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OZET

DOGAL VE SENTETIK BiYOUYUMLU POLIMERIK NANOPARTIKULER
GEN TASIYICI SISTEMLERIN ELDE EDILMESI VE TRANSFEKSIYON
ETKINLIGININ INCELENMESI

Bu tezle sunulan calismanin baglica amaci, bilhassa son yillarda nanoteknolojinin
biyoteknoloji  alanindaki ©6nemli bir uygulamasi olan gen transferinde
kullanilabilecek biyolojik olarak uyumlu (biyouyumlu) yapidaki nanopartikiiler
tasiyicl  sistemlerin  sentezlenmesi, yapilarinin  aydinlatilarak, transfeksiyon
etkinliginin incelenmesidir.

Gen transferinde iki yaklasim ortaya koyulmustur. Bunlardan birincisi gen
transferinde oldukga yiiksek etkiye sahip viral tastyicilarin kullanilmasidir, fakat bu
alanda kullanilan viriislerin yan etkilerinin oldukg¢a fazla olmasindan dolayi ikinci bir
yaklasgim olan viral olmayan tasiyict sistemler (polimer, lipid veya lipozomlar vb.)
gelistirilmistir. Bu tez kapsaminda sentezlenen viral olmayan biyouyumlu polimer
tastyici sistemlere “transjenik polimerler” denilmektedir. Bu tip polimerik tasiyici
sistemlerin bir kism1 dogal polimer esasli olduklar gibi bir kismi1 da sentetik polimer
esashdirlar. Bu ¢alismada, ilk defa sentetik grupta biyobozunabilen yeni transjenik
polimerler olan poli(B-aminoesterler) (PBAE), modifiye dogal polimer grubunda ise
kitosan esasli modifiye polimerler sentezlendi.

Biitiin sentetik ve modifiye dogal polimerlerin karakterizasyonu Fourier Infrared
Spektroskopisi ile gerceklestirildi. Bununla beraber PBAE’in ve Kkitosan esasli
polimerlerin nanopartikiilleri sirasiyla nanog¢dktiirme ve iyonik jelasyon yontemi ile
elde edildi. Tiim nanopartikiiler sistemlerin zeta potansiyeli, polidisperslik indeksi ve
partikiil boyutu analizleri gerceklestirildi. PBAE’in ve kitosan esasli modifiye
polimerlerin plasmid DNA (pDNA) ile nanopartikiiler sistemleri, PBAE’de iyonik
etkilesim ve enkapsiilasyon yontemi kitosan bazli modifiye polimerlerde ise iyonik
etkilesim yontemi metodu ile hazirlandi. Bu katyonik polimerlerin pDNA baglama
kabiliyeti jel elektroforez ile incelendi. PBAE’in hiicre i¢ine alimi ve dagilim
caligmalari, primer koyun embriyonik fibroblast hiicrelerinde (POEF), bir model
boyarmadde olarak Rodamin-B kullanilarak gerceklestirildi. PBAE ve modifiye
kitosan polimerlerin sitotoksisitesi insan embriyonik hiicrelerinde (HEK293) ve
primer koyun fibroblast (POF) hiicrelerinde XCELLigence RTCA cihazinda
incelendi. Negatif ve pozitif kontrol gruplari olarak sirasiyla polietilenimin (PEI) ve
kitosan kullanildi. PBAE ve modifiye kitosan polimerlerin transfeksiyon etkinligi
HEK?293, POF ve POEF hiicrelerinde floresans mikroskopta incelendi.

Sonug olarak, bu tezde sentezlenen PBAE ve modifiye kitosan polimerleri esasl
nanopartikiillerin HEK293, POF ve POEF hiicrelerinde yiiksek transfeksiyon
etkinligine sahip, toksik olmayan ve viral olmayan gen tasiyict polimerik
nanopartikiiler sistemler oldugu saptandi.
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SUMMARY

PREPARATION OF NATURAL AND SYNTHETIC BIOCOMPATIBLE
POLYMERIC NANOPARTICULAR GENE DELIVERY SYSTEMS AND
INVESTIGATION OF TRANSFECTION EFFECT

The main aim of the study presented in this thesis is the synthesis, characterization and
the investigation of the transfection efficiency of the biocompatible nanoparticular
carrier systems to be used gene transfer which is the important application of the
nanotechnology on the biotechnology field, especially in the recent years.

In gene transfer, two approaches are put forward. The first approach is the use of the
viral vectors which have a high effect in gene transfer, but the second approach which is
non-viral vectors (polymer, lipid and liposome etc.), are improved because of the side
effects of these viruses used in this area are rather than others. The non-viral
biocompatible polymer vector systems which are synthesized in content of this thesis
are called as “transgenic polymers”. As the one part of these polymeric vector systems
are based on natural polymers, the other part is based on synthetic polymers. In tis
study, first time, poly(B-aminoester)s (PBAEs) which are the biodegradable novel
transgenic polymers in the synthetic group,, chitosan based modified polymers in the
modified natural group are synthesized.

All synthetic and modified natural polymers were characterized by Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR). Moreover, the nanoparticles of PBAEs and chitosan
based polymers are prepared by the nanoprecipitation method and ionic gelation
method, respectively. Zeta potential, polydispersity index and particle size analysis of
the all nanoparticle systems were carried out. The nanoparticle systems of PBAEs and
modified chitosan polymers were combined with plasmid DNA via ionic interaction and
encapsulation method for PBAEs and ionic interaction method for modified chitosan
polymers. The pDNA combining ability of these cationic polymers were examined by
using gel electrophoresis. For the cell uptake and distribution studies of PBAEs
nanoparticles in primer ovine embryonic fibroblast (POEF were carried out using
Rhodamine-B as a model dyestuff. The cytotoxicity of PBAEs and modified chitosan
polymers were investigated in human embryonic kidney (HEK293) and primer ovine
fibroblast (POF) using XCELLigence RTCA system. Polyethyleneimine (PEI) and
chitosan were used as the negative and positive control groups, respectively. The
transfection efficiency of PBAEs and modified chitosan polymers were investigated in
HEK?293, POF and POEF with florescent microscopy.

Consequently, it was determined that PBAEs and modified chitosan polymers based
nanoparticles which are synthesized in this thesis, have high transfection efficiency,
nontoxic and non-viral gen carrier polymeric nanoparticular vectors in HEK293, POF
and POEF.
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1. GIRIS

Transfeksiyon (gen transferi) bir genin plazmit araciligi ile bagka bir hiicrenin
cekirdegine taginip DNA’sina yerlestirilmesi olayidir. Bu konuda 20. yiizyilin sonlarina
dogru iki yaklasim ortaya konulmustur. Bunlardan birincisi gen transferinde oldukca
yiikksek etkiye sahip viral tasiyicilarin kullanilmasidir, fakat bu alanda kullanilan
viriislerin yan etkilerinin oldukc¢a fazla olmasindan dolay: ikinci bir yaklasim olan viral
olmayan tasiyict sistemler (polimer, lipid veya lipozomlar vb.) gelistirilmistir. Bu
alanda kullanilan viral olmayan biyouyumlu polimer tasiyici sistemlere “transjenik
polimerler” denilmektedir ve bu tastyicilarin niikleik asidlerle olusturduklari yapilara da
“polipleks” denilmektedir. Bu tip polimerik tasiyici sistemlerin bir kism1 dogal polimer
esasli olduklar gibi bir kismi1 da sentetik polimer esashidirlar (kondenzasyon ve katilma
polimerleri) ve genelde dort gruba ayrilirlar. Bunlardan birincisi biyolojik olarak
bozunmayan transjenik polimerler (poli-L-lizin, polietilen imin, polietilen glikol
konjugatlar1 ve siklodekstrinler vb.), ikincisi biyobozunabilen yeni transjenik polimerler
poli(B-aminoesterler), poli(amidoaminler), polimidazoller, c¢esitli polisakkaritler ve
kitosan vb.), tlglinciisii polietilen oksit/polipropilen oksit kopolimerleri, poli(N-
vinilpirolidon) ve hidroksipropil metakrilat kopolimerleri, dérdiincii grup ise polimerik

poli(etilen oksid) ve polialkilsiyanoakrilat nano-/mikrokiireleridir [1].

Yaklastk son 25 yilda yapilan kaynak arastirmalart 1s1ginda, tez kapsaminda
gerceklestirilen bu ¢alismada, kaynaklarda rastlanmayan kitosan esasli dogal ve poli(3-
aminoester) esasl sentetik biyouyumlu gen tasiyici polimerik nanopartikiiler sistemlerin
sentezi gergeklestirildi, bu transjenik polimerik tastyicilarin yapilart aydinlatildiktan

sonra, gen transferinde kullanilabilmeleri i¢in transfeksiyon etkinligi incelendi.



2. GENEL KISIMLAR

2.1 GEN VE GENOM YAPISI

2.1.1 Niikleik Asitler ve Deoksiriboniikleik Asit (DNA)

Canliin yapisal ve islevsel 6zelliklerini barindiran ve en kii¢iik yapitasi olan hiicrede
bulunan daha kii¢liik organik molekiiller dort ana gruba ayrilmaktadir; niikleotitler,
aminoasitler, sekerler ve yag asitleridir. Hiicre igerisinde yer alan bu kiiciik organik
molekiillerin yani monomerlerin bir araya gelerek kimyasal baglarla olusturdugu

polimerik makromolekiiller ise niikleik asitler, polisakkaritler ve proteinlerdir [2].

Niikleotitler yapisinda seker, baz ve fosfat grubu icermekle beraber yapida bulunan 5
karbonlu sekerin riboz veya deoksiriboz olmasina gore riboniikleik asit (RNA) veya
deoksiriboniikleik asit (DNA) seklinde isimlendirilmektedir. DNA; canlilarin ve bazi
viriislerin canlilik islevlerini ve biyolojik gelismeleri i¢in gerekli olan genetik bilgileri
tastyan niikleik asitlerdir. DNA polimeri, RNA’ya oranla daha saglam ve kendine
benzeyen yeni bir molekiilii kendiliginden sekillendirebildiginden kalitim materyali

olmaya daha uygundur (Sekil 2.1) [2].

Sekil 2.1 Niikleotit sematik goriiniimii



DNA kimyasal olarak incelendiginde, iki uzun niikleik asit polimeri arasindaki ester
baglarini iceren seker ve fosfat gruplarindan olusmaktadir. Yapidaki seker gruplarina ise
dort tip bazdan (adenin, timin, guanin, sitozin) biri baglidir ve genetik bilgi bu bazlar
sayesinde kodlanir. Bu genetik kod iki sekilde tasinmaktadir. Birincisi kalitimla ilgilidir
ve boliinen hiicrelerin yeni c¢ekirdek materyalini olusturmak igin bilgi DNA’dan
DNA’ya gecirilir. Digerinde ise protein sentezi sirasinda kodlarin ¢ekirdekte
okunmasiyla proteinlere ait aminoasit dizilimi belirlenmektedir. DNA’da yer alan bu
bilgi RNA’ya kopyalanir ve bu isleme transkripsiyon denir. Her iki durumda da bilginin
nakledilmesi baz eslesme kuraliyla yeni bir zincir yapisinin olusmasiyla

gerceklesmektedir.

2.1.1.1 Plasmid DNA (p-DNA)

Insanlar1 ve hayvanlar1 igeren gen terapi ve gen transfer denemelerinin baslarinda
ozellikle hiicresel uygulamalarda terapotik gen tasiyict olarak viral vektorler
kullanilmaktaydi.  Aslinda, wviral vektorlerin, endojen viriislerle etkilesimi,
rekombinasyonu ve entegre olma kabiliyeti, ilk uygulamalarda giivenli bulunmustur.
Fakat zaman ilerledik¢e yapilan denemelerle birlikte bu tasiyicilarin giivenli olmadigi

bircok yonden saptanmaistir.

Plasmidler; Martin Cline tarafindan yapilan talasemi c¢alismalar1 gibi ilk insan
denemelerinde, rekombinant DNA teknoloji uygulamalar1 bakimmdan olduk¢a basarili

sonuglar vermistir [3].

Prokaryotik ve okaryotik organizmalarda cift ipliksi halkasal sekilde bulunan boyut
olarak 1-200 kilobaz (kb) arasinda ve 4-60x10° dalton molekiil agirliginda bulunabilen
DNA molekiilleridir. Plasmidler hiicre i¢in hayati bir 6nem tasimasalarda eseyli
tiremede hiicre icine girerek genetik materyalin bir bakteriden digerine taginmasini

saglayarak varliklarini ortaya koymaktadirlar [4,5].



2.1.1.2 Yesil Floresans Protein (Green Floresans Protein) (GFP)

Aequoera victoria deniz anasindan (kristal deniz anasi) elde edilen Yesil Floresans
Proteini (GFP) hiicre biyolojisi ve biyokimya da proteinlerin kullanildig1 ¢alismalarda
son derece yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ozellikle, hiicreler ve organizmalarda
gen ifadesi ve protein hedeflendirme calismalarinda bir isaretleyici (marker) olarak

kullanimi yaygindir [6].

1955 yilinda Davenport ve Nicol kristal deniz anasinin ultraviole 151 altinda yesil
floresans renk verdigini bulmuslardir. 1962 yilinda ise, Shimomura ve arkadaglart yesil
floresansi igeren proteinin deniz anasindan ekstraktini bagarmistir. Bu caligmalardan
bagimsiz olarak Morin ve Hastings, 1971 yilinda benzer bir proteini bulmuslardir. 1992
yilinda Prasher ve arkadaglari ilk olarak GFP’nin cDNA ve genomik klonlarinin dizisini
ilk olarak ortaya cikarmislardir. 1994 yilinda ise, Chalfie ve arkadaslar1 GFP’nin
bakterilerde fonksiyonel olarak eksprese edilmesini saglamislardir. Bu sayede 1998
yilinda 500 e yakin ¢alisma bu proteinle gergeklestirilirken gliniimiizde yiizlerce bilim
adam1 bu isaretleyiciyi proteinleri, hiicreleri ve organizmalar1 isaretlemek {izere

kullanmaktadirlar [7,8].

GFP 238 aminoasit molekiiliinden meydana gelmektedir. 238 molekiiliin bir araya
gelerek olusturdugu silindire benzeyen bu sarmal yapinin (Sekil 2.2) ortasinda oksijen
molekiiliiniin yardimiyla yardimecr molekiillerin veya proteinlerin yardimmna gerek
kalmadan yesil 11k verilmesini saglayan molekiiler yapi bulunmaktadir. Bu protein
tizerinde pek ¢ok ¢alisma yapilarak sadece yesil degil sar1 [sar1 floresans protein (YFP)],
mavi [mavi floresans protein (BFP)] gibi birgok baska protein sentezleri de

gerceklestirilmistir [9].



Sekil 2.2 GFP molekiiler yapisi

Genetik calismalarda da oldukga yaygim bir sekilde kullanilan bu proteine ait olan
genetik kodun, transfeksiyon isleminin gergeklestirilmek istendigi hiicreye aktarimi
saglanarak hiicrenin kendisinin veya cekirdeginin mor oOtesi 1sikta yesil floresans

gostermesini saglamaktadir.

2.2 GEN TERAPI

Gen terapi islemi, genetik malzemenin hastaya transfer edilmesi ve bunun sonucunda
hastada meydana gelmis genetik anormalliklerin Onlenmesini saglamaktir [1]. Gen
terapi yaklagimi ile hastaliklarin tedavisi molekiiler boyutlara indirilmis olup kusurlu
biyolojik fonksiyonlarin yenilenmesi veya viicut igerisinde homeostasisin (fizyolojik
denge durumu) yeniden olusmast saglanmustir. On klinik ve klinik gen terapi
aragtirmalarinin her ikisi de 15 y1l dncesinden giiniimiize kadar olduk¢a hizli bir gelisme

gostermistir [10].

Gen terapi ile sadece hastaliklarin tedavisi amag¢ edinilmemistir. Ayrica hiicre
cekirdegine rekombinant genetik materyalin (DNA ve RNA) tasinmasi saglanarak,
protein liretimini aktive veya deaktive eden kontrollii gen ifadesi de (ekspresyon)

gerceklestirilebilmektedir.

Gilinlimiizde gen terapi, sayisiz beseri hastaligin tedavisinde kullanilan klinik agidan

gerceklik tasiyan ve gelisim gosteren bir yaklasim olarak goriilmektedir. Ozellikle



cesitli genetik hastaliklarin ve kanserin, viral enfeksiyon ve kardiyovaskiiler

hastaliklarin tedavisinde biiyilik bir umut olarak karsimiza ¢ikmaktadir [11].

Transfeksiyon (gen transferi) bir genin g¢esitli yontemler ile baska bir hiicrenin
cekirdegine taginip DNA’sina yerlestirilmesi olayidir. Bu konu iizerinde yapilan
arastirmalar ve c¢aligmalar genellikle verilecek genin giivenli ve etkili bir sekilde
ulagmasini saglamaya yonelik olup, asil amag¢ hedeflenen bolgeye terapdtik genlerin

etkili salimin1 6nleyen biyolojik engellerin tistesinden gelmektir [12,13].

Gen ifadesini saglamak icin gen salimini gerceklestiren tasiyici sistemlere “vektor”
denilmektedir. Vektorler yapilarina gore viral olmayan (non-viral) ve viral olmak iizere

iki sinifa ayrilmaktadir.

2.2.1 Viral Vektorler

Terapotik genlerin verimli bir gekilde transfeksiyonu ve uygun gen ekspresyonu, klinik
acidan ilgili gen terapi i¢in olduk¢a 6nemli bir konudur. Viriisler, kendi yapilarindan
dolay1 hiicre igerisine genlerin etkili bir sekilde transferini saglayabilmektedirler. Viral
tastyicilarin bu 6zelligi sayesinde terapotik genlerin aktarimi igin istenen tasiyici tipi

gelistirilebilmektedir.

Retroviriisler, adenoviriis, adeno-ortak viriis, herpesvirlis ve poksviriisler gibi farklh
genomik 6zelliklere sahip viral tagiyicilar son yillarda gen tasima kapasiteleri ve etkili
gen ekspresyonu saglama 6zelliklerinden dolay1 sik¢a kullanilmaktadirlar. Bu vektorler
arasinda retroviral tagiyicilar en gozde tasiyict sistemlerdir, ¢iinkii bu tastyicilar yliksek
gen transfeksiyon etkinligine sahiptirler ve terapdtik genlerin yiiksek ekspresyonunu

saglamaktadirlar.

[k klinik ¢alismalar viral vektdrlerin uygunlugu ve giivenilirligi iizerine olmustur.
Sayisiz viral tasiyici sistem €X Vivo Ve in vivo ¢alismalarda denenmistir (Sekil 2.3). Son
yillarda elde edilmis olan mevcut etkiyi gelistirme amaciyla ¢alismalarda enfektivite,
viral hedeflendirme, hiicre tipi spesifik ekspresyon ve ekspresyon siiresi gibi konular

tizerine odaklanilmistir [14].
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Sekil 2.3 Viral tagtyicilardan adenoviriis ile gerceklestirilen gen terapi isleminin sematik
gortinimi [15]

Yukarida belirtilen 6zellikler yiiksek verimlilikte ve gilivenli RNA ve DNA virlis

tastyicilarin 6nemini vurgulasa da bazi aragtirmalar viral vektorlerin klinik kullanimu ile

ilgili sikintilar1 gbz oniine getirmektedir.



Tablo 2.1 Gen transferinde kullanilan viral vektorlerin avantajlar1 ve dezavantajlart [14]

Viral Vektorler

Avantajlar

Dezavantajlari

Retroviral tastyicilar Gen transferi icin yilikleme | Zor hedeflenme, genom igerisinde
kapasitesi <7-8 kb, viral genomun | karigik birlesme, tagtyicilarin
kolay manipiilasyonu, DNA ile | kararsizlig1.
birlesme kolayligi,

Lentiviral tagiyicilar Boliinen ve boliinmeyen | Potansiyel yerlesmede mutasyona yol
hiicrelerde stabil gen | agma, yapt igerisinde tat, rev gibi

ekspresyonu, yiikkleme kapasitesi

10 kb civan

peptidlerin siralanmasi

Adenoviriis tastyicilar

Yiksek seviyede gen
ekspresyonu, boliinen ve
bolinmeyen hiicrelere enfekte
olabilme, genis yiikleme

kapasitesi (7-8 kb)

Viral proteinlere immiin duyarlilik,
konak genom igerisinde birlesmeme,

gecici gen ekspresyonu

AAV tastyicilar

Boliinen ve boliinmeyen hiicrelere
enfekte olabilme, genel hiicre
yonelimi, hedeflendirilmis

birlesme, diisiik immungenosite

Gen tagima kapasitesi smirl, AAV

replikasyonu i¢in adenoviriis veya

herpesviriis  gerekliligi, tretim igin
yiiksek miktarlarda hiicre ihtiyact ve zor

tretim

Herpesvirtis tastyicilar

ve patojenik degil
Bircok hiicre tipine enfekte
olabilme, yiiksek yiikleme

kapasitesi (50 kb), noral hiicrelere
dogal yonelim ve yliksek virlis

miktarlarinda tiretim

Toksisite, rekombinasyon riski, konak
DNA ile herhangi bir viral birlesme
olmama

Poksviriis tagtyicilar

Yiiksek  yiikleme  kapasitesi,
yiiksek gen ekspresyonu saglayan
genis DNA iplik¢iklerinin

yiiklenebilmesi, rekombinant as1

icin uyumlu

Potansiyel olarak hiicreyi o6ldiirmeden

ona zarar verici etki

Epstein-Barr viriis

tastyicilar

Boliinen ve boliinmeyen hiicrelere
B-hiicrelerin varlig1 ile enfekte
olabilme,

yiiksek yiikleme

kapasitesi

Hiicre zarindan zor gegis

Aragtirmacilar viral vektorlerin ¢ogunun transfekiyon c¢alismalarinda oldukca etkili

olduklarini diisiinse de, Tablo 2.1°de goriildiigii tizere [14] sitotoksisite, viral antijenler




boyunca immiinduyarlilik veya potansiyel viral birlesme gibi problemlere neden

olamsindan dolay1 bu tip tastyicilarin kullanimini sinirlamaktadir.

2.2.2 Viral Olmayan (Non-Viral) Tasiyicilar

Daha oOncede belirtildigi gibi giiniimiizde gen terapi, sayisiz hastaligin tedavisinde
kullanilan, klinik ac¢idan etkin ve gelismekte olan bir yaklagimdir. 1989°dan bu yana
yani ilk gen terapinin uygulamasindan bu yana 600’e¢ yakin yontem ve 3000’den fazla
hastaya da bu yaklasim uygulanmistir. Ancak, giivenlik endiselerinden dolay1 tedavi
amacli herhangi bir gen terapi {rlini bulunmamaktadir. Buna ek olarak, viral
tastyicilarla viral olmayan sistemler arasinda biiyiik bir uygulama farki bulunmaktadir.
Viral vektorler klinik tedavilerin %75°ni olustururken viral olmayan sistemler %25’den

daha az oranda uygulanmaktadir [10].

Bu biiyiik dengesizlikler sonucunda aragtirmacilar sadece viral olmayan vektorler ile
viral vektorleri karsilagtirmakla kalmayip bunun yaninda viral olmayan sistemlerin
potansiyelleri ve sinirlamalari konusunda yenilik getirmeye ¢aligmislardir. Gen terapi
aragtirmacilart ve farmosotik teknoloji alanindaki bilim adamlari, viral vektorlerin
bircok hastaliin tedavisinde miikemmel sonucglar verdigine dair denemeler
yapmuslardir, fakat bir viral vektor tasiyicinin genom ile kendiliginden birlesmesi ile
hiicrenin mutasyona ugradigi ve bunun neticesinde de kansere sebep oldugu yine
arastirmalarin bir bagka sonucu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Buna ek olarak tasiyici
icindeki viral vektorler, zararli olan immun cevab1 ortaya c¢ikarmaktadir bunun

sonucunda tedaviyi daha da zorlagtirmaktadir [10].

Ozellikle son 20 yilda ¢ok sayida viral olmayan tastyic sistem gelistirilmesine ragmen,
bu sistemlerin yeterli giivenlik ve etkinlik kriterlerine ulasmamasi1 nedeniyle heniiz bir
ticari preparatt bulunmamaktadir. Viral olmayan tasiyicilar giiniimiizde 2’ye

ayrilmaktadir, 1-) Lipofilik Tasiyicilar, 2) Polimerik Tastyicilar.

Katyonik lipozomlar1 igeren viral olmayan tasiyicilar, klinik Oncesi ve Kklinik

calismalarda genis bir sekilde kullanilmaktadir, fakat yapilan c¢alismalarda viral
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olmayan lipofilik tasiyicilarin 6nemli bir kisminin transfeksiyonda etkili olan viral

tastyicilarla benzer toksisiteye sahip oldugu goriilmiistiir.

Ozellikle klinik 6ncesi ve klinik sorunlarindan &tiirii genis kullanima sahip olmayan
diger viral olmayan tasiyici sistemler ise polimerler ve polipeptidlerdir. Giiniimiizde tek
bir maddeden olusan klinik deneme yok denecek kadar az oldugu i¢in polimer esash
gen terapinin potansiyeli heniiz yeterli anlamda incelenmemistir. Polimerik gen terapiye
olan ilgi, katyonik lipozomlarda Kkarsilasilan sorunlardan dolay1 viral olmayan
tasiyicilara olan ilgiyi azaltsa da, polimerlerin en biiyilk avantaji etkinliklerinin
arttirilabilmesi  i¢in  yapilarinda gestili modifikasyonlarin  yapilmasina imkan
tanimasidir. Boylece, plazmid DNA salimi kontrol edilebilir, kanda ki niikleaz gibi
enzimlere karsi stabilitesi arttirilabilir, spesifik olmayan emilim azaltilabilir, hiicre ve
plasma molekiilleri ile etkilesim diizenlenebilir ve ayn1 zamanda immiin sistem bertaraf
edilebilir. Uygulanan bu modifikasyonlar polimerlerin istiin salim &zelliklerini
gelistirerek genetik malzemenin kontrollii olarak hedeflenen bolge de saliminin
gerceklesmesini saglayacaktir [16]. Sekil 2.4’de bir polimerik tasiyicinin DNA ile
olusturdugu komplekse (poliplekse) ait sema goriilmektedir.

Hedeflendirme sterik koruma (PEG) ~ DNA ile kondense olan DNA pH duyarli gruplar
Ligandi biyouyumluluk polimerik kisim

Sekil 2.4 Viral olmayan tasiyicilardan polipleksin sematik goriniimi [17]

Diger taraftan, farkli yapilardaki polimerik bilesiklerin sentezi ile hazirlanan viral
olmayan gen tasiyicilar, giivenli ve ekonomik gen transfer sistemlerini ortaya
cikarmistir. Birgcok sentetik vektor gelistirilmistir ve bunlarin bazilarinin giiniimiizde

ticari uygulamalar1 mevcuttur. Bununla beraber, bir¢ok problem heniliz ¢6ziim
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beklemektedir, ¢iinkii transfeksiyon etkinligi bakimindan viral olmayan vektorler viral
vektorler kadar etkili degildir ve genellikle iyon kompleksi olusturmak amaciyla
anyonik genlerle kullanilan katyonik tasiyicilarin  bir  kismi  toksik  etki
gosterebilmektedir [18,19]. Bu alanda yapilan ¢alismalarin ortak hedefi; viral vektorler

kadar etkin, diisiik toksisiteye sahip polimerik tastyicilarin iiretilmesidir.

2.3 VIRAL OLMAYAN POLIMERIK TASIYICILARDA GEN TRANSFERINI
ETKILEYEN FAKTORLER

Boliim 2.2.2°de belirtildigi gibi viral vektorlere alternatif olarak istenilen 6zelliklerde
viral olmayan vektorlerin gelistirilebilmesi i¢in, viral olmayan tasiyicilarin
fizikokimyasal ozelliklerinin gbz Onlinde bulundurulmasi gerekmektedir. Bu
ozelliklerden bir tanesi olan boyut ve yiik dagilimi polimerik salim sistemlerinin in vitro
ve in vivo performansi igin olduk¢a Onemlidir. Bir¢ok calismada goriildigii tizere
kullanilan polimerik gen tastyicilar c¢ogunlukla pozitif yiikliidiir. Pozitif yiikleri
sayesinde eksi yiikliit DNA ile kompleks olusturur ve enkapsiilasyonunu arttirir, negatif

yiiklii hiicre membrani ile etkileserek DNA’nin hiicre i¢ine alimini gelistirir [19,20,21].

2.3.1 Yiizey Yiikii ve Zeta Potansiyeli

Yukarida belirtildigi gibi polimerik tasiyicilarin DNA ile olusturdugu komplekse
polipleks denilmektedir. Katyonik polimerlerin yikii DNA enkapsiilasyonunu ve
stabilitesini arttirirken, bu yiikiin ¢ok artigt immiin  yaniti  gelistirmektedir.
Sitotoksisiteden ve mononiikleer fagositik sistem organelleri ile istenmeyen
etkilesimden sakinmak i¢in ylizey yiikii fazla olan polimerik parcaciklar tiretilmektedir.
Yiik dengesinin ise parcaciklarin, polietilen glikol (PEG) veya benzeri baska bilesiklerin
kompleks olmasi ile saglanabildigi ve bu sayede parcacigin giivenli bir hal aldig1 bir¢ok

calismada soylenmektedir [22,23]

Yiikk ayrica hiicreye giris i¢in (penetrasyon) oldukca Onemlidir. Katyonik
nanopartikiiller hiicre icerisine endositoz ile girerler. Pozitif yiikli partikiiller hiicre
membranin disinda negatif yilikli glikokaliks (hiicre zarmin yilizeyinde oOzellikle

sekerlerle zengin Ozel bir yapi) ile reaksiyona girer ve sonrasinda cesitli endositoz
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mekanizmalart ile hiicre igine alinirlar. Partikiil endositoz (hiicre zarindan basit
difiizyonla veya aktif tasimayla gegemeyecek molekiillerin hiicre igerisine alinigi) ile
hiicre i¢ine alindiginda, diisiik pKa degerlerine sahip ¢oklu asit gruplarin varlig
endozomal destabilizasyonu saglar ve proton siinger etkisi denilen kagis1 gergeklestirir,
protonlar endozom igerisine iletilir ve iyonik yiikiin artmasindan dolayr endozom

kararsiz hale gelene kadar polimer tarafindan korunur [24].

Polimerik tasiyicilarin DNA ile kondanse olmasindan, hiicre igine giris ve genin
cekirdege iletilmesine kadar olan siirecte gerekli olan yiizey yiikii, zeta potansiyeli ile
ifade edilmektedir. Zeta potansiyeli, kolloidal sistemlerin kararliligin1 ifade eden bir
ozellik olup bir siv1 (genellikle su) icerisinde dagilmis olan partikiillerin siv1 igerisine
bir elektriksel alan uygulandiginda yiizey yiik oranina gore pozitif veya negatif kutuba
dogru hareket etmesi ile belirlenmektedir [25].

Kolloidal sistemlerde net ylizey yiikiiniin olusmasi ile birlikte dis katmanlarda yiizey
yiikiine gore zit yiikler olusmaya baslar ve bu sayede elektriksel ¢ift tabaka meydana
gelir. Bu katmanlardan igte bulunan ve partikiil yiizey yiikiine gore ters iyonlarla
kuvvetli bir sekilde ¢evrilmis olan tabakaya Stern tabakasi denilmektedir. Bu ¢ift
tabakanin disindaki pozitif iyonlarin negatif iyonlara esit oldugu yani her bir partikiiliin
tek bir varlik gibi davrandigi bir alan bulunmaktadir. Bu alan ile partikiil yiizeyi
arasindaki yiik farki sonucunda meydana gelen potansiyel farka “zeta” potansiyeli” ()
denilmektedir (Sekil 2.5). Zetametre ile Olglilen bu degerin birimi milivolttur (mV)
[26,27,28].
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Sekil 2.5 Zeta potansiyeli gosterimi [26]

Viral olmayan polimerik tasiyicilarin yapilarinda bulunan ug gruplarin iyonize olmasi
yiik iyonizasyon derecesine baglidir ve bu da dispersiyon ortaminin pH’s1 ile orantilidir.
Zwitteriyonik bir tastyict diistiniildiigiinde diisiik pH’larda pozitif yiikle yiiklenirken
yiiksek pH’larda ise negatif yiikle yiiklenecektir. Bu yiiklerin dengede oldugu yani sifir
oldugu noktaya ise izoelektrik nokta denilmektedir (Sekil 2.6) [27].
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Sekil 2.6 Kolloidal sistemlerin kararliligini ifade eden pH degerlerine karsilik zeta potansiyeli
degerleri [26]
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Sekil 2.6°da goriildiigi tizere partikiillerin kararliligi -30 mV’un alt1 ve +30 mV’un iisti
olarak kabul edilmektedir. Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda da { 6l¢iimlerinde bu
degerler dikkate alinarak hangi malzemenin transfeksiyon uygulamalarinda

kullanilacagina karar verildi.

