim tirtinii 10g
Maya ekstrakti S5¢g
Sodyum Kloriir 10g
Agar 12 g

1 Litre saf suda 37 g ortam, topaklanmay1 dnlemek amaciyla 6nce 1sitilarak sonrasinda bir
dakika kaynatilarak ¢oziilmiistiir. 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edildikten
sonra plaklara dokiilmiis ve katilagmasi beklenmistir. Ortamin pH’s1 25°C’de 7,3 + 0,2

olarak ol¢tilmiistiir.

Kanamisin i¢eren LB Agar besi ortami hazirlanmasi i¢in, sterilizasyon sonrasi besiyerinin
el degecek kadar sogumasi i¢in beklenip, 100pug/mL konsantrasyonda antibiyotik ¢ozeltisi

eklenmistir. Daha sonra plaklara dokiilerek katilagmasi i¢in beklenmistir.

Cizelge 2. 3. LB besi ortamu igerigi

Icerik Miktar (1 Litre’de)
Kazeinin enzimatik sindirim irtinii 10g
Maya ekstrakti 5¢
Sodyum Kloriir 10g

25 g ortam 1 Litre saf su igerisinde ¢oziilmiis ve iyice karistirildiktan sonra 121°C’de 15

dakika steril edilmistir.

Kanamisin igeren LB siv1 besi ortami hazirlanmasi i¢in; sterilizasyon sonrasi besiyerinin
sogumas1 beklenmis, sonrasinda 100ug/mL konsantrasyonda antibiyotik ¢ozeltisi

eklenmistir.
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2.2.1.2.2. Kompetan Hiicre Hazirlanmasi

Gece boyunca 37 °C’de s1v1 LB igerisinde biiylimeye birakilan tek koloniden alinan E.
coli DH 5a susunun 1 mL’si, antibiyotik icermeyen 200 mL LB igerisine ekilmistir

(200:1 oran olacak sekilde ¢alisilmistir).
180-200 rpm’de 37°C’de ¢alkaliyicida yaklasik 1-2 saat inkiibe edilmistir.

20 dakika araliklarla UV spektrofotometrede (Thermo Labsystem) 600 nm dalga
boyunda Optik yogunluk (OD) 6l¢timii yapilmaistir.

OD degerinin 0,3 ile 0,4 arasinda olmas1 gerektiginden araliklarla takip edilmistir (Bu
deger, mikroorganizmalarin stasyonel faza gecmeden, biliylime degerini ifade

etmektedir).

Istenilen OD degerine ulasildiginda, hiicreler 50 mL’lik falkona tiiplere almarak, 1000
g’de +4°C’de 10-15 dakika santrifiij edilmistir.

Stipernatant uzaklastirilmis, olusan bakteri pelleti tizerine -80°C’de saklanan 10 mL
iyilestirilmis tampon ¢ozelti eklenmis, 15 dakika buz {izerinde bekletilmis ve el
yardimiyla pellet dagitilmaya calisilir. Sonrasinda tekrar 10001500 g’de 10 dakika
boyunca +4’°C’de santrifiij yapilmistir.

Stipernantant uzaklastirildiktan sonra her bir tiipteki pellet tzerine 1’er mL
iyilestirilmis tampon ¢ozelti eklenmis ve 5-10 dakika buz lizerinde bekletilmistir.
Iyilestirilmis tampon igerisinde dagitilan pellet pargalara boliinerek —80 °C’de
saklanmustir. Boylece kompetan bakteri hiicresi hazirlanmistir. Iyilestirilmis tamponun

icerigi Cizelge 2.4’de verilmistir.

Cizelge 2. 4. lyilestirilmis tamponun* icerigi

Icerik 50 mL tampon icin

Gliserol (Hacimce %15) 7,5 mL

CaCl, (2 M stoktan 75 mmol/L olacak sekilde) 1,87 mL

Steril su 42,5 mL
*]yilestirilmis tampon hazirlandiktan sonra 0,22 pm steril filtre ile filtrelenerek -80°C’de saklanmustir.
2.2.1.2.3. Kompetan Hiicrelerin pEGFP-C3 ve pEGFP-BikDD Plazmidleri ile
Transformasyonu

100 pL kompetan hiicre iizerine yaklagik 450-500 ng (1- 2) pL olacak sekilde plazmit

eklenmistir ve 30 dakika buz {izerinde bekletilmistir.
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e Isisoku ile 6ncelikle 42°C’de 90 saniye inkiibe edilmis sonrasinda tekrar buz {izerinde

5 dakika bekletilmistir.

e Yaklasik 300 pL SOC Medium ya da NZY+ Broth eklenerek 1 saat siire ile 37°C’de
300 rpm’e ayarlanmis ¢alkalayicida inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyon sonunda 100 ya da 200 pL transforme edilmis 6rnek almarak, steril
edilmis 100pg/mL konsantrasyonda kanamisin igeren LB Agar plag: iizerine ¢izgi

ekim yapilmis ve 37°C’ye ayarlanmis etiivde bir gece inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyon sonrasi tek koloni segilerek, biiyiikk olcekte iiretim igin 100pg/mL
kanamisin iceren 200 mL sivi LB igerisinde 180 rpm’de 37°C’de gece boyunca
cogaltilmis ve plazmit DNA izolasyonu yapilmustir.

2.2.1.2.4. Plazmit DNA izolasyonu
Plazmit DNA izolasyonu PureLink'™ HiPure Plazmit DNA Saflastrma Kiti Midiprep
(invitogen K2100, USA) kullanilarak {ireticinin  belirttigsi  protokole  gére

gerceklestirilmistir. Baslamadan 6nce;
Biitiin izolasyon adimlar1 oda sicakliginda yapilmustir.

Resiispansiyon tamponu igerisine belirtildigi miktarda RNaz A eklenmis ve iyice

karigtirilmigtir. Tampon 4 °C’de saklanmustir.

Lizis tamponu, ¢oken tuzlar1 uzaklastirmak i¢in 37°C’ye ayarlanmis su banyosunda inkiibe

edilmistir.

Izolasyon Basamaklari
e 10 mL dengeleme tamponu HiPure Midi kolona eklenmis ve ¢ozeltinin kolondan

yercekimi kuvvetiyle akisina izin verilerek kolonun dengeye getirilmesi saglanmistir.

e 200 mL svi LB igerisinde c¢ogaltilmis plazmidler 50 mL’lik 4 ayr1 falkon tiipe

boliinmiis ve 4000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenerek siipernatant uzaklastirilmistir.

e 4mL RNaz iceren resiispansiyon tamponu hiicre pelleti tizerine eklenmis ve homojen

bir ¢ozelti elde edene kadar pellet pipetleme yoluyla restispande edilmistir.

e (ozelti tizerine 4 mL lizis (parcalama) tamponu eklenmis ve tiipiin kapag1 kapatilarak

5 kez hizlica alt tist edilmistir.

e Islemden sonra tiipler 5 dakika siire ile oda sicakliginda bekletilmistir.
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Tiiplerin tizerine 4 mL ¢6ktiirme tamponu eklenmis ve homojen bir karigim elde edene

kadar tekrar hizlica alt tist edilmistir.
Elde edilen lizat 15000 rpm’de 10 dakika oda sicakliginda santrifiij edilmistir.
Pellet kaldirilmadan dengeye getirilmis kolon {izerine stipernatant yiiklenmistir.

Cozelti yer ¢cekiminin etkisiyle kolondan uzaklastiktan sonra, 10 mL yikama tamponu

ile 2 kez yikanmustur.

Kolon steril 15 mL’lik falkon tiiplere alinmis ve iizerine 5 mL eliisyon tamponu
eklenmis ve DNA’nin kolondan eliie olmasi beklenmistir. Eliisyon tiipii saf DNA

icermektedir.

—20°C’de bulunan izopropanolden 3,5 mL almarak eliiat tizerine eklenmis, iyice

karigtirilmig ve 15000 rpm de 30 dakika 4°C’de santrifiijlenmistir.

Stipernatant uzaklastirilmis ve pellet tizerine 3 mL -20 °C’de bekletilen %70’lik etanol
eklenmis ve 10000 g’de 10 dakika 4°C’de santrifiijlenmis ve siipernatant

uzaklagtirilmastir.

Pellet 10—15 dakika siire ile alkoliin ugmasi i¢in havada kurutulmus, sonrasinda
saflastirilmis Plazmit DNA 150 pL Tris-EDTA(TE) tamponu igerisinde resiispande

edilmis ve -20 °C’de saklanmistur.

2.2.1.3. Plazmit DNA Karakterizasyonu

Izolasyon sonucunda elde edilen plazmit DNA’larin konsantrasyonlar1 ve safliklar1 260 nm

ve 280 nm’de NanoDrop Spektrofotometre kullanilarak 6l¢tilmiistiir (ND-2000, Sigma).

Ayrica plazmidler %1 agaroz jel elektroforezde yliriitiilerek etidyum bromiir ve UV

yardimiyla goriintiilenmis ve saflik kontrolii teyit edilmistir.

Agaroz Jelin Hazirlanmasi:

Agaroz jel elektroforezi i¢in tiim ¢aligmalar boyunca genellikle %0,8 ya da %1 agaroz

iceren jel kullanilmistir. Yiiriitme tamponu ve yiikleme jeli hazirlamak i¢in stok 50X Tris-

Asetik asit-EDTA (TAE) tampon ¢6zeltisinden diliie edilen 1X TAE kullanilmistir.

Agaroz jel kasetine 6rnek sayisina uygun olan tarak secilip kasete yerlestirilmistir.

% 1 (a/h)’lik jel hazirlamak i¢in; Diisiik erime sicakligna sahip 1 g agaroz tartildiktan
sonra lizerine 100 mL 1X (TAE) agaroz jel elektroforez tamponu eklenmistir. Cozelti

mikrodalga firinda 1sitilarak agarozun tamamen ¢6ziinmesi saglanmistur.
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e Jel, eli yakmayacak kadar soguduktan sonra iizerine son konsantrasyonu 0,2 pg/mL
olacak sekilde 10 mg/mL konsantrasyondaki stok etidyum bromiir c¢ozeltisi

eklenmistir.
e Jel tepsiye dokiilerek polimerlesmeye birakilmistir.

e Jel katilastiktan sonra yan destekler ve taraklar dikkatlice ¢ikarilip jel tepsisi,

icerisinde 1X TAE bulunan elektroforez tankina yerlestirilmistir.

DNA orneklerinin Jele Yiiklenmesi ve Goriintiilenmesi
Jel iizerinde agilan ilk kuyucuga, 2 pL 1 kilobazlik (kb) DNA isaretleyici (yiikleme boyast

ile hazir karistirilmis) yiikklenmistir.

Kullanilacak DNA miktarma ve kuyucaga yiiklenecek hacime bagh olarak uygun miktarda
6x ylikleme boyast DNA 6rnegi ile karistirilmistir ve jele yiiklenmistir.

Elektroforez kosullar1 100 V’da yaklasik 45—60 dakika siire ile ger¢eklestirilmistir.

Jel Goriintiileme cihazinda (Kodak Gel Logic 200, ABD) 260 nm’de jel goriintiisii

alimmustir.

Agaroz Jel Elektroforez Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler

Etidyum Bromiir Cozeltisi

10 mg etidyum bromiir tartilarak 1 mL saf su igerisinde ¢oziilmiis ve stok c¢ozelti
olusturulmustur. Calismalar swrasinda 100 mL’lik bir jel igerisinde 0,2 pg/mL olacak
sekilde etidyum bromiiriin stok ¢ozeltisinden 2 pL almarak jele hazirlama esnasinda

eklenmistir.

TAE tampon ¢ozeltisi (50x), 500 mL tampon ¢ozelti icin
50 X TAE tampon cozeltisi

Malzeme Miktar

Trizma bazi 121 g

Glasiyel asetik asit 28,55 mL

0.5 M EDTA (pH 8) 50 mL

Saf su Son hacim 500 mL olacak sekilde

Hazirlanan 50X TAE tamponu 1X olacak sekilde saf su ile seyreltilerek oda sicakliginda
agz1 parafilmlenerek saklanmistir. Tiim elektroforez islemlerinde 1X’e seyreltilmis tampon

cozelti kullanilmistir.
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2.2.2. PEtOx-b-PCL ve PEtOx-ko-PEI-b-PCL Blok kopolimerlerinin Sentez
Cahsmalan

TUBITAK MAM Malzeme Enstitiisii ¢calisma ekibimiz tarafindan 213M760 numarali
TUBITAK 1003 projesi kapsaminda hidroliz edilmemis [Poli (2-etil-2-oksazolin)-blok-
Poli(e-kaprolakton) (PEtOx-b-PCL) ve hidroliz edilmis Poli(2-etil-2-oksazolin)-ko-
Poli(etilenimin)-blok-Poli(e-kaprolakton) (PEtOx-ko-PEI-b-PCL)] blok kopolimerleri
sentezlenmis ve karakterizasyonlar1 yapilmistir. Bu amacla, 6ncelikle farkli molekiiler
agirliklarda hidroliz edilmemis PEtOx-b-PCL blok kopolimerleri sentezlenmistir (Cizelge
2.5). Misel olusumu i¢in hidrofobik blogun toplam blok kopolimere gore agirlik¢a yiizdesi
ve hidrofilik:hidrofobik blok kopolimer molekiil agirliklar1 6nem teskil etmektedir. Bu
nedenle ideal 6zelliklerde misel formiilasyonlariin hazirlanmasi i¢in oncelikle PEtOx-b-
PCL blok kopolimer i¢in farkli hidrofilik:hidrofobik oranlarda blok kopolimerler ile

calisilarak uygun oranin belirlenmesi amag¢lanmastir.

Cizelge 2. 5. Farkli molekiiler agirlik oranlarinda sentezlenen PEtOx-b-PCL polimerleri

BLOK KOPOLIMER
PetOX3800-b-PCL19OO

PetOX4500-b-PCL2250
PetOx9200-b-PCL5 100

PetOx7516-6-PCL4047
PetOX7400-b-PCL2600

PetOx7400-b-PCL 1500
PetOxe6400-b-PCL 1500

PetOx11300(10700)-b-PCL2100

Saflagtirmas1  tarafimizdan  yapilan bu  polimerlerden  hazirlanan  misellerin
karakterizasyonlar1 yapildiktan sonra boyut, zeta potansiyel ve PDI degerleri agisindan en
uygun bulunan PEtOx polimerin kismi hidrolizi ile 3 farkli hidroliz derecelerinde (%30,
%60 ve %70) PEtOx-ko-PEI(30.60.%70) blok kopolimerleri sentezlenmis ve PCL polimeri
ile bloklanmistir. Hidroliz sonucu elde edilen PEtOx-ko-PEl (w30 .%60.%70)-b-PCL blok
kopolimerlerinden hazirlanan bos misel formiilasyonlar1 arasindan uygun partikiil boyut,
zeta potansiyel ve polidispersite indeksine sahip 2 farkli hidroliz derecesindeki blok
kopolimerler seg¢ilerek miseller hazirlanmis ve terapotik gen ile komplekslestirme

yapilmak tizere tez calismalarina devam edilmistir.
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2.2.2.1. PEtOx-b-PCL Blok Kopolimer Sentezi

Poli (2-etil-2-oksazolin) — blok — Poli (e-kaprolakton) (PEtOx-b-PCL) amfifilik blok
kopolimerinin sentezi oncelikle hidrofilik blok olarak PEtOx ve hidrofobik blok olarak
PCL polimerinin canlt halka agilim polimerizasyonu (LCROP) ile ayr1 ayr1 sentezlenmesi
ve sonrasinda klik kimyasi ile bakir katalize, azid-alkin siklokatilim reaksiyonu (CuAAC)
sonucu blok haline getirilmesi ile elde edilmistir. Kliklenebilir a-alkin-islevsellestirilmis-
Poli(e-kaprolakton) ve w-azid islevsellestirilmis-Poli (2-etil-2-oksazolin) (PEtOx-Nj3)
kolaylikla hazirlanmis ve oda sicakliginda bakir siilfat / askorbik asit katalizér sistemi
kullanilarak birlestirilmistir  (Sekil 2.3). Amfifilik blok kopolimerlerin yapilari,
spektroskopik ve kromatografik analizler kullanilarak aydinlatilmistir [183].

Asagida blok kopolimerlerin ve misellerin sentez ve hazirlama kosullarma ait detaylar

verilmistir.

Azid Islevsellestirilmis PEtOx-N; Polimerinin Sentezi

PEtOx, 2-etil-2-oksazolin monomerinin varhiginda canli halka agilim polimerizasyonu ile
sentezlenmistir. Bunun i¢in, oda sicakliginda inert atmosfer varliginda asetonitril (ACN)
icinde ¢6zlilmiis metil p-toluen-siilfonat (MeTos) (1.403 mmol) baslaticis1 ile 2-etil-2-
oksazolin (EtOx)(148,6 mmol) monomerinin canli katyonik halka agilim polimerizasyonu
ile azid-iglevsellestirilmis PEtOx-Nj sentezlenmistir. 15 saat 130 °C’de polimerizasyondan
sonra, reaksiyon karisimi oda sicakliginda tekrar sogutulmus ve inert atmosfer altinda
sonlandirma ajani olarak sodyum azid (NaNs3) (5,612 mmol) kullanilarak reaksiyon
sonlandirilmistir. Polimerizasyon, 24 saat 65°C sicaklikta karanlikta sonlandiktan sonra
coziici disiik basing altinda uzaklastirilmistir. Nihai iirtin diklorometan (DCM) ig¢inde

coziilerek soguk dietileterde ¢oktiirtilmiis ve gece boyunca vakum altinda kurutulmustur.

Alkin Islevsellestirilmis PCL Polimerinin Sentezi

PCL-Alkin, baslatici olarak proparjil alkol ve katalizor olarak kalay oktoat Sn(Oct),
kullanilarak e-kaprolakton’un halka agilma polimerlesmesiyle sentezlenmistir. e-
kaprolakton (45.12 mmol), toluen i¢indeki kalay oktoat ¢ozeltisi (0.039 mmol), propargil
alkol (3.21 mmol) ve toluen kurutulmus tiipe ilave edilmis ve tiip bir vakum hatt1
kullamlarak argon gazi ile doldurulmustur. Reaksiyon karisimi 120'C’de 5 saat boyunca
karistirilmistir.  Coziicliniin - diistik basmng altinda uzaklastirilmasindan sonra, kalinti
DCM’de ¢oziilmiis ve soguk metanolde c¢oktiirtilmistiir. Elde edilen polimer vakumlu

etlivde gece boyunca oda sicakliginda kurutulmustur.
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Klik Kimyasi ile PEtOx-N3, Alkin-PCL Polimerlerinin Bloklanmasi

PEtOx-b-PCL blok kopolimeri, klik kimyas1 ile bakir katalize, azid-alkin siklokatilim
reaksiyonu sonucu blok haline getirilmistir. Kliklenebilir a-alkin-islevsellestirilmis-Poli(e-
kaprolakton)(PCL alkin), w-azid islevsellestirilmis-Poli(2-etil-2-oksazolin) (PEtOx-N3),
bakir siilfat (CuSO,) ve askorbik asit DCM igerisinde ¢oziilmiistiir. Sonrasinda, karigimin
nitrojenle havasi alinmis ve 24 saat karanlikta oda sicakliginda karigtirilmigtir. Reaksiyon
stiresinin tamamlanmasindan sonra, karisim silika kolondan gegirilmis ve ¢6ziicii algak
basing altinda uzaklastirilmistir. Son olarak kalintt DCM igerisinde ¢oziilmiis, soguk dietil

eterde ¢oktiiriilmiis ve gece boyunca vakum altinda kurutulmustur [183].
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Sekil 2. 3. PEtOx-b-PCL blok kopolimerinin sentez semast

2.2.2.2.PEtOx-ko-PEI-b-PCL Blok Kopolimerlerinin Sentezi

Uygun blok oranlarma sahip blok kopolimer belirlendikten sonra gen komplekslestirme
icin gerekli asil yap1 olan PEtOx-ko-PEI-b-PCL sentezi i¢in, PEtOx’un farkli oranlarda
kismi hidrolizi ile yapiya diiz PEI'nin katilmas1 gergeklestirilmis ve PCL ile klik kimyas1
yapilarak nihai polimer sentezi yapilmistir [184](Sekil 2.4).
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PETOX’un PEtOx-ko-PEI’ye kismi hidrolizi

2-etil-2-oksazolin (EtOx)(49,531 mmol) monomerinin canli katyonik halka ac¢ilim
polimerizasyonu ile azid-islevsellestirilmis PEtOx-N;un Poli(2-etil-2-oksazolin)-ko-
Poli(etileneimin)(PEtOx-co-PEI)’e kismi hidrolizi geri akis kosullar1 altinda arastirilmistir.
Bu nedenle, gerekli miktarlarda 11,96 M HCI (sulu) ve PEtOx stok ¢ozeltisi (amit
konsantrasyonu = [A] = 0,48 M) karistirilmis ve 100° C’de farkli zaman noktalarinda
isitilarak  hidroliz edilmistir. Farkli reaksiyon siireleri tamamlandiginda, elde edilen
ornekler sogutulmus ve 5M NaOH soliisyonu ile pH:10’a ulagmak ig¢in(tam asit
protonasyonu) noétralize edilmistir. Olusan tuzlar filtrasyonundan sonra ¢oziicii diisiik
basing altinda uzaklastirilmis ve kalintt DCM/metanol karisimi igerisinde ¢oziilmiis ve
soguk dietileterde ¢oktiiriilmiistiir. Sonrasinda, érnekler FT-IR ve 'H-NMR spektroskopisi

icin vakum altinda kurutulmustur.

PEtOx-ko-PEI-b-PCL blok kopolimer sentezi

Amfifilik blok kopolimer sentezi bakir-katalize azid-alkin siklokatilim klik kimyas1
tarafindan gerceklestirilmistir. w—azid islevsellestirilmis farkli hidroliz ylizdesindeki poli
(2-etil-2-oksazolin)-ko-poli(etilenimin), alkin-islevsellestirilmis poli (e-kaprolakton) (PCL-
alkin), bakir siilfat (CuSQOs), sodyum askorbat, DCM ve metanol karisiminda ¢oziilmiistiir.
Sonrasinda, karigimim nitrojenle havasi alinmis ve 24 saat karanlikta oda sicakliginda
karigtirilmigtir. Reaksiyon siiresinin tamamlanmasmdan sonra, karisim silika kolondan
gecirilmis ve ¢oziicii algak basing altinda uzaklastirilmistir. Son olarak kalinti DCM
icerisinde ¢oziilmiis, soguk dietil eterde ¢oktiiriilmiis ve gece boyunca vakum altinda
kurutulmustur. PEtOx’un kismi hidrolizi ile farkli hidroliz derecesinde PEI igeren blok
kopolimerlerin, molekiil agirliklar1 ve hidroliz yiizdeleri asagidaki ¢izelgede verilmistir
(Cizelge 2.6).

Cizelge 2. 6. PEtOX(11300y10700-b-PCL1100 blok kopolimerinin kismi hidrolizi ile hazirlanan
farkli PEI derecelerindeki blok kopolimerlerin molekiil agirliklar: ve hidroliz yiizdeleri

BLOK KOPOLIMER HIDROLIZ
YUZDESI VE MOLEKUL AGIRLIGI

PEtOx4300-k0-PEI1800 (%60)-b-PCL2100

PEtOx7500-k0-PEl1400 (%30)-b-PCL2100
PEtOx2750-ko-PEI3600%70)-b-PCL2100
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Sekil 2. 4. PEtOx-ko-PEI-b-PCL blok kopolimeri sentez semasi [184]

TUBITAK MAM Malzeme Enstitiisii arastirma ekibi tarafindan sentezlenmis tiim bu blok
kopolimerlerden oOncelikle bos misel formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Ayrica saflagtirma
isleminin misel boyutu {izerine etkisini incelemek amaciyla PEtOx-b6-PCL blok
kopolimerlerin diyaliz yontemi ile saflastirilmasina karar verilmistir. Sentezlenen blok
kopolimerin saflastirilmasi, polimer liretim asamalar1 sirasinda ortamda kalabilme ihtimali
olan safsizliklarin giderilmesi sebebiyle gerceklestirilmistir. Diyaliz yonteminde, yiiksek
hidrofilik yapisi nedeniyle suda ¢oziiniir olan 400 mg blok kopolimer 4 mL suda ¢6ziilmiis
sonrasinda oda sicakliginda 6 giin siire ile giinde 2 kez 2’ser litre suya karsi diyaliz
edilmistir. PEtOx blogunun uzunlugu goz 6niinde bulundurularak 3500 g/mol molekiiler
agirhigr ayirma sinirt (MWCO) diyaliz membran (Spectra-por, U.S) ile saflastrma islemi

yapilmasina karar verilmistir. Fakat bu boyutlu diyaliz membran ile fazla polimer kaybma
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ugranildigindan, 2000 g/mol MWCO diyaliz membran ile saflastirma islemine devam
edilmistir. 6 giin stire sonunda diyalizi tamamlanan kopolimer ¢ozeltisi -20°C’de
dondurularak sonrasinda 2 giin stire ile liyofilize edilmistir. Liyofilizasyonu takiben toz
haline getirilen 6rneklerden misel formiilasyonlar1 hazirlanmis ve saflagtirmanin misel
boyutu ve polidispersite indeksine (PDI) indeksi dinamik 1sik sagilim yontemi ile tayin
edilmistir.

2.2.3. Misel Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Tezin Ozgiinliigiinii olusturan PEtOx tabanli blok kopolimerler, ticari polimerler
olmadigindan, orjinal sentezlenmelerinden kaynakli c¢esitli zorluklar ile karsilagilmistir.
Ozellikle bu blok kopolimerler ile hazirlanan misellerin safliklar1 ve optimizasyon
calismalar1 sirasinda nihai formiilasyonlar elde edilene kadar pek ¢ok 6n formiilasyon
calismalar1 yapilmis ve problemlerin giderilmesi saglanmistir. Bu 6n formiilasyon
caligmalar ile istenilen tim o6zelliklere sahip tstiin yetenekli misellerin elde edilmesini
saglamistr.

2.2.3.1. Hidroliz Edilmemis PEtOx-PCL Blok Kopolimerleri ile Hazirlanan Bos
Misellerin On Formiilasyon Calismalar

DNA ile komplekslestirme calismalarindan 6nce miselleri hazirlamak i¢in oncelikle 6n
formiilasyon g¢aligmalar1 yapilmistir. Gen komplekslestirme islemi i¢in ihtiya¢ duyulan
uygun Ozelliklere sahip hidroliz edilmis katyonik ozellikteki blok kopolimerin
belirlenebilmesi adina hidroliz edilmemis polimerler ile bos misel formiilasyonlar1

hazirlanmstir.

Literatiir aragtirmalarma gore, PEtOx polimerin PCL gibi poliesterler ile blok
kopolimerlerinden misel olusturmasinda, en sik kullanilan ve daha diisiik boyutta misel
elde edildigi belirtilen diyaliz [185], ¢oziicti buharlastirma [168] ve ince film hidratasyonu
[186] olmak tizere 3 farkli yontemin ¢esitli modifikasyonlar1 ile 6n formiilasyon
calismalar1 yapilmis ve en uygun boyut, PDI ve zeta potansiyel degerlerine sahip optimum
ozellikte misel olusturdugu belirlenen tayin yontemi sec¢ilerek miseller hazirlanmis ve

caligmalara bu yontem ile devam edilmistir.

Yontem I. Diyaliz Yontemi ile Misellerin Olusturulmasi

Tez calismasinda, Kim ve arkadaslarina ait diyaliz yonteminin tizerinde yapilan birkag
modifikasyon ile miseller hazirlanmistir [185]. Oncelikle 20 mg tartilan PEtOx-b-PCL
kopolimerleri amber renkli tiiplere alinmis ve 4 mL Tetrahidrofuran (THF) igerisinde 40 °C

sicaklikta manyetik karistirici tizerinde 5 dakika siire ile ¢oziilmiistiir. Sonrasinda, oda
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sicakliginda gece boyunca karistirilmisg ve ertesi giin MWCO 2000 g/mol olan rejenere
seliiloz diyaliz membran igerisine alinmis ve 48 saat siire ile ultra saf suya kars1 diyaliz
edilmistir. Diyaliz sonrasi formiilasyonlar 0,22 pm steril filtre (Millipore, Merck) ile
stiziilmustiir. Sitiziilen ornekler derin dondurucuda (-20 °C) 1 gece boyunca dondurulmus
ve ardindan 48 saat siire ile liyofilize edilmistir (FreeZone Freeze Dry System, Labconco).
Liyofilize edilen 6rnekler son konsantrasyonlar1 2 mg/mL olacak sekilde saf su igerisinde
disperse edilmis ve partikiil biiyiikliigii, polidispersite indeksleri (PDI) ve zeta potansiyel

degerleri 6l¢tilmiistiir.

Yontem II. Coziicii Buharlastirma Yontemi ile Misellerin Olusturulmasi

Kullandigimiz yontemlerden bir digeri, Yan ve Qiu’nun kullanmis oldugu yontemin
modifiye edilmis halidir [168]. 1 mL Tetrahidrofuran (THF) igerisinde ¢oziilen 20 mg
PEtOx-b-PCL kopolimeri 20 mL ultra saf su (Milli-Q®, Merck) {izerine siringa ile damla
damla eklenmistir. 5 dakika boyunca manyetik karistiric1 altinda karistirildiktan sonra
misel olusumu i¢in organik ¢oziici vakum altinda 30°C 100 rpm’de rotavapor ile 2 saat
stire boyunca uzaklastirilmistir. Son konsantrasyon 1 mg/mL olacak sekilde ultra saf su
icerisinde hazirlanan misel formiilasyonlar1 0,22 pm steril filtreden stiziilmiistiir. Taze

hazirlanmis 6rneklerin partikiil bityiikliigii, PDI ve zeta potansiyel 6l¢iimleri yapilmaistir.

Yontem III. ince Film Hidratasyon Yontemi ile Misellerin Olusturulmasi

Tez calisjmamizda denenen yontemlerden sonuncusu, Gao ve arkadaslarmin kullandigi
yontemin modifiye edilmesiyle olusturulan ince film hidratasyon yontemdir [186].
Yonteme gore, polimer kaybina ugramamak amaciyla balon igerisine tartilan 20 mg
PEtOx-b-PCL kopolimeri, 4 mL Tetrahidrofuran (THF) i¢erisinde manyetik karistiricida 1
saat siire ile 550 rpm hizinda karistirilarak ¢6ziilmiistiir. Balon icerisindeki organik ¢oziicii
60°C’de 20 dakika vakum altinda 100 rpm hizinda rotavapor ile ugurularak balon
yiizeyinde ince bir film tabakasinin olusumu saglanmistir. Sonrasinda 60 °C’ye 1sitilmig 10
mL ultra saf su balona eklenerek son konsantrasyon 2 mg/mL olacak sekilde misel
cozeltisi hazirlanmis, hidrate edilmis ve 5 dakika boyunca karisim vortekslenmistir. Temiz
ve homojen bir misel soliisyonu elde etmek icin siispansiyon 0,22 pm steril filtreden
stizlilmustiir. Taze hazirlanmis miseller hi¢ bekletilmeden partikiil biytikligii, PDI ve zeta

potansiyel degerleri agisindan karakterize edilmistir.
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2.2.3.2. Hidroliz Edilmis PEtOx-ko-PEI-b-PCL Blok Kopolimerleri ile Bos Misel
Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Daha o6nce belirtildigi lizere, hidroliz edilmemis 8 farkli blok kopolimer ile ti¢ farkli
yonteme gore hazirlanan bos misel formiilasyonlar1 arasindan optimum partikiil boyutu,
zeta potansiyeli ve polidispersite indeksine sahip blok kopolimer ve en uygun misel
hazirlama yontemi belirlenmistir. Belirlenen bu polimer i¢in kritik misel konsantrasyonu
ve TEM analizleri gerceklestirildikten sonra PEtOx’un kismi hidrolizi ile farkli hidroliz
derecelerinde PEtOx-ko-PEI-b-PCL blok kopolimerleri sentezlenmistir.

PEtOx’un kismi hidrolizi ile hazirlanan farkli hidroliz derecelerindeki blok
kopolimerlerden daha 6nce belirtildigi sekilde ince film hidratasyon yontemi ile bos misel
formiilasyonlar1 hazirlanmistir (Sekil 2.5). Hidroliz sonucu yapiya katilan PEI, blok
kopolimerin hidrofobisitesini arttirdigindan dolayi, blok kopolimerin THF icerisinde
coziinmedigi goriilmiistiir. Bu nedenle farkli organik ¢oziiciiler i¢erisinde blok kopolimerin
coziiniirligti degerlendirilmis ve hacimce (1:1) oranda DCM/Metanol karigimi igerisinde
en iyi ¢oztniirliik elde edilmistir. Amber renkli cam tiiplere, 8§ mg tartilan hidrolize blok
kopolimer 8 mL (1:1) DCM/Metanol karigimi igerisinde 2 saat siire ile manyetik
karigtiricida 550 rpm hizinda karistirilarak ¢oziilmistiir. Balon igerisindeki organik ¢6ziicii
60°C’de 20 dakika vakum altinda 100 rpm hizinda rotavapor ile ugurularak balon
yiizeyinde ince bir film tabakasinin olusumu saglanmistir. Sonrasinda 60°C’ye 1sitilmis
ultra saf su balona eklenerek son konsantrasyon 2 mg/mL olacak sekilde misel ¢ozeltisi
hazirlanmig, hidrate edilmis ve 5 dakika boyunca karisim vortekslenmistir. Temiz ve
homojen bir misel soliisyonu elde etmek i¢in silispansiyon 0,22 pum steril filtreden

stiziilmiistiir.

Kendiliginden
diizenlenen misellerin
olusumu

PEtOx-co-PEI-b-PCL Ciziiciiniin ince Film olusumu Filmin 60 ©C ultra saf suda

blok kopolimerin organik rotavoporda hidratasyonu 5 dakika siire boyunca

goziiciide goziilmesi uzaklastiriimasi ;'ol'lcksleme :

Sekil 2. 5. Ince film hidratasyon yontemine gére misellerin hazirlanigi
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Bos misel formiilasyonlarmin tasarim, tiretim ve karakterizasyon c¢aligmalari
tamamlandiktan sonra, farkli hidroliz dereceleri arasindan optimum partikiill boyut, zeta
potansiyel ve polidispersite indeksi belirlenen misellerin kritik misel konsantrasyon ve
TEM analizleri yapilmistir. Tiim analizlerin tamamlanmasini takiben belirlenen hidroliz
derecesindeki blok kopolimerden hazirlanan misel formiilasyonlarmin oncelikle ¢iplak
plazmit DNA (pEGFP-C3) ile sonrasinda ise terapotik geni igeren plazmit (pEGFP-
BikDD) ile komplekslestirme ¢alismalar1 yapilmistir. Calismalarda kullanilan miseller her
defasinda taze hazirlanmstir.

2.2.3.3. %30 ve %60 Hidrolize Blok Kopolimerler ile PPP30-PPP60 Misel/Gen
(pPEGFP-C3, pEGFP-BikDD) Komplekslerinin Hazirlanmasi

Farkli hidroliz derecelerindeki blok kopolimerlerden ince film hidratasyonu yontemi ile
hazirlanan bos misellerin, genetik materyal ile kompleks olusumunun saglanmasi i¢in,
elektrostatik etkilesim yonteminden yararlanilmistir. Yontem daha once belirttigimiz gibi,
katyonik yapidaki polimer ile negatif yiiklii genetik materyalin uygun kosullarda pozitif ve
negatif yiikler arasindaki elektrostatik etkilesimine dayanmaktadir (Sekil 2.6). Uygun
kompleks olusumu, N/P orani ile belirlenmis olup, N/P orani polimerdeki pozitif ytikli

amin (N) gruplarmin mol oranlarinin DNA’daki fosfat (P) gruplarmin mol oranlarina

IR 7l
PEtOx-co-PEI-b-PCL R /7{&&\&:
5 A
3

Misellerin kendiliginden : " ‘
diizenlenmesi Misel/DNA kompleksi

oranini ifade etmektedir [187].

o PEtOx
A} Kismi hidrolize PEI

N~ PCL

Sekil 2. 6. Elektrostatik etkilesime dayali misel/plazmit DNA-gen kompleksinin olusumu

Calismamizda uygun 6zelliklere sahip oldugu belirlenen hidroliz derecelerindeki (%30 ve
%60) blok kopolimerler sec¢ilmis ve sonraki ¢aligmalarda bu blok kopolimerlerden
hazirlanan misel formiilasyonlar1 kullanilmistir. DNA iceren misel formiilasyonlarinin

hazirlanmasinda oncelikle bos misel formiilasyonlarmin tiretimi gerceklestirilmis olup,

73



sonrasinda uygun kosullar altinda geni tasiyan plazmidler ile komplekslestirme islemi

yapilmistir.

Secilen uygun hidroliz derecesindeki PPP30 (%30 hidrolize) ve PPP60 (%60 hidrolize)
blok kopolimerler ile ince film hidratasyon yontemine gore taze hazirlanan 2 mg/mL
konsantrasyondaki bos miseller, steril HEPES tamponu (pH 7,4, 10 mM) ve ultra saf su
olmak {izere iki farkli ¢oziicii ortamu ile farkli N/P oranlarina ulasacak sekilde diliie
edilmistir (Cizelge 2.7 ve 2.8). Komplekslerin hazirlanmasinda 0,5’ten 30’a kadar olmak
tizere 8 farklt N/P orami calisilmistir. Komplekslestirme calismalart i¢in stok pEGFP-
BikDD ve pEGFP-C3 plazmidleri ayr1 ayr1 HEPES tamponu (pH 7,4, 10 mM) ve ultra saf
su ile seyreltilerek 25 pL. hacim igerisinde 2 ug ve 4 pg olacak sekilde sabit tutulmus ve
oncelikle miseller ile ideal boyut ve 6zellikte kompleks olusturabilen uygun gen miktar1
belirlenmistir. Belirlenen N/P oranlarina ulagsmak i¢in uygun oranlarda seyreltilen misel
cozeltileri tizerine esit hacimde (25 pL) ayr1 ayrt HEPES tamponu ve ultra saf su igerisinde
disperse edilmis DNA ¢o6zeltisi damla damla eklenerek toplam 50 pL hacimde karigimlar
hazirlanmis ve 1 dakika siire ile kuvvetlice vortekslenmistir. Komplekslesmenin
elektrostatik etkilesim ile meydana gelmesi i¢in, misel/gen karigimlar1 1 saat siireyle oda

sicakliginda dengeye gelmeleri i¢in birakilmistir.

Ayrica, farkl ¢oziiclilerin misel/gen komplekslerinin partikiil biiyiikligi, zeta potansiyeli
ve stabilitesi tizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla kompleksler ultra saf su ve 10
mM, pH 7.4 steril HEPES tamponunda hazirlanmis ve karakterize edilmistir.

Cizelge 2. 7. %30 Hidrolize polimer (PPP30) ile hazirlanan misel/gen komplekslerinin
formiilasyondaki miktarlar1

N/P oram1 Polimer miktar (50 pL.’de) DNA miktar1 (50 pL’de)

N/P 0,5 2ug 4 ug
N/P 1 4 pg 4 g
N/P 2 8 ug 4 ug
N/P 4 16 ng 4 g
N/P 8 32 ug 4 ug
N/P 10 40 pg 4 ug
N/P 20 80 ug 4 ug
N/P 30 120 pg 4 ug
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Cizelge 2. 8. % 60 Hidrolize polimer (PPP60) ile hazirlanan misel/gen komplekslerinin
formiilasyondaki miktarlari

N/P oram1  Polimer miktar1 (50 pL.’de) DNA miktar (50 pL’de)

N/P 0,5 Ipg 4 ug
N/P1 2ug 4 ug
N/P 2 4 g 4 ug
N/P 4 8 ug 4 g
N/P 8 16 pg 4 ug
N/P 10 20 pg 4 ug
N/P 20 40 pg 4 ug
N/P 30 60 pg 4 ug

Misel/gen kompleksleri her defasmnda taze hazirlanmis olup, karakterizasyon ve

transfeksiyon deneyleri icin lizerinde herhangi bir degisiklik yapilmadan kullanilmistur.

Genetik materyalin misellere yiiklenme etkinligini tayin etmek ve kompleks olusumunu
dogrulamak icin farkli N/P oranlarinda hazirlanan formiilasyonlarm jel reterdasyon
analizleri yapilmistir. Miseller sistemler dinamik yapida oldugundan ve komplekslesme,
blok kopolimerin yapisinda bulunan PEI ile genlerin elektrostatik etkilesimine
dayandigindan dolay1r misellere gen yiikleme etkinliginin tayininde spektrofotometrik bir
analiz yontemi kullanilmamistir. Bunun yerine, jel reterdasyon analizi ile %100 kompleks
olusturan ve dolayist ile jel tizerinde bant profili vermeyen N/P orani belirlenerek gen
yiikleme etkinligi tayin edilmis ve calismalara belirlenen N/P orani ile hazirlanan miseller

ile devam edilmistir.

