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FOSFOESTER BAGLARI iCEREN GEN TASIYICI POLIMERIK
NANOPARTIKULLERIN SENTEZi ve KARAKTERIZASYONU
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Kimya Miihendisligi Anabilim Dal

Damisman : Prof. Dr. Saadet Kevser PABUCCUOGLU
IL. Damisman : Dr. Ogr. Uyesi Mehmet Koray GOK

Bu tez kapsaminda gerceklestirilen ¢alismanin amaci, dogal polimer esasli yeni bir viral
olmayan gen tasiyict nanopartikiiler sistemin gelistirilmesi, karakterizasyonu ve gen tasima
kapasitesinin incelenmesidir.

Bu amagla bir biyopolimer olan kitosana (Chi), ilk defa bu c¢aligmada, yapisinda fosfoester
baglarin1 icermesiyle birlikte serbest NH> grubu bakimindan zenginlestirmek igin, bir
etanolamin tiirevi olan o-fosforiletanolamin (0-PEA) bilesigi ile modifikasyon reaksiyonu
uygulandi. Ortalama molekiil agirliginin gen tagima karakteristiklerine etkilerini de incelemek
icin Chi’in depolimerizasyonu da gerceklestirildi ve iiriin diisiik molekiil agirlikli kitosan
(LMWChi) bilesigine de ayn1 modifikasyon reaksiyonu uygulandi. Modifikasyon iiriinleri
modifiye kitosan (MChi) ve modifiye diisitk molekiil agirlikli kitosanin (MLMWChi) yapilari
FTIR spektroskopi teknigi ile aydinlatildi ve sitotoksisite Ozellikleri incelendi. Ortalama
molekiil agirliklar tayinleri ise GPC-SEC sistemi kullanilarak gergeklestirildi. Takiben Chi,
LMWChi, MChi ve MLMWChi bilesiklerinin iyonik jelasyon yontemi ile nanopartikiiler
tastyict sistem formiilasyonlart hazirland1 ve partikiil boyutu, polidisperslik indeksi (PDI) ve
zeta potansiyeli Ozellikleri belirlenerek, formiilasyonlar optimize edildi. Kullanilan Chi’in
piyasada bulunan fiziksel sekillerinin, nanopartikiil formiilasyonlarinin 6zelliklerine etkileri de
incelendi. Uygun boyut ve yiik dagilimina sahip nanopartikiil formiilasyonlarinin stabiliteleri
incelendi. Optimize nanopartikiil formiilasyonlarinin gen tasima kapasitelerini tayin etmek i¢in
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polimer-pDNA kompleksleri hazirlandi ve bu kompleksler jel elektroforez teknigi ile
yiiriitiilerek 6l¢iildii. Uygun 6zelliklerdeki nanopartikiil formiilasyonlarinin insan embriyonik
bobrek 293 (HEK293T) hiicre hatlari igin in vitro transfeksiyon etkinlikleri de degerlendirildi.

Sonu¢ olarak, ilk defa bu c¢alismada sentezlenen modifiye Chi esasli nanopartikiiler
formiilasyonlarin HEK293T hiicreleri i¢in diger viral olmayan gen tastyici sistemlere alternatif
biyouyumlu, biyobozunur, toksik olmayan, stabil sistemler olarak kullanilabilirligi ortaya
koyuldu.

Haziran 2018, 107 sayfa.

Anahtar kelimeler: Kitosan, diisiikk molekiil agirlikli kitosan, fosforilasyon, nanopartikiil, in
vitro transfeksiyon.
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The aim of this study realized in this thesis is to develop and to characterize a novel natural
polymer based nonviral gene carrier nanoparticular system and to investigate its gene binding
capacity.

For this purpose, in order to enrich the free NH2 group with also incorporation of phosphoester
bonds in its structure, the modification reaction was applied to chitosan (Chi), which is a
biopolymer, by using o-phosphorylethanolamine (0-PEA) compound, which is an ethanolamine
derivative, for the first time. In order to investigate the effects of the average molecular weight
on the gene binding characteristics, depolymerization of Chi was realized and the same
modification reaction was also applied to low molecular weight chitosan (LMW(Chi) product.
The structures of the modification products modified chitosan (MChi) and modified low
molecular weight chitosan (MLMWChi) were clarified by FTIR spectroscopy technique and
their cytotoxicity properties were also investigated. The determination of their average
molecular weight was also realized by using GPC-SEC system. Afterwards, nanoparticular
carrier system formulations of the Chi, LMWChi, MChi and MLMW(Chi compounds were
prepared by ionic gelation method and the formulations were optimized by the determination
of their particle size, polydispersity index (PDI) and zeta potential properties. The effects of the

XVi



physical form of the Chi used in the market on the properties of the nanoparticle formulations
was also studied. Stabilities of the nanoparticle formulations which have appropriate size and
charge distribution were also examined. In order to determine the gene binding capacity of the
optimized nanoparticle formulations, the polymer-pDNA complexes were prepared and these
complexes were measured by running the gel electrophoresis technique. In vitro transfection
efficiencies of the nanoparticle formulations with appropriate properties for human embryonic
kidney 293 (HEK293T) cell line were also evaluated.

As a result, it was demonstrated that the modified Chi based nanoparticulate formulations
synthesized in this study for the first time could be used as alternative biocompatible,
biodegradable, non-toxic, stable systems for the non-viral gene carrier systems for HEK293T
cell lines.

June 2018, 107 pages.