2.3.2 Nanopartikiil ve Partikiil Boyutu

Ik adimlar1 1860’11 yillarda atilan nanopartikiil teknolojisi, nano biiyiikliik veya nano
metre kavraminin anlasilmasi ile ortaya ¢ikmistir. Nano biiyiikliik kavrami giiniimiizde
malzemenin 1-1000 nm arasinda partikiil biiyiikliigiine sahip oldugu durum olarak
aciklanmaktadir. Bu boyutta cesitli 6zelliklere sahip malzemelerin {iretilmesi veya nano
boyuttaki malzemelerin 6zelliklerinin incelenmesi nanoteknolojinin kapsami i¢indedir.
Nanoteknoloji ile ilgilenen bilim dallar1 kimya, fizik, molekiiler biyoloji ve malzeme
bilimi olsa da gelisen teknolojik yontemlerle birlikte artik bir¢cok bilim dali bu konuda
kendilerine pay ¢ikarabilmektedirler. Nanoteknoloji ise en kisa ve net olarak “atomsal
diizeyde miihendisliktir ve mikroskobik yapilarla ilgili bir bilim dahdir” seklinde

tanimlanabilir [29].

20. ylizyilin en 6nemli Amerikan fizik¢ilerinden ve 1965 yilinda arkadaslar ile birlikte
Nobel o6diilii alan Richard Phillips Feynman; 1959 yilinda University of California’da
yapmis oldugu bir sinavda “Atomlari istedigimiz yonde birer birer dizebilirsek ne olur?”
sorusunu sormustur. Bu soru modern nanoteknoloji ve nanobilimin ortaya ¢ikmasi i¢in
teorik baglangi¢ noktasi olarak diisiiniilmektedir. Bu diisiincenin hayata gecisi 1980
yilinda IBM tarafindan atomik glic mikroskobunun (AFM) ve taramali tiinel
mikroskobunun (STM) gelistirilmesi ile gergeklesmistir [30].

Nanoteknolojinin gelisimi sadece malzeme yapisindaki atomlarin yerinin bir yerden bir
baska yere taginmasi olarak kalmamistir. Yiiksek ylizey alanina sahip nanoboyut ile
birlikte bu boyutlarin kontrol edilerek daha iistiin 6zelliklere sahip nanomalzemelerin
iiretimi de gergeklestirilmistir. Bu sayede nanomateryaller baslica elektronik alaninda,

otomotiv sanayi, askeri sanayi, tip alaninda, iletken ve yar1 iletken malzemelerin
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tiretiminde, seramik, yiizey Ortii maddeleri, miirekkep olmak iizere bir¢ok alanda yaygin

olarak kullanilmaktadir (Sekil 2.7)

Sekil 2.7 Nanoteknolojinin giiniimiizdeki bazi uygulama alanlart

Giliniimiizde oldukea ilgi ¢eken ve boya sektoriinden kanser tedavisine kadar birgok
konuda artik hayatimiza yerlesen bu teknolojik devrimin 6zellikle gelecek 10-15 yil
icerisinde daha biiyiik buluslara ve olaylara imza atacagi bilim diinyasinda kabul

gormiis durumdadir.

Gen terapide ise nanoteknoloji kavrami 1930’lu yillarda bilim adamlarinin hiicre igi
ozellikleri ve fonksiyonlari ile ilgilenerek hiicre i¢inde nano dlgekli yapilarin oldugunu
saptamalari ile olugmustur. Gilinlimiizde gen terapi isleminde nanoteknoloji yaklasimi
ise 200 nm den kiigiik nanopartikiiler sistemlerin gelistirilmesini kapsamaktadir (Sekil
2.8) [31].

Sekil 2.8 Gen terapi isleminde kullanilan viral-olmayan polimerik tastyicilarin sematik
gorlinlimleri;

A-) Polimerik nanopartikiiller, B-) Polimerik miseller, C-) Dendrimerler [31]

Polipleksin boyutu fonksiyonu ag¢isindan olduk¢a Onemlidir. Karacigerde ilk-gegis

emilimi i¢in esik ¢ap degeri yaklasik 10 nm’dir ve bu da nanopartikiiller igin kabaca en
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diisiik boyuta sahip limit degerdir. Ust boyut limitinin belirlenmesinde ise, hiicreler
aras1 bosluklar, tliimor dokusu arasinda bulunan bosluklardaki difiizyon hizi, ve kapiler
endotelyumun penetrasyonunu igeren tiimorlerden dogan ¢esitli faktorlerin tesbit
edilmesi olduk¢ca zor olsa da genellikle 200 nm’nin altinda olmasi gerektigi
belirtilmektedir. Polipleksin boyutu, DNA ile polimer oranmnin degistirilmesi ile
modifiye edilebilmektedir [32,33,34]

2.3.2.1 Nanopartikiil Hazirlama Yontemleri

Genel anlamda nanopartikiil dendiginde kat1 kolloidal pargaciklari igeren nanokiireler
veya nanokapsiiller anlagilmaktadir. Cesitli polimerizasyon yontemleri ile hazirlanan
malzemelerden elde edilen nanopartikiillerin boyutlar1 5-10 nm’den 1000 nm’ye kadar

degisebilmektedir, genellikle 100-500 nm arasinda olanlar tercih edilmektedir [35].

Nanopartikiil hazirlama teknikleri, misel polimerizasyonu, emiilsiyon-difiizyon,
emiilsiyon-koaservasyon, nanog¢oktiirme, yiizeyleraras1 polimerizasyon, c¢oklu
emiilsiyon, iyonotropik jellesme, piiskiirterek kurutma (spray-drying) yontemleri olarak
simiflandirilabilmektedir. Sekil 2.9°da nanopartikiil hazirlama teknikleri goriilmektedir.
Bu tezle sunulan galismalarda nanopartikiiller, PBAE esasl iirtinlerden nanog¢oktiirme
metodu kullanilarak, modifiye kitosan esash iirlinlerden ise iyonik jelasyon teknigi
kullanilarak elde edildi [4,35]. Bu nedenle asagida bu yontemlere ait bilgiler

sunulmustur.
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Nanopartikiil k trasyon, saflandirma

Nanopartikiil Olusturma Teknikleri ve stabilizasyon

Nanogsktiirme [Yava; Damlatma ve Sabit I—hzda}

Organik Faz

Emiilsifikasyon-difiizyon

Kangtrma

> —> Solvent Eliminasyon

(uzun siireli manyetik kargtrma,
valoumla buharlastrma,
ultrafiltrasyon)

Seyreltne Fazn

(Uygun Kangtema Hizt) —

Emiilsifikasyon-koaservasyon Capraz Baglayict

Emiilsifikasyon
Yitksek Hizda Kanstirma

Saflandirma
(suda yikama. diafiltrasyon, jel
filtrasyon, 0,45 pm membran

Emiilsifikasyon
{mekanik kangtma
veya sonikasyon)

filtrasyon
Coklu Emiilsivon
Emiilsifikasyon w/o
(sonikasyon)
Ultrasantrifiij
Polimer Kaplama
Emiilsifikasyon w/o
(sonikasyon)
Stabilizasyon
iskiirterek kurutma, livofilizasy
Tabaka-Tabaka Metodu | | Anyonikveyz Anyonik veya (prstter = Wyoffizasyon)
katvonik polimer katvonik polimer
1. polimer ile 2 polimerile
< (: ) |
sapians e e

Sekil 2.9 Nanopartikiil hazirlama metotlari [35]

Nanocoktiirme Metodu;

Nanogoktiirme metodu ayni zamanda ¢oziicli yer degistirme metodu veya yiizeyler arasi
¢coktiirme metodu olarak da anilmaktadir. Bu yontem biri organik ve digeri su fazi
olmak tizere iki faz arasinda gerceklesmektedir. Organik faz; polimer, yilizey aktif
madde (gerekli ise) ve polimer ve yiizey aktif maddeye uygun ¢oziiciiden olusurken su
faz1 su veya sulu ¢6zeltiden olusmaktadir. Etkin madde, ¢6ziindiigli ortama gore, su
veya organik faz icerisinde olabilmektedir. Sekil 2.10’da bu teknik ile nanopartikiiler

sistemlerin eldesi goriilmektedir [35].
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Dozaj Kontrol Sistemi

— Polimer
-~ Stabilizer
Ivent

Manyetik Kanstirma

Sekil 2.10 Nanogoktiirme yontemi sematik goriiniimii

Bu teknikte ozellikle polikaprolakton, poli(laktid) (PLA), poli(laktid-ko-glikolid)
(PLGA), poli(alkilsiyano akrilat) (PACA) ve poli(B-aminoester) (PBAE) gibi sentetik
biyobozunabilir polyesterler kullanilmaktadir. Bu teknikte partikiil olusumunu etkileyen
en onemli parametreler ise; organik fazi damlatma hizi ve orani, sulu fazi karistirma

hizi1, organik faz katilma metodu ve organik faz/sulu faz oranidir [35].

Lyvonotropik Jelasyon

Kitosan esasli polimerik triinlerden nanopartikiil eldesinde kullanilan en Onemli
yontemlerden biri de iyonotropik jelasyon yontemidir. Bu yontemde kitosan esasli
polimer malzemeler asidik ¢ozelti igerisinde ¢oziilerek ¢apraz baglayict igeren
polianyonik ¢ozelti icerisine damla damla damlatilir. Zit yiikler arasindaki etkilesim
sonucunda kitosan molekiilii jellesir ve kiire seklini alir. Kullanilan ¢apraz baglayici da
asidik ¢ozeltiyi notralize eder ve dis faza difiize olmasimi saglar. Iyonotropik jellesme
yonteminde genel anlamda en g¢ok tripolifopsfat (TPP) c¢apraz baglayicisi
kullanilmaktadir. Bunun haricinde aljinat, oktil siilfat, lauril siilfat gibi ¢apraz

baglayicilarda kullanilmaktadir [36].

Bu nano boyuttaki tasiyici sistemlerin hazirlanmasi i¢in oncelikle gen terapi isleminin

oldukea iyi bir sekilde anlagilmasi gerekmektedir.
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2.4 POLIMERIK TASIYICILARLA GEN TRANSFERI

Yukarida bahsi gegen 6zellikler gbz oniine alindiginda dncelikle genin salim yontemini
anlamak gerekir ve tabi ki bu yontemi anlarken de karsilasabilecek engelleride beraber
degerlendirerek en uygun nanopartikiiler DNA tasiyict sistemi elde etmek
gerekmektedir. Bu kapsamda genin ¢ekirdek igerisine iletilmesi yedi ana adimda
meydana gelmektedir. (Sekil 2.11); 1) Terapotik genlerin paketlenmesi, 11) Hiicreye
giris, 111) Endo-lizozomal yoldan kagis, 1V) DNA/tasiyict sistem salim etkisi, V)
Sitoplazma boyunca ilerleme ve ¢ekirdek igerisine dogru gegis, VI) gen ifadesi VII)
Biyouyumluluk [12].

~

Sekil 2.11 Viral olmayan tastyicilarla gen transferi sematik goriiniimii [12]

2.4.1 Gen Paketleme

Herhangi bir polimerik gen salim sistemi igin temel tasarim Kriterleri, a) anyonik hiicre
yiizeyine kars1 ayni yilik etkisini dnlemek i¢in DNA’nin negatif yiiklii fosfat zincirini
noétralize etmek, b) hiicrenin transfer edilecek geni i¢ine almasi igcin DNA’ ’nin biiyilik

yapisini kondanse ederek gereken uygun boyutu ayarlamak (6rnegin reseptor-aracili
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endositoz i¢in nano boyutta, makropinositoz veya fagositoz i¢in mikroboyutta olmasi),

¢) hiicre igi ve hiicre dis1 ¢ekirdek bozunmasindan DNA’y1 korunmaktir.

Yukarida bahsedilen gerekliliklerden dolay:1 arastiricilar 3 temel paketleme stratejisi
gelistirmislerdir; 1) Elektrostatik etkilesim, 2) Enkapsiilasyon ve 3) Adsorbsiyon
[37,38].

2.4.1.1 Elektrostatik Etkilesim

Gilinlimiize kadar gelen birgok arastirmada goriildigli lizere bir¢ok polimerik tastyici,
anyonik yapidaki DNA ile elektrostatik etkilesim yoluyla kompleks olusturmaktadir.
Katyonik yapida olan sik kullanilan polimerik tasiyicilar Tablo 2.2 de goriilmektedir.
Biitiin bu polimerler, notral pH da protonlanabilen ve kendiliginden DNA ile
elektrostatik olarak etkilesime girebilen amino gruplar icermektedir. Eger yeterli azot
fosfat (N:P) yiik dengesi kurulursa polimer DNA y1 ¢ekirdek bozunmasindan koruyarak
hiicrenin iceri alabilecegi boyutta kondense edebilir. DNA nin paketlenmesi icin bu
yontem her ne kadar gerekli pozitif yiikii tasimasini saglasa da bu tip polikatyonlarin

yiiksek sitotoksisite gosterdigi agiktir [12].
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Tablo 2.2 Gen transferinde en ¢ok kullanilan polimer tasiyicilar

VEKTOR OZELLIK KAYNAK
Belirlenen boyut ve yiikte elde edilebilen yiiksek dallanmi1
Dendrimerler ) yuve s i ; 39,40
polimerler
o Bir¢ok amino grubu igeren bir aminoasit polimeridir.
Poli-L-lizin . . 41,42
Sitotoksisitesi azaltilabilmektedir.
Lineer veya dallanmis formda ve genellikle kopolimer
Poli(etilen imin) birleseni olarak kullanilmaktadir. Katyonik yogunlugu 43,44
ayarlanabilmektedir.
Dogal Biyobozunabilir Polimerler
Kollajen Genetik malzemenin devamli salim1 i¢in modifiye edilebilir. 45
Kitinin deasetilasyonu ile iiretilen bir amino polisakkaritidir.
Kitosan Oral ve nazal uygulamalar i¢in biyoadezifligi oldukca 46,47
yiiksektir.
Poli(laktid-ko- .
likolid) Insanlarda kullanimi igin oldukga giivenli bir malzemedir. 48
glikoli

2.4.1.2 Enkapsiilasyon

Elektrostatik kondenzasyona alternatif bir ydntem olan bu

yontem Ozellikle

biyobozunabilen kiiresel tasiyicilarin olusturulmasi ig¢in kullanilmaktadir. Polimerin

biyobozunurlugunda ester baglart 6nemli bir rol oynamaktadir ve biyobozunurluk,

formiilasyondan DNA saliminin kontrol edilebilmesini saglar. Ayn1 zamanda polimerik

yapilar genlerin enzimatik olarak bozunmasini engeller [49,50]. Bu yontemdeki en

onemli kisitlamalar ise polimerik tasiyicinin organik c¢oziiclilere ve genetik yapiyi

bozacak yiliksek sicakliklara maruz birakilmasidir. Diger kisitlamalar ise, diisiik

enkapsiilasyon verimliligi, diisikk pH’larda ortamda poliester hidrolizi ile birlikte DNA

nin bozunmasi, polimerden yetersiz salim sonucunda diisiik DNA biyouyumlulugudur

[51-53].
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2.4.1.3 Adsorbsiyon

Gen terapide tasiyici polipleks tiretimi i¢in enkapsiilasyon yontemindeki bu sinirlamalar
g6z Oniinde bulundurularak adsorbsiyon yontemi gelistirilmistir. DNA adsorbsiyon
yontemi, yukarida bahsedilen 2 yontemin bir arada oldugu, DNA nin elektrostatik
olarak baglanabildigi biyobozunabilir parcaciklarin yiizeyine katyonik gruplarin
(katyonik surfaktanlar, PDMAEMA, PEI) konjuge veya adsorbe olmasiyla
gerceklesmektedir [54,55].

Yukarida bahsedilen 3 yontem ile de arastirmacilar, yeterli diizeyde etkili ve giivenli
gen transferinin gergeklesmesini saglamak igin ¢alismaktadirlar. Asagida ise bu tiretilen
polimer tasiyicilarin hiicre igerisine giriste karsilasicaklari problemler ve Onleme

yontemleri ele alinmistir.

2.4.2 Hiicre Girisi

Polimer/DNA kompleksinin yani polipleksin hiicrede karsilasacagi ilk engel plasma
membranidir. Polipleksler hiicre igerisine pasif diflizyon ile gecemez ¢iinkii gecis
membraninin gozenekleri ve kanallar1 boyut olarak olduk¢a smirhidir. Bu fiziksel
bariyerlerin iistesinden gelmek icin ¢esitli metodlar gelistirilmektedir. Endositik alim,
baska deyisle hiicre zarindan basit difiizyonla veya aktif tasimayla gegmesi miimkiin
olmayan molekiillerin hiicre igerisine girisi temel olarak fagositoz, pinositoz ve
reseptor-aracili endositoz olmak iizere baslica 3 sekilde gergeklesmektedir. Fagositoz:
daha ¢ok biiyiik kati partikiillerin retikiiloendotelyal sistem (RES) hiicreleri yardimiyla
hiicre igerisine girisini, pinositoz: sivi haldeki molekiillerin hiicre duvarindan kesecik
olusumu ile girigini belirtmektedir; reseptor aracili endositoz tipleri ise, klatrin aracili
endositoz veya kaveolin aracili endositoz olup, burada spesifik molekiillerin hiicre
igerisine girisi, bu molekiillere 6zgii reseptdr bolgelere sahip proteinleri (kaveolin veya
klatrin) igeren hiicre zar1 keseciklerinin igeriye kivrilmasiyla gerceklesmektedir.
Genelde 250 nm den biiyiik partikiillerin fagasitozla daha kiiciik partikiillerin ise

endositozla hiicre igerisine girisinin oldugu bildirilmektedir [56].
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2.4.2.1 Hedeflendirilmis Alim

Reseptor-vasitasi ile hedeflendirme ve endositoz

Polipleksler hiicre igerisine reseptor-aracili  endositoz yoluyla alinmaktadir.
Hedeflendirilmis ligand tasiyan tasiyici sistemler, hiicrenin spesifik sekilde geni i¢ine
alimin1 saglayan yani endositozu gegeklestiren ajan olarak kullanilmaktadir. Tablo
2.3’de uygun reseptdr proteinin agiga ¢ikmasini saglayan gesitli hiicre tipleri igin
hedeflendirmeyi saglayan ligandlar goriilmektedir. Folat ve transferrin gibi endojen
ligandlar, biyouyumluluklar1 ve transfer etkinligini arttirmalari bakimindan oldukga
genis bir sekilde kullanilmaktadirlar. Buna karsilik, ekzojen ligandlarin yabanci
yapilarindan dolay1 bazen immiin cevap olusturmalar1 nedeniyle, kullanimlari sinirh

kalmistir [12,57].

Tablo 2.3 Gen transferinde kullanilan ligandlar [12]
LiGAND KAYNAK

Endojen Ligandlar

Folat 58

Transferrin 59

Eksojen Ligandlar

Karbonhidratlar 60
Hiicreye penetre edebilen peptidler 61
Antikor 62

Boyut eleme ve Fagositoz

Hedeflendirme ve ardindan hiicre alimi boyut eleme yoluyla da gergeklesebilmektedir.
Capt 1-10 pm arasinda olan DNA-enkapsiile edilmis mikrokiirecikler, immiin sistemin
antijen sunan hiicreleri (APCs) gibi fagositik hiicreler tarafindan elimine edilmektedir.

Bu yontem genelde DNA as1 uygulamalari i¢in denenmektedir [63].
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2.4.2.2 Spesifik Olmayan Alim

Membrana Bagli Proteoglikanlar ile Ivonik Etkilesim ve Endositoz

Poliplekslerin bir kisminin, hiicre ylizeyi iizerinde yer alan proteoglikanlar ile yik
etkilesimleri nedeniyle, hiicre alimi1 gerceklesmektedir. Proteoglikanlar, ana cekirdegi
protein olan ve ylizeyinde siilfat veya karboksilat glikozaminoglikanlart (GAGs)
bulunduran bilesimlerdir. Bu yiliksek anyonik GAG birimleri, hiicre yiizeyi ile hiicre dig1
makromolekiiller arasinda etkilesimi saglayan ve plasma membraniin biitiin negatif
yiikiinden sorumlu olan kisimdir. Varolan emilim mekanizmalar1 her ne kadar tamamen
anlasilir olmasa da bir hiicre tipinden digerine degisen ¢esitli derecelerde emilimler

gerceklesmektedir [64].

2.4.2.3 Hiicreye Niifuz Edici Peptid-Ortamli Alim

Son yillarda, hiicreye niifuz eden peptidler (CPP), uzunlugu 5-40 aminoasitten olusan,
pozitif yikli ve amfifilik 6zelliktedir, hiicre i¢ine alim 4 asamada ger¢eklesmektedir;
1) Membranda peptid-¢izgili porlarin olusumu, 2) Membran boyunca ve sitoplazma
icerisine dogrudan penetrasyon, 3) Sitosol igerisinde genetik tasiyicinin ve CPP’nin
salimi igin ters diiz edilen membrana baglh misel yapinin gegici alimi, 4) Endositozun

baglamasi [12].

2.4.3 Endo-Lizozomal Kacis

Endo-lizozomal kagis (Sekil 2.12) [65]; polipleksler, hiicre igerisine endositoz yoluyla
alindiklarinda keseciklerle kusatilan bu malzemelerin hiicre i¢i rotasinda hiicre yiizeyine
dogru bir geri doniisii olabilmektedir. Bu geri donts, asidik ortam, lizozomlar veya
hiicre i¢i organele (golgi parcacigi, endoplasmik retikulum) salim gibi sorunlardan
dolay1 gerceklesebilmektedir. Bu kavram, polikatyonlarin pKa degerine bagli tampon
kapasitesindeki degisikliklerin etkisi olarak ifade edilmektedir. pKa, polikatyonlarin
asidik giicli hakkinda bilgi verir bu yiizden pKa degerleri transfeksiyon i¢in hazirlanan
polikatyonlarin yeterli olup olmamasi konusunda dnceden bilgi sahibi olmamizi saglar.
Diger taraftan polikatyonlarin pKa degerleri, genlerin artan endosomal kagisindan
dolay1 daha iyi bir gen transfeksiyonu saglanmasinda onemli bir rol oynarlar. Sonug
olarak farkli pKa degerlerinde polikatyonlar sentezlenmektedir. pH-duyarli gruplar
iceren malzemeler, yani PAMAM gibi protonlanabilir aminler [66], KALA gibi
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endozomal salim yapan peptidler [67] veya alkile olmus karboksilik asid gruplari

kullanilarak endo-lizozomal kagis saglanabilir [12].
. F
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Sekil 2.12 Endo/Lizozomal kagis [65]

2.4.4 Sitosolik Tasima ve Cekirdek Icine Aktarim

Polipleksler sitosol igerisine girdiklerinde fiziksel ve metabolik bir c¢evreyle
karsilasirlar. Burada DNA y1 yok etmeye calisan ¢ekirdek enzimleri bulunmaktadir. Bu
yiizden polipleksin herhangi bir bozunmaya ugramadan direk c¢ekirdege yonlenmesi igin
bu yonelmeyi saglayacak olan karbohidratlar (laktoz, mannoz gibi) veya proteinler
(protamin gibi) polipleksin sentezinde yapiya katilabilir. Burada asil amac sitosol

icerisinde polipleksin miimkiin oldugunca az siire kalarak ¢ekirdege yonlenmesidir [12].

2.4.5 Gen Ifadesi

Gen ifadesi; DNA dizisi olan genlerin, fonksiyonel protein yapilarina doniisme siireci
icin kullanilan bir terimdir. Ancak, DNA, bu is i¢in tek basina bir baslangic
olusturamaz. Once DNA'daki baz ¢iftlerinin dizileri, RNA nin bilgi aktaran haberci

molekiillerine gegirilir (transkripsiyon). Bunlar sonra, gen fiiriinleri i¢in bir baslangi¢
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olustururlar (translasyon). Son asamada olusan polipeptidlerin amino asit dizileri,
DNA'daki kodon dizilerine karsilik gelir. Bu olay poliplekslerin ¢ekirdek icerisine geni
transfer etmesinden yani DNA/vektor ayrismasinin (dissosiyasyon) ¢ekirdek igerisinde
(sitosol igerisinde de olabilir) ger¢eklesmesinden hemen sonra baglar. Bu yiizden

DNA/vektor ayrigmasi oldukg¢a 6nemlidir (Sekil 2.13) [12, 68-70].

Aminoasit

Zincirinin Olugumu

Sekil 2.13 Transkripsiyon ve Translasyon islemlerinin sematik goriiniimii [71]
2.4.6 DNA/Vektor Ayrismasi

Verimli bir gen ifadesinin gergeklesmesi igin tasiyicitdan DNA ayrismasi gereklidir. Bir
baska ifade ile korunmasiz olan DNA’nin hiicre igerisindeki sitosolde alikonma
siiresinin minimize olmas1 gerekmektedir. Bu yiizden arastirmacilar DNA’ nin hiicre igi
salim etkinligini arttirmak i¢in cesitli stratejiler gelistirdiler; bunlar ana yapiya; isiya
duyarl 6zellik, hidrolitik bozunabilirlik veya indirgenebilir baglarin (-S-S-) katilmasi

olarak siralanabilir.

2.4.6.1 Isiya duyarli polimerler

Bu tip polimerler degisen sicaklik derecelerine gore geri dondiiriilebilir bukle-yuvarlak
hale doniisebilmektedir. Bu sayede sicaklik degisimleri ile DNA’nin kondenzasyon
derecesi  belirlenmektedir. Bukle faz; esnek, hidrofilik, uzun-genis zincir
konformasyonunu belirtirken, yuvarlak faz; kollaps halde, hidrofobik, dar-gergin bukle

konformasyonu olarak karakterize edilmektedir. Gegis sicakligi yiiksek oldugunda
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tasiyici sistem yuvarlak halde, asagisinda ise bukle formunda oluyorsa buna diisiik
kritik ¢ozelti sicakligir (LCST) denilmektedir [72].

Esas itibariyle viicut sicakligindan asagida LCST degerine sahip sicakliga duyarh
polimerler, hiicre icerisine DNA’nin gergin bir sekilde kondanse olmasi igin
kullanilmaktadir. Bu konuda en yaygin kullanilan polimerlerden biri 32°C LCST
degerine sahip poli(N-izopropil akrilamid) (p-NIPAM)’dir. Transfeksiyon etkinliginin
artmasi, endosomal kagis, katyonik karakter ve hidrofobisite gibi etkenlerden dolay:
calismalarda NIPAM’in bir¢ok malzeme ile ¢esitli modifikasyonlar1 goriilmektedir

[73,74].

2.4.6.2 Disiilfid Baglart

Disiilfid baglar1 gen transfer sistemlerine gesitli yollarla katilabilmektedir. Disiilfid
baglar1 ile polimer zincirin etrafina sarilan katyonik ligandlar, DNA nin elektrostatik
yolla baglanmasini saglar, disiilfid-indirgeyici ajanlarin yardimi ile baglarin ayrilmasi
sonucunda ise sitosol igerisinde DNA salimi gergeklesir [Sekil 2.14 (a)]. Alternatif
olarak tiol pendant gruplar1 lineer polikatyonlara baglanarak DNA nin katyonik
ligandlarla elektrostatik etkilesimi ile paketlenmesi saglanmaktadir ve ayn1 zamanda tiol
gruplar diger tiol gruplarla etkilesime girerek capraz bag olusturmaktadir [Sekil 2.14
(b)] . Bir diger yontemde disiilfid baglarinin polimer zinciri boyunca girmesini
saglamak bu da sistein gibi tiol aktif ajanlar sayesinde olmaktadir [Sekil 2.14 (c)]. Bu
baglarin zincir yapist igerisinde yer almasi sadece DNA nin salimi i¢in degil ayni
zamanda daha kiigiik molekiiler agirliktaki bilesenlere ayrilmasi ile sitotoksisite de

azaltilmaktadir [12,75].
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Sekil 2.14 a) Elektrostatik ile distilfid baglariin baglanmasi, b) Disiilfid baglarinin ¢apraz
baglanmasi, ¢) Polimer zinciri igerisinde dogrudan disiilfid baglarinin yer almasi [12]

2.4.6.3 Ester Baglar

Ester baglar1 da, dallanmis katyonik pendant gruplarin baglanmasi, ¢apraz baglanma ve
diisiik molekiil agirlikli polimer eldesi i¢in yapiya katilmaktadir. Disiilfid baglardan
farki ise su molekiillerinin, hidrolize sebep olmasi nedeniyle, bozundurucu ajan olarak

gorev yapmasidir ve fizyolojik ortama maruz kaldiginda hidroliz goriilebilir [12].

2.4.6.4 Yiik Indirgenmesi veya Modifikasyonu
Etkili bir DNA transferi i¢in diger bir yaklagim ise tasiyici lizerindeki katyonik yiikiin
indirgenmesi veya modifikasyonu saglanarak polimer/DNA etkilesiminin zayiflatilmasi

ve anyonik biyolojik makromolekiillere (mRNA, heparin, proteoglikanlar gibi) daha
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cabuk dissosiye olmasmi saglamaktir. Bu durumda genelde hidroksil ve kuaterner

amonyum gruplari ile asetil gruplari yapiya katilmaktadir [12].

2.4.7 Biyouyumluluk

Polimerik gen transfer sistemlerindeki en Onemli Kriter biyouyumluluktur, terapdtik
transfeksiyon verimliligi ise ikinci sirada gelmektedir.

Gen transfer sistemlerinde biyouyumluluk iki baslikta incelenmektedir; 1) Sistemin
kandaki stabilitesi, 2) Sitotoksisite

2.4.7.1 Sistemin Kandaki Stabilitesi

Vektor tasarimlarinda poli[N-(2-hidroksipropil metakrilamid)] (pHPMA), poli(etilen
glikol) (PEG) ve cesitli oligosakkaridler kullanilarak kan igerisindeki stabilitenin
arttirtlmasi, serum bilesenleri ile etkilesimin azaltilmasi, polipleks ¢oziiniirligiiniin
arttirtlmasi gibi DNA salim etkinligini arttirict 6zellikler bu malzemelerin hidrofilik ve

iyonik olmayan yapilarindan ileri gelmektedir [12].

PEG ve pHPMA malzemeleri serumun destabilize etme 6zelliklerini (iyonik, hidrofobik
kalintilar gibi) oldukg¢a etkili bir sekilde maskeleyerek polipleksin etrafinda bir
hidrofilik tabaka olusturup polipleksi stabilize etmektedir. PEG ve pHPMA gruplari
polikatyonla graft veya kopolimerize edildiklerinde serumca zengin ortamda polipleksi
stabilize ederken zayif kondense olabilen poliplekslerin DNA ile kompleksine miidahale
ederek transfeksiyon etkisini de azaltabilir. Bu problemin giderilmesi igin arastirmacilar
cesitli yontemler gelistirmislerdir. Ornegin mono veya cok degerlikli PEG veya
pHPMA  zincirleri, polipleksden uzanan amino gruplarina baglanarak polipleks
yiizeyinin kaplanmasimi saglamaktir[Sekil 2.15(a)]. Kovalent capraz bagli kaplama
hazirlamak igin ¢ok degerlikli zincirler hidrofilik zincir basina ¢oklu amino gruplari ile
beraber baglanirlar [Sekil 2.15(b)]. Bunlara ek olarak gen transferinde hedeflendirme
gibi fonksiyonlar arttirilmak isteniyorsa, heterobifonksiyonel (heterotelekelik) PEG
veya ¢ok degerlikli HPMA zincirleri polipleksin amino zincir gruplarina tek bir reaktif
yerden ve ayni zincir boyunca baglanabilir [Sekil 2.15(c)]. Alternatif olarak da serum
stabilizasyonunu saglayan zincirler, tasiyiciya bozunabilir baglarla (asidik egilimli

hidrazon veya asetal baglar1 veya disiilfid baglar) sarilabilir ve bu sayede temelinde
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endosomal kagis saglayan gruplarla birlikte hidrofilik kaplanmada saglanmis olmaktadir

[Sekil 2.15(d)] [12,75,76]
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Sekil 2.15 PEG/pHPMA zincirlerinin polipleks ile reaksiyonlar1 [12]

Iyonize olmayan (non-iyonik) hidrofilik polimerlere alternatif olarak ¢oziiniirliige,
biyouyumluluga, ve potansiyel hedeflendirme kapasitesine katkilarindan dolay1
oligosakkaridler kullanilabilmektedir. Bunlarin igerisinde en sik kullanilan1 ise

siklodekstrinlerdir.