2.2.4. PEtOx-b-PCL ve PEtOx-ko-PEI-b-PCL blok kopolimerlerin karakterizasyonu
Hidroliz edilmemis PEtOx-b-PCL ve farkli derecelerde hidroliz edilmis PEtOx-ko-PEI-b-
PCL blok kopolimerlerinin kimyasal yapist TUBITAK MAM ekibi tarafindan Proton
niikleer manyetik rezonans (‘'H-NMR) ve Zayiflatilmis toplam yansima Fourier doniisiimii
kizilotesi (ATR-FTIR) spektrumu ile karakterize edilmis ve molekiil agirliklar1 ve
polidispersite indeksleri Jel permeasyon kromatografisi (GPC) ile tespit edilmistir.
Polimerlerin '"H-NMR analizi Varian 600 Spektrometre ile ¢oziicii olarak CDCl;
kullanilarak, 600 MHz’de, 90° vurus genisliginde, 298,15 °K’de gerceklestirilmistir. ATR-
FTIR spektroskopi oOlctimleri Perkin-Elmer spektrum BX FT-IR spektrometre ile
maksimum 1 cm™ OPD ¢éziiniirliikte, 4000-500 cm™ araliginda analiz edilmistir. Blok

kopolimerlerin GPC analizleri hidrofobik ve hidrofilik blok i¢in ayr1 ayr1 iki farkli sistem
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ile analiz edilmistir. Agilent Instrument (Model 1100), THF nin eliient olarak kullanildig1
diiz polistiren standartlarinin kalibrasyonu ile PCL polimerin molekiil agirliklar1 ve
polidispersite indeksinin tayini i¢in kullanilmistir. ViscoTek TDA 302 GPC ise hidrofilik

segment olarak PEtOx’un analizi i¢in kullanilmistir [183].

2.2.5. Misel Formiilasyonlarimin Karakterizasyonu

2.2.5.1. PEtOx-b-PCL, PEtOx-ko-PEI-b-PCL Blok Kopolimerleri ile Hazirlanan
Miseller ve Misel/Gen Kompleks Formiilasyonlarimin Partikiil Boyutu, Polidispersite
Indeks ve Zeta Potansiyel Analizleri

Secilen iki hidroliz derecesindeki (%30 ve %60) blok kopolimer ve 6n formiilasyon
caligmalar1 i¢in sentezi yapilmis hidroliz edilmemis blok kopolimerler ile hazirlanan bos
misel formiilasyonlar1 ile pEGFP-BikDD ile komplekslestirilmis misel formiilasyonlarinin
partikiil biiyiikliigii (hidrodinamik ¢ap), zeta potansiyeli ve polidispersite indeksleri(PDI)
Dinamik 151k sagilimi1 (DLS) analiz yontemi ile tayin edilmistir. Olgiimler her defasinda
taze hazirlanan formiilasyonlar tizerinden Zetasizer Nano ZS partikiil cihazinda yapilmigtir
(Malvern Instruments, UK). Boyut ve PDI o6l¢timleri, diisiik hacimli (40 pL) tek
kullanimlik plastik mikro kiivet (Zen 0040) icerisinde, zeta potansiyel Ol¢timleri ise tek
kullanimlik kapiller hiicre (DTS 1070) igerisinde yapilmustir. Olgiimler sirasinda cihazin
sicakligr 25 °C, 151k sacilim agist 173° olacak sekilde ayarlanmigtir [179]. Ultra saf su
icerisinde 2 mg/mL konsantrasyonda bulunan taze hazirlanmis Ornekler dogrudan,
liyofilize Ornekler ise ultra saf su icerisinde 2 mg/mL konsantrasyonda olacak sekilde
stispande edilerek oOlciim kiivetlerine konulmus ve analizleri yapilmistir. Farkli N/P
oranlarinda hazirlanan kompleks formiilasyonlar ise 50 pL’de 2 pg ve 4 pg DNA icerecek
sekilde ultra saf su vel0 mM HEPES tamponu igerisinde oldugundan cihazin refraktif
indeksi degistirilerek Ol¢timler tekrar alinmistir. Her formiilasyonun 6lgtimii 3 tekrarlt
olarak yapilmis olup, partikiil bityiikliigli ve zeta potansiyel Olctimlerinden elde edilen

bulgular ortalama +standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3, X£SS).

2.2.5.2. Kritik Misel Konsantrasyonu ile Misel Olusumunun Belirlenmesi

Kritik misel konsantrasyonu (KMK), blok kopolimerin misel olusturabildigi minimum
konsantrasyonu belirlemek i¢in kullanilan bir karakterizasyon teknigidir. Tez
calismamizda piren’in hidrofobik floresan bir prob olarak kullanildigi standart tayin
yontemi kullanilmigtir. Piren, suda ¢oziiniirliigt disiik, floresan 6zellik gosteren,
hidrofobik bir molekiil olup, kritik misel konsantrasyonun belirlenmesinde kullanilan hizl
ve hassas bir yontemdir. Yontem, misel olusumu Oncesinde sulu ¢ozeltide serbest halde

bulunan pirenin, misel olusumuna bagli olarak hidrofobik cekirdege hapsolmasi sonucu
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cozeltideki floresan yogunlugunda meydana gelen farkliligin 6lgtimiine dayanmaktadir
[188]. KMK analizi, hidroliz edilmemis PEtOx-b-PCL polimeri ve tez c¢alismamizda
kullanimina karar verilen iki farkli hidroliz derecesindeki PPP30 ve PPP60 blok

kopolimerlerinde gerceklestirilmistir.

Tez ¢alismamizda KMK tayini i¢in 6ncelikle pirenin THF igerisinde hazirlanan stok
¢ozeltisinden amber renkli siselere son konsantrasyonu 6x107 M olacak sekilde eklenmis
ve ¢ozelti oda sicakliginda 400 rpm hizinda 20 dakika siire ile manyetik karistirict altinda
karigtirilmigtir. Bu sirada, blok kopolimerin kademeli diliisyonu ile ultra saf su igerisinde 2
mg/mL ile 1,9x10°mg/mL arahiginda degisen 21 farkli konsantrasyonda blok kopolimer
cozeltileri hazirlanmistir. Pirenin i¢erisinde bulundugu organik ¢6ziicii 30 saniye boyunca
azot gazi altinda ugurulmus ve iizerine farkli konsantrasyonlarda hazirlanan sulu polimer
dispersiyonlarindan 1 mL eklenerek oda sicakliginda gece boyunca manyetik karistiric
altinda karigtirmaya birakilmistir [189]. Her 6l¢ctim grubu i¢in blok kopolimer igermeyen
piren 6rnegi de hem THF, hem de ultra saf su igerisinde hazirlanmis ve kontrol grubu
olarak kullanilmustir. Oncelikle su ve THF igerisindeki pirenin 300-360 nm dalga boyu
araliginda floresan eksitasyon spektrumu, 360-460 nm dalga boyunda ise emisyon
sprektrum verileri alimmistir. Sudaki pirenin floresan eksitasyonun maksimum piki 332
nm’de kaydedilmis olup, organik ¢o6ziicii ortammda bu pikin 336 nm’ye kaydigi
gorilmistiir. Emisyon spektrumunda ise en yiiksek pik 390 nm’de kaydedilmistir. Bu
nedenle, farkli konsantrasyonlardaki blok kopolimerlerin piren floresan yogunluklari, iki
farkli uyarilma dalga boyunda (eksitasyon: 332 ve 336 nm, emisyon:390 nm) floresan
spektrometre ile analiz edilmistir (SpektraMax M2, Molecular Devices, USA). Eksitasyon
verilerine gore, spektrumlarda, (332 nm) I1 ve (336 nm) I3 nm’lerde elde edilen 13/11
piklerinin oranlanmasiyla, blok kopolimer ¢ézeltisi icerisindeki pirene ait konsantrasyon
grafikleri ¢izilmis ve floresan siddetindeki ani diismenin gozlendigi derisim ya da baska bir
ifade ile I3/I1 oranmndaki ani artisin meydana geldigi konsantrasyon KMK olarak
belirlenmistir. Misel olusumu sirasinda ¢ekirdege hapsolan pirenin eksitasyon ve emisyon
piklerinde azalma goriilmekte ve 13/11 degerinde artis meydana gelmektedir.

2.2.5.3. Misel Olusumunun Niikleer Manyetik Rezonans (‘H-NMR) Analizi ile
Dogrulanmasi

Tez caliymamizda, iki farkl hidroliz derecesinde sentezlenen blok kopolimerlerin (PPP30
ve PPP60) misel olusturma yetenekleri floresan prob yontemine ek olarak proton niikleer

manyetik rezonans ('"H-NMR) yontemi ile dogrulanmustir. Blok kopolimer ve ayni blok
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kopolimer ile hazirlanan misellere ait spektrumlar karsilastirilarak, analiz piklerindeki
degisiklikler tespit edilmis ve misel olusumu dogrulanmistir [190]. Analizler Varian-
Mercury 400 (Agilent Technologies) cihazi ile 400 Mhz, 45° vurus, ve 298,1 °K (25 °C)
sicaklikta gerceklestirilmistir. ~ Gelistirilen misellerin  "H-NMR  analizi &ncesinde
dayanikliligini saglamak amaciyla liyofilizasyonu gerceklestirmistir. Analiz sirasinda
doteryumlu su (D;0) igerisinde redisperse edilen liyofilize misel 6rnekleri ve D6torlenmis
kloroform (CDCL) igerisinde ¢oziilen blok kopolimerler, 'H-NMR analizleri yapilarak
sonuglar degerlendirilmistir.

2.2.54. Misel/Gen Kompleks Olusumunun Jel Retardasyon Analizi ile
Degerlendirilmesi

PPP30 ve PPP60 miseller ile 0,5’ten 30’a kadar degisen ¢esitli N/P oranlarinda hazirlanan
misel/gen komplekslerinin olugumlari jel retardasyon analizi ile tayin edilmistir. Bu analiz
icin, Bolum 2.2.3.3°de belirtildigi sekilde 8 farkli N/P oraninda 50 pL hacimde hazirlanan
misel/DNA kompleksleri, 0,2 pg/mL etidyum bromiir igeren 1X TAE (Tris-Asetik Asit-
EDTA) tamponu ile hazirlanan %0,8’lik agaroz jelde 1 saat boyunca 100 V’da Bio-Rad

Subcell Elektroforez sistemi ile (Bio-Rad Lab. Inc, US) elektroforeze tabi tutulmustur.

Jel tizerinde DNA bantlarmin goériintiilenmesi amaciyla her bir kompleks ¢ozeltisinden
jelde 1 ng DNA olacak sekilde 12,5 pL alinarak, 2,4 pL 6X LB o6rnek boyasi ile
karigtirilmig ve jel kuyucuklara yiiklenmistir. Elektroforez sonrasi miseller ile kompleks
genin, serbest gene olan jeldeki konumunun goriintiilemesi Kodak Gel Logic 200
gorlintiileme sistemi ile yapilmistir. Jel retardasyon analizi sonras1 kompleks olusturdugu
belirlenen N/P oranlarindaki misel formiilasyonlari, partikiil boyut analizi sonuglar1 ile
birlikte degerlendirilerek, belirlenen optimum iki N/P (20 ve 30) oraninda hazirlanan

miseller ile stabilite ¢aligmalar1 ve morfolojik karakterizasyonlar1 yapilmistir.

Ayrica formiilasyonlarin hiicre kiiltiirtine uygulanmalar1 sirasinda kiiltiir ortam1 (DMEM)
ile diliisyonlar1 yapildigindan dolayi, formiilasyonlarm yapilarinda herhangi bir degisiklik
olup olmadigim1 belirlemek i¢in kiiltiir ortam1 igerisinde hazirlanan misel/gen

komplekslerinin jel tizerindeki analizleri de yapilmigtir.

2.2.6. Bos Miseller ve Misel/Gen Komplekslerinin Morfolojik Karakterizasyonlar:

Taze hazirlanmis hidrolize ya da hidrolize olmayan bos misellerin ve segilen N/P
oranlarinda BikDD geni ile kompleks misellerin morfolojik karakterizasyonlar1 gecirimli
elektron mikroskobisi (TEM) ile yapilmistir. Ultra saf su icerisinde bulunan 2 mg/mL

konsantrasyondaki bos misel dispersiyonundan ve kompleks formiilasyonlarindan 10 pL
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alinarak herhangi bir boyama yapilmadan karbon kapli bakir grid iizerine damlatilmis ve
¢ozeltinin buharlagsmasi i¢in bir gece boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir. TEM
goriintiileri Tecnai G* Spirit Biotwin 20—120 kV (FEL Eidhoven, Netherland) kullanilarak

analiz edilmistir.

2.2.7. Misel/Gen Komplekslerinin Stabilite calismalar:

2.2.7.1. Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Salim Calismasi

SDS vyiiksek negatif yiike sahip oldugundan, plazmit DNA ile yer degistirerek misel/gen
kompleksinden genin salinmasma neden olmaktadir. Genin misel kompleksinden salimi
icin gerekli SDS konsantrasyonun belirlenmesi amaciyla misel kompleks ¢ozeltisi igerisine
hacimce 9%0,2, %0,5 ve %1 oraninda olacak sekilde ti¢ farkli konsantrasyonda SDS
eklenmistir. Oncelikle, 2 g SDS 100 mL saf su igerisinde ¢oziilmiis ve %2’lik stok SDS
cozeltisi hazirlanmistir. %2’lik SDS ¢o6zeltisi ise hacimce 1:1 seyreltilerek %1°lik stok

SDS ¢ozeltisi hazirlanmistir.

SDS salim analizi iki farkli hidroliz derecesindeki blok kopolimer ile hazirlanan PPP30 ve
PPP60 misel/gen komplekslerinin, kompleks olustugu belirlenen N/P oranlar1 arasindan
secilen N/P 20 ve 30 oranlar1 i¢in c¢alisilmistir. Son hacimde 0,05 pg/pL gen igeren
komplekslere gerekli miktarlarda stok SDS ¢ozeltisi eklenmis ve oda sicakliginda 2 saat
boyunca inkiibe edilmistir (Cizelge 2.9). inkiibasyon sonrasi ornekler iki tekrarh olacak
sekilde kuyucuklara yiiklenmis ve 1X TAE tamponu ile hazirlanan %0,8’lik agaroz jelde
100 V’°da 1 saat boyunca Bio-Rad Subcell Elektroforez sistemi ile (Bio-Rad Lab. Inc, US)

elektroforeze tabi tutulmustur.

Cizelge 2. 9. SDS salim analizi i¢in hazirlanan formiilasyonlar

Toplam hacimdeki SDS Toplam hacimdeki SDS Toplam hacimdeki SDS
konsantrasyonu %.0,2 iken konsantrasyonu %U0,5 iken konsantrasyonu%]1 iken
formiilasyon miktarlari formiilasyon miktarlari formiilasyon miktarlari

20 pL misel/gen kompleks + 30 uL misel/gen kompleks + 20 uL misel/gen kompleks +

(1 ng) BikDD (2 ng) BikDD (2 ng) BikDD
Tiim Misel/BikDD * + +
gen 5 uL SDS Cozeltisi 10 pL SDS Cozeltisi (%2°lik) 20 pL SDS Cozeltisi
formiilasyonlari . . (%2°1ik)
icin (%1lik) Toplam Hacim:
Toplam Hacim: 40 uL (2 pg BikDD ile) Toplam Hacim:

25 uL (1 pg BikDD ile) 40" uL (2ug BIkDD ile)
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2.2.7.2. Misel/Gen Komplekslerinin DNaz-I Niikleaz Stabilite Analizi

Calisilan iki farkl hidroliz derecesindeki blok kopolimer ile hazirlanan PPP30 ve PPP60
misel/gen komplekslerinin, kompleks olusturdugu belirlenen N/P 20 ve 30 oranlari i¢in
DNAz-I niikleaz stabilite analizi gergeklestirilmistir. Oncelikle PPP30 ve PPP60 blok
kopolimerleri ile daha 6nce Boliim 2.2.3.2°de belirtildigi sekilde bos miseller hazirlanmig

ve 20 pL son hacimde Cizelge 2.10°da verilen oranlarda kompleksler olusturulmustur.

Cizelge 2. 10. DNaz-I niikleaz stabilite analizi i¢in hazirlanan formiilasyonlar

N/P Orani
Formiilasyon Kodu
N/P20 N/P30
PPP30 10 uL’de 1 pg BikDD 10 puL’de 1 pg BikDD
10 uL’de 20 pg PPP30 10 uL’de 30 pg PPP30
10 uL’de 1 pg BikDD 10 pL’de 1 pg BikDD
PPP60 B ng B ng

10 uL’de 10 pg PPP60 10 uL’de 15 pg PPP60

Misel/gen komplekslerinin niikleaz stabilitesi, komplekslerin DNaz-I ile belirli kosullarda
inkiibasyonu sonrasi tayin edilmistir. Bunun i¢in, misel/gen kompleks olusumunu takiben 1
png BikDD geni iceren kompleksler iizerine 1X Reaksiyon tamponu igerisinde bulunan
DNaz-1 enzim ¢ozeltisinden 1U (Unite) (5 pL) eklenmis ve 37°C’de 10 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda DNaz-I aktivitesini inhibe etmek amaciyla
formiilasyon ¢ozeltisine 0,125 M stok EDTA (pH 8,0) ¢ozeltisinden son hacimde 5 mM
olacak sekilde 1 pL eklenmis ve 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir [191]. Bu
islemi takiben kompleksten genin salimmi saglamak amaciyla SDS salim calismasi ile
belirlenen uygun konsantrasyondaki SDS ¢o6zeltiye eklenerek oda sicakliginda 2 saat
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Calismada kontrol olarak, ayni miktarda serbest
(ciplak) BikDD geni, DNaz-I enzimi ile muamele edilmis ve ayni islemlere tabi
tutulmustur. Ayrica DNaz-I uygulanmamis ¢iplak BikDD geni pozitif kontrol olarak
kullanilmigtir. Tiim basamaklar sonrasinda her bir kuyucukta 500 ng DNA olacak sekilde
jele 20 pL yiiklenen 6rnekler 9%0,8’lik agaroz jelde 100 V’da 1 saat boyunca Bio-Rad
Subcell sistemi ile elektroforeze tabi tutulmus ve bant profilleri kalitatif ve kantitatif olarak

analiz edilerek komplekslerin niikleaz dayanikliliklar1 tayin edilmistir.

2.2.7.3. Misel/Gen Komplekslerinin Serum Stabilite Analizleri
Tastyict sistemlerin  hiicrelerde maksimum etkinlik = sergileyebilmesi i¢in serum
bilesenlerine karsi dayanikli olmasi1 gerekmektedir. Bu kapsamda, BikDD ile kompleks

misel formiilasyonlarinin serum stabiliteleri, PPP30 misel/gen ve PPP60 misel/gen
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kompleksleri ile belirlenen N/P (20 ve 30) oranlarindaki formiilasyonlar ile heparin yer
degistirme yontemine gore tayin edilmistir [192]. Oncelikle 10 mg heparin 1 mL suda
coziilerek, 1000 U/mL olacak sekilde heparin sodyum ¢6zeltisi hazirlanmistir. 4 pg BikDD
iceren, 50 uL hacimdeki N/P 20 ve 30 oranlarindaki PPP30 misel/BikDD gen ve PPP60
misel/BikDD gen kompleksleri %10 FBS igeren DMEM ile esit hacimde karistirilarak
37°C’de belirli stirelerde (1/2, 1, 2, 4, 24 ve 48 saatlerde) inkiibe edilmistir. Kontrol olarak
4 ng ciplak BikDD geni ayni sekilde FBS igeren kiiltiir ortami ile muamele edilmistir. Her
bir zaman noktasinin sonunda Ornekler icerisinden 15 pL alinarak {izerlerine serum
aktivitesini durdurmak amaciyla 1 pL. 0,5 M EDTA eklenmis ve 60 °C’de 30 saniye ile 1
dakika arasinda inkiibe edilmistir. Tiim zaman noktalar1 i¢in 6rnek alimi tamamlanana
kadar ornekler -20°C’de saklanmistir. 48 saat sonunda misel/gen kompleksinden genin
ayrilmasmi saglamak amaciyla, o6rnekler tizerine 1 uL Heparin (agirlikca %1 oraninda)
¢ozeltisi eklenerek, oda sicakliginda 1 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
stiresi sonunda 6rnekler %0,8’lik agaroz jelde 1 saat siire ile 100 V’da elektroforeze tabi

tutulmustur. Jel goriintiileri Kodak Gel Logic 200 goriintiileme sistemi ile analiz edilmistir.

2.2.7.4. Misel/Gen Komplekslerinin Kolloidal Stabilite Analizleri

Misel/Gen komplekslerinin +4°C’deki, 1 aylik kisa donemde belirli zaman araliklarmdaki
(0, 1, 3, 7 ve 30 giin) stabiliteleri HEPES tampon ¢ozeltisi i¢erisinde (10 mM, pH 7,4)
dinamik 151k sagilim yontemi ile tayin edilmistir. Ol¢iimler sirasinda cihazin sicakligi 25
°C, 1s1k sacilim acgis1 173° olacak sekilde ayarlanmig ve her bir 6lgiim ii¢ tekrarli olarak
gerceklestirilerek, partikiil biyiikliigii ve zeta potansiyel oOlgiimlerinden elde edilen

bulgular ortalama +standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3, X£SS).

Ayrica misel/gen komplekslerinin kolloidal stabiliteleri 37°C’de, belirlenen zaman
araliklarinda (0, 1, 4, 24, ve 48 saat) dinamik 151k sag¢ilimi yontemi ile tayin edilmistir.
Bunun i¢in 2 farkli hidroliz derecesinde N/P 20 ve N/P 30 oranlarindaki kompleks misel
formiilasyonlar1t HEPES tamponu (10 mM, pH 7.4) icerisinde hazirlanmis ve partikiil
boyutu, zeta potansiyel ve polidispersite indeksleri agisindan kolloidal stabiliteleri

degerlendirilmistir (n=3, X+SS).

2.2.7.5. PPP30 ve PPP60 Misellere Yiiklii BikDD Geninin Stabilite Calismalar

Elektrostatik olarak miseller ile komplekslestirme isleminin ardindan 24 ve 48 saat
sonunda BikDD’nin kompleksteki stabilitesini belirlemek ve yapisinda herhangi bir
degisiklik olup olmadigmi tayin etmek amaciyla agaroz jel elektroforez ile analizi

yapilmustir. Bunun i¢in her bir kuyucukta 500 ng DNA olacak sekilde jele 20 pL yiiklenen
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tim ornekler 1XTAE igerisinde hazirlanan %0,8’lik agaroz jelde 100 V’da 1 saat boyunca
Bio-Rad Subcell sistemi ile elektroforeze tabi tutulmus ve Kodak Gel Logic 200

goriintiileme sistemi ile analiz goriintiilenmistir.

2.2.8. Misel Formiilasyonlarimin Sterilizasyonu

In vitro hiicre kiiltiirii ¢aligmalarina uygulanacak tiim formiilasyonlarin kontaminasyona
yol agmamast i¢in steril olmasi gerekmektedir. Misellerin sterilizasyonunda en sik
kullanilan yontemlerden biri 0,22 um’lik rejenere selilloz siringa ucu membran steril
filtreler ile yapilan aseptik filtrasyondur. Ancak kompleks olusumu gerceklestirildikten
sonra sterilizasyon amacl yapilacak herhangi bir siizme islemi filtrede tutulmalara yol
acacagindan dolayr tercih edilmemektedir. Bu nedenle misel/gen kompleksleri
hazirlanmadan once gelistirilen bos miseller siiziilerek, siizmedeki kayip hesaplanmis ve

dogru N/P orani buna gore belirlendikten sonra BikDD geni ile komplekslestirilmistir.

Ayrica komplekslesme islemi oncesi bos misellerin tiretimi ve diliisyonlar1 ile genetik
materyalin dilisyonlar1 ve komplekslestirme islemleri aseptik kosullar altinda laminar
kabinde yapilmistir. Gen ekspresyon ¢aligmalar1 ekstra hassasiyet gerektirdiginden dolayi,
hiicre kiiltiir ¢alismalarinda kullanilan pipet uglar1 gibi malzemeler DEPC-muamele
edilmis soliisyon ile bir gece boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmis, ertesi giin

DEPC’nin yikimi i¢in 121° C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.2.9. Hiicre Kiiltiirii Calismalan

Tez calismamiz kapsamimdaki in vitro hiicre kiiltiir deneyleri, Hacettepe Universitesi
Kanser Enstitiisii, Temel Onkoloji Anabilim Dali Laboratuvarlari’'nda Prof. Dr. Giines
Esendagli onderliginde yiiriitiilmiistiir. Calismada meme kanserinin BikDD geni ile
apoptotik gen tedavisi hedeflendiginden dolayi, MCF-7 ve MDA-MB-468 olmak tizere iki
farkli insan meme kanseri adenokarsinoma hiicre hatt1 kullanilmistir. MCF-7 hiicreleri
yiiksek glikoz Dulbecco’s modifiye Eagle’s medium (DMEM), MDA-MB-468 hiicreleri
ise disiik glikoz DMEM ortaminda biyiitiilmistiir. Bos misel formiilasyonlar hiicresel
biyouyumluluklar1 ise saglikli fare fibroblast hiicre hattinda (L929) DMEM-F12 ortaminda
gerceklestirilmistir.

Hiicre kiiltiirti caligmalari icerisinde yer alan hiicre transfeksiyon ve ekspresyon analizleri,
her bir PPP30 ve PPP60 miseller i¢in 4 farkli N/P oranlar1 (8, 10, 20 ve 30) ile
gerceklestirilmistir.
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2.2.9.1. Hiicre Canhhg1 Cahsmalar

Bos misel formilasyonlarinin biyouyumlulugu ve kanser hiicrelerindeki in vitro
sitotoksisiteleri iki farkli hiicre canlilik analizi ile degerlendirilmistir. Bunlardan bir tanesi
pek ¢ok calismada siklikla kullanilan geleneksel bir kolorimetrik/spektrofotometrik yontem
olan metil-tiyazol-tetrazolyum (MTT), ikincisi ise flow sitometre ile 6l¢ime dayali bir
gercek zamanli canlilik analizi olan DRAQ-7 yontemidir.

2.2.9.1.1. MTT Analizi ile Bos Misellerin 1929 Hiicrelerindeki Hiicresel
Biyouyumlulugunun Degerlendirilmesi

Tez ¢alismamizda bos misel formiilasyonlarmin saglikli hiicrelerdeki biyouyumlulugunun
degerlendirilmesi amag¢lanmistir. Bu amagla iki farkli hidroliz derecesinde PEtOx-ko-PEI-
b-PCL blok kopolimerleri (PPP30 ve PPP60) ile farkli N/P oranlarinda hazirlanan bos
misellerin L.929 saglikli fare fibroblast hiicre hattindaki hiicresel biyouyumluluklar1
geleneksel bir canlilik testi olan MTT toksisite analizi ile degerlendirilmistir. Hidroliz
derecesi ve buna bagli olarak polimer omurgasindaki PEI blok uzunlugu degisiminin

biyouyumluluk {izerindeki etkisini tayin etmek amag¢lanmistir.

Tez ¢alismasi1 kapsaminda in vitro transfeksiyon ve gen ekspresyon g¢aligmalari igin
optimum misel/DNA kompleksini belirlemek amaciyla farkli N/P oranlarindaki
formiilasyonlar ile c¢aligmalar yapilmistir. Bu nedenle bos misellerin toksik olmayan
dozunu belirlemek amaciyla her bir N/P orani i¢in gerekli polimer konsantrasyonu ve bu
konsantrasyonun 3 farkli diliisyonu hazirlanmis (Cizelge 2.11 ve 2.12) ve hiicrelerdeki
etkisi degerlendirilmistir.

Cizelge 2.11. Hiicre canlilik analizlerinde kullanilan PPP30 blok kopolimer
konsantrasyonlar1 ve diltisyon oranlar1

N/P orani Diliisyon orani

(50 pL hacimde) = 12 14 1:8

N/P 8 32pug lopg 8ug 4pug
N/P 10 40 ug 20pug 10pg Spg
N/P 20 80ug 40pg 20pug 10 pg
N/P 30 120 pg 60 pg 30 pg 15 pg
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Cizelge 2.12. Hiicre canlilik analizlerinde kullanilan PPP60 blok kopolimer
konsantrasyonlar1 ve dilisyon oranlar1

N/P orani Diliisyon orani

(S0 pL hacimde) 1 13 1:4  1:8

N/P 8 l6pg 8ug 4pug 2pug
N/P 10 20pug 10pug Spg 2,5ug
N/P 20 40 ug 20pug 10pg Spg
N/P 30 60 ug 30pg 15pg 7,5pg

L929 hiicreleri, %10 1si-inaktive fotal sigir serumu (FBS) ve %l penisilin-
streptomisin(pen-strept) igceren DMEM F-12 kiiltiir ortaminda 37°C’de, %5 CO; igeren
ortamda ¢ogaltilmistir. Hiicreler 6ncelikle T-25’lik flaskta biiyiitiilmiis, sonrasinda ise T-
75°1ik flaska aktarilarak ¢ogaltimi yapilmistir. Hiicreler % 80 konfluense ulastiginda 1X
Tripsin EDTA (%0,05) (TE) cozeltisi ile flasktan kaldirilarak pasajlanmistir. Canlilik
analizinde kullanilacak hiicre sayismi tespit etmek i¢in hiicre sayimi yapilmistir. Hiicre
sayimi tripan mavisi yontemine gore, Olii hiicrelerin boyanmasmi takiben mikroskop
altinda toma lami ile sayilarak belirlenmigstir. Hiicre sayimmi sonucunda belirlenen
miktarlarda alinan kiiltiir ortamu igerisindeki hiicre stispansiyonu 96 kuyucuklu plaklara

15000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 50 pL. hacimde ekilmistir.

Misel/gen komplekslerinin  hiicresel ortama uyum saglayabilmeleri g6z Oniinde
bulundurularak HEPES tamponu igerisinde hazirlandigindan (10 mM, pH 7,4), tampon
cozeltinin hiicresel biyouyumluluk tizerindeki etkisini tayin etmek amaciyla komplekslerin
diliisyonlar1 yine bu tampon ile yapilmistir. Ayrica hazirlanan komplekslerin serum
icermeyen hiicre kiiltiir ortami ile diliisyonlar1 da yapilarak PPP30 ve PPP60 misel
formiilasyonlarinin her biri i¢cin kompleks olusturdugu jel reterdasyon ve partikiil boyut
analizlerine gore daha once belirtildigi tizere, 4 farkli N/P oran1 ¢alisilmistir. Her bir N/P
orani i¢in gerekli polimer konsantrasyonu tizerinden 1:2, 1:4 ve 1:8 oraninda hazirlanan 50
pL  hacmindeki diliisyonlari, 50 pL  kiltiir ortami igerisindeki hiicreler {izerine
uygulanmistir. Kontrol grubu olarak formiilasyonlarin hazirlandig1 ve ayni hacimde diliie
edildigi HEPES tamponu ve serum icermeyen kiiltiir ortami (formiilasyon uygulanmamis

hiicreler) da kuyucuklara uygulanmistur.
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24 ve 48 saat inkiibasyon siireleri sonunda plakalar i¢indeki ortam uzaklastirilmadan her
bir kuyucuga 25 pul MTT eklenerek 4 saat siire ile 37°C’de inkiibe edilmistir. 4 saat
sonunda, hiicrelerde olusan formazan kristalleri SDS (%23) ve N,N-dimetil formamid
(DMF) (%45) igeren 80 pul lizis tamponu ile 37°C’de gece boyunca inkiibe edilerek
kristaller ¢oziilmustiir. Hiicre canliligi, 570 nm dalga boyunda otomatik mikroplaka
okuyucuda hiicrelerin OD degerine gore asagida verilen formiil tizerinden tayin edilmistir.
Deneyler ti¢ kez tekrarlanmis ve elde edilen sonuglar ortalama =+ standart sapma seklinde

ifade edilmistir(n=3, X£SS).

Hiicre canliligt (%): (Formiilasyon uygulanmis kuyucuklarin OD degeri/Kontrol grubu
hiicrelerin OD degeri)x100

2.2.9.1.2. Bos Miseller ve pEGFP-BikDD Yiiklii Misellerin MCF-7 ve MDA-MB-468
Hiicre Canhhg1 Uzerindeki Etkisinin DRAQ-7™ Yontemi ile Analizi

Belirlenen 4 farkli N/P oranindaki pEGFP-BikDD yiiklii miseller ve kontrol grubu olarak
ayni N/P oranlarinda hazirlanan bos misellerin (gen icermeyen) MCF-7 ve MDA-MB-468
meme kanseri hiicreleri tizerindeki 48 saatlik canlilik analizi yeni bir hiicre canlilik boyast
olan DRAQ-7 ile flow sitometre analizine gore tayin edilmistir. %10 FBS iceren DMEM
ortammda ¢ogaltilan MCF-7 ve MDA-MB-468 hiicreleri 24 kuyucuklu plakalara 1x10°
hiicre/kuyucuk olacak sekilde 750 pL hacimde ekilmis ve bir gece 37°C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiir ortami, esit hacimde, taze, serum icermeyen ortam
ile degistirilmistir. Serum icermeyen kiiltiir ortamu igerisinde 50 pL hacimde hazirlanan 4
ng pEGFP-BikDD gen yiiklii miseller ve gen icermeyen bos misel formiilasyonlar1 her bir
kuyucuga eklenmis ve 4 saat siire ile 37°C’de inkiibe edilmistir. Sonrasinda transfeksiyon
prosediiriiniin hiicre canlili1 tizerindeki olumsuz etkilerini azaltmak i¢in her bir kuyucuga
toplam hacmin %10’u FBS, %1°1 penstrept ve %0,5 L-glutamin eklenerek 44 saat 37°C’de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, hiicreler tripsinize edilmis ve 70 pm
capindaki hiicre membran filtreleri (Fisher Scientific, USA) ile filtrelenmistir. Hiicre
stispansiyonu 5 dakika 1800 rpm’de 4 °C santrifiijlendikten sonra, siipernatant
uzaklastirilmis ve pellet PBS icerisinde siispande edilmistir. Sonrasinda hiicre
stispansiyonu 1 pL. DRAQ-7 hiicre canlilik boyasi ile karistirilmis ve 5 dakika oda sicakligi
ve karanlikta inkiibe edilmistir. Stispansiyon, flow sitometre (633 nm eksitasyon, 660 nm
emisyon) ile analiz edilmistir (FACS Aria II, Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA). Her
ornek icin 1x10* hiicre analiz edilmis olup, formiilasyon uygulanmamis sadece hiicre

kiilttir ortamu ile inkiibe edilmis DRAQ-7 negatif hiicreler canli hiicrelerin yiizdesini tayin
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etmek i¢in kullanilmistir. Her deney grubunda, hiicre kaynakli otofloresan, DRAQ-7
uygulanmamig hiicreler kullanilarak diizeltilmistir. Tim analizler t¢ tekrarli olarak
yapilmis ve sonuglar {i¢ tekrarin ortalamasi + standart sapmasi seklinde ifade edilmistir.

2.2.9.2. Misel/pEGFP-BikDD Gen Komplekslerinin MCF-7 ve MDA-MB-468
Hiicrelerine in vitro Transfeksiyonu

Terapotik BikDD geni tagiyan pEGFP-BikDD plazmidin MCF-7 ve MDA-MB-468 meme
kanseri hiicre hatlarina in vitro transfeksiyonu her iki PPP30 ve PPP60 misel/gen
komplekslerinin 4 farkli N/P oranlarindaki etkinlikleri flow sitometre analizi ile tayin
edilmistir.  Sitotoksisite c¢aligmalar1 sonucunda toksik olmayan minimum misel
konsantrasyonu ve formiilasyonlarin diliie edildigi ortam (HEPES ya da hiicre kiiltiir

ortami) belirlenerek, transfeksiyon caligmalari bu kriterlere gore optimize edilmistir.

Ayrica serumun in vitro transfeksiyon etkinligi {izerine etkisini tayin etmek amaciyla
transfeksiyon calismalar1 serum iceren ve igcermeyen olmak iizere iki farklr kiiltir

ortaminda inkiibe edilen hiicreler ile gerceklestirilmistir.

Bu kapsamda, MCF-7 ve MDA-MB-468 hiicreleri her bir kuyucukta 1x10° hiicre olacak
sekilde 24 kuyucuklu plakalara %10 FBS iceren 750 pL hiicre kiiltiir ortamu igerisinde
ekilmis ve 37 °C’de %5 CO; igeren ortamda gece boyunca inkiibe edilmistir. Ertesi giin,
hiicre kiiltiir ortamu, iki ayr1 deney grubu olarak %10 serum icermeyen 750 pL taze kiiltiir
ortami1 ve %10 serum iceren 750 pL taze kiiltiir ortamu ile degistirilmistir. Farkli N/P
oranlarinda hazirlanan pEGFP-BikDD iceren PPP30 ve PPP60 misel/gen kompekslerinin
transfeksiyon etkinligi, ayni oranlarda hazirlanan gen tasimayan bos pEGFP-C3 plazmit
iceren misel/DNA kompleksleri ile transfeksiyon etkinlikleri agisindan karsilastirilmistir.
Bunun i¢in, 50 pL hacimde 4 pg pEGFP-C3 plazmit DNA ve pEGFP-BikDD icerecek
sekilde 4 farkli N/P oraninda hazirlanan PPP 30 ve PPP 60 misel/plazmit DNA-BikDD gen
kompleksleri, %10 serum igeren ve serum igcermeyen olmak tizere iki farkl kiiltir
ortaminda inkiibe edilen hiicrelere uygulanmis ve 4 saat siire ile 37°C’de inkiibe edilmistir.
Serum igermeyen hiicrelere 4 saat sonunda hacimce %10 FBS, %1 Penstrept ve %0,5 L-
glutamin eklenmis ve 44 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir. Serum ortamindaki
hiicreler ise dogrudan 48 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda hiicreler daha 6nce agiklandigi sekilde, 1X TE ile kaldirilmais, filtrelenmis ve PBS
icerisinde stispande edilmistir. Sonrasinda hiicre siispansiyonuna 1 pL. DRAQ-7 hiicre
canlilik boyasi ilave edilerek 5 dakika oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edilmistir.

Stispansiyon, flow sitometre cihazinda GFP ekspresyonu ve DRAQ-7’nin tayini i¢in
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sirastyla FITC ve APC kanali acik olacak sekilde, GFP’nin 488 nm eksitasyon ve 525 nm
emisyonunda, 1x10” hiicre sayilarak analiz edilmistir (BD FACS Calibur flow cytometer
(BD Biosciences, USA). Analiz sonug¢lart GFP’nin reporter gen 6zelliginden faydalanarak,
popiilasyondaki floresan 1sima yapan hiicrelerin yiizdesi (GFP+) ve medyan floresan
yogunlugu (MFI) 6l¢iilerek GFP ekspresyon diizeyinin belirlenmesi ile degerlendirilmistir.
Miseller ile kompleks olusturmamis ¢iplak pEGFP-C3 plazmit DNA, pEGFP-BikDD geni

ve formiilasyon uygulanmamis hiicreler kontrol grubu olarak kullanilmistir.

2.2.9.3. Flow Sitometre Analizi ile Ge¢c Apoptozise Bagh Oliimiin Degerlendirilmesi

DRAQ-7™ canli (hiicre biitiinliigii bozulmamais), hiicre gegirgenligi olmayan hiicrelerin
yeni bir canlilik tayin boyasidir. Bu gorevini, canliligmi kaybetmis hiicrelerin membran
gecirgenliginden yararlanarak, niikleusa ulasmasi ve DNA’y1 isaretlemesi ile
gerceklestirmektedir. Bu nedenle hiicre membran permeabilizasyonu, apoptoz ve nekroz
calismalarinda 6lii hiicrelerin belirteci olarak islev gormektedir. Tez c¢alismamizda,
DRAQ-7"1n bu 6zelligi BikDD geninin transfeksiyonu sonucu, ge¢ apoptoza bagli hiicre
Oliimiiniin tayin edilmesi i¢in kullanilmis olup, PPP30 ve PPP60 misel/gen kompleksleri ile
muamele edilen hiicrelerin apoptotik 6liim oranindaki artisa bagh olarak formiilasyonlarin
basaris1 ortaya konulmaya c¢alisilmistir. Bunun i¢in pEGFP-BikDD ile kompleks miseller,
Boliim 2.2.9.2 transfeksiyon ¢alismalarinda belirtildigi tizere MCF-7 ve MDA-MB-468
hiicrelerine uygulanmig ve transfeksiyon sonunda flow sitometre ile analiz edilmistir.
Analiz sirasinda sadece GFP eksprese eden (GFP+) hiicreler igerisinde DRAQ-7 pozitif
hiicrelerin yiizdesi, P10 alanin ¢izilmesi ile belirlenmistir. Bu alan igerisinde kalan hiicreler
ge¢ apoptozise baglt 6liimiin meydana geldigi hiicreleri ifade etmektedir. BikDD geninin
apoptozise bagl oliim etkinligini, pEGFP-C3 plazmit DNA ile hazirlanan kompleks

misellerin etkinliginin karsilastirilmasi ile ortaya konulmustur.