Keywords: Chitosan, low molecular weight chitosan, phosphorylation, nanoparticle, in vitro
transfection.
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1. GIRIS

Giiniimiizde gelisen teknoloji ile beraber biyoteknolojinin dikkat ¢eken uygulamalarindan biri
olan gen tedavisi (terapi) yontemi, genetik bozukluklar1 diizeltmek ve sayisiz hastaligi tedavi
etmek icin olduk¢a umut verici bir yontemdir. Kalitsal 6zelikleri ve genetik bilgiyi tasiyan
genlerin yapisinda meydana gelecek kusurdan dolay1 olusan hastaliklarda, genetik materyalin
kusurlu bolgeye verilerek tedavi etmesi amaglanir. Ancak gen tedavisinin basarili olabilmesi
icin gerekli olan ve giiniimiizde bir¢ok bilim insaninin da karsilastig1 zorluklarin basinda gelen
nokta ilgili genin ihtiya¢ duyulan bolgeye tasinmasi durumudur. Bunun igin 20. yiizyildan
itibaren gen transferinde genel olarak viral ve viral olmayan vektor olmak tizere iki tiir tastyici
yaklagimi kullanilmaktadir. Viral vektorlerin (viriisler) yan etkilerinden, toksik 6zelliklerinden
ve giivenli olmamalarindan dolayi viral olmayan vektorler 6n plana ¢ikmaktadir. Viral olmayan
vektorler ise dogal ve sentetik polimer, lipid veya lipozom esasli olabilmektedir. Viral olmayan
bu vektorler arasinda da daha az toksisite gostermeleri, uygulama kolayligi ve verimli

transfeksiyon etkinligi 6zelliklerinden dolay1 polimer esasli viral olmayan gen tasiyicilari tercih

edilmektedir [1].

Tez kapsaminda yapilan bu calismada, kaynak arastirmalarinda rastlanmayan, kitosan esash
yapisinda fosfoester baglari iceren yeni dogal polimerik gen tagiyici nanopartikiiler sistemlerin
sentezi, karakterizasyonu ve gen tagima etkinliginin incelenmesi amacglanmistir. Bu amacla,
oncelikle dogal bir polimer olan kitosanin fosforiletanolamin bilesigi ile modifikasyon
reaksiyonu 1ilk defa bu caligmada gerceklestirilmis, yapist aydinlatilarak, reaksiyon
mekanizmas1 ag¢iklanmistir. Daha sonra elde edilen modifiye kitosanlarin nanopartikiil
formiilasyonlar1 hazirlanarak 06zellikleri optimize edilmigtir. Optimize nanopartikiiler
formiilasyonlarin gen tasima kapasiteleri tayin edilerek, HEK293T hiicreleri igin in vitro

transfeksiyon etkinlikleri de incelenmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. GEN TASIMA

Gen tedavisi (terapi), genetik hastaliklar ve kronik rahatsizliklarin tedavisinde potansiyel etken
olusundan dolayr tip, farmasotik ve biyoteknoloji alanlarinda biiyiik ilgi goérmektedir.
Giiniimiizde immiin (bagisiklik) yetmezligi, Kistik fibrozis ve Parkinson hastaligi gibi genetik
bozukluklarin ve ndrodejeneratif hastaliklarin yani sira kanser tedavisinde kullanilan geleneksel

kemoterapiye de alternatif bir yontem olarak kullanilmaya baslanmistir [1,2].

Gen tedavisi, genetik hastaliklarin iyilestirilmesi amaciyla hastaya ilgili genetik materyalin
(DNA ve RNA) aktariminin yapilmasidir. Hastaya aktarilan yeni genetik materyal, genellikle
hastaliga yol acan mutasyonun etkilerini diizeltme islevine sahip genler igerir. Aktarilan bu
genetik materyal ile amaglanan sadece hastaliklar1 tedavi etmek degil, ayn1 zamanda hiicre
¢ekirdegine tasinmasi saglanarak protein iiretimini denetleyen kontrollii gen ifadesini

(ekspresyon) de gergeklestirebilmektir [3,4,5].

Mevcut gen tedavisinde iki esas bilesen vardir; bunlardan birincisi, hedef bolgede ifade
edilebilen etkili bir terapotik gen, ikincisi ise terapotik genleri spesifik bir hedef doku veya
organa ileten etkili ve giivenli bir tasima sistemidir. Bu sebeple genin transfer edilmesini
saglayan gen tasima sistemlerinin, genetik materyalleri sistemik kan dolasiminda onceden
bozulmadan korumak ve terapotik genleri hedef hiicrelere verimli bir sekilde aktarmak iizere

tasarlanmasi gereklidir [2,6].

Etkili bir gen tasima sisteminin gerektirdigi 6zellikler ise; 1) biyouyumluluk ve immiinojenisite
(bagisiklik yanitin1 uyarma yetenegi) gostermeme 2) kan dolasiminda kararlilik gosterebilme
3) transfer boyunca terapotik geni bozulmadan koruma 4) doku ve hiicre seciciligi 5) hedef
hiicreye girdikten sonra etkili endozomal kagis ve lizozomal enzimler tarafindan bozulmadan

kagis (endo-lizozomal kagis) 6) terapotik geni gekirdege tasimadir [7].

Genetik malzemenin hedeflenen dokuya basarili bir sekilde aktarilmasi bahsedildigi {izere gen
tedavinin amaglarindan biridir. Ancak yalin terapdtik genler niikleazlar tarafindan hizla
bozunup, zay1f hiicre alim1 gosterdikleri i¢in etkili ve giivenli gen tasiyicilarin gelistirilmesinin

gerekliligi gen terapinin basarili olmasi i¢in 6n kosullardan biridir [8].



Gen transferini saglayan bu gen tasiyicilar diger bir adiyla vektorler, yapilarina gore viral

vektorler ve viral olmayan (non-viral) vektorler olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir.
2.1.1. Viral Vektorler

Giliniimiizde en yaygin kullanilan viral vektorler, her birinin kendine has o&zelliklerinin
bulundugu retroviriis, herpesviriis, lentiviriis, adenoviriis ve adeno-iligkili viriislerdir. Ayni1
zamanda RNA ve DNA viriisleri olarak da adlandirilan bu vektorler uygun gen tastyicisi olarak

degerlendirilmektedir.