Serum-stabilizasyon ajanlari, polipleks agregasyonunu azaltma, yiizey yiikiinii diisirme,
kan igerisinde uzun siireli kalabilme ve ¢Oziiniirliigii arttirma O6zellikleri bakimindan
olduk¢a 6nemlidir. Polipleksin stabilizasyonunu sadece ilave edilen hidrofilik gruplar
saglamamaktadir aym1 zamanda hidrofilik grubun uzunlugu, polikatyon tipi, graft

yogunlugu, ilave edilen ligandlarda etkilemektedir .
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2.4.7.2 Sitotoksisite

Her ne kadar polipleks veya tasiyici sistemin sitotoksik etkisine sebep olan
mekanizmalar yeterli sekilde agiklanamamis olsa da, birgok hipotez sitotoksisitenin
hiicre yiizeyindeki anyonik gruplar ile tasiyici lizerindeki katyonik gruplar arasindaki
iyonik etkilesimden ileri geldigini gostermektedir. Membran fonksiyonuna zarar veren
ve sonucunda hiicre oliimiine sebep olan, hiicre yiizeyindeki birikme ve polipleks
agregasyonu gibi olaylar iyonik etkilesim nedeniyle gerceklesmektedir. Dahasi, bazi
etkilesimlerin katkisi ile olusan yapisal farkliliklar sitotoksik etkiyi ileri derecede
arttirmaktadir. Bu farkliliklar, tasiyici ve polipleks ozelliklerini igermektedir; molekiil
agirligi, yapist (zincirsel veya dallanmais), dallanma derecesi, katyonik yiik yogunlugu,
katyonik fonksiyonalitenin tipi, polipleks boyutu, polipleks yiizey yiikii, ii¢ boyutlu
konformasyonu ve polipleks esnekligidir [12].

Arastirmacilar 6zellikle gen transfer sistemlerinde iki temel tasarim kriterine dikkat
etmektedir, diisiik toksisite ve yiiksek transfeksiyon etkinligidir. Bir¢ok calismada,
ortalama molekil agirligi 2 kDa’dan kii¢iik olanlarin diisiik toksisite gosterdigi, 25
kDa’dan biiyilk molekiil agirligina sahip olanlarin ise daha yiiksek transfeksiyon
etkinligi gosterdigi bildirilmistir.  Yine diisiik molekiil agirlikli  bilesenlerine
pargalanabilen yiiksek molekiil agirlhigina sahip polimerik tasiyiciyr olusturmak igin,
disiilfid veya ester baglari, zincirsel veya ¢apraz olarak baglanmis ve DNA saliminin
etkinligi arttirilmistir. Bozunma sonucu olusan bu diisiik molekiil agirlikli bilesenler ya
bobreklerden (30 kDa dan disiik olmali 6rnegin 1,8 kDA PEI) veya dogal metabolik
yollarla [6rnegin poli-(4-hidroksi-L-pirolin ester)] elimine edilmektedir [12].

2.5 GEN TRANSFERI ICIN UYGUN POLIMERIK TASIYICI SiSTEMIN
SECILMESI

Yukarida belirtildigi gibi, transfeksiyon (gen transferi) bir genin plazmit aracilig: ile
baska bir hiicrenin ¢ekirdegine taginip DNA’sina yerlestirilmesi olayidir ve genetik
anomali sonucu olusan hastaliklarin tedavisi igin kullanilmaktadir. Bu konuda 20.
ylizyilin sonlarma dogru iki yaklasim ortaya koyulmustur. Bunlardan birincisi gen

transferinde oldukga yiiksek etkiye sahip viral tasiyicilarin kullanilmasidir, fakat bu
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alanda kullanilan viriislerin yan etkilerinin olduk¢a fazla olmasindan dolay: ikinci bir
yaklasim olan viral olmayan tasiyict sistemler (polimer, lipid veya lipozomlar vb.)

gelistirilmistir.

Bu alanda kullanilan viral olmayan biyouyumlu polimeriK tasiyict sistemlere “transjenik
polimerler” denilmektedir. Polimerik tasiyicilarin niikleik asidlerle olusturduklari
yapilara “polipleks” denilmektedir. Poli iyon kompleks (PIC) miseller ve misele benzer
polipleksler, viicut igerisinde yiiklii malzemenin giivenli salimimi sagladiklari i¢in viral
vektorlere alternatif olarak oldukea ilgi ¢ekmektedir [10]. Ozellikle PIC miseller,
genlerin boyutuna gore hazirlanabilmektedir. Ciinkii gen tasiyicinin tiretimi igin biiyiik
bir avantaj olan ve gen-misel etkilesiminde itici kuvvet olan elektrostatik etkilesim bu
yapilarda gerceklesmektedir. Dahas1 PIC miseller, fonksiyonel ve boyut bakimindan
yapisal olarak viriislere benzerlik gostermektedir. Virlis boyutu 20-300 nm arasindadir
ve lipidik yapist genin dis g¢evreye karsi korunmasini saglar. Biyouyumlu hidrofilik
PEG finiteleri ile sarili miseller ise, ¢ekirdegindeki yiiklii malzemenin yapisina bagl

olarak partikiil boyutu bakimindan 20-200 nm degismektedir.

DNA’nin yiizeyinde negatif yiikler bulundugu icin PIC misellerin hazirlanmasinda
polikatyonlar kullanilmaktadir. Bu tip tasiyici sistemler hem dogal hem de sentetik
polimer esashidir (adim veya katilma polimerleri) ve genelde dort grupta
incelenmektedir. Bunlardan birincisi bozunmayan transjenik polimerler (poli-L-lizin,
polietilen imin, polietilen glikol konjugatlari, siklodekstrinler v.b.), ikincisi bozunabilen
yeni transjenik polimerler (poli(B-amino esterler), polimidazoller, ¢esitli polisakkaritler,
kitosan vb.), tlglinciisii polietilen oksit/polipropilen oksit kopolimerleri, poli(N-
vinilpirolidon), ve hidroksipropil metakrilat kopolimerleri, dordiincii grup ise polimerik
poli(etilen oksid) ve polialkilsiyanoakrilat nano-/mikrokiireleridir. Son yillarda,
poli(etilen glikol)-poli(dimetilaminoetil metakrilat) [PEG-PAMA], ve poli(etilen
glikol)-poli(etilenimin) [PEG-PEI], genlerle birlestirilmis PIC misellerini olusturan
etkili polikatyonlardandir [1].

Yaklastk son 25 yilda yapilan kaynak arastirmalart 1s1ginda, tezin kapsaminda
gerceklestirilen c¢aligmalarin amaci, transfeksiyon etkinligini aragtirmak i¢in dogal

polimer olarak, kaynaklarda rastlanmayan, modifiye kitosan esasli polimerlerin sentezi,
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sentetik biyouyumlu polimer olarak da, kaynaklarda rastlanmayan poli (B-aminoester)
esaslt polimerlerin sentezi, karakterizasyonu ve bu polimerlerden hazirlanan
nanopartikiiler sistemlerin gen transferinde kullanilabilmelerinin incelenmesi olarak
belirlenmistir. Bu nedenle asagida poli (B-aminoester)’lere, kitosana ve uygulanan

modifikasyon reaksiyonlarina ait bilgiler sunulmustur.

25.1. Tez Cahsmasinda Gen Transferi I¢in Kullamlan Dogal ve Sentetik

Polimerler

Tez kapsamindaki c¢alismalarda baslica 2 ana gruptan olusan dogal ve sentetik
polimerler sentezlenmis ve karakterize edildikten sonra nanopartikiiler tastyici
sistemlerin hazirlanmasinda kullanilmistir. Bu polimerler, i) Bozunabilen transjenik

polimerler: poli(f-amino esterler) ii) Kitosan esasli polimerler

2.5.1.1 Poli(-amino esterler)

Viral olmayan gen tasiyici sistemlerde dikkat ¢eken en 6nemli polimer gruplarindan biri
olan poli(B-amino esterler) (PBAE), Sekil 2.16°da goriildiigii gibi primer amin veya bis
sekonder aminin diakrilatlarla Michael katilma reaksiyonu ile elde edilmektedir. Bu
sayede sentezlenen polimer, yapisinda bozunabilen ester baglari ve tersiyer amin

gruplar1 igermektedir [77-79].
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Sekil 2.16 Poli(p-amino ester) sentezi

PBAE’ler ile benzer yapidaki poli(amido aminler) (PAMAM), su ve alkol gibi sulu
(protik) ¢oziiciilerde sentezlenmesine ragmen, PBAE’ler, tetrahidofuran (THF) veya
diklormetan (DCM) gibi susuz (aprotik) c¢oziiclilerde elde edilmektedir. Susuz
coziiclilerin kullanilmasi ile ester baglarmin hidrolizi de engellenmis olmaktadir.
Polimerlerin sayisal/agirlik dagilimma gore molekiil agirliklari, ¢oziicli veya monomer

oranina bagl olarak 2.000 ile 50.000 arasinda degismektedir. DCM’de elde edilen
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PBAE’ler genellikle THF’de elde edilenlere nazaran daha yiiksek molekiil agirligina
sahiptir. Bunun transfeksiyon etkinligini arttiracagi diisiiniilse de sitotoksisite ve

partikiil boyutu olusumlarinda dikkat edilmesi gerektigi gézlerden kagmamalidir [80]

PBAE’lerin gen transferinde kullanilmalarinin tercihi edilmesinin baslica sebepleri;

e Fizyolojik ortamda (pH 7,4) amin gruplar1 protonlanabilmektedir

e Cesitli monomerler ile hazirlanabilmekte ve ¢ok ozel bir saflandirma metodu
gerektirmemektedir. Anderson ve arkadaslar1 yaptiklart g¢aligmada, toksik
olmayan bir ¢6ziicii olan dimetilsulfoksid (DMSO) igerisinde sentezledikleri
2350 polimerden 33 tanesinin transfeksiyon etkinliginin olduk¢a basarili
oldugunu bildirmislerdir. Bu malzemeler arasindan en iyi sonu¢ verenin ise
hidrofobik gruplar iceren PBAE’ler oldugunu séylemislerdir [81].

e Uciincii ve en onemli ozelliklerinden bir tanesi de PBAE’ler in vivo
uygulamalarda Onemsenebilir bir sitotoksisite gdstermezken, 1yi  bir

transfeksiyon ajani olan PEI oldukga yiiksek toksisite gostermektedir [80].

Tez ¢aligmas1 kapsaminda bu grupta; ¢esitli baslangic maddeleri kullanilarak farkl: tipte
PBAE yapisinda polimerler sentezlendi.

2.5.1.2 Kitosan

Katyonik polimerler diger bir adiyla polikatyonlar molekiiler gen transfer sistemlerinin
en basinda gelmektedir. DNA ve polikatyonlarin etkilesimi sonucunda olusan
polielektrolit kompleksler (PEK), DNA’y1 sikica paketleyerek DNase gibi DNA’y1
parcalayan enzimlerden korur. Bununla birlikte gen transferinde kullanilan
polikatyonlar, fizyolojik pH’da katyonik ozellik gosterdigi i¢in, DNA ile fizyolojik
ortamda elektrostatik etkilesime girebilmektedirler. PEK sistemlerin viral vektorlere
nazaran kolay tretim ve diisik immiin cevap olusturma gibi avantajlarmma ragmen
biyobozunabilme problemi ve en onemlisi diisiik transfeksiyon etkinligi gibi negatif
Ozellikleri de arastirmacilart yeni arastirmalar yapmaya yonlendirmistir. Gen
transferinde kullanilan en 6nemli polikatyonlar; PEI, poli(L-lisin), dendrimerler, jelatin
ve katyonik polisakkaritlerden kitosandir. Bu polikatyonlardan kitosan, PEK sisteminde
genel olarak yukarida bahsedilen negatif 6zelliklerden bazilarini igerememesi, dogal,
biyobozunabilir ve biyouyumlu olmasi ve toksik olmamasi gibi sebeplerden dolay1

transfeksiyon ¢alismalarinda aragtirmacilarin yogun ilgisini ¢gekmistir [1].
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Kitosan biyobozunabilir polisakkarit olup (1,4) glikosidik baglarla birbirine bagh D-
glukozamin ve N-asetil-D-glukozamin gibi iki alt tiniteden meydana gelmektedir.
Yengeg, istakoz gibi kabuklularin, eklembacaklilarin dis iskeletinin ve ahtapotla
miirekkep baliginin dahil oldugu kafadan bacaklilarin agiz kismimin ana bileseni olan
kitinin alkali deasetilasyonu sonucunda elde edilmektedir. 19. yiizyilda kitosan ile ilgili
arastirmalara baglanmis olup giiniimiizde biyomedikal ve ilag salim sistemleri arasinda

onemli bir yere sahip olmustur [1,82].

Kitosan, yapisindaki D-glukozamin {initeleri sayesinde yiiksek pozitif yiik yogunluguna
sahip olmakla birlikte kendine 6zgii pKa’s1t (6,5) sayesinde asidik ve notral pH’da
polikatyon 6zelligi gostermekte ve alkali pH’larda ise ¢oziinmemektedir. Kitosan asetik
asit, laktik asit, hidroklorik asit, aspartik asit gibi asidik ortamda ¢06ziinebilir
karakterdedir. Bu sayede kitosan iizerindeki amin gruplari protone olabilmekte ve
negatif yiikli DNA ile etkilesime girebilmektedir. DNA ile kitosanin olusturacagi
formiilasyonun transfeksiyonunu kitosanin molekiil agirligi ve deasetilasyon derecesi,
kitosan ile DNA kompleksindeki N/P orani, transfeksiyon ortaminin pH’s1 ve viskozite
gibi faktorler onemli derecede etkilemektedir. [1,83]. Sekil 2.17°de kitosan-DNA
formiilasyonlarinda transfeksiyon verimliligine etki eden faktorleri ve sonuglar

gosterilmistir [84].
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Sekil 2.17 Kitosan-DNA komplekslerinin transfeskiyon verimliligine etki eden faktorler [84]

Kitosanin fizyolojik pH’da zor ¢oziinmesi ve diisiik transfeksiyon etkinligi gostermesi
modifikasyon calismalarint da beraberinde getirmistir. PEG veya glikol ile
modifikasyon [85], kuaternize kitosan sentezi [86], diisiik molekiil agirlikli kitosan
kullanim1 veya eldesi [87], indirgenmis veya tiyollenmis kitosanlar [88], transferrin gibi
proteinlerle konjugasyon [89] gibi modifikasyonlar bu problemleri gidermek igin

yapilan modifikasyonlardan bazilaridir.
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Tez caligmasinda kitosana, molekiil yapisindaki amin gruplarini arttirmak i¢in klasik
aminasyon reaksiyonu, indirgenebilen-duyarli polimer yapisi saglayabilmek icin de
tiyolleme modifikasyon reaksiyonlar1 uygulandi. indirgenebilen-duyarli polimerler bu
alanda yer alan oldukga yeni polimer grubu oldugundan asagida bunlar hakkinda temel

bilgilere yer verilmistir.

2.5.1.3 Indirgenebilen-Duyarli Polimerler

Indirgenebilen-duyarli biyobozunabilen polimerlerin ve konjugatlarmn hiicre igi gen ve
ilag salim sistemlerinde kullaniminda son yillarda Onemli artiglar goriilmektedir.
Indirgenebilen-duyarli polimerlerin sentezi genel itibariyle disiilfid baglarinin (-S-S-)
ana zincirde, yan zincirde veya capraz baglayici olarak kullanilmasi ile saglanmaktadir.
Bu polimer tastyicilar hiicre disi sivilarda miikemmel kararlilik gosterirken hiicre igi
bilesenlerde sitoplazma veya ¢ekirdek gibi, indirgenmis ortamda hizli bozunma
gostermektedir. Bu 0zelligi sayesinde DNA, siRNA veya proteinler gibi bioaktif
molekiillerin kontrollii sitoplazmik salimi olduk¢a miikemmel bir sekilde olmaktadir

[90].

Polimer zinciri tizerindeki disiilfid baglar1 hiicre i¢i ortamda kii¢lik redoks molekiilleri
sayesinde indirgenebilmektedir. Bunlar glutatyon (GSH) ve tiyoredoksindir. GSH;
protein ve poliniikleotid sentezi, amino asid tasinimi, enzim aktivitesi ve metabolizmasi
gibi onemli hiicresel proseslerin diizenlenmesinde hayati 6nem tasiyan bir hiicresel

komponenttir (Sekil 2.18) [91].
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Sekil 2.18 indirgenebilir-Duyarli polimerlerin gen transferi [91]

Son yillarda yapilan calismalarda biyoindirgenebilir poli(amido amin)ler, poli(amido
etilenimin)ler ve biyobozunabilir poli(disiilfid amin)lerin transfeksiyon etkinligi
bakimindan PEI’e nazaran daha yiiksek etki ve daha diisiik toksisite gostermesi distilfid

baglarini iceren polimerlere ilgiyi oldukga fazla arttirmistir [80,92].

2.6 KAYNAKLARDA DOGAL VE SENTETIK BiYOUYUMLU GEN TASIYICI
NANOPARTIKULER SISTEMLERIN ELDE EDILMESINE VE
UYGULAMASINA AIT YAPILAN CALISMALAR

Bu tezle sunulan ¢alisma konusu ile ilgili olarak  yapilan kaynak arastirmasi
kapsaminda, kaynaklarda 1990 yilindan giiniimiize kadar, dogal ve sentetik polimer
esasli biyouyumlu nanopartikiiler sistemlerin elde edilmesine ait c¢alismalarin olup
olmadigi/bunlarin neler oldugu ve transfeksiyon amagl kullanilabilirligine ve
verimliligine ait uygulamalarin bulunup bulunmadigi/bunlarin  neler oldugu

arastirilmistir. Bunlara ait rastlanan caligmalar asagida 6zetler halinde belirtilmistir.

Guo K. ve Chu C.C. ve arkadaslari, 2005, yaptiklari ¢calismada yeni biyobozunabilen
doymamis polyester amid/PEG diakrilat hidrojelleri iireterek karakterizasyonunu ve

morfolojisini incelemislerdir [93],
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Zhong Z., Song Y. ve arkadaglari, 2005, ¢alismalarinda bozunabilen viral olmayan ¢ok
dalli polyester aminlerin {iretimini ger¢eklestirmis ve bu polimerler ile hazirlanan
nanopartikiillerin partikiil boyutlari, zeta potansiyelleri, sitotoksisiteleri ve in vitro

transfeksiyon etkinlikleri incelenmistir [94],

Midoux P., Pichon C. ve arkadaslar:, 2009, histidin veya imidazol iceren polimer,
peptid veya lipidlerden sitotoksisitesi diisiik ve niikleik asid salimina etki eden

endolizozomal kagis1 6nleyecek kimyasal tasiyici sentezlerini incelemislerdir [95],

Anderson D.G., Akinc A. ve arkadaglar:, 2004, ¢alismalar1 kapsaminda sentezledikleri
486 adet PBAE’in yapisal ve fizikokimyasal 6zelliklerinin gen transferine etkilerini
incelemislerdir. Molekiil agirligi, DNA ile birlesim sonucunda partikiil boyutu, DNA ile
kompleks olusumu sonucu yiizey yiikii, optimum polimer/DNA orani ve bu 6zelliklerin

transfeksiyon verimliligine etkisini arastirmiglardir [96].

Kim T., Ou M. ve arkadaslari, 2009, gen transfer sistemleri i¢in 200 nm den kiigiik
arjinin graft edilmis biyoindirgenebilir polidisiilfid amin viral olmayan tasiyici sistemi
sentezlemislerdir. Yeni sentezlenen tasiyici sistemin polietilen-iminden daha yiiksek
transfeksiyon etkinligine sahip oldugu ve PEI gibi toksisiteye de sahip olmadigi
bildirilmistir [97].

Veiseh O., Kievit F.M. ve arkadagslar:, 2009, ise kanser hiicrelerinde hedeflendirilmis
gen transfeksiyonunu saglamak i¢in yiiksek toksisiteye sahip polietilen imini PEG ile
muamele ettikten sonra, klorotoksin adi verilen peptidi ligand katilmasi yontemiyle
yaptya modifiye etmis ve boylece kanser hiicresine hedeflendirilebilen bir nanotastyici

sistem hazirlamiglardir [98].

Ko T'Y.,, Kale A. ve arkadaglari, 2009, sistemik gen salimi i¢in, kendiliginden misel
nanopar¢actk  olusumu  saglayabilen  fosfolipid-polietilenimin  konjugatlarinin

sentezlenmesini gergeklestirmislerdir [99].

Green J.J., Shi J. ve arkadaslar:, 2006, endotelyal hiicrelerde (HUVEC) gen salimini

saglayacak biyobozunabilir polimerik tasiyicilardan olan PBAE’lerin sentezini
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gerceklestirmislerdir. Kardiyovaskiiler rahatsizliklar ve kanser i¢in olduk¢a dnemli olan
bu hiicre tiplerinde in vivo uygulama esnasinda kanda bulunan serum proteinlerinin
transfeksiyon verimliligini diisiirmesinden dolay1 bunu arttiracak yonde bir tasiyici

polimer sentezlemislerdir [100].

Wieland J.A., Houchin T.L. ve Shea D.L., 2009, ise polietilen glikol ile modifiye edilmis
hyaluronik asit ile hidrojel formiilasyonlar1 hazirlayarak, karakterizasyonunu ve

floresans mikroskopta in vitro transfeksiyon etkinligini incelemislerdir [101].

Ou M., Wang X.L. ve arkadaslari, 2007, gen salimi icin yiiksek transfeksiyon
etkinligine ve diislik toksisteye sahip biyobozunabilir polidisiilfid amin sentezini
gerceklestirerek, HeLa, 293T, C2C12 ve NIH3T3 hiicrelerinde in vitro transfeksiyon
etkinligini incelemislerdir [102].

Xu F.J., Li H. ve arkadaslari, 2008, PEG, poli(2-dimetilamino etil metakrilat) ve poli(2-
hidroksietil metakrilat) ile atom transfer radikal polimerizasyonu ile pentablok
kopolimerin sentezini gergeklestirmislerdir. HEK293 ve COS7 hiicrelerindeki gen
transfeksiyon ¢alismalarinda PEI’e gore daha etkin transfeksiyon verimliligine sahip bu
kopolimer ayn1 zamanda polietilen glikol sayesinde de diisiik toksisiteye sahip gen

tastyict madde sentezini gergeklestirmislerdir [103].

Liang B., He M.L. ve arkadaglar:, 2008, timor-hedefli gen salimi i¢in hiperdalli PEI-
graft-folat-PEG tasiyici sistemi sentezlemislerdir. Bu sayede, HEK293T gibi folat
reseptOrii iceren hiicrelerde, transfeksiyon etkinligini yalniz PEI igeren tasiyicilara
nazaran oOnemli oranda arttirdigr gorilmiistir. Fakat HepG2 hiicreleri gibi folat

reseptOrii igermeyen hiicrelerde ise herhangi bir artis goriilmemistir [104].

Yang C., Li H. ve arkadaslari, 2007, viral olmayan gen tasiyici sistem hazirlamaka
amaciyla oligoetilenimin dallar1 igeren a-siklodekstrin merkezli katyonik yildiz
polimerleri sentezlemislerdir. HEK293 ve COS7 hiicrelerinde yapilan caligsmalarda
sentezlenen vektorlerin plasmid DNA’nin transfeksiyon etkinligini énemli derecede
arttirdigr  gozlenmistir. Bunun yanisira a-siklodekstrin {izerindeki oligoetilenimin

dallanma sayisinin artmasiyla transfeksiyon etkinliginin arttig1 da bildirilmistir [105].
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Huang M., Khor E. ve Lim L.Y., 2003, asetilasyon derecesi ve molekiil agirliginin,
kitosan ile hazirlanan nanopartikiillerin sitotoksisitesine ve hiicre alimina etkisini

incelemislerdir [106].

Paz L.E.C., Resin A. ve arkadaslar:, 2010, kitosan nanopartikiillerinin Streptococcus
mutans biyofilmlerine karsi antimikrobial etkilerini incelemislerdir. Konfokal
mikroskopta hiicrelerin yasam/6liim dengesi ile incelenen bu ¢alismada yiiksek molekiil
agirligina sahip kitosan molekiiliinliin diisilk antimikrobiyal etki gosterdigi, diisiik
molekiil agirligindaki kitosanin ise yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu

gozlenmistir [107].

Wang J., Gao S-J ve arkadaslar:, 2004, ayn1 molekiil agirliginda fakat farkli yan zincir
gruplara sahip viral olmayan gen tasiyict polifosfoamidatlart sentezlemislerdir.
Ozellikle primer amino grubuna sahip polifosfoamidatlar, sekonder, tersiyer ve
kuaterner amin grup igeren polifosfoamidat tasiyicilara nazaran transfeksiyon etkinligi

bakimindan daha etkin bulunmustur [108].

Luten J., Steenis J.H. ve arkadaslari, 2003, gen transferinde kullanilabilecek suda
¢ozilinebilen biyobozunabilir =~ katyonik  polifosfazenleri sentezlemislerdir.
Poli(dimetilamino metilmetakrilat)in gen transfer sistemlerinde kullanilmasini
engelleyen toksik etkisini fosfazenlerle azaltarak oldukg¢a diisiik toksisiteye sahip
tasiyicl sistemlerin iretilmesini saglamalarina karsilik transfeksiyon etkisini 3 kat

diistirmesi fosfazenlerin kullanimini kisitlamigtir [109].

Zelikin A.N., Putnam D. ve arkadaglari, 2002, gen transfer sistemlerinde
kullanilabilecek alifatik iyonenleri sentezlemislerdir. Iyonen polimerlerin diisiik
toksisite gdstermesinin yaninda yiik yogunluguna ve molekiil agirligina baglh olarak in

vitro DNA transfeksiyon etkinligi incelenmistir [110].

Ihm J.E, Han K.O. ve arkadaglari, 2003, poli(4-vinilimidazol)den iiretilen yeni bir viral

olmayan gen tasiyici Sistem sentezlemislerdir. Toksisite agisindan poli(dimetilaminoetil
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metakrilat)’tan daha az toksik olan bu tasiyicilarin farkli hiicre tiplerindeki (Hela,
293T, MC3T3E1 hiicreleri) gen transfeksiyon etkinligi incelenmistir [111].

Csaba N., Hoggard M.K., Alonso M.J., 2009, iyonik capraz bagl kitosan tripolifosfat
(TPP) nanopartikiillerinin oligoniikleotid ve plasmid DNA salimi i¢in kullanimini
incelemiglerdir. Kitosan-TPP nanopartikiillerinin fizikokimyasal 6zelliklerinin yaninda
in vitro transfeksiyon etkinligi, hiicresel alim ve in vivo gen ekspresyonu incelenmistir
[112].

Gan Q., Wang T. ve arkadaslar:, 2005, Kitosan-TPP nanopartikiillerinin morfolojik
ozelliklerinin, partikiil boyutunun ve ylizey yiikiinlin gen salimma etkilerini
incelemislerdir. Bununla beraber kitosan molekiil agirligi, konsantrasyonu, kitosan TPP
agirlik oran1 ve ¢ozelti pH’siin nanopartikiil boyutuna, ylizey yiikiine ve agregasyona

etkilerini aragtirmiglardir [113].

Turan K., Nagata K., 2006, kitosan hidrolizinin ve hiicre tipinin in vitro DNA
transfeksiyonuna etkilerini incelemislerdir. Calismada kitosanin hidrolizi saglanarak
viskozite ortalama molekiil agirligi 450 kDa’dan 14 kDa disiiriilmiis ve bu dogal
biyouyumlu polimerden elde edilen kitosan-DNA nanopartikiillerinin HEK293,
Swiss3T3, HeLa ve MDCK hiicrelerindeki in vitro transfeksiyon etkinligi incelenmistir
[114].

Yapilan kaynak aragtirmalarinda son 10-15 yilda gen transferinde bir¢ok dogal, sentetik
veya yari-sentetik polimer tasiyicinin kullanildigi goriilmiistiir. Bu ¢aligmalar igerisinde,
tez kapsaminda gergeklestirilmis olan, sentetik olarak cesitli tipte baslangi¢ maddeleri
ile Michael katilma reaksiyonu ile elde edilen PBAFE’lerin eldesi ile ilgili, dogal
polimerlerden kitosan esasli polimerlerin sentezi ile ilgili ve bu maddelerin basarili
bulunanlarinin gen transferinde in vitro ortamda HEK293 ve koyun fibroblast (POF) ve
koyun embryonik fibroblast (POEF) hiicreleri kullanilarak incelenmesi ile ilgili

herhangi bir calismaya rastlanmamustir.



43

2.7 CALISMANIN OZGUN YONU

Yapilan kaynak aragtirmalarinda son 10-15 yilda gen transferinde kullanilabilen bir¢ok
dogal, sentetik veya yari-sentetik polimer tasiyici sistemin sentezlendigi goriilmiistiir.
Bu ¢alismalar igerisinde, tez kapsaminda gerceklestirilmis olan, sentetik olarak cesitli
tipte baslangic maddeleri ile Michael katilma reaksiyonu ile elde edilen PBAE’lerin
eldesi ile ilgili, dogal polimerlerden kitosana uyguladigimiz modifikasyon reaksiyonlari
sonucunda elde edilen kitosan esasli polimerlerin sentezi ve karakterizasyonu ile ilgili,
bu polimerlerden nanopartikiiler sistemlerin elde edilmesi ve bunlardan uygun 6zellikte
olanlarin in vitro ortamda insan embriyonik bobrek hiicresi (HEK293), primer koyun
fibroblast (POF) ve primer koyun embriyonik fibroblast (POEF) hiicreleri kullanilarak
gen transferindeki (transfeksiyon) etkinliginin incelenmesi ile ilgili herhangi bir
calismaya rastlanmamstir.

Caligmanin 6zgiin yonii ana hatlartyla:

e Gen transferi sistemlerinde viral tasiyicilarin yerini alabilecek, yani sentetik
polimer PBAE esasli ve dogal polimer kitosan esasli polimerik tasiyici
sistemlerin sentezi ve karakterizasyonu,

e Kaynaklarda bu alanda yapilan calismalarda rastlanmayan ve bu konudaki bir
boslugu doldurmasi amaciyla; iirlinlerin gen transfer uygulamalarinda 6nemli
olan zeta potansiyeli, partikiil boyutu ve polidispersite gibi 06zelliklerinin
incelenerek, etkinliklerinin degerlendirilmesi,

e Bunlarin yaninda basarili bulunan iiriin veya iirlinlerin sitotoksisite 6zelliklerinin
saptanmasi ve mevcut kullanilan viral olmayan sistemlerle in vitro transfeksiyon
Ozelliklerinin karsilastirilmali olarak incelenmesi,

e Dolaysiyla iriinlerin biyouyumluluklarmi ve transfeksiyon etkinliklerinin

bilinmesiyle in vivo kullanimina uygunlugunun saptanmasi.
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3. MALZEME VE YONTEM

Tez kapsaminda yapilan ¢aligmalardan elde edilen PBAE esasli ve modifiye kitosan
esaslt Tdriinlerin ve transfeksiyon etkinliklerinin patentlenmesi igin basvuruda
bulunulacagindan 551 sayili “Patent Haklarmin Korunmasi Hakkinda Kanun
Hitkmiinde Kararname” ye gore iriinlerin sentezlenmesine ait deneyler ayrintili olarak
sunulamamig, bu {riinlerin yapt aydinlatilmasmna iliskin FTIR spektra da
sunulamadigindan Bulgular, Tartisma ve Sonug¢ kisimlarinda degerlendirmelerinden de

bahsedilememistir.

3.1 KIMYASAL MADDELER

PBAE’den elde edilecek nanopartikiiler tasiyici sistem sentezi i¢in ¢oziicli olarak %99
saflikta etanol (Merck), dimetil stilfoksid (DMSO) (Sigma), ve deiyonize su
kullanilmistir. MK ve IMK iiriinlerinden nanopartikiiler sistemlerin eldesi igin ise asetik

asit (Merck) ve tripolifosfat (TPP) (Sigma) kullanilmistir.