2.2.9.4.Floresan Mikroskop Yontemi ile in vitro GFP Ekspresyonunun Tayin Edilmesi
GFP ekspresyonu, miseller ile pEGFP-BikDD geninin hiicrelere aktarimi sonras1 dogrudan
floresan 1s1ma yapan hiicrelerin Leica DMIL (Leica Microsystems) inverted floresan
mikroskop ile goriintiilenmesi sonucu tayin edilmistir. Bunun i¢in MCF-7 ve MDA-MB-
468 hiicreleri 6 kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 5x10* hiicre olacak sekilde 750 pL
serum iceren kiiltiir ortam1 icinde ekilmis ve gece boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi, kiiltiir ortamu serum igermeyen taze kiiltiir ortam ile degistirilmistir.
In vitro transfeksiyon analiz sonuglarina gore maksimum transfeksiyon etkinligi gosteren

N/P 20 ve N/P 30 oranlarindaki serum icermeyen kiiltlir ortaminda hazirlanan 50 pL
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hacimde 4 pg pEGFP-BikDD igeren PPP60 misel/gen formiilasyonlari ile hiicreler 4 saat
boyunca muamele edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda her bir kuyuya gerekli
miktarlarda serum ve antibiyotik eklenmis ve tekrar 44 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Tim islemler sonunda hiicre kiiltiir ortami uzaklastirilmig ve hiicre ¢ekirdegi DAPI ile
asagidaki protokole gore boyanarak hiicrelerin fikse edilmesi saglanmis ve 1s1ma yapan
GFP pozitif (GFP+) hiicreler inverted mikroskop altinda goériintiilenmistir. Formiilasyon
uygulanmamis, yalnizca ayni konsantrasyonda pEGFP-BikDD ile muamele edilmis
hiicreler kontrol olarak kullanilmistir. Ayrica, elde edilen bulgular Ulusal Saglik Enstitiisii
NIH, ABD tarafindan gelistirilen Image J yazilimi kullanilarak kantitatif analiz sonuglar1

ile desteklenmistir.
DAPI protokolii

-Kiiltiir ortami uzaklastirilmis hiicrelerin {izerine 750 pL PBS eklenerek yikama

yapilmistir. Bu islem iki kez gergeklestirilmistir.

-Hiicrelerin tizerine 750 puL %4’liikk formaldehit ¢6zeltisi eklenerek 30 dakika boyunca oda
sicakliginda inkiibe edilmistir.

-Formaldehit ¢ozeltisi uzaklastirildiktan sonra, 750 pL %0,1’lik Triton X—-100 ¢6zeltisi

eklenmis ve 5 dakikadan daha az bir siire inkiibe edilmistir.

-Triton X-100’tin uzaklastirilmasini takiben 2 kez 5’er dakikalik siirelerde PBS ile yikama
yapilmis ve hiicreler 600 pL DAPI soliisyonu (1:400 PBS ile seyreltilen) ile 2030 dakika

boyunca muamele edilmistir.

-DAPI’nin uzaklastirilmasmi takiben 3 kez PBS ile yikama yapilmis ve hiicre ylizeyini
kaplayacak kadar gliserol eklenerek hiicrelerin fiksasyonu tamamlanarak inverted floresan
mikroskobunda gériintiileme yapilmstir. Islem sirasinda hiicrelerin plakalardan kalkmasini
onlemek adina, her bir adimda kullanilan ¢6zelti ve kimyasallarin hiicreler tizerine damla

damla eklenmesine dikkat edilmistir.

2.3. Ilstatistiksel Analizler ve Jel analizleri

Veriler, ti¢ bagimsiz deneyin ortalamasinin ortalama + standart sapmasi (SS) seklinde
sunulmustur. Istatistiksel analizler tek/iki yonlii ANOVA analizi ile yapilmustir. Gruplar
arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak GraphPad Prizma 6 (GraphPad Software Inc., CA,
USA) ile degerlendirilmis ve *p<0,05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir.
Ayrica tez caligmalar1 swrasindaki jel elektroforez ve floresan goriintiilerinin kantitatif

analizleri, Image J (NIH, ABD) programu ile degerlendirilmistir.
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3. SONUCLAR VE TARTISMA
3.1. Genetik Materyalin Elde Edilmesine Yonelik Sonuclar
3.1.1. pEGFP-C3 ve pEGFP-BikDD Plazmitlerinin Saflik ve Konsantrasyonu

Kanamisin diren¢ geni tasiyan pEGFP-C3 ve pEGFP-BikDD plazmitleri basarili bir
sekilde kanamisin igeren besiyerinde biiylitillen E.col/i DH5a bakterisine transforme

edilmis ve izolasyon i¢in tek koloniler belirlenmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3. 1. pEGFP-BikDD ile transforme edilmis E.coli DH5a bakteri hiicrelerine ait tek
koloni goriintiileri

Sekilde goriildiigi tizere kanamisin antibiyotik i¢eren besiyerinde sadece transgen tagiyan
bakteriler tek koloni halinde ¢ogalabilmis ve basarili bir sekilde koloni tespit edilmistir.
Tek kolonilerden Boliim 2.2.1.2.4’de verilen {iretici protokoliine gore, plazmit DNA
izolasyonu yapimustir. Izole edilen pEGFP-C3 ve pEGFP-BikDD plazmit DNA’larin
miktar tayinleri ve safliklar1 nanodrop cihazi (Nanodrop 2000, Thermo scientific) ile

Oletilmiis ve 6l¢tim sonuglarmna ait bulgular Cizelge 3.1°de verilmistir.

DNA tizerindeki aromatik bazlar 260 nm dalga boyundaki 15181 absorbe edebildiginden
DNA konsantrasyonu bu absorbansa dayali olarak o6l¢lilmektedir. Optik dansite (OD)
olarak da ifade edilen bu deger ¢ift zincirli bir DNA molekiilii i¢in 50 pg/mL’de 1 OD’ye
denk gelmektedir. Buna gore niikleik asit konsantrasyonu DNA (pg/mL)=Az60 X seyreltme

orani x 50 formiilii ile hesaplanmaktadir [193].
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Cizelge 3. 1. pEGFP-C3 ve pEGFP-BikDD plazmitlerine ait saflik ve konsantrasyonlar

Plazmit Niikleik asit A260 A280 260/280
konsantrasyonu (ng / pL)
pEGFP-C3 1968,4 39,368 20,904 1,88
pEGFP-C3 1898,3 37,966 20,143 1,88
pEGFP-C3 1909,9 38,197 20,405 1,87
pEGFP-BikDD 2007,2 40,144 21,080 1,90
pEGFP-BikDD 2104,6 42,092 22,353 1,88
pEGFP-BikDD 1426,3 28,525 15,122 1,89

Cizelge 3.1°de goriildiigii tizere, niikleik asitlerin konsantrasyonlari en diisiik 1426 ng/pL.
en yiiksek 2104 ng/uL olarak tayin edilmistir. Sonuglar, vektorlerin bakterideki ¢cogaltim1
ile yiiksek konsantrasyonda DNA elde edildigini ortaya koymustur.

DNA miktar1 260 nm’de 6l¢giilen absorbans tizerinden, proteinler ve RNA i¢in ise 280
nm’de Olclilen absorbans tizerinden hesaplanmaktadir. Bu nedenle izole edilen DNA’nin
protein ve RNA ile kontamine olmadigmi ve safligini1 belirlemek amaciyla Axeo/Azso
nm’deki absorbans degeri tayin edilmelidir. Saf bir DNA molekiilii i¢in Ayep /Azgo oraninin
1,8’in tizerinde olmas1 gerekmektedir [193]. Tablo 3.1°de goriildiigii tizere pEGFP-BikDD
plazmidi i¢in Ajep /Azgo orani, 1,88—1,90 arasinda, pEGFP-C3 plazmidi i¢in bu oran 1,87—
1,88 olarak tespit edilmis ve literatiir bulgular1 ile uyumluluk gostermistir. Elde edilen
sonuglar her iki pEGFP-C3 ve pEGFP-BikDD plazmit DNA’nin yiiksek saflikta oldugunu

ve RNA ya da protein kontaminasyonu olmadigmi gostermektedir.

3.1.2. pEGFP-C3 ve pEGFP-BikDD Plazmitlerinin Boyutlarina iliskin Sonuclar

pEGFP-C3 plazmidi 4,7 kb, BikDD geni sokulmus pEGFP plazmidi ise 5,2 kb
buytikliigiinde olup E.coli hiicrelerinde ¢ogaltildiktan sonra izolasyonu takiben plazmitleri
dogrulamak amaciyla agaroz jel elektroforezinde DNA standardi ile birlikte ytirtitiilmustiir.
DNA standardi, referans olarak degerlendirilerek izole edilen pEGFP-C3 ve pEGFP-
BikDD plazmit DNA bantlarinin boyutlar: tespit edilmis ve elektroforez goriintiisii Sekil

3.2°de verilmistir.
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Acik halkasal form
Lineer form

Siipersarmal form

Sekil 3. 2. %1 agaroz jelde 100 V’da yiiriitiilen 1 pg plazmit DNA’lara ait agaroz jel
gortnttisii (L: Standart DNA, 1 numarali kuyucuk pEGFP-BikDD, 2 numarali kuyucuk
pEGFP-C3 plazmidini temsil etmektedir)

Jel gortntiisiinde, 2 numarali kuyuda bulunan pEGFP-C3 plazmidi jel iizerinde az bir
miktar onde ylriimiis ve DNA standardi ile kiyaslanarak yaklasik 4,7 kb oldugu
dogrulanmistir. pEGFP-C3 plazmidine sokulan BikDD 481 baz ¢ifti (bg) olup toplam 5,2
kb boyutu ile pPEGFP-BikDD plazmidinin DNA standardi tizerinden yapilan hesaplar ile
uyumlu oldugu tespit edilmistir. Sonuglar, E.coli DH5a bakterisinde genin basarili bir
sekilde cogaltildigin1 ve izole edildigini ortaya koymustur. Jel goriintiisiinde gorildugi
tizere plazmidin siiper sarmal formu, a¢ik halkasal forma gore yliksek bant parlakligi
gosterdiginden daha fazla oranda bulunmaktadir. Bu bulgu literatiirdeki, bakteri hiicresinde
plazmidin dogal yapida siiper sarmal formun ¢ok daha fazla oldugu bilgisini
dogrulamaktadir [194]. Arastirmacilar, siiper sarmal formun fazla bulunmasi ile daha
disiik partikiil boyutunda tasiyici sistem hazirlanabildigini ve bu form ile hazirlanan
tasiyict sistemlerin gen aktariminda yiiksek etkinlik elde edildigini belirtmislerdir [195].
Bu durum, tez c¢alismamizda tasiyict sistemin yiiksek gen aktarim etkinligi
gosterebilecegini desteklemektedir. DNA’nin jel tizerindeki yiirime hizi DNA’nin boyutu
ve konformasyonuna baglidir. Siipersarmal formdaki DNA katlanma miktarinin fazla
olmasindan dolay1 diisiik boyut sergilediginden, diger formlara goére daha hizli hareket
etmektedir [194]. Sekil 3,2’deki jel goriintiisiinde, ayni biiylikliikte ancak 3 farkhi

konformasyonda plazmit DNA bant profili goriintiilenmis olup, en hizli yiiriiyen bant,
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plazmidin stiper sarmal formunu, orta derecede olan lineer formunu ve en geride olan ise
acik halkasal DNA formunu ifade etmektedir. Bant modellerinde gézlenen lineer form
plazmit DNA’nim asil boyutunu ifade etmektedir. Ayrica, plazmidlerin bakteride ¢ogaltimi
sirasinda prosediirden kaynaklt bazi multimer DNA yapilar1 gézlenmis ve yiiksek

boyutundan dolay1 jelin gerisinde goriintiilenmistir.

3.2. PEtOx-b-PCL ve PEtOx-ko-PEI-b-PCL Blok Kopolimerlerinin Sentez

Calismalarina Ait Sonuclar
3.2.1. PEtOx-b-PCL Blok Kopolimerinin Sentezi ve Karakterizasyonu

Tez calismanizda, daha once belirtildigi tizere TUBITAK-MAM Malzeme Enstitiisii ekibi
tarafindan farkli molekiiler agirlik ve blok uzunluklarinda PEtOx-5-PCL blok
kopolimerleri sentezlenmis ve misel olusumu i¢in ideal 6zeliklere sahip blok kopolimer

secilerek, bu polimerin sentezi ¢esitli karakterizasyon yontemleri ile dogrulanmstur.

Bolim 2.2.2°de belirtildigi tizere 8 farkli hidrofilik:hidrofobik oranda sentezlenen blok
kopolimerler arasindan en uygun partikiil boyutuna sahip bos misel formiilasyonu
PEtOx(10700)(11300)-0-PCL2100  blok kopolimeri ile elde edildiginden dolayr sonraki
calismalarda bu polimer ile devam edilmesine karar verilmistir. Asagida bu blok
kopolimere ait karakterizasyon bilgileri verilmistir. Ileriki boliimlerde uygun blok
kopolimerin se¢imi i¢in belirtilen farkli hidrofilik:hidrofobik blok kopolimerler ile

hazirlanan misellerin partikiil boyutu analizlerine ait sonuglar tartisilacaktir.

PEtOx-b-PCL blok kopolimeri birkag reaksiyon basamaginda sentezlenmistir. Oncelikle
metil  p-toluen-siilffonat (MeTos)’in  baslatiliciginda  2-etil-2-oksazolin  (EtOx)
monomerlerinin canlt halka agma polimerizasyonu ile PEtOx sentezi yapilmis ve reaksiyon
sodyum azid ile sonlandirilarak azid ug¢lu PEtOx-Njs tiretilmistir. 2-etil-2-oksazolinin canli
halka agma reaksiyonu ile sentezlenen PEtOx-Nj i¢in GPC, 'H-NMR ve FTIR sonuglari
asagidaki gibi elde edilmistir (Sekil 3.3 ve Sekil 3.4).

Mn, GPC = 10700 Da; Mw, GPC = 12200 Da; polidispersite indeksi (PDI) = 1.14. 'H-
NMR (600 MHz, CDCl): & 3.5-3.3 (4H,-N-CH»—CH,-), 3.0-2.9 (3H, CH;-N-CH,—
CH,—N-), 2.4-2.2 (2H, -N-CO-CH,—CH;), 1.1-0.9 (3H,-N-CO-CH,-CHj3). FT-IR
(ATR): v [em '] 2100 (azid) ve 1630 (karbonil).
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Sekil 3. 3. PEtOx polimerine ait 'H-NMR spektrumu
p

"H-NMR spektrumunda goriilen 1.1 ppm, 2.3-2.4 ve 3.4 ppm’deki pikler metil (CH;~CH,—
C=0-), metilen (CH;—CH—C=0-) ve (-N-CH,—CH,-N-) tekrar eden {initelerin
protonlarin1 gosterirken, 3.0 ppm’deki pik, baslaticinin metil protonlarin1 géstermektedir
bu sonuglar benzer yapida bir polimer ile calisan Lee ve arkadaglarinin [159,195]

bulgularini destekler niteliktedir.

S0

iletkenlik, %

30 <

1 " .. I L 1
4000 3000 2000 1000
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Sekil 3. 4. PEtOx¢700 polimerine ait FT-IR spektrumu
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Sekil 3.4’deki FT-IR spektrumunda goriildiigii iizere, 1630 cm™’de ana pik, PEtOx’un
yapisinda bulunan karbonil pikini (C=0) ifade etmektedir. Ayrica 2100 cm™’de goriilen
pik ise PEtOx-N3’deki azid grubuna ait piki ifade etmektedir. '"H-NMR, FT-IR ve GPC
sonucglar;, PEtOx-Nj’iin diisiik bir polidispersite indeksi ile basarili bir sekilde

sentezlendigini ortaya koymaktadir.

Sonrasinda proparjil alkoliin baglaticiliginda e-kaprolakton monomerinin canli halka agma
reaksiyonu ile PCL-alkin sentezlenmis ve elde edilen polimerin yapisi FT-IR, "HNMR ve
GPC analizleri ile aydinlatilmistir (Sekil 3.5 ve Sekil 3.6).

Mn,GPC = 2100 Da; Mw,GPC = 2800 Da; polidispersite indeksi (PDI) = 1.35."H-NMR
(600 MHz, CDCls): 6 4.66 (s, 2H, CH,—C=CH), 4.00 (m, CH,O on PCL), 3.65 (t, 2H,
CH,0H), 2.50 (s, 1H, CH,—C=CH), 2.35-2.27 (m, CH,C=0 on PCL), 1.67-1.57 (m, CH,
on PCL), 1.40-1.38 (m, CH; on PCL). FT-IR (ATR): v [cm '] 3265, 2945, 2865, 1730,
1460, 1410, 1390, 1365, 1295, 1245, 1165, 1105, 1045, 1005, 960, 730 [197].

iletkenlik, %

Dalgaboyu, cm™

Sekil 3. 5. PCL;go-alkin polimerine ait FT-IR spektrumu

Sekil 3.5°de PCL-alkin polimerine ait pikler goriilmektedir. Bu piklerden 1730 cm™’deki
C=0 ester (karbonil) grubuna ait piki ve 2100 cm ™ deki bant ise C=C alkin pikini ortaya

koymustur.

Sentezlenen PEtOx-N3 ve PCL-alkin polimerleri bakir siilfat katalizorligiinde azid-alkin

klik reaksiyonu (CuAAC) ile birbirine bloklanmis ve elde edilen PEtOx-H-PCL blok
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kopolimerinin olusumuna ait '"H-NMR ve FT-IR analizleri yapilmistir (Sekil 3.6 ve Sekil
3.7)[182, 197, 198].

'H-NMR  (600MHz,  CDCl,8):1.12  (3H-NCOCH,CH;), 138  (2H,
COCH,CH,CH>CH,CH,0CO), 1.65 (4H, COCH,CH,CH,CH>CH,0CO0), 2.41-2.31 (2H, -
NCOCH2-),3.45-3.49 (4H, NCH,CH,N), 4.06 (2H, -COOCH>-), 4.6 (2H, triazol
CH,CH,N), 5.19 (2H, -OCH-triazol), 8.02 (1H, ~CHCHN).

l : i
N
R LTS A o

n k+m

T™S

coel,

[ppm]

Sekil 3. 6. PEtOx-b-PCL blok kopolimerine ait 'H-NMR spektrumu [183]
Sekil 3.6’deki "H-NMR spektrumunda, 1,3-1,4, 1,5-1,7 ve 3,9-4,0 ppm civarinda elde
edilen pikler tekrarlayan PCL polimerin birimlere ait metilen protonlarmni (O—CH,—CH,—
CH,—-CH,—CH,—C=0) gostermektedir. 3,5 ppm’deki pik PCL’nin u¢ grubundaki metilen
(CH,OH) protonlarini ifade etmektedir. 4,6 ve 2,3 ppm’deki pikler proparjil alkole ait
metilen (CH,—C=CH) ve metin (CH,—C=CH) protonlarin1 géstermektedir [ 183].
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Sekil 3. 7. PEtOx-b-PCL blok kopolimerine ait FT-IR spektrumu [183].

PEtOx-b-PCL blok kopolimerinin tanimlanmas: ve yapismm aydmlatilmasi i¢in 'H-NMR
ve FTIR analizleri yapilmistir. Sekil 3.6 ve 3.7 bloklanmig PEtOx-b-PCL polimerine ait
'H-NMR ve FT-IR analiz spektrumlarmi gostermektedir.  Sekil 3.6’deki 'H-NMR
analizinde, konjugasyon sonras1 g piki ile tespit edilen triazol halkasmin gézlenmesi azid-
alkin baglanmasi ile blok kopolimer olusumunu net bir sekilde ortaya koymustur. Ayrica
PEtOx i¢in karakteristik olan (d piki) metil protonlar1 korunmus olup literatiir ile
uyumluluk gostermistir [179], PCL i¢in karakteristik olan metilen protonlarinin (n) blok
kopolimerde tespit edilmesi PEtOx-b-PCL blok kopolimerinin olusumunu dogrulamistir
[159, 184, 195]. FTIR analizi ile blok kopolimer yapisinda PCL polimerine ait spesifik
pikler tayin edilmistir. Sekil 3.7°deki FT-IR analizine gore, PEtOx’a ait C=0O bagma ait pik
1700 cm™’de korunmakta iken, PEtOx-N; polimerindeki N3 grubuna ait 2100 cm™ pikine
mavi renkli spektrumda bloklamadan kaynakli olarak rastlanmamistir. Yine Sekil 3.7°deki
FT-IR analizine gore PEtOx-b-PCL blok kopolimerin olusumu 2100 cm™’deki PCL
polimerindeki alkin bagma (C=C) ait pikin kaybolmasi ile dogrulanmistir. Ayrica PCL
polimeri i¢in spesifik olan 1730 cm™’deki C=0O ester pikinin, PEtOx’un 1630 cm™ deki
C=0 amit piki ile ¢akismast sonucu siddetinde artis beklenmektedir. FT-IR analizi bu
beklentiyi dogrular niteliktedir ve bu bulgu literatiir ile ortiismektedir [200]. Elde edilen
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"H-NMR ve FT-IR sonuglar, PEtOx polimerinin CuAAC klik reaksiyonu ile PCL blogu
ile basarili bir sekilde konjuge edildigini ortaya koymustur [183].

3.2.2. PEtOx-ko-PEI-b-PCL Blok Kopolimerinin Sentezi ve Karakterizasyonu

PEI, yapisinda tasidig1 her 3 azot atomunun protonlanabilme 6zelliginden dolayi, yiiksek
katyonik yiike sahiptir ve bu nedenle hiicrelerde biiyiik Olgiide toksisiteye yol agtigi
bilinmektedir. Ayrica gen tasima c¢alismalarinda kullanilan geleneksel polietilemin yiiksek
molekiil agirliginda olup ayni sekilde bu durum yiiksek toksisite ile iligkilidir. Literatiir
verileri, PEtOx’un kismi hidrolizi ile sentezlenen PEI’nin, geleneksel PEI’ye gore hiicresel
sitotoksisiteyi 6nemli 6l¢tide azalttigini ortaya koymustur [87, 92, 93, 158]. Bu nedenle
tez ¢alismamiz kapsaminda, PEI kaynakli toksisiteyi azaltmak ve diisiik molekiil
agrrhiginda sentezlenen PEI'nin gen transfeksiyonundaki basarisini ortaya koymak
amaciyla PEtOx’un kismi hidrolizi ile iki farkli hidroliz derecesinde (%30 ve %60) lineer

PEI tasiyan blok kopolimerin sentezlenmesi amaglanmaistir.

Optimum 6zellikte oldugu belirlenen PEtOX;1300(10700-N3 polimerinin kismi hidrolizi ile 3
farkli hidroliz derecesinde (%30, %60 ve %70) lineer PEI igeren kopolimerler
sentezlenmis ve sonrasinda PCL ile azid-alkin klik kimyasi (CuAAC) reaksiyonu ile
bloklanmigtir.  Sentezlenen 3  farkli blok kopolimerlerden hazirlanan misel
formiilasyonlarinin partikiil boyutlar1 karakterize edilmis ve optimum o6zellikte oldugu
belirlenen %30 ve %60 hidrolize blok kopolimerler ile tez ¢aligmasina devam edilmistir.
Asagida bu blok kopolimere ait karakterizasyon bilgileri verilmistir. Ileriki boliimlerde
belirtilen farkli hidroliz derecelerinde sentezlenen blok kopolimerler ile hazirlanan

misellerin partikiil boyutu analizlerine ait sonuglar tartisilacaktir.
Hidroliz derecesi asagidaki formiile gore hesaplanmistir [201].

' %) PEI omurgast 100
_ *
Gevirme (% PEI omurgasit + PEtOx omurgast

Formiil 3.1. Hidroliz derecesinin hesaplanma formiilii

Hidroliz reaksiyonu farkli siirelerde, belirli oranda (11,96 M) HCIl varliginda 100°C
sicaklikta gergeklestirilmistir. Hidroliz stiresinin hidroliz derecesi {izerindeki etkisine dair

bulgular Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3. 2. Blok kopolimerlerin hidroliz kosullar1 ve karakterizasyonlari [184]

Blok Blok
PEtOx kopolimerdeki  kopolimerdeki
PEI segmenti PCL segmenti
Kod  MnDa)  Mn(Da) PDI i i
Hidroliz ~ Hidroliz
(Hidroliz (Hidroliz vyiizdesi(%) siiresi(s) (Hidroliz (Da) (Da)  PDI
oncesi)  sonrasi) sonrasi)
PPP30 10700 7500 30 8,5 1,14 1400 2100 1,35
PPP60 10700 4300 60 17 1,14 2800 2100 1,35

Cizelge 3.2’de gorildiigi tizere, baslangic materyali olarak kullanilan 10700 Da
agirhigindaki PEtOx un sabit miktarda HCI asit ile 100°C sicaklik muamelesi sonucunda
hidroliz stiresindeki degisime bagli olarak hidroliz oraninda farkliliklar meydana gelmistir.
8,5 saat siire ile hidrolize maruz birakilan PEtOx;700 polimeri %30 hidrolize ugrarken, 17
saatlik hidroliz siiresi sonunda polimerin hidroliz orant %60’a yiikselmistir. %30 hidroliz
sonrasi PEtOx polimerinin molekiil agirhigt GPC ile 7500 Da, %60 hidroliz sonrasi ise
4300 Da olarak tayin edilmistir. Sonuglar hidroliz derecesinin ¢ok biiyiik bir 6lgiide
hidroliz siiresine bagh oldugunu ortaya koymustur. Tez ¢alismamizda elde ettigimiz bu
bulgular, literatiir verileri ile olduk¢a uyumludur. Fernandes ve arkadaslar1 [15], PEtOx’un
kismi hidrolizi ile sentezledikleri diiz PEI’'nin 3, 5 ve 7 saatlik farkli hidroliz siireleri ile
10000 Da molekiil agirligmdaki PEtOx’un 3 farkli hidroliz oraninda PEI sentezledigini
ortaya koymus olup, hidroliz siiresi ile hidroliz derecesi arasindaki iligki net bir sekilde
gosterilmistir. Ayrica Jeong ve arkadaslar1 [50], Shah ve arkadaslar1 [88] ve Lin arkadaslar1
[93] calismalarinda benzer bir iliski ile hidroliz siiresinin hidroliz derecesi tizerine etkisini
incelemis ve arastirmacilarin bulgular1 tez ¢alismamiz kapsaminda elde ettigimiz verileri
desteklemistir. Hidroliz sonucu sentezlenen PEI polimerinin blok kopolimer
omurgasindaki molekiil agirlig1 da hidroliz derecesine gore farklhilik gostermistir. Sonug
olarak, polimerlere ait molekiiler agirlik verileri hidroliz stiresi ve hidroliz derecesini

dogrular nitelikte olup, basaril1 bir hidroliz ger¢eklestigini ortaya koymustur.

PEtOx0700-N3 polimerinin lineer PEI’ye belirli ylizdelerde (%30 ve %60) kismi hidrolizine
ait "H-NMR ve FTIR analiz sonuglari Sekil 3.8-11"de gosterilmistir.

'H-NMR (600 MHz, CD;0D): $3.80-3.28 (4H, -CH,-CH»-N-), 3.00-2.65 (4H, -NH-
CH»-CH»>-), 2.45-2.13 (2H; -NCOCH,-CH3), 2.20- 2.00 (2H, CH;CH>COOH), 1.20—
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0.85 (3H, -NCOCH,CH;, 3H, CH;CH,COOH). FT-IR (ATR): v [em '] 2100 (azid), 1630
(karbonil) ve 1580 (N-H).

o4 w
- ~
™

4T
—_— .2

ok 4

H\

~~— 2693

i C
a
dl J/\/k
e R B
: E
U SO -
3.50 3.00 2.50 2.00 1.50 1.00
pPm (t1)

Sekil 3. 8. Azid uglu PEtOx;¢700 polimerinin % 30 oraninda hidrolizine ait "H-NMR
spektrumu [184]
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Sekil 3. 9. Azid uclu PEtOx;¢700 polimerinin % 30 oraninda hidrolizine ait FTIR spektrumu
[184]
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Sekil 3. 10. Azid uclu PEtOx;0700 polimerinin % 60 oraninda hidrolizine ait "H-NMR
spektrumu [ 184]
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Sekil 3. 11. Azid uglu PEtOx;¢700 polimerinin % 60 oraninda hidrolizine ait FTIR
spektrumu [184]

Sekil 3.8 ve Sekil 3.10°daki 'H-NMR sonuglar1 incelendiginde, PEtOx’un kismi hidrolizi
ile %60 oraninda sentezlenen PEI polimerindeki N-H yapisinin ortaya ¢ikmasma bagh
olarak bu yapiya ait 2.7 ppm civarindaki (NH-CH;)’ye ait (d) pikinin siddetinde artis
gozlenmistir. %30 hidrolize blok kopolimerin (d) pikinin siddeti ise hidroliz derecesinin
diistik olmasi nedeniyle azalmis ve hidroliz derecelerine gore degisen pik siddetleri

PEtOx’un basaril1 bir sekilde hidroliz edildigini gostermistir. Ayrica 3.4 ppm civarinda
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gozlenen PEtOx’a ait karakteristik (—CH,—CH,-N-) (a) pikinin siddeti %30 hidrolize
ugramis polimerde oldukca yiiksek gozlenir iken, PEtOx’un hidrolizindeki artisa bagl
olarak %60 hidrolize polimerdeki (a) pik siddetinde ise azalma meydana gelmistir. Elde
edilen bu sonuglar Shah ve arkadaslarmin arastirma sonuglarini destekler nitelikte olup,
PEtOx’un farkli hidroliz siirelerine bagl olarak sentezlenen farkli oranlardaki PEI iceren
blok kopolimerlerdeki etilenimin {iinitelerine ait piklerdeki degisim ile benzer oldugu
ortaya konulmustur [88]. Ayrica, Sekil 3.9 ve Sekil 3.11°deki FT-IR analizleri 1580 cm™
bandindaki N-H (amin) yapisina ait piki gostermekte olup hidroliz artis1 ile birlikte %60
hidrolize blok kopolimere ait pikin siddetinde de artis meydana gelmistir. Bu sonuglar
PEtOx polimerinin PEI’e kismi hidrolizinin basarili bir sekilde gerceklestigini ortaya
koymustur [184].

Hidroliz sonrasi analizi yapilan iki farkli hidroliz derecesindeki PEtOx-ko-PEI
kopolimerleri alkin u¢lu PCL polimer ile klik reaksiyonu ile bloklanmis ve "H-NMR ve
FT-IR analizleri yapilmistir (Sekil 3.12-15).

5 T ® ~ © N~ DO T g0 N |©
g | 3 3 T 8 8888 g43:°f8
© W - ] NN NN e O
| ' P
| | J ‘ )
| / V¥
| ' [
¥
a d i e g r H b omo 5 o |
CHz Sx ‘i'ﬂ"'» - \,Iu-"""- \5“\ N 0~ P~ l“ |
I' 1 '..Illfll 0
b !:/#.:;.:“ d ® e /\"\’{1 h 1 k |n |
\ \ ka I Taen
c I
i ;'
| o
. -] ]l I <
| J of | |
| 4 J il |
[ | |
l ll b } | ||
| rl ’ A ." ‘
i [ . |
| N I | I II \ !
| \ e I VR
h : i g_/) | I I] \._U j a '\
I T o A -
™ T T "_.'"-i__l-'_ "1-___'1_"-—_‘-'_7"!_'_! _I—: T_I_'—_r -1:1-—_'_- —== "—:-_-_[--'—1—_1 =
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

ppm (t1)

Sekil 3. 12. %30 hidrolize PEtOx7500—k0-PEI(%30y1400-b- PCL2100 Blok kopolimerine ait -
NMR spektrumu
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Sekil 3. 13. %30 hidrolize PEtOx7500— ko-PEl(%30)1400-b- PCL219o blok kopolimerine ait
FTIR spektrumu
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Sekil 3. 14. %60 hidrolize PEtOX43oo—kO-PEI(%Go)zgoo-b- PCL,¢9 blok kopolimerine ait 'H-
NMR spektrumu
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Sekil 3. 15. %60 hidrolize PEtOX4300 —kO—PEI(%60)2800-b- PCL2100 blok kopolimerine ait
FTIR spektrumu

Sekil 3.12 ve Sekil 3.14’de PCL polimeri ile konjuge edilen %30 ve %60 hidroliz
derecelerindeki PEtOx-ko-PEI kopolimerlerine ait 'H-NMR analizlerine gore, 8,0 ppm’de
ortaya ¢ikan (g) piki triazol halkasi olup, azid uc¢lu PEtOx-ko-PEI polimerinin alkin uglu
PCL polimeri ile baglanmasi sonucu ortaya ¢ikan bir yapidir. Ayrica her iki hidroliz
derecesine ait 'H-NMR spektrumlar1 kiyaslandiginda PEI yapisindaki N-H bagma ait (e)
piklerinin siddetinde hidroliz artisina baglh olarak artis gézlenmistir. % 60 hidrolize blok
kopolimerin H-NMR spektrumundaki (e) pikinin siddeti, %30 hidrolize blok kopolimere
gore oldukca yiiksek bulunmustur. PEtOx’un kismi hidrolizi ile sentezlenen nihai blok
kopolimerin her sentez asamasindaki karakterizasyonlar1 yukarida ifade edildigi iizere 'H-
NMR ve FT-IR analizleri ile degerlendirilmistir. Tiim bu sonug¢lar PEtOx’un basarili bir
sekilde farkli hidroliz derecelerindeki lineer PEI’ye hidroliz edildigini ve PCL kopolimer
ile konjugasyonun basarili bir sekilde gerceklestigini ortaya koymustur. Bu yapidaki bir
blok kopolimerin klik (¢it¢it) kimyasi ile sentezine iligkin literatiirde herhangi bir bilgiye
rastlanmamuistir. Dolayisi ile bu ¢alisma tez ¢alismamizin 6zgiin kismini olusturmakta olan
basamaklardan olup, literatiire yeni bir yontem kazandirabilecegini ortaya koymustur.
Ayrica, tez calismamiz kapsaminda c¢it¢it kimyasi ile s6z konusu polimerizasyonun
gerceklestirilmesi, sentez sonucu yiiksek verimlilikte ve saflikta iiriin elde edilmesine de

katki saglamistir.
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3.3. Misel Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonlarina Ait Sonuclar

3.3.1. PEtOx-b-PCL Blok Kopolimerleri ile Hazirlanan Bos Misellerin Partikiil
Boyut, Zeta Potansiyel ve Polidispersite Indeks Analizleri

Tez calismamiz kapsaminda 6ncelikle hidroliz edilecek uygun blok kopolimeri belirlemek
amactyla hidroliz edilmemis farkli hidrofilik:hidrofobik oranlarda PEtOx-b-PCL blok
kopolimerler ile bos miseller hazirlanarak 6n calismalar gerceklestirilmistir. Hidroliz
edilmemis farkli hidrofilik:hidrofobik blok uzunluklarinda sentezlenen blok kopolimerler
ile 3 farkli yonteme gore bos misel formiilasyonlar1 hazirlanmis ve boyut, zeta potansiyel
ve polidispersite  indeks analizleri DLS  yontemi ile degerlendirilmistir.
Hidrofilik:hidrofobik blok uzunlugu misel olusumda 6nemli bir kriter oldugundan,
oncelikle uygun blok oranma sahip blok kopolimerin tayini amag¢lanmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda farkli hazirlama yontemlerinin ve blok uzunluklarinin optimum boyut, zeta
potansiyel ve polidispersite indeksine (PDI) etkisi belirlenmis ve ideal 6zelliklere sahip
misellerin elde edilmesinde kullanilan blok kopolimer tayin edilmistir. Optimum
ozellikteki blok kopolimerin ileri karakterizasyon analizleri, kritik misel konsantrasyonu ve

TEM analizleri ile dogrulanmuistir.

On ¢alismalarimiz sirasinda yapilan analizlerden biri ve oncelikli olan1 blok kopolimerin
saflagtirilmasinin misel boyutu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeline etkisini
incelemektir. Bu nedenle TUBITAK-MAM ekibi tarafindan sentezlenen blok kopolimerler
arasindan se¢ilen birka¢ polimer, iiretim asamalar1 sirasinda ortamda kalabilme ihtimali
bulunan safsizliklarin giderilmesi amaciyla 6 giin siire ile diyaliz yontemi ile
saflastirilmistir. Saflagtirma 6ncesi ve sonrasi bu blok kopolimerler ile hazirlanan bos
misellerin boyut 6zellikleri karakterize edilmistir. Cizelge 3.3’de blok kopolimerlerin
saflastirma Oncesi ve sonrasi hazirlanan bos misellere ait boyut, zeta potansiyel ve
polidispersite indeks degerleri verilmistir.

Cizelge 3. 3. Bos misellerin boyutlari, polidispersite indeksleri ve zeta potansiyel degerleri
(S.0: Saflagtirma oncesi, S.S: Saflastirma sonrast) (n=3, Xx+SS)

Polimer kodu Partikiil boyutu(nm) Zeta potansiyel(mV) Polidispersite indeks(PDI)
S.0 S.S S.0 S.S S.0 S.S
PEtOxys500-b-PCLjy50  134,6+£32,9 53,8414 7,6£1,85 -2,3+0,2 0,2+0,0 0,3+0,0
PetOxg;09-b-PCLs109 124+8,1 116£1,2 -16,3+0,9 -14,3+0,3 0,3+0,0 0,4+0,0
PEtOxy700-b-PCL;109  72,3+0,9  35,8+1,4 -10,8+0,1 -8,5+1,8 0,5+0,0 0,3+0,0
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Cizelge 3.3’de gorildigi tzere farkli blok uzunluklarindan segilen birkag blok
kopolimerin 6 giinliik diyalizi sonucunda hazirlanan misellerin partikiil boyutlari, diyaliz
oncesinde elde edilen boyutlarma gore oldukga diisiik bulunmustur. Ozellikle PEtOXx;0700-
b-PCL;09 blok kopolimeri ile hazirlanan bos misellerin partikiil boyutu 72,3 nm’den 35,8
nm’ye, polidispersite indeksi ise 0,5’ten 0,3’e diismiistiir. Polimer {iretimi sirasinda yapilan
dietil eter ile ¢oktiirme islemi sadece reaksiyon sirasinda ortamda bulunan baglatic1 ve
diger molekiillerin kismi olarak ortamdan uzaklastirilmasini saglamaktadir ancak diyaliz
yontemi ile yapilan uzun ve kapsamli ikinci bir saflastirma islemi bu blok kopolimerler ile
hazirlanan misellerin molekiil biiyiikliigli dagilimmi ve boyutunu onemli 6lgiide
kugiilttiigiinii ortaya koymustur. Ayrica bu saflastirma isleminin reaksiyona girmemis
monomerleri, tuz kalintilarm1 ve tiim yan trtinlerden kaynakli safsizliklar1 da ortamdan
uzaklastirilmasini kolaylastirdig: tespit edilmistir. Bu nedenle tez ¢alismasi kapsaminda
kullanilan blok kopolimerlerin diyaliz yontemi ile saflastirilarak sonraki caligmalarda
kullanilmasina karar verilmistir. Sentez polimer olmasina ragmen saflastirma sonucu diisiik
partikiil boyutunda misellerin elde edilebilmis olmasi, ileriki ¢aligmalar i¢in umut verici

sonuglar vermistir.

Bolim 2.2.3.1’de belirtildigi {lizere, bos misel formiilasyonlar1 3 farkli yontem ile
hazirlanmis olup, optimum partikiil boyutu, zeta potansiyeli ve polidispersite indeksine
sahip misellerin elde edilmesinde gorev alan ideal yontem analiz sonuglarmna gore
belirlenmistir. Cizelge 3.4’te farkli yontemler ile hazirlanan misellere ait partikiil boyutu,

zeta potansiyeli ve polidispersite indeksi sonuglar1 verilmistir.