Viriisler, genetik malzemelerini hiicrelere tasiyan ve hiicreye yerlesmek i¢in dogal olarak
gelisen biyolojik tasiyicilardir. Bir viriisiin ana faaliyeti, genomunu bir konak¢1 hiicreden
digerine verimli bir sekilde tasimak, yeni hedef hiicreye girmek, hiicre ¢ekirdegine yonelmek
ve genomun ifadesini baslatmaktir [8,9]. Viral tasima yolu genel olarak Sekil 2.1°de, bu

vektorlerin avantaj ve dezavantajlart da Tablo 2.1°de verilmistir.

yeni gen

—EER—

tasiyict
viriis

-4

tastyict hiicreye
baglanir

Sekil 2.1: Viral tasiyicilar ile gen tagimanin genel sematik gosterimi [10].



Viral Vektorler

Avantajlar

Tablo 2.1: Viral vektorlerin avantajlar1 ve dezavantajlart [11].

Dezavantajlar

Retroviral
Vektorler

Lentiviral
Vektorler

Adenoviriis

Vektorler

AAV (Adeno-
iligkili) Vektorler

Herpesviriis

Vektorler

Poxviriis Vektorler

DNA ile kolay birlesme 6zelligi, yiikleme

kapasitesinin 7-8 kb’den diisiik olmasi

Yiikleme kapasitesinin 10 kb olmasi,

kararli gen ifadesi

Yiiksek oranda gen ifadesi, yiikleme
kapasitesinin genis olmasi (7-8 kb)

Hedeflemede birlesme potansiyeli, diisiik

immiin tepki ve patojenlik gostermeme

Cesitli ve genis hiicre tiplerine
yiiklenebilme, yiikleme kapasitesi 50

kb’nin tizerinde

Yiikleme kapasitesi yiiksek, yiiksek gen
ifadeli DNA pargalarinin yiiklenebilmesi

Stabilitesi yok, rastgele birlesme
egilimindeler ve hedeflenmesi zor

Mutasyona sebep olma

Birlesme egiliminde olmama, viral
proteinlere immiinsel tepki, gecici gen

ifadesi

Sinirh yiikleme (4 kb), tiretimi zor

Toksik etki, DNA ile viral birlesme

gostermeme

Hiicreye zarar verecek potansiyel etki

Bu tiir vektorler, yiliksek bir transfeksiyon oranina ve genoma yerlestirilen genetik materyalin

hizli bir sekilde transkripsiyonuna olanak tanir. Ancak viriisler, verilen genetik materyalin

boyutu agisindan sinirhi yiikleme kapasitesi gostermesinin yani sira, toksik, immiin ve yangi

etkisi gostermektedir. Ayrica sterilizasyonu ve karakterizasyonu zordur ve iiretim maliyeti de

oldukca yiiksektir [8,9]. Ayrica, viral vektorler kullanilarak gen terapinin potansiyelinin

arastirildig klinik ¢alismalarinda bir hastanin 6liimiiniin ger¢eklesmesi bu tasiyicilar ile ilgili

giivenlik sorununu da ortaya ¢ikarmistir [12].



Ozellikle giivenli olusu ile ilgili endiseler olmak iizere, gen tasima kapasitelerinin de diisiik
olmasi, viral vektorlerin sinirli kullanimi viral olmayan sistemlere dayali alternatif vektorlerin

degerlendirilmesine ve gelistirilmesine yol agmustir.
2.1.2. Viral Olmayan Vektorler

Viral vektorlerin dogas1 geregi gosterdigi sinirlamadan 6tiirii, viral olmayan vektorler gen
transferi i¢in alternatif tasiyicilar olarak on plana ¢ikmaktadir [13]. Bu vektorler diisikk
immiinojenisite, diislik liretim maliyeti, daha kolay iiretilebilme ve tekrarlanabilme 6zelligine

sahip olmalar1 nedeniyle de viral vektorlere karsi avantajli olmaktadir.

Viral olmayan vektorler, gen yiikkleme sirasinda plasmid boyutu ile ilgili herhangi bir
sinirlamaya sahip degildir. 200 nm’nin altinda boyutlara sahip viral olmayan vektorler, genetik
malzemeyi elektrostatik etkilesim veya enkapsiilasyon vb. teknikler ile baglayabilme
kabiliyetinde olabilmektedir. Ayrica genin isleyisinin ¢ekirdek enzimleri tarafindan
bozulmasini 6nleyebilmekte ve hiicresel girise aracilik edebilmektedir. Bunun disinda, doku
veya hiicreye yapilan spesifik hedefleme i¢in de tasit madde lizerinde modifikasyona imkéan

saglamaktadir.

Viral olmayan tasiyici sistemleri; genellikle tek basia DNA, lipit esasli ve polimer esash

tastyicilar olmak tizere {i¢ sinifa ayrilmaktadir [1,14,15].

Katyonik fosfolipit ve katyonik polimerler hem sabit katyonik yiiklii olduklarindan hem de
negatif yiikli DNA ile elektrostatik olarak etkilesime girebilme ve lipo- veya polipleks yapili
kompleks olusturabilme 6zelliklerinden dolayr giinlimiizde viral olmayan vektorler arasinda
arastirilmakta olan tastyicilardir. Bu vektorler arasinda da ¢esitlilik, kolay sentezlenebilme ve
cesitli geometrilerde iretilebilme, hastalikli bolgeye hedeflenen gen transferi icin yiizey
modifikasyonlarina imkan saglama ve ayrica katyonik polimer esasli DNA/polimer
komplekslerinin katyonik lipit esasli komplekslerden daha kararli olmasi gibi nedenlerden

dolay1 polimerik gen transfer sistemleri 6ne ¢cikmaktadir.

Katyonik polimerler, gen transferi icin 6zel olarak hazirlanmis polimerler ve ham maddeler
dahil olmak tizere c¢esitli kimyasallar1 icermektedir. Primer, sekonder, tersiyer ve kuaterner
aminleri iceren DNA-baglama kisimlari; polimer omurgasinda, pendant gruplarda veya

asilanmis oligomerlerde bulunabilmektedir.