Lisojeni besiyeri hazirlanmasi i¢in Maya Ekstrakti (Nitrojen Bazli, (-) Aminoasit
icermeyen) (Difco), Triptone  (Bacto) ve Sodyum kloriir (molekiiler biyoloji i¢in)
(Sigma), kompetant hiicre hazirlanamsi igin kalsiyum kloriir (CaCl,) (hiicre kiiltiir
testler igin) (Sigma) ve gliserol (molekiiler biyoloji i¢in) (Sigma) kullanildi. Jel
elektroforez denemeleri i¢in Agaroz (Sigma), Tris-Asetat-EDTA (TAE, pH 8.0)
tamponu hazirlanisi i¢in tris baz (Sigma), %99 saflikta glasiyal asetik asit (Merck) ve
EDTA (Sigma), etidyum bromiir (molekiiler biyoloji i¢in) (Sigma) ve bromfenol mavisi
(Sigma) kullanildi. Dulbecco’nun modifiye eagle besiyeri (DMEM-Stok) i¢in L-
glutamat (Sigma) ve sodyum piruvat (Sigma), sodyum bikarbonat (NaHCO3) (Sigma),
penisilin (Sigma) ve streptomisin (Sigma) kullanildi. Fétal buzagi serumu (FCS) igeren
DMEM c¢ozeltisi i¢in Sigma {iriinii FCS kullanildi. Hiicre sayimi i¢in tripan mavisi ve
nanopartikiillerin hiicre alim c¢alismalar1 i¢in model boyarmadde olarak rodamin-B

(Sigma) kullanildi.
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3.2 CiIHAZLAR VE YONTEM

3.2.1 PBAE Bilesiklerinin Elde Edilmesi Yontemi ve Reaksiyon Sistemi

Tim PBAE’lerin iiretimi, monomerler olarak, ayni diamin bilesigine karsilik farkli
diakrilat bilesikleri kullanilarak, Michael katilma reaksiyonu mekanizmasina gore [96]
gerceklestirildi. Sentezde kullanilacak reaksiyon sartlar (sicaklik, siire, monomer molar

oranlari, monomer ilave sekli vb.) yapilan optimizasyon denemelerine gore saptandi.

3.2.2 Modifiye Kitosan (MK) ve Indirgenebilir Modifiye Kitosan (IMK)

Bilesiklerinin Elde Edilmesi Yontemi ve Reaksiyon Sistemi

MK bilesiginin sentezi, kitosanin molekiiler yapisi iizerinde amin miktarini arttirmaya

yonelik olarak amin bilesigi ile modifikasyonuyla gergeklestirildi.

IMK bilesiklerinin iiretimi ise yukarida sentez yontemi anlatilan MK bilesiginin farkli
tipte disiilfir bilesikleri ile modifikasyonuyla azot gazi akimi altinda gergeklestirildi.
IMK bilesiklerinin (IMK; ve IMK3) iiretimi £1°C hassasiyetle 1s1 kontrolii yapilabilen
kontakt termometreli manyetik karistirici sistemi iizerine yerlestirilmis su banyosu
icerinde bulunan 5 boyunlu 500 ml’lik cam reaksiyon sisteminde gerceklestirildi.
Reaksiyon sisteminde orta boyunda ayarlanabilir hizda karistirma saglayabilen mekanik
karistiric1, diger boyunlarda termometre, gaz gecirme sistemi, monomer ve baslatici

besleme sistemleri bulunmaktadir.

3.2.3 PBAE ve Modifiye Kitosan Esash Uriinlerin Karakterizasyonu

3.2.3.1 Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR) Analizi

Tim driinlerin yapilarimin aydinlatilmasi i¢in, FTIR analizleri Digilab Excalibur-FTS
3000 MX model FT-IR cihazinda, 6rnek/KBr oran1 1/200 olacak sekilde seyreltilerek
hazirlanmus tabletler kullanilarak, 400-4000 cm™ dalga boyu araliginda kaydedilmek
suretiyle gerceklestirildi.
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3.24 PBAE ve Modifiye Kitosan Esash Uriinlerden Nanopartikiiler Tasiyici

Sistemlerin Hazirlanmasi

3.2.4.1 PBAE Uriinlerinden Nanopartikiiler Tasiyici Sistemlerin Hazirlanmasi
Istenilen ve tekrarlanabilen 6zelliklerdeki nanopartikiiler sistemlerin elde edilebilmesi

i¢in bir seri 6n deneme yapildi.

PBAE f{riinlerinden nanopartikiiler tasiyict sistemler, yukarida Bolim 2.3.2.1°de
belirtildigi gibi nanog¢oktiirme veya ¢oziicii yer degistirme yontemi (etanol-su veya
DMSO-su sistemi) kullanilarak hazirlandi. Bu yonteme gore; £1°C hassasiyetle 1s1
kontrolii yapilabilen kontakt termometreli manyetik karistiricida sabit bir hizda
karistirilirken farkli miktarlarda noniyonik surfaktan igeren veya icermeyen suya PBAE
polimerinin belirli miktarlardaki etanoldeki veya DMSO’daki ¢ozeltisi oda sicakliginda
damla damla ilave edildi. Takiben bu sekilde 1-5 saat daha karistirmaya devam edildi.
Siire sonunda elde edilen PBAE nanopartikiillerinin (nPBAE) bir bolimii uygulamalar
icin dogrudan kullanilirken bir boliimii de 10.000 rpm’de santrifiij edilerek distile su ile
yikandi. Yikama ve santrifiij islemi 3 defa tekrarlandi. Karigtirma hizinin partikiil
Ozelliklerine etkisini incelemek amaciyla farkli karistirma hizlarinda da (160, 360, 560,

650 rpm) denemeler gergeklestirildi.

Burada elde edilen nPBAE iiriinlerine yapilan testler sonucunda hangi yontemin daha
iyl olduguna karar verilerek farkli baslangic maddeleri ile hazirlanan PBAE iiriinleri

kullanildi.

3.2.4.2 MK ve IMK Bilesiklerinden Nanopartikiiler Tasiyici Sistemlerin Hazirlanmasi

MK ve IMK bilesiklerinden nanopartikiiler tastyici sistemleri (nMK ve nIMK),
yukarida Bolim 2.3.2.1°de belirtildigi gibi iyonik jelasyon teknigine gére hazirlandi.
MK ve IMK bilesikleri %1’lik asetik asit ¢ozeltisi igerisinde c¢oziildii ve farklh
konsantrasyonlarda hazirlanmak tizere distile su ile seyreltildi. Benzer sekilde TPP ise
% 0,1 (a/h) olacak sekilde distile su igerisinde ¢Oziindiiriildii ve kitosan ¢ozeltisi
manyetik karistiricida 250 rpm hizla karisirken tizerine damla damla TPP ¢ozeltisi ilave

edildi. Takiben bu sekilde 1 saat daha karistirildi. Disiilfiir bagi igeren 6rnekler igin
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partikiil hazirlama ortamina %3 liik hidrojen peroksit ¢dzeltisinden 6ul katildi. Ornekler
+4 °C’de sakland1 [112,113]

3.2.5 GFP Tasiyan pDNA Eldesi

3.2.5.1 Lizojeni Besiyeri Hazirlanmas: (Bakteriler Icin) (LB Besiyeri)

Maya ekstraktindan 5 g, kazeinin enzimatik par¢alanmasi i¢in Triptone’dan 10 g ve
sodyum Kloriirden 10 g alinarak 1000 ml distile suda ¢6ziildii. Elde edilen ¢ozeltiden
200-250 ml alinarak 4 ayri erlene koyuldu, 1 atm 120 °C’de 20 dakika otoklavlandi.
Eger igine %1,5 (a/h) oraninda agar katilirsa besi yeri kat1 hale gelir ve petrilerde tabana

stirlilerek bakterilere hazir besi yeri olusturabilir [115].

3.2.5.2 Kompetant Hiicre Hazirlanmasi

37 °C’de 1 gece boyunca tretilmis bakteri kolonilerinden tek koloni segildi ve 100
ml’lik besiyeri iceren ¢ozelti igerisine koyuldu. 37 °C’de 3 saat boyunca g¢alkalayici
inkiibatorde hiicreler iretildi ve 600 nm’de optik dansite (OD.) degerine gore islem
sonlandirildi. Hiicreler soguk, steril tiiplere aktarildi ve 10 dakika boyunca buzda
bekletildi. 4000 rpm’de 10 dakika boyunca +4 °C’de santrifiij edildi ve iist faz atildi. Alt
faz sogukta 2 ml 0,1 M CaCl; igerisinde ¢oziildii ve tekrar 4000 rpm’de 10 dakika
boyunca +4 °C’de santrifiij edildi. Yeniden st faz atildi. Alt pellet faz 10 ml’lik kiiltiir
ortami i¢in 1,2 ml olacak sekilde 0,1 M CaCl, ve %15 gliserolde ¢oziildi. Eppendorf
tiipler igerisine 100 pl pasajlar halinde koyularak transformasyonda kullanilmak iizere

-80°C dondurucuya kaldirildi [115].

3.2.5.3 Gen Transformasyonu

Serbest DNA’y1 igine alabilen bakterilere kompetant bakteri denilmektedir. Gen
transformasyonu ve izolasyonu denemelerinde bakteri tipi olarak Escherichia Coli (E-
Coli) bakterisi kullanildi. Bu bakteri tiirleri laboratuvarda, yukarida anlatilmis olan 6zel

islemler uygulanmadan kompetant 6zellik kazanmamaktadirlar.

Gerekli miktarda plasmid gelismis yesil floresans proteinden (pEGFP) (1-50 ng arasi)
alindi1 ve buz banyosunda 100 ul hacimdeki hiicre siispansiyonu {iizerine koyuldu.

Burada 15-25 dak. arasinda bekletildikten sonra 41°C’de su banyosu igerisinde soklama
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i¢in inkiibe edildi. Burada 75 sn. bekletildikten sonra oda sicakliginda 5 dak. bekletildi.
Gen-hiicre soliisyonu tizerine 600 pl LB besiyeri eklenerek 37°C su banyosunda 30-45
dak. aras1 inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicre-gen siispansiyonundan 150 pl
alimarak plasmidin direnglilik genini tasidigi antibiyotikli besiyerine 6ze ile ekildi.
Plazmid olarak GFP kullanildigi igin besiyerinde antibiyotik olarak kanamisin
kullanildi. 1 gece 37°C’de inkiibe edilen GFP proteinini iceren plasmid genini
¢ekirdegine alan bakteriler, koloniler olusturdu. Kolonilerden tek bir tanesi alinarak 5
ml’lik kanamisinli LB besiyerlerine alind1 ve ¢alkaliyict su banyosunda 37°C’de 7 saat
calkalandi. Sonrasinda 200 ml’lik besiyerlerine transfer edilerek yeniden 37°C’lik su
banyosunda 1 gece boyunca ¢alkalandi. 200 ml’lik besiyerlerinde olusan bakteriler 8000
rpm’de (6010 RCF) 10 dak. 20°C’de santriflij edilerek ist faz atildi. Altta kalan
agregatlarin agilmasi igin hafifge vortekslendi ve 4 ml Tris-asetat tamponu ve glikoz

igeren karisim igerisinde kitlerin kullanimlarina uygun sekilde dagitildi [115].

Bu asamadan sonra piyasada mevcut DNA izolasyon kitleri kullanildi ve buradaki
islemler gergeklestirildi. Bu galismada Qiagen ve Macherey-Nagel firmalarinin kitleri
kullanildi.

Kitlerin kullanimi soncunda izole edilen pDNA, 1:50 oraninda seyreltilerek, UV
spektrometrede 260 ve 280 nm’de OD. degerleri okunarak miktar hesabi ve saflik
belirlemeleri yapildi. Bu ¢alismada kullanilan pDNA miktar ve saflig1 asagidaki sekilde

hesaplandi;
Miktar Hesabi;
Deneme Sayisi 260 nm 280 nm
1 0,239 0,135
2 0,259 0,145
1 OD. 50 ng/ul oldugundan
Deneme Sayisi pDNA Miktari Ortalama
1 0,239*50 = 11,25 * 50 (seyreltme faktorii) = 597,5 ng/ul 622,5

2 0,259*50 = 12,95 * 50 (seyreltme faktorii) = 647,5 ng/ul ng/pl
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Saflik Hesabi;

260 nm’de o6lgiilen degerin 280 nm’ye oranmin 1,8’e yakinligina bakilmaktadir. Buna

gore;
Deneme Sayisi Saflik Derecesi Ortalama
1 0,239/0,135=1,77
1,778
2 0,259/0,145 = 1,786

Bu sonuca gore bu calismada kullanmis oldugumuz pDNA’nin saflik derecesinin

oldukea yiiksek oldugu goriildii.

3.2.6 pDNA Genini Tasiyan Nanopartikiiler Sistemlerin Hazirlanmasi

Boliim 3.2.4.1°de anlatilan yontem ve Boliim 3.2.7°de anlatilan analiz sonuglarina gore
en uygun ozelliklerde bulunan nPBAE {irtinleri, Boliim 3.2.5’de anlatildig: sekilde izole
edilmis olan pDNA ile degisen oranlarda (a/a) muamele edildi (ignPBAE). Ikinci bir
yontem olarak Boliim 3.2.4.1°de anlatilan nanopartikiil hazirlama teknigine gore
nanopartikiili. hazirlama esnasinda PBAEg iiriinii degisen oranlarda (a/a) pDNA ile
muamele edilerek nanopartikiiler sistemler enkapsiilasyon metoduna gore hazirlandi
(egnPBAE).

nMK ve nIMK iiriinlerinde de benzer sekilde degisen oranlarda (a/a) pDNA ile
muamele edilerek analizleri yapildi (sirastyla gnMK, gnIMK)

3.2.7 nPBAE, ignPBAE, egnPBAE, nMK, nIMK, gnMK ve gniMK Uriinlerine

Uygulanan Testler ve Kullamlan Cihazlar

3.2.7.1 Zeta Potansiyeli, Partikiil Biiyiikliigii ve Polidispersite Indeksi (Partikiil Boyutu
Dagilimi) (PDI) Analizleri

nPBAE, ignPBAE, egnPBAE, nMK ve nIMK iiriinlerine ait zeta potansiyeli, partikiil
biiyiikliigii ve PDI analizleri, Zetasizer Nano series (Malvern Instruments, Ingiltere)

cithazinda deiyonize suda 25 °C de yapildi.
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3.2.7.2 Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

nPBAE, nMK ve niMK firiinlerinin morfolojik yapilart SEM analizi ile, FEI Quanta
FEG 450 cihazinda yiizeyi altin ile kaplanarak incelendi. Fotograflar x120000-x240000
biiyiitme ile ¢ekildi.

3.2.7.3 pDNA Genini Tastyan Nanopartikiiler Sistemlerin Jel Elektroforez Analizleri

Bolim 3.2.6’da anlatilan yontem ile degisik oranlarda elde edilen pDNA tasiyan
nanopartikiiler sistemlerin ortamdaki mevcut genin tamaminin Boliim 3.2.7’de belirtilen
analiz sonuglarinda basarili bulunan PBAE ve MK iiriinleri ile kompleks olusturma
kabiliyetlerinin incelenmesi i¢in Uriinler jel elektroforezde (Cleaver Scientific Ltd.,
Ingiltere) yiiriitiildii. Agaroz % 1 (a/h) derisimde Tris-asetat-EDTA (TAE, pH 8.0)
tamponu igerisinde berrak ¢6zelti olusuncaya kadar kaynatilarak ¢oziindiiriildi. Takiben
oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra 0.5 pg/ml derisimde etidyum bromiir ilave
edildi. Yatay agaroz jel haznesine dokiilen ¢ozelti lizerine hazirlanan polimer-gen
komplekslerin yiiklenebilmesi i¢in, taraklar yerlestirildi ve jelin donmasi saglandi. Daha
sonra jel igerisinde pH 8.0 TAE tamponu bulunan yiiriitme tankina alindi. Analiz i¢in
9:1 (6rnek:elektroforez ylikleme tamponu) oraninda 6x agaroz jel yiikleme boyasi ile
karistirilarak (bromfenol mavisi) ve karistirilmadan jele uygulandi ve elektroforez
islemi sabit 100 volt akimda 1 saatte tamamlandi. Elektroforez islemi sonrasi, UV

transiliiminator {izerinde incelenen jeller fotograflart ¢ekilerek degerlendirildi [116].

3.3 nPBAE URUNLERININ HUCRE ICINE ALIM, nPBAE, nMK VE niMK
URUNLERININ SITOTOKSISITE VE ignPBAE, egnPBAE, gnMK VE gniMK
URUNLERININ /N VITRO TRANSFEKSIYON ETKINLiGi CALISMALARI

3.3.1 Hiicre I¢ine Alim ve Transfeksiyon Calismalar icin Soliisyon Hazirlanmas
[117]

3.3.1.1 DMEM-Stok;

DMEM-Stok ¢ozeltisinin hazirlanmasinda L-glutamat ve sodyum piruvat igeren toz
DMEM kullanildi. 13,38 g toz DMEM ve 3,7 g NaHCO3, 60 mg penisilin ve 100 mg
streptomisin 1 L su igerisinde ¢oziindiiriilerek stok ¢ozelti hazirlandi. Koyun hiicreleri

icin antibiyotik ve amtimikotik madde ilavesine gerek yoktur.
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3.3.1.2 FCS Igceren DMEM (DMEM+FCS);

174 ml DMEM-Stok medyumu tizerine 20 ml FCS, 2 ml Na-piruvat, 2 ml L-glutamin
ve 2 ml non-esansiyel aminoasit katilarak 200 ml DMEM+FCS medyumu hazirlandi.
Aminoasitlerin ve L-glutaminin +4°C’de stabilitesi diisiik oldugu i¢in hazirlanan

medyum en fazla 1 hafta igerisinde tiiketilmistir.

3.3.1.3 FCS Icermeyen DMEM (DMEM-FCS);

194 ml DMEM-Stok medyumu {izerine 2 ml Na-piruvat, 2 ml L-glutamin ve 2 ml non-
esansiyel aminoasit katilarak 200 ml DMEM-FCS medyumu hazirlandi. Aminoasitlerin
ve L-glutaminin +4 °C’de stabilitesi diisiik oldugu i¢in hazirlanan medyum en fazla 1

hafta icerisinde tiiketilmistir.

3.3.1.4 Hiicre Dondurma Medyumu,
20 mI’lik dondurma medyumu hazirlamak i¢in 14 ml DMEM-Stok iizerine 2 ml DMSO

ve 2 ml L-glutamin i¢eren FCS konuldu.

3.3.2 Primer Koyun Fibroblast (POF), Primer Koyun Embryonik Fibroblast
(POEF), insan Embriyonik Bébrek (HEK293) Hiicrelerinin Hazirlanmasi

3.3.2.1 Hiicrelerin Eritilmesi ve Kullanimi;

Calismalarda kullanilmak iizere istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi Délerme ve
Suni Tohumlama Anabilim Dalinda koyun kulak derisinden elde edilen 2. ve 10.
pasajlar arasinda bulunan POF, POEF ve Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Temel Eczacilik Bilimleri Boliimiinden saglanan HEKZ293 hiicreleri ¢ogaltilarak
kullanildi.

Hicrelerin bulundugu kriyotiip sivi azottan ¢ikarilarak igerigi, 37°C’de su banyosu
igerisinde ¢oziindiirtildii. Kriyotiip igerisindeki hiicreleri DMSO’dan arindirmak igin 5
ml DMEM ile yikanarak 5 dak. boyunca 2.000 rpm’de santrifiij edildi. Takiben iist faz
dekante edildi ve hiicreler 1 ml DMEM igerisinde dagitildi. Elde edilen POF, POEF ve
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HEK?293 hiicrelerinin konsantrasyonu hemasitometrik yontemle Thoma lamda sayildi
(Sekil 3.1A). Hemasitometrik yontem ile sayim sirasinda %0,4 tripan mavisi
kullanilarak hiicrelerin canlilig1 da tespit edildi. Bu islemden sonra hiicreler kiiltiir
kaplarina uygun oranda hiicre/cm?® olacak sekilde ekildi ve 1 giin boyunca iiremeleri
beklendi.

IBEEI
s

Sekil 3.1 A: Thoma Lam i¢ goriiniimii, B: Thoma Lam hiicre goriinimii

Sekil 3.1A’da goriildiigii izere Thoma Lam igerisinde 1/10 mm?® igerisinde olacak
sekilde hiicreler sayilarak asagida verilen formiilasyona gore toplam hiicre derisimi
hesaplandi. Sayim sirasinda %0,4’liik tripan mavisi ile boyanan hiicrelerin sayisina gore
hiicrelerin canlilik oraninin belirlenmesi ile canli hiicre derisimi bulundu. Buna bir
ornek verilecek olursa, Sekil 3.1B’de goriildiigii tizere, | ml DMEM igerisinde dagitilan
hiicre stispansiyonundan 1 pl alinarak Thoma lama eklendiginde 1/10 mm>’lik hacim
igerisine diisen hiicre sayist 29’dur. Buna gore; 1/10 mm? hacim igerisinde 29 adet
hiicre var ise 1 mm®’te 290 adet vardir. 1 ul hacimde 290 adet hiicre var ise 1000 ul (1

ml) icerisinde 290000 hiicre vardir.
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Yukarida anlatilan teknikle c¢ogaltilan ve hesaplama yontemiyle hesaplanan hiicreler

denemelerde kullanilacak petrilere uygun konsantrasyonda olacak sekilde dagitildi.

3.3.2.2 Hiicrelerin Dondurulmasi;

Boliim 3.3.2°de anlatilarak eritilen hiicrelerin fazlasinin ileride tekrar kullanimi igin
cogaltma islemine devam edildi. Petrilerde yeterli miktarda ¢ogalan hiicreler tizerindeki
medyum dekante edilerek 5 ml PBS ile yikandi. Yikama islemi sonunda iizerine 1 ml
%0,25’lik Tripsin EDTA konularak kaldirilan hiicreler 37°C’de etiivde 2-3 dak.
tutularak stabilizasyonu saglandi. Bu siire sonunda etiivden ¢ikarilan hiicreler tekrar
2.000 rpm’de 5 dak. santrifiij edildi. Uzerindeki medyum dekante edilerek, 1 ml hiicre
dondurma medyumunda 1 milyon hiicre olacak sekilde sulandirildi ve Kriyotiiplere
konularak tizerine tarihi, hiicre sayis1 ve pasaj numarasi yazildi. Kriyotiipler kademeli
sogutma i¢in Mr. Frosty’e konularak -80 °C’de buzdolabina kaldirildi ve bir glin burada

bekletildikten sonra sivi azota konularak tekrar kullanilacagi giine kadar saklandi.

3.3.3 nPBAE Uriiniiniin Hiicre icine Al ve Dagilimi Calismasi

Boliim 3.2.5.1, 3.2.5.3 ve 3.2.5.4 testlerinde basarili bulunan PBAEg polimeri ile Bélim
3.2.4.1°de anlatilan nanopartikiiler hazirlama yontemi (etanol-su sistemi) kullanilarak
rodamin-B boyar maddesi iceren nanopartikiiller elde edildi. Nanopartikiiller boyar
maddenin bulundugu ortama gore ve stabilizor igerip igermemesine gore 3 ayri sekilde
hazirlandi. Dérdiincii grup kontrol grubu olarak secildi ve sadece boyar madde hiicrelere
uygulandi. Hiicre igine alim c¢alismasinda hiicre olarak POEF-5 (5.pasaj) hiicreleri
kullanild1 ve bu 4 grupta da hiicre igine alim ve belirli siirelerde floresans mikroskopta

incelenerek goriintiilendi ve karsilagtirmali olarak yorumlandi.

3.3.4 Gercek Zamanh Hiicre Analizoriinde (RTCA) Sitotoksisite Calismalar

nPBAE, nMK ve nIMK iiriinlerine ait sitotoksisite ¢alismalari, XCELLigence RTCA
(Roche, Almanya) cihazinda yapildi. Aletin ¢alisma prensibi; E-Plate 96 ismi verilen 96
kuyucuktan olusan altin plakanin igerisine ekilen mevcut hiicrelerin elektriksel
empedanslarinin altin elektrodlar vasitasi ile Olgiilmesi esasina dayanmaktadir.

Dolayisiyla 6zel kiiltiir kaplarina ekilen hiicrelerin sayisal degisikliklerinin olusturdugu
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elektriksel empedans degisimlerini kaydederek, gercek zamanli olarak hiicrelerin
cogalmalarini (hiicre proliferasyonu) ve yasayabilirliklerini kayit edebilmektedir (Sekil
3.2).

Hiicre
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Sekil 3.2 Gergek zamanli hiicre analizorii (RTCA) sematik gériintimii

E-Plate 96 daki 96 kuyucugun her birine 100 pl hiicre kiiltiir medyumu eklendi. Optimal
sonuglar i¢in, 30 dakika boyunca E-Plate 96 oda sicakliginda birakildi. Bu kiiltiir
medyum ile E-Plate 96’nin dengeye gelmesini saglayacaktir. Siire sonunda dengeye

gelen E-Plate, xCELLigence cihazina yerlestirilerek background alindu.

Sitotoksisite ¢aligmalarinda iki hiicre tipi, insan embryonik bobrek hiicresi (HEK293) ve
primer ovine fibroblast (POF) 8. pasajindaki (POF-8) hiiceler kullanildi. Herbir
kuyucuga 30000 hiicre gelecek sekilde hiicreler ekildi ve oda sicakliginda 30 dak.
beklendi. Sonrasinda E-plate cihaza yerlestirildi ve hiicrelerin kuyucuklarin tabanina

yayilmasi i¢in 1 giin beklendi.

1 giin sonra yayilan hiicreler kontrol edildi ve iizerlerindeki FCS’li hiicre kiiltiir
medyumu aliarak toplam1 200 pl olacak sekilde FCS’siz hiicre kiiltlirli medyumu ve
degisen derisimlerde nPBAE, nMK ve nIMK iiriinleri eklendi. 4 saat boyunca hiicre ile
malzemelerin temas: saglandi, cihazda oOlglimler alindi. 4 saat sonunda hiicrelerin
tizerindeki FCS’siz medyum ve malzeme karigimi almarak FCS’li hiicre kiiltiirii

medyumu eklendi ve 72 saat boyunca hiicre proliferasyonu takip edildi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 RTCA’dan alinan zamana bagli hiicre indeksi grafigi

3.3.4.1 Sitotoksisite Sonuclarimin Istatistiksel Analizi

Bolim 3.3.4’de gergeklestirilen sitotoksisite analizi hiicre indeksi sonuglarinin
istatistiksel analizi “SPSS 13.0 For Windows” istatistik programinda “Mann-Whitney
U” testi uygulanarak gerceklestirildi. Sonuclar 4’er kez tekrarli alinmistir (n=4).

3.3.5 Nanopartikiiler Sistemlerin Transfeksiyon Etkinliginin Incelenmesi

Yukarida anlatilan tiim analiz sonuglarindan basarili bulunan ignPBAE, egnPBAE,
gnMK ve gnIMK iiriinlerinin transfeksiyon etkinligi HEK293, POF ve POEF
hiicrelerinde denendi. 4°lii, 12°1i ve 24°lii kuyucuklara 10.000-200.000 arasinda degisen
miktarlarda Boliim 3.3.2°de belirtildigi sekilde eritilen hiicreler ekildi ve 1 giin boyunca
yayillmalar1 i¢in 37°C’de CO, etiiviinde inkiibe edildi. 1 giin sonunda hiicreler
mikroskopta incelenerek yayilimlar1 kontrol edildi ve tstiindeki FCS+DMEM
medyumu alindi. Béliim 3.2.6°da verilen yontem ile hazirlanan nanopartikiiller FCS-
DMEM (150 pl) ile birlikte hiicreler tiizerine ekilerek 4 saat 37 °C’de CO;
inkiibatoriinde inkiibe edildi. 4 saat sonunda hiicre iizerindeki medyum atilarak yerine
tekrar FCS+DMEM medyumu eklendi ve 3 giin boyunca 37°C’de CO; etiiviinde inkiibe
edildi. 3. giin sonunda pDNA’nin hiicre i¢ine transfeksiyonu yani nanopartikiiler
tastyicilarin  transfeksiyon etkinligi Olympus IX71 ters mikroskopta 460-480 nm

floresans 1s1k altinda incelendi. Hiicrelerin gostermis olduklar1 yesil 1simaya gore
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(zayifdan kuvvetli 1s51ma gosterenlere kadar olan hiicrelerin tamami) transfekte olarak
degerlendirildi ve sayisal degerler goriintiileme sisteminde belirli bolgelerin alanlarinin

fotograflarinin ¢ekilmesi ile tesbit edildi.
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4. BULGULAR

4.1 PBAE POLIMERLERININ ELDE EDILMESINDEKI OPTIMIZASYON
CALISMALARINA AiT DENEMELER

PBAE irilinlerinin elde edilmesindeki optimizasyon caligsmalarina ait 6 deneme
(PBAE1a-PBAE ) gergeklestirilmis olup bunlardan bir tanesi ile 6ncelikle nPBAE

tiriinlerin eldesindeki optimizasyon ¢alismalari i¢in kullanildi.

411 PBAE;an Polimeri ile Nanopartikill (nPBAE) Hazirlama Yoénteminin

Optimizasyonu Calismalar:

Boliim 3.2.1°de belirtilen yontem ve Bolim 4.1°de gergeklestirilen denemelere gore
hazirlanan PBAE;, iriiniinden nanopartikiil eldesi Bolim 3.2.4°de anlatilan yonteme

gore yapildi.

Nanopartikiil Deneme 1

125 mg PBAE;a polimerinin 7,5 mL mutlak etanoldeki berrak ¢ozeltisi sabit bir hizla
karistirilan (560 rpm) 42,5 mL deiyonize su igerisine mikropipet ile damla damla ilave
edildi ve 5 saat karistirildi. Elde edilen nanopartikiil dispersiyonu (n\PBAE;) kullanilana
kadar buzdolabinda +4 °C’de saklandi.

Nanopartikiil Deneme 2

125 mg PBAE;a polimerinin 7,5 mL mutlak etanoldeki berrak ¢ozeltisi sabit bir hizla
karistirtlan (560 rpm) 25 mg noniyonik surfaktan iceren 42,5 mL deiyonize su igerisine
mikropipet ile damla damla ilave edildi ve 5 saat karistirildi. Elde edilen nanopartikiil

dispersiyonu (NPBAE?) kullanilana kadar buzdolabinda +4 °C’de saklandi.
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Nanopartikiil Deneme 3

125 mg PBAE;a polimerinin 7,5 mL mutlak etanoldeki berrak ¢ozeltisi sabit bir hizla
karistirtlan (560 rpm) 50 mg noniyonik surfaktan igceren 42,5 mL deiyonize su igerisine
mikropipet ile damla damla ilave edildi ve 5 saat karistirildi. Elde edilen nanopartikiil
dispersiyonu (nNPBAE3) kullanilana kadar buzdolabinda +4 °C’de saklandi.

Nanopartikiil Deneme 4

125 mg PBAE;a polimerinin 7,5 mL mutlak etanoldeki berrak ¢ozeltisi sabit bir hizla
karistirilan (560 rpm) 75 mg noniyonik surfaktan igeren 42,5 mL deiyonize su igerisine
mikropipet ile damla damla ilave edildi ve 5 saat karigtirildi. Elde edilen nanopartikiil
dispersiyonu (NPBAE,) kullanilana kadar buzdolabinda +4 °C’de saklandi.

Nanopartikiil Deneme 5

125 mg PBAE;a polimerinin 7,5 mL mutlak etanoldeki berrak ¢ozeltisi sabit bir hizla
karistirilan (560 rpm) 100 mg noniyonik surfaktan igeren 42,5 mL deiyonize su igerisine
mikropipet ile damla damla ilave edildi ve 5 saat karigtirildi. Elde edilen nanopartikiil
dispersiyonu (NPBAES5;) kullanilana kadar buzdolabinda +4 °C’de saklandi.

Nanopartikiil Deneme 6

125 mg PBAE;a polimerinin 7,5 mL mutlak etanoldeki berrak ¢ozeltisi sabit bir hizla
karigtirtlan (160 rpm) 50 mg noniyonik surfaktan iceren 42,5 mL deiyonize su igerisine
mikropipet ile damla damla ilave edildi ve 5 saat karigtirildi. Elde edilen nanopartikiil
dispersiyonu (NPBAEg) kullanilana kadar buzdolabinda +4 °C’de saklandi.