Ideal bir misel tasiyici sistemin hazirlanmasinda dikkate almmasi1 gereken husus, uygun
hidrofilik:hidrofobik blok uzunlugunun belirlenmesidir. Ciinkii hidrofilik:hidrofobik blok
uzunlugu misellerin kritik misel konsantrasyonu ve buna bagh olarak termodinamik ve
kinetik stabilitesinin belirlenmesindeki en onemli faktorlerden biridir [15, 104]. Ayrica
calistlan  blok kopolimerler amfifilik bir yapida oldugundan dolay1r farkh
hidrofilik:hidrofobik blok uzunluklar: sferik (kiiresel), silindirik ve vezikiiler olmak tizere
cesitli morfolojilerde misellerin olusuma neden olmaktadir. Bu nedenle tez ¢alismamizda
kiiresel miseller hazirlayabilmek ve uygun blok oranmi belirleyebilmek adimna, farkli
literatiirler taranarak kiiresel misel olusturabilen oranlar yaklasik olarak belirlenmistir. Park
ve arkadaslar1 [202], PCL polimerinin blok kopolimer igerisinde agirlik¢a %14 oraninda
bulunan blok kopolimer ile hazirlanan misellerin 26 nm gibi diisiik partikiil boyut

sergiledigini ortaya koymustur. Bu agirlikca oran, PEtOx’un PCL polimerine gore 5 kat
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fazla molekiil agirligina denk gelmektedir. Kisaca 5:1 hidrofilik:hidrofobik molekiil agirlik
oraninin ideal yapida misellerin olusumuna neden oldugunu ifade etmiglerdir. Bagka bir
calismada Kim ve arkadaglar1 [185], PCL polimerinin blok kopolimer igerisinde agirlik¢a
%25 oraninda, diger bir ifade ile hidrofilik:hidrofobik agirlik orani 3:1 oldugunda ideal
misel yapilarina ulastigini ortaya koymustur. Lee ve arkadaglar1 [159, 181], PCL
polimerinin blok kopolimer igerisinde agirlikga %35 oraninda, diger bir ifade ile
hidrofilik:hidrofobik agirlik orani (2:1) (1,5:1) oldugunda ideal misel yapilarma ulastigini
ortaya koymustur. Literatiir taramalarinda dikkat c¢ekici olan ortak nokta blok
kopolimerlerin molekiil agirliklar1 farkli olmasina ragmen misel olusumu i¢in hidrofilik
blogun hidrofobik bloktan agirlik¢a yiiksek oldugudur. Bu bilgilerden yola ¢ikilarak,
literatiir verilerinde belirtilen oranlarda blok uzunluklarina sahip Cizelge 3.4’te belirtilen
farkli hidrofilik:hidrofobik blok oran1 ve molekiill agirhigindaki PEtOx-b-PCL blok
kopolimerler ile bos miseller hazirlanmig ve miseller partikiil boyutu, zeta potansiyel ve
polidispersite indeksleri agisindan karakterize edilmistir. Cizelge 3.4’te goriildigi {izere,
farkli yontemler ile hazirlanan bos miseller arasindan ince film hidratasyon yontemi ile
hemen hemen tiim formiilasyonlar i¢in daha diisiik partikiil boyutu ve polidispersite
indeksi elde edilmistir. Bu nedenle sonraki ¢alismalarda kullanilacak misellerin bu yontem
ile hazirlanmasina karar verilmistir. Literatiirde, bu yontemin kolay, pratik ve basit olmasi,
hizl1 bir sekilde kiigiik ve uniform partikiillerin elde edilmesine olanak saglamasi nedeniyle
siklikla kullanilmakta oldugu belirtilmis ve elde ettigimiz sonuclarin, literatiir bilgisini

destekler nitelikte oldugu ortaya konulmustur [185, 188, 202, 203].
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Cizelge 3. 4. Farkl1 blok uzunluklarindaki PEtOx-5-PCL blok kopolimerleri ile hazirlanan
misellerin diyaliz, ¢6ziicii buharlastirma ve ince film hidratasyon yontemi ile elde edilen
partikiil boyutu, zeta potansiyeli (mV) ve polidispersite indeksine ait bulgular (n=3, X+SS)

Polimer kodu Yontem-Organik Boyut PDI Zeta
Coziicii Potansiyel

PEtOxX3309-b-PCL1999  Diyaliz-THF 494,6 £38,9 0,5+0,0 -23,6+0,4
Coziict

buharlastirma-THF 342,5+7,4 0,3+0,0  -1,5+0,2

PEtOxys09-b-PCL7250  Diyaliz-THF 53,8+1,4 0,4+0,0 -2,4+0,3

Coziict

buharlastirma-THF 246,127,1 0.3£0,0  -11,6+0.4

Ince film-THF 71,2+0,2 0,2+0,0  -1,3+0,9
PEtOngoo-b-PCLgoo DlyallZ-THF 93,7Z|:0,7 0,6Z|:0,0 -8,4Z|:O,6

Coziicti

liE oo LT 116+1,2 0,4+0,0 -14,3+0,3

Ince film-THF 84,4+2 4 0,4+0,0  -5,0+0,6
PEtOX75,6-b-PCL4o4; Diyaliz-THF 70,5+ 1 0,5+0,0 12,6+0,8

Coziicti

buharlastirma-THF 103,1+0,6 04£0,0 -142+0,5

Ince film-THF 38,2+0,7 0,2£0,0  -7,5£1,5
PEtOX7499-b-PCL36o9  Diyaliz-THF 132,548,5 0,6+0,1 -14,3+2.4
Coziict

buharlastirma-THF 97,9+ 3,4 0,3£0,0  -9,6+0,7

ince film-THF 178,7+0,4 0,540,1 -1,2+0,1
PEtOxX7400-b-PCLso9  Diyaliz-THF 101,142,5 0,6+0,0  -8,24+0.9
Coziicii

buharlastirma-THF 106,3 +1,2 0,5+0,0 -14,3+0,6

Ince film-THF 85,5+1,2 0,5+£0,0 -7,2+0,3
PEtOxXg499-b-PCL1509  Diyaliz-THF 119,4+3,5 0,6+£0,1 -14,4£1,6

Coziicu

il THF 89,6+2,1 0,4+0,0 -9,0£0,5

Ince film-THF 107,8+1,9 0,3+0,0 -7,7+0,3
PEtOXmmo-b-PCLz]m) IHCC film-THF 35,8:|:1,4 0,310,0 -8,5:|:1,8

Farkl1 hidrofilik:hidrofobik orana sahip blok kopolimerler arasindan hidrofilik:hidrofobik

molekiiler agirlik orani1 5:1 olan PEtOx;¢700-b-PCL2190 blok kopolimeri ile hazirlanan
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misellerin 35,8 nm gibi diigiik bir partikiil boyutu, negatif zeta potansiyel ve ideal
polidispersite indeksine (0,3) sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 3.16). Misel yapisini
olusturan blok kopolimerin hidrofilik fraksiyonu misel boyut ve morfolojisinde etkilidir.
Elde edilen bu bulgularin literatiir verileri ile ortiismekte oldugu ve PEtOx tabanli
misellerin genellikle 100 nm altinda bir boyut sergiledigi benzer calismalarda ortaya
konulmustur [159, 169, 195, 201, 202]. Bu nedenle tez g¢alismasmin bundan sonraki
asamalarinda PEtOxX;¢700-b-PCL;100 blok kopolimerin kismi hidrolizi ile farkli hidroliz

derecelerinde PEI iceren blok kopolimerlerin sentezlenmesine karar verilmistir.
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Sekil 3. 16. PEtOx,9700-b-PCL2100 blok kopolimeri ile hazirlanan misellere ait a) partikiil
boyut ve b) zeta potansiyel grafikleri (n=3, x+SS)

Optimum 6zellikte bos misel formiilasyonlarmin elde edilmesini saglayan yontem ve blok
kopolimerin belirlenmesini takiben, bu blok kopolimerin kismi hidrolizi ile 3 farkl hidroliz
derecesinde PEI iceren blok kopolimerler sentezlenmis, miseller hazirlanmis ve

karakterizasyonlar1 yapilmistir.
3.3.2. Farkh Hidroliz Derecelerindeki PEtOx-ko-PEI-b-PCL Blok Kopolimerleri ile

Hazrlanan Bos Misellerin Partikiil Boyut, Zeta Potansiyel ve Polidispersite Indeks
Analizleri

Partikiil boyutu, zeta potansiyel ve PDI degerleri polimerik misellerin hiicre i¢ine alimi
icin 6nemli faktorlerdir [205]. Calismamizda, farkli hidroliz derecelerindeki bos misellerin

partikiil boyut, zeta potansiyel ve polidispersite indeksine baglh fizikokimyasal
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karakterizasyonlar1 dinamik 1s1k sagilim yontemi ile tayin edilmistir. PEtOx9700 blok
kopolimerinin kismi hidrolizi ile {i¢ farkli hidroliz derecelerinde (%30, %60 ve %70)
sentezlenen PEtOx-ko-PEI-b-PCL blok kopolimerlerinden hazirlanan bos misel
formiilasyonlarina ait partikiil boyut, zeta potansiyel ve polidispersite indeksine ait
bulgular Cizelge 3.5’de verilmistir.

Cizelge 3. 5. Farkli hidroliz derecelerinde PEtOx-ko-PEI-b-PCL blok kopolimerleri ile

hazirlanan bos misel formiilasyonlarmin (ultra saf su i¢erisinde) boyut (nm), polidispersite
indeks (PDI) ve zeta potansiyel(mV) degerleri (n=3, x£SS)

Misel formiilasyonlar1 (Bos) Boyut PDI  Zeta Potansiyel

PEtOX7500_-k0-PEI(%30)1400b-PCL2100(PPP30) 81,6:|:O,5 O,2Z|:O,O 21,8i0,2
PEtOX4300_k0-PEl(%60)2800_b-PCL2]00(PPP60) 11 8,6Z|: 1 ,0 O,Zﬂ:0,0 36+1 ,2

PEtOX2750-k0-PEI(%70)3600_b-PCL2100(PPP70) 139,313,5 O,2i0,0 48,810,8

Hidroliz sonucu elde edilen PEtOx-ko-PEl(v30.%60.2%70)-b-PCL blok kopolimerlerinden
hazirlanan bos misel formiilasyonlar1 arasindan uygun partikiil boyut, zeta potansiyel ve
polidispersite indeksine sahip 2 farkli hidroliz derecesindeki blok kopolimerler segilerek
bos miseller hazirlanmis, kritik misel konsantrasyonu ve TEM analizlerini takiben
terapotik gen ile komplekslestirme yapilmak {izere tez ¢alismalarina devam edilmistir. Bir
onceki boliimde, ideal boyutta misel hazirlanmasi i¢in elverisli bir yontem oldugu tayin
edilen ince film hidratasyonu, hidrolize polimerler ile misellerin hazirlanmasinda
kullanilmistir. Hidroliz sonucu yapiya katilan PEI, blok kopolimerin THF igerisindeki
coziintrligtini azalttigindan dolayi, ¢oziicii olarak blok kopolimerleri daha iyi ¢ozdug

belirlenen DCM/Metanol karigimi kullanilmaistir.

Cizelge 3.5°de farkli hidroliz derecelerindeki blok kopolimerler ile hazirlanan bos misel
formiilasyonlarinin partikiil biiyiikliigii, PDI ve zeta potansiyel sonuclar1 degerlendirilmis
ve bunlar arasinda %30 hidroliz ylizdesine sahip PPP30 misellerin 81,6+0,5 nm dusiik
partikiil boyutu ve 21,8+0,2 mV pozitif yiikii, %60 hidroliz yiizdesine sahip PPP60
misellerin ise 118,6+1,0 nm nispeten diisiik boyutu ve 36+1,2 mV zeta potansiyel
degerinde oldugu tespit edilmistir. PPP70 miseller ise, 139,3+3,5 nm ile yliksek partikiil
boyutu sergilemistir. Yine ¢izelge 3.5’te gorildiigi tizere, tiim misel formiilasyonlarinin
polidispersite indeksinin 0,2 olarak ideal bir dagilim sergiledigi ortaya konulmustur.
Yiiksek pozitif yiik (48,8 mV), miselleri olusturan polimer omurgasi tizerindeki uzun PEI

blogu ve buna bagli olarak molekiiler agirhigmin yiiksek olusu nedeniyle, in vitro hiicre
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kultiirti ¢aligmalar1 igin yiiksek toksisite gosterecegi g6z oniinde bulunduruldugundan
[206], tez ¢alismamiza PPP70 blok kopolimer ile devam edilmemesine karar verilmistir
Bunun yerine ideal ozellikleri nedeniyle PPP30 ve PPP60 misel formiilasyonlari, tez
calismasmin sonraki asamalarinda kullanilmak {izere secilmistir. Hidroliz derecesinin,
misellerin fizikokimyasal 6zelliklerine, hiicreler iizerindeki transfeksiyon etkinliklerine ve
apoptoz kaynakli 6liime olan etkilerini kargilastirmak amaciyla tim calismalar bu iki

PPP30 ve PPP60 misel formiilasyonlar1 ile gerceklestirilmistir.

Elde edilen sonucglar daha onceki literatiirler ile uyumlu olup, artan hidroliz derecesine
bagli olarak polimer omurgasindaki PEI blogunun artis1, bos misellerin partikiil boyutunun
artmasina ve pozitif yiik ile yiiklenerek zeta potansiyelinin yiikselmesine neden olmustur
[92, 102]. Tiim hidroliz derecelerindeki misel formiilasyonlar1 ise olduk¢a dar bir aralikta
dagilim (PDI) sergilemistir. Kisacasi sonuglar, her iki hidroliz derecesindeki amfifilik
PEtOx-ko-PEI-b-PCL blok kopolimerlerin, c¢ekirdek-kabuk yapis1 ile kendiliginden
polimerik misellere diizenlenebildigini ve katyonik yiizey yiikiine sahip oldugunu
gostermistir. Bu sonuglar, katyonik polimerik misellerin plazmit DNA/terapotik gen ile
kolaylikla komplekslesmesine ve kanser hiicrelerinin yiiksek transfeksiyonuna katkida
bulunacagini ortaya koymaktadir [14, 79, 81].

3.3.3. %30 ve %60 Hidrolize PEtOx-ko-PEI-b-PCL Blok Kopolimeri ile Hazirlanan

Misel/Gen Komplekslerinin Partikiil Boyut, Zeta Potansiyel ve Polidispersite indeks
Analizleri

Optimum o6zellikte oldugu karakterize edilen iki ayri hidroliz derecesindeki PPP30 ve
PPP60 bos miseller ile misel/gen kompleksleri hazirlanmistir. Komplekslerin
hazirlanmasinda oncelikle 6n c¢aligmalar i¢in terapotik gen tagimayan pEGFP-C3 ile
misel/DNA kompleksleri olusturulmus, karakterizasyonlar1 yapilmis ve sonrasinda
pEGFP-BikDD terapotik gen ile misel/gen kompleksleri hazirlanmistir. Caligmamizda
plazmit DNA/gen miktar1 sabit tutularak blok kopolimerin farkli konsantrasyonlar1 ile
farkli amin/fosfat (N/P) (0,5’ten 30’a) oranlarinda kompleksler hazirlanmistir. Kompleks
olusumu katyonik polimerdeki amin grubu ile DNA’daki negatif yiikli fosfat gruplar
arasindaki elektrostatik etkilesime dayali olarak ger¢eklesmistir. Oncelikle, bos miseller ile
komplekslestirilecek DNA miktarin1 belirlemek amaciyla 6n c¢alismalarda kullanilmasi
planlanan pEGFP-C3 plazmit DNA ile calisilmistir. Jel retardasyon analizleri ile
misel/DNA kompleksleri igcin N/P 8’den N/P 30 oraninda kompleks olusumu
belirlendiginden 6n ¢aligmalar i¢in bu oranlarda ultra saf su i¢erisinde PPP30 misel/pEGFP

kompleksleri hazirlanmistir.  Kompleksteki DNA  miktarmm partikiil boyutu, zeta
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potansiyel ve polidispersite indeksine etkisini incelemek amaciyla 2 pg ve 4 pg plazmit
DNA igeren PPP30 misel/pEGFP plazmit DNA kompleksleri hazirlanmis ve dinamik 151k
sacilim yontemi ile optimum partikiil boyutu tayin edilerek komplekslere yiiklenmesi ideal

olan DNA miktar1 belirlenmistir (Sekil 3.17).
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Sekil 3. 17. 2 pg ve 4 ng pDNA yiikli PPP30 misel/pDNA kompleksinin farklt N/P
oranlarindaki a) Partikiil boyut (nm) b) Zeta potansiyel analiz sonuglari (mV) (n=3, X+SS)

Sekil 3.17°de goriildigi tizere, en diisiik partikiil boyutu N/P 30 oraninda, 115,6 nm ile 4
png DNA vyiiklii miseller ile elde edilmistir. Ayni N/P oraninda 2 pg DNA yiiklii misellerin
partikiil boyutu 284 nm ile olduk¢a yiiksek bulunmustur. Ayrica 4 pg DNA yikli
misellerin yiizey ylikii 33 mV olup, 2 pg DNA yiikli miseller ile 13 mV olarak diisiik
pozitif yiik gozlenmistir. Sonuglar, farklit N/P oranlarinda hazirlanan komplekslerin 4 pg
DNA ile her bir N/P oraninda daha yiiksek pozitif yiik ile sik1 kompleksler olusturdugunu
ortaya koymustur. Diisiik miktardaki DNA ile misellerin sik1 bir sekilde paketlenemedigi
ve hala ¢ozeltide komplekse katilmamis serbest DNA varligi gosterilmistir. DNA ¢ozelti
icerisinde serbest halde bulundugundan dolay:1 negatif ylikii tam olarak baskilanamamis ve
2 pg DNA yiikli misel komplekslerin zeta potansiyel degeri, 4 pg iceren misel/gen
komplekslerine gore diisiikk bulunmustur. Bu bulgular 1s181nda, sonraki ¢alismalarda nihai
PPP30 ve PPP60 misel/gen komplekslerinin hazirlanmasi i¢in 4 pg terapotik genin
kullanimimna karar verilmistir. Ayrica, literatiir bulgulari, 4 pg DNA ile yapilan
transfeksiyon caligmalarinda yiliksek transfeksiyon etkinligi elde edildigini ortaya

koymustur, ¢alismamizda partikiil boyut analizi ile 4 pg gen kullanarak elde ettigimiz ideal
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misel boyutlar1 hem diisik boyutu nedeniyle hiicresel aliminin, hem de transfeksiyon

etkinliginin yiiksek olacagini diistindirmustiir [15, 92, 172].

Tez ¢alismamiz kapsaminda, PEtOx tabanli miseller tastyici sistem ile komplekslestirilen
terapotik BikDD genin aktarim etkinligi ve apoptotik 6liimiin basarisi, kontrol grubu olarak
terapotik gen igermeyen ¢iplak plazmit DNA (pEGFP-C3) yiiklii miseller ile kiyaslanarak
tayin edilmistir. Bu amacgla 6n denemeler i¢in, N/P 8’den 30’a kadar 4 pg pEGFP-C3
plazmidi ile ultra saf su igerisinde hazirlanan PPP30 ve PPP60 misel komplekslerinin
partikiil boyut, zeta potansiyel ve PDI degerleri DLS yontemi ile analiz edilmistir. pEGFP-
C3 ile 6n c¢aligmasi yapilan misel/DNA komplekslerinin partikiil boyut ve zeta potansiyel

sonuglar1 Sekil 3.18°de verilmistir.
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Sekil 3. 18. pEGFP-C3 yiikli PPP30 misel ve PPP60 misel kompleksinin farkli N/P
oranlarindaki a) Partikiil boyut(nm) b) Zeta potansiyel analiz sonuglar1 (mV) (n=3, X£SS)

Sekil 3.18’de goriildiigii tizere 6n denemeleri pEGFP-C3 plazmidi ile yapilan mise/DNA
komplekslerinin N/P 8, 10, 20 ve 30 oranlarindaki boyutlari, PPP30 kompleksleri i¢in
sirastyla, 1344, 118, 119 ve 115 nm olarak elde edilmistir. PPP60 misel/DNA
kompleksleri icin ise sirastyla, 127, 115, 120 ve 132 nm olarak elde edilmistir. Sonuglar,
polimer omurgasinda yiiksek hidroliz derecesine bagli yiiksek oranda bulunan PEI
blogunun misellerin boyutunda artisa neden oldugunu ortaya koymustur. PPP30 ve PPP60
misel/DNA komplekslerinin zeta potansiyel degerleri kiyaslandiginda, PPP60 miselleri
yapisinda bulunan yiiksek hidroliz derecesindeki PEI nedeniyle daha yiiksek katyonik
yiikten kaynakli yliksek zeta potansiyele sahiptir [15, 87].
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On calismalar1 pEGFP-C3 plazmidi ile tamamlanan miseller sonrasinda nihai
formiilasyonun elde edilebilmesi amaciyla terapotik BikDD geni ile aymi kosullarda
komplekslestirilmigtir. Caligmalar sirasinda dikkat c¢eken nokta, jel reterdasyon
analizlerinde daha diisiik N/P oranlarinda dahi komplekslesme olustugunun gézlenmesidir.
Bu nedenle, nihai PPP30 ve PPP60 misel/gen kompleksleri i¢cin sadece 6n denemelerde
calisilan N/P8 ve {lizerindeki oranlarda degil daha diisiik N/P oranlarinda da partikiil boyut
analizleri yapilmistir. N/P 0,5 1, 2, 4, 8 10, 20 ve 30 olmak iizere 8 farkli oranda misel/gen
kompleksleri hazirlanmis, farkli hidroliz derecelerinin ve N/P oranlarinin misel/gen
kompleks boyutu ve fizikokimyasal 6zellikleri tizerindeki etkisi DLS yontemi ile analiz
edilmistir. Ayrica, hazirlama ortaminin iyonik giiciiniin misel/gen komplekslerinin partikiil
buytkligi, zeta potansiyel, ve stabilitesi tizerindeki etkisini degerlendirmek igin
kompleksler steril HEPES tamponu (10 mM, pH 7,4) ve ultra saf su olmak tizere iki farkli
ortamda hazirlanmistir. Cesitli N/P oranlarindaki komplekslerin partikiil biyiiklikleri ve

zeta potansiyel degerlerine ait sonuglar Sekil 3.19 ve Sekil 3.20°de verilmistir.
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Sekil 3. 19. a) PPP30 misel/BikDD gen komplekslerinin ultra saf su ve HEPES
tamponundaki (pH 7,4, 10 mM) c¢esitli N/P oranlarinda (0,5’ten 30’a) partikiil boyut(nm)
analizi b) PPP60 misel/BikDD gen komplekslerinin ultra saf su ve HEPES tamponundaki
(pH 7,4, 10 mM) c¢esitli N/P oranlarinda (0,5’ten 30’a) partikiil boyut (nm) analizi (n=3,
Xx+SS)
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Sekil 3. 20. a) PPP30 misel/BikDD gen komplekslerinin ultra saf su ve HEPES
tamponundaki (pH 7,4, 10 mM) ¢esitli N/P oranlarinda (0,5’ten 30’a) zeta potansiyel
(mV) analizi b) PPP60 misel/BikDD gen komplekslerinin ultra saf su ve HEPES
tamponundaki (pH 7,4, 10 mM) c¢esitli N/P oranlarinda (0,5’ten 30°a) zeta potansiyel(mV)
analizi (n=3, X£SS)

Sekil 3.19a’da goriildugi tizere 10 mM steril HEPES tamponu igerisinde hazirlanan PPP30
misel/gen komplekslerinin partikiil boyutu N/P 0,5’ten N/P 30’a sirasiyla 419 nm ve 165
nm olarak Olctilmistiir. Aynt N/P oranlarinda ultra saf su igerisinde hazirlanan
formiilasyonlar i¢in ise boyutlar 309 nm ve 123 nm olarak belirlenmistir. Sekil 3.19b’de
ise N/P 0,5’ten N/P30’a hazirlanan PPP60 misel/gen kompleksleri i¢in partikiil boyutu 10
mM steril HEPES tamponu igerisinde 463,7 nm’den 169,1 nm’ye degismis olup, ultra saf
su igerisinde hazirlanan kompleksler i¢cin bu boyut 209,5 nm’de 151,7 nm’ye diismiistiir.
Partikiil boyut sonuglari benzer yapida miseller sistemler ile calisgan Gaspar ve
arkadaslarinin sonuglar1 ile uyumludur. Arastirmacilar, PEtOx-PLA-g-PEI polimerler ile
hazirladiklart mcDNA ve Doksurubisin yiiklii miselplekslerin 190 nm boyut ve 0,3 PDI’ye
sahip oldugunu belirtmistir [179]. PPP60 kopolimeri yapisinda daha fazla PEI blok
icerdiginden dolayi, bu blok kopolimer ile hazirlanan misel/gen komplekslerinin partikiil
boyutlari, PPP30 misel/gen komplekslerine gore N/P 8’den N/P 20’ye degisen oranlar
arasinda daha distik bulunmustur. N/P 30 oraninda ise her iki PPP30 ve PPP60
komplekslerin boyutlar1 birbirine yakindir. Sonuglar her iki misel formiilasyonunun
terapotik BikDD genini etkin bir sekilde kondanse edebildigini ve en yiiksek N/P
oranlarinda (N/P 30), 165 nm civarinda en dusiik partikiil boyutu ile siki kompleksler
olusturabildigini ortaya koymustur. Bu sonug¢lar N/P oranindaki artisa bagli olarak
misel/gen komplekslerinin partikiil biiytikliiklerinde kademeli olarak azalma meydana
geldigini gostermis olup literatlir ile uyumlu bulunmustur. Literatiirde, yiiksek N/P
oraninda DNA’nin daha sik1 kondanse edilmesine bagli olarak diisiik partikiil boyutunda
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komplekslerin elde edildigi isaret edilmektedir. Literatiir verilerine gore, artan N/P oranina
bagli olarak katyonik polimer miktarmdaki artisin DNA’nin kondensasyonunu arttirdigi
belirtilmistir [15, 50, 92, 206]. En yiiksek partikiil boyutu HEPES tamponu igerisinde
hazirlanan PPP30 misel/gen kompleksleri icin N/P 4 oraninda, PPP60 misel/gen
kompleksleri i¢in ise N/P 2 oraninda elde edilmistir. Bunun nedeni, belirtilen N/P
oranlarinda komplekslesmenin meydana gelmeye baslamasidir. Bu oranlar tizerinde tam
bir misel/gen kompleks olusumu meydana gelirken, bu oran altinda heniiz bir kompleks
olusumu gozlenmemektedir. Bu N/P orani {izerinde misel formiilasyonlar1 terapotik geni
stki bir sekilde paketledigi ve partikiil boyutunda ciddi bir diisiis meydana getirdigi
sonucuna varilmistir. Bu sonuglar, zeta potansiyel ve jel retardasyon analiz sonuglart ile

dogrulanmustir.

Ayrica ultra saf su ve HEPES olmak tizere iki farkli hazirlama ortamimnin komplekslerin
partikiil biiyiikligiine etkisi degerlendirildiginde, HEPES tamponu igerisinde hazirlanan
misel/gen komplekslerinin partikiil biiyiikliikleri, ultra saf su igerisinde hazirlanan
formiilasyonlara gore daha yiiksek bulunmustur. Bu sonuglar Jafari ve arkadaglar1 [192] ve
Hao ve arkadaglarinin [208] calisma sonuglar1 ile uyumlu bulunmustur. Arastirmacilar,
hazirlama ortaminmn partikiill buyiikligii ve ytki tizerine etkisinin oldugunu ortaya
koymustur. Analiz i¢in hazirlanan katyonik polimer/siRNA komplekslerinin, ¢alismamiz
ile benzer sekilde suda daha diisiik (70 nm), HEPES tamponunda ise 155 nm ile yiiksek
partikiil boyutunda oldugunu gostermislerdir. Iki ayr1 ortam igerisinde gézlenen partikiil
boyut farkliliginin nedeni iyonik giicten kaynaklidir. HEPES tamponu diisiik iyonik giicii
nedeniyle misel ve gen arasindaki etkilesimi azaltarak misellerin pozitif yiikiinii dsiirtir.
Boylelikle miseller arasindaki itme kuvvetini azaltarak daha yiiksek boyutta partikiillerin
olusmasina neden olur. Ultra saf su igerisinde pozitif ylik ile yiiklenen partikiiller yiiksek
itme kuvvetinden kaynakli olarak birbirinden uzaklasarak diistiik partikiil boyutunda

komplekslerin olusumuna neden olur [191, 208].

On ¢alismalar ve nihai formiilasyon ¢alismalar1 karsilastirildiginda, pEGFP-C3 plazmidi
ile hazirlanan komplekslerin terapotik gen (BikDD) igeren komplekslere gore daha diisiik
boyut sergiledigi ortaya konulmustur. Bunun nedeni ¢iplak pEGFP-C3 plazmidinin baz
cifti sayisinin daha diisiik olmasi nedeniyle daha siki kompleksler olusturacak sekilde
paketlenmesinden kaynakli olabilir. Ayrica in vitro transfeksiyon calismalarinda diisiik
boyutu nedeniyle plazmit DNA yiiklii komplekslerinin transfeksiyon etkinliginin, terapotik
gen yiikli komplekslere gore daha yiiksek olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Nanotastyicilarm yiizey ytkiiniin, partikiil boyutu, stabilite, hiicresel alim, sitotoksisite ve
biyodagilim iizerine 6nemli 6l¢tide etkisi bulunmaktadir [191, 208, 209]. Bu nedenle
komplekslerin farklt N/P oranlarina ait zeta potansiyelleri, ultrasaf su ve HEPES tamponu
icerisinde degerlendirilmistir. Sekil 3.20a’da goriildiigii tizere, steril HEPES tamponunda
hazirlanan PPP30 misel/gen komplekslerinin zeta potansiyel degerleri N/P 0,5 ile 4
arasinda negatif olup, N/P 4 {izerinde oran kademeli olarak +6,2 mV’dan +16,1 mV’ye
yiikselmistir. Ayrica Sekil 3.20b’de goriildigt tizere, PPP60 misel/gen komplekslerinin
zeta potansiyel degerleri ise HEPES tamponu igerisinde N/P 0,5 ile 2 arasinda negatif olup,
N/P 4 oraninda notr yiikte tayin edilmistir. N/P oran1 4 ve {izerine ¢iktiginda miseller
pozitif yiik ile yliklenmis ve en yiiksek N/P 30 oraninda +20,1 mV olarak kaydedilmistir.
Misel/gen komplekslerinin en yiliksek N/P oranindaki (N/P 30) zeta potansiyel degerlerine
ait sonuglar £30 mV olarak kabul edilen kolloidal stabilite i¢in gerekli deger aralig: ile son
derecede uyumlu bulunmustur. Negatif zeta potansiyel degerleri misellerin terapotik geni
etkin bir sekilde kondanse edemedigini gostermis olup sonuclar partikiil biiytkligi ve jel
retardasyon analizlerini dogrulamistir [210]. Notr ylizey yiikiine sahip N/P oranmdaki
formiilasyonlarin yiizey ytki ile partikiil boyutu sonuglari arasinda anlamli bir iligki
bulundugu ortaya konulmustur. Notr yiizey yiikii, partikiiller arasindaki itme kuvvetini
azaltarak misel/gen komplekslerinin agregasyonuna yol a¢cmis ve boylelikle biiyiik
partikiillerin olusmasma neden olmustur. Bu bulgu, Jeong ve arkadaslarinin ¢aliymalarinda

elde ettikleri sonuglar ile dogrulanmistir [50].

Ultra saf su igerisinde hazirlanan her iki PPP30 ve PPP60 misel/gen komplekslerinin tiim
N/P oranlarinin ytizey yiik sonuglar1 degerlendirildiginde, HEPES ortaminda elde edilen
sonuglar ile benzer bir sekilde, N/P oranindaki artisa bagli olarak zeta potansiyel
degerlerinde artis gozlenmistir. PPP30 misel/gen ve PPP60 misel/gen kompleksleri en
yiiksek N/P oraninda (N/P 30) sirasiyla 33,7 mV ve 41,3 mV olarak yiiksek pozitiflikte
tayin edilmistir. Sonuglar, N/P oraninda meydana gelen artisa bagli olarak zeta
potansiyelin kademeli olarak arttigimi gostermis ve elde edilen bu sonuglarin partikiil
boyutu bulgularmi son derece desteklemis oldugu ortaya konulmustur. Ultra saf su
icerisinde yliksek pozitif yiik ile yiiklenen misellerin itme kuvvetindeki artis, partikiillerin
agregasyonunu engelleyerek diisiikk partikiil boyutunda kompleks olusumuna neden
olmustur. Hao ve arkadaslar1 [208], hazwrlama ortammin katyonik polimer-DNA
kompleksinin boyut ve yiik iizerine etkisini incelemistir. Arastrmacilar, komplekslerin

suda ve %5 glikoz ¢ozeltisi igerisinde yliksek zeta potansiyel ve diisiik partikiil boyutuna
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sahip oldugunu ortaya koymustur. Bunun aksine PBS, DMEM ve tuz ¢ozeltisi igerisinde
zeta potansiyelin diismesine bagli olarak partikiillerin  agregasyona ugradigini
belirtmislerdir. Bu sonuglar bizim bulgularimiz ile uyumludur ve ortamdaki iyonlarin

komplekslerin boyutunu ve yiikiinii degistirebilecegini gostermistir.

Ultra saf su icerisinde hazirlanan misel/gen komplekslerinin partikiil boyutu nispeten
diistik olmasma ragmen, komplekslerin ¢ok yliksek pozitif yiik tasimasi yliksek hiicresel
toksisiteye sebebiyet vereceginden ve partikiillerin kolloidal stabilite i¢in gerekli zeta
potansiyel degerleri araliginda olmamalarindan dolay1 kompleksler ultra saf su icerisinde
hazirlanmamistir. Ayrica genlerin su igerisindeki stabilitesi uzun vadede dusiiktiir bu
nedenle hiicre kiltiir calismalarinda komplekslerin stabilitesini koruyabilmesi adina
HEPES tamponu igerisinde hazirlanmasina karar verilmistir. HEPES tamponu hiicre kiiltiir
caligmalar1 i¢in uygun bir ortam ve fizyolojik pH (pH 7,4) saglamasi nedeniyle yaygin
kullanilan bir tampon ¢ozeltidir ve misel/gen kompleksleri hiicresel ¢caligmalarda kullanima
uygun duruma getirmektedir [49, 208, 210]. BikDD genlerinin stabilitesi ve
formiilasyonlarin hiicresel biyouyumlulugu da g6z 6niinde bulundurularak, tez ¢alismamiz
kapsaminda misel/gen komplekslerinin steril HEPES tamponu (10 mM, pH 7,4) icerisinde
hazirlanmasina karar verilmistir. Bu nedenle tez ¢aligmasinin sonraki tiim asamalarinda
kullanilmak tizere hazirlanan formiilasyonlarda sterii HEPES tamponu kullanilmigtir.
Misel/gen komplekslerinin polidispersite indeksi fizikokimyasal karakterizasyon baslig1

altinda degerlendirilmis ve sonuclar Sekil 3.21°de verilmistir.
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Sekil 3. 21. a) PPP30 misel/BikDD gen komplekslerinin ultra saf su ve HEPES
tamponundaki (pH 7,4, 10 mM) c¢esitli N/P oranlarinda (0,5’ten 30°a) polidispersite indeks
(PDI) analizi b) PPP60 misel/BikDD gen komplekslerinin ultra saf su ve HEPES
tamponundaki (pH 7,4, 10 mM) c¢esitli N/P oranlarinda (0,5’ten 30’a) polidispersite indeks
(PDI) analizi (n=3, x+SS)
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Polidispersite indeksi ¢ozelti icerisindeki partikiillerin stabilitesi ve homojen dagilimini
gosteren bir Olciittiir. Tez calismamizda misellerin sulu ¢ozeltiler icerisinde agregasyona
ugramadan stabil bir sekilde kalabildigi polidispersite indeks analizi ile tayin edilmistir.
Sekil 3.21a, PPP30 misel/BikDD gen komplekslerinin polidispersite indeks degerlerine ait
sonuclar1 gostermektedir. Ultra saf su igerisinde hazirlanan farklt N/P oranlarindaki misel
komplekslerinin polidispersite indeksi, N/P 4 orani altinda 0,5 civarinda iken, N/P 4 ve
tizerindeki oranlarda 0,2 civarinda seyretmistir. Steril HEPES tamponu igerisinde ise bu
oranin 0,3 ile 0,2 arasinda degistigi belirlenmistir. Sekil 3.21b’de gozlendigi tizere, HEPES
tamponu icerisinde hazirlanan PPP60 misel/BikDD gen komplekslerinin polidispersite
indeksleri N/P 8 ve tizerindeki oranlarda 0,1- 0,2 olup, PPP30 komplekslerine gore diisiik
bulunmustur. Tiim sonuglar, N/P oranmin partikiil boyutu, zeta potansiyel ve PDI tizerinde
onemli etkisi oldugunu gostermistir. Hazirlama ortamina gore polidispersite indeks
degerlerinde degisiklikler gozlenmekle birlikte, genellikle komplekslerin olustugu N/P
oran1 tlizerinde misel/gen formiilasyonlarinin homojen bir dagilim sergiledigi ve
agragasyona ugramadan stabil sekilde kalabildigi ortaya konulmus olup tastyici sistemin

basarisin1 géz oniine sermistir.

Tez calismamiz kapsaminda, BikDD yiiklii miseller ile birlikte bos misellerin de in vitro
sitotoksisitesi degerlendirildiginden, partikiil boyutu, zeta potansiyel ve polidispersite
indeks sonuglar1 6nem tasimaktadir. Bu dogrultuda, BikDD geni yiiklenmemis bos PPP30
ve PPP60 misellerinin kompleks olusturdugu belirlenen N/P oranlar1 arasindan segilen 4
farkli N/P oranindaki formiilasyonlari, BikDD gen yiikli formiilasyonlar: ile

fizikokimyasal 6zellikleri bakimindan kiyaslanmig ve sonuclar Sekil 3.22°de verilmistir.
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Sekil 3. 22. Farkli N/P oranlarinda hazirlanan PPP30 ve PPP60 misel/gen kompleksleri ile
bos misel formiilasyonlarina ait fizikokimyasal analiz sonuglar1 (a ve b) Bos ve BikDD
yiikli PPP30 ve PPP60 misellerinin partikiil boyutu (nm), (¢ ve d) Bos ve BikDD yiiklii
PPP30 ve PPP60 misellerinin zeta potansiyeli (mV), (e ve f) Bos ve BikDD yiiklii PPP30
ve PPP60 misellerinin polidispersite indeksi (PDI) (n=3, X+SS)

Sekil 3.22a ve b’de goriildiigii tizere, farkli N/P oranlarindaki her iki PPP30 ve PPP60
misel/gen kompleksleri, BikDD geni yiiklenmemis bos formiilasyonlari ile kiyaslandiginda
partikiil boyutlar1 yiiksek bulunmustur. PPP30 misel/BikDD gen komplekslerinin en
yiiksek N/P 30 oranindaki partikiil boyutu 165 nm iken, PPP30 bos misellerin boyutu 128
nm, PPP60 misel/BikDD gen komplekslerinin N/P 30 oranindaki partikiil boyutu 169 nm
iken, PPP60 bos misellerin boyutu ise 154 nm olarak tayin edilmistir. Sonuglar, yapiya
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terapotik genin yliklenmesi ile misellerin partikiil boyutunun bir miktar arttigini1 ortaya
koymustur. Ancak gen yiiklii misel formiilasyonlarinda, N/P oraninin artigina bagl olarak
partikiil boyutunda azalma tayin edilmistir. Bunun nedeni, daha once belirtildigi gibi,
miselleri olusturan blok kopolimer yapisinda bulunan katyonik PEI polimerinin artan N/P
oranina bagli olarak formiilasyondaki miktarinin artis1 ile terapotik gen ile daha siki
kompleks olusturmasi ve boylece partikiil boyutunun diismesinden kaynaklidir. Sekil 3.22¢
ve d’de gorildigl tizere, zeta potansiyel degerleri analiz edilen gen yiiklii komplekslerin
tiim N/P oranlarinda pozitif olup, artan N/P oranina bagl olarak komplekslerin yiizey ytikii
kademeli olarak artmistir. Ancak bos misellerin zeta potansiyel degerleri BikDD yiiklii
misellere gore daha yiiksek tespit edilmistir. Bunun nedeninin, katyonik polimerden
kaynakli pozitif yiikiin, negatif yiikli BikDD geni ile kondanse edilmesine bagli olarak
belli oranda yliikiiniin noétrlenmesinden dolay1r olabilecegini distindiirmiistiir. Ayrica
yiiksek hidroliz derecesinde ve artan N/P oraninda misel/gen komplekslerinin zeta
potansiyelinde meydana gelen artis, polimer omurgasinda bulunan PEI kaynakli pozitif
yiikiin BikDD geni ile tam komplekslesmesi sonrasinda dahi yapida bulundugunu ortaya
koymaktadir. DLS sonuglarma gére bos misel ve misel/gen komplekslerinin polidispersite
indeksleri birbirine yakm bulunmustur. Yapiya terapotik genin eklenmesi komplekslerin
homojen dagilimlarin1 etkilememistir. Boylece bos misellere yiiklenen genlerin

formiilasyonda herhangi bir agregasyona yol agmadig1 ortaya konulmustur.

Misel boyutu hiicre igerisine gen ve ilag aktarimimda 6nemli bir parametredir. Genel olarak
200 nm’den diisiik boyutlu misellerin retikiiloendotelyal sistem tarafindan diisiik alimu,
yiiksek renal atilimi ve EPR etkisi ile pasif tiimor hedeflendirmeye uygun oldugu ifade
edilmektedir [132, 178]. Bu o6zellikteki miseller uzun siireli kan dolagimi ve ilgilenilen

bolgeyi hedeflemek agisindan oldukcga yeteneklidir.