Gen transferinde kullanilan bu polimerlerin pozitif yliklii olmalarindan dolayi, negatif yiikli
olan DNA ile kompleks olusturabilme (polipleks) veya fiziksel birlesme ya da enkapsiilasyon
yoluyla DNA ile etkilesebilme 6zelliklerinin yan1 sira diislik toksisite, immiin duyarlilik ve

stabilite gdstermeleri diger avantajlar1 arasindadir [9,14,16].

1960°dan beri (dietilamino)eter (DEAE)-dekstran gibi ¢esitli polimerik viral olmayan vektorler
gen transferi ¢calismalarinda genis 6l¢iide kullanilmaktadir. Ancak diistik transfeksiyon etkinligi
ve bazi durumlarda toksik etki gostermeleri hem klinik uygulamalarini kisitlamakta hem de bu
tip viral olmayan vektorler icin ¢6ziim bulunmasi ve gelistirilmesine yoOnelik ¢aligmalart

gerektirdigini gostermektedir [14].

2.2. GEN TRANSFERINDE KULLANILAN VIRAL OLMAYAN POLIMERIiK
TASIYICILARA ORNEKLER

Transjenik polimerler adiyla anilan viral olmayan vektorler olarak kullanilan bu nanopartikiiler
sistemler; dogal polimerler (kitosan, dekstran, siklodekstrin, jelatin, kolajen ve tiirevleri vb.) ve
sentetik polimerler genellikle molekiil yapilarinda azot atomu igeren homo-, kopolimer [poli(B-
amino esterler), poli(amido aminler), poli(imidazoller), poli(etilen oksit/polipropilen oksit)

kopolimerleri, poli(etilenimin) vb.] esasl olabilmektedirler.

Dogal polimerler; genellikle toksik olmadiklari, yenilenebilir kaynaklardan elde edilebildikleri,
biyouyumlu, biyobozunur ve diisiik immiinojeniteye sahip olduklari i¢in terapdtik uygulamalar
icin cazip adaylardir. Cogu dogal katyonik polimerler, fizikokimyasal 6zellikleri gelistirmek
i¢in kolaylikla modifiye edilebilen reaktif bolgeler icerir [17].

Bu tezde gergeklestirilen ¢alismalarda temel amag, dogal bir katyonik polimer olan kitosanin
fosforilasyonuyla yeni gen tasiyict polimerik nanopartikiillerin sentezi ve karakterizasyonu
oldugundan asagida, gen tasiyic1 olarak giinlimiizde basariyla kullanilabilen katyonik
polimerlere kisaca ornekler verilmistir. Kitosan ve fosfoester bagi iceren polimerler ise daha

ayrintili olarak sunulmustur.



2.2.1. Polietilenimin (PEI)

PEI, etkili ve iizerinde oldukca calisilan en ¢ok bilinen viral olmayan sentetik polimerik
tastyicilardan biridir. Lineer ve dallanmig molekiil olmak {izere iki yapida sentezlenebilir (Sekil
2.2). PEI yapisinda bulunan amino gruplar1 (-NH2) sayesinde, negatif yiiklii DNA ile kompleks
(polipleks) yapiy1 olusturmayi saglar ve bu polipleksler farkli hiicre tipleri tarafindan kolayca

endositoz yoluyla hiicreye alinabilir.

NH,

P

NH

T S S

Sekil 2.2: a) Dallanmig ve b) lineer PEI [18].
Polietileniminin nispeten yliksek transfeksiyon etkinligi géstermesinin sebebinin proton-siinger
mekanizmas1 sayesinde endozomal kacisinin etkili bir sekilde gerceklesmesi oldugu
disiiniilmektedir (Sekil 2.3). Clinkii polimerin her ii¢ atomundan biri azot atomudur ve PEI
yiikksek amin yogunluguna sahip bir polimerdir. Fizyolojik pH’da (~7.4) sadece %15-20’si
protonlanabilmektedir. Boylece endozom veya lizozom gibi diisik pH (4-6) ortaminda
protonlanmamis aminler protonlar: tutabilmekte ve olusan polipleks yapisi hiicre sitozoliine

tasinabilmektedir.

nétr pH

diigik pH

Sekil 2.3: Proton-siinger hipotezi [19].



PEI ayrica yiiksek transfeksiyon etkinligi gostermesinin yani sira, DNA’y1 ¢ekirdek enzimleri
tarafindan bozunmaya karsi da etkili bir koruma gdésterir. Poliplekslerin transfeksiyon etkinligi,
artan molekiil agirligi ile (600-70000 Da) artmaktadir. Ancak bu molekiil agirlig1 artisi, PEI'nin
en Oonemli dezavantaji olan toksisiteyi de artirmaktadir. Artan toksisite, hiicre yiizeyindeki
agregasyon ve yapismadan kaynaklidir ve bu durum hiicrenin 6lmesi ile sonuglanmaktadir. Bu

nedenle PEI polipleks yapisi i¢in belirlenen uygun molekiil agirligi 5-25 kDa araligindadir.

PEI'nin protein, peptit, PEG (polietilen glikol) gibi biiyiik molekiiller veya daha kiigiik gruplar
(seker, kiiciik polimerler, a¢il gruplari) ile modifikasyonu sonucu olusturdugu PEI tiirevleri,
transfeksiyonda daha etkili ve hiicrede daha az toksik etki gostermesini saglamaya yonelik

calismalardir [2,8,12,14,20,21].
2.2.2. Poli(p-Amino Esterler) (PBAES)

Poli(beta-amino esterler) biyolojik olarak pargalanabilen katyonik polimerlerdir. Primer veya
sekonder aminin diakrilatlarla Michael katilma reaksiyonu ile kolayca sentezlenebilmekte ve
olusan polimer yapisinda ester baglari ile tersiyer amin gruplar1 yer almaktadir (Sekil 2.4)
[12,21]. Sentezlenen polimerlerin molekiil agirligl, ¢éziicii ve monomere bagli olarak 2.000-
50.000 arasinda degismektedir. Sentezde kullanilan ¢oziicliye bagl olarak polimer farkli mol

kiitlesinde olabilmektedir [22].
(@) (@)
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Sekil 2.4: Poli (B-Amino Ester) yapis1 [12].
Fizyolojik pH’da protonlanabilen amin gruplarina sahip olmasi ve bozunabilen baglar icermesi,
sentezinin kolay ve yan iriinler icermemesi nedeniyle saflagtirma islemine gerek olmamasi
PBAE’leri gen transferi i¢in avantajli hale getirmektedir. Transfeksiyon etkinligi de PEI ile
kiyaslandiginda ¢ok daha ytiksek olmaktadir [21,22].