Nanopartikiil Deneme 7

125 mg PBAE;a polimerinin 7,5 mL mutlak etanoldeki berrak ¢ozeltisi sabit bir hizla
karistirilan (360 rpm) 50 mg noniyonik surfaktan igeren 42,5 mL deiyonize su igerisine
mikropipet ile damla damla ilave edildi ve 5 saat karistirildi. Elde edilen nanopartikiil
dispersiyonu (nNPBAEy) kullanilana kadar buzdolabinda +4 °C’de saklandi.

Nanopartikiil Deneme 8

125 mg PBAE;1a polimerinin 7,5 mL mutlak etanoldeki berrak ¢6zeltisi sabit bir hizla
karistirtlan (650 rpm) 50 mg noniyonik surfaktan iceren 42,5 mL deiyonize su igerisine
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mikropipet ile damla damla ilave edildi ve 5 saat karistirildi. Elde edilen nanopartikiil
dispersiyonu (nNPBAEj) kullanilana kadar buzdolabinda +4 °C’de saklandi.

4.1.1.1 PBAEia ile Hazirlanan Nanopartikiil Formiilasyonlarmin (nPBAE) Zeta
Potansiyeli, Partikiil Biiyiikliigii ve Dagilimina Ait Bulgular

Bolim 3.2.4’de anlatilan yonteme gore ve Boliim 4.1.1°de belirtilen denemelerle elde
edilen nanopartikiil formiilasyonlarimin zeta potansiyeli, partikiil bulyikligi ve

dagilimina ait bulgular Tablo 4.1’de verilmistir.

Tablo 4.1 PBAE; polimeri ile hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarina ait partikiil boyutu,
polidispersite ve zeta potansiyel degerleri

Surfaktan Zeta
Nanopartikiil | Kullanilan Karistirma Partikiil L . o
. Miktari Polidispersite | Potansiyeli
Formiilasyonu | Polimer Hizi (rpm) | Boyutu (nm)
(mg) (mV)
nPBAE; PBAE; A 0 560 1767,0 0,923 -0,4
nPBAE, PBAE; A 25 560 79,9 0,263 -4,8
NPBAE; PBAE; A 50 560 55,3 0,227 -53
nPBAE, PBAE; 75 560 17,5 0,318 -7,6
NPBAE; PBAE; A 100 560 13.8 0,241 -45
NPBAEg PBAE; A 50 160 383.5 0,445 -3,3
nPBAE; PBAE A 50 360 148.8 0,296 -25
NPBAEg PBAE A 50 650 419 0,116 -6,38

4.1.2 PBAE;a-PBAE;r Polimerlerinden Nanopartikiil Formiilasyonlarinin

Hazirlanmasi

Bolim 3.2.1°de belirtilen yonteme gore ve Boliim 4.1°de anlatilan denemelere gore
hazirlanan PBAE;a-PBAE; ¢ iiriinlerinden nanopartikiil hazirlanmasi, Béliim 3.2.4°de
anlatilan yontem ve Bo6liim 4.1.1.1°de Tablo 4.1°deki sonuglardan en uygun bulunan

Nanopartikiil Deneme 8’¢ (NPBAEjg) gore gergeklestirildi.

Nanopartikiil Deneme 9

125 mg PBAE;g polimerinin 7,5 mL mutlak etanoldeki berrak ¢ozeltisi sabit bir hizla

karistirtlan (650 rpm) 50 mg noniyonik surfaktan igceren 42,5 mL deiyonize su igerisine
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mikropipet ile damla damla ilave edildi ve 5 saat karistirildi. Elde edilen tiriin (nPBAEg)
buzdolabinda +4 °C’de saklandi.

Nanopartikiil Deneme 10

125 mg PBAE;c polimerinin 7,5 mL mutlak etanoldeki berrak ¢ozeltisi sabit bir hizla
karistirtlan (650 rpm) 50 mg noniyonik surfaktan igceren 42,5 mL deiyonize su igerisine
mikropipet ile damla damla ilave edildi ve 5 saat karistirildi. Elde edilen iiriin
(nNPBAE10) buzdolabinda +4 °C’de saklandi.

Nanopartikiil Deneme 11

125 mg PBAE;p polimerinin 7,5 mL mutlak etanoldeki berrak ¢ozeltisi sabit bir hizla
karistirilan (650 rpm) 50 mg noniyonik surfaktan igeren 42,5 mL deiyonize su igerisine
mikropipet ile damla damla ilave edildi ve 5 saat karistirildi. Elde edilen iiriin
(NPBAEj};) buzdolabinda +4 °C’de saklandi.

Nanopartikiil Deneme 12

125 mg PBAE;e polimerinin 7,5 mL mutlak etanoldeki berrak ¢ozeltisi sabit bir hizla
karistirilan (650 rpm) 50 mg noniyonik surfaktan igeren 42,5 mL deiyonize su igerisine
mikropipet ile damla damla ilave edildi ve 5 saat karistirildi. Elde edilen iiriin
(nNPBAE12) buzdolabinda +4 °C’de saklandi.

Nanopartikiil Deneme 13

125 mg PBAE;r polimerinin 7,5 mL mutlak etanoldeki berrak ¢ozeltisi sabit bir hizla
karistirtlan (650 rpm) 50 mg noniyonik surfaktan iceren 42,5 mL deiyonize su igerisine
mikropipet ile damla damla ilave edildi ve 5 saat karistirildi. Elde edilen iiriin
(NPBAE;3) buzdolabinda +4 °C’de saklandi.

4.1.2.1 PBAE1a-PBAE;r Polimerlerinden Elde Edilen Nanopartikiil Formiilasyonlarinin
Zeta Potansiyeli, Partikiil Biiyiikliigii ve Dagilimina Ait Bulgular

Boliim 3.2.4°de anlatilan yonteme gore ve Boliim 4.1.2°de belirtilen denemelerle elde
edilen nanopartikiil formiilasyonlarmmin zeta potansiyeli, partikiil bilyikligi ve

poldispersitesine ait bulgular Tablo 4.2’de verilmistir.
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Tablo 4.2 PBAEo-PBAE; ¢ polimerlerinden elde edilen nanopartikiil formiilasyonlarina ait
partikiil boyutu, polidispersite ve zeta potansiyeli degerleri

Surfaktan Partikiil Zeta
Nanopartikiil | Kullanilan Karistirma L . o
] Miktari Boyutu | Polidispersite | Potansiyeli
Formiilasyonu Polimer Hizi (rpm)
(mg) (nm) (mV)
nPBAE; PBAE A 50 650 41,9 0,116 - 6,38
nPBAE, PBAE ;s 50 650 17,89 0,430 - 0,668
NPBAEq PBAE;¢ 50 650 53,88 0,184 -2,85
nPBAE; PBAEp 50 650 14,16 0,287 -2,67
NnPBAE;, PBAE £ 50 650 14,51 0,270 -5,59
NPBAE; PBAEr 50 650 12,18 0,303 - 4,46
42 PBAE POLIMERLERININ FARKLI DIiAKRILAT BILESiGi

KULLANILARAK ELDE EDILMESINE AIT DENEMELER

Boliim 3.2.1°de belirtildigi gibi PBAE polimerlerinin sentezlenmesinde diamin bilesigi
ayni kalmak suretiyle, diakrilat bilesikleri kullanildi. Farkli diakrilat bilesikleri
kullanilarak PBAE f{iriinlerin sentezlenmesi denemelerinde reaksiyon sartlarinin, Tablo
4.1 ve 4.2°de belirtilen sonuglar esas alinarak PBAE;¢ ile ayn1 olmasina karar verildi.

Buna gore 7 adet deneme gergeklestirildi (Deneme 7-13) (PBAE,-PBAEs;).

4.2.1 Farkh Diakrilat Bilesikleri Kullanilarak Elde Edilen PBAE Polimerlerinin
FTIR Analiz Sonuclar:

Boliim 3.2.1°de belirtildigi sekilde ayni diamin ve farkli diakrilat bilesikleri kullanilarak
elde edilen PBAE firiinlerinin Boliim 3.2.3.1°de belirtildigi sekilde gercgeklestirilen
FTIR spektras1 Bolim 3 Malzeme ve Yontem’de belirtilen sebeplerden oOtiirii

verilememektedir.

4.2.2 Farkh Diakrilat Bilesikleri Kullanilarak Elde Edilen PBAE Polimerlerinden
(PBAE,-PBAEjs) Nanopartikiil (nPBAE) Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Boliim 3.2.4°de belirtilen yontem ve Boliim 4.1.2°de anlatilan denemelere gore ve Tablo

4.2°de yer alan sonuglara gore en uygun Ozelliklerde bulunan PBAE;¢ iirlinlinii elde




62

etme teknigi esas alinarak farkli diakrilat bilesikleri kullanilarak elde edilen PBAE
polimerleri ile asagida Nanopartikiil Deneme 14-20’de belirtildigi  sekilde

nanopartikiillerin eldesi gerceklestirildi

Nanopartikiil Deneme 14

125 mg PBAE; polimerinin 7,5 mL mutlak etanoldeki berrak ¢ozeltisi sabit bir hizla
karistirtlan (650 rpm) 50 mg noniyonik surfaktan igceren 42,5 mL deiyonize su igerisine
mikropipet ile damla damla ilave edildi ve 5 saat karistirildi. Hazirlanan nanopartikiil

formiilasyonu (NPBAE;14) kullanilincaya kadar buzdolabinda +4°C’de saklandi.

Nanopartikiil Deneme 15

125 mg PBAE; polimerinin 7,5 mL mutlak etanoldeki berrak ¢ozeltisi sabit bir hizla
karistirilan (650 rpm) 50 mg noniyonik surfaktan igeren 42,5 mL deiyonize su igerisine
mikropipet ile damla damla ilave edildi ve 5 saat karigtirildi. Hazirlanan nanopartikiil
formiilasyonu (NPBAE;s) kullanilincaya kadar buzdolabinda +4°C’de saklandi.

Nanopartikiil Deneme 16

125 mg PBAE, polimerinin 7,5 mL mutlak etanoldeki berrak ¢ozeltisi sabit bir hizla
karistirilan (650 rpm) 50 mg noniyonik surfaktan iceren 42,5 mL deiyonize su igerisine
mikropipet ile damla damla ilave edildi ve 5 saat karigtirildi. Hazirlanan nanopartikiil

formiilasyonu (NPBAE;¢) kullanilincaya kadar buzdolabinda +4°C’de saklandi.

Nanopartikiil Deneme 17

125 mg PBAE; polimerinin 7,5 mL mutlak etanoldeki berrak ¢ozeltisi sabit bir hizla
karistirilan (650 rpm) 50 mg noniyonik surfaktan igeren 42,5 mL deiyonize su igerisine
mikropipet ile damla damla ilave edildi ve 5 saat karistirildi. Hazirlanan nanopartikiil
formiilasyonu (NPBAE;7) kullanilincaya kadar buzdolabinda +4°C’de saklandi.

Nanopartikiil Deneme 18

125 mg PBAEg polimerinin 7,5 mL mutlak etanoldeki berrak ¢ozeltisi sabit bir hizla
karistirilan (650 rpm) 50 mg noniyonik surfaktan igeren 42,5 mL deiyonize su igerisine
mikropipet ile damla damla ilave edildi ve 5 saat karistirildi. Hazirlanan nanopartikiil
formiilasyonu (NPBAEg) kullanilincaya kadar buzdolabinda +4°C’de saklandi.
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Nanopartikiil Deneme 19

125 mg PBAE; polimerinin 7,5 mL mutlak etanoldeki berrak ¢ozeltisi sabit bir hizla
karistirtlan (650 rpm) 50 mg noniyonik surfaktan igeren 42,5 mL deiyonize su igerisine
mikropipet ile damla damla ilave edildi ve 5 saat karigtirildi. Hazirlanan nanopartikiil
formiilasyonu (NPBAE9) kullanilincaya kadar buzdolabinda +4°C’de saklandi.

Nanopartikiil Deneme 20

125 mg PBAEg polimerinin 7,5 mL mutlak etanoldeki berrak ¢ozeltisi sabit bir hizla
karistirilan (650 rpm) 50 mg noniyonik surfaktan igeren 42,5 mL deiyonize su igerisine
mikropipet ile damla damla ilave edildi ve 5 saat karistirildi. Hazirlanan nanopartikiil

formiilasyonu (NPBAEy) kullanilincaya kadar buzdolabinda +4°C’de saklandi.

4.2.2.1 PBAE;-PBAEg Polimerleri ile Hazirlanmis Nanopartikiil Formiilasyonlarinin
Zeta Potansiyeli, Partikiil Biiyiikliigii ve Dagilimina Ait Bulgular

Boliim 3.2.4°de anlatilan yontem ve Bolim 4.1.2°de belirtilen denemelerle elde edilen
nanopartikiil formiilasyonlarinin zeta potansiyeli, partikiil biiyiikliigi ve dagilimma ait

bulgular Tablo 4.3’de verilmistir.

Tablo 4.3 PBAE;-PBAE;g polimerleri ile hazirlanmig nanopartikiil formiilasyonlarinin partikiil
boyutu, polidispersite ve zeta potansiyeli degerleri

Surfaktan Partikiil Zeta
Nanopartikiil | Kullamlan Karistirma o ) o
) Miktari Boyutu | Polidispersite | Potansiyeli
Formiilasyonu Polimer Hizi (rpm)
(mg) (nm) (mV)
NPBAE, PBAE; 50 650 53,88 0,184 -2,9
NPBAE, PBAE, 50 650 2755 0,405 +4,2
NPBAE 5 PBAE; 50 650 269,3 0,322 -0,2
NPBAE ;4 PBAE, 50 650 29,7 0,196 -10,8
NPBAE; PBAEs 50 650 66,9 0,231 +6,3
NPBAEg PBAE; 50 650 51,4 0,232 +1,6
NPBAE 9 PBAE; 50 650 *Partikiil Hazirlanamadi
NPBAEy PBAEg 50 650 34,4 0,151 -0,8
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4.2.3 PBAEs Polimeri ile Hazirlanan Nanopartikiil Formiilasyonlarinin

Optimizasyonu

Optimizasyon ¢alismalar1 kapsaminda Tablo 4.3’de goriildiigii gibi en uygun 6zelliklere
sahip PBAEg polimeri ile hazirlanmis nanopartikiil formiilasyonunun (nPBAEjg)
hazirlama teknigi kullanilarak ve surfaktan kullanimi, santrifiijleme islemi, yeniden
dagitma gibi baz1 parametreler degistirilerek asagida Nanopartikiil Deneme 21-29’de

belirtilen ¢aligmalar yapildi ve en uygun nanopartikiil hazirlama yontemi saptandi.

Nanopartikiil Deneme 21-24

125 mg PBAEg polimerinin 7,5 mL mutlak etanoldeki berrak ¢ozeltisi sabit bir hizla
karistirilan (650 rpm) 42,5 mL deiyonize su igerisine mikropipet ile damla damla ilave
edildi ve bir gece boyunca karismasi saglandi (nPBAEy;). Takiben +4°C’de 10.000
rpm’de santrifiij edildi. Ust faz ayrilarak (nPBAE,,) ¢oken partikiiller tekrar deiyonize
su igerisinde dagitildi (nPBAE3). Tekrar dagitilan faz ayrica 0,22 pm’lik membrandan
gecirildi ("PBAE24).

Nanopartikiil Deneme 25-28

125 mg PBAEg polimerinin 7,5 mL mutlak etanoldeki berrak ¢ozeltisi sabit bir hizla
karistirilan (650 rpm) 50 mg noniyonik surfaktan iceren ve 42,5 mL deiyonize su
igerisine mikropipet ile damla damla ilave edildi ve bir gece boyunca karigsmasi saglandi
(NPBAE,s). Takiben +4°C’de 10.000 rpm’de santrifiij edildi. Ust faz ayrilarak
(NPBAE) ¢oken partikiiller tekrar deiyonize su igerisinde dagitildi (nPBAE,7). Tekrar
dagitilan faz ayrica bir de 0,22 um’lik membrandan gegirildi (N\PBAEs).

Nanopartikiil Deneme 29

Kontrol grubu olarak poli(B-aminoester) tiriinii igermeyen 7,5 mL mutlak etanol
¢ozeltisi sabit bir hizla karistirilan (650 rpm) 50 mg noniyonik surfaktan igeren ve 42,5
mL deiyonize su igerisine mikropipet ile damla damla ilave edildi ve bir gece boyunca

karigmas1 sagland1 (NPBAE29-kontrol)-
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4.2.3.1 PBAEg¢ Polimeri ile Hazirlanan Nanopartikiil Formiilasyonlarmin Zeta
Potansiyeli, Partikiil Biiyiikliigii ve Dagilimina Ait Bulgular

Boliim 3.2.4’de anlatilan yonteme gore ve Bolim 4.1.2°de belirtilen denemelerle elde
edilen nanopartikiil formiilasyonlarinin zeta potansiyeli, partikiil biytkligi ve

dagilimina ait bulgular Tablo 4.4’de verilmistir.

Tablo 4.4 PBAE; polimeri ile hazirlanmis nanopartikiil formiilasyonlarinin partikiil boyutu,
polidispersite ve zeta potansiyel degerleri

Surfaktan Partikiil Zeta
Nanopartikiill | Kullamlan Kanstirma . . L
) Miktari Boyutu | Polidispersite | Potansiyeli
Formiilasyonu Polimer Hizi (rpm)
(mg) (nm) (mV)
NPBAE PBAE; 0 650 108,9 0,152 38,945,33
NPBAE,, PBAE; 0 650 79,44 0,086 25,3£13,8
NPBAE; PBAE; 0 650 872,6 1,000 51+4,6
NPBAE,, PBAE; 0 650 1475 0,356 21,7122
NPBAE PBAE; 50 650 157,5 0,834 -1,3+3,9
NPBAE PBAE; 50 650 262,2 0,442 -0,31+4,2
NPBAE,; PBAE; 50 650 3230 0,695 22,6+6,0
NPBAE PBAE; 50 650 182,4 1,000 1,6+3,5
NPBAE 9-kontrol - 50 650 400 0,358 -13,2+10,1

424 PBAE;-PBAEg Polimerleri ile Nanopartikiil Formiilasyonlarinin

Hazirlanmasi

Bolim 4.2.3’de belirtilen optimizasyon calismalar1 sonucunda Tablo 4.4’de goriildiigi
gibi en uygun Ozelliklere sahip nPBAE,; kodlu nanopartikiil formiilasyonunun
hazirlama teknigi kullanilarak farkli diakrilat bilesikleri ile hazirlanmig PBAE
polimerlerinden nanopartikiil formiilasyonlar1 asagida Nanopartikiil Deneme 30-36’da
belirtildigi sekilde elde edildi.

Nanopartikiil Deneme 30

PBAE; polimeri kullanilarak, Boliim 4.2.3’de anlatilan nPBAE,; kodlu formiilasyonun
hazirlanma teknigi ile nanopartikiiller (N\PBAE3) elde edildi.
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Nanopartikiil Deneme 31

PBAE; polimeri kullanilarak, Boliim 4.2.3’de anlatilan nPBAEj; kodlu formiilasyonun
hazirlanma teknigi ile nanopartikiiller (NnPBAE3;) elde edildi.

Nanopartikiil Deneme 32

PBAE; polimeri kullanilarak, Boliim 4.2.3’de anlatilan nPBAE; kodlu formiilasyonun
hazirlanma teknigi ile nanopartikiiller (NnPBAE3,) elde edildi.

Nanopartikiil Deneme 33

PBAE, polimeri kullanilarak, Boliim 4.2.3’de anlatilan nPBAE,; kodlu formiilasyonun
hazirlanma teknigi ile nanopartikiiller (N\PBAEg33) elde edildi.

Nanopartikiil Deneme 34

PBAEs polimeri kullanilarak, Boliim 4.2.3’de anlatilan nPBAE; kodlu formiilasyonun
hazirlanma teknigi ile nanopartikiiller (N\PBAE3,) elde edildi.

Nanopartikiil Deneme 35

PBAE;s polimeri kullanilarak, Boliim 4.2.3°de anlatilan nPBAE>; kodlu formiilasyonun
hazirlanma teknigi ile nanopartikiiller (N\PBAEg3s) elde edildi.

Nanopartikiil Deneme 36

PBAE;s polimeri kullanilarak, Boliim 4.2.3°de anlatilan nPBAE>; kodlu formiilasyonun
hazirlanma teknigi ile nanopartikiiller ("\PBAE3s) elde edildi.

4.2.4.1 PBAE;-PBAEg Polimerleri ile Hazirlanan Nanopartikiil Formiilasyonlarinin
Zeta Potansiyeli, Partikiil Biiyiikliigii ve Dagilimina Ait Bulgular

Bolim 3.2.4’de anlatilan yonteme gore ve Boliim 4.2.4°de belirtilen denemelerle elde
edilen nanopartikiil formiilasyonlarmin zeta potansiyeli, partikiil biiyikligi ve

dagilimina ait bulgular Tablo 4.5’de verilmistir.
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Tablo 4.5 PBAE;-PBAE; polimerleri ile hazirlanmig nanopartikiil formiilasyonlarinin partikiil
boyutu, polidispersite ve zeta potansiyeli degerleri

Surfaktan | Kanstir | Partikiil Zeta
Nanopartikiil | Kullanilan L . o
) Miktar: ma Hiz1 Boyutu | Polidispersite | Potansiyeli
Formiilasyonu Polimer
(mg) (rpm) (hm) (mV)
NPBAE3, PBAE; 0 650 549,0 0,477 19,1£3,9
NnPBAE;; PBAE, 0 650 425,2 0,362 12,243,5
nPBAE;, PBAE; 0 650 886,5 0,828 4,1+4,2
NPBAE;; PBAE, 0 650 1006 0,450 11,343,4
nPBAE;, PBAE; 0 650 183,2 0,370 9,6£3,4
NPBAE3s PBAE; 0 650 123,5 0,114 33,14+6,8
NPBAE3; PBAE; 0 650 299,6 0,248 10,243,5

425 PBAEs-PBAEs Polimerleri ile Nanopartikiil Formiilasyonlarinin
Hazirlanmasinda Coziiciiniin, Ortamda Bulunan iyonlarln ve Yiiksek Karistima

Hizimin Etkisinin incelenmesi

Boliim 3.2.4°de belirtilen yontem ve Boliim 4.2.2-Boliim 4.2.4°de anlatilan denemelere
ve Tablo 4.3-Tablo 4.5’de yer alan sonuglara gore en uygun 6zelliklerde olan PBAEs ve
PBAEs polimerlerinden farkli tekniklerle nanopartikiil formiilasyonlar1 hazirlandi.
Bolim 2.3.2.1°de yer alan ¢oziicii yer degistirme ydnteminde ¢oziicli etkisini
gorebilmek icin nanopartikiillerin hazirlanmasinda etanoliin yaninda farkli ¢6ziicii
olarak DMSQ’da kullanildi. Homojenizator yardimiyla yiiksek devirli karigtirma hizinin
etkisi i¢in, hem etanol hem de DMSO ile hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlar1 daha
yiiksek devirde (8000 rpm) hazirlandi. Ortamdaki iyon etkisini incelemek igin ¢oktiirme

ortami olarak sodyum asetat kullanildi.

Nanopartikiil Deneme 37
125 mg PBAE; polimerinin 1 mL DMSQO’daki berrak ¢ozeltisi sabit bir hizla karistirilan

(650 rpm) 49 mL deiyonize su igerisine mikropipet ile damla damla ilave edildi ve bir

saat karigmasi saglandi (nPBAEg3y).
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Nanopartikiil Deneme 38

125 mg PBAEg polimerinin 1 mL DMSQO’daki berrak ¢ozeltisi sabit bir hizla karistirilan
(650 rpm) 49 mL deiyonize su igerisine mikropipet ile damla damla ilave edildi ve bir

saat karigmasi saglandi (nPBAEgg).

Nanopartikiil Deneme 39

125 mg PBAEg polimerinin 7,5 mL mutlak etanoldeki berrak ¢6zeltisi homojenizator
yardimiyla 8000 rpm sabit hizla karisan 42,5 mL deiyonize su igerisine mikropipet ile
damla damla ilave edildi, bu hizda 3 dakika daha karistirildiktan sonra manyetik

karistiricida bir gece boyunca karigsmasi saglandi (nPBAEgy).

Nanopartikiil Deneme 40

125 mg PBAEg polimerinin 1 mL DMSO’daki berrak ¢ozeltisi homojenizator
yardimiyla 8000 rpm sabit hizla karisan 49 mL deiyonize su igerisine mikropipet ile
damla damla ilave edildi, bu hizda 3 dakika daha karistirildiktan sonra bir saat 650
rpm’de karigmasi saglandi (nPBAEo).

Nanopartikiil Deneme 41
125 mg PBAEg polimerinin 1 mL DMSO’daki berrak ¢ozeltisi sabit bir hizla karigtirilan

(650 rpm) 49 mL pH 5 sodyum asetat ¢ozeltisi icerisine mikropipet ile damla damla

ilave edildi ve bir saat karigmasi saglandi1 (nPBAEjy;).

4.2.5.1 PBAEs-PBAEg Polimerleri ile Hazirlanan Nanopartikiil Formiilasyonlarinin
Zeta Potansiyeli, Partikiil Biiyiikliigii ve Dagilimina Ait Bulgular

Boliim 3.2.4°de anlatilan yonteme gore ve Boliim 4.2.5°de belirtilen denemelerle elde
edilen nanopartikiil formiilasyonlarmmin zeta potansiyeli, partikiil bilyikligi ve
dagilimina ait bulgular Tablo 4.6’da ve Sekil 4.1-Sekil 4.8’de verilmistir. Sonuglar 3’er

kez tekrarli alinmistir ve ortalamalar1 verilmistir (n=3).
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Tablo 4.6 PBAEs-PBAE; polimerleri ile hazirlanmig nanopartikiil formiilasyonlarinin partikiil
boyutu, polidispersite ve zeta potansiyeli degerleri

Kullanil Partikiil Zeta
Nanopartikiil Coziicii ve | Karistirma o ) o
an . Boyutu | Polidispersite | Potansiyeli
Formiilasyon . lyon Hiz1 (rpm)
Polimer (nm) (mV)
NPBAE;; PBAEs DMSO 650 173 0,308 7,39+10,8
NPBAE3g PBAE; DMSO 650 179,4 0,100 54,5+8,64
NPBAE3, PBAEg ETANOL 8000 155,7 0,222 30,7+4,51
NPBAE PBAEg DMSO 8000 236,9 0,103 39,945,66
DMSO
NPBAE; PBAEg 650 100,8 0,238 59,4+13.,4
NaAc
Zeta Potential Distribution
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Size Distribution by Intensity
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Size Distribution by Intensity
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4.2.6 PBAEs Polimeri Kullanilarak Hazirlanan Nanopartikiil Formiilasyonlarinin

Stabilitelerinin Incelenmesi

Boliim 3.2.4°de belirtilen yontem, Boliim 4.2.4-Bo6liim 4.2.5°de anlatilan denemeler ve
Tablo 4.5-Tablo 4.6’da verilen sonuglara gére en uygun ozelliklere sahip NPBAE3s ve
NPBAEsg formiilasyonlarmin 1 ay boyunca +4°C’deki kolloidal stabiliteleri partikiil

boyutu, polidispersite ve zeta potansiyeli sonuglar1 degerlendirilerek incelendi.

Tablo 4.7 PBAE; polimeri ile hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin stabiliteleri

Nanopartikiil Siire Partikiil Boyutu o ) Zeta Potansiyeli

Formiilasyonu | (hafta) (nm) Polidispersite (mV)
NPBAEg, 0 123,5 0,114 33,1£6.8
NPBAE, 1 136,0 0,167 29.7+4.39
NPBAE;s 2 204,7 0,241 26,7+6,56
NPBAE;s 3 353,7 0,367 -0,924+7,90
NPBAE;s 4 634,8 0,595 -9,77+4,56
NPBAE3s 0 179,4 0,100 54,5+8,64
NPBAE3s 1 179,5 0,073 52,5+7,72
NPBAE3s 2 175,0 0,125 46,4+5,68
NPBAE3s 3 169,7 0,070 36,7+5,71
NPBAE3s 4 170,9 0,076 30,1+6,9

4.3 MK VE iIMK URUNLERININ ELDE EDILMESINE AiT DENEMELER

Boliim 3.2.2°de belirtilen yonteme gére MK ve IMK bilesiklerinin sentezi igin 5 adet
deneme gergeklestirildi (Deneme 14-Deneme 18). Boliim 3’de Malzeme ve Yontemde
bahsedildigi ilizere 551 sayili yasa geregi bu denemelerde kullanilan malzemeler ve

yontem hakkinda bilgi verilmemistir.

4.3.1 MK ve IMK Uriinlerinin FTIR Analiz Sonuclar:

Boliim 3.2.2°de anlatildig: sekilde elde edilen MK, IMK;, IMK,, IMK; ve IMK,4
tiriinlerinin ve kitosanin Bolim 3.2.3°de belirtildigi sekilde gergeklestirilen FTIR
spektrasina gore molekiiler yap1 ilizerindeki modifikasyonlar aydinlatilarak iiriinler

karakterize edildi.
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4.3.2 MK ve IMK Polimerleri ile nMK ve nIMK Nanopartikiil Formiilasyonlarinin

Hazirlanmasi

Boliim 3.2.2°de belirtilen yonteme gére sentezlenen MK ve IMK iiriinlerinden nMK ve
niIMK nanopartikiillerin hazirlanmas1 Tablo 4.8 - Tablo 4.9°da belirtilen sartlarda
gerceklestirildi. MK ve IMK iiriinleri 450 mg/150mL derisimde olacak sekilde %1°lik
asetik asit icerisinde ¢oziildli. TPP ¢ozeltisi ise 100 mg/100mL derisimde olacak sekilde
deiyonize su igerisinde hazirlandi. IMK3 iiriinii %1°lik asetik asit igerisinde yeterli

derecede ¢oziinemediginden bu iiriin ile nanopartikiil hazirlanamadi.

Tablo 4.8 nMK nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasinda kullanilan formiilasyon
parametreleri

Nanopartikiil MK Cozeltisi TPP Miktari

Formiilasyonu MK (%) Hacmi (mL) MK:TPP Oran (mL)
nMK; 31 33
nMK, 0,05 3,33 4:1 2,5
nMK; 5:1 2,0
nMK, 3:1 6,7
nMKs 0,10 6,67 4:1 5,0
nMKg 5:1 4,0
nMKj 3:1 10,0
nMKg 0,15 10,00 4:1 75
nMKgq 5:1 6,0
nMK g 3:1 13,3
nMKy; 0,20 13,33 4:1 10,0
nMK 1, 5:1 8,0
nMK 3 3:1 16,7
NMKy4 0,25 16,67 4:1 12,5
nMK s 5:1 10,0
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Tablo 4.9 niIMK nanopartikiil formiilasyonlariin hazirlanmasinda kullanilan formiilasyon
parametreleri

Nanopartikiil . MK:TPP TPP Miktari

Formiilasyonu IMK (%) MK Cozetti (mL) Oran (mL)
niMK; 31 33
niMK, 0,05 3,33 4:1 2,5
niMKs 5:1 2,0
niMK, 31 6,7
niMKs 0,10 6,67 4:1 5,0
niMKs 5:1 4,0
niMK; 31 10,0
niMKg 0,15 10,00 4:1 7,5
niMK, 5:1 6,0

4.3.2.1 nMK ve nIMK Nanopartikiil Formiilasyonlarimin Zeta Potansiveli, Partikiil
Biiyiikliigii ve Dagilimina Ait Bulgular

Boliim 3.2.4’de anlatilan yonteme goére ve Bolim 4.3.2°de belirtilen denemelerle elde
edilen nMK ve nIMK nanopartikiil formiilasyonlarinin zeta potansiyeli, partikiil

biiyiikliigli ve dagilimina ait bulgular Tablo 4.10-Tablo 4.11°de verilmistir.
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Tablo 4.10 nMK nanopartikiil formiilasyonlarinin partikiil boyutu, polidispersite ve zeta
potansiyeli degerleri

Nanopartikiil Partikiil o ) o

Formilasyonu Boyutu (nm) Polidispersite | Zeta Potansiyeli (mV)
nMK, 125,2 0,497 29,8+4,23
nMK, 104,4 0,402 43,9+4 .43
nMKj; 132,0 0,753 40,9+3,56
nMK, 108,9 0,405 32,245,41
NMKs 102,9 0,404 41,9+5,63
nMKg 118,7 0,420 5,31+3,62
nMK7 104,8 0,366 28,8+4,47
NMKg 114,8 0,326 43,7+8,89
nNMKgy 203,9 0,302 35,943,82
NMK o 126,4 0,464 30,5+4.,41
nMKy; 181,3 0,431 38,14+4,12
nMK3, 140,9 0,418 44,4+5,05
nMKy3 136,8 0,307 26,7+3,98
NMK 4 113,3 0,390 40,6+4,81
nNMK s 146,0 0,645 32,7+4,57

Tablo 4.11 niMK nanopartikiil formiilasyonlarmin partikiil boyutu, polidispersite ve zeta
potansiyeli degerleri

Nanopartikiil Partikiil o ) Zeta Potansiyeli

Formiilasyonu Boyutu (nm) Polidispersite (mV)
niMK; 176,9 0,463 44,1+3,45
niMK, 177,4 0,432 45,5+4,57
niMKj3 202,3 0,477 51,1£3,84
niMK, 1446 0,412 42,145,31
niMKs 110,8 0,221 42,7+6,63
niMKg 148,7 0,418 45,7+4,38
nIMK, 160,2 0,474 4524401
niMKgq 156,6 0,445 40,8+6,79
niMKg 114,9 0,281 40,8+6,79
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4.4 pDNA TASIYAN NANOPARTIKUL FORMULASYONLARININ (gnPBAE)
HAZIRLANMASI VE OZELLIKLERININ INCELENMESI

4.4.1 pDNA Tasiyan Nanopartikiil Formiilasyonlarimin (JnPBAE) Iyonik Etkilesim

Mekanizmasina Gore Hazirlanmasi (ignPBAE)

Bolim 3.2.6’ya gore ignPBAE nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasi ig¢in

birinci yontem olarak; Boliim 4.2.4- Bolim 4.2.5’e gore hazirlanan ve Tablo 4.5 ve

Tablo 4.6 sonuglarina gore en uygun Ozelliklere sahip nPBAEss ve NnPBAEsg

nanopartikiil formiilasyonlari ile pDNA, sirasiyla Tablo 4.12 ve Tablo 4.13’de belirtilen

oranlarda iyonik kompleks olusturmak tizere karistirildi ve oda sicakliginda 30 dak.

bekletilerek hazirland.