Tez ¢alismast kapsaminda hazirlanan tiim misellerinin boyutlar1 sonug¢lardan da
goriilebilecegi tizere, biyolojik uygulamalar i¢in arzu edilen bir boyuta sahip olup, 200
nm’nin altindadir. Bu diisiik boyut 6zellikle misel/gen komplekslerinin in vivo’da EPR
etkisi ile pasif hedeflenebilecegini ve PEtOx tabanli yapisi ile kan dolasiminda kalis
stiresinin uzatilabilecegi fikrini desteklemektedir. Ayrica sonuglar blok kopolimerin
kendiliginden miseller yapiya diizenlenebildigini, pozitif yiike sahip oldugunu ve terapotik
genin polimerik miseller ile basarili bir sekilde kondanse olabilecegini ortaya koymustur.
Pozitif yiikii nedeniyle PEtOx tabanli polimerik miseller negatif yiiklii membranlar ile

etkilesimi kolaylastirarak hiicresel alimi1 6nemli 6l¢lide arttiracagini distindiirmektedir.
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3.3.4. Kritik Misel Konsantrasyonu (KMK) ile Misel Olusumunun Belirlenmesi

Farkli hidroliz derecelerindeki amfifilik blok kopolimerlerin misel olusturma yetenekleri
kritik misel konsantrasyonu analizi ile belirlenmistir. Kritik misel konsantrasyonu blok
kopolimerin misel olusturabildigi minimum konsantrasyon olarak ifade edilmektedir [188].
Tez calismamiz kapsaminda kritik misel konsantrasyonu, hidrofobik bir prob olan pirenin
kullanimina dayali standart floresan bir yontem ile tayin edilmistir. Piren molekiilii misel
olusumuna bagli olarak hidrofobik ¢ekirdek igerisine hapsolmakta ve floresan siddetinde
degisiklikler meydana gelmektedir. Bu floresan degisiminden yararlanarak misellerin

KMK’s1 belirlenmektedir.

Tez ¢aligmamizda, 6ncelikle hidroliz edilmemis 8 farkli blok uzunlugundaki PEtOx-b-PCL
blok kopolimeri ile hazirlanan miseller arasindan uygun partikiil boyutu, zeta potansiyel ve
PDI degerine sahip olan misellerin hazirlanmasinda kullanilan PEtOX;¢700-b-PCL3100 blok
kopolimerinin KMK’s1 tayin edilmistir. Sonrasinda bu blok kopolimerin hidrolizi ile
sentezlenen optimum o6zellikte oldugu belirlenen PPP30 ve PPP60 blok kopolimerlerin
misel olusturma yetenekleri tayin edilmistir. Bolim 2.2.5.2°de belirtildigi sekilde
hazirlanan konsantrasyon arahginda calismalar gerceklestirilmistir. Oncelikle pirenin su ve
organik THF ¢oziictisti i¢erisinde 300360 nm dalga araligindaki maksimum eksitasyon
dalga boyu belirlenmeye caligilmistir. Literatiir verilerine gore piren i¢in maksimum
eksitasyon suda (I1) 334 nm olup organik ¢oziicii icerisinde ise bu deger (I13) 337 nm’ye
kaymaktadir [188]. Bizim ¢alismamizda da bu degerlere yakin olmak {izere 11, 332 nm ve
I3, 336 nm olarak tayin edilmis ve Sekil 3.23’te sonuglar verilmistir. Sudaki pirenin
floresan eksitasyonun maksimum piki 332 nm’de kaydedilmis olup, organik ¢oziicii
ortaminda bu pikin 336 nm’ye kaydig1 goriilmiistiir. Misel olusumuna bagli olarak pirenin
sudaki floresan siddetinde meydana gelen ani diislis noktas1t KMK olarak tayin edilmistir.
Bu noktadaki absorbansa karsilik gelen konsantrasyon KMK olarak belirlenmis ve piren
molekiiliniin sulu ¢o6zeltiden miseller cekirdege hapsoldugunu ve dolayisiyla misel

olustugunu ortaya koymustur.
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Sekil 3. 23. a) Ultra saf su igerisindeki pirenin 332 nm’deki eksitasyonu b) Organik ¢oziicii
icerisindeki pirenin 336 nm’deki eksitasyonu

Eksitasyon verilerine gore 11 (332 nm) ve 13 (336 nm)’de elde edilen 13/I1 piklerinin
oranlanmastyla, konsantrasyon grafikleri ¢izilmis ve floresan siddetindeki ani diismenin
gozlendigi derisim ya da baska bir ifade ile I3/I1 oranindaki ani artisin meydana geldigi
konsantrasyon KMK olarak belirlenmistir. Misel olusumu sirasinda ¢ekirdege hapsolan
pirenin eksitasyon ve emisyon piklerinde azalma, 13/I1 degerinde artiy meydana gelir.
Hidroliz edilmemis blok kopolimer igin bu konsantrasyon 5x10° — 5x107 mg/mL
araliginda elde edilmis olup, hidrolize PPP30 blok kopolimer icin kritik misel
konsantrasyonu 1,8x10” mg/mL, PPP60 blok kopolimer icin ise bu deger 0,8x10™ mg/mL

0

320

olarak tayin edilmistir (Sekil 3.25).
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Sekil 3. 24. a) PPP30 blok kopolimerine ait kritik misel konsantrasyon grafigi, b) PPP60
blok kopolimerine ait kritik misel konsantrasyon grafigi

Elde edilen sonuclar iki farkli hidroliz derecesindeki blok kopolimerin disiik
konsantrasyonlarda dahi etkili bir sekilde miseller yapiya kendiliginden diizenlenebildigini
ortaya koymustur. Boylelikle kopolimer sulu ¢ozeltide ¢oziildiigiinde, hidrofobik PCL
polimeri kendiliginden molekiiler etkilesimler ile hidrofobik bolgeyi olustururken,
hidrofilik PEtOx zincirleri misel kabugunu olusturmaktadir. PPP60 misellerin PPP30
misellere daha diisiik KMK sergilemesinin nedeni, daha yiiksek oranda PEI iiniteleri
icermesinden dolay1 blok kopolimerin hidrofobisitesinde meydana gelen artisa bagli olarak
daha distiik konsantrasyonda misel olusturmasi ile iligkili oldugunu ortaya koymustur
[188]. Zira bu sonuglar Lee ve arkadaslarinin ¢alisma sonuglarinit dogrular nitelikte olup,
aragtirmacilar hidrofobik blok uzunlugunda meydana gelen artisin partikiil boyutunda
artisa neden oldugunu ancak kritik misel konsantrasyonunda diistise neden oldugunu ortaya

koymustur [196].

Ayrica elde edilen bu diisik KMK degeri, diisiik molekiiler agirliga sahip geleneksel bir
yiizey aktif madde olan SDS ile kiyaslandiginda ¢ok daha diisiik bulunmustur. SDS i¢in bu
degerin 2,3 g/L oldugu disiinildigiinde, PEtOx-ko-PEI-b-PCL blok kopolimerlerine ait
KMK degerleri 1000 kat daha diistiktiir [188].

Bu blok kopolimerler yeni bir sentez {iriinii olduklarindan dolayi literatiirde bire bir yapiy1
temsil eden bir polimere rastlanmamaktadir ancak Gaspar ve arkadaslari tarafindan
¢alisilan benzer yapidaki bir PEtOx-PLA-g-PEI polimeri i¢in bu deger 1.63x10™ mg/mL
ve PEtOx-PLA-g-PEI-SS polimeri i¢in ise 6.35x10° mg/mL olarak tayin edilmistir. Bu
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bulgular ile kiyaslandiginda ¢alismada kullanilan blok kopolimerlerin KMK degerleri ¢ok

daha diisiik bulunmus ve sonuglar sistemin basarisini ortaya koymustur [178, 179].

Miseller, kan dolasiminda yiiksek oranda diliisyona ugradigindan, bu formiilasyonlarin en
biiyiik problemi stabilitedir. Bu nedenle sistemin kolloidal ve termodinamik stabiliteleri
kritik misel konsantrasyonlarma gore degerlendirilmektedir. KMK misellerin kan
dolagimindaki stabilitesinin bir gostergesidir. Ciinkii intravendz olarak uygulanan her
formiilasyon kanda 25 ile 40 kat arasinda yiksek bir seyrelmeye ugramaktadir. KMK
analizi sonucu blok kopolimerlerden elde edilen disik KMK degerleri, misel
formiilasyonlarinin kan dolasimina uygulandiktan sonra seyrelmeye kars1 dayanikli kalarak
stabilitelerini koruyacaklarmi gostermektedir [212]. Bu sayede PEtOx tabanli misellerin
kan dolagiminda uzun siire kalarak tasidig1 genetik materyali hedef bolgeye ulastirabilecek

verimli ve ideal bir gen tastyici sistem olabilecegi ortaya konulmustur.

3.3.5. '"H-NMR Analizi ile Misel Olusumunun Dogrulanmasi

'H-NMR organik bilesiklerin yapilarinin aydmlatilmasmnda kullanilan H protonun tayinine
dayali bir analiz yontemi olup, bilesigin u¢ gruplarinda gerceklesen kimyasal doniisiim
hakkinda bilgi saglamaktadir. Bu &zelligi nedeniyle 'H-NMR spektrumlar1 misellerin
olusumuna dair saglam kanitlar vermektedir. Bu yontem ile misel olusumunun tayinine
iliskin literatiirler mevcuttur [189, 212]. Bu nedenle, tez ¢alismamizda segilen iki farkl
hidroliz derecesindeki PPP30 ve PPP60 blok kopolimerlerinin misel olusturma yetenekleri
'H-NMR analizi ile dogrulanmistir. Gelistirilen misellerin '"H-NMR analizi dncesinde,
stabilitelerini arttirmak amaciyla liyofilizasyonu gerceklestirmistir. Blok kopolimerler
dotorlenmis kloroform (CDCls) ve ayn1 blok kopolimerler ile hazirlanan liyofilize miseller
dsteryumlu  su  (D,0O) icerisinde redisperse edilmis ve 'H-NMR spektrumlar:
karsilastirilarak spesifik piklerdeki degisikliklerin analizi ile misel olusumu dogrulanmistir

(Sekil 3.25 ve Sekil 3.26).
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Sekil 3. 25. a) PPP30 blok kopolimerine ait "H-NMR spektrumu (CDCl; igerisinde) b)
PPP30 blok kopolimeri ile hazirlanan misel formiilasyonuna ait "H-NMR spektrumu (D,O
icerisinde) (Kirmizi ok, PCL ait CH,-O piki, mavi ok, CH,C=O0 piki ve sar1 ok, CH,-O piki

ifade etmektedir).
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Sekil 3. 26. a) PPP60 blok kopolimerine ait 'H-NMR spektrumu (CDCl; igerisinde) b)
PPP60 blok kopolimeri ile hazirlanan misel formiilasyonuna ait "H-NMR spektrumu (D,O
icerisinde) (Kirmizi ok, PCL ait CH,-O piki, mavi ok, CH,C=O0 piki ve sar1 ok, CH,-O piki

ifade etmektedir).

Misel olusumunun en biiyiik kamt1 hidrofobik PCL polimerine ait "H-NMR piklerinin, su
icerisinde ¢ekilen 'H-NMR spektrumunda kaybolmasi ve siddetinin azalmasidir. Misel
formiilasyonlarmm, '"H-NMR analizi sirasinda tiim protonlarmmn tayin edilebilmesi igin,
formiilasyonlar i¢in 1yi bir ¢6ziicii olan D,O igerisinde dispersiyonlar1 hazirlanmistir. Blok
kopolimerler ise CdCl; igerisinde ¢oziilmiistiir. Clinkii D,O, blok kopolimer i¢in zayif bir
¢Ozliciidir. CdCls icerisinde ¢oziilen iki farkli hidroliz derecelerindeki PEtOx-ko-PEI-b-
PCL blok kopolimerlerine ait karakteristik pikler net bir sekilde Sekil 3.25a ve 3.26a’da
gozlenmistir. Boylece blok kopolimerin molekiiler diizeydeki tiim yapilar1 karakteristik
pikler ile analiz edilebilmistir. Sekil 3.25a ve 3.26a’da verilen blok kopolimerlere ait 'H-
NMR spektrumlarinda kirmizi ok ile isaret edilen 4,0 ppm’deki (CH,-O), mavi ok ile
gosterilen 2,2-2,3 ppm’deki C=0O ile baglantili metilen piki (CH,C=0), sar1 ok ile
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gosterilen 1,3-1,4 ppm arasindaki ve 1,6-1,7 ppm arasindaki (CH,) pikler PCL
polimerindeki karakteristik proton rezonanslarina aittir. D,O’da disperse edilen misellere
ait 3.25b ve 3.26b’deki "H-NMR spektrumlari incelendiginde, hidrofobik blok olan PCL
polimerine ait karakteristik 4,0 ppm’deki pikin kayboldugu veya siddetinin azaldig1 ve
sadece PEtOx’a ait piklerin korundugu tayin edilmistir. Bu sonuglar su igerisinde misel
olusumuna bagli olarak, hidrofobik PCL blogun misel ¢ekirdegi icerisine konumlandigini
ve bu nedenle D,O’da PCL’nin spesifik piklerine rastlanamadigini ortaya koymustur.
PEtOx polimeri misel kabugunu olusturmus ve hidrofilik yapisindan dolay1 déterlenmis su
icerisinde spesifik pikleri tayin edilmistir. Elde edilen bu bulgular misel olusumunu basaril
bir sekilde kanitlamis ve literatiir verileri ile dogrulanmistir. Chen ve arkadaslar1 [213],
hidrofilik poli(N-isopropilakrilamit) (PNIPAAm) blok ve 3 hidrofobik poli(e-kaprolakton)
(PCL) ile sentezledikleri yildiz sekilli blok kopolimerin misel olusturma yetenegini 'H-
NMR analizi ile degerlendirmislerdir. Arastirmacilar, PCL blogunun misellerin ¢ekirdegini
olusturmak iizere i¢ kistmda konumlanmasi sonucu spesifik proton piklerinin kaybolmasi
ile misel olusumunu dogrulamiglardir. Li ve arkadaslari da benzer yapidaki bir blok
kopolimer ile misel olusumunu PCL blogunun "H-NMR analizi ile ortaya koymustur [190].
3.3.6. Misel/Gen Kompleks Olusumunun Jel Retardasyon Analizi ile
Degerlendirilmesi

Gen tasiyict sistemin, terapotik geni etkili ve stabil bir sekilde hedef bolgeye aktarabilme
basarisi, geni sikica paketleyerek kompleks olusturabilme yetenegine baglidir [67]. Basaril
bir komplekslesme, gen transfeksiyon ve hiicresel alim ¢aligmalar1 i¢in 6nemli bir adimdir.
Bu nedenle tez ¢alismamizda plazmit DNA (pDNA) ve terapotik genin, miseller ile
kompleks olusturma yetenekleri agaroz jel elektroforezine bagh jel retardasyon analizi ile
degerlendirilmistir. Miseller ile pDNA’nin elektrostatik olarak komplekslesmesi igin,
polimerik miselleri olugturan blok kopolimer zincirinde pozitif yiik tagimasi 6nemli bir
kriterdir. PEI, pDNA’y1 kondanse ederek nanoboyutta kompleksler olusturmasinda yaygin
olarak kullanilan yiiksek katyonik yiiklii bir polimerdir [214]. Ancak yliksek katyonik yiikii
nedeniyle hiicresel toksisitesinin de yiiksek oldugu bildirilmistir [93]. Bu nedenle PEI’nin
hiicresel ~sitotoksisitesini azaltmak ve transfeksiyon etkinligini arttrmak ic¢in
calismamamizda PEtOx’un kismi hidrolizi ile iki farkli oranda (%30 ve %60) lineer PEI
iceren blok kopolimerler sentezlenmis ve miseller hazirlanmistir. Farkli molekiiler agirlikta
PEI igeren blok kopolimerler ile hazirlanan misellerin pDNA ve terapotik gen ile kompleks

olusturma yetenekleri, hidroliz dereceleri agisindan karsilastirilarak degerlendirilmistir.
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Bu amacgla PPP30 ve PPP60 polimerik misellerin pDNA ve terapotik BikDD geni ile
kompleks olusturma yetenekleri 8 farklt N/P oranlarinda hazirlanan kompleksler ile jel
retardasyon analizi sonuglarina gore degerlendirilmistir. N/P oranlari, PEI {izerindeki
pozitif yiikli amin (N) gruplarinin, plazmit DNA iizerindeki negatif yiiklii fosfat (P)
gruplarmin sayisina orani ile hesaplanmistir. Blok kopolimerin amin igerigi, plazmit DNA
ile etkilesim i¢in ¢ok 6nemli bir faktordiir. Katyonik polimerler yapilarindaki amin gruplari
ile pDNA’nin fosfat gruplar1 arasindaki elektrostatik etkilesime dayali olarak
komplekslesmekte ve pDNA’nin negatif yiikii, pozitif yiikli polimer ile notralize
edilmektedir [86, 214].

Terapotik gen ile kompleks olusumu degerlendirilmeden 6nce, plazmit DNA (pEGFP-C3)
ile misellerin kompleks olusumunu belirlemek itizere 6n denemeler gerceklestirilmistir.
Boliim 2.2.3.3’de anlatildig1 sekilde hazirlanan kompleksler %0,8 agaroz jelde yiirtitiilmiis
ve goriintiileme sonrasi analiz edilmistir (Sekil 3.27). Komplekslesmenin hangi N/P
oraninda meydana geldigi, jel tizerinde serbest DNA’ya ait bir bant profili tespit edilmedigi
oranin belirlenmesi ile tayin edilmistir. Tam bir komplekslesme, katyonik yapidaki
misellerin negatif yiikkli pDNA’y1 tam kondanse etmesine bagli olarak jel tizerindeki
hareketini engellemesi ile meydana gelmektedir. Boylece, komplekslesmenin meydana
geldigi N/P oraninda jel tizerinde DNA’ya ait bant profilinin gozlenmemesi

beklenmektedir.

PPP60/pEGFP PPP30/pEGFP

N/POS5 1 8 10 20 30N/PO51 2 4 8 10 20 30

— — - =

Sekil 3. 27. pEGFP-C3 ile hazirlanan misel/DNA komplekslerinin jel elektroforez
goriintiisti (L: Standart DNA (1 kb), C: pEGFP-C3)
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0,5’ten 30’a 8 farklt N/P oraninda ultra saf su igerisinde hazirlanan PPP30 ve PPP60
misel/DNA kompleksleri ile yapilan 6n denemeler ile elde edilen sonuglar PPP30/pEGFP
komplekslerinin N/P 2 oraninda, PPP60 misel/pEGFP komplekslerinin ise N/P 1 oraninda
olustugunu gostermektedir. Bu N/P oranlar1 iizerinde, jel tizerinde serbest pDNA tespit
edilememistir. On denemeler ile kompleks olusumu icin gerekli N/P orani belirlendikten
sonra terapotik BikDD geni ile iki farkli ortamda hazirlanan misel/gen komplekslerinin jel
retardasyon analizi yapilmistir. Misel/gen komplekslerinin partikiil biiytikliigi HEPES
tamponu ve ultra saf su olmak tizere iki farkli ortamda degerlendirildiginden dolayi,
kompleks olusum yetenekleri de iki ayr1 ortam ic¢in jel reterdasyon analizi ile

degerlendirilmistir.

HEPES tamponu ve ultra saf su igerisinde hazirlanan PPP30 ve PPP60 misel/gen
komplekslerine ait jel goriintiileri Sekil 3.28 ve sekil 3.29°da verilmistir.

N/P oram (Ultrasaf suda) N/P oram1 (HEPES tamponda)

LB'O,SI 2 4 8 102030I L BI0,512 4 8 10 2030I

Sekil 3. 28. Steril HEPES tamponu (10 mM, pH 7,4) ve ultra saf su igerisinde ¢esitli N/P
oranlarinda hazirlanan PPP30 misel/gen komplekslerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii.
L: Standart DNA (1 kb), B: Serbest pEGFP-BikDD geni (1 pg)

Sekil 3.28°deki PPP30 misel/gen kompleks olusumuna dair jel goriintiisti incelendiginde,
ultra saf su igerisinde hazirlanan misellerin daha diisiikk bir N/P oraninda pDNA ile
komplekslestigini ortaya koymustur. Ultra saf su icerisinde hazirlanan kompleksler N/P 2
oraninda, HEPES tamponunda hazirlanan miseller ise N/P 4 oranindan itibaren tam bir

kompleks olusumu sergilemistir.
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N/P oram (Ultrasaf suda) N/P oram1 (HEPES tamponda)

LBIO,SI 2 4 8 1020 30|L BIO,S 12 4 8 10 2030I

Sekil 3. 29. Steril HEPES tamponu (10 mM, pH 7,4) ve ultra saf su igerisinde ¢esitli N/P
oranlarinda hazirlanan PPP60 misel/gen komplekslerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii.
L: Standart DNA (1 kb), B: Serbest pPEGFP-BikDD (1 pg)

PPP60 misel/gen kompleks olusumuna dair jel goriintiisii incelendiginde, N/P 1’den
itibaren ultra saf suda, N/P 2 oranindan itibaren ise HEPES tamponunda tam bir
komplekslesmenin  meydana  geldigi  ortaya konulmustur. Komplekslesmenin
gerceklesmedigi oranlarda jel iizerinde net bir sekilde gene ait serbest bant profillerine

rastlanmustir.

Elde edilen tiim sonuglar blok kopolimerdeki PEI oraninin ve kompleks hazirlama
ortaminin kompleks olusumu {izerinde etkisi oldugunu gostermistir. HEPES tamponunda
hazirlanan misellerin daha yiiksek N/P oraninda terapotik gen ile kompleks olusturdugu
gozlenmistir. Bunun nedeni, kompleks olusumu sirasinda HEPES tamponundan kaynakli
iyonik ytiklerin misel ve DNA arasma yerleserek, misellerin pozitif yiikiinii azaltmasindan
dolay1, pDNA ile daha ge¢ etkilesim sergilemekte oldugunu, ancak ultra saf su igerisinde
hazirlanan misellerin, su igerisindeki hidrojen iyonu yogunlugundan kaynakl olarak daha
yiiksek pozitif yiik ile yiiklendiginden dolayi, pDNA’y1 diisiik oranlarda dahi kondanse
edebildigi sonucu ile iligskilendirilmistir [191, 208]. pEGFP ve pEGFP-BikDD genleri ile
hazirlanan PPP30 ve PPP60 misel/gen komplekslerin, ultra saf su igerisinde hazirlanan
formiilasyonlar1 ile ayni N/P oraninda komplekslesmenin meydana geldigi ortaya
konulmustur. Bunun nedeni pEGFP-C3 ile BikDD geni sokulmus pEGFP-BikDD’nin
biiyiikliiklerinin olduk¢a yakin olmasindan kaynakli olarak negatif yiiklerinin ayni oranda

miseller ile notrlenebilmesinden dolayidir.

Farkli hidroliz derecelerinde PEI iceren blok kopolimerlerden hazirlanan misellerin

terapotik gen ile komplekslesme orani farklilik gostermistir. Sonuglar her iki PPP30 ve
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PPP60 misellerin artan N/P oranlarinda kademeli olarak pDNA ve geni bagladigini ve
buna bagl olarak jel tizerindeki hareketinin polimerik miseller tarafindan engellenerek
kuyucuk igerisinde kaldigini ortaya koymustur. Ancak jel goriintiilerinde de goriildiigii
tizere PPP60 miseller, PPP30 misellere gore geni daha diisitk N/P oraninda kondanse
etmistir. Elde ettigimiz bu sonuglar pek cok literatiir bulgularini dogrular niteliktedir [15,
92, 190, 191, 214]. PEtOx’un hidroliz derecesindeki artisa bagli olarak polimer zincirinde
bulunan katyonik PEI miktarinda meydana gelen artig, etilenimin tinitelerinin ve buna bagl
olarak serbest amin gruplarinin artmasina yol agmaktadir. Boylelikle serbest amin grubu
sayis1 fazla olan PPP60 miseller geni daha diisiik N/P oraninda kondanse etmis ve gene ait
fosfat gruplarinin daha fazla notralizasyonuna neden olmustur [216]. Jel retardasyon
analizi ile elde edilen kompleks olusumlarina ait bulgular partikiil biytikligi ve zeta

potansiyel sonuclarini net bir sekilde dogrulamistir.

Formiilasyonlarm hiicre kiiltiiriine uygulamalar1 sirasimda DMEM ortami ile diliisyonlar1
yapildigindan dolayi, yapilarinda herhangi bir degisiklik olup olmadigini belirlemek i¢in
kiilttir ortamu icerisinde hazirlanan misel/gen komplekslerinin jel iizerinde analizleri
yapilmig ve sonuglar Sekil 3.30°da verilmistir.

PPP30 PPP60

L B NP8 10 20 30 N/P8 10 20 30
I 1 I 1

Sekil 3. 30. Farkli N/P oranlarinda PPP30 ve PPP60 misel/gen komplekslerinin hiicre
kiilttir ortamu icerisindeki 24 saatlik stabilitesine ait jel goriintiileri (L: Standart DNA 1kb,
B: pEGFP-BikDD)

PPP30 ve PPP60 misellere kondanse edilen BikDD geninin 24 saatlik stabilitesi agaroz jel
elektroforez yontemi ile analiz edilmistir. Kompleks olusturdugu belirlenen N/P
oranlarinda (8, 10, 20 ve 30) hazirlanan formiilasyonlara 1 pg kondanse edilmis BikDD
geninin 24 saat sonunda hiicre kiiltlir ortaminda herhangi bir degradasyona maruz

kalmadigi tespit edilmistir. /n vitro hiicre kiiltiirti calismalarinda kullanilan N/P oranlarinda

hiicre kiiltiir ortami igerisinde diliie edilen misel/gen formiilasyonlarmim jel goriintii
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sonuglari, komplekslerin hiicre kiiltiir ortaminda yapismi ve stabilitesini korudugunu ve

miselden BikDD geninin ayrilmadigini gostermistir.

3.3.7. Bos Miseller ve Misel/Gen Komplekslerinin Morfolojik Karakterizasyonlarn

Hidroliz edilmemis bos misel formiilasyonlari, %30 ve %60 oraninda hidroliz edilmis bos
misel formiilasyonlar1 ve secgilen N/P 30 oranindaki BikDD yiikli misel/gen
formiilasyonlarinin morfolojik karakterizasyonlari TEM analizi ile degerlendirilmis ve

gorintiiler Sekil 3.31°de verilmistir.

Sekil 3.31 a’da verilen, hidroliz edilmemis PEtOx;¢700-b-PCL,100 blok kopolimerleri ile
hazirlanan bos misel formiilasyonlaria ait TEM goriintiilerine gore miseller diizgiin, tek
diize ve kiiresel sekilleri ile yaklasik olarak 50 nm ortalama partikiil boyutundadir. %30 ve
%060 hidrolize blok kopolimerler ile hazirlanan PPP30 ve PPP60 bos misellerin ve secilen
N/P 30 oranindaki BikDD geni yiikli PPP30 ve PPP60 misel/gen komplekslerinin TEM
gortintii sonuglary, misellerin yaklasik 100 nm ortalama partikiil boyutunda oldugunu
gostermistir. Blok kopolimer yapisma dahil olan PEI'nin misel boyutunu arttirdig: tespit
edilmis olup, DLS analizi ile elde edilen sonuglar1 dogrulamistir. Analiz sonuglarina gore,
tim misel formiilasyonlarinin kiiresel formda ve diizgiin sekilli oldugu tespit edilmistir.
Bunun nedeni, dogru olarak secilen hidrofilik:hidrofobik blok kopolimer oram ile
iliskilidir. Misel morfolojisi blok kopolimerin hidrofilik: hidrofobik oranina gore degisiklik
gostermektedir, hidrofilik hacim fraksiyonu, f degeri, %45 iizerinde olan blok
kopolimerlerin sulu ¢ozeltilerde kiiresel formda oldugunu ortaya konulmustur [123].
Kabanov ve Alakhov [217], calismalarinda %30 oraninda hidrofilik blok tastyan
kopolimerlerin kiiresel miseller olusturdugunu ifade etmistir. Calismamizda PPP30 blok
kopolimerler % 68, PPP60 blok kopolimerler ise %47 oraninda hidrofilik blok ile bu

literatiir bulgularin1 dogrular niteliktedir.
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— 100 nm

— 100 nm

Sekil 3. 31. TEM gorintiileri a) Hidroliz edilmemis PEtOx;¢700-b-PCL2100 blok kopolimeri
ile hazirlanan bos miseller b) %30 hidrolize PPP30 blok kopolimeri ile hazirlanan bos
miseller ¢) %60 hidrolize PPP60 blok kopolimeri ile hazirlanan bos miseller d) N/P 30
oranindaki PPP30 misel/BikDD geni kompleks miseller ¢) N/P 30 oranindaki PPP60
misel/BikDD geni kompleks miseller
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BikDD geni ile kompleks misellerin, gen yiiklemesinden kaynakli olarak misel boyut ve
sekillerinde herhangi bir olumsuz degisiklik tespit edilmemis ve terapdtik genin
formiilasyonda agregasyona yol agmadigi ortaya konulmustur. Ayrica PPP30 ve PPP60
misel/gen kompleksleri, gen i¢ermeyen bos formiilasyonlari ile kiyaslandiginda TEM
sonuglarinda biiyiik farkliliklar gozlenmemistir. Bunun nedeni, yiiksek bir N/P oraninda
genin miseller ile sik1 bir sekilde paketlenmesinden kaynakli olarak diizgiin seklini ve
boyutunu koruyabilmesinden kaynaklidir. Ayni zamanda TEM analizi ile elde edilen tiim
sonuglar, misellerin dinamik 151k sagilimi ile elde edilen partikiil boyut sonuglarini net bir
sekilde dogruladigini ortaya koymustur. Sonug¢ olarak, TEM analizleri, terapétik genin
misel formiilasyonlarina basarili bir sekilde yiiklendigi ve misellerin fizikokimyasal
ozelliklerini degistirmedigini gostermistir.

3.3.8. Misel/Gen Komplekslerinin Stabilite Calismalan

PPP30 ve PPP60 misellerin farklt N/P oranlarindaki formiilasyonlarina ait partikiil boyut
karakterizasyon ¢alismalar1 ve jel retardasyon analizleri ile elde edilen bulgular
dogrultusunda, optimum 6zellikte oldugu belirlenen ve kompleks olusturdugu tayin edilen

iki N/P orani (20 ve 30) ile stabilite ¢alismalarma devam edilmistir.

3.3.8.1. Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Salim Calismasi

Misel/gen komplekslerinin daha sonra gergeklestirilecek olan DNaz-I stabilite analizinde,
genin kompleksten serbest birakilarak, hasara ugrayip ugramadigini jel tizerinde tayin
etmek amaciyla SDS salim ¢aligmast yapilmis ve genin salimi i¢in gerekli SDS
konsantrasyonu tayin edilmistir. Bolim 2.2.7.1°de belirtildigi tizere kompleksler toplam
hacim igerisinde 3 farkli konsantrasyonda (%0,2, %1 ve %0,5) SDS ile inkiibasyona
birakilmistir. SDS  salim ¢alismasina ait sonuglar once jel elektroforezinde
degerlendirilmis, sonrasinda ise jel tizerindeki DNA bantlarinin bagil yogunluklar1 Image J
programi ile hesaplanarak formiilasyondan BikDD geninin % salimi belirlenmistir. N/P 20
ve N/P 30 oraninda hazirlanan komplekslerin SDS salimina ait agaroz jel goriintiileri sekil

3.32 ve 3.33°de verilmistir.
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N/P 20 N/P 30

L B %0,2SDS %I1SDS %0,5SDS %0,2SDS %1SDS %0,5SDS K

Sekil 3. 32. N/P 20 ve N/P 30 oranlarinda hazirlanan PPP30 misel/gen komplekslerinin
SDS salimina ait agaroz jel elektroforez goruntiisii (L: Standart DNA (1 kb), B: pEGFP-
BikDD (1pg), K: Kontrol, SDS uygulanmamis misel/gen kompleks)

N/P 20 N/P 30
L B %0,2SDS %I1SDS %0,5SDS %0,2SDS %I1SDS %0,5SDS K

Sekil 3. 33. N/P 20 ve N/P 30 oranlarinda hazirlanan PPP60 misel/gen komplekslerinin
SDS salimma ait agaroz jel elektroforez goriintiisii (L: Standart DNA (1 kb), B: SDS
pEGFP-BikDD (1pg), K: Kontrol, SDS uygulanmamis misel/gen kompleks)

SDS, yiiksek anyonik yapist geregi katyonik yapilara baglanma egilimi gosteren bir
ajandir. Misel/gen komplekslesmesi gerceklestirildikten sonra komplekslere SDS
uygulandiginda, SDS, gen ile yer degistirerek katyonik misellere baglanmakta ve genin
kompleksten salimin1 saglamaktadir [218]. SDS salim deneyi i¢in belirlenen konsantrasyon

araliklar1 literatiir verilerine gore belirlenmis ve SDS’in gen iizerinde olumsuz etkiye yol

135



acabilme diistincesinden dolayr %1 konsantrasyonun tizerine ¢ikilmasit uygun

goriilmemistir.

Sekil 3.32 ve Sekil 3.33’de goriildiigii tizere, jelde goriilen bantlarin parlakliklart her iki
formiilasyon ve N/P orani i¢in en iyi salimin %1 konsantrasyonda SDS uygulamasi ile
gerceklestigini ortaya koymustur. Elde edilen bu sonug literatiir bulgular: ile uyumlu
bulunmustur [217, 218]. Ayrica iki jel goriintiisti kiyaslandiginda, %1 SDS uygulamasinda
dahi PPP60 misel/gen kompleksleri ile jel izerinde goriintiilenen bant parlakliklar1 PPP30
misellere gore daha diisiik bulunmustur. Sonuglar, PPP60 misellerin terapotik geni daha iyi
bir sekilde korudugunu ve PPP30 misel komplekslerinden gen saliminin daha yiiksek
oldugunu ortaya koymustur. Bunun nedeni, PPP60 misel yapisinda bulunan PEI miktarinin
yiksek olusu nedeniyle terapotik geni daha stabil bir sekilde koruyup, siki
paketleyebilmesinden dolayidir ve sonuclar PPP60 misel tasiyici sistemin basarisini
gostermektedir. SDS ile muamele edilmemis kontrol grubu misel/BikDD gen
kompekslerinin jel tizerindeki hareketi degerlendirildiginde, misel/gen kompleksinden
DNA salimi1 gozlenmemis ve jel tizerinde herhangi bir bant modeline rastlanmamistir. Bu
durum SDS yoklugunda komplekslerin yapisim1  korudugunu ve gen salimmin

gerceklesmedigini ortaya koymustur.

Ayrica gorsel olarak elde edilen bu veriler, jel tizerindeki bantlarm bagil yogunluklarinin
Image J programu ile kantitatif verilere doniistiiriilmesi ile hesaplanmigtir. Sekil 3.34’te

verilen bulgular komplekslerden genin % salimina ait grafikleri gostermektedir.

A PPP30 misel/Gen Kompleks B PPP60 misel/Gen Kompleks

50 50
45 45
40 40
35 35
E 30 g 30
P ® 25
* i)
15 15
10 10
5 5
0 0

0,2% 0,5% 1,0% 0,2% 0,5% 1,0%

mN/P 20 136 381 40,5 BNfP20 193 20,6 21,2

BN/P30 152 411 430 N/P30 169 190 20,5

Sekil 3. 34. N/P 20 ve 30 oranindaki PPP30 ve PPP60 misel/gen komplekslerinin Image J
analizi ile degerlendirilen % salim grafikleri a) PPP30 misel/gen kompleksi b) PPP60
misel/gen kompleksi

Sekil 3.34’te goriildiigl tizere, Image J bulgulari, jel goriintiilerini dogrular nitelikte olup,

her iki formiilasyon i¢in terapdtik genin miselden en yiiksek oranda salimi %1 SDS
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konsantrasyonda, en diisiik salimi ise %0,2 SDS konsantrasyonunda gergeklesmistir. %1
SDS ile muamele edilmis formiilasyonlarda, PPP30 misellerin terapétik geni PPP60
misellere gore daha yiiksek oranda saldigi belirlenmistir. Kontrol grubu olarak pEGFP-
BikDD’nin bagil yogunluk degeri %100 olarak kabul edilmis olup, kontrol grubu ile
kiyaslandiginda, %1 SDS konsantrasyonu ile PPP30 miselleri N/P 30 oraninda terapotik
geni %43 salmig, bu oran PPP60 misellerinde ise %20,5 olarak tayin edilmistir. Bunun
nedeni, PPP60 misel yapisinda bulunan PEI miktarmin yiiksek olusu nedeniyle terapotik
geni daha stabil bir sekilde koruyup, siki paketleyebilmesinden dolayidir ve sonuglar
PPP60 misel tastyici sistemin basarisint gostermektedir. Ayrica, her iki PPP30 ve PPP60
misel/gen komplekslerinin N/P 20 formiilasyonlarmdaki salim yiizdeleri N/P 30
formiilasyonlarina olduk¢a yakin bulunmus ve yiliksek N/P oranlarina bagli olarak terapotik
genin etkili bir sekilde miseller tarafindan korunabildigini gostermistir. Sonuglar SDS gibi
deterjan uygulamasinda dahi PPP60 misellerin N/P 20 ve N/P 30 oranlarinda terapotik geni
etkili bir sekilde koruyabilme yeteneginde oldugunu kanitlamistir. Ayni zamanda
kompleksten DNA’nin serbest birakilabilir olmasi transfeksiyon calismalarinda yiiksek

etkinlik elde edilebilecegini diisiindiirmektedir.

3.3.8.2. Misel/Gen Komplekslerinin DNaz-1I Niikleaz Stabilite Analizi

Nanotastyici/gen komplekslerinin stabilitesi, niikleaz degradasyonundan geni korumak ve
basaril1 bir gen aktarimi i¢in fonksiyonel bir gen tagima araci tasarlayabilmek i¢in kritik bir
faktordiir [215]. Tez ¢alismamizda, PEtOx tabanli polimerik misellerin terapotik geni

enzimatik yikima kars1 koruma yetenegi DNaz-I niikleaz stabilite analiz ile tayin edilmistir.

Kan serum ve plazmasinda DNA degredasyonunda gorevli pek ¢ok enzim bulunmakta
olup, en fazla DNaz-I niikleaz enzimine rastlanmaktadir [219, 220]. Literatiir verileri
DNaz-I’in saglkli insan kan plazmasinda 0,004 U ile 6U/mL araligindaki oranlarda
bulundugunu ortaya koymustur. Kanser tiiriine bagl olarak degismekle birlikte meme
kanseri vakalarinda plazmadaki bu oranmn c¢ok daha yiiksek (100U/mL-200U/mL, 400
U/mL) oldugu ve 1 pg ve 2,5 ng DNA i¢in yaklasik 1U DNaz-I enziminin bu orani
karsiladig1 ifade edilmistir [222]. Bu nedenle biz de tez ¢alismamizda formiilasyonun
plazmada karsilasabilecegi DNaz-1 oranini kullanarak, literatiir bilgileri dogrultusunda 20
pl’de 1 pg BikDD gen igerecek sekilde hazirlanan formiilasyonlarin DNaz-1 niikleaz
enzimine karsi stabilitesini tayin etmeyi amagladik. Calismamiz kapsaminda DNaz-I
niikleaz stabilite analizi, N/P 20 ve 30 oranlarinda hazirlanan PPP30 ve PPP60 misel/gen

komplekslerinin 1 U DNaz-I ile 10 dakika siire ile 37 °C’de inkiibasyonu sonras1 agaroz jel
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tizerinde goriintiilenmesine dayali olarak gergeklestirilmistir. Sekil 3.35 ve Sekil 3.36
sirastyla, PPP30 ve PPP60 misel komplekslerinin DNaz-I uygulamas1 sonucu elde edilen
agaroz jel gorlntilerine aittir. Calismamizda DNaz-1 enzimi ile muamele edilmis ayni
konsantrasyondaki BikDD geni negatif kontrol olarak, DNaz-I enzimi ile muamele

edilmemis BikDD geni ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

Sekil 3. 35. PPP30 misel/gen kompleksinin DNaz-I stabilite ¢calismasina ait agaroz jel
elektroforez gortntiisii (1. Kuyu 1kb standart DNA, 2. Kuyu 1 pg serbest pEGFP-BikDD
geni (DNaz-I ile muamele edilmemis), 3. Kuyu 1 pg serbest pPEGFP-BikDD geni (DNaz-1
ile muamele edilmis), 4. Kuyu N/P 20 oraninda misel/BikDD kompleksi (muamele
edilmemis), 5. Kuyu N/P 30 oraninda misel/BikDD kompleksi (muamele edilmemis), 6.
Kuyu N/P 20 oraninda misel/gen kompleksi, 7. Kuyu N/P 30 oraninda misel/gen
kompleksi (muamele edilmis)

Sekil 3. 36. PPP60 misel/gen kompleksinin DNaz-I stabilite ¢alismasina ait agaroz jel
elektroforez goriintiisii (1. Kuyu 1kb Standart DNA, 2. Kuyu 1 pg serbest pEGFP-BikDD
geni (DNaz-I ile muamele edilmemis), 3. Kuyu 1 g serbest pPEGFP-BikDD geni (DNaz-1
ile muamele edilmis), 4. Kuyu N/P 20 oraninda misel/BikDD kompleksi (muamele
edilmemis), 5. Kuyu N/P 30 oraninda misel/BikDD kompleksi (muamele edilmemis), 6.
Kuyu N/P 20 oraninda misel/gen kompleksi, 7. Kuyu N/P 30 oraninda misel/gen
kompleksi (muamele edilmis)
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DNAaz-I muamelesi sonunda BikDD geninin enzime kars1 dayanikliligini tayin etmek i¢in
genin kompleksten ayrilarak serbest hale ge¢mesini saglamak ve jel tizerindeki bant
gortinttsiinii analiz etmek gerekmektedir. Bu nedenle, kompleksten genin salinmasi
amaciyla Bolim 2.2.7.1°de belirtildigi tizere SDS salim ¢alismasi yapilmigtir. SDS salim
calismasinda, %1 SDS kullanimi genin salimi i¢in daha iyi bir sonu¢ verdiginden, %1 SDS
ile serbest hale gegen BikDD geninin jel tizerindeki bant profili goriintiilenerek niikleaz
stabilitesi analiz edilmistir. Calisma sirasinda EDTA ile SDS’in birlikte kullanimi DNaz-
I’in denatiirasyonuna yol agarak kompleksten salinan genin degradasyonunu 6nlemektedir.
Niikleaz stabilite analizi bant profillerinin hem jel tizerindeki goriintiisii hem de Image J
programi kullanilarak bant profillerine ait bagil yogunlugun sayisal verilere

dontistiiriilmesi ile degerlendirilmistir.