2.2.3. Polimetakrilat

Yapisinda bulunan katyonik yilk nedeniyle, poli[2-(dimetilamino) etil metakrilat]
(PDMAEMA) bir sentetik polimerik gen tasiyicisi olarak onem tasimaktadir. PDMAEMA
sentezi, amonyum persiilfatin [(NH4)2S20s] baslatict olarak kullanildigi 2-(dimetilamino) etil

metakrilatin radikal polimerizasyonu ile gerceklesmektedir (Sekil 2.5) [2].

CHs;

/ ]cﬂz
=
AN

H
CH;

o

-
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N

HzC
/

H.C

Sekil 2.5: PDMAEMA yapist [2].

PDMAEMA poliplekslerinin in vitro transfeksiyon etkinligini gostermesi, polipleksin sitozole
verildiginde polimerin plazmidden kolayca ayrisabilmesinin yani sira polimerin endozomlari
destabilize etme yetenegine sahip olmasi ile de iliskilendirilmektedir [12]. Kaynaklarda bu
konuda yapilan ¢caligmalarda DMAEMA monomeri homo- veya diger akrilat monomerleri ile
birlikte kopolimer halinde kullanildiginda nanopartikiiliin sitotoksisitesinin azalmis oldugu,

molekiil agirlign 170 kDa’a kadar olan kopolimerler ise benzer molekiil agirligindaki

homopolimerlerle ayni transfeksiyon etkinligine sahip oldugu belirtilmistir [2,12,23,24].
2.2.4. Poli(amido amin) ve Dendrimerleri (PAMAM)

Poli(amido amin), diger katyonik polimerlere kiyasla biyobozunabilirlik, biyouyumluluk, suda
¢ozinirlik ve daha diisiik toksisite gibi birgok istenen 6zelliklere sahip, bir sentetik katyonik
polimerdir. Sentezi, alifatik primer monoaminlerin veya bis(sekonder aminlerin)
bisakrilamitlere Michael-tipi katilma reaksiyonu yoluyla gerceklesmekte ve olusan polimer

amido ve tersiyer amino fonksiyonel gruplarini ana zincir boyunca igermektedir [2].
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Sentezi ve ticari olarak kullanilabilme kolayligi nedeniyle, poliamido amin (PAMAM)
dendrimerleri ise gen transferi i¢in en ¢ok kullanilan dendrimer bazli vektorler haline gelmistir.
Sentezdeki jenerasyon sayisi degistirilerek, boyut ve ylizey yiikii kontrol edilebilmektedir
(Sekil 2.6). Cesitli molekiil yapidaki PAMAM ve tiirevleri pek ¢ok transfeksiyon islemlerinde
kullanilmaktadir. [2,14,25,26].

()”Hz HaN
HiM NH
HaM =0 : NH,
77 e { D? AL
HZN_‘ )-NHE (i}—\_N‘- M...'JI {IG
) %
HN.O  OLNH HN..O O NH
= g 1. “COMe B
Ner™N —_— Mo
- L 2 HZN”"‘«.; NH - l-\
HN S0 = HM =0 <
L O7NH H O""NH .
HN NH; }H fﬂ(_ NP
G1-PAMAM-(NH HN
{ 204 HEN_-'"F 'n] 02 ."-. MHE
HHN NH
MH: HaN

G2-PAMAM-(NH3)g

Sekil 2.6: Farkli jenerasyondaki PAMAM-dendrimerleri [27].

2.2.5. Poli-L-Lizin (PLL)

PLL polimerleri, gen transferi i¢in kullanilan ilk katyonik polimerlerden biridir. Bu polimerler,
lineer polipeptitlerin yapisinda olup aminoasit lizin bilesiginin tekrarlanan biriminden olusur
(Sekil 2.7). Bu nedenle biyolojik olarak pargalanabilir bir yapiya sahiptirler. Bu 6zellik in vivo
uygulamalarda oldukg¢a yararhidir [8]. Ancak PLL polipleksleri dolagim sistemine girdiginde,
hizlica plazma proteinlerine baglanarak dolasim sisteminden atildiklarindan daha diisiik
transfeksiyon etkinligine sebep olabilmektedir. Molekiil agirliginin artmasiyla DNA ile
kompleks yapma 6zelligi ve transfeksiyon etkinligi daha yiiksek olmaktadir [8,28,29].
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Sekil 2.7: Poli-L-Lizin [12].

2.2.6. Fosfor Iceren Polimerler

Gen transferi i¢in kullanilan fosfor iceren biyobozunabilen polimerler; polifosfazenler (PPZ),
polifosfoesterler (PPE) ve polifosforamidatlar (PPA)’1 kapsamaktadir. Bu polimerler, halka

acilmasi, polikondenzasyon ve polikatilma gibi farkli yollardan sentezlenebilmektedir [2,30].

Polifosfoesterler, ana polimer zincirinde karbon ya da oksijen atomlarina bagli fosfor
atomlarindan olusan bir yapiya sahiptir (Sekil 2.8). Karboksilik asit polyesterlerinden bir
onemli farki, molekiiler yapilarinda +5 degerlikli fosfor atomu igerdiklerinden ana ve yan
zincirlerinde farkli fonksiyonel gruplarin bulunmasi miimkiin olabilmektedir. Bu da yapinin
cesitliligine ve boylece polimerin molekiil agirliginda ve biyobozunma derecelerinde de

farkliliklara olanak saglamaktadir [31,32].