Tablo 4.12 nPBAE;s nanopartikiilii ile pPDNA birlesme oranlari

nPBAE-pDNA nPBAE Miktari pDNA Miktari NPBAE Miktari pDNA Miktar:
Oram (ng) (ng) (uD) (ub)
0:1 0 1,06 0 2
1,73 1,83 1,06 1,00 2
3,46 3,67 1,06 2,00 2
6,92 7,33 1,06 4,00 2
10,38 11,00 1,06 6,00 2
13,83 14,66 1,06 8,00 2
17,29 18,33 1,06 10,00 2
20,75 22,00 1,06 12,00 2
24,21 25,66 1,06 14,00 2
27,67 29,33 1,06 16,00 2
31,13 32,99 1,06 18,00 2
34,58 36,66 1,06 20,00 2
38,04 40,33 1,06 22,00 2
41,43 43,92 1,06 24,00 2
44,89 47,58 1,06 26,00 2
48,34 51,24 1,06 28,00 2
51,79 54,9 1,06 30,00 2
55,24 58,56 1,06 32,00 2
58,7 62,22 1,06 34,00 2
62,15 65,88 1,06 36,00 2
65,60 69,54 1,06 38,00 2
69,06 73,2 1,06 40,00 2
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72,51 76,86 1,06 42,00 2
75,96 80,52 1,06 44,00 2
79,42 84,18 1,06 46,00 2
82,87 87,84 1,06 48,00 2
85,9 91,5 1,06 50,00 2
89,77 95,16 1,06 52,00 2
93,23 98,82 1,06 54,00 2
96,68 102,48 1,06 56,00 2
100,13 106,14 1,06 58,00 2
258,96 2745 1,06 150,00 2
Tablo 4.13 nPBAEjz3 nanopartikiilii ile pPDNA birlesme oranlari
nPBAE-pDNA nPBAE Miktari pDNA Miktari nPBAE Miktari pDNA Miktari
Oram (ng) (ng) (ub) ()
0:1 0 1,06 0 2
0,85 0,90 1,06 1,00 2
1,70 1,80 1,06 2,00 2
3,40 3,60 1,06 4,00 2
5,09 5,40 1,06 6,00 2
6,79 7,20 1,06 8,00 2
8,49 9,00 1,06 10,00 2
10,19 10,80 1,06 12,00 2
11,89 12,60 1,06 14,00 2
13,58 14,40 1,06 16,00 2
15,28 16,20 1,06 18,00 2
16,98 18,00 1,06 20,00 2
18,68 19,80 1,06 22,00 2
4.41.1 nPBAE3s-nPBAEss Formiilasyonlart  ile  Hazirlanmis pDNA  Yiiklii

Nanopartikiillerin (ignPBAE) Zeta Potansiyeli Degerleri

Boliim 3.2.4.1°e gore hazirlanan nPBAE3s ve NPBAEsg nanopartikiillerinin Tablo 4.12

ve Tablo 4.13°de belirtilen oranlarda pDNA ile birlestirilmesi ile elde edilen ignPBAE

formiilasyonlarina ait zeta potansiyeli degerleri Tablo 4.14 ve Tablo 4.15’de verilmistir.
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Tablo 4.14 nPBAE;s nanopartikiilil ile hazirlanan pDNA yiiklii formiilasyonlara (ignPBAE) ait

zeta potansiyeli degerleri

Nanopartikiil nPBAE:pDNA Zeta Potansiyeli
Formiilasyonu Oram (mV)
ignPBAE, 0:1 -33,2+7,49
ignPBAE; 1,73 -31,7+6,99
ignPBAE, 3,46 -29.3 + 6,14
ignPBAE; 6,92 -24,7+5.24
ignPBAE, 10,38 -21,7+9,01
ignPBAE; 13,83 -20,0 = 10,8
ignPBAE, 17,29 -16,0+ 9,13
ignPBAE;, 20,75 -15,1 £ 10,00
ignPBAE;, 24,21 -14,8 £7,74
ignPBAE, 27,67 -14,6 =3,44
ignPBAE;, 31,13 -14,5 + 4,63
ignPBAE;; 34,58 -6,9 = 7,98
ignPBAE;, 38,04 -8,0 £4,48
ignPBAE;; 41,43 -12,8 +7,02
ignPBAE 4 44,89 -12,7 + 4,55
ignPBAE5 48,34 -12,6 3,44
ignPBAE ;¢ 51,79 -10,1 £6,31
ignPBAE;; 55,24 -8,2 £ 5,66
ignPBAE 4 58,70 -7,9 £ 6,02
ignPBAE 62,15 -10,0 + 4,65
ignPBAE, 65,60 -12,3+4,61
ignPBAE;; 69,06 -12,0 + 3,55
ignPBAE,;, 72,51 -4,4+4,38
ignPBAE; 75,96 -5,9 £ 4,06
ignPBAE, 79,42 -9,9£4,26
ignPBAE 5 82,87 -7,6 £4,71
ignPBAE 85,90 -4,5+4,89
ignPBAE,; 89,77 -4,6 £4,13
ignPBAE 93,23 -0,7+3,43
ignPBAE 96,68 30,9+ 10,60
ignPBAE;, 100,13 40,4+ 11,10
ignPBAE;; 258,96 44,0+ 7,15
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Tablo 4.15 nPBAE;3 nanopartikiilii ile hazirlanan pDNA yiiklii formiilasyonlara (ignPBAE) Ait
zeta potansiyeli degerleri

Nanopartikiil NPBAE:pDNA Zeta Potansiyeli

Formiilasyonu Oram (mV)
ignPBAE;;, 0:1 -33,2+7,49
ignPBAE;; 0,85 -16,4 =436
ignPBAE3;, 1,70 -10,7 £ 6,06
ignPBAE;; 3,40 -7,8 £ 4,48
ignPBAE; 5,09 16,3 5,40
ignPBAE;; 6,79 28,2+3,09
ignPBAE 3 8,49 29,9 £ 6,08
ignPBAE 10,19 29,1+ 787
ignPBAE 11,89 29,7+9,17
ignPBAE,; 13,58 36,2 +5,80
ignPBAE,, 15,28 36,5+ 6,03
ignPBAE 3 16,98 39,4+ 8,11
ignPBAE,, 18,68 45,3 £ 8,05

*Formiilasyonun partikiil boyutu 171,4 nm. ve PDI degeri 0,139°dur.

4.4.2 pDNA Tasiyan Nanopartikiil Formiilasyonlarimin (qnPBAE) Enkapsiilasyon
Yontemi ile Hazirlanmasi (egnPBAE)

Bolim 3.2.6’ya gore egnPBAE formiilasyonlarinin hazirlanmas: igin ikinci yontem
olarak enkapsiilasyon yontemi kullanildi. Bolim 4.2.5°e gore hazirlanan ve Tablo
4.6’daki sonuglara gore en uygun Ozelliklere sahip nPBAEsg nanopartikiillerinin
hazirlanma teknigi kullanilarak PBAEg polimeri ile pDNA tasiyan nanopartikiil
formiilasyonlar1 enkapsiilasyon yontemi ile hazirlandi. Buna gore; Bolim 4.2.5°de
anlatilan nPBAE formiilasyonlarinin hazirlanmasinda 125 mg PBAEg polimerinin 1 mL
DMSO’daki berrak ¢ozeltisi ile Tablo 4.16’da belirtilen oranlarda pDNA’nin 200 pL
DMSO’daki ¢ozeltisi karistirilarak 30 dak. oda sicakliginda bekletildi. DMSO
icerisindeki polimer-gen karisimi 650 rpm sabit hizla karisan 5 mL su icerisine damla

damla damlatilarak oda sicakliginda 30 dak.-1 saat aras1 karigmasi saglandi.
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Tablo 4.16 nPBAEj;g nanopartikiil formiilasyonuna pDNA yiikleme oranlari

nPBAE-pDNA nPBAE Miktari pDNA Miktari nPBAE Miktari pDNA Miktari
Oram (ng) (ng) (ub) ()
0:1 0 1,06 0 2
10 10,6 1,06 1,00 2
30 31,8 1,06 4,00 2
50 53,0 1,06 8,00 2
60 63,6 1,06 10,00 2
4421 NPBAE3g Formiilasyonu Kullanilarak ~ Hazirlanmug egnPBAE

Nanopartikiillerinin Zeta Potansiyeli, Parzikiil Boyutu ve Dagilimina Ait Bulgular
Bolim 3.2.6’ya gore nPBAEszg formiilasyonuna Tablo 4.16’da belirtilen oranlarda
PDNA yiiklenmesi sonucu elde edilen nanopartikiil formiilasyonlarina (egnPBAE) ait

zeta potansiyeli, partikiil boyutu ve dagilimi Tablo 4.17°de verilmistir.

Tablo 4.17 nPBAE;3 formiilasyonu kullanilarak hazirlanmig nanopartikiillerin (egnPBAE) zeta
potansiyeli, partikiil boyutu ve dagilimi degerleri

Partikiil Zeta
Nanopartikiil | NnPBAE:pDNA o ) o
Boyutu | Polidispersite | Potansiyeli

Formiilasyonu Oram

(nm) (mV)
egnPBAE, 0:1 - - -47,7+5,95
egnPBAE; 10 167,6 0,044 13,6 £5,05
egnPBAE, 30 111,7 0,110 19,1 £6,33
egnPBAE; 50 174,9 0,084 35,6+7,14
egnPBAE, 60 113,0 0,339 40,9 4,95

4.4.2.2 Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Analiz Gériintiileri

nPBAE, nMK ve nIMK nanopartikiil formiilasyonlarinin taramali elektron mikroskobu
(SEM) ile gekilen fotograflari, Sekil 4.9 — Sekil 4.13 verildi. Fotograflar x120.000-
x240.000- x250.000 biiyiitme ile ¢ekildi.
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WD mag HV spot| det | HFW | ———— 500 nm
9.4 mm | 240 000 x |20.00 kV| 2.0 |LFD [1.24 ym UNAM

Sekil 4.9 nPBAE;s formiilasyonuna ait SEM goriintiisii (Biiyiitme: x240.000)

wD mag HV spot| det | HFW e— Y111}
9.4 mm | 120 000 x |[20.00 kV| 2.0 |LFD [2.49 um UNAM

Sekil 4.10 nPBAE;; formiilasyonuna ait SEM goriintiisii (Biiytitme: x120.000)
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WD mag HV spot| det | HFW
10.3 mm| 240 000 x [20.00 kV| 2.0 [ETD[1.24 pm

Sekil 4.11 nPBAE,; formiilasyonuna ait SEM goriintiisii (Biiytitme: x240.000)

Y it ¢
/

1052012 | HV |mode| mag O | WD | HFW

10:19:15 AM |30.00 kV| SE 240000 x[9.9 mm |1.07 um |.U. Chem. Eng.

Sekil 4.12 nMK formiilasyonuna ait SEM goriintiisii (Biiylitme: x240.000)
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-
HV mode| mag O WD HFW 300 nm
V1 130.00 kV 1.02 um |.U. Chem. Eng

Sekil 4.13 niIMK formiilasyonuna ait SEM gériintiisii (Biiyiitme: x250.000)

4.4.2.3 ignPBAEgzs, ignPBAEgzg, egnPBAE, gnMK ve gnIMK Formiilasyonlarina Ait Jel
Elektroforez Sonuclar:

Boliim 3.2.6’ya gore polimer/gen (a/a) oranina gore elde edilen ignPBAE3s, ignPBAE3s,
egnPBAE, gnMK ve gnIMK formiilasyonlarma ait jel elektroforez goriintiileri Sekil
4.14 — Sekil 4.15°de sunulmustur.
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I~

LN}

DNA

1 2 3 4 | s s | 7 8 9 | 10 1
DNA ignPBAE 35
Marker 0:1
52 10:1 14:1 16:1 20:1 30:1 40:1 50:1 60:1
1,06 g

1 2 s [« T 5 [ 6 [ 7z [ &8 [ 9 [ 10
DNA egnPBAE
Marker 0:1 ‘ | ] ‘ ‘ ‘ ‘
S:1 10:1 20:1 SO=T 40:1 50:1 60:1 70:1
1,06 ug

Sekil 4.14 ignPBAEg3s, ignPBAE;3 ve egnPBAE formiilasyonlarina ait jel elektroforez goriintiileri
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1 2 3 | 4 5 6 7 8 9 | 10 11
DNA , KITOSAN gnMK
Marke 0:1
arser 1:1 2:1 3:1 41 5:1 6:1 1:4 1:2 2:2
1,06 ug

Sekil 4.15 gnMK ve gniIMK formiilasyonlarina ait jel elektroforez gériintiileri
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4.5 nPBAE FORMULASYONLARININ HUCRE ICINE ALIMI, nPBAE, nMK
VE niMK FORMULASYONLARININ SIiTOTOKSISITE VE IN VITRO
TRANSFEKSiIYON ETKINLiGi CALISMALARINA AiT DENEMELER

4.5.1 nPBAE Formiilasyonlarimin Hiicre i¢cine Alm Cahsmasi

Boliim 4.2.3’de belirtilen ve Tablo 4.4’de sonuglar1 yer alan NPBAE formiilasyonlarinin
hiicre igine alimi ve dagilimini incelemek ig¢in rodamin-B boyarmaddesi igeren
nanopartikiiller hazirlanarak Boliim 3.3.3’de belirtilen yonteme goére POEF-5
hiicrelerine uygulandi. Hiicreler 30 adet 35 mm’lik petrilere, herbirinde 75000 hiicre
olacak sekilde ekildi ve sonucglar floresans mikroskopta belirli siirelerde (1’er saat
araliklarla) bakilarak incelendi ve sonuglar Tablo 4.18 ile Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de

verildi.

Deneme 55

Bolim 4.2.3°de anlatilan yOnteme gore boyarmadde igeren nanopartikiil
formiilasyonlart, NPBAE;1, NnPBAE;; ve nPBAE;4 nanopartikiillerini elde etme teknigi
ile mutlak etanol igerisinde %5°lik (a/h) rodamin-B boyarmaddesi ilavesi ile hazirlandi

ve hiicrelere uygulandi (Noniyonik surfaktan igermeyen grup).

Deneme 56

Bolim 4.2.3’de anlatilan yonteme gore boyarmadde iceren nanopartikiil
formiilasyonlari, NPBAE;s, NnPBAEjs ve nPBAE g nanopartikiillerini elde etme teknigi
ile mutlak etanol igerisinde %5°lik (a/h) rodamin-B boyarmaddesi ilavesi ile hazirlandi

ve hiicrelere uygulandi (Noniyonik surfaktan iceren grup).

Deneme 57

Bolim 4.2.3°de anlatilan yonteme goére boyarmadde igeren nanopartikiil
formiilasyonlarini, NPBAE;;, NnPBAE;; ve nPBAE4 nanopartikiillerini elde etme teknigi
ile deiyonize su igerisinde %>5’lik (a/h) rodamin-B boyarmaddesi ilavesi ile hazirlandi

ve hiicrelere uygulandi1 (Boya su fazinda grup).
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Deneme 58
Kontrol grubu olarak boyarmaddenin kendisi DMEM-FCS igerisinde %5 (w/v) oranini

icerecek sekilde hiicrelere uyguland.

Sekil 4.16 Hiicre igerisine ve gekirdegine yonelmeye ¢alisan boya yiiklii nanopartikiillerin
goriintiisii, X200 biyiitme ile bakild1 ***Goriintiiniin ¢ekilmesi i¢in karigtirma hizi diisiik
tutularak partikiillerin boyutunun biiyiitiilmesi saglandi.***

Sekil 4.17 A, C, E: Fibroblast hiicre kesit goriintiisti, B: Non-iyonik surfaktan igceren grup
boyama denemesi, D: Non-iyonik surfaktan icermeyen grup boyama denemesi, F: Boyanin su
fazinda oldugu non-iyonik surfaktan icermeyen grup boyama denemesi, G : Tek basina boya

uygulamasi
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Tablo 4.18 nPBAE nanopartikiillerinin hiicre igine alimi ve dagilimi ¢alismasi

R . . BOYA BOYANIN
URUN SURFAKTAN ICEREN GRUP SURFAKTAN ICERMEYEN GRUP © SU © .. BOS
FAZINDA KENDISI
1 2 3 1 2 3 4 4 Tek Uygulama
A GRUBU 0 0 0 0 * *kk *kKkk *kkk 0 0
B GRUBU 0 0 0 0 * Kk *AhK* *hkx
C GRUBU 0 0 0 0 * *kk *kKkk *kkk
0 = Boyanmamig

*

**k*k

*khkk

= Isima Baglangici
= Orta Derecede Isima var

= lyi Derecede Isima var
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4.5.2 Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Ger¢ek Zamanh Hiicre Analiz Cihazinda

(RTCA) Sitotoksisite Calismalar:

nPBAE, nMK ve nIMK formiilasyonlarina ait Sitotoksisite ¢alismalari, XCELLigence
RTCA (Roche, Almanya) cihazinda Boliim 3.3.4°de belirtilen yonteme gore yapildi.
Pozitif kontrol grubu olarak kitosan nanopartikiil formiilasyonu ve negatif kontrol grubu
olarakta polietilenimin (PEI) kullanildi. Sitotoksisite ¢alismalarinda iki hiicre tipi, insan
embriyonik bobrek hiicresi (HEK293) ve primer koyun fibroblast (POF) 8. pasajindaki
(POFR) hiiceleri her bir kuyucuga 30000 hiicre gelecek sekilde kullanildi. Caligma
Bolim 4.5.3’de belirtilen nanopartikiillerin transfeksiyon etkinligi incelemesi
denemesinde anlatilan asamalara gore gergeklestirildi. Sonuglar Sekil 4.18 - Sekil

4.27°de verildi.
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Sekil 4.18 Polietileniminden hazirlanan nanopartikiil formiilasyonunun HEK293 hiicrelerine
toksisitesi
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Sekil 4.19 PBAEg polimerinden hazirlanan nanopartikiil formiilasyonunun HEK293 hiicrelerine

toksisitesi
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Sekil 4.20 Kitosandan hazirlanan nanopartikiil formiilasyonunun HEK293 hiicrelerine
toksisitesi
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Sekil 4.21 MK polimerinden hazirlanan nanopartikiil formiilasyonunun HEK293 hiicrelerine

toksisitesi
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Sekil 4.22 IMK polimerinden hazirlanan nanopartikiil formiilasyonunun HEK293 hiicrelerine
toksisitesi
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Sekil 4.23 Polietileniminden hazirlanan nanopartikiil formiilasyonunun POF8 hiicrelerine

toksisitesi
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Sekil 4.24 PBAEg polimerinden hazirlanan nanopartikiil formiilasyonunun POF8 hiicrelerine
toksisitesi
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Sekil 4.25 Kitosandan hazirlanan nanopartikiil formiilasyonunun POF8 hiicrelerine toksisitesi
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Sekil 4.26 MK polimerinden hazirlanan nanopartikiil formiilasyonunun POF8 hiicrelerine
toksisitesi
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Sekil 4.27 IMK polimerinden hazirlanan nanopartikiil formiilasyonunun POF8 hiicrelerine
toksisitesi

4.5.2.1 Nanopartikiil Formiilasyonlarimin Sitotoksisite Hiicre Indeksi Sonuclarinin
Istatistiksel Analizine Ait Bulgular

Calismada gelistirilen nanopartikiiler formiilasyonlarin sitotoksisite sonuglart SPSS 13.0
for Windows programi ile Mann-Whitney U test uygulanarak analize edilmistir.
Cihazda okunmus olan hiicre indeksi degerlerindeki diisiisiin istatistik 6nem tasiyip

tasimadigi belirlenmistir (p<0,05). Sonuglar Tablo 4.19-Tablo 4.21°de verildi.
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Tablo 4.19 Nanopartikiil formiilasyonlarinin HEK293 hiicrelerine toksisite sonuglarinin

istatistiksel analizi

ORTALAMA TOKSIK
GRUP BILGiSi HUCRE ETKIiSi VAR /

INDEKSI YOK

NO POLIMER KONSANTRASYON
1 (NEGATIF KONTROL) 0 2,7477 YOK
2 (POZITIF KONOTROL (PEI)) 7,5 pg/mL 2,2232 YOK
3 (POZITIF KONOTROL (PEI)) 25 pg/mL 1,5913 VAR
4 (POZITIF KONOTROL (PEI)) 50 pg/mL 0,2109 VAR
5 (POZITIF KONOTROL (PEI)) 150 pug/mL 0,0671 VAR
6 (DENEME 2 (MK)) 7,5 ng/mL 2,3024 YOK
7 (DENEME 2 (MK)) 25 pg/mL 2,7743 YOK
8 (DENEME 2 (MK)) 50 pg/mL 2,1872 YOK
9 (DENEME 2 (MK)) 150 pg/mL 0,1008 VAR
10 (DENEME 3 (IMK)) 7,5 ng/mL 2,5859 YOK
11 (DENEME 3 (IMK)) 25 pg/mL 3,3253 YOK
12 (DENEME 3 (IMK)) 50 pg/mL 2,8401 YOK
13 (DENEME 3 (IMK)) 150 pg/mL 0,1213 VAR
14 (DENEME 4 (KITOSAN)) 7,5 ng/mL 2,2491 YOK
15 (DENEME 4 (KITOSAN)) 25 pg/mL 2,6294 YOK
16 (DENEME 4 (KITOSAN)) 50 pg/mL 2,6289 YOK
17 (DENEME 4 (KiTOSAN) ) 150 pg/mL 3,5583 YOK
18 (DENEME 5 (PBAEg)) 7,5 ng/mL 2,8116 YOK
19 (DENEME 5 (PBAEj)) 25 pg/mL 2,7359 YOK
20 (DENEME 5 (PBAEj)) 50 pg/mL 0,9674 VAR
21 (DENEME 5 (PBAEg)) 150 pg/mL 0,1631 VAR
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Tablo 4.20 PEI, MK ve IMK polimerlerinden hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarmin POF8
hiicrelerine toksisite sonuclarinin istatistiksel analizi

GRUP BILGISI ORTALAMA TOKSIK

NO POLIMER KONSANTRASYON iﬁggﬁgi ETK% IZAR /
1 (NEGATIF KONTROL) - 3,4452 YOK

2 | (POZITIF KONOTROL (PEI)) 7,5 pg/mL 0,1540 VAR

3 | (POZITIF KONOTROL (PEI)) 25 pg/mL 0,0922 VAR

4 | (POZITiF KONOTROL (PEI)) 50 pg/mL 0,0929 VAR

5 (DENEME 2 (MK)) 7,5 pg/mL 3,9909 YOK

6 (DENEME 2 (MK)) 25 pg/mL 3,7118 YOK

7 (DENEME 2 (MK)) 50 pg/mL 4,4408 YOK

8 (DENEME 2 (MK)) 150 pg/mL 3,5907 YOK

9 (DENEME 3 (IMK)) 7,5 pg/mL 4,5269 YOK
10 (DENEME 3 (IMK)) 25 pg/mL 4,3545 YOK
11 (DENEME 3 (IMK)) 50 pg/mL 4,2540 YOK
12 (DENEME 3 (IMK)) 150 pg/mL 0,6162 VAR
13 (DENEME 4 (KiTOSAN)) 25 pg/mL 3,8819 YOK
14 (DENEME 4 (KiTOSAN)) 50 pg/mL 4,4242 YOK
15 (DENEME 4 (KITOSAN)) 150 pg/mL 4,2710 YOK

Tablo 4.21 PEI, PBAE; polimerlerinden hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin POF8
hiicrelerine toksisite sonuglarmin istatistiksel analizi

GRUP BIiLGiSi ORTALAMA TOKSIK
. HUCRE ETKIiSi VAR /
NO POLIMER KONSANTRASYON INDEKSI YOK
1 (NEGATIF KONTROL) - 45114 YOK
2 | (POZITIF KONOTROL (PEI)) 7,5 pg/mL 0,1540 VAR
3 | (POZITIF KONOTROL (PEI)) 25 pg/mL 0,0922 VAR
4 | (POZITIF KONOTROL (PEI)) 50 pg/mL 0,0929 VAR
9 (DENEME 5 (PBAEy)) 7,5 pg/mL 4,7836 YOK
10 (DENEME 5 (PBAEs)) 25 pg/mL 3,2787 VAR
11 (DENEME 5 (PBAEg)) 50 pug/mL 3,1891 VAR
12 (DENEME 5 (PBAEy)) 150 pg/mL 2,8856 VAR
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4.5.3 Nanopartikiil Formiilasyonlariin Transfeksiyon Etkinligine Ait Bulgular

Yukarida anlatilan tiim uygulama ve analiz sonuglarina gore uygun ozelliklere sahip
olan ignPBAE, egnPBAE, gnMK ve gniIMK formiilasyonlarimin transfeksiyon etkinligi
HEK 293, POF ve POEF hiicrelerinde Boliim 3.3.5°de belirtilen yonteme gore
incelendi. Bunun yaninda formiilasyonlarin sitotoksisiteleri Boliim 4.5.2 ‘de belirtilen
yontemin disinda floresans mikroskopta izlemek suretiyle de degerlendirildi.
Degerlendirmelerde Tablo 4.22°deki derecelendirme kullanildi. Tiim sonuglar Tablo
4.23 - Tablo 4.29 ile Sekil 4.28 - Sekil 4.43’de verildi.

Tablo 4.22 Sonuglarin degerlendirilmesinde kullanilan derecelendirmeler

TOKSISITE URUNUN . ..
DERECESI ETKisi TRANSFEKSIYON ETKINLIiGi
5 Biyouyumlu Cok lyi

4 Diisiik Toksisite Iyi
3 Orta Toksisite Orta
2
1

Yiiksek Toksisite | Diistik
Toksik Madde Yok
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Tablo 4.23 ignPBAE35 nanopartikiil formiilasyonunun POF hiicrelerine toksisitesine ve transfeksiyon etkinligine ait sonuglart

Nanopartikiil %EPM Miktar (ug) Hacim (L) Hiicre Tipi Hiicre Miktari TDOGI:ZEE? Tr%rli:‘;l;?;\ilon
Formiilasyonu Polimer Gen Polimer Gen | Polimer Gen Toplam

20 1 60 3 70,58 3,29 73,87 5 2

20 1 60 3 70,58 3,29 73,87 POF7 60.000 1 1

55 1 164,5 3 193,5 3,29 196,79 5 2

55 1 164,5 3 193,5 3,29 196,79 1 1

15 1 187,89 12,5 75 13,75 88,75 POEF7 200.000 2 2

1,2 1 12 10 6,55 18,87 25,42 5 2

0,6 1 6 10 3,27 18,87 22,14 POF7 40.000 5 2

80 1 80 1 44 2 46 4 1

92 1 92 50 2 52 5 1

1,2 1 12 10 215 18,87 | 40,37 POE3 25 000 5 4

1.2 1 12 10 3,27 18,87 | 22,14 5 3

IgNPBAE 0,6 1 6 10 655 | 18,87 | 2542 POES 20.000 5 1
80 1 80 1 44 2 46 5 2

92 1 92 1 50 2 52 5 1

102,5 1 102,5 1 56 2 58 5 1

2,50 1 10,60 4,24 5,30 8 13,30 5 1

4,00 1 16,96 4,24 8,48 8 16,48 5 2

5,00 1 21,20 4,24 10,60 8 18,60 POF9 20.000 5 1

6,00 1 25,44 424 | 12,72 8 20,72 5 2

7,00 1 29,68 4,24 14,84 8 22,84 5 1

8,00 1 33,92 4,24 16,96 8 24,96 5 1




99

Sekil 4.28 ignPBAE;s formiilasyonu; polimer:gen orani 1,2:1 (a/a) transfekte olan POF hiicreleri

Sekil 4.29 ignPBAE;; formiilasyonu; polimer:gen orami 1,2:1 (a/a) transfekte olan POF hiicreleri
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Tablo 4.24 ignPBAE35 nanopartikiil formiilasyonunun POF hiicrelerine toksisitesine ve transfeksiyon etkinligine ait sonuglart

Nanopartikiil %EPM Miktar (uq) Hacim (uL) Hiicre Tipi Hiicre Miktar -Igc;l:zi:;? Tr%rli:‘;l;?;\ilon
Formilasyonu Polimer Gen Polimer Gen Polimer Gen Toplam
20,9 1 22,2 1,06 20 2 22 5 2
26,2 1 27,75 1,06 25 2 27 5 2
31,4 1 33,3 1,06 30 2 32 5 2
419 1 44,4 1,06 40 2 42 5 2
47,1 1 49,95 1,06 45 2 47 POF3 25.000 5 2
52,4 1 55,5 1,06 50 2 52 5 1
57,6 1 61,05 1,06 55 2 57 5 2
62,8 1 66,6 1,06 60 2 62 5 1
68,1 1 72,15 1,06 65 2 67 5 4
73,3 1 77,7 1,06 70 2 72 5 2
78,5 1 83,25 1,06 75 2 77 5 2
83,8 1 88,8 1,06 80 2 82 5 2
1,2 1 12 10 7,134 18,87 26,004 5 2
50 1 53 1,06 2,65 2 4,65 5 1
ignPBAE 10,0 1 10,6 1,06 53 2 73 5 ’
15,0 1 15,9 1,06 7,95 2 9,95 POF5 20.000 5 2
20,0 1 21,2 1,06 10,6 2 12,6 4 2
30,0 1 31,8 1,06 15,9 2 17,9 4 2
40,0 1 42,4 1,06 21,2 2 23,2 2 1
45,0 1 47,7 1,06 23,85 2 25,85 1 1
50 1 53 1,06 2,65 2 4,65 POE12 20.000 5 2
10,0 1 10,6 1,06 53 2 73 4 1
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ignPBAE 34

15,0 1 15,9 1,06 7,95 2 9,95 3 1
20,0 1 21,2 1,06 10,6 2 12,6 POF12 20.000 3 1
30,0 1 31,8 1,06 15,9 2 17,9 5 1
40,0 1 42,4 1,06 21,2 2 232 5 1
5,0 1 53 1,06 2,65 2 4,65 5 2
8,0 1 8,48 1,06 4,24 2 6,24 5 1
12,0 1 12,72 1,06 6,36 2 8,36 5 2
14,0 1 14,84 1,06 7,42 2 9,42 POF9 20.000 5 3
16,0 1 16,96 1,06 8,48 2 10,48 5 3
25 1 53 2,12 2,65 4 6,65 5 3
4,0 1 8,48 2,12 4,24 4 8,24 5 2
5,0 1 10,6 2,12 53 4 93 5 2
6,0 1 12,72 2,12 6,36 4 10,36 5 3
7,0 1 14,84 2,12 7,42 4 11,42 5 3
8,0 1 16,96 2,12 8,48 4 12,48 5 3