Her iki jel goriintiisii, 3. kuyucukta DNaz-I enzimi ile muamele edilmis serbest BikDD
geninin jel tizerinde gene ait herhangi bir bant profili birakmadigini ve dolayisi ile niikkleaz
ile tamamen degrade oldugunu ortaya koymustur. N/P 30 oranindaki PPP60 misel/gen
kompleksleri DNaz-I muamelesinden sonra tamamen belirgin bant profilleri ile stabilitesini
korumus olup, bu oran PPP30 misel kompleksleri ile kiyaslandiginda bir miktar

degradasyon ile kii¢iik goriintir bantlarin varligi ile sonuglanmaistir.

Sekil 3.35°da goriildigi tizere, 7. kuyucuktaki, N/P30 oraninda hazirlanan formiilasyonda
bulunan BikDD genine ait bant profili belirli bir miktar degradasyona ugramakla birlikte
jel tizerinde tespit edilmis olup, 6. kuyucuga yiliklenen N/P 20 oranindaki formiilasyonun
DNaz-I enzimi tarafindan yogun bir yikima ugradigini ve bu nedenle lekelenme seklinde
gorlintii brraktigini ortaya koymustur. 4. ve 5. kuyucukta goriildiigi lizere, DNAz-I ile
muamele edilmemis BikDD geni kompleksler tarafindan basarili bir sekilde korunmus
olup, SDS ile salim1 tetiklenmediginden dolay1 kuyucuk icerisinde tespit edilmistir. Sekil
3.36’de goriildiigii tizere, 6. ve 7. kuyucuklardaki, N/P 20 ve N/P 30 oraninda hazirlanan
formiilasyonlarda bulunan BikDD genine ait belirgin bant profili jel iizerinde tespit
edilmistir. 4. ve 5. kuyucukta goriildigt tizere, DNAz-I ile muamele edilmemis BikDD
geni kompleksler tarafindan basarili bir sekilde korunmus olup, SDS ile salimi
tetiklenmediginden dolay1 kuyucuk igerisinde tespit edilmistir. Sonuglar, PPP60 misellerin
yiiksek PEI orani ile terapdtik genin siki bir sekilde paketlenmesine bagli olarak, her iki
N/P oraninda (20 ve 30) terapotik geni PPP30 komplekslerine gore basarili bir sekilde
niikleaz degradasyonundan koruyabildigini gostermistir. Arastirmacilar, yiiksek pozitif yiik
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ve N/P oranindaki komplekslerin niikleaz enzim yikimina karsi1 daha dayanikli oldugunu

ortaya koymustur [190, 222]. Elde edilen sonuglar literatiir verileri ile uyum gostermistir.

Agaroz jel elektroforezi ile elde edilen jel goriintii sonuglart aynt zamanda Image J
programi ile misel kompleksinden salinan BikDD genine ait bantlarin bagil yogunluklar1

hesaplanarak sayisal veriler ile desteklenmis ve sonuglar Sekil 3.37°de verilmistir.

DNaz-I stabilite

x 0,8 -

o
[e)}
|

m PPP30

o
N
1

PPP60

Bagil Yogunlu

o
[N}

Kontrol N/P 20 N/P 30

Sekil 3. 37. N/P 20 ve N/P 30 oraninda hazirlanan PPP30 ve PPP60 misel/gen
komplekslerinin DNaz-I uygulamasi sonucu BikDD gen profiline ait bagil yogunluklar1

DNaz-I stabilitesi, PPP30 ve PPP60 komplekslerinden salinan genlerin jel tizerindeki bagil
yogunluklarinim, DNaz-I ile muamele edilmemis serbest BikDD geninin bagil yogunlugu
ile kiyaslanarak degerlendirilmistir. Serbest BikDD geninin bagil yogunlugu 1 olarak kabul
edilmis ve formiilasyonlardan salinan genlerin bagil yogunluklart buna gore
hesaplanmigtir. Sekil 3.37°de goriildiigli tizere N/P 20 oranindaki PPP30 kompleksinden
salinan BikDD geni DNaz-I niikleaz uygulamasi sonucu tamamen degrade oldugundan
herhangi bir sonu¢ alinamamistir. PPP30 komplekslerin N/P 30 oraninda bagil yogunlugun
yiksek olusu, jel iizerinde lekelenme goriintiisii ile kalin  bir bant gibi
degerlendirilmesinden kaynaklidir. Ancak stabil bir gene ait bant profili yayilma
gostermeden tek bir ¢izgi halinde olmalidir. Bununla birlikte, PPP60 misel/gen
komplekslerinin N/P 20 oranindaki bagil yogunlugu 0,3 iken N/P 30 oranindaki bagil
yogunlugu ise olduk¢a yiiksek olup kontrole yakin 0,71 olarak tayin edilmistir. Bu sonug,
PPP 60 miselleri tarafindan korunmus BikDD geninin jel tizerinde yogun bir bant profili
sergilemedigini ve terapotik genin bu formiilasyon ile iyi bir sekilde niikleaz
degradasyonuna kars1 korundugunu gostermistir. Elde edilen bagil yogunluk sonuglari, jel
gorlintii sonuglarini destekler nitelikte olup, PPP60 misellerin N/P 30 formiilasyonun
niikleaz stabilitesinin diger formiilasyonlara gore cok daha yiiksek oldugu ortaya

konulmustur.
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3.3.8.3. Misel/Gen Komplekslerinin Serum Stabilite Analizleri

Terapotik bir genin hedef bolgeye uzatilmig kan dolasimi, yiiksek saklama stabilitesi ve
artan transfeksiyon etkinligi ile aktarilabilmesi i¢in gen tasiyici sistemler ile sik1 bir sekilde
paketlenebilmesi ve tastyici sistemin ise serum bilesenlerinden korunmasi gerekmektedir
[211]. Clinkii, intravendz enjeksiyon sonrasinda misellerin de dahil oldugu gen tasiyici
sistemler, kanda bulunan cesitli serum proteinleri ile opsonizasyon adi verilen spesifik
olmayan etkilesimlerde bulunurlar. Serumun yiiksek iyonik giicii gen tastyici sistemlerin
stabilitesini azaltarak, agregasyona ugramasina neden olmaktadir. Ayrica, gen tasiyici
sistemlerin sahip olduklar1 pozitif yilizey yiikii, onlar1 negatif yiiklii serum bilesenleri
(alblimin ve eritrositler gibi) ile aglomerasyona duyarli hale getirir [56, 223]. Boylelikle
plazma proteinleri, miseller yiizeyine adsorbe olabilir ve misel/gen komplekslerinin
ayrismasina ve agrege olmasma yol agarak transfeksiyonu engelleyebilir. Pek ¢ok
literatiirde, opsonizasyona karsi basta PEG olmak tizere ¢esitli goriinmez 6zellik sergileyen
polimerlerin  kullanim1 ile tasiyict sistemlerin sterik stabilizasyonu saglanarak
opsonizasyonun Onlenebildigine dair kanitlar bulunmaktadir [91, 112]. Bu tez ¢aligmasit
kapsaminda, son zamanlarda PEG’e alternatif goriinmez bir polimer olarak onerilen
yiiksek hidrofilik yapidaki biyoinert, PetOx tabanli polimerler ile hazirlanan misellerin
serum stabilitesi analiz edilerek, sterik koruma yetenegini tayin etmek amaglanmistir.
Serum stabilite analizi, Bolim 2.2.7.3’de anlatildig1 sekilde N/P 20 ve N/P 30
oranlarindaki PPP30 ve PPP60 misel/gen komplekslerinin %10 FBS ile 37°C’de belirli
zaman araliklarinda inkiibe edilmesi ve agaroz jel elektroforezi ile bant profillerinin
degerlendirilmesine bagli olarak yapilmistir. Calismamizda, aymi kosullarda FBS ile
muamele edilen serbest BikDD geni negatif kontrol olarak kullanilmistir (Sekil 3.38 ve
Sekil 3.39).

Sekil 3. 38. Farkli N/P oranlarindaki PPP30 misel/gen komplekslerinin belirli zaman
araliklarindaki serum stabilitesine ait agaroz jel goriintiileri (1.kuyu, %10 FBS ile muamele
edilmemis 1pg serbest BikDD geni, 2-7 arasi, N/P 30 oranmna ait komplekslerin sirasiyla,
30 dakika, 1 saat, 2 saat, 4 saat, 24 saat ve 48 saat siire ile %10 FBS ile inkiibasyonuna ait
bant profilleri, 8-13 aras1 ayni siirelerde N/P 20 oranina ait komplekslerdeki genlerin bant
profillerini gostermektedir).
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Sekil 3. 39. Farkli N/P oranlarindaki PPP60 misel/gen komplekslerinin belirli zaman
araliklarindaki serum stabilitesine ait agaroz jel goriintiileri (1.kuyu, %10 FBS ile muamele
edilmemis 1pg serbest BikDD geni, 2-7 arasi, N/P 30 oranina ait komplekslerin sirasiyla,
30 dakika, 1 saat, 2 saat, 4 saat, 24 saat ve 48 saat siire ile %10 FBS ile inkiibasyonuna ait
bant profilleri, 8-13 aras1 ayni siirelerde N/P 20 oranina ait komplekslerdeki genlerin bant
profillerini, 14-19 kuyular1 arast %10 FBS ile inkiibe edilmis serbest BikDD genine ait
bant profillerini gostermektedir).

Jel tizerinde goriintiilenen bant profilleri, misel/gen komplekslerinin destabilizasyonunu
indiikleyen, yiiksek orandaki negatif yiikii nedeniyle miselden genin salinmasma neden
olan heparin ajaninm varligi ile tespit edilmistir [191, 224]. Degradasyon, serum igerisinde
bulunan ¢esitli niikleazlarin aktivitesi sonucudur ve Sekil 3.39’da 14-19 siralarindaki bant
gortntiileri, %10 FBS ile farkli zaman noktalarinda muamele edilen serbest pEGFP-
BikDD geninin beklenildigi tizere, 37 °C’de 1 saat igerisinde tamamen degrade oldugunu
ortaya koymustur. Buna karsilik, secilen PPP30 ve PPP60 misel/gen kompleksleri i¢in
agaroz jelde saptanabilir bantlar elde edilmistir. N/P 20 ve 30 oranindaki PPP30
misellerden salinan genler, benzer bant parlakligi gostermekle birlikte, her iki
formiilasyonun ilk 30 dakika yiiksek bant parlakligi ile geni koruyabildigi tayin edilmistir.
30 dakikadan sonra, jel iizerinde gene ait bantlar tespit edilmis ancak parlakliklarinda
azalma goriilmustiir. N/P 30 formiilasyonunun terapotik geni net bir sekilde 4 saate kadar
korudugu gozlenmistir. 4 saat ve lizerindeki zaman noktalarinda ise genin tamamen
degrade oldugu lekelenmis goriintiistinden yararlanarak ortaya konulmustur (Sekil 3.38).
Bununla birlikte N/P 30 oranindaki PPP60 miseller ise 24 saat sonunda dahi ¢ok daha
parlak bant profilleri ile aktif serumda c¢ok daha stabil bir sekilde terapotik geni
koruyabilmistir. N/P 20 oranindaki misellerin ise 4 saat siire ile BikDD genini serum
aktivitesine kars1 koruyabildigi, 24 ve 48 saatlik zaman noktalarinda ise jel tizerinde
BikDD genine ait bant gézlenmemesi nedeniyle degradasyona ugradig: tespit edilmistir
(Sekil 3.39). Bu bulgular 15181inda, PPP60 misellerin (N/P orani 30), BikDD genini serum
degradasyonundan daha yiiksek stabilite ile koruyabilme yetenegine sahip etkili

formiilasyonlar oldugu tespit edilmistir.
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Elde edilen sonuglar, sistemik dolasima katilan ¢iplak genin herhangi bir tasiyici sistem ile
kompleks olusturmadan hedef bolgeye tasmamayacagmin kanitidir [225]. Bu durum,
transfeksiyon ve basarili bir gen tedavisini azaltici kritik bir faktoérdiir. Ancak tez
calismamiz kapsaminda gelistirilen PPP60 misel/gen komplekslerinin (N/ P oran1 30),
yiiksek kapasite ile terapotik gen ile etkilesmekte oldugunu, serum degradasyonuna karst
terapotik geni koruyabildigini ve aktif hedeflendirilmis bir ajan olmadan dahi geni
aktarabilecegini disiindiirmektedir. PPP60 misel/gen komplekslerinin (N/P 30) yiiksek
serum stabilitesi, formiilasyonun opsonizasyona ugramadan yiiksek transfeksiyon etkinligi
ile aktarilabilecegini isaret etmektedir. Bu formiilasyonlarin ideal bir nanotasiyicida olmasi
gereken tim ozelliklere sahip oldugu ortaya konulmustur. Bunun nedeni, yiiksek oranda
PEI iceren formiilasyonlarin terapotik geni siki bir sekilde kondanse edebilmesidir.
Bulgular, PEtOx’un sterik bariyer olusturarak, N/P 30 oranindaki PPP60 kompleks
misellerin ¢evresel etkilesimlerini minimuma indirmek, serum stabilitesini ve kandaki
dolagim stiresini arttrmak i¢in PEG’e karsi alternatif uygun bir polimer olabilecegi

gorlistini dogrulamustir [135, 225].

3.3.8.4. Misel/Gen Komplekslerinin Kolloidal Stabilite Analizleri

Agregasyon, terapotik bir genin nanotasiyicilar ile hedef hiicrelere aktariminda
karsilastiklar1 6nemli bir sorundur. Gen tasinmasi sirasinda, hedef hiicrede transfeksiyon
etkinligini arttrmak ve komplekslerin yiiksek hiicresel alimmi saglamak icin, miseller
tastyicilarm belirli periyotlarda ve ¢esitli ortamlarda agregasyona ugramamasi ve stabil bir

sekilde fizikokimyasal 6zelliklerini korumasi gerekmektedir [191].

Misel/gen komplekslerinin kolloidal stabiliteleri farkli ortam ve sicaklik kosullarmmda
belirlenen zaman araliklarinda partikiil boyutu, zeta potansiyel ve polidispersite indeksi
(PDI) degerlerinin 6l¢iimii ile tayin edilmistir. Bunun i¢in ilk olarak PPP30 ve PPP60
misel/gen komplekslerinin secilen N/P oranlarindaki (20 ve 30) formiilasyonlar1 +4 °C’de
saklanmis ve bu formiilasyonlarin 0, 1, 3, 7 ve 30 giinliik (1 aylik) zaman noktalarindaki

kolloidal stabiliteleri tayin edilmistir (Sekil 3.40).
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Sekil 3. 40. PPP30 ve PPP60 Misel/gen kompleklerinin +4°C’deki partikiil biiyiikligii,
polidispersite indeksi ve zeta potansiyel degerlerinin zamana bagl degisimi (n=3, x+SS)

Sekil 3.40 a ve b’de goriildiigii tizere, her iki PPP30 ve PPP60 misel/gen komplekslerine
ait partikiil boyutu sonuglari komplekslerin +4°C’deki stabilitesini 1 ay siire ile
korudugunu ortaya koymustur. N/P20 ve N/P 30 oranlarinda hazirlanan kompleksler, 131
nm—-168 nm araliginda, PPP60 misel/BikDD komplekslerinde boyut 195 nm-220 nm
araliginda tayin edilmis ve sonuglar arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir (*p>0,05).
PPP60 misel/gen komplekslerinin partikiil boyutlarinin yiiksek olmasmin nedeni polimer
yapisinda bulunan PEI miktarmmin PPP30 misel/gen komplekslerinin yapisini olusturan
polimerdeki miktarindan fazla olmasindan kaynaklanmaktadwr. PDI sonuglar1
degerlendirildiginde, N/P 30 oraninda hazirlanan her iki PPP30 ve PPP60 misel/gen
komplekslerinin homojen dagilimmi 30 giin boyunca korudugu goézlenmistir. PPP30
kompleksleri i¢in bu deger 0,3 civarinda, PPP60 kompleksleri i¢in ise 0,2 civarindadir. Her
iki kompleksin N/P 20 ve N/P 30 oranlarindaki formiilasyonlar1 +4° C’de yiiksek PDI
stabilitesi sergilemis ve yiliksek N/P oranina bagli olarak stabilitenin de arttigini
gostermistir. PDI degerleri ile elde edilen stabilite bulgulari, her iki formiilasyon i¢in
partikiillerin 1 aylik saklama kosullarinda ¢6kelme ve agregasyona ugramadigi sonucunu

ortaya koymustur. Komplekslerin zeta potansiyel degerleri incelendiginde ise her iki
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kompleks i¢in N/P 20 oraninda, zeta potansiyel degerlerinde zamana bagli azalma tespit
edilmekle birlikte pozitif yiikiinii kaybetmedigi gozlenmemis ve sonuglar arasinda anlamli
bir fark elde edilmemistir (*p>0,05). N/P 30 oraninda ise miseller stabilitesini uzun siire
korumus ve zeta potansiyel degerlerinde onemli bir degisiklik tespit edilmemistir. Zeta
potansiyel degerlerindeki stabilite bulgulari, komplekslerin 1 aylik siire zarfinda pozitif
yiikiinii korudugunu ve zamana bagh olarak terapdtik gen ile ayrilmaya ugramadigini

ortaya koymustur.

Ozetle, her iki komplekse ait stabilite sonuglari, N/P 30 oranindaki formiilasyonlarm N/P
20 oranindakilere gore +4° C’de ¢ok daha yiiksek stabiliteye sahip oldugunu ve yiiksek
N/P oranma bagli olarak stabilitenin de arttigin1 ortaya koymustur. Bunun nedeni
fizikokimyasal bulgular1 destekler nitelikte olup, yiiksek N/P oraninda daha siki
komplekslerin olusumu ile iliskilendirilmistir. Miseller tasiyict sistemler sulu ¢ozeltiler
icerisinde dinamik bir yapi1 sergilemekte olup, her seferinde taze hazirlandiginda partikiil
boyutlarinda dinamik yapidan kaynakli olarak 20+£10 nm civarinda farkli sonuglar elde
edilebilmektedir. Ancak kolloidal stabilite analizleri i¢in ilk hazirlanan formiilasyonlara ait
partikiil boyutu sonuclar1 ile 1 aylik stabilite degerlendirilmesi sonunda 6l¢iilen partikiil
boyutu sonuglar1 arasinda anlamli fark elde edilmemesi, PEtOx tabanli misellerin kolloidal
stabilite agisindan basaril sistemler oldugunu ortaya koymustur. Ayrica HEPES tamponu
icerisinde hazirlanan PPP30 ve PPP60 misel/BikDD gen komplekslerinin, transfeksiyon
calisma kosullarinda stabil olup olmadigi, 37°C’de 48 saat igerisinde belirli zaman
araliklarinda, komplekslerin partikiil boyutu, zeta potansiyeli ve polidispersite indeks
degerlerinde meydana gelen degisikliklerin analizi ile tayin edilmistir. Sekil 3.41°de,
PPP30 ve PPP60 misel/gen komplekslerine ait partikiil biiyiikliigli, zeta potansiyel ve

polidispersite indeksine ait sonuglar verilmistir.

Tium formiilasyonlara ait partikiil boyut, zeta potansiyel ve polidispersite indeks sonuglar1
formiilasyonlarin 24 saat siire boyunca 37°C’de stabil kalabildigini ve stabilitelerinde
anlamli bir fark olmadigimi1 ortaya koymustur. Sadece N/P 30 oranindaki PPP60 misel
formiilasyonlarinin 48 saat sonunda partikiil boyut ve polidispersite indeksinde artis

meydana geldigi tespit edilmistir.
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Sekil 3. 41. PPP30 ve PPP60 Misel/gen kompleklerinin 37°C’deki partikiil biiyiiklugii,
polidispersite indeksi ve zeta potansiyel degerlerinin zamana bagl degisimi (n=3, X£SS)

Misel/gen komplekslerinin +4°C ve +37°C’deki stabiliteleri karsilastirildiginda, diisiik
sicaklikta saklanan misel komplekslerin yiiksek sicakliga gore ¢cok daha dayanikli oldugu
ortaya konulmustur. DNA gibi biyolojik yapili materyaller ¢esitli ¢cevresel kosullardan (pH,
sicaklik, iyonik gii¢) hizli bir sekilde etkilenebilen ve stabilite problemi tasiyan
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biyomakromolekiillerdir. Artan sicaklikta DNA’nin destabilizasyona ugramasi ile iki
ipligin birbirinden ayrilmaya baglamasi, az da olsa komplekslerin stabilitesini etkiledigini
gostermektedir [227]. Ayrica sonuglar, HEPES tamponunda hazirlanan misellerin uzun
zaman periyodunda stabil kalabildigini gostermistir. Hazirlama ortamimin misellerin
stabilitesi iizerine olumsuz bir etkisi bulunmamakla birlikte, in vitro hiicre kiiltiirii
caligmalarinda misellerin gen aktarim etkinliginin yiiksek kolloidal stabilitelerinden dolay1

yiiksek olacagi dugtinilmiistiir.

3.3.8.5. PPP30 ve PPP60 Misellere Yiiklii BikDD Geninin Stabilite Calismalan

PPP30 ve PPP60 misellere kondanse edilen BikDD geninin 24 ve 48 saatlik stabilitesi
agaroz jel elektroforez yontemi ile analiz edilmistir. Kompleks olusturdugu belirlenen N/P
oranlarinda (8, 10, 20 ve 30) hazirlanan formiilasyonlara 1 pg kondanse edilmis BikDD
geninin 24 ve 48 saat sonunda herhangi bir degradasyona ve ayrigmaya maruz kalmadigi
tespit edilmistir (Sekil 3.42). Komplekslerden BikDD gen salim1 gergeklesmediginden, jel
tizerinde BikDD genine ait bantlar tespit edilmemistir. Bu durum komplekslerin yiiksek

etkinlikte BikDD’yi stabil halde koruyabildigini ortaya koymustur.

L NP8 10 20 30 [ L NP8 10 20 30 [ L NP8 10 20 30|{L NP8 10 20 30

Sekil 3. 42. BikDD geni kondanse edilmis PPP30 misel/gen ve PPP60 misel/gen
komplekslerinin 24 ve 48 saatlik stabilitesine ait agaroz jel gorlntiileri a)PPP 30
misel/BikDD gen kompleksi (24 saat) b) PPP 60 misel/BikDD gen kompleksi (24 saat)
¢)PPP 30 misel/BikDD gen kompleksi (48 saat) d) PPP 60 misel/BikDD gen kompleksi
(48 saat) (L: Standart DNA)
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3.4. Hiicre Kiiltiirii Cahsmalarn
3.4.1. Hiicre Canhhg1 Cahsmalar

3.4.1.1. MTT Analizi ile Bos Misellerin 1929 Hiicrelerindeki Hiicresel
Biyouyumlulugunun Degerlendirilmesi

Gen transfeksiyon etkinligi, tastyici sistemin sitotoksisitesi ile iliskili oldugundan, katyonik
polimerlerin viral olmayan vektorler olarak kullanilabilmesinde sitotoksisite énemli bir
parametredir. Fisher ve arkadaglari, genellikle katyonik PEI’nin hiicre ylizeyindeki negatif
yikli glikokaliksler ile etkilesim sonucu sitotoksisiteye neden oldugunu ifade etmistir
[213, 227]. Ayrica pek cok c¢alisma, katyonik polimerlerin bu toksik etkisinin, negatif
yiiklii hiicre membraninin yiiksek katyonik yiik ile yikima ugramasi ya da katyonik
polimerin hiicre membranindaki makromolekiillere (tasiyict proteinler) baglanmasindan

kaynaklandigin1 géstermektedir [87, 89].

Tez calismamiz kapsaminda, apoptotik etkinin kanser hiicrelerinde BikDD geni tarafindan
meydana getirilmesi ve polimer ya da tastyict sistem kaynakli bir toksisitenin olmamasi
gerekmektedir. Bu nedenle, bos misellerin toksik etki olusturmayan polimer
konsantrasyonunu belirlemek ve hidroliz derecesinin hiicresel biyouyumluluk iizerine
etkisini tayin etmek amaciyla her iki PPP30 ve PPP60 misellerin belirlenen N/P oranlari
icin gerekli misel konsantrasyonu ve bu konsantrasyonun 3 farkli diliisyonlar1 saglikli

L929 fare fibroblastlarinda degerlendirilmistir.

Oncelikle HEPES tamponu igerisinde hazirlanan bos misellerin 4 farkli N/P oranindaki
formiilasyonlar1 1:2, 1:4 ve 1:8 oraninda diliie edilmis ve 1929 hiicrelerindeki 24 saatlik
hiicre biyouyumluluguna iligkin bulgular1 Sekil 3.43’de verilmistir.
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Sekil 3. 43. Farkli N/P oranlarinda HEPES tamponu igerisinde hazirlanan bos misel
formiilasyonlarinin L.929 hiicrelerindeki 24 saatlik MTT analizi a) PPP30 bos miseller b)
PPP60 bos miseller(n=3, x+SS)
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Kontrol grubu olarak her bir N/P oranindaki misel formiilasyonlarmin hazirlanmasinda
kullanilan miktarlarda HEPES tampon ¢ozeltisi kullanilmistir. Sekil 3.43’te goriildigi
tizere, MTT analiz sonuglar1 kontrol grubu da dahil olmak iizere, tiim N/P oranindaki
formiilasyonlarin farkli diliisyon oranlar1 ile muamele edilen L929 hiicre hattinda, hiicre
canliliginin %50’nin altinda oldugunu gostermistir. N/P oraninda meydana gelen artisa
bagli olarak, PPP60 bos misellerin N/P 30 oranindaki 1: 8 diliie formiilasyonu uygulanan
hiicrelerde canliligin %12’ye diistiigii tayin edilmistir, kontrol grubunda ise canlilik %43
olarak olduke¢a dusiiktiir. PPP30 misel formiilasyonlarinda ise artan N/P oraninda canlilik
%38’¢ diismiis olup, kontrol grubunda %53 olarak tayin edilmistir. Sonuclar, HEPES
tamponunun L929 hiicre canliliginda azalmaya neden oldugunu gostermistir. HEPES,
ortam pH’smin hizli bir sekilde degismesini 6nleyen, tamponlama kapasitesi yiiksek bir
tampon ¢ozeltidir. Literatiirde, yiiksek konsantrasyonlarda ve biiyiik hacimlerde kullanilan
HEPES’in yiiksek tamponlama kapasitesi nedeniyle hiicre i¢ci osmolaritenin artmasina ve
hiicrelerdeki serbest oksijenin, H>O, (peroksit) gibi toksik formlara doniismesine neden
olarak ¢esitli hiicre hatlarinin 6liimiine yol actig1 belirtilmistir [228, 229]. Calismamizda,
ozellikle yliksek N/P oranlarinda, hem misellerin hem de terapétik genin HEPES tamponu
icerisinde diliie edilerek hiicrelere uygulanmasi, hiicre igerisindeki osmolaritenin artmasina
ve buna bagli sitotoksisiteye neden olmus olabilir. Bu toksik etkinin formiilasyon kaynakl1
olmadigi, kontrol grubunda sadece HEPES tampon ¢ozelti uygulanan hiicrelerde tayin
edilen diistik canlilik ile ortaya konulmustur. Bu nedenle formiilasyonlarin hazirlanmasi
srasinda  HEPES kullanimma devam edilmesine, ancak hiicre kiiltiir ¢aligmalarma
uygulanmasi sirasinda serum icermeyen DMEM ortamu ile diliie edilerek hazirlanmasina
karar verilmistir. Ayn1 oranlarda serum icermeyen DMEM ortami ile hazirlanan bos
misellerin ¢esitli N/P oranlar1 ve her bir N/P orani i¢in artan diliisyonlarinin (1:2, 1:4 ve
1:8) 24 ve 48 saatlik hiicresel canlilik analizleri L929 hiicre hattinda MTT testi ile
degerlendirilmis ve bulgular Sekil 3.44’de verilmistir. 24 ve 48 saatlik hiicre canliliklari,

kontrol grubu ile paralel degerlendirilmelidir.

Sekil 3.44’te goriildigi tizere, DMEM icerisinde diliie edilen formiilasyonlar ile
gerceklestirilen MTT analiz sonuclari, hiicrelerin canlilik oraninin HEPES igerisinde
hazirlanan formiilasyonlara gore ¢ok daha yliksek oldugunu ortaya koymustur. Tiim N/P
oranlarindaki kontrol gruplarmin L1929 hiicreleri lizerindeki % canliliklar1 bos misel
formiilasyonlarmma gore yiiksektir. PPP30 misellerin kontrol grubu formiilasyonlar1 ile

muamele eden hiicrelerde artan N/P oranma (8’den 30’a) bagli olarak hiicrelerin
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canliliginin 24 saatte %94’ten %75’e azaldig: tespit edilmistir. Ancak diliisyon oraninin
artisina bagl olarak hiicre canlilik oraninin, en yiiksek N/P 30 oranindaki formiilasyonlar
ile muamele edilen hiicrelerde dahi %94 oldugu belirlenmistir. PPP60 misellerinde N/P8
ve N/P 30 oranlar1 arasindaki kontrol grubu ile muamele edilen 1929 hiicrelerinde 24
saatte %97 ile % 86 araliginda yiiksek canlilik tayin edilmistir. Ayrica kontrol grubu ile
benzer sekilde her iki PPP30 ve PPP60 bos misellerin farklt N/P oranlarinda hazirlanan
formiilasyon sonuglari, N/P oraninda meydana gelen artisa bagli olarak 1.929 hiicre
canliliginda bir azalmaya neden oldugunu ancak formiilasyonlarin artan diliisyonlarina

bagli olarak hiicrelerdeki canliligin da arttigin1 isaret etmistir.
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Sekil 3. 44. Farkli N/P oranlarinda DMEM Kkiiltiir ortami icerisinde hazirlanan bos misel
formiilasyonlariin L929 hiicrelerindeki 24 ve 48 saatlik MTT analizleri a ve b)PPP30 bos
misellerin 24 ve 48 saatlik sonuglari, ¢ ve d) PPP60 bos misellerin 24 ve 48 saatlik
sonuglar1 (n=3, X+SS)
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%60 hidrolize PEI igeren blok kopolimerler ile hazirlanan bos miseller yiiksek oranda PEI
icermesine ragmen 24 saatte en yiiksek N/P 30 formiilasyonun 1:8 diliisyon oraninda 1929
hiicrelerinde ortalama %61 canlilik gostermistir. Bu oran 48 saatte %55 olarak tayin
edilmistir. PPP30 misellerde ise 24 saatte en yiiksek N/P 30 formiilasyonun 1: 8 diliisyon
oraninda hiicrelerde %55 canlilik, 48 saatte %52 canlilik tayin edilmistir. Sonuglar,
formiilasyonlarin  kontrol grubuna goére anlamli fark gosterdigini ancak artan
konsantrasyonlar (N/P oranlar1) ve diliisyonlar arasinda anlamli fark olmadigini ortaya
koymustur (*p>0,05). Ayrica, 24 saat ve 48 saatlik hiicre canliliklar1 arasinda anlamli fark

tayin edilmemis olup, hiicre canliliginin korundugu seklinde degerlendirilmesi yapilmistir.

PPP30 ve PPP60 misellerin en yiiksek N/P oranlarindaki formiilasyonlar1 saglikli L.929
hiicrelerinin canliligini 6nemli 6l¢lide azaltmadigindan, 1:1 diliisyon oranindaki misel
konsantrasyonu secilmis ve en yilksek diliisyon oranmna (1:8) distilecek sekilde
transfeksiyon ¢alismalarinda kullanilacak doz belirlenmistir. N/P 30 orani her iki PPP30 ve
PPP60 misellerinde o©nceki yapilan tiim karakterizasyon ¢aligmalarinda ideal
formiilasyonlar olarak belirlendiginden, bu orana ait toksisite olusturmayan diliisyon

oranina diisiilecek (1:8) sekilde transfeksiyon ¢aligmalarina devam edilmistir.

Elde edilen tiim sonuglar, her iki PPP30 ve PPP60 bos misellerin N/P oraninda meydana
gelen artiga bagl olarak 1929 hiicre canliliginda ¢ok diisiik oranda bir azalmaya neden
oldugunu, ancak canliligin %50’nin altina diismedigini gostermistir. Hemen hemen tiim
formiilasyonlar ve diliisyon oranlar1 ile elde edilen %50 civarindaki hiicre canlilik
bulgulari, beklendigi tizere PEtOx’un hidrolizi ile polimer yapisina dahil olan PEI’nin
pozitif yiikiinden kaynakli olarak fibroblast hiicrelerinde canliligi az miktarda azaltmistir.
Ancak her iki %30 ve %60 hidrolize misel formiilasyonlarin artan N/P oranlar1 ile
muamele edilen hiicrelerde dahi %350 civarindaki canlilik oranmin korunmasi
formiilasyonlarin  hiicrelerde  toksik  etki  olusturmadigmmi  sadece hiicrelerin
proliferasyonunu 6nleyerek sitostatik etki olusturdugunu ortaya koymustur. Elde edilen
bulgular literatiir verileri ile kiyaslandiginda tez ¢alisimamiz kapsaminda sentezlenen
PEtOx-ko-PEI-b-PCL blok kopolimerlerin olduk¢a basarili oldugunu gostermistir. Shah ve
arkadaslar1 [88], PEtOx’un farkli hidroliz derecelerinde sentezlenen PEtOx-ko-PEI blok
kopolimerlerin hidroliz derecesinin, fibroblast 3T3, pankreatik B hiicreleri ve
makrofajlarin canlilig1 tizerindeki etkisini tayin etmislerdir. Arastirmacilar, ¢alismamiz ile
benzer sekilde artan hidroliz derecesinin PEI molekiil agirligindaki artisa ve hiicre tipine

bagli olarak hiicre canliligmmin azaldigmi gostermislerdir. En yiiksek %60 hidroliz
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derecesindeki polimerler ile muamele edilen fibroblast hiicrelerinde canliligin 24 saat ve
48 saat strelerde %64’ten %35’e¢ dustiginii ortaya koymustur. Hoogenboom ve
arkadaslar1 [159], PEtOx’un hidrolizine dayali benzer bir canlilik ¢alismasini insan dermal
fibroblast hiicrelerinde degerlendirilmistir. Arastirmacilar, benzer bir sekilde diisiik
hidroliz derecesinde PEI iceren blok kopolimerin toksik etki gostermedigini ancak artan
hidroliz derecesine bagli olarak %56 molar oraninda diiz PEI igeren blok kopolimerin
fibroblast hiicrelerinde toksik etki olusturdugunu tespit etmislerdir. Hidroliz derecesinin
%71 oranma artigiin insan fibroblast hiicre canliligin1 24 saatte dahi %10 oranma kadar

ciddi sekilde dusiirdiigiinii raporlamiglardir.

Baska bir ¢alismada, Kronek ve arkadaslar1 [156], PEtOx’un tek basimna in vitro ve in vivo
uygulamalarda biyouyumlu bir polimer oldugunu yiiksek canlilik sonuglar1 ile ortaya
koymus ancak polimerin hidrolizi ile yapiya katilan PEI’nin hiicrelerde toksik etkiye neden
oldugunu gostermistir. Uygun hidroliz derecesi belirlendiginde, polimerin biyomedikal
uygulamalarda kullanimi i¢in sinirlayicit bir durum bulunmamaktadir ancak ¢alismamiz
kapsaminda daha diisiik bir hidroliz derecesinde polimerlerin kullanimi ile etkili bir
tansfeksiyon etkinligine ulasilamayacagi distniildiigiinden, % 30 ve % 60 hidroliz
dereceleri ile caligmalara devam edilmesi uygun bulunmustur. Ayrica, %60 hidroliz
oranindaki polimerler ile ¢alisilmasina ragmen hiicre canliliginin %50 altina diismemesi
pek cok literatiire gore tastyict sistemimizin avantajli oldugunu ortaya koymaktadir.
3.4.1.2. Bos Miseller ve pEGFP-BikDD Yiiklii Misellerin MCF-7 ve MDA-MB-468
Hiicre Canhhg1 Uzerindeki Etkisinin DRAQ-7™ Yoéntemi ile Analizi

PPP30 ve PPP60 bos miseller ve PPP30-PPP60 misel/pEGFP-BikDD gen yiikli
komplekslerin, ayni konsantrasyonlar ve N/P oranlarmdaki formiilasyonlarmn 48 saatlik
hiicre canlilik analizi iki farkli MCF-7 ve MDA-MB-468 meme kanseri hiicre hattinda yeni
bir canlilik boyasi olan DRAQ-7 ile flow sitometre analizi ile gerceklestirilmistir. Elde

edilen sonuclar Sekil 3.45°da verilmistir.
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Sekil 3. 45. Farkli N/P oranlarindaki PPP30 ve PPP60 bos misellerin ve misel/gen
komplekslerinin (a ve b) MCF-7 ve (¢ ve d) MDA-MB-468 hiicre hatlarindaki hiicre
canlilik analizleri (n=3, X+SS)

DRAQ-7 6lii hiicrelerin tayininde kullanilan yeni bir canlilik boyasidir [231]. Bu goérevini,
canliligin1 kaybetmis hiicrelerin membran gecirgenliginden yararlanarak niikleusa ulagma
ve DNA’y1 isaretleme ile gerceklestirmektedir [232]. Calismamizda ¢iplak BikDD geni
uygulanmis hiicreler ile formiilasyon uygulanmamis hiicreler kontrol grubu olarak
kullanilmistir. DRAQ-7 negatif hiicreler canli hiicre ylizdesini ifade etmektedir. Sekil
3.45°da ¢iplak BikDD geni muamele edilen MCF-7 ve MDA-MB-468 hiicrelerinde
beklendigi tizere, %90 tizerinde canlilik gézlenmistir. Ayrica, bos misel formiilasyonlar: ile
muamele edilen MCF-7 ve MDA-MB-468 hiicrelerinde artan N/P oranlarinda dahi %80
civarinda canlilik elde edilmis olup bos misellerin hiicrelerde toksisite sergilemedigi ortaya

konulmustur. Sekil 3.45 a ve c’de goriildugi tizere, PPP30 misel/BikDD gen
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komplekslerinin tiim N/P oranlarinda % hiicre canliliklari, bos formiilasyonlar: ile
kiyaslandiginda her iki hiicre hattinda da ortalama %90 {izerindedir. Bunun nedeni, diisiik
hidroliz derecesindeki PPP30 misellerin DNA’y1 tamamen kondanse edebilmesi ve
polimer zinciri {iizerindeki tiim PEI bloklarina ait katyonik yiikkin DNA ile
gizlenebilmesinden kaynaklidir [93]. Sekil 3.45b’de goriildiigl iizere, BikDD yiiklii PPP
60 misellerin N/P 8’den N/P 30’a degisen formiilasyonlar1 ile muamele edilen MCF-7
hiicrelerindeki canliliklarinin  %79’dan  %56’ya, bos PPP60 misellerin artan N/P
oranlarindaki konsantrasyonlar1 ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinde canliligin
%93’ten %76’ya azaldig1 gozlenmis olup, elde edilen bu sonuglar, PPP60 miseller ve
misel/gen komplekslerinin artan N/P oranlarinda hiicre canliligimi azaltict etkiye neden
oldugunu ortaya koymustur. PPP60 misel/BikDD gen yiiklii miseller ile muamele edilen
MCF-7 hiicrelerin % canliligi, ¢iplak BikDD geni muamele edilmis kontrol grubu ile
kiyaslandiginda N/P 20 ve N/P 30 oranlar1 arasinda anlamli fark bulunmustur (*p<0,05).
Bu bekledigimiz bir sonu¢ olup, artan N/P oranlarinda toksisitenin arttigini ifade
etmektedir. Ayni N/P oranlarindaki bos PPP60 miseller ile gen yiikli miseller
kiyaslandiginda formiilasyonlar arasinda istatistiksel ag¢idan anlamli fark bulunmustur
(*p<0,05). Sekil 3.45d’de goriildigi tizere, MDA-MB-468 hiicrelerine uygulanan bos
PPP60 miseller ile PPP60 misel/BikDD gen komplekslerinin canliliklar1 arasinda anlamli
fark bulunmamakla birlikte (*p>0,05), gen yiiklii komplekslerin tiim N/P oranlari, kontrol
grubu olan pEGFP-BikDD’ye gore anlamli fark gostermistir. Sonuglar formiilasyonlarin
artan N/P oranlarinda, MDA-MB-468 hiicrelerinin canliliklarmi azalttigini, buna ragmen
en yiiksek N/P oraninda dahi hiicrelerde ortalama %80 oranimnda canlilik gosterdigini
ortaya koymustur. Bu bulgular, hiicre tipine bagli olarak formiilasyonlarin hiicreler
tizerindeki toksik etkisinin degistigini ortaya koymus olup [87, 232], MCF-7 hiicrelerinin
MDA-MB-468 hiicrelerine gore daha duyarli oldugu tayin edilmistir. Ayrica, sonuglar
hidroliz derecesinin ve N/P oranlarinin hiicre canliligi iizerine etkisi oldugunu gostermistir.
Artan hidroliz derecesine bagli olarak PPP60 misellerini olusturan polimer zincirindeki
PEI molekiil agirhigmimn artisi hiicre canliligimmi azaltmis olup, bu sonuglar literatiir
bulgularini1 destekler niteliktedir [15, 49, 178, 179, 233]. Yiiksek hidroliz derecesinde, blok
kopolimer zinciri tizerindeki PEI bloklarmm terapétik gen ile tam kondensasyonu sonrasi
halen polimer zinciri lizerinde fazladan pozitif yiikiin bulunmasi hiicrelerde toksik etki
olusturmaktadir. Bu bulgular ¢calismamizdaki zeta potansiyel sonug¢larini destekler nitelikte
olup, yiiksek hidroliz derecesindeki PPP60 misellerin, diisiik hidroliz derecesindeki PPP30

misellere gore daha yliksek pozitif zeta potansiyel sergiledigi sonuglar ile uyumludur.
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Fernandes ve arkadaslar1 [15], PEtOx’un kismi hidrolizi ile {i¢ farkli hidroliz derecesinde
(%30, %70 ve %96) sentezledikleri PEtOx-ko-PEI polimeri ile hazirladiklari polimer/DNA
komplekslerinin HelLa hiicrelerindeki 24 saatlik canliliklarmi MTT testi ile analiz
etmislerdir. Arastirmacilar, %30 hidrolize kompleksler ile %65 oraninda canlilik elde etmis
olup, %96 hidroliz derecesindeki kompleksler ile canliligin %44,3’e azaldigini tayin
etmistir. Calismamamiz kapsaminda elde ettigimiz sonuclar, Fernandes ve arkadaslarinin
sonuglari ile uyumlu olup, artan hidroliz derecesinde hiicre canliliginda azalma meydana
geldigini ve polikatyonun negatif yiiklii membranlar ile gii¢lii etkilesimi nedeniyle toksik
oldugunu ortaya koymustur. Benzer bir calisma Lin ve arkadaslar1 [93] tarafindan
yapilmistir. Arastirmacilar, farkli hidroliz derecelerindeki bos P(EOz/El)-b-PEOz-NH;
polimerler ile muamele edilen HeLa hiicrelerinde, artan hidroliz oranma bagl olarak hiicre
canliliklarinda azalma tespit etmislerdir. Ancak arastirmacilar, plazmit DNA ile hazirlanan
polipleks formiilasyonlarinda artan konsantrasyonlarda dahi hiicre canliliginin yiiksek
oldugunu ifade etmislerdir. Bunun nedeni, polipleks olusum sonucu PEtOx’un hidrofilik
kabuk yapisinin PEI’ni ¢ekirdekte tutarak katyonik yiikiiniin gizlenmesi sonucu hiicrelerde

toksisiteye neden olmamasi ile iliskilendirilmistir.