O
(I?’ORO%;

OR'

Sekil 2.8: Polifosfoesterlerin genel yapisi, R: +2 degerlikli organik molekiil; R’: organik/inorganik atom
veya molekiil (H, etan) [30].

Cesitli yan gruplara sahip monomerlerin polimerizasyonu ile ana polimer zinciri ve/veya yan
dallarda olmak {iizere molekiiler yapidaki farkliliklar ile PPE'lerin suda ¢oziiniirligiini ve
fonsiyonelligini ayarlamak miimkiin olmaktadir. PPE'ler, asitli veya bazik kosullar altinda ester

baginin hidroliziyle par¢alanma egilimi gosterirler ve bu 6zellikle fosfoesteraz (hidroliz enzimi)
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varliginda hizlanabilmektedir. PPE'lerin nihai parcalanma iirlinleri, az toksik etkilere sahip

fosfat, alkol ve diollerdir [33].

Plazmid DNA'y1 basarili bir sekilde baglayabilen biyobozunabilir polifosfoesterler,
kompleksler veya nanopartikiiller olusturabilmekte ve birgok hiicrede etkili transfeksiyon
gerceklestirebilmektedir. PPE'lerin biyobozunabilirligi de en 6nemli avantajlarindan birisidir
ve bu tastyicilarla hiicre dis1 siirekli salim ile birlikte kabul edilebilir 6lglide hiicre i¢i salim da
saglanabilmektedir. Bu ylizden, boyle bir gen dagitim sistemi hem hiicre i¢inde hem de hiicre
disinda genetik materyalin biyoyararlanimini 6nemli dlciide gelistirebilmektedir. Bu kontrollii
salim 6zelligi, tastyicinin molekiiler tasariminin yani sira polikatyonik polimer ve DNA (N/P)

oraninin degistirilmesiyle de ayarlanabilmekte ve bu da in vivo transfeksiyon etkinligini

etkileyebilmektedir [30].

Tez c¢alismasi kapsaminda, kitosan biyopolimerinin modifikasyonunda, hem ana zincir
yapisinda bulunan fosfatin sahip oldugu uygun biyouyumlu yapidan dolay1 hem de yan zincir
yapisinda yer alan amin grubu-etanolamin- sayesinde daha az toksisiteye sahip pozitif yiikli

orto-fosforiletanolamin bilesigi ile ¢alisilmistir.
2.2.7. Kitosan

Karides, 1stakoz, yenge¢ ve karides benzeri deniz kabuklularinin kabuk kisimlarinda bol
miktarda bulunan kitinin alkali ortamda deasetilenmesinden elde edilen, diisiik pH degerlerinde
katyonik 6zellik gdsterebilen aminopolisakkarit yapida bir biyopolimerdir. Kitosan molekiilii
asetilenmis gruplarin derecesine bagli olarak farkli tipteki N-asetil-D-glikozamin ve D-
glikozamin tinitelerinden olusan bir kopolimerdir. Boylece kitosanin molekiil yapisi, (1—4)--
glikozidik baglariyla baglanmis haldeki iki farkli tipteki tekrarlanan tiniteler olan N-asetil-2-
amino-2-deoksi-d-glikopiranoz ve 2-amino-2-deoksi-d-glikopiranoz iinitelerinden olusan bir
kopolimer olarak tanimlanir (Sekil 2.9) [2,21,34,35,36]. Bu nedenle kitosan, molekiiliinde yer
alan cesitli kimyasal yapida, dizilisinde ve uzunlugundaki polimer zincirleri bakimindan

cesitlilik gostermektedir.
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Sekil 2.9: Kitin ve kitosanin molekiiler yapilari [37].

Biyoyapisabilirlik, antibakteriyel ve gecirgenlik arttirict 6zellikler gibi avantaj saglayan
biyolojik 6zellikleri de bulunan kitosan, minumum immiinojenisite ve diisiik sitotoksisiteye
sahip biyouyumlu ve biyobozunabilirdir. Bu nedenle, kitosan ve kitosan tiirevleri, gen
transferinde giivenli kullanim i¢in potansiyel katyonik tasiyicilardan biridir [21]. Ayrica kitinin
sulu cozeltilerde ve organik c¢oziiciilerde zayif ¢oziiniirlik gostermesinden dolayr pratik
uygulamalarda kitin yerine kullanilmas1 daha uygundur [38]. ilk olarak 1995°te Mumper ve
arkadaglari, kitosanin gen terapi i¢in uygun gen tasiyict olabilecegini bildirmislerdir. O
zamandan beri kitosan molekiillerinin DNA ile kompleks yaparak bir polipleks yapisi
olusturduklar1 ve DNA’y1 bozunmadan koruduklar bildirilmistir [12]. Sekil 2.10°da kitosanin

biyomedikal alandaki kullanimina 6rnekler goriilmektedir.
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Sekil 2.10: Biyomedikal alanda kitosanin potansiyel uygulamalari [39].

Kitosan, pH 6'nin altindaki asidik ¢oziiciiler iginde ¢oziinlirken suda ¢oziinmemektedir. Ancak
inorganik asitlerde ¢oziiniirliigii sinirlidir; %1°lik hidroklorik asitte, asetik asitte ¢ziiniir, ancak
stilfiirik veya fosforik asitte ¢oziinmez [35,40]. Asidik ortamda sulu g¢ozeltilerde (yaklasik
pH<5.5), kitosanin pKa degerinin 6.3-6.4 civarinda olmasindan dolayi, molekiiliinde bulunan
primer amin gruplari, pozitif olarak yiiklenirler (Sekil 2.11). Bu asidik pH'ta, birincil amin
gruplar1 protonlanir ve yiiksek ylik yogunluguna sahip bir katyonik polimer haline gelir, bu ise
plazmid DNA ile stabil kompleksler olusturabilir ve DNA'y1 niikleaz (gekirdek)
bozunmasindan koruyabilmektedir [21]. Kitosan-DNA etkilesimi esas olarak kitosanin amino
gruplar1 ve yiikli DNA fosfat gruplar1 arasindaki elektrostatik etkilesim tarafindan
yonlendirilir. Yani molekiil yapisindaki yiiksek pozitif ylikiinden dolayi, elektrostatik etkilesim
yolu ile negatif yiikli niikleotidlerle polielektrolit kompleks formlarini kolaylikla
olusturabilmektedir [12].
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Sekil 2.11: Kitosanin pH’a karsi davranigi. Diisiik pH'ta (yaklagik <6), amin gruplar kitosan igin
polikatyonik davramiglar verir. Daha yiliksek pH'ta (yaklagik >6.5), kitosanin aminleri
deprotonlanmig ve reaktiftir [38].