8 1 15,90 2,12 7,95 4 11,95 5 2
10 1 21,20 212 | 10,60 4 14,60 POFS 25 000 5 2
15 1 31,80 212 | 1590 4 19,90 4 2
18 1 37,10 212 | 1855 4 22,55 4 2
20 1 42,40 212 | 21,20 4 25,20 3 1
1,25 1 5,30 4,24 2,65 8 10,65 5 2
2,00 1 8,48 424 | 4,24 8 12,24 5 2
2,50 1 10,60 424 | 530 8 13,30 POFS 20.000 5 1
3,00 1 12,72 4,24 6,36 8 14,36 5 2
3,50 1 14,84 4,24 7,42 8 15,42 5 3
4,00 1 16,96 424 | 848 8 16,48 5 2
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Sekil 4.30 ignPBAE 33 formiilasyonu; polimer:gen orani1 68,1:1 (a/a) transfekte olan POF hiicreleri

Sekil 4.31 ignPBAE3;; formiilasyonu; polimer:gen orani 68,1:1 (a/a) transfekte olan POF hiicreleri
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Tablo 4.25 egnPBAE nanopartikiil formiilasyonunun HEK293 hiicrelerine toksisitesine ve transfeksiyon etkinligine ait sonuglari

Nanopartikiil _p_POIiﬁ(])err;mDNA Miktar (ug) Hacim (L) Hiicre Tipi Hiicre Miktari -Igc;l:zi:;? Tr%rlf;l;?;\ilon
Formiilasyonu Polimer Gen Polimer Gen | Polimer Gen Toplam
5,0 1 2,5 0,5 2,5 0,9434 | 3,4434 5 5
10,0 1 5 0,5 5 0,9434 5,9434 5 5
20,0 1 10 0,5 10 0,9434 10,943 5 5
40,0 1 20 0,5 20 0,9434 20,943 4 2
60,0 1 30 0,5 30 0,9434 30,943 3 5
80,0 1 40 0,5 40 0,9434 40,943 1 1
egnPBAE 5,0 1 5 1 40 1,88679 | 41,887 HEK?293 20.000 5 5
10,0 1 10 1 40 1,88679 | 41,887 5 5
20,0 1 20 1 40 1,88679 | 41,887 4 5
40,0 1 40 1 40 1,88679 | 41,887 2 5
60,0 1 60 1 40 1,88679 | 41,887 1 1
80,0 1 80 1 40 1,88679 | 41,887 1 1
5,0 1 7,5 15 40 2,83019 42,83 5 5
10,0 1 15 15 40 2,83019 42,83 5 5
20,0 1 30 15 40 2,83019 42,83 3 5
40,0 1 60 15 40 2,83019 42,83 1 1
60,0 1 90 15 40 2,83019 42,83 1 1
5,0 1 10 2 40 3,77358 | 43,774 5 5
10,0 1 20 2 40 3,77358 | 43,774 5 5
20,0 1 40 2 40 3,77358 | 43,774 1 1
40,0 1 80 2 40 3,77358 | 43,774 1 1
60,0 1 120 2 40 3,77358 | 43,774 1 1
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Sekil 4.33 egnPBAE formiilasyonu; polimer:gen orani 10:1 (a/a) transfekte olan HEK293
hiicreleri
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Sekil 4.34 egnPBAE formiilasyonu; polimer:gen orani 40:1 (a/a) transfekte olan HEK293
hiicreleri

:\F;B 2

Sekil 4.35 egnPBAE formiilasyonu; polimer:gen orani 60:1 (a/a) toksik HEK293 hiicreleri
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Tablo 4.26 egnPBAE nanopartikiil formiilasyonunun POF hiicrelerine toksisitesine ve transfeksiyon etkinligine ait sonuglari

Nanopartkii | Polimer.oDNA Oran _ Mikdar ) e o | Mikearr | Dereces | Eekinngy

—ormurasyont Polimer Gen Polimer Gen Polimer Gen Toplam
5,0 1 2,5 0,5 2,5 0,9434 | 34434 5 5
10,0 1 5 0,5 5 0,9434 5,9434 5 5
20,0 1 10 0,5 10 0,9434 10,9434 3 5
40,0 1 20 0,5 20 0,9434 | 20,9434 3 5
60,0 1 30 0,5 30 0,9434 | 30,9434 1 1
80,0 1 40 0,5 40 0,9434 40,9434 1 1

egnPBAE 5,0 1 5 1 40 1,88679 | 41,8868 | POF9 | 20.000 5 5
10,0 1 10 1 40 1,88679 | 41,8868 5 5
20,0 1 20 1 40 1,88679 | 41,8868 1 1
40,0 1 40 1 40 1,88679 | 41,8868 1 1
60,0 1 60 1 40 1,88679 | 41,8868 1 1
80,0 1 80 1 40 1,88679 | 41,8868 1 1
5,0 1 7,5 1,5 40 2,83019 | 42,8302 5 5
10,0 1 15 15 40 2,83019 | 42,8302 1 1
20,0 1 30 15 40 2,83019 | 42,8302 1 1
40,0 1 60 1,5 40 2,83019 | 42,8302 1 1
60,0 1 90 1,5 40 2,83019 | 42,8302 1 1
80,0 1 120 15 40 2,83019 | 42,8302 1 1
50 1 10 2 40 3,77358 | 43,7736 5 5
10,0 1 20 2 40 3,77358 | 43,7736 1 1
20,0 1 40 2 40 3,77358 | 43,7736 1 1
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Sekil 4.36 egnPBAE formiilasyonu; polimer:gen orani 5:1 (a/a) transfekte olan POF hiicreleri

Sekil 4.37 egnPBAE formiilasyonu; polimer:gen orani 5:1 (a/a) transfekte olan POF hiicreleri
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Sekil 4.38 egnPBAE formiilasyonu; polimer:gen orani 40:1 (a/a), POF hiicrelerine toksisitesi
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Tablo 4.27 Kitosan sitotoksisitesine ve transfeksiyon etkinligine ait sonuglari

Nanopartikiil %&Dﬂ Miktar (uq) Hacim (uL) Hiicre Tipi Hiicre Miktar TDOeI:Zi;i;? Tr%rlslfiﬂ;?;\i/on
Formiilasyonu Polimer Gen Polimer Gen Polimer | Gen | Toplam
2 1 4,00 2,12 4 4 8 5 4
3 1 6,00 2,12 6 4 10 5 4
4 1 8,00 2,12 8 4 12 HEK293 20.000 5 4
Kitosan 5 1 10,00 2,12 10 4 14 5 4
6 1 12,00 2,12 12 4 16 5 4
7 1 14,00 2,12 14 4 18 5 4
2 1 4,00 2,12 4 8 5 1
3 1 6,00 2,12 4 10 5 1
4 1 8,00 2,12 4 12 POF9 20.000 5 1
5 1 10,00 2,12 10 4 14 5 1
6 1 12,00 2,12 12 4 16 5 1
7 1 14,00 2,12 14 4 18 5 1
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Sekil 4.39 Kitosan; polimer-gen orani 3:1 (a/a) transfekte olan HEK293 hiicreleri

Sekil 4.40 Kitosan; polimer-gen orani 3:1 (a/a) transfekte olan HEK293 hiicreleri
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Tablo 4.28 gnMK formiilasyonunun sitotoksisitesine ve transfeksiyon etkinligine ait sonuglar

F% _p_PoIirgerngNA Miktar (uq) Hacim (pL) Hiicre Tipi Hiicre Miktari TDOeI:Zi;i;? Tr%rli:‘;l;?;\ilon
Polimer Gen Polimer Gen Polimer | Gen | Toplam
1 1 1,06 1,06 1,06 2 3,06 5 2
2 1 2,12 1,06 2,12 2 4,12 5 1
4 1 4,24 1,06 4,24 2 6,24 5 1
gnMK 5 1 5,30 1,06 53 2 7.3 POFS 20.000 5 5
6 1 6,36 1,06 6,36 2 8,36 5 1
8 1 8,48 1,06 8,48 2 10,48 5 1
10 1 10,60 1,06 10,6 2 12,6 5 1
12 1 12,72 1,06 12,72 2 14,72 5 1
20 1 21,20 1,06 21,2 2 23,2 4 1
40 1 42,40 1,06 42,4 2 44.4 1 1
1 1 1,06 1,06 1,06 2 3,06 5 2
2 1 2,12 1,06 2,12 2 4,12 5 2
4 1 4,24 1,06 4,24 2 6,24 5 1
5 1 5,30 1,06 53 2 7.3 POF12 20.000 5 5
6 1 6,36 1,06 6,36 2 8,36 5 2
8 1 8,48 1,06 8,48 2 10,48 5 2
10 1 10,60 1,06 10,6 2 12,6 5 2
12 1 12,72 1,06 12,72 2 14,72 5 2
20 1 21,20 1,06 21,2 2 23,2 2 1
40 1 42,40 1,06 42,4 2 44,4 1 1
0,5 1 1,06 2,12 1,06 4 5,06 POF9 20.000 5 2
1 1 2,12 2,12 2,12 4 6,12 5 2




112

gnMK

1,5 1 3,18 2,12 3,18 4 7,18 5 2
2 1 4,24 2,12 4,24 4 8,24 20.000 5 1
2,5 1 5,30 2,12 5,3 4 9,3 5 3
3 1 6,36 2,12 6,36 4 10,36 5 1
2 1 4 2,12 4 4 8 5 1
3 1 6 2,12 6 4 10 5 2
4 1 8 2,12 8 4 12 25000 5 2
5 1 10 2,12 10 4 14 5 3
6 1 12 2,12 12 4 16 POF 9 5 2
7 1 14 2,12 14 4 18 5 2
2 1 4 2,12 4 4 8 5 1
3 1 2,12 4 10 5 1
4 1 8 2,12 8 4 12 20000 5 1
5 1 10 2,12 10 4 14 5 2
6 1 12 2,12 12 4 16 5 2
7 1 14 2,12 14 4 18 5 4
2 1 2,12 4 8 5 2
3 1 2,12 4 10 5 3
4 1 2,12 4 12 20000 5 4
5 1 10 2,12 10 4 14 5 5
6 1 12 2,12 12 4 16 FEK293 5 5
7 1 14 2,12 14 4 18 5 5
2 1 4 2,12 4 4 8 5 4
3 1 2,12 4 10 20000 5 4
4 1 8 2,12 8 4 12 5 4
5 1 10 2,12 10 4 14 5 4
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gnMK

6 1 12 2,12 12 4 16 HEK293 20,000 5 5
7 1 14 2,12 14 4 18 5 5
2 1 2,12 4 8 5 1
3 1 2,12 4 10 5 2
J . 12 J o POF9 20.000 - )
5 1 10 2,12 10 4 14 5 1
6 1 12 2,12 12 4 16 5 1
7 1 14 2,12 14 4 18 5 4
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Sekil 4.41 gnMK formiilasyonu; polimer:gen orani 7:1 (a/a) transfekte olan HEK293 hiicreleri

Sekil 4.42 gnMK formiilasyonu; polimer:gen orani 7:1 (a/a) transfekte olan HEK293 hiicreleri
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Tablo 4.29 gniIMK nanopartikiil formiilasyonunun sitotoksisitesine ve transfeksiyon etkinligine ait sonuglari

Nanonartikiil %&Dﬂ Miktar (uq) Hacim (uL) Hiicre Tipi Hiicre Miktar TDOeI:Zi;i;? Tr%rlslfiﬂ;?;\i/on
Formilasyonu Polimer Gen Polimer Gen Polimer | Gen Toplam
2 1 4,00 2,12 4 4 8 5 1
3 1 6,00 2,12 6 4 10 5 1
4 1 8,00 2,12 8 4 12 5 2
5 1 10,00 2,12 10 4 14 5 2
6 1 12,00 2,12 12 4 16 POF9 20.000 5 1
7 1 14,00 2,12 14 4 18 5 1
gniMK 2 1 400 | 212 4 8 5 1
3 1 6,00 2,12 4 10 5 1
4 1 8,00 2,12 4 12 5 2
5 1 10,00 2,12 10 4 14 5 2
6 1 12,00 2,12 12 4 16 5 2
7 1 14,00 2,12 14 4 18 5 1
2 1 4,00 2,12 4 4 8 5 4
3 1 6,00 2,12 4 10 5 3
4 1 8,00 2,12 8 4 12 HEK293 20.000 5 3
5 1 10,00 2,12 10 4 14 5 2
6 1 12,00 2,12 12 4 16 5 1
7 1 14,00 2,12 14 4 18 5 1
2 1 4,00 2,12 4 8 5 1
3 1 6,00 | 2,12 4 10 POF9 20.000 5 2
4 1 8,00 2,12 4 12 5 2
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gniMK

5 1 10,00 2,12 10 4 14 : )
6 1 12,00 2,12 12 4 16 POF9 20.000 5 5
7 1 14,00 2,12 14 4 18 c )
2 1 4,00 2,12 4 4 8 c "
3 1 6,00 2,12 4 10 : c
4 1 8,00 2,12 8 4 12 HEK293 20.000 ; .
5 1 10,00 2,12 10 4 14 5 c
6 1 12,00 2,12 12 4 16 : c
7 1 14,00 2,12 14 4 18 5 c
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Sekil 4.43 gniMK formiilasyonu; polimer:gen orani 7:1 (a/a) transfekte olan HEK293 hiicreleri
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tezle sunulan ¢alismanin amaci, bilhassa son yillarda nanoteknolojinin biyoteknoloji
alanindaki onemli bir uygulamasi olan gen transferinde kullanilabilecek biyouyumlu,
sentetik ve dogal yapidaki polimerlerin sentezlenmesi, bu polimerler ile nanopartikiiler
tastyict sistemlerin gelistirilmesi, yapilarinin aydinlatilmasi, partikiil boyutu ve dagilimi,

yiik dengesi gibi 6zellikleri ile transfeksiyon etkinliklerinin incelenmesidir.

Bu amagla, gen transferinde kullanilan polimerik nanopartikiiler sistemlerin hangi
polimer esasli olabilecegi, bunlarin hangi Ozelliklere sahip olmasi gerektigi ve
uygulama kosullar1 ile ilgili yaklasik son 25 yili kapsayan kaynak arastirmasi
yapilmistir. Kaynak arastirmasi detaylandirilirken, transfeksiyon isleminde hangi tip
tastyicinin kullanildigi, viral olmayan sistemlerin viral sistemlere gére avantajlar1 ve
dezavantajlar1, sentez yontemleri, karakterizasyonlari ve nanopartikiil hazirlanmasi,
transfeksiyon isleminde uygulanan hiicre tipleri ve gelistirilen formiilasyonlarin bu

hiicrelere toksisiteleri arastirilmistir.

Kaynak arastirmasi sonucunda, viral olmayan sistemlerin, transfeksiyon agisindan viral
sistemler kadar etkinligi olmasa da biyouyumluluk ve ekonomik agidan viral sistemlere
gore avantajlarmin oldugu belirlenmis ve tez kapsamindaki ¢alismalarda uygun
ozelliklere sahip polimerik nanopartikiiler sistemlerin gelistirilmesinin yaninda
transfeksiyon etkinliginin arttirilmas1 da calismanin hedeflerinden birisi olarak

tanimlanmaistir.

Bu amagla, tez kapsamindaki c¢alismalarda, ilk defa, biyobozunabilir transjenik
polimerlerden sentetik polimer grubu olarak ¢esitli yapilarda PBAE iiriinleri, dogal veya
modifiye dogal polimerik grup olarak ise, ilk defa, modifiye kitosan esaslh MK, IMK
tirtinleri sentezlendi. Sentezlenen tiim {riinlerin yapilar1 FTIR spektroskopi analizi ile
aydimlatildi. PBAE iiriinlerinden nano¢dktiirme yontemi ile, MK, IMK firiinlerinden ise

iyonotropik  jelasyon yontemi ile nanopartikiil formiilasyonlar1  hazirlandi.
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Formiilasyonlarin zeta potansiyeli, partikiil boyutu ve dagilimi ile morfolojik 6zellikleri
incelendi. Nanog¢oktiirme yonteminde, surfaktan miktarinin, karigtirma hizinin, organik
fazin ve ortama katilan iyonlarin nanopartikiil 6zelliklerine etkisi incelendi. PBAE
polimerleri ile hazirlanan naopartikiil formiilasyonlarinin raf émriine yonelik stabilite
calismalar1 yapildi. Ozellikleri uygun bulunan formiilasyonlar kullanilarak GFP geni
tastyan pDNA ile hem iyonik etkilesim yontemi (polipleks) hem de enkapsiilasyon
yontemi ile  nanopartikiil  formiilasyonlar1  hazirlandi. pDNA  yiiklenmis
nanopartikiillerin zeta potansiyeli, partikiil boyutu ve dagilimi incelendi. Degisen
polimer-pDNA oranlarinda (a/a) hazirlanan nanopartikiiller jel elektroforezde yiritilda
ve formiilasyonlarin gen stabilitesine etkisi incelendi. Ayrica kitosan esasli ve PBAE
esasli nanopartikiiler sistemlerin sitotoksisiteleri incelendi. Rodamin-B boyarmaddesi
yiiklenmis PBAE nanopartikiillerinin hiicre i¢ine alim c¢alismalar1 gerceklestirildi.
pDNA yiiklenmis hem kitosan esasli hem de PBAE esasli nanopartikiillerin
transfeksiyon etkinligi HEK293, POF ve POEF hiicreleri kullanilarak incelendi.

Sonuglar karsilastirmali olarak degerlendirildi.

51 PBAE URUNLERININ SENTEZi, KARAKTERIiZASYONU VE
BUNLARDAN ELDE EDILEN nPBAE NANOPARTIKULLERININ ZETA
POTANSIYELI, PARTIKUL BOYUTU VE DAGILIMI

Daha 6nce Malzeme ve Yontem Boliimiinde de belirtildigi gibi, tez kapsaminda yapilan
caligmalardan elde edilen PBAE esasli ve modifiye kitosan esasli nanopartikiil
formiilasyonlarinin ve transfeksiyon etkinliklerinin patentlenmesi icin basvuruda
bulunulacagindan 551 sayili “Patent Haklarmin Korunmast Hakkinda Kanun
Hiikmiinde Kararname” ye gore triinlerin sentezlenmesine ait deneyler ayrintili olarak
sunulmamistir. Bu iriinlerin yap1 aydinlatilmasma iliskin FTIR spektrumlart da

sunulamadigindan degerlendirmelerinden de bahsedilememistir.

Calismada PBAE polimerlerinin  sentezinin optimizasyonu kapsaminda farkli
diakrilat:amin bilesigi oran1 ve farkli sicakliklarda monomer ilavesinin iiriin eldesine
etkilerini gorebilmek i¢in aymi diakrilat ve amin monomerleri ile 6 adet 6n deneme

gerceklestirildi.  Yapisal analizleri Bolim 3.2.3°’de belirtilen yonteme gore
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gerceklestirildi ve FTIR spektrumlarinda baslangic bilesiklerine bagli olarak ester
yapisinin olusumunun ve polimerizasyonun gerceklestigi, ilgili absorpsiyon bantlarinin

ortaya ¢ikmasi, siddetlerinin azalmasi, kaymasi veya yok olmasi ile dogrulandi.

PBAE polimerleri kullanilarak nanopartikiillerin hazirlanmasi1 B6liim 3.2.4’de belirtilen
yontemle nanoc¢oktiirme yontemine gore gerceklestirildi. Nanog¢dktiirme yonteminde
organik fazda ¢6ziinen polimer, su fazi igerisine belirli bir karistirma hizinda damla
damla ilave edilerek uygun nanoboyutta {iriin elde edilmektedir. Nanopartikiil
optimizasyon c¢alismalarinda, Oncelikle Bolim 3.2.1°e gore sentezlenen PBAE
tiriinlerinden bir tanesi segildi, etanol igerisinde ¢6zdiirtildi, farkli devirlerde (160, 360,
560 ve 650 rpm) karistirilan 0-100 mg arasinda noniyonik surfaktan iceren su fazi
icerisine damla damla ilave edildi ve hazirlanan nanopartikiillerin zeta potansiyeli,

partikiil boyutu ve dagilimi analizi gergeklestirildi.

Tablo 4.1°de verilen sonuglara gore; partikiil boyutu 41,9 nm, polidispersitesi 0,116 ve
zeta potansiyeli -6,38 mV olan nanopartikiil formiilasyonlarinin en uygun 6zelliklere
sahip oldugu saptandi. Bu nedenle, sentezlenen diger PBAE polimerlerinden
nanopartikiil hazirlanmasinda, noniyonik surfaktan miktar1 50 mg ve karigtirma hizi 650

rpm olan yontem kullanilda.

PBAE polimerlerinin sentezlenmesinde oncelikle, aynt monomerler kullanilarak farkli
reaksiyon sartlarinda (diakrilat:amin mol oran1 ve monomer ilave sicakligl) ¢alisildi. Bu
PBAE polimerleri kullanilarak nanopartikiil formiilasyonlari yukarida belirtilen
yonteme gore hazirlandi ve 6zellikleri saptandi. Tablo 4.2°de belirtilen sonuglara gore;
uygun Ozellikteki nPBAE1o nanopartikiil formiilasyonlarmin hazirlanmasinda kullanilan
PBAE;c polimerinin sentez sartlari farkli diakrilat bilesiklerinden hazirlanan PBAE
polimerlerinin sentezinde kullanilmasina karar verildi. Her ne kadar PBAE;g ve
PBAE;p polimerleri ile hazirlanan, NPBAEg ve nPBAE;; nanopartikiillerinin boyutlari
NPBAE;( lriiniine gore daha kiiclikse de PDI degerlerinin yliksek olmasi nedeniyle,
PBAE;gz ve PBAEip polimerlerinin sentezlenmesinde kullanilan reaksiyon sartlar
elimine edildi. Ayrica, PBAE;n, PBAE;e ve PBAE;jr polimerleri ile hazirlanan,

nPBAEg, NPBAE;; ve NnPBAE;3 nanopartikiillerinin zeta potansiyeli degerlerlerinin de
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diistik olmasi nedeniyle, bu nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan PBAE

polimerlerinin sentez sartlart da kullanilmadi.

Ilk defa bu calismada, PBAE;c sentezindeki reaksiyon sartlar1 kullanilarak, ayn1 amin
monomeri ve farkli diakrilat bilesikleri ile yeni PBAE yapisindaki polimerler
sentezlendi. Bu iiriinlerin yapilar1 Bolim 3.2.3’de belirtildigi gibi FTIR spektroskopi
analizi ile aydinlatildi. Yine sentezlenen PBAE fiiriinlerinden nPBAE eldesi Boliim
3.2.4°de belirtilen yonteme gore gergeklestirildi ve zeta potansiyeli, PDI ve boyut

analizi B6liim 3.2.7°de belirtilen yonteme gore gerceklestirildi.

Tablo 4.3’deki sonuglara gére PBAE7 polimerinin etanol igerisinde ¢éziinmemesinden
dolayi, bu polimer kullanilarak nanopartikiiller hazirlanamadi. PBAE;, PBAE, ve
PBAEs polimerleri ile hazirlanmig, sirasiyla nPBAE;s, nPBAEi;s ve nPBAEjy
nanopartikiilleri, negatif zeta potansiyeli degerlerine sahip oldugu igin, transfeksiyon
caligmalarinda kullanimlarinin uygun olmadigi sonucuna varildi. Yine, PBAE; polimeri
ile hazirlanan NPBAEj, nanopartikiil formiilasyonunun zeta potansiyeli +4.2 mV
olmasina ragmen genis aralikta partikiil boyutu dagilimi (PDI:0,450) gostermesi
nedeniyle transfeksiyon calismalarinda kullanilmasi uygun bulunmamistir. PBAEs ve
PBAE;s polimerleri ile hazirlanan nPBAE;; ve PBAE;g nanopartikiilleri, sirasiyla, 66,9
nm ve 51,4 nm partikiil boyutuna, 0,231 ve 0,232 PDI degerlerine, 6,3 mV ve 1,6 mV
zeta potansiyeli degerlerine sahip olduklarindan dolayr transfeksiyon calismalarinda
kullanilmalarinin uygun oldugu sonucuna varilmistir. Bu iki nanopartikiiler sistemin de
partikiil boyutu ve PDI degerleri kaynaklarda belirtilen degerlerle uyumlu olmasina
ragmen [117] zeta potansiyeli degerlerinin, kararli kolloidal sistemlerin esik zeta
potansiyeli degeri olan 30 mV’dan [27] diisik olmasi, nanopartikiil hazirlama

yonteminin bir kez daha optimize edilmesi gerekliligini ortaya koymustur.

Nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasi1 i¢in yapilan ikinci optimizasyon
caligmalarinda ise; Tablo 4.3’de goriildiigii gibi daha uygun ozelliklere sahip PBAEg
polimerinin kullanilmasi tercih edilmistir. Boliim 3.2.4’de belirtilen yontem ve Boliim
4.2.3’de belirtilen denemelere gore PBAEg polimeri kullanilarak noniyonik surfaktan
icermeyen ve Tablo 4.1°deki sonuglara gére 50 mg noniyonik surfaktan igceren grup

olmak {lizere 2 grup nanopartikiiler sistem elde edildi. Noniyonik surfaktan iceren
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nanopartikiiler sistemlerde ortamda kalan noniyonik surfaktan1 uzaklastirmak igin
10.000 rpm’de 1 saat santriflij islemi gerceklestirildi ve takiben partikiiller deiyonize
suda tekrar dagitilarak, dispersiyon 0,22 um gozenekli membrandan gecirildi. Ayni
islemler noniyonik surfaktan igcermeyen grup i¢inde yapildi ve ayrica kontrol grubu
olarak da sadece noniyonik surfaktan igeren ¢ozelti hazirlandi. Herbir 6rnegin zeta

potansiyeli, PDI ve partikiil boyutu 6l¢iimleri alindi.

Tablo 4.4°deki sonuglara gore noniyonik surfaktan igeren nPBAE,s nanopartikiilleri
simdiye kadar verilen sonuglarla paralellik gosterirken, santriflij islemi sonrasi {ist faz
olarak elde edilen nPBAE nanopartikiiliiniin -1,3£3,9 mV zeta potansiyeli degeri
gostermesi, bunlarin yaninda sadece noniyonik surfaktan igeren dispersiyonun
-13,2£10,1 mV zeta potansiyeli degerine sahip olmasi ve santrifiij islemi ile noniyonik
surfaktandan arindirilmis NPBAE;; nanopartikiillerinin 22,6+6,03 mV zeta potansiyeli
degerine sahip olmasi, noniyonik surfaktan kullanilmamis NPBAE;; formiilasyonunun
108,9 nm partikiil boyutuna, 0,152 gibi dar aralikta partikiil boyutu dagilimina ve
38,9+5,33 gibi ideal zeta potansiyeli degerine sahip olmasindan dolay1, nanopartikiiler
sistemlerin hazirlanmasinda noniyonik surfaktan kullanimmin gerekli olmadigi
gorlilmiistiir. Bunun disinda noniyonik surfaktan icermeyen nanopartikiiler sistemlerde
santriflij sonrasi Uist faz olarak elde edilen NnPBAE,; nanopartikiiliiniin zeta potansiyeli
degerinin 30 mV degerinden diisiik ve standart sapma degerinin yiiksek olmasi, santrifiij
sonrast ¢oken ve tekrar deiyonize su igerisinde dagitilarak elde edilen nPBAE;
formiilasyonunun partikiil boyutu degerinin 872 nm ve PDI degerinin 1,000 gibi
oldukca yiiksek degerler olmasi ve 0,22 pum’lik membrandan gecirilerek elde edilen
NPBAEj, iiriiniiniin 21,7+12,2 mV zeta potansiyeli degerine sahip olmasiyla 30 mV’un
altinda kalmasi ve =+12,2 gibi genis bir dagilim gostermesi sonucunda, PBAE
tiriinlerinden nanopartikiil elde ederken, nPBAEj; nanopartikiilleri i¢in verilen yontemin

kullanilmasina karar verildi.

PBAEg triiniinden elde edilen nPBAE,7, nPBAEss ve nPBAEsg iiriinlerinin SEM
gorlntiileri Bolim 4.4.2.2°de Sekil 4.9-Sekil 4.12°de verilmistir. Buna gore nPBAE3s
ve NPBAE3;s nanopartikiillerinin kiiresel, homojen dagilim gosteren, ideal boyutlarda
oldugu ve kaynaklarda verilen bulgular ile uyumlu oldugu goriilmiistir [117].

Noniyonik surfaktan kullanilarak elde edilen NPBAE;; nanopartikiillerinde ise santrifiij
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ve liyofilizasyon islemlerine bagli olarak partikiillerin bir kisminin birbirlerine yapistigi
ve yapida aglomerasyon meydana gelerek partikiill boyutunda biiyiimelerin oldugu

goriildil.

Farkli baslangi¢c maddeleri ile elde edilen PBAE {iriinlerinden nanopartikiil hazirlanmasi
Tablo 4.4’deki sonuglara gore en uygun partikiil 6zelliklerine sahip oldugu saptanan
NPBAE;; nanopartikiilerinin hazirlanmasi i¢in kullanilan yontem ile Boliim 4.2.4°de
belirtildigi sekilde gergeklestirildi ve hazirlanan nanoparikiilerin zeta potansiyeli, PDI
ve partikiil boyutu analizleri yapildi. Tablo 4.5’de belirtilen sonuglara gére PBAE;,
PBAE,, PBAE; PBAE, ve PBAEg polimerleri ile hazirlanan nPBAEz,, nPBAEg;,
PBAE3z,, PBAE33 ve PBAE3s nanopartikiillerinin boyutlari, transfeksiyon uygulamalari
icin hiicre igine girebilme boyutu olan 200 nm’nin oldukg¢a tstiinde oldugu i¢in, bu
tiriinler transfeksiyon uygulamalarinda kullanilmamistir. PBAEg polimeri ile hazirlanan
NPBAE3s formiilasyonu, 123,5 nm partikiil boyutu, 0,114 PDI ve 33,1£6,8 mV zeta
potansiyeli degerine sahip oldugundan transfeksiyon uygulamalar1 i¢in en uygun
nanopartikiiler tasiyici sistem olarak belirlenmistir. Bunun yaninda, PBAEs iiriiniinden
elde edilen nPBAEjz, iirlinii, partikiil boyutu 183,2 nm oldugundan partikiil boyutu
olarak transfeksiyon caligsmalar1 igin uygunluk gostermektedir. Ancak 0,370 PDI
degerine ve 9,58+3,36 mV gibi diisik zeta potansiyeline sahip oldugundan

transfeksiyon uygulamalarinda kullanilmamagtir.

Nanopartikiillerin  6zelliklerine, hazirlanmalarinda kullanilan ¢6ziicliniin, yliksek
karistirma hizinin ve ortamdaki iyon etkisinin incelenmesi amaciyla Bolim 4.2.5°de
belirtilen denemeler gergeklestirildi. Coziicii etkisini incelemek amaciyla etanol yerine
DMSO kullanildi. Yiiksek karistirma hizi saglamak i¢in homojenizatér kullanilarak,
8.000 rpm karistirma hizinda calisildi. Iyon etkisini incelemek icin ise DMSO’da
¢ozillen PBAEg polimeri deiyonize su yerine sodyum asetat ¢ozeltisi igerisine
damlatildi. Tablo 4.6’da da goriildiigii gibi, yiiksek karistirma hizi, nanopartikiillerin
(nPBAE3y, NPBAE,o) aglomerasyonuna ve buna bagl olarak, partikiil boyutunda artisa
neden olmustur. Ortamda bulunan iyonlardan dolay1, ¢ézelti pH’inin 5 civarinda olmasi
nedeniyle biraz daha kiigiik boyutta nanopartikiil (100,8 nm) elde edilmistir ancakbu
partikiillerin boyut dagilimi daha genis araliktadir (PDI:0,238). Tiim bu sonuglarin
yaninda PBAEg polimeri kullanilarak DMSO ile hazirlanan nanopartikillerin
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(nPBAE3g) 0,179 nm partikiil boyutu, 0,100 PDI degeri ve 54,5+8,64 mV gibi oldukga
yiiksek bir zeta potansiyeline sahip olmasi, bu formiilasyonun transfeksiyon islemi igin
ideal ozelliklere sahip oldugunu gostermektedir. PBAEs polimeri ile etanol kullanilarak
hazirlanan nPBAE3; formiilasyonu i¢in uygun partikiil boyutuna sahip olmasina ragmen
(173 nm), genis partikiil boyutu dagilimina sahip olmasi: (PDI:0,308) transfeksiyon
acisindan dezavantaj olusturmaktadir. Ayrica formiilasyonun zeta potansiyelinin diisiik

(7,39+10,8 mV) olmasi transfeksiyon amaciyla kullanimini kisitlamaktadir.