Yiksek toksisitenin yiiksek transfeksiyon etkinligi ile iligkili oldugu ge¢mis caligmalar ile
ortaya konulmustur. Tez ¢alismamizda basarili bir transfeksiyon etkinligi i¢cin kullanilan
PEI polikatyonun toksisitesi giiglii pozitif ylikiinden kaynaklidir [235]. Konvansiyonel 25
kD’lik lineer PEI, gen transfeksiyonu i¢in oldukga yiiksek etkinlikte bir polikatyon olmakla
birlikte, yiiksek toksisite ve biyoparcalanir 6zellikte olmayis1 polimerin dezavantajlarini
olusturmaktadir [213, 235]. Bu nedenle son yillarda, bircok ¢aligmada diisiik molekiil
agirlikli PEI kullanimma odaklanilmistir [233, 236, 237]. Bu diisiinceden yola cikarak,
lineer PEIl’'nin kisitlamalarin1 ortadan kaldirmak ve toksisitesini azaltmak i¢in tez
calismamizda PEtOx’un kismi hidrolizi ile sentezlenen polimer omurgasinda 1400 ve 2800
Da gibi olduk¢a diisiik molekiil agirhiginda lineer PEI iceren blok kopolimerler
kullanilmistir. Sitotoksisite sonuglarimiz literatiirle uyumlu olarak, PEtOx’un hidrolizinin
hiicre canliligmi etkileyen kritik bir faktér oldugunu dogrulamis olup [159], yiiksek
toksisite  sergileyen PPP60 misel/gen komplekslerinin, N/P 30  oranindaki
formiilasyonlarinin meme kanseri hiicrelerini daha yiiksek etkinlikle transfekte edebilme

yeteneginde olacagini diistindiirmiistiir.
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3.4.2. Misel/pEGFP-BikDD Gen Komplekslerinin MCF-7 ve MDA-MB-468
Hiicrelerine in vitro Transfeksiyonuna iliskin Sonuclar

Transfeksiyon etkinligi ve sitotoksisite, gen tasiyict sistemler icin en Onemli
parametrelerdendir ve artan transfeksiyon etkinliginin yiiksek toksisite ile iligkili oldugu
bildirilmistir. Ayrica, transfeksiyon calismalarinda kullanilacak PEI tasiyan polimerik
tasiyict sistemin konsantrasyonu, transfeksiyonun basarisi agisindan olduk¢a 6nemlidir [89,
206]. Bu nedenle, hiicrelerde toksik etki olusturmayan ancak yiiksek transfeksiyon etkinligi
gosterebilen PEI igceren misel konsantrasyonunun belirlenmesi gerekmektedir. Tez
calismamamizda, transfeksiyon calismalarinda kullanilacak en uygun formiilasyonu
secebilmek amaciyla, daha once bahsettigimiz in vitro sitotoksisite ¢alismalari ile miseli
olusturan blok kopolimerin her bir N/P orani i¢in farkli diliisyon oranlar1 hazirlanmig ve
hiicrelerde toksisite olusturmayan en diisiik konsantrasyon belirlenmistir. Her bir N/P orant
icin ¢aligilan 3 farkli diliisyon oranindan hiicrelerde en yiiksek canliliga neden olan, 1: 8
diliisyon orani se¢ilmistir. Bu nedenle ¢alismamizda 50 pL’de 4pug BikDD olacak sekilde
serumsuz ortamda hazirlanan misel/gen kompleksleri 750 pL kiiltiir ortami igeren

hiicrelere uygulanarak bu toksik olmayan doza diistilmustiir.

Farklt N/P oranlarindaki PPP30 ve PPP60 misel/gen komplekslerinin MCF-7 ve MDA-
MB-468 meme kanseri hiicre hatlarindaki in vitro transfeksiyon etkinligi Bolim 2.2.9.2° de
belirtildigi sekilde serum iceren ve serum igermeyen hiicre kiiltiir ortaminda 48 saat siire
sonunda flow sitometre ile analiz edilmistir. Tez ¢alismamizda, in vitro transfeksiyon
etkinliginin tayini yesil floresan proteini (GFP) kodlayan bir plazmit DNA’nin (pEGFP-
C3) ve plazmit DNA’ya sokulmus terapotik BikDD geninin (pEGFP-BikDD) hiicrelerdeki
ekspresyon diizeyinin belirlenmesi ile gerceklestirilmistir. GFP eksprese eden hiicreler
(GFP+) yiizde olarak ve medyan floresan intensitesi (MFI) olgiilerek ifade edilmistir.
Medyan floresan intensitesi, popiilasyondaki GFP+ hiicrelerin floresan yogunlugunu ifade
etmektedir. Calismamizda, ¢iplak pEGFP-C3 ya da pEGFP-BikDD geni uygulanmis
hiicreler ve formiilasyon uygulanmamis hiicreler kontrol grubu olarak kullanilmistir.
Oncelikle, serumun in vitro transfeksiyona etkisini tayin etmek amaciyla formiilasyonlar
dogrudan serum igeren kiiltiir ortamina ekilmis MCF-7 ve MDA-MB-468 hiicrelerine
uygulanmis ve 48 saat sonunda analiz edilmistir. GFP ekspresyon ve MFI verilerine iligkin

bulgular Sekil 3.46 ve 3.47°de verilmistir.
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Sekil 3. 46. Farkli N/P oranlarindaki PPP30 ve PPP60 misel/pEGFP-C3 ve pEGFP-BikDD
komplekslerinin serumlu ortamdaki MCF-7 hiicrelerine transfeksiyon etkinligi (a ve b)
%GFP ekspresyon (c ve d) Medyan floresan intensite (n=3, X+SS)

Sekil 3.46 a’da, PPP30 ve PPP60 misellerin terapotik gen igermeyen pEGFP-C3 ile
kompleks formiilasyonlarm MCF-7 hiicre hattindaki %GFP ekspresyonuna ait sonuglar
verilmigtir. Ciplak pEGFP-C3 uygulanan hiicrede %5,5 oraninda ekspresyon elde edilmis
olup, en diisiik N/P 8 orani ile PPP30 formiilasyonu i¢in dahi ekspresyon orani %9,6,
PPP60 formiilasyonu i¢in ise %6,4 olarak tayin edilmistir. PPP30 formiilasyonu ile en
yiksek N/P 30 oraninda ise GFP ekspresyonu %13,2+0,0’de kalirken, PPP60
formiilasyonunda bu oran ¢ok daha yiiksek %47,2+0,0 olarak tayin edilmistir. Sekil
3.46b’de verilen terapotik gen yiikli misellerin MCF-7 hiicresindeki 48 saatlik
transfeksiyon analizleri, pEGFP-C3 yiikli miseller ile benzer sonuglar elde edildigini
gostermistir. Ciplak pEGFP-BikDD ile muamele edilen hiicrelerde GFP ekspresyonu %8
oraninda iken, en yiiksek N/P 30 oranindaki PPP30/BikDD kompleks miselleri ile GFP
ekspresyonu %11, PPP60/BikDD kompleks miselleri ile ise %44 oraninda GFP
ekspresyonu tayin edilmistir. Artan hidroliz derecesi ve N/P oranlar1 ile paralel olarak

formiilasyonlarin hiicrelerdeki transfeksiyon etkinlikleri de artis sergilemistir. Tum
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sonu¢lar MFI degerleri ile desteklenmis olup, kontrol ile kiyaslandiginda en yiiksek N/P
oraninda, en yiiksek MFI elde edilmistir.
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Sekil 3. 47. Farkli N/P oranlarindaki PPP30 ve PPP60 misel/pEGFP-C3 ve pEGFP-BikDD
komplekslerinin serumlu ortamdaki MDA-MB-468 hiicrelerine transfeksiyon etkinligi a ve
b) %GFP ekspresyon (¢ ve d) Medyan floresan intensite (n=3, x+SS)

Sekil 3.47a ve b’de goriildigi iizere, formiilasyonlarin serumlu ortamda MDA-MB-468
hiicreleri tizerindeki transfeksiyon etkinligi, MCF-7 hiicrelerine gore anlamli oranda diisiik
bulunmustur. Her iki pEGFP-C3 ve pEGFP-BikDD yiiklii PPP60 miseller ile en yiiksek
N/P 30 oraninda dahi sirasiyla %8 ve %2,5 GFP ekspresyonu tayin edilmistir. PPP30
formiilasyonlarn MDA-MB-468 hiicrelerindeki transfeksiyon etkinligi tiim N/P
oranlarinda kontrol grubu hiicreleri ile aynidir, bu nedenle serum igeren ortamda PPP30
misel/gen komplekslerinin etkili bir transfeksiyon ajani olmadigi belirlenmistir. PPP60
misel/gen kompleksleri ise yapisindaki yliksek PEI oranmma ragmen serumlu ortamda
MDA-MB-468 hiicrelerinde diisiik transfeksiyon etkinligi gostermistir. %GFP ekspresyon
sonuglari, MFI degerleri ile dogrulanmistir. Sonuglar, MDA-MB-468 hiicrelerinde %10
serum iceren ortamin formiilasyonlarin gen transfeksiyonunu olumsuz etkiledigini

gostermistir. Ayrica, her iki hiicre hattinda ¢iplak pEGFP-C3 ve pEGFP-BikDD gen
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uygulamasi sonucu transfeksiyonun c¢ok diisiik bulunmasi tastyici bir sistem olmadan

DNA’nin hiicre ¢ekirdegine aktarilmasinin miimkiin olmadigini ortaya koymustur [52].

Serum ortami, transfeksiyonun basarisini etkileyen onemli parametrelerden biridir. Serum
proteinleri gen tastyict sistemlere baglanarak partikiillerin yiikiinii ndtrlemekte ve boylece
agregasyona yol agarak transfeksiyonu engellemektedir [51, 205]. Ancak ¢alismamizdaki
transfeksiyon sonuglari, PPP60 misel/gen komplekslerinin artan N/P oranmna bagli olarak
%10 serum ortaminda dahi MCF-7 hiicrelerinde yiiksek transfeksiyon etkinligi gosterdigini
ortaya koymustur. Bununla birlikte, PPP30 misel/gen kompleksleri MCF-7 hiicrelerinde
diisiik transfeksiyon gostermis olup, PPP60 miselleri ile kiyaslandiginda, N/P 20 ve 30
oranlarinda formiilasyonlar arasinda anlamli fark elde edilmistir (*p<0,05). Bu bulgu,
hidroliz derecesinin transfeksiyon iizerindeki etkisini net bir bicimde ortaya koymustur.
Ayrica PPP60 misel/gen kompleksleri ile MDA-MB-468 hiicrelerinde, MCF-7 hiicrelerine
gore daha diisiik transfeksiyon etkinligi elde edilmesi, gen transfeksiyonun hiicre tipine
bagli oldugunu diistindiirmiistiir. Yin ve arkadaslar1 [239], PEI igeren partikiillerin pDNA
transfeksiyon etkinliklerini serum varliginda MCF-7 hiicreleri ve MDA-MB-231
hiicrelerinde degerlendirmistir. Sonuglar tez ¢alismamizi dogrular nitelikte olup MDA-
MB-231 hiicrelerine aktarimmn MCF-7 hiicrelerine gore diisik oldugunu ve aktarim

etkinliginin hiicre tipine gore farklilik gosterdigini ortaya koymustur.

Serum ortamindaki transfeksiyon analizlerine ait tiim sonuglar degerlendirildiginde, PPP60
misel/gen komplekslerinin her iki hiicre hattindaki gen transfeksiyonu, yiiksek PEI hidroliz
orani ve misel kabugunu olusturan PEtOx’un yiiksek hidrofilik yapis1 nedeniyle serum
proteinlerine dayanikli oldugunu, opsonizasyondan korunma yetenegine sahip, stabilitesi

yiiksek basarili bir gen tasiyici sistem olabilecegini kanitlamstir.

Serumlu ortamdaki ¢alismalar sonrasinda, PPP30 ve PPP60 misel/pEGFP ve misel/BikDD
gen komplekslerinin serum icermeyen ortamdaki transfeksiyon etkinlikleri 48 saat sonunda
MCF-7 ve MDA-MB-468 hiicrelerinde degerlendirilmis ve %GFP ekspresyon ve MFI

sonuglar1 Sekil 3.48-3.52 arasinda verilmistir.
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Sekil 3. 48. Farkli N/P oranlarindaki (a)PPP60 ve (b)PPP30 misel/pEGFP-C3 kompleksleri
ile muamele edilen serum igermeyen ortamdaki MCF-7 hiicrelerinin GFP ekspresyonlarina
ait flow sitometre histogrami (¢c) Medyan floresan intensite (n=3, X+SS)

Sekil 3.48 a ve b’de gorildiigii lizere kontrol grubu olarak kullanilan, formiilasyon
uygulanmayan MCF-7 hiicrelerinde diisiik floresan ekspresyonu elde edilmis olup, her iki
formiilasyonda artan N/P oranina bagl olarak kontrole gore piklerde saga dogru kayma
gozlenmistir. Ancak PPP30 misel/gen komplekslerinin farkli N/P oranlarindaki pik
kaymalar1 kontrol grubuna yakinlik gostermistir. Kontrol grubu pEGFP-C3 formiilasyonun
GFP ekspresyonu %1,6 oraninda olup, PPP30 misel/pEGFP-C3 yiiklii misellerin MCF-7
hiicrelerindeki %GFP ekspresyonu en yiiksek N/P 30 oraninda dahi %35,1°dir. PPP60
misel/pEGFP-C3 ile ise en yiiksek N/P 30 oraninda hiicrelerde %44,6 oraninda GFP
ekspresyonu elde edilmistir. MFI degerleri incelendiginde ise, PPP60 misel/pEGFP
kompleksleri ile N/P 30 oraninda kontrol grubuna gére MCF-7 hiicrelerinde 30 kat fazla
floresans yogunlugu, N/P 20 oraninda ise 20 kat fazla floresans yogunlugu elde edilmistir.
Bu durum artan N/P oranina bagl olarak hiicrelerin GFP ekspresyonlarinda artis meydana
geldigini ortaya koymustur. Bu bulgular literatiir verilerini dogrular nitelikte olup, Gaspar

ve arkadaglarmin, PEtOx-PLA-g-PEI blok kopolimeri ile yaptiklar1 ¢calismada bu blok
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kopolimerler ile hazirladiklar1 misellerin artan N/P oranlarinda kiictik halkasal DNA’y1
MCEF-7 hiicrelerine yiiksek etkinlikte aktardiklarini ortaya koymusladir. Arastirmacilar en
yiiksek N/P oraninda en yiiksek gen ekspresyonu (%50) gézlemislerdir [179].
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Sekil 3. 49. Farkli N/P oranlarindaki PPP30 ve PPP60 misel/pEGFP-BikDD

komplekslerinin serum igermeyen ortamdaki MCF-7 hiicrelerine transfeksiyon etkinligi (a)
GFP ekspresyon (b) Medyan Floresan intensite (n=3, x+SS)

Sekil 3.49’da goriildiigii tizere terapotik BikDD geni yiikli PPP30 ve PPP60 misellerin
MCF-7 hiicrelerindeki gen transfeksiyon etkinlikleri pEGFP-C3 yiiklii miseller ile benzer
sonuglar gostermistir. Diisiikk hidroliz derecesindeki PPP30 misellerin gen aktarim
etkinlikleri PPP60 misellere gore oldukea diisiik bulunmustur. PPP60 misellerin artan N/P
oranlarinda hiicrelere yiiksek oranda BikDD genini aktardigi GFP ekspresyonlarinda
meydana gelen artis ile tayin edilmistir. Ciplak pEGFP-BikDD geninin MCF-7
hiicrelerindeki GFP ekspresyonu %0,5 olarak olduk¢a diisiiktiir. PPP30 misellerin gen
aktarim etkinligi artan N/P oranlarinda dahi diisikk bulunmus olup, en yiiksek N/P 30
oraninda pEGFP-BikDD genini hiicrelere %6,3 oraninda, PPP60 misellerin ise %35
oraninda yliksek bir etkinlik ile aktardig tayin edilmistir. Ayrica formiilasyonlarm N/P20
ve N/P30 oranlarindaki gen ekspresyonlar1 arasinda anlamli fark gozlenmistir (*p<0,05).
Bu fark, artan N/P oranlarinda PPP60 misellerin, PPP30 misellere gore MCF-7 hiicrelerine
yiiksek etkinlikte gen aktarmmi gerceklestirdigini istatistiksel olarak da ortaya koymustur.

N/P 30 oranindaki PPP30 ve PPP60 miseller ile aktarilan genlerin MCF-7 hiicrelerindeki
GFP ekspresyon sonuclari, karsilastrmali olarak Sekil 3.50’deki flow sitometre

histogramlarinda 6zetlenmistir.
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Sekil 3. 50. (a) pEGFP-BikDD (b) pEGFP-C3 yiiklii N/P 30 orandaki PPP30 ve PPP60
misellerin MCF-7 hiicrelerindeki gen ekspresyonlarina ait flow sitometre histogramlar1

Sekil 3.50°de gorildiigii tizere, kontrol grubu (gri) olarak formiilasyon uygulanmayan
hiicrelerde diisiik floresan ekspresyonu gézlenmistir. PPP30 misel/gen kompleksleri (mavi)
uygulanan hiicrelerde kontrol grubuna yakin diisiik ekspresyon tayin edilmis, kirmizi ile
gosterilen PPP60 misel/gen kompleksleri uygulanan MCF-7 hiicrelerinde ise yiiksek

floresan ekspresyonu tayin edilmistir.

Ayrica Sekil 3.47° de verilen formiilasyonlarin serumlu ortamdaki gen transfeksiyon
sonuglary, serum igermeyen ortamdaki sonuglar ile karsilagtirilmis ve en yliksek
transfeksiyon etkinligi sergileyen N/P 30 oranindaki komplekslerin serum ortamindaki gen

aktarim basarisi tayin edilmistir. Karsilagtirma sonuglar1 Sekil 3.51°de verilmistir.
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Sekil 3. 51. (a) PPP30-pEGFP (b) PPP60-pEGFP formiilasyonlarinin %10 serum iceren ve
serum icermeyen ortamdaki floresan ekspresyonlarina ait flow sitometre histogramlari
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Sekil 3.51°de gorildigi tizere komplekslerin %10 serum igeren ve serumsuz ortamdaki
floresan ekspresyon histogramlari iist tiste ¢akismistir. Bu sonug, en yiiksek N/P oraninda
her iki PPP30 ve PPP60 komplekslerinin serumlu ve serumsuz ortamda pEGFP-C3’u
MCEF-7 hiicrelerine benzer floresan ekspresyon orani ile aktarabildigini gostermistir. Ancak
PPP60-pEGFP kompleksleri ile muamele edilen hiicrelerdeki floresan ekspresyonu,
serumlu ortamda %44, serumsuz ortamda ise %47 oraninda olduke¢a yiiksek iken, PPP30-
pEGFP kompleksleri ile bu oranin %5,1 ve 13,2 olarak olduk¢a diisiikk bulunmustur.
Sonuglar, PPP60 misel formiilasyonlarinin en yiiksek N/P 30 oraninda, %10 serum
ortaminda dahi MCF-7 hiicrelerine geni yliksek etkinlikte aktardigini ve gen tasimadaki
basarisint ortaya koymustur. Bu bulgular, PPP60 formiilasyonun in vivo calismalarda
yiikksek serum stabilitesi nedeniyle kan dolasiminda uzun siire kalabilecegini isaret

etmektedir.

Ayn1 zamanda, PPP30 ve PPP60 misel/gen komplekslerinin gen transfeksiyon etkinlikleri,
tez ¢alismamiz kapsaminda c¢alisilan diger bir hiicre hatti olan MDA-MB-468 hiicrelerinde
degerlendirilmistir (Sekil 3.52)

Sekil 3.52 a ve b’de goriildigt tizere, MDA-MB—468 hiicreleri ile serumsuz ortamda
yapilan transfeksiyon calismalar1 sonuglarma goére, PPP30 ve PPP60 misel/pEGFP
kompleksleri uygulanan hiicrelerde artan N/P oranlarma bagli olarak hiicrelerdeki GFP
ekspresyonu artmistir. PPP30 misel/pEGFP kompleksleri ile N/P 8 oraninda neredeyse
ciplak pEGFP-C3’ye esit oranda %15,6 GFP ekspresyonu elde edilmis olup, N/P 30
oranindaki formiilasyonlar ile muamele edilen hiicrelerdeki transfeksiyon etkinligi, N/P
oranindaki artisa bagl olarak %31,2 GFP ekspresyonu ile sonuclanmistir. PPP30
misel/pEGFP kompleksleri ile PPP60 misel/pEGFP kompleksleri kiyaslandiginda, N/P 20
ve N/P 30 oranlarinda anlamli bir fark bulunmamaktadir (*p>0,05). Bu sonuglar PPP30 ve
PPP60 misellerin MDA-MB-468 hiicrelerindeki transfeksiyon etkinliklerinin benzer
oranda oldugunu ortaya koymustur. BikDD yiiklii PPP30 miseller ile ayn1 sekilde artan
N/P oranlarinda hiicredeki gen ekspresyonunda artis tayin edilmistir. Yine PPP60
misel/gen kompleksleri ile muamele edilen hiicrelerde en yiiksek N/P 30 oraninda
hiicrelerde ortalama %32,8 orani ile en yiiksek GFP ekspresyonu tayin edilmistir. Ancak
formiilasyon uygulanan hiicrelerdeki medyan floresan intensitelerinin tiim N/P oranlarinda
dahi kontrol grubu ile anlamli bir fark gdstermedigi belirlenmistir. GFP eksprese eden

hiicre yiizdesi yiiksek olmakla birlikte, hiicrelerdeki floresan yogunluklari homojendir.
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Sekil 3. 52. Farkli N/P oranlarindaki PPP30 ve PPP60 misel/pEGFP-C3 ve pEGFP-BikDD
komplekslerinin serum igermeyen ortamdaki MDA-MB-468 hiicrelerine transfeksiyon
grafikleri (¢ ve d) GFP ekspresyon(e ve f)

etkinligi (a ve b) Flow sitometre histogram
Medyan floresan intensitesi (n=3, X£SS)

Tim sonuglar degerlendirildigine, yiliksek hidroliz derecesindeki PPP60 misellerin yiiksek
N/P oraninda terapotik geni serumsuz ortamda her iki hiicre hattina da basarili bir sekilde
aktarabilme yeteneginde oldugunu gostermekle birlikte, hiicre tipine bagh olarak GFP

ekspresyonlarinda farklilik gézlenmistir. MDA-MB-468 hiicre hatti, ticlii negatif meme
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kanseri hiicre modelindedir ve PC hiicre kaynakli biiytime faktorii (PCDGF, epitelin /
graniil prekiirsorii) eksprese ettiginden dolayi, daha tiimorojenik ve agresif bir kanser
hiicresidir [240]. Ayrica bu hiicrelerin duplikasyon siiresinin 47 saat oldugu literatiirde
belirtilmistir [241]. Hiicrelerin bu 6zelligi nedeniyle, komplekslerin etkili transfeksiyonu
belirli oranlarda kisitlanmig olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu sonuglar sitotoksisite
sonuglar1 ile uyumluluk sergilemis ve yiiksek toksisitenin yiiksek transfeksiyona yol agtig1
gorlistinii dogrulamistir. Bu baglamda, blok kopolimerin PEI igerigi basarili bir gen
transfeksiyonu i¢in olduk¢a dnemli bir faktordiir, ¢linkii bilindigi tizere, PEI proton siingeri
etkisi ile endozomdan kagisi kolaylastirarak genin niikleusa aktarimini kolaylastirmaktadir

[92, 206].

Jeong ve arkadaglari, %88 oraninda hidrolize lineer PEI'nin en yiiksek N/P oraninda
hiicrelerde en yiiksek transfeksiyon etkinligi sergiledigini ortaya koymuslardir. En diisiik
hidroliz derecesinde (%55) transfeksiyon sonucu lusiferaz protein ekspresyonu %2
civarinda iken, %88 hidroliz derecesindeki blok kopolimer ile gen aktarim sonucu
hiicrelerdeki ekspresyon %7,5 oranina yiikselmistir. Arastirmacilar ayn1 zamanda polimer
omurgasinda artan PEI molekiil agirliginin hiicrelerde toksisiteye neden oldugunu

belirtmiglerdir [50].

Benzer bir calismada, Fernandes ve arkadaglari [15], PEtOx’un hidrolizi ile 3 farkli
hidroliz oraninda (%30, %70 ve %96) PEI iceren polimerler ile 5 pg PB-galaktosidaz
kodlayan plazmit DNA’y1 komplekslestirmis ve HelLa servikal karsinoma hiicrelerindeki
transfeksiyon etkinligini incelemistir. Sonuglar, artan hidroliz derecesinde %96 oraninda
PEI igeren komplekslerin artan N/P oraninda en yiiksek transfeksiyon etkinligi
sergiledigini gostermistir. %30 hidrolize polimer ile en yiiksek N/P 100 oraninda
hiicrelerde %5’in altinda ekspresyon, %96 hidrolize polimer ile ayn1 N/P oraninda 4 kat
fazla ekspresyon elde edilmistir. Ancak, bu hidroliz derecesindeki polimerler ile muamele
edilen hiicrelerin canliliklarinda azalma goézlenmistir. Arastirmacilar, hidroliz derecesi ve

PEI miktarmin hiicre transfeksiyonu ve toksisite tizerindeki etkisini ortaya koymuslardir.

Gaspar ve arkadaslari[179] benzer yapidaki polimerler ile hazirladiklar1 miselpleksler ile
MCEF-7 hiicrelerinde %50 oraninda GFP + hiicre elde etmislerdir. Tez c¢alismamiz

sonuglarmm tiim bu bulgular1 dogrular nitelikte oldugu gosterilmistir.

PPP30 misellerinin her iki serumlu ve serumsuz ortamda MCF-7 hiicrelerine gen aktarim

etkinligi yok denecek kadar azdir. Bununla birlikte diisiik hidroliz derecesinde PEI
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icermesine ragmen PPP30 misellerin MDA-MB-468 hiicrelerine gen aktarimi serumsuz
ortamda yiiksek olup, serumlu ortamda hiicrelerin kompleksler ile transfeksiyonu diisiik
bulunmustur. Bu bulgu, MDA-MB-468 hiicrelerinin, serumsuz ortamda PPP30 misellerin
diistik PEI hidroliz oran1 kaynakl1 diisiik katyonik yiik ile diistik toksisiteye ragmen yiiksek
transfeksiyon etkinligine sahip oldugunu gostermistir. Jeong ve arkadagslari hiicre tipine
bagli olmakla birlikte, diisik molekiil agirhiginin toksisiteye yol agmadan yiiksek

transfeksiyona neden olabilecegini gostermistir [50].

Ayrica gen transfeksiyon ¢alismalari sonuglarinda bir nokta dikkat ¢ekmistir. Her iki
serumlu ve serumsuz ortamda, terapotik BikDD gen yiiklii miseller ile uygulama sonrasi
elde edilen MFI sonuclari, pEGFP yiiklii misellerin gen aktarimi ile elde edilen MFI
sonuclar ile kiyaslandiginda diisiik bulunmustur. Plazmit haritalar1 incelediginde BikDD
geninin pEGFP-C3 plazmit dizisi izerinde GFP ekspresyonundan sorumlu gen dizisine ait
bir bolgeye sokuldugunu ve bu ¢akigmadan kaynakli olarak pEGFP- BikDD geninin GFP
ekspresyonun engellenmesine bagli olarak hiicrelerdeki floresan yogunlugunun diismesine

yol a¢t1g1 tayin edilmistir.

Ozetle elde edilen tiim sonuglar, gen transfeksiyon etkinliginin hiicre tipi, N/P oran1 ve
polimer omurgasi tizerindeki PEI’nin hidroliz derecesine bagli oldugunu ortaya koymustur.
PPP60 misel/gen kompleksleri, yiiksek PEI hidroliz derecesi, diisiik boyutu, yiiksek zeta
potansiyeli ve stabilitesi gibi 6zellikleri ile terapdtik geni siki bir sekilde paketleyerek
niikleusa basarili bir sekilde ulastirabilmistir. Yiiksek pozitif yliklii miseller terapotik gen
ile sik1 kompleksler olusturarak transfeksiyonun artmasina neden olmustur. Ayrica PPP60
misellerin ytiksek katyonik yiikii nedeniyle negatif yiikli membranlar ile etkilesiminin
fazla olmasi da transfeksiyonun yiiksek olmasi ile sonu¢lanmistir. Yiiksek hidroliz
derecesine ragmen PPP60 misellerin yapisindaki 2800 Da molekiil agirligindaki PEI, pek
cok literatiire gore cok diisiik molekiil agirligindadir ancak %44’iin lizerinde sergiledigi
transfeksiyon etkinligi, sistemin basarisini ortaya koymustur. Bu bulgular 1s18inda, tez
calismamizda kullanilan PPP60 misel/gen komplekslerinin 6zellikle meme kanseri
tedavisinde in vitro ve in vivo uygulamalar i¢in umut verici gen tastyici ajanlar olabilecegi

gosterilmistir.

3.4.3. Flow Sitometre Analizi ile Ge¢c Apoptozise Bagh Oliimiin Degerlendirilmesi
Tez calismamizda, iki farkli hidroliz derecesindeki PPP30 ve PPP60 misellerin terapotik
proapoptotik BikDD genini meme kanseri hiicrelerine aktarmmi sonucu hiicrelerdeki gec

apoptoz kaynakli 6liim, yeni bir canlilik boyasi olan DRAQ-7™ ile 599/644 nm
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maksimum eksitasyon, 694 nm maksimum emisyonda flow sitometre araciligiyla tayin
edilmistir. DRAQ-7™ boyast ge¢ apoptoz kaynakli 6liimiin tayininde avantajl 6zellikleri
nedeniyle son yillarda geleneksel olarak apoptoz tayininde kullanilan propodiyum iyodiire
(PI) gore tercih edilmektedir. DRAQ-7™ membran bitiinliigli bozulmamis hiicrelere
giremez ve gercek zamanl tayini kolaydir. DRAQ-7™ boyasinin canli hiicre membranini
gecemedigi fakat permeabilitesi yiiksek hiicreleri hizlica gegerek niikleer DNA’y1
isaretledigi belirtilmistir. Bu nedenle apoptoz, nekroz ve 6lim kaynakli hiicre membran

permeabilizasyonu ile 6lii hiicrelerin tayininde belirteg olarak islev gormektedir [230, 241].

Tez c¢alismamizda, pEGFP-BikDD geni ile kompleks miseller, Bolim 2.2.9.2°de
belirtildigi sekilde MCF-7 ve MDA-MB-468 hiicrelerine uygulanmis ve transfeksiyon
etkinligi flow sitometre ile analiz edilmistir. Analiz sirasinda sadece GFP eksprese eden
(GFP+) hiicreler igerisinde DRAQ-7™ (+) hiicrelerin yiizdesi, P10 alanin ¢izilmesi ile
belirlenmis olup, DRAQ-7™ (+) hiicreler 6lii hiicreleri ifade etmektedir. Bu nedenle, alan
icerisinde kalan hiicreler sadece terapotik genin aktarildigi ve ge¢ apoptoza bagl 6liimiin
meydana geldigi hiicrelerin yiizdesini ifade etmektedir. BikDD gen yiiklii misellerin meme
kanseri hiicrelerindeki ge¢ apoptoz kaynakli 6lim orani, terapdtik BikDD geni tasimayan
pEGFP-C3 yiiklii miseller ile muamele edilen (kontrol grubu) hiicrelerdeki 6liim orani ile
kiyaslanarak tayin edilmistir. MCF-7 ve MDA-MB-468 hiicrelerinde, DRAQ-7™
analizine baglh apoptoz kaynakli 6liim sonuglar1 Sekil 3.53 ve Sekil 3.54’de verilmistir.

DRAQ-7™ ile hiicre 6liimiiniin belirlenmesi, GFP + hiicrelerin tayini ile es zamanli olarak

gerceklestirilmistir.
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Sekil 3. 53. pEGFP-BikDD ve pEGFP-C3 yiiklii PPP30 ve PPP60 miseller ile muamele
edilen MCF-7 hiicrelerin DRAQ-7 analizine bagl apoptoz kaynakli % oliimii (n=3, X£SS)

PPP30 ve PPP60 misel/gen komplekslerinin MCF-7 hiicre hattindaki apoptotik etkisi

degerlendirildiginde, PPP30 misel/gen kompleksleri ile muamele edilmis hiicrelerdeki
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DRAQ-7™ + hiicrelerin yiizdesi kontrole yakin bulunmustur. N/P 8 oranindaki PPP30
misel/BikDD gen kompleksleri, MCF-7 hiicrelerini %38,6 oraninda, kontrol grubu miseller
ise (pEGFP-C3 vyiiklii) %25,5 oraninda 6ldiirmiistiir. N/P oranindaki artisa bagli olarak
DRAQ-7™ + ¢l hiicrelerin sayis1 azalmis ve N/P 30 oranindaki pEGFP-C3 yiiklii
miseller ve terapotik gen yiiklii miseller hiicreleri %7 oraninda 6ldiirmistiir. Kontrol grubu
miseller ile terapotik gen yiikli misellerin tiim N/P oranlarindaki sonuglari arasinda
anlamli bir fark bulunamamistir (*p>0,05). PPP60 misel/BikDD gen kompleksleri ise
kontrol grubu miseller (%15 6liim) ile kiyaslandiginda N/P 10 oraninda MCF-7 hiicrelerini
%45,5 gibi yiiksek bir oranda oldiirmiistiir. Aradaki fark, MCF-7 hiicrelerinde %30
oraninda BikDD kaynakli 6liim meydana geldigini ortaya koymustur. Bu oran N/P 30

oraninda %26,7’ye diismekle birlikte kontrol misellere gore 2 kat fazla 6lum tayin

edilmistir.
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Sekil 3. 54. pEGFP-BikDD ve pEGFP-C3 yiiklii PPP30 ve PPP60 miseller ile muamele
edilen MDA-MB-468 hiicrelerin DRAQ-7 analizine bagli apoptoz kaynakl1 % 6liimii (n=3,
x£SS)

Sekil 3.54°de verilen MDA-MB-468 hiicre hattindaki analiz sonuglar1 PPP30 misel/BikDD
komplekslerinin, kontrol grubu miseller ile benzer sonuglar gosterdigini ortaya koymustur.
PPP30 misel/BikDD komplekslerinin N/P 10, 20 ve 30 oranlarindaki formiilasyonlari ile
muamele edilmis MDA-MB-468 hiicrelerindeki 6liim orani, formiilasyon uygulanmamis
kontrol hiicrelerinin 6liim oranina yakimn olup anlamli bir fark bulunamamistir (*p>0,05).
PPP30 misellerin N/P 8 oranindaki pEGFP ve pEGFP-BikDD yiiklii formiilasyonlar: ile
muamele edilen hiicrelerde % 6lim agisindan anlamli bir fark elde edilmesine ragmen
standart sapmalar1 yliksek oldugundan, % 6liim oran1 6nemsiz bulunmustur. PPP60 misel
/BikDD gen komplekslerinin N/P 20 formiilasyonlari, MDA-MB-468 hiicrelerini %30
oraninda, pEGFP yliiklii miseller ise %20 oraninda 6ldiirmiis olup, aradaki fark, BikDD

geni yiikli misellerin %10 oraninda hiicresel 6liime neden oldugunu ortaya koymustur.
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N/P 30 oranindaki miseller ile muamele edilen MDA-MB-468 hiicrelerinde apoptoza bagl
% olimii ilging bir sekilde diismiis ve kontrol grubu miseller ile yakin sonuclar elde
edilmistir.

Literatiir bulgular1 incelendiginde BikDD geninin meme kanseri hiicrelerindeki apoptoza
baglh 6lim etkinliginin hiicre hattina bagli olarak, ¢ok yiiksek oranda olmadigi tayin
edilmistir. Arastirmacilar, BikDD etkinliginin hiicre hattina bagli olmakla birlikte 6lim
oranint MCF-7 hiicrelerinde %20-%35 civarinda [34, 35], MDA-MB-468 [243]
hiicrelerinde ise %13 gibi diisikk oranda oldugunu ortaya koymustur. Bu bulgular ile
kiyaslandiginda analiz sonuclarimiz literatiir ile tam anlamiyla uyumludur. Ozellikle
PPP60 misel/gen komplekslerinin kontrol grubu misellere gére MCF-7 hiicrelerine BikDD
genini basarili bir sekilde aktardigini ve kontrol misellere gore daha yiiksek oranda
apoptoza neden oldugunu gostermistir. Bu bulgular daha once gergeklestirdigimiz
transfeksiyon analiz sonuglarini destekler niteliktedir. Her iki hiicre hattinda, PPP30
misel/BikDD komplekslerinden kaynakli ge¢ apoptoza bagh oOliimiin disiik olmasi,
transfeksiyon etkinliginin diisik olmasma bagl olarak dusiik bulunmustur. Yiiksek
transfeksiyon etkinligi gosteren PPP60 miseller ise MCF-7 hiicrelerini daha yiiksek oranda
oliime siiriiklemistir ancak ilging bir sekilde, beklendigi gibi en yiiksek N/P oranlarinda

yiiksek hiicre 6liimii elde edilememistir.