Deasetillenme derecesi (DD) ve ortalama molekiil agirligi dogrudan polimerin kimyasal ve
biyolojik 6zelliklerini degistirmektedir. Sigma-Aldrich tarafindan satilan ticari kitosan, yiiksek,
orta ve diisitk molekiil agirlikli olmak iizere {i¢ sinifa ayrilmaktadir. Diigiik molekiil agirlikli
kitosan, DD <%75 ile molekiiler agirligi 20 kDa ve 190 kDa arasinda olan kitosan olarak
tanimlanir. Yiiksek molekiil agirlikli kitosan ise genelde DD >%75 ile 190 kDa ve 375 kDa
arasinda olusan molekiiler agirlig1 ile karakterize edilir [38]. Polimerin temel 6zelliklerini
protonlanabilir amin gruplarinin sayisin1 etkileyen deasetilasyon derecesi, ¢oziintrlik,
hidrofobiklik ve polianyonlarla elektrostatik olarak etkilesime girme kabiliyeti belirler.
Kitosanin molekiil agirliginin genis bir aralikta bulunmasi da ayn1 derecede dnemlidir. Genel
olarak, diisiik molekiil agirligina ve diisiik deasetilasyon derecesine sahip kitosanlar, yiiksek
molekiil agirlikli benzerlerinden daha fazla ¢6ziiniirliik ve daha hizli bozulma sergilerler [41].
Kitosanin molekiil boyutu ve ortamin pH'l, hiicre membran: iizerindeki gecirimliligini ve
bozucu etkilerini belirleyen dnemli parametrelerdir. Ayn1 zamanda nanopartikiil boyutlarinin

kitosan molekiil agirligini ve plazmid konsantrasyonunu diisiirerek azaldigr gortilmektedir [35].

Kitosan bazli transfeksiyon sistemleri, immiinojenik ve biyotoksik olmayan ve gen terapisinde
viral vektorlerin tersine hedeflenen hiicre i¢in plazmid boyutunda bir sinirlamaya sahip
olmamasindan dolayr avantajlidir. Ancak, yiiksek molekiiler agirlikli kitosanin toksisite
problemlerine sebep olabilmesinden dolay1r bazi uygulamalarda kacinilmaktadir. Bununla
birlikte, diisiik molekiil agirlikli kitosanin toksik ve hemolitik olmamasi ile birlikte DNA ile
kompleks olusturabildigi ve niikleaz bozunmasina kars1 korudugu gosterilmistir. Kitosanin en

biiyiik dezavantaji, primer amin gruplarinin deprotonasyonundan kaynaklanan fizyolojik pH
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degerlerinde zayif c¢oziiniirlik gostermesi, yavas endozom salimi ve kitosan/pDNA

kompleksinin istenilen siirede ayrismasinin zorlugudur [35].

Kitosan ve DNA igeren poliplekslerin transfeksiyon etkinliginin belirlenmesinde kitosanin
deasetilasyon derecesi, molekiil agirligi, kitosanin yiikii ve ortam pH's1 gibi 6zellikler en 6nemli
etkenlerdir. Yiiksek deasetilasyon derecesi, DNA baglama kabiliyetinin artmasina ve zincir
boyunca daha yiiksek yiik yogunluguna bagli olarak yiiksek gen ifadesine sebep olmaktadir.
DNA ile kompleks olusturma iizerinde kitosanin molekiil agirli§inin etkisinin yaninda polimer
zincirlerinin dolasikliginin etkisi de oldugu ileri siiriilmektedir. Kitosanin molekiiler agirligi
azaldikc¢a zincir dolasikliginin kompleks iizerinde daha az etkisi bulunmaktadir. Kitosanin
yiiksek molekiil agirliginin ise ilk elektrostatik etkilesim meydana gelir gelmez serbest DNA
ile daha kolay etkilesime girebilecegi belirlenmistir [21].

Notral veya bazik pH kosullarinda (pH~7.4) kitosanin ¢oziinmez olmasi ve diisiik transfeksiyon
etkinligi gostermesinden dolayr kitosan modifiye edilmeye calisilmaktadir. Nitrasyon,
fosforilasyon, tiyolleme, acilleme, hidroksialkilasyon, graft polimerizasyon, aminasyon gibi

bir¢ok muhtemel modifikasyon kitosana kolaylikla uygulanabilmektedir [36].

Yu ve arkadaslari, poli-L-lizin-graft-kitosan kopolimerlerinin etkili gen tasiyict vektorler
oldugunu bildirmislerdir. Kitosan-g-PLL polimeri hem PLL hem de 25 kDa molekiil
agirhgindaki PEI'ya kiyasla gelismis DNA baglama kabiliyeti, sitotoksisite azalmasi ve artan
transfeksiyon verimliligi gostermistir. PEI’nin kitosan ile konjligasyonu, kitosan bazl
poliplekslerin tamponlama kapasitesini arttirmistir. Kitosan-PEI tiirevi i¢in sitotoksisite onemli
ol¢iide azalirken, transfeksiyon etkinligi de PEI ile karsilastirilabilir durumdadir [35]. Jia ve
ark. ise, N, N, N-trimetil kitosan, N-propil-N, N-dimetil kitosan, N-furfuril-N, N-dimetil
kitosan ve N-dietilmetilamino kitosan gibi kitosanin kuaterner amonyum tuzlarinin sentezini ve
antibakteriyel aktivitesini bildirmislerdir. Ek olarak, kuaternize kito-oligomerlerin de
antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir ve kitosanin katyonik yapisindan
yararlanarak, terapdtik uygulamalara yonelik ¢esitli ilag konjugat yaklagimlart gelistirilmistir
[34].