PBAEg polimeri ile hazirlanan nPBAE3s ve nPBAEsg nanopartikiillerinin  Boliim
4.2.6°da belirtildigi sekilde, 4 hafta boyunca kolloidal stabilitesi incelendi. Etanol ile
hazirlanan nPBAE3s5 nanopartikiillerinin 6zellikle 2. haftadan itibaren partikiil boyutu ve
dagiliminda artis, kolloidal sistemin kararsizligina bagli olarak ise zeta potansiyelinde
azalma goriilmistir. 4. haftada 634,8 nm gibi ¢ok yiiksek bir partikiil boyutu ve 0,595
gibi genis bir dagilim gdstermesinin yaninda zeta potansiyeli degerinin -9,77+4,56 mV
oldugu, bu durumun muhtemelen PBAE iirlinlerinin molekiiler yapisindaki bozunma
dolayisiyla  partikiiliin ylizey yiikiiniin tamamen degismesinden ileri geldigi
diisiiniilmektedir. Dolayistyla bu metot ile hazirlanan nanopartikiillerin sadece 1 haftalik
raf Omrii olabilecegi sonucuna varildi. Buna karsin DMSO ile hazirlanan nPBAEgzg
formiilasyonu 4 hafta boyunca hemen hemen ayni boyut ve dagilimda kalmaktadir.
Bunun yanisira, zeta potansiyeli 54,5£8,64 mV’dan 30,1£6,9 mV’a diisse de, bu
degerde kolloidal sistemlerin kararliligini ifade eden 30 mV degerinin iizerindedir. Bu
formiilasyon ticari bir transfeksiyon kit {iriinii olarak diisiintildiigiinde, 1 aylik raf
Omriine sahip bir iiriin olarak pazarlanabilmesinin miimkiin olabilecegi sonucu ortaya

¢ikmaktadir.

5.2 MK VE IMK POLIMERLERININ SENTEZi, KARAKTERIZASYONU VE
BUNLARDAN ELDE EDIiLEN nMK VE niMK NANOPARTiKULLERININ
ZETA POTANSIYELiI, POLIDISPERSITE INDEKSI (PDI) VE BOYUT
ANALIZI

[lk defa bu c¢alismada, transfeksiyon uygulamalarinda kullanmak iizere kitosanin

molekiiler yapisindaki amin gruplarinin miktarini arttirmak igin MK polimeri, bu amin



125

modifikasyonunun iizerine indirgenebilir gruplarin ilavesi amacryla da IMK polimeri
sentezlendi. Boliim 5.1°de de belirtildigi gibi, bu tiriinlerin de hem primer hiicreler hem
de HEK293 hiicrelerinde yiiksek transfeksiyon etkinligi gostermesi nedeniyle,
sentezlerine ait detaylar sunulamamistir. Ayrica bu iriinlerin yapisinin aydinlatilmasina

iliskin FTIR spektra da sunulamadigindan degerlendirmelerinden de bahsedilmemistir.

Uriinlerin yapisal analizleri Boliim 3.2.3’de belirtilen yonteme gore gerceklestirildi ve
FTIR spektrada, uygulanan modifikasyon reaksiyonlarmin gerceklestigi, kitosanin
molekiiler yapisina ait karakteristik absorpsiyon bantlarinin yaninda, yapilan
modifikasyon reaksiyonlarina bagl olarak ilgili absorpsiyon bantlariin ortaya ¢ikmasi,
Kitosana ait bazi absorpsiyon piklerinin siddetlerinin azalmasi, kaymasi veya yok olmasi

ile dogrulandi.

MK ve IMK polimerleri kullanilarak nMK ve nIMK nanopartikiilleri Boliim 4.3.2°de
belirtilen denemelerle hazirlandi ve zeta potansiyeli, partikiil boyutu ve dagilimi
incelendi. Bolim 4.3.2.1°de belirtilen ve Tablo 4.10°daki sonuglara gore hazirlanan
NMK nanopartikiillerinin tiimiiniin transfeksiyon ¢alismalari i¢in uygun oldugu goriilse
de, bunlardan NnMKs formiilasyonunun 102,9 nm partikiil boyutu, 0,404 PDI degeri ve
41,945,63 mV zeta potansiyeli degeri ile en uygun nanopartikiil formiilasyonu oldugu
saptandi. nIMK formiilasyonlarinda ise, IMK3 polimeri %1°lik asetik asit igerisinde
yeterince 1yi ¢oziinmedigi i¢in bu polimer kullanilarak nanopartikiil hazirlanamadi.
NMK nanoaprtikiillerinde oldugu gibi, IMK, polimeri ile hazirlanmis olan tiim
nanopartikiil formiilasyonlar1 uygun 6zelliklere sahip olsa da, niIMKs formiilasyonunun
110,8 nm partikiil boyutu, 0,221 PDI ve 42,7+6,63 mV zeta potansiyeli degeri ile en
uygun nanopartikiiler sistem oldugu goriildii. Bunlarin disinda, kitosan esasli modifiye
polimerler ile hazirlanmis hemen hemen tiim nanopartikiil formiilasyonlarinin PDI
degerlerinin 0,400 civarinda olmasinin, piyasada satilan kitosan iiriinlerinin molekiil

agirhigr dagiliminin oldukga genis aralikta olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

MK ve IMK iiriinlerinden hazirlanan nMK ve niMK nanopartikiil formiilasyonlarina ait
SEM goriintiileri Sekil 4.12-Sekil 4.13’de verilmistir. Buna goére nanopartikiillerin

olustugu ancak SEM goriintiilerini almak i¢in Ornek hazirlama agamasinda
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liyofilizasyon islemi esnasinda yiiksek vakum uygulandigindan agirlikli olarak

partikiillerin birbirlerine yapismis oldugu goriilmektedir.

5.3 pDNA TASIYAN nPBAE (ignPBAEss, IignPBAE3ss VE egnPBAE)
NANOPARTIKULLERININ ZETA POTANSIYELI VE BU URUNLERLE
BIRLIKTE KITOSAN, gnMK VE gnIMK NANOPARTIiKULLERININ JEL
ELEKTROFOREZ SONUCLARI

Boliim 3.2.6°da belirtilen yonteme gére hem iyonik etkilesim ile hem de enkapsiilasyon
yontemi kullanilarak pDNA tasiyan nPBAE nanopartikiilleri hazirlanmistir. Buna gore,
tim oOzellikleri bakimindan uygun bulunan ve etanol ile hazirlanan nPBAE3s
formiilasyonu pDNA ile iyonik etkilesim mekanizmasina gore (ignPBAE3s), DMSO ile
hazirlanan nPBAE3g formiilasyonu ise pDNA ile iyonik etkilesim mekanizmasi
(ignPBAE3g) ve enkapsiilasyon metoduna (egnPBAE) gore belirli polimer/pDNA (a/a)
oraninda hazirlanmis ve zeta potansiyelleri incelenmistir. Buna bagh jel elektroforez

sonuglart da Boliim 4.4.2.3’de Sekil 4.14-Sekil 4.15°de verilmistir.

Etanol igerisinde 1iyonik etkilesim mekanimasina goére hazirlanan  farkl
IgnPBAE35:pDNA oranina (a/a) sahip nanopartikiillerin zeta potansiyeli sonuglart Tablo
4.14°de verilmistir. Buna gore sadece DNA igeren sistem -33,2 = 7,49 mV degeri
gosterirken ignPBAEss formiilasyonunun pDNA ile iyonik etkilesimine bagl olarak
zeta potansiyeli pozitif degerlere yiikselmistir. ignPBAEjzs formiilasyonunda yaklagik
96,68:1 oraninda kararli kolloidal sistem zeta potansiyeli esik degeri 30 mV’un iistiine
cikmistir. ignPBAE3g formiilasyonunda ise 5,09:1 polimer:;pDNA oraninda zeta
potansiyelin pozitif degerlere ulastigi goriilmiistiir. egnPBAE formiilasyonunda ise 10:1

oraninda poitif zeta potansiyeli degerleri elde edilmistir.

Elde edilen bulgular, jel elektroforez sonuglari ile birlikte degerlendirildiginde birbiriyle
uyumlu olduklar1 goriilmektedir. IgnPBAE3ss formiilasyonunda nanopartikiiller
tarafindan pDNA’nin sadece bir kisminin tutuldugu gorilmistiir. Buna karsilik
IgnPBAE3g formiilasyonunda ise 20:1 polimer:DNA oraninda pDNA’nin tamaminin

etkilesime girdigi goriilmektedir. egnPBAE formiilasyonunda ise enkapsiilasyona bagl
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olarak 5:1 polimer:DNA oraninda pDNA’nin tamaminin enkapsiile edildigi

goriilmiistiir. (Sekil 4.14-Sekil 4.15)

Kaynaklarda kitosan ve kitosan esashi iirlinlerin transfeksiyon amaciyla birgok
calismada kullanildigi, bu iirtinlerin ¢ok diisiik miktarlarda bile pDNA ile birlesebildigi,
bundan dolay1 da zeta potansiyeli degerlerinin takibine gerek olmadig1 belirtilmektedir.
Bu nedenle ¢alismada Bolim 4.4.2.3’de belirtildigi gibi tirtin-DNA kompleksleri jel
elektroforezde yiiriitiillerek pDNA’nin tamaminin kompleks olusturup olusturmadigina
veya hangi oranda olusturduguna bakildi ve sonuglar Sekil 4.14-Sekil 4.15°de verildi.
Buna gore kitosanin polimer:pDNA (a/a) 4:1 oraninda DNA molekiiliiniin tamamini
tutabildigi goriilirken, gnMK formiilasyonunun ise, modifikasyon sonucu kitosanin
yapisindaki amin gruplarinin artisina bagl olarak 1:1 orani gibi diisiik bir oranda bile
pDNA’nin  tamami ile kompleks yapabildigi goriilmiistir. Yine, gniMK

formiilasyonunda bu oranin 1:2’ye kadar diistiigli goriilmektedir.

54 PBAE, MK VE IMK POLIMERLERINDEN ELDE EDILEN
NANOPARTIKUL FORMULASYONLARININ SITOTOKSISITESI

PBAE, MK ve IMK polimerlerinin sitotoksisite analizleri gercek zamanli hiicre
analizoriinde (RTCA), Bolim 4.5.2°de belirtildigi sekilde, 2 farkli hiicre tipi olarak
HEK293 ve POF hiicreleri kullanilarak gerceklestirildi. Negatif kontrol grubu olarak
PEI kullanilirken pozitif kontrol grubu olarak kitosan kullanildi. Sitotoksisite
calismalarinda, hem Bolim 3.3.2°de belirtilen transfeksiyon c¢alismalarinda kullanilan
derisimde (7,5 pg/mL) hem de polimerlerin en toksik oldugu derisim araliklarini
bulabilmek i¢in bu derisimin oldukga tistiindeki derisimlerde (25 pg/mL, 50 pg/mL, 150
ug/mL) polimer ¢ozeltisi kullanilmistir. Sekil 3.3’de goriildiigi gibi, RTCA’nin verdigi
zamana bagli hiicre indeksi degerlerinden % hiicre canlilik oranlar1 hesaplandi. Polimer
¢ozeltisinin ilavesinden sonra hiicrelerdeki yasama oranma gore grafik yukari dogru

yonelirken 6liim oraninin artigina bagl olarak grafik asagiya dogru yonelmektedir.

Sekil 4.18’de negatif kontrol grubu PEI’in HEK293 hiicreleri ile yapilmis sitotoksisite

calismasina ait bulgular gériilmektedir. Orneklerin 24. saatte hiicrelerin iizerine ilave
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edilmesi ile birlikte, 6zellikle 28. saatte en diigiik derisim olan 7,5 pg/mL’de bile
canlilik oranmin %40-50 araligina diistiigii, genel olarak ise, ¢alisma sartlarinda
kullanilan tiim derisimlerde hiicre canliliginda %50 oraninda bir azalmanin meydana
geldigi goriilmiistiir. 72. saat sonunda ise 7,5 pg/mL ve 25 pg/mL derisimlerde, sirasiyla
%90 ve %60 canlilik oranlart goriilse de sentezlenmis modifiye polimerler ile
karsilastirildiginda daha yiliksek bir toksisite gosterdigi goriilmiistiir. Buna karsin
PBAE;s polimerinde ise, % hiicre canliliginda 28. saat sonunda tiim derisimlerde
ortalama %15 oraninda bir azalma goriilse de, 72. saat sonunda &zellikle 7,5 pg/mL ve
25 pg/mL derisimlerde higbir toksik etki goriilmemesi bu derisimlerin transfeksiyon
uygulamalari i¢in uygun oldugunu gostermistir. Uygulamada kullanilandan ¢ok daha
yiiksek derisimlerde ise (50 pg/mL ve 150 pg/mL) iirlinlin toksik etki gosterdigi

goriilmiistiir.

Kitosan ve kitosan esaslh MK ve IMK iiriinlerinin HEK293 hiicreleri iizerindeki
sitotoksisite sonuglari ise Sekil 4.20-Sekil 4.22°de goriilmektedir. Pozitif kontrol grubu
olarak kullanilan kitosanin, dogal bir polisakkarit olmasindan dolayr s6z konusu
hiicrelere herhangi bir toksik etkisi olmadigi goriilmiistiir. Bunun yaninda 24-28. saat
uygulamasinda FCS-DMEM kullanilmasma karsilik  hiicre  sayisindaki — artis
(proliferasyonu), bu polisakkaritin hiicreler tarafindan besin maddesi olarak kullanildigi
sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir. MK polimerinde ise, kitosanin yapisindaki amin miktari
arttirilarak modifikasyon yapilmig, 150 pg/mL konsantrasyon harig, diger tiim
konsantrasyonlarda hem 28. saat hem de 72. saat sonuglarinda kitosana gore hiicre
canliliginda belirgin bir azalma goriilmemistir. IMK polimeri, MK polimerine ikinci bir
modifikasyon yapilarak elde edilmistir. Bu modifikasyona ragmen 7,5 pg/mL ve 25
ng/mL konsantrasyonlarda hiicrelerde belirgin bir toksik etki goriilmemistir. Buna
karsililk, IMK polimerinin 50 pg/mL ve 150 pg/mL gibi daha yiiksek
konsantrasyonlarinda ise kitosan ve MK polimerlerindeki gibi biyouyumluluk

gorilmiistiir.

POF hiicrelerinde PEI ve PBAE iiriinlerinin sitotoksisite sonuglar1 Sekil 4.23-Sekil
4.24°de gorilmektedir. PEI maddesinin toksik etkisi POF hiicrelerinde daha agik bir
sekilde goriilmektedir. 24. saatte PEI ilavesinden sonra 28. saat ve 72. saat

sonuclarindaki hiicre canlilik oranlar1 ¢ok diisiik bulunmustur. Buna karsilik, PBAEg
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polimeri 7,5 pg/mL konsantrasyonda neredeyse higbir toksisite gostermezken diger
konsantrasyonlarda 28. saatte bir diigme goriilse de polimerlerin konsantrasyonlarinin
yiiksekligine bagli olarak 72. saat sonunda uygun sitotoksisite degerlerine sahip oldugu

gorilmiistiir.

Kitosan, MK ve IMK polimerlerinin POF hiicrelerindeki sitotoksisite sonuglari ise Sekil
4.25-Sekil 4.27°de sunulmustur. Burada polimerlerin denenen tiim konsantrasyonlarda

higbir toksik etki géstermedigi goriilmektedir.

54.1 PBAE, MK ve IMK Polimerlerinden Elde Edieln Nanopartikiil
Formiilasyonlarinin Sitotoksisite Analizi Hiicre indeksi Sonuclarinn istatistiksel

Analizi

PBAE, MK ve IMK polimerlerinden elde edilen nanopartikiil formiilasyonlarina ait
sitotoksisite sonuglarinin istatisitksel analizi Bolim 3.3.4’e gore belirtilen program ve
test yontemi kullanilarak gerceklestirildi. Sonuglar Tablo 4.19-Tablo 4.21°de

verilmistir.

HEK293 hiicreleri lizerinde yapilan sitotoksisite testleri sonucunda negatif kontrol
(polimer katilmamis) grup sonuglart ile yapilan karsilastirmalarda toksik etkisi bilinen
PEI’nin 25 pg/mL, 50 pg/mL, 150 pg/mL konsantrasyonlarda katildiginda toksik etki
gosterdigi, 7,5 pg/mL konsantrasyonda katildiginda ise toksik etkinin énemli olmadig:
negatif kontrola benzer sonuglarin elde edildigi belirlenmistir. Tez g¢alismalarinda
gelistirilmis olan polimerlerden ise MK 150 pg/mL, IMK 150 pg/mL, PBAEg 50 ng/mL
ve 150 pg/mL konsantrasyonalarda hiicre indekslerinde 6nemli diisiislere neden oldugu
ve kismen toksik oldugu belirlenmistir (Mann-Withney U test; p<0,05), bu dozlar
PEI'nin 7,5 pg/mL dozunda elde edilen hiicre indeksleri ile karsilastirildiginda
PBAEs’in ¢ok daha yogun kullanilmis olmasina ragmen (6,66 kati) PEI’ne gore ¢ok
daha iyi sonug verdigi gdzlenmistir(p<0,002). Calismada IMK’nin 50 pg/mL, MK’nimn
50 pg/mL, PBAEg'nin da 25 pg/mL konsantrasyonlara kadar HEK hiicrelerinde

kullanilabilecegi belirlenmistir
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POF hiicreleri ile yapilan denemelerde ise PEI’nin 7,5 pg/mL konsantrasyondan itibaren
toksik etki gosterdigi, IMK’nmn 150 pg/mL konsantrasyonda benzer sekilde hiicre
indeksinin olumsuz sekilde etkilendigi belirlenmistir. Ancak bu konsantrasyonla elde
edilen hiicre indeksi toksik oldugu belirlenmis olan PEI’'nin 7,5 ug/mL
konsantrasyonunda elde edilen hiicre indeksi ile karsilastirildiginda IMK’nin PEI’ne
gore onemli dlgilide hiicre gelisiminde daha az zarar olusturdugu sdylenebilir (p<0,002).
Denemesi yapilan diger dozlar ve kitosanin tiim konsantrasyonlarmin toksik etkisinin

bulunmadigi tespit edilmistir (Mann-Whitney U test; p<0,05).

POF hiicrelerinde PBAEg polimeriyle yapilan denemelerde 7,5 pg/mL konsantrasyonun
toksik etkiye sahip olmadigi ancak 25 pg/mL, 50 pg/mL,150 pg/mL konsantrasyonlarda
gerceklesen hiicre indeksi diisiislerinin istatistik agidan dnemli oldugu ve kismen toksik
etkinin oldugu sdylenebilir (Mann-Withney U test; p<0,05). Ancak PBAEg
polimerlerinin tiim konsantrasyonlari PEI'nin en diisiik konsantrasyonu olan 7,5 pg/mL
konsantrasyonuyla elde edilen degerlere gore onemli derecede iyi sonug¢ verdigi ve
hiicre indeksindeki diigiislerin 6nemli derecede daha az oldugu yani bu maddelerin
PEI’ne gore toksik etkilerinin dnemli derecede zayif oldugu belirlenmistir (p<0,0001).
Calismada MK’nin 150 pg/mL, IMK’nin 50 pg/mL, PBAEgmin da 7,5 pg/mL

konsantrasyonlara kadar POF hiicrelerinde kullanilabilecegi belirlenmistir.

55 nPBAE NANOPARTIKULER SISTEMLERIN TRANSFEKSiYON
ETKINLiGI SONUCLARI

nPBAE iiriinlerinin POEF5 hiicreleri igerisine alimi ¢alismalari Bolim 3.3.1°de
belirtilen yontem ve Bolim 4.5.1°de belirtilen denemelerle gerceklestirildi.
Nanopartikiiller rodamin-B boyar maddesinin bulundugu ortama gore ve noniyonik
surfaktan icerip igermemesine gore 3 ayr1 sekilde hazirlandi. Dordiincii grup olan
kontrol grubunda ise nanopartikiilin bulunmadig1 bir ortamda sadece boyar madde

hiicrelere uygulandi. Sonuglar Sekil 4.16-Sekil 4.17°de ve Tablo 4.18’de sunulmustur.



131

Sekil 4.16’da gortldigi gibi floresans mikroskop ile yapilan ¢alismada boyar madde
iceren nanopartikiillerin hiicre membranina tutundugu belirlenmistir. Partikiil boyutu
200 nm’nin altinda olan boyar madde igeren nanopartikiillerin hiicre igine gegerek
igerdigi boyar maddeyi hiicre sitoplazmasinda serbestledigi ve sadece hiicrenin i¢
yapisini boyadigi, 200 nm’nin {lizerindeki partikiillerin ise hiicre disinda kaldig1 ve hiicre

membraninda akiimiile oldugu goriilmiistiir.

Noniyonik surfaktan igceren nPBAE nanopartikiil formiilasyonlari, hiicre i¢ine alimdan
once boyay1 serbestlediginden dolayi, bu formiilasyonlar incelendiginde hem hiicre i¢i
hem de hiicre disinda kirmizi floresans i1sima tespit edildi. Buna karsilik, noniyonik
surfaktan igermeyen nPBAE nanopartikiillerinin ise Sekil 4.17-CD-Sekil 4.17-EF’de
goriildiigli ve Tablo 4.18’de belirtildigi gibi hiicre membranindan gegerek boyar
maddeyi sadece hiicre sitoplazmasinda serbestledigi ve bu sebeple sadece hiicre igi

yapilart boyadigi goriilmiistiir.

Calismada hazirlanan nanopartikiiler sistemlerin transfeksiyon etkinligi HEK293, POEF
ve POF hiicrelerinde Bolim 3.3.5°de belirtilen yontem ve Bolim 4.5.3’de yapilan
denemelerle incelendi. ignPBAE3ss nanopartikiillerinin transfeksiyon ¢aligmalari
sonuglar1 Tablo 4.23 ve Sekil 4.28-Sekil 4.29°da sunulmustur. Transfeksiyonun en
yiksek oldugu hiicre tipi POF3’de, 25.000 hiicre ile g¢alisilmigtir. Polimer:;pDNA
oraninin 1,2:1 olmasina ragmen, literatiirdeki ¢alismalar ile karsilastirildiginda [100], 10
ug gibi yiiksek gen miktar1 kullanilmasima ragmen transfeksiyon etkinlik derecesinin
4’de kalmasmin baglica nedeni, zeta potansiyeli ve jel elektroforez bulgularindan da
anlagilacagr gibi IgnPBAE3zs formiilasyonunun kullanilan tim pDNA ile kompleks

olusturamamasidir.

IgnPBAE3g nanopartikiillerinin transfeksiyon ¢aligsmalarina ait bulgular ise Tablo 4.24
ve Sekil 4.30-Sekil 4.31°de verilmistir. Transfeksiyonun en yiiksek oldugu hiicre tipi
POF3, hiicre sayisi ise 25.000°dir. ignPBAEss formiilasyonunda kullanilan gen
miktarinin 1/10’u kadar gen igermesine ragmen, polimer:;pDNA oran1 68,1:1 olan
IgnPBAE3s  nanopartikiillerinin  transfeksiyon etkinlik  derecesinin 4  oldugu

goriilmektedir. Bunun sebebi zeta potansiyeli degeri ve jel elektroforez sonuglarindan
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da goriildiigi gibi, ignPBAEgzg formiilasyonunun polimer:pDNA orani 5,09:1 oldugunda
pDNA’nin hepsi ile kompleks olusturabilmesinden kaynaklanmaktadir.

egnPBAE formiilasyonu ile yapilan transfeksiyon c¢alismalarina ait bulgular Tablo 4.25-
Tablo 4.26 ve Sekil 4.32-Sekil 4.38’de verilmistir. Burada, HEK293 hiicrelerinde
transfeksiyonun en yiiksek oldugu hiicre sayisinin 20.000, polimer:pDNA oranlarinin
5:1 ile 10:1 oldugu ve 0,5-2 pg araligindaki gen miktarlar1 ile transfeksiyon etkinlik
derecesinin 5 oldugu goriilmektedir. Calismada kullanilan diger bir hiicre tipi olan POF
hiicrelerinde ise, transfeksiyonun en yiikksek oldugu hiicre sayisinin 20.000,
polimer:pDNA oraninin 5:1 ile 10:1 oldugu ve 0,5-2 pg araligindaki gen miktarlari ile
transfeksiyon etkinlik derecesinin 5 oldugu saptanmistir. Bu nanopartikiiler sistemlerin
iyonik etkilesim mekanizmasina gére pDNA ile hazirlanan komplekslerden daha etkin
oldugu da goriilmektedir. Bunun baslica sebebi ise, egnPBAE nanopartikiilerinin zeta
potansiyeli degeri ve jel elektroforez sonuglarindan da goriildiigii gibi polimer:pDNA
orani 10:1 oldugunda, kullanilan pDNA’nin hepsi ile kompleks olusturabilmesi ve
ignPBAE firlinlerinde oldugu gibi yalnizca yiizeye adsorbsiyon ile degil polipleksin
merkezinde de pPDNA’y1 enkapsiile etmesidir.

Modifiye kitosan esasli nanopartikiil formiilasyonlarinin transfeksiyon etkinliklerini
karsilagtirmak amaciyla, kontrol grubu olarak modifiye edilmemis kitosan
nanopartikiileri hazirlanmistir. Sonuglar Tablo 4.27°de ve Sekil 4.39-Sekil 4.40°de
sunulmustur. Buna gore, HEK293 hiicrelerinde transfeksiyonun en yiiksek oldugu hiicre
sayisinin  20.000, polimer:pDNA oraninin 2:1 ile 3:1 ve 2,12 pg gen miktan ile
transfeksiyon etkinlik derecesinin de 4 oldugu goriilmektedir. Calismada kullanilan
diger bir hiicre tipi olan POF9 hiicrelerinde ise, hiicre sayis1 20.000 olup, herhangi bir

transfeksiyonun gerceklesmedigi goriilmiistiir.

MK polimeri ile hazirlanan nMK nanopartikiillerinin transfeksiyon etkinligi sonuglari
Tablo 4.28’de ve Sekil 4.41-Sekil 4.42°de goriilmektedir. Buna gore, calismada
kullanilan her iki hiicre tipi olan HEK293 ve POF9 hiicrelerinde de transfeksiyonun en
yiiksek oldugu hiicre sayis1 20.000, polimer:pDNA oraninin 7:1 ve 2,12 pg gen miktari
ile transfeksiyon etkinlik derecesinin HEK293 hiicrelerinde 5, POF9 hiicrelerinde ise 4

oldugu goriilmektedir. Modifiye edilmemis Kitosan  nanopartikiilleri ile
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karsilagtirildiginda, MK polimerinde kitosanin molekiiler yapisindaki amin grubu
miktarmin artigi, jel elektroforez ¢alismalarinda da goriildiigii gibi, ayn1 miktarda genin
daha az miktarda polimerik nanopartikiil ile kompleks olusumunu saglamistir. Bu
sekilde, hiicre igerisine ayni polimer miktar1 ile daha fazla gen salinabilmektedir.
Cekirdege yonlenen gen miktari arttigi igin genom diziliminde yer alan (entegre olan)
gen miktar artarak tiretilen GFP proteini ile hem transfekte hiicre sayisinda artig hem de
transfeksiyonun etkinliginde artis gériilmektedir. Kim ve dig. (2007) tarafindan yazilan
bir derlemede [84] kitosan bilesiklerinin HEK293 hiicrelerinde olduk¢a yiiksek
transfeksiyon etkinligini gosterdigi bununla birlikte primer hiicrelerde transfeksiyon
etkinliginin diisiikk oldugu bildirilmistir. Bu tezle sunulan c¢alismada sentezlenmis olan
nMK nanopartikiillerinin yukarida belirtilen kaynakta bildirilenin tersine primer

hiicrelerde de transfeksiyon etkinliginin yiiksek oldugu ispatlanmaistir.

IMK polimeri ile hazirlanan niMK nanopartikiillerinin transfeksiyon etkinligi sonuglart
Tablo 4.29°da ve Sekil 4.43’de sunulmustur. Buna gore, ¢alismada kullanilan her iki
hiicre tipi olan HEK293 ve POF9 hiicrelerinde transfeksiyonun en yiiksek oldugu hiicre
sayist 20000, polimer:pDNA oraninin sirasiyla 7:1 ile 5:1 ve 2,12 pg gen miktar ile
transfeksiyon etkinlik derecesinin HEK293 hiicrelerinde 5, POF9 hiicrelerinde ise ancak
2 oldugu goriilmektedir. Kontrol grubu olan kitosan ile karsilastirildiginda, IMK
polimerinde yapilan modifikasyon reaksiyonlarina bagli olarak, kitosanin molekiil
yapisindaki amin grubu miktarimim artis1 ile birlikte indirgenebilir gruplarin da yer
almasiin, jel elektroforez denemelerinde de goriildiigii gibi ayn1 miktarda genin, hem
kitosana gore, hem de MK iiriinline gére daha az polimerik nanopartikiiler sistem ile
kompleks ~olusturabilmesini sagladigi  goriilmiistir. nIMK nanopartikiillerinin
transfeksiyon  sonuclart  modifiye  edilmemis  Kitosan  nanopartikiilleri ile
karsilastirildiginda, kitosan molekiiliine uygulanan modifikasyonun her iki hiicre tipinde
de transfeksiyonu etkin bir sekilde arttirdigi goriilmistiir. Yine MK formiilasyonu ile
karsilastirildiginda, hem nMK nanopartikiilleri hem de niIMK nanopartikiilleri HEK293
hiicrelerinde yiiksek transfeksiyon etkinligi saglanirken, POF9 hiicrelerinde niMK
nanopartikiilleri ile daha diisiik transfeksiyon saglanmistir. Bunun baslica sebebi, IMK
polimerinin pDNA ile iyonik etkilesiminin MK {iriiniin pDNA ile iyonik etkilesimine
nazaran daha kuvvetli olmasi ve hiicre icerisine bu kuvvetli kompleks girdiginde

pDNA’y1 hiicre ¢ekirdegine yonlendirememesidir.
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5.6 SONUCLAR VE ILERIYE YONELIK ONERILER

Bu tez ile sunulan ¢alismada gerceklestirilen tiim deneylerin sonuglar1 karsilastirmali
olarak degerlendirildiginde, ilk defa bu tezle sunulan ¢aligmada sentezlenen ve toksik
olmayan PBAE firiinlerinden hazirlanan ve yine ilk defa bu ¢alismada kitosana
uygulanmis olan modifikasyon reaksiyonlar1 ile elde edilen toksik olmayan iirlinlerden
hazirlanan ve uygun Ozelliklerdeki nanopartikiiler sistemlerin HEK293 ve POF
hiicrelerinde transfeksiyon etkinligi yiiksek viral olmayan gen transfer sistemleri olarak

kullanilabilecegi saptanmuistir.

Gilinlimiizde yapilan trasngenik ¢aligsmalar sonucunda viral vektorlerle elde edilen
transgenik hayvan lretim basar1 oranlart %80’lere kadar g¢ikmaktadir. Ancak viral
vektorlerin kullaniminda uygulanabilirlik agisindan zor ve 6zel ortamlara ihtiya¢ vardir.
Transgenik teknolojisinde transfeksiyon etkinligi yiiksek, ucuza maledilebilen
vektorlere ihtiyag vardir. Dolayist ile tez ¢alismasindan iiretilmis basarili olan tastyici
polimerlerin gerek in vitro sartlarda kullanilabilirliginin gosterilmesi ile uygulamaya
yonelik ticari bir kite doniisebilme potansiyelinin goriilmesinin yani sira, yapilacak in
vivo c¢aligsmalar ile etkinligi ispatlandiginda gen terapi agisindan da yeni bir kapi

acabilme potansiyeline sahiptir.
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