BikDD geni meme kanseri de dahil olmak {izere pek ¢ok kanser tiirliniin apoptotik gen
tedavisinde kullanilmaktadir [37, 38, 40]. Bu gen apoptotik etkisini, tirtinii olan BikDD
proteinin kanser hiicrelerinde overeksprese edilen Bcl-2 proteinlerine baglanarak ve
boylece apoptoz yolagini aktive ederek gergeklestirmektedir [35]. Literatiirde, Bcl-2
proteinini diisiik eksprese eden MCF-7 hiicrelerinde, BikDD geninin apoptotik etkinliginin
diistik oldugu ve buna bagli olarak BikDD geni kaynakli apoptototik yolagin bu hiicrelerde
aktif hale gelmedigi ifade edilmistir [244]. Calismamizda N/P 20 ve N/P 30 oraninda 6liim
oraninin diisiik olmas1 bununla iligkili olabilir. Ayrica, apoptoz kaynakli 6limiin yiiksek
N/P oranlarinda diisiik olmasi nekrotik hiicrelerin tayin edilmemesinden kaynakli da
olabilir. Apoptotik BikDD geni uygulamasi sonucu kanser hiicreleri nekroza ugramis
olabilirler ancak tez calismamiz kapsaminda sadece ge¢ apoptoz kaynakli 6lim tayin
edildiginden 6liim orani diisiikmiis gibi gozlenebilir. Calismamizda erken apoptoz ya da
nekrozun tayini i¢in siklikla kullanilan Annexin V-FITC yonteminin tercih edilmemesinin
nedeni, GFP proteinin yesil floresanin, Annexin V-FITC ile ayn1 dalga boyunda 1sima

vermesine bagli olarak floresanlarinda cakisma meydana geleceginden dolayidir. Bu
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nedenle sadece ge¢ apoptozise bagli 6liim c¢alisilmis olup, erken apoptoz ve nekroz
durumundaki hiicrelerin tayininin farkli sonuglarin elde edilmesine neden olabilecegi
diistiniilmektedir. Buna ragmen PPP60 miseller ile en yiiksek N/P 20 ve 30 oranlarinda
dahi kontrol grubu miseller ile kiyaslandiginda hiicrede %11 ile %20 arasinda ile apoptoza
bagli 6liim tayin edilmistir. Elde edilen sonuglar, literatiir bulgular: ile kiyaslandiginda
BikDD geninin hiicrelerdeki apoptotik 6liim etkinligi ile oldukca benzerlik gostermektedir.
Lang ve arkadaslari, VISA caudalin vektor ile BikDD geninin MCF-7 hiicrelerinde %20

oraninda 6liime yol actigini gostermistir [36].

Literatiirlerde belirtildigi tizere, BikDD geninin meme kanseri hiicrelerindeki apoptotik
etkinligi diisiik oldugundan dolay1 genellikle c¢esitli kombine tedaviler ile etkinliginin
artirllmasina yonelik c¢aligmalar mevcuttur. Bunun oOncelikli nedeninin bazi kanser
hiicrelerinde BikDD’ye kars1 direng gelisimi ile iligkili oldugu ifade edilmistir.
Arastirmacilar, 6zellikle ticli negatif meme kanseri modelinde ¢esitli mekanizmalar ile
BikDD geninin hiicredeki stabilitesinin engellenerek yikima ugramasi ve hiicrelerin bu
gene kars1 direng gelistirmesi ile oldugunu ortaya koymustur [32, 242]. Tez ¢alismamiz
kapsaminda kullanilan, MDA-MB-468 hiicre hattt da bu modele 6rnektir. Bu nedenle
calismamizda her iki PPP30 ve PPP60 kompleksin MDA-MB-468 hiicrelerini belirli
oranlarda transfekte edebilmesine ragmen, apoptoza bagl diisiik 6lim goézlenmesinin
nedeni, hiicrelere miseller ile BikDD geninin aktarilabildigini ancak gene kars1 hiicrelerin
diren¢ gelistirmis olmasi ile iliskilendirilmistir. Bu nedenle ¢esitli kombine tedaviler

kullanilarak hiicrelerdeki BikDD geni etkinliginin arttirilabilecegi diistiniilebilir.

Ozetle elde edilen sonuglar, BikDD kaynakli apoptotik etkinin hiicre tipine gore farkliliklar
gostermekle birlikte, PPP60 misel/gen komplekslerinin basarili bir apoptotik gen tedavisi

icin etkili ajanlar oldugunu ortaya koymustur.

3.4.4. Floresan Mikroskop Yontemi ile in vitro GFP Ekspresyonunun Tayin Edilmesi
In vitro transfeksiyon calismalar1 sonucu en yiiksek transfeksiyon etkinligi PPP60
misel/gen kompleksleri ile N/P 20 ve N/P 30 oranlarinda elde edildiginden, GFP +
hiicrelerin ekspresyon analizi bu formiilasyonlar ile her iki MCF-7 ve MDA-MB-468
hiicre hattinda inverted floresan mikroskop ile tayin edilmistir. Hiicreler, kontrol grubu
olarak ¢iplak pEGFP-BikDD geni ve se¢ilen misel/gen formiilasyonlar: ile 48 saat siire ile
inkiibe edilmis ve GFP + hiicreler floresan mikroskop altinda goriintiilenmistir (Sekil 3.55-
Sekil 3.60).
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Kontrol grubu olarak ¢iplak pEGFP-BikDD geni uygulanan her iki hiicre hattinda da
beklendigi tizere GFP ekspresyonu tayin edilmemistir (Sekil 3.55 ve Sekil 3.58). PPP60
misel/gen komplekslerinin farklit N/P oranlari ile muamele edilen MCF-7 hiicre hattindaki
GFP floresan yogunlugu sonuglari, N/P 30 oranindaki formiilasyonlarm N/P 20 oranindaki
formiilasyonlara gore hiicrelerde daha gii¢lii floresan yogunluguna neden oldugunu ortaya
koymustur (Sekil 3.56 ve 3.57). Ayrica, Sekil 3.59 ve 3.60°da verilen MDA-MB-468 hiicre
hattindaki floresan mikroskop sonuglarinda goriildiigii tizere, benzer sekilde N/P 20
oranindaki kompleksler ile muamele edilen hiicrelerde gozlenen floresan yogunlugu, N/P
30 oranina gore ¢ok daha diisik bulunmustur. Bu sonuglar N/P 30 oraninda hazirlanan
formiilasyonlar ile inkiibe edilen her iki hiicre hattinda, floresan yogunlugun yiiksek
oldugunu gostermis olup, hiicrelerdeki floresan yogunlugunun misel/gen komplekslerinin
N/P orant ile 6nemli 6l¢iide baglantili oldugunu ortaya koymustur. N/P oraninda meydana
gelen artis hiicrelerde GFP ekspresyonuna bagli floresan yogunlugunun artmasina neden
olmustur. Elde edilen sonuglar daha onceki flow sitometre analizi ile elde edilen
transfeksiyon etkinligi sonuglarini dogrulamis olup, MCF-7 hiicrelerinin MDA-MB-468
hiicrelerine gore transfeksiyon i¢in ¢ok daha uygun bir hiicre hatti oldugunu ve blok
kopolimerin PEI igeriginin basarili bir gen transfeksiyonu i¢in O6nemli bir parametre

oldugunu ortaya koymustur.
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Sekil 3. 55. Ciplak pEGFP-BikDD geni ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinde 48 saat
inkiibasyon sonrasi elde edilen floresan mikroskop goriintiileri A. GFP eksprese eden
hiicreler (yesil renkli), B. DAPI ile ¢ekirdekleri boyanmis hiicreler ile GFP eksprese eden
hiicrelerin birlestirilmis hali C. MCF-7 hiicre hatt1 151k mikroskobu goriintiisii (Olgek
cubugu 50 pm’dir).
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Sekil 3. 56. N/P 20 oraninda hazirlanan PPP60 misel/BikDD komplekslerinin MCF-7
hiicrelerinde 48 saat inkiibasyon sonrasi elde edilen floresan mikroskop goriintiileri A.
GFP eksprese eden hiicreler (yesil renkli), B. DAPI ile ¢ekirdekleri boyanmis hiicreler ile
GFP eksprese eden hiicrelerin birlestirilmis hali C. MCF-7 hiicre hatt1 151k mikroskobu
goriintiisii (Olgek ¢ubugu 50 pm’dir).
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Sekil 3. 57. N/P 30 oraninda hazirlanan PPP60 misel/BikDD komplekslerinin MCF-7
hiicrelerinde 48 saat inkiibasyon sonrasi elde edilen floresan mikroskop goriintiileri A.
GFP eksprese eden hiicreler (yesil renkli), B. DAPI ile ¢ekirdekleri boyanmis hiicreler ile
GFP eksprese eden hiicrelerin birlestirilmis hali C. MCF-7 hiicre hatt1 151k mikroskobu
goriintiisii (Olgek ¢ubugu 50 pm’dir).
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Sekil 3. 58. Ciplak pEGFP-BikDD geni ile muamele edilen MDA-MB-468 hiicrelerinde 48
saat inkiibasyon sonrasi elde edilen floresan mikroskop goriintiileri A. GFP eksprese eden
hiicreler (yesil renkli), B. DAPI ile ¢ekirdekleri boyanmis hiicreler ile GFP eksprese eden
hiicrelerin birlestirilmis hali C. MDA-MB-468 hiicre hatt1 151tk mikroskobu goriintiisii
(Olgek cubugu 50 um’dir).
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Sekil 3. 59. N/P 20 oraninda hazirlanan PPP60 misel/BikDD komplekslerinin MDA-MB-
468 hiicrelerinde 48 saat inkiibasyon sonrasi elde edilen floresan mikroskop goriintiileri A.
GFP eksprese eden hiicreler (yesil renkli), B. DAPI ile ¢ekirdekleri boyanmis hiicreler ile
GFP eksprese eden hiicrelerin birlestirilmis hali C. MDA-MB-468 hiicre hatt1 151k
mikroskobu goriintiisii (Olcek ¢ubugu 50 pm’dir).
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Sekil 3. 60. N/P 30 oraninda hazirlanan PPP60 misel/BikDD komplekslerinin MDA-MB-
468 hiicrelerinde 48 saat inkiibasyon sonrasi elde edilen floresan mikroskop goriintiileri A.
GFP eksprese eden hiicreler (yesil renkli), B. DAPI ile ¢ekirdekleri boyanmis hiicreler ile
GFP eksprese eden hiicrelerin birlestirilmis hali C. MDA-MB-468 hiicre hatt1 151k
mikroskobu goriintiisii (Olcek ¢ubugu 50 pm’dir).
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Ayrica floresan mikroskop ile elde edilen sonuglar, her iki hiicre hattindaki floresan
yogunluklarmin Image J programi (NIH, ABD) ile kantitatif verilere doniistiiriilmesi ile
desteklenmistir (Sekil 3.61). MCF-7 hiicrelerinde ¢iplak pEGFP-BikDD geni ile aktarim
sonrasi floresan 1s1ma gozlenmemekle birlikte, N/P 30 oranindaki PPP60 misel/gen
kompleksleri, kontrol (¢iplak pEGFP-BikDD) ve N/P 20 oranina gore hiicrelerde ytiksek
floresan yogunlugu gostermistir. Tek yonli ANOVA analizine gére N/P 30 orania ait
kompleksler, kontrol grubu ve N/P 20 oranina gore, istatistiksel agidan anlaml ("p<0.05)
bulunmustur (Sekil 3.61a). MDA-MB-468 hiicrelerinde N/P 30 orami ile transfeksiyon
sonrast elde edilen floresan yogunlugu MCF-7 hiicrelerine gore diisik bulunmustur.
Kontrol pEGFP-BikDD geni uygulanan hiicrelerde floresan yogunlugu neredeyse
gozlenmemekle birlikte, N/P 30 orani ile kiyaslandiginda anlamli fark (*p<0.05) tayin
edilmistir (Sekil 3.61b).
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Sekil 3. 61. N/P 20 ve 30 oranindaki PPP60 misel/gen komplekslerinin transfeksiyonuna
ait GFP ekspresyon floresan yogunlugunun kantitatif analizi a) MCF-7 hiicreleri b) MDA-
MB-468 hiicreleri (Veriler ortalama + S.D ve istatistiksel fark tek yonli ANOVA analizi
ile hesaplanmistir (*p<0.05)).

Calismalar kapsaminda gergeklestirilen tiim analizler, terapotik genin bagarili aktarimi i¢in
PEtOx’un PEI’ye kismi hidrolizinin ve elde edilen hidroliz derecesinin 6nemini ortaya
koymustur. Bu bulgular 1s181nda tez calismamiz kapsaminda gelistirilen PPP60 misellerin,
terapotik bir gen ile etkili misel/gen kompleksleri olusturarak in vitro’da ve potansiyel
olarak in vivo caligmalarda kullanim i¢in uygun umut verici gen aktarim ajanlari

olabilecegi ongoriillmistiir.
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4. SONUC VE ONERILER

Bu doktora tezi kapsaminda gergeklestirilen ¢calismalarin amaci, son 20 yilda biyo uyumlu,
diisiik immiinojenite ve yiiksek fonksiyonel 6zellikte ve suda ¢oziiniir bir polimer olarak
PEG’e alternatif olarak sunulan Poli 2-etil-2-oksazolin polimerin kismi hidrolizi ile iki
farkli hidroliz derecesinde sentezlenen PEtOx-ko-PEI-b-PCL blok kopolimerler ile pasif
hedeflenebilme yetenegi kazandirilmis nanoboyutlu, ideal 6zellikte yeni bir polimerik
misel tabanli gen tasiyict sistemler hazirlamak ve bu miseller sistemlerin apoptotik bir gen
olan BikDD genini yiiksek stabilite ile meme kanseri hiicrelerine aktarimi sonucu gen
tedavisindeki basarisini degerlendirmektir. Calisma kapsaminda katyonik PEI’nin bilinen
yiiksek sitotoksisitesinin, PEtOx’un kismi hidrolizi ile iki farkli hidroliz yiizdesinde (%30
ve %60) PEI iceren PEtOx-ko-PEI-b-PCL blok kopolimerlerden hazirlanan miseller ile
azaltilmasi ve terapotik genin etkinliginin arttirilmasi da hedeflerimiz arasindadir. Kapsami
bu dogrultuda belirlenen tez calismasi sonucunda elde edilen sonuglar ve Oneriler su

sekilde 6zetlenebilir;

—Misellere yiiklenecek BikDD genini tasiyan pEGFP-BikDD plazmitleri basarili bir
sekilde ¢ogaltilarak, yiiksek saflik ve konsantrasyonda elde edilmistir.

—Misel formiilasyonlarinin hazirlanmasmnda kullanilacak olan PEtOX10700)(11300)-6-PCL2100
blok kopolimeri sentezlenip saflastirilarak, 'H-NMR, FT-IR ve GPC karakterizasyonlari
yapilmustir. Karakterizasyon sonucu ideal 6zellikte oldugu belirlenen bu blok kopolimerler
ile ince film hidratasyon yontemi ile bos miseller hazirlanarak gerekli karakterizasyonlar1

gerceklestirilmistir.

—Ince film hidratasyon yontemi, ideal partikiil biiyiikliigii ve dagilimlari agisindan

misellerin hazirlanmasinda etkili bir yontem olarak se¢ilmistir.

—Ideal &zelliklerde miseller olusturabildigi belirlenen PEtOX10700)11300)-b-PCLa210o blok
kopolimerin kismi asit hidrolizi ile iki farkli hidroliz derecesinde %30 ve %60 PEI igeren
PEtOx7500—k0-PEl(%30)1400-0-PCL210o(PPP30)  ve = PEtOx4300—k0-PEl(v60)2800-0-PCL2100
(PPP60) blok kopolimerleri sentezlenmistir. Bunun i¢in, PEtOx-ko-PEI ve PCL bloklar1
ayr1 ayr1 canli katyonik halka a¢ilim polimerizasyonu ile basarili bir sekilde sentezlenerek,

azid-alkin klik kimyas1 (CuAAC) reaksiyonu ile birbirlerine konjuge edilmistir.

—Hidroliz ve konjugasyon reaksiyonlar1, 'H-NMR, FT-IR ve GPC karakterizasyonlari ile
dogrulanmig ve literatiire yeni bir blok kopolimer ile birlikte yeni bir ydntem

kazandirilmstir.

179



—PPP30 ve PPP60 amfifilik blok kopolimerlerin misel olusturma yetenekleri kritik misel
konsantrasyonu (KMK) tayininde kullanilan piren yontemi ile belirlenmistir. Sonuglar, her
iki blok kopolimerin diisiik konsantrasyonlarda suda kendiliginden diizenlenerek misel
yapilarini olusturabildigini ve elde edilen diisik KMK degerleri ile dolagimda seyrelmeye

kars1 son derece dayanikli kalabileceklerini ortaya koymustur.

—Ayrica, PPP30 ve PPP60 blok kopolimerlerin misel olusturma yetenekleri 'H-NMR

yontemi ile analiz edilmis ve sonuglar piren yontemini dogrulamistir.

—PPP30 ve PPP60 blok kopolimerleri kullanilarak ince film hidratasyon yontemi ile bos
miseller hazirlanmig, partikiil biiytikliikleri, zeta potansiyel degerleri ve polidispersite
indeks analizleri yapilmistir. Artan hidroliz derecesine bagli olarak polimer omurgasindaki
PEI blogunun artis1 bos misellerin partikiil boyutunun artmasina ve pozitif yiik ile
yiiklenerek zeta potansiyelinin artmasma neden olmustur. Her iki hidroliz derecesindeki

misel formiilasyonlar1 oldukga dar bir aralikta dagilim (PDI) sergilemistir.

—Pozitif yiiklii PPP30 ve PPP60 bos miseller ile negatif yiiklii DNA’nin elektrostatik
etkilesimi ile farkli N/P oranlarmda misel/DNA (pEGFP-C3 ve pEGFP-BikDD)
kompleksleri hazirlanmus, partikiil biiytikliikleri, zeta potansiyel degerleri ve polidispersite
indeks analizleri yapilmistir. Tim komplekslerin partikiil boyutu 200 nm’nin altinda elde
edilmis olup, misellerin in vivo ¢aligmalar i¢in EPR etkisi ile pasif hedeflenmeye uygun
oldugu gozlenmistir. Yapiya terapotik genin eklenmesi komplekslerin homojen
dagilimlarint etkilememistir. Boylece bos misellere yiiklenen genlerin formiilasyon
yapisinda herhangi bir agregasyona yol agmadigi ortaya konulmustur. Elde edilen sonuglar,
daha yiiksek katyonik yiikii ile PPP60 misellerin PPP30 misellere gore terapotik BikDD
genini, artan N/P oranma bagli olarak daha siki paketleyebilecegini ve negatif ylikteki

hiicre membranlart ile etkilesimlerinin daha yiiksek olabilecegini ortaya koymustur.

—PPP30 ve PPP60 misellerin terapotik BikDD geni ile kompleks olusturma yetenekleri jel
retardasyon analizleri ile degerlendirilmistir. Her iki formiilasyonun belirli N/P oranlarinda
kompleks olusturabilme yetenegine sahip oldugunu ancak yiiksek hidroliz derecesinden
kaynakli olarak serbest amin grubu fazla olan PPP60 misellerin daha diisiik N/P oraninda

geni kondanse ettigi tayin edilmistir.

—Bos ve BikDD gen yiiklii misellerin morfolojik karakterizasyonlart TEM ile analiz
edilmis ve misellerin kiiresel formda ve diizgiin sekilli oldugu tespit edilmistir. BikDD gen

yikli misellerin boyut ve morfolojilerinin, gen yiiklemesinden kaynakli olarak
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degismedigi ve terapotik genin formiilasyonda agregasyona yol a¢madigi ortaya

konulmustur.

—PPP 30 ve PPP60 misel/gen kompleksleri ile yapilan serum ve DNAz-I stabilite
calismalarinin sonuglar1 her iki formiilasyonun belirli oranlarda terapétik geni, serum ve
DNAZz-I uygulamasina kars stabil tutabildigini gosterirken, PPP60 misellerin yiiksek N/P
oranlarinda terapotik BikDD genini basarili  bir sekilde niikleaz ve serum
degradasyonundan koruyabildigi ortaya konulmustur. Bulgular, PEtOx’un sterik bariyer
olusturarak ve N/P 30 oranindaki PPP60 kompleks misellerin ¢evresel etkilesimlerini aza

indirerek PEG’e kars1 alternatif uygun bir polimer oldugu goriisiinii dogrulamistir.

—Hiicresel biyouyumluluk c¢aligmalari, PPP30 ve PPP60 misellerin saglikli fibroblast
hiicrelerinde artan N/P oranlarinda dahi %350 canlilik oranmin korundugunu ve
formiilasyonlarin hiicrelerde sitotoksik degil sitostatik etki olusturdugunu ortaya

koymustur.

—PPP30 ve PPP60 misel/gen komplekslerinin MCF-7 ve MDA-MB—468 hiicrelerindeki
canlilik analiz sonuglart PPP30 komplekslerinin her iki hiicre hattinda toksisiteye neden
olmadigi, PPP60 misellerin yapisindaki PEI oraninin yiiksek olmasina bagli olarak her iki

hiicre hattinda artan N/P oranlarinda canlilig1 az miktar diistirdiigii gozlenmistir.

—7Yeni bir canlilik boyasi (DRAQ-7) kullanimi ile pratik, etkin ve gercek zamanl bir

canlilik analiz yontemi tasarlanarak literatiire kazandirilmastir.

—Transfeksiyon caligmalari, PPP60 misel/gen komplekslerinin, PPP30 komplekslerine
gore artan N/P oranlarinda her iki MCF-7 ve MDA-MB-468 hiicrelerine serum igeren
ortamda dahi BikDD genini yiiksek etkinlikle aktarabildigini ortaya koymus olup sonuglar

floresan mikroskop analizi ile dogrulanmistir.

—Gen transfeksiyon etkinliginin hiicre tipi, N/P orani1 ve polimer omurgasi tizerindeki

PEI’nin hidroliz derecesine bagl oldugu ortaya konulmustur.

—Apoptoz kaynakli 6liim sonuglari, PPP60 misel/gen komplekslerinin hiicre tipine bagli
olarak apoptotik etki gostermekle birlikte, MCF-7 hiicrelerinde BikDD kaynakli 6limii
arttirdig1 ortaya konulmustur. Literatiir bulgulari, BikDD geninin bu hiicrelerdeki apoptotik
etkinliginin viral vektorler ile dahi ¢ok yiiksek olmadigini ifade etmekte olup, tez
calismamiz ile elde edilen bu sonuclarin literatiir ile yiiksek uyumlulukta oldugu

gosterilmistir.
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Bu tez ¢alismasi ile literatiirde ilk defa biyouyumlu bir polimer olan PEtOx’un kismi ile
sentezlenen PEI igeren blok kopolimer ile hazirlanan misellerin meme kanserinin terap6tik
bir gen ile apoptotik gen tedavisi gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar, PPP 60
misellerin terapotik geni yiiksek stabilite ile meme kanseri hiicrelerine basarili bir sekilde
aktarabilen ideal viral olmayan gen aktarim araglari oldugunu ortaya koymustur. Ayrica,
PEtOx’un in vitro ve in vivo uygulamalar i¢in gen tasiyici sistemlerin hazirlanmasinda

PEG’e alternatif olabilme potansiyelinin alt1 ¢izilmistir.

[leriye yonelik olarak verilebilecek oneriler arasinda,

PPP60 formiilasyonun basarisindan dolayr bu misel formiilasyonu kullanilarak klinik

etkinligi yiiksek farkli bir terapotik gen ile gen tedavi ¢alismalarinin yapilmast,

BikDD geninin hiicrelerdeki apoptotik etkinliginin arttirilmasi i¢in, PPP60 misellerin

BikDD geni ile birlikte kombine bir tedavi ajani ile formiilasyonlariin gelistirilmesi

BikDD geninin Bcl-2 proteinini yiiksek diizeyde eksprese eden farkli bir kanser hattindaki

etkinliginin degerlendirilmesi

Formiilasyonlarin aktif hedeflendirme ajanlar1 ile gen tedavisindeki basarisinin in vivo

calismalar ile degerlendirilmesi

Apoptotik yolaklarin incelenmesi bulunmaktadir.
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A new efficient, morveal gene delivery cbonic polymesic micellar system was developed by Recsved 9 Apeil 2008
partial hydrolysts of poly{2-ethyl-2-coazoline) PEilh) with two different bydrolysis percentages of  Fisdsed 13 June 2008

PErO (3% and &0%) ta reduce the disadvantages of the PEL These self-assemble amphiphilic cationic Accepted 15 Juna 2018

micelies prepared from  paly{l-ethyl-2-oxazolinem.:

Folymaid micidle pamial
hydiolyss; FErde: non-viml
et Saleiny

micelles were ake evalusted for their stability n the
@ cytotomcty and transfection efficiency. All our results

proved that owr novel polymeric micellar system prepared by PPPED block copaolymer offer to be an
efficent promising camer for gene delivery applcations. Moreover, these findings contribute 1o design
and aof nowel gene wechors with tunable and functiorality features and also to reduce the

develogment
cytotmacity of PEI by partial hydrolysts of PEtOx an alternative synthesls method to produce linear FEL
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i
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introduction

Gene therapy is a technique to transfer the genes into the
muclei of tarpet cells to replace a mutated gene with a
healthy copy. To pedorm the efficient gene delivery, it is
neceszary 1o develop specific gene carriers that can be safedy
wsed in humans and protect the DNA from nucleases. There
are two approaches to deliver gene effectively to the target
sites [1]. Ini spite of high transfection efficiency of vinal vectors,
because of several intrinskc drawbadie including inherent
immunogenicty, difficulties in repeated administrations, alter-
native nonviral gene delivery systems have become attractive

interest [2-4]. Among them, polymernic polycationic systemns
have recently sttracted more attention with special role in
wariows biomedical applications. Recently, polymeric micelles
derived from block copolymers hawe gained interest as prom-
ising drug and gene defivery vehicles because of wnique mor-
phological behaviour and prolonged ciculstion [5] Block
copalymer micelles with hydrophobic block, hydrophilic black
and cationic block can form self-assembly into a core-shell
structure [§]. This structure serves complexation of negatively
charged DNA with the cationic blodk to form complexes [7].
PEl is 2 widely studied polymer with ahbility to condense

CONTALT i Wiaal e il egmal com @ Depanment of Plamacndcal Technology, Facuhty of Phaimacy, Haconeps Unbasiury, Ankaia

06100, Tuwhery
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THE EFFECT OF PREPARATION METHOD ON SIZE OF POLY
(2-ETHYL-2-0XAZO0OLINE) (PEtOx)-b- POLYCAPROLACTONE (PCL)
POLYMERIC MICELLES

Asl Kara'+, Nalle Ozturk?, 3avgl Guiyuzd, Ozgur Yiimaz:, Asuman Bozkire, Imran Vural

! Denarément of Fiarmaceutica! Technology, Faculy of Fhammecy, Hecetepes Dnbersly, Sihbes, Ankara, Torkey
The insfiude of Sclenoe Department of Nanofechnology and Manomealchre, Hareffeps Universiy, D000, Bayiepe,

G,
m.umruhmnem GEHE’ Lfxieviais Insffue, -l‘l'-l'."q.ﬁelm! Focasy, Turkey
‘Depanment of Fharmaosudical Technoiogy, mem’nmmq;nm Lin/versily; m Ankars, Tlrkey

Paly (2-efhyl-2-cxazoling) (PELOX) 5 a novel hydrophiic polymer [1]. PEROx has similar
biocompatibidity and steaith function as PEG and It has also more advantage ke chemical
versatillty, stablity and pH sensivity [2]. Micellar systems are an aggregale composed of
amphiphiic block copolymer which formed a core-shell Structure and good candidate for drug and
gene delivery appilcations. Also the preparation technique is quite simple by using chemical and
physical methods. Among ihese, Malysls and thin-lim hydration methods are often used due to
thelr simplicity and ablity to yield low slze and uniform particles [3]. In this study, we prepared blank
PEIDx-b-PCL polymeric micelles by three methods a5 dialysis, Geif-assembly solvent evaporation
and thin-fm hydration method. We almed fo determine the effect of preparation method on micels
size, zeta potential and polydispersiy Index (PDI) to obdain optimum micalle formulation. We
used PEICK,-0-PCL,, COPOyMEr win |ow molecuar weight to investigate the optimum micelis
formulations. The fresh resulting micebss were characierzed for slze, zela potential and PO
Results showed that opimum micelie formulation was obialned Dy dialysls method 35 53841 .4
nm, -2.38 £ 028 my and 0.39 = 004 far lze, zeta and PDI, respecively. Also, the results of Thin
fliim hydraticn method were cirtalned sim#ar to d@alysls methad (71.240.2 nm, -1.2740.85 m\ and
0.19:0.01 for slze, zeta and PDI, respeciively). According to solvent evaporation method, resufts
significianty higher than other methods, size 2481271 nm, zeta -11.620.42 mV, POL, 0.2520.05.
Az It was saen from he results, preparation mathods conslderably afsct the micelle formulatian.
Thus, dalysis method was determined as an ideal medhod to prepare optmum PEMON-b-PCL
micelle Tarmulation. These PERDE-B-FCL micelles which have opimum slize, are promising
venicles for gene and drug cellvery and further research shouid be performed on these micellar
systems. (This study was supported by TUBITAK research grant 213M728)
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POLYMERIC MICELLES BASED ON POLY (2-ETHYL-2-OXAZOLINE)
AS DRUG CARRIERS

Halle Ozurk’, Asli Kara', Umut Ugur Ozkoee*, Ozgur Yiimaz®,
Apuman Bozklr!, Imran Vural®

| D partment of Pharmaceutical Technoiogy, Faculy of Fhamacy, Hacefepe Lnfversiy, Shhle, Sk, Torkey
*The Insfiute of Science Dansvment of Mancfechrology snd Nanomeoicine, HaceHene Linfvarciy, B5500, Beyimpe,
Aniara, Turkey: HE Universty Desarimant of Bisiogy, 19030, Comem, Tlrkey
TTURITAK Marmara Research Center, Usterials instiute, 41470, Gedze, Kocasy, Turkey

1 Depavtment of Prarmaceulica’ Technoiody, FRculy of Fianecy, Ankare Universty, Tendopan, Avwan, Torkey

Blocompadiiity and siealth behavior are ihe reasons of recent populartty of poly(2-cxazoline)
5 In blomadical applcations. Due fo advaniages such as the easy variabion of the monomer
composklon and the Imtroduction of skie-chain funciionaliies, poly|2-oxazolne)s could be an
alternative io polyethylene giycol (PEG) which is the gold standard for sbeakih behavior. Polymeric
micellar systems formed from block copolymers have been sbudied as drug delwery systems
especially for drug tamefing of anficancer drugs. Block copolymers consisting podw2-ethyl-
2-pxazaline) (PELDX) @5 hydrophilic segment and poly (s-caprolacione) (PCL) a8 hydrophoble
segment are promésing micellar cammiers for drug and gene delivery. In this study, effect of the
molecular welght of hydraphilic block on micelle slze, zeta patentlal and polydispersity Index
{FDI} was Invesiigaied u=ing solvent evaparation bechnique. PENDN-0-PCL copodymers wih twao
different malecular weights (PELOX, -0-PCL,, PERDX, b-PCL ) were used for Investigation
of the properiies of micelles.

Micelles were prepared by dissoiving dibiock copalymer In tetrahydrofuran (THF) and then adding
o @silied water wia dropping. THF was evaporated by using rotary evaporator. The resufiing

micelles were characienzed for size, zela potential and PDI. EMect of freeze-drying on miceds
size, zeta potential and POM was also Invesligated. Results showed that PEDR,b-PCL .
copolymer formed micelles with the average diameter 106.3+1.2 nm and zeta poleniial -14.3£ 0.6
mY, B0 0.5£0.0 and freeze-drying did not aflect the average slze. Micelies based on PEICK -
B-PCL e COpalymer had average dameder 89,6421 nm, zeta potendial -o,0+0,5 mV, and PDI
04200, However, Me size of meeze-dried micelles was increased by two-fold compared to
freshly prepared ones. Our resulls inmicated that PELCw-0-PCL miceiles have appropriate size
and zeta-patentlal values for delvaring of dneg and genes. It was also found that mokecular weight
of hydrophilic block caused only 3 slight diference on these values. {This study was supporied by
TUBITAX research grani 2136726 ).

Relsrancac
1) . Hooganisom, Pek-coassiingli & polpsss Slis wilh suseioss gotniial apphealions, Angenw Chems - ol Bd, 48,
TUTE-TiOd, 2000
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Displeying 1-2af 2 Display:[Z5 ¥ |
of Mospholegical and Mhysical Ch af Poly [2-Evhyl-2-Onmroline oo - lock-Polyfe

Capredactans] (PEIOx-0s-PELb-POL) Palymaric Micelle & o Gess Dalery Agent

Abstract:  Purpose In this study we aimed to prepare new polymeric micellar system to evaluate the =Mciency
55 B gene delivery ApERT by using Paly| 2-Ethyl-2-Onzodi e |-co-pody{ethylenimine)- biock-palyje-
apralkactone] PEbOx-to-FE-b-POL block copaltymers which obesined by partislly hydrodysis of poly[2-
ethy+2-ommzdine | For this purpose, characterization studies, stability studies [TNAse | nuciease
stability and physical stability) and gene entrapment efcency of PEbOx-co-FEI-b- PCL miceies were
evalusted successfully. Methods Initialty, PEbOx-co-FEl copolymer was synthesized by partialy
hydrolysis of PEROK including 20% hydrolysis percentsge of PEl snd then PCL was blocked to
copolymer by click chemistry by the tesm of TUBITAK [Gebze, Turkey] PEXC7300[% 70}~
PEIL300[%30)-0-PCLESDO [PPF30] polymeric micelles were prepared by thin film hydration method.
Miczile-plasmid DNA |pFEGFF-C3] compleses were prepared by mixing the various diluted micelle
sodution with fied amownt of DNA ot diferent NP atios. Size, p=ta potential and polydispersity
indiex of blank miosles snd micelle DNA compleses were debenmined by dynamic light soatbering
mathod (Makern® Zetasizer). Gene entrapment afcency of micskes was debanmined by gel
retardation asswy in agarase gel slectrophonesis. The stability of designed complees were tested for
DNAse-| nsclease assay- Alse physical stability of designed complexes was evalugted. Morphologioa
Chmractesization of biank micelies and selected miceile-DINA com pleges wene analyzed by
Tranzmissian electron mioresoogy (TEM). Results The results showed that bisnk micelies heve ides]
size ms B4 530.9 nim with s =48 pofentinl and palydispersity index Micslis-DRA comples formation of
ditferent WP retics wene determined by agarose gel glectrophoresis. Aocording to gel retardetion
mszay selected MF ratios displayed & size in the range of 134 £12 6 132.446.2, 119.242 7, and
1373 3#8.3 nm. The results exhibited that high N/P mtios showed |ow particle size. The stability
results of selected MF retios showed that thess micelle formulstions resistant to the DMaze-]
degradation. Mo major differences observed for piysicsl stability resutts. TEM results showed that
micellz formulgbions exhibited smaller sie compared with dynamic light scattering results. This is
mitributed to reduction of the size depending on the drying of the samples during prepamtion
Concusion The nesutts demaonstrabed that our new podymeric micelar syshem showed idesl sz and
polydizpersity index with high stability to nisclesse enzymes and protect physical stsbility. Thess
micellz DNA complex system might be potential not for only plasmid DA but also thempeutic gene
dedivery agent for further experiments.

Aurthors:  Kars, A, Ozturk, Maile, Dzkose, Umut, Bolst, Zeynep, Yilmaz, Ozgo;, Teld, Dilek, Bokir, Asusman,
Vural, Imiran

Afmlintions: Hitit University, Haoettepe University, Tubitak Marmam Ressarch Center, Yeditepe University, Ankan
University
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sl Prolymearic Micelis Based an Poly-[2-Etrgl-2 ) lethy a Helnek-Polyie-cap ) PER I -t PER b

L Bloek Cogesdiystar wilth Variois Hydrelysls Degres to Bealiate the Efsct of Translfemtion Ecancy on MCF-T Ceills

Abstrsct:  Purpose The purpose of the present study was to prepane novel Poly | 2-Ethyi-2-Coezoline oo
Pody[ethyyienimine}-biock-Folyje-princton e FENO-to-FEb-POL block oo podymer mipedie
formuintions which included taw diffarent hydrolysis degres of PE| and to evsluste the =fect on

tioen =Micie noy by companng the two different hydrotysis degree (%30 amnd 560§ of polymeric

micelles. Methods PEbDw polymers including two different nydrolysis degree of PEROx
[FEYCX7300[%70}-co-PEI-1300{% 30} - FCL2300)[PPF30) and |FE:Dx 2700{%40]-co-PEIA100{RECH-
FOL2300) [FPPED|wene used to prepans polymesic micelies. Polymeric miceles were prepaned by thin
film Irydrakion method. Micelle-plesmid DR |pESFP-C3) complesss were prepaned snd wsed for
Chanacterization and transfection studies. Size, zets potential and polydispersity index of micelie DRA

‘Comp werne oy oy light scatbering [ ] Inwitno
Cytotoxicity and transfection efMcency studies of two mice|le-DHA complex formulstion were
analyzed by fiow Cytometry | FACS Aria I, Becton-Dickingon, M, USA]. The density of 10005 MCF-7
human bresst adenoosrcinoms ol wene seeded it 24 well and inoubsted Tor 24 h st 37°C. & the
end of the incubstion time two different hydrolysis degrees of micelie formulations wene sdded to
each well that is not contain fetsl bovine serum and incubated for £ howrs. Afer 4 hOUrs SEFUm was

hitp:ifabsiracts. aaps orpPublished Browse aspy YeollD=37 1z
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MICFLLAR CHARACTERISTICS OF POLY-{1-ETHYL-1-0XAZOLINE)-so-
POLY{ETHYLENIMINE)- bleck-POLY(z-CAPROLACTONE) (PEtQx-co-PEL-3-PCL)
ELOCE COPOLYMERS OF DIFFERENT HYDROLY3IS DEGREES OF PFiiy

A Kana'® N Opteek’, 3 Guhes®, UU. Ozhoze®, I Viral', 0. Vilmaz®, A Beglne

'Hacatiape Usnhwersity, Facuky of Prasmocy, Deganment of Prasmocentical Tecknodomy,
Amirara
*Hist Umversity, Facohy of Ass and Sciances Degarsmesnt of Blodemy, Sregan
"Hacetepe Universiny, Tatimte of 3cience, Deganmen of Nasoeckoodomy and
Mancenadicine Asiars
*TUBITAK Marsora Bassarch Cagnar, Ratesialks Tomsinse, 41470, Gabee, Hocasl
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INTRODUCTION

Foly (I-etnt-I-cmazchios]) (FEED) & a oove] bndocpbilic polvmes writh bioccmpasible and
siealth fenciices Doe fo adhvaniages soch as the sasy vasasion of the momomes compositicn
and e dmrodection of side-chain Fancticeatites, pohylI-omaznline) £ coudd be an ahesnative
o pobedindens shool (PEG) which & fhe gold sandand for siealth hefovicr (1) These
featnres make the polymer effeciive fior beological apphications Hie drog and geos delvesy
sindiex. Poly (afipfecimine) (PET) & a casicanc, Indrophitic pohymes with versysile Functicas
Hire efficiem vector for geoe and oligoamcleotide delvery for biomedical applications. In
spie of bigh abiliy o bind the DNA, Sorar Poly (edbdepcivins) (FEI) & oot prafecred
becamee of the high cyiotomicity of a woiable somrce. Thesafors, PR 0-co-PET which &
obdained by pamial ndrobysic of PRl was efficiem pobemes hecamse of lowr cyiotomiciny
(). Pobymesic mpcelles ase commoned of amplepiibic block copolyme s which formed 2 coe-
shell sirpcipre and good casdidies for doog and geoe delesy apphications (3] Block
copohrmars comminting Poba(2-ednd-T-omazaline) (FE200) as ondrophilic sapmas and podv (&
cagraiacions) (PCL) as invdropholic sepmesnt are proemicing mice e canriens for drag and
Feoe dedivery.

I e ey, PR30 &-BCL copohemes was pasiiathy bnvdrohemed fo obdadn diffarsd bndrohes
d-e-gre-ﬂ q:-f E.r}}::_ nchading PR p-co-FEL&PCL block copohwmes mceIIe: with teo
mﬁaduﬂﬂmrﬂ:eeﬁemﬂfﬁeﬂmhdmhmdegmmmeﬂem EE"I]:II:\‘HEJ
and pobedivpersity index. PRE0p-co-FEIT-5-BCL copolmmerss with oo diffesend bndrohesic
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