Bilhassa son yillarda bu alanda yapilan ¢alismalarda karboester yapist yerine, niikleik asit,

DNA, RNA gibi biyomakromolekiillere yapisal benzerlik gosteren ve yiiksek yapisal esneklik
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saglayan fosforun polimer yapisinda fosfoester baglar1 seklinde bulundugu biyouyumlu

nanopartikiiller biyomedikal uygulamalar i¢in 6nem kazanmistir.

Tez calismasinda bu baglamda hem kitosanin amin miktarini artirmak hem de yapiya fosfoester
baglar1 katmak hedeflenerek uyumlulugunun arttirilmasi amaglanmistir. Ayrica diisiik molekiil
agirhkli  (LMW) kitosanin daha 1iyi ¢Oziiniirlikk, biyouyumluluk, biyobozunabilirlik,
biyoaktiflik ve hatta daha az toksisite gdstermesinden Otiirii, piyasada bulunan diisiik molekiil
agirhikli kitosanin (~50-200 kDa) molekiil agirliginin daha da diisiiriilmesi amaglanarak
kitosanin depolimerizasyonuyla elde edilen iiriinlerin modifikasyonuyla da daha etkili gen

tasiyict olmasi hedeflenmistir.
2.3. POLIMERIK NANOPARTIKULER TASIYICI SISTEMLER

Gliniimiizde nanoteknolojik c¢alismalardan biri nanopartikiiller, nanokapsiiller ve misel
sistemler gibi biyouyumlu nanokompozitlerin terapdtik ajan olarak kullanilabilirligi ve
gelistirilmesine yoneliktir. Bu sistemler ¢ogunlukla polimerik ve mikron alti boyutlarda

oldugundan, ilag/gen tagima ve transfer sistemlerinde ¢ok yonlii avantajlara sahip olmaktadir.

Nanopartikiiller, 10-1000 nm araliginda degisen bir biiyiikliige sahip kati partikiiller veya
partikiil halindeki dagilim olarak tanimlanan kolloidal sistemlerdir. Nanopartikiiller hiicre igi
ve mikron alti boyutlarindan dolay1 genellikle hiicreler tarafindan etkili bir sekilde alinip,
viicuttaki hedef dokuya ilgili maddenin salinmasini saglamaktadir. Ayrica, polimer
Ozelliklerinin degistirilmesiyle, ideal terapotik etki i¢in gerekli siire boyunca hedef dokuda
istenen terapotik seviyenin elde edilmesi i¢in etken bir maddenin nanopartikiillerden salimi
kontrol edilebilmektedir [42,43]. Nanopartikiiler sistemler ¢esitli sekillerde olabilmektedirler
(Sekil 2.12) [44].
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Sekil 2.12: Biyomedikal arastirma ve gen/ilag transferinde kullanilan ¢esitli tipteki nanopartikiiller [44].
Polimerik nanopartikiil (PNP) terimi, herhangi bir polimer nanopartikiil tiirii i¢in, ama 6zellikle
nanokiireler ve nanokapsiiller i¢in verilen genel bir terimdir (Sekil 2.13). Nanokiireler, tiimiiniin
kat1 oldugu partikiillerin ve molekiillerin kiire yiizeyinde adsorbe edilebildigi veya partikiil
icinde enkapsiillenebildigi matriks sistemlerdir. Burada etken madde fiziksel ve homojen bir
sekilde dagilmaktadir. Nanokapsiiller, bir tiir depo gorevi goren vezikiil sistemlerdir ve burada
yer alan polimerik membranla ¢evrelenen sivi dolgunun olusturdugu boslukta, adsorplanan

etken madde tutulmaktadir [45].

Nanokireler Nanokapsiller
(Matriks Sistem) (Depo Sistem)

Sekil 2.13: Polimerik nanoyapilarin sematik gosterimi [46].
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Dogal ve sentetik polimerlerden yapilmis polimerik nanopartikiiller, stabiliteleri ve yiizey
modifikasyonu kolaylig1 saglamalar1 nedeniyle dikkat ¢ekmektedir. Polimer 6zelliklerini ve
yiizey kimyasini ayarlayarak hem kontrollii gen/ila¢ salimi hem de hastaliga 6zgii lokalizasyonu
saglamak icin 6zel olarak iiretilebilirler. Nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan bazi
polimerler; kitosan, aljinat, albiimin, jelatin, poliakrilatlar, polikaprolaktonlar, poli (D, L-laktid-
ko-glikolid) ve poli (D, L-laktid) vb.dir [47,48].

2.3.1. Nanopartikiil Hazirlama Yontemleri

Hazirlama yonteminin se¢imi, parcacik boyutu, pargacik boyutu dagilimi, uygulama alani vb.

gibi birtakim faktorlere baglidir.

Genellikle hazirlanmasi i¢in iki ana strateji kullanilmaktadir; Onceden sentezlenmis
polimerlerin dispersiyonu ve monomerlerin polimerizasyonu. Polimerin tipine gore ¢esitlilik
gosteren bu yoOntemler polimerizasyon, emiilsifikasyon/¢oziicli diflizyonu, tuzla ¢oktiirme,
diyaliz, iyonotropik jellesme, koaservasyon, piiskiirterek kurutma yontemi ve nanogoktiirme

(¢Oziicii yer degisimi) vb. seklinde siiflandirilabilmektedir (Sekil 2.14) [45,49].

Coziicl
buharlagtirma

Nanogoktiirme
™Y o o.
o PNP o
c® 0o®
O o

Mikro emiilsiyon

Sekil 2.14: Nanopartikiil hazirlama tekniklerinin sematik gosterimi (PNP: Polimerik nanopartikiil, SCF:
Siiper kritik akiskan teknolojisi) [45].
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2.3.1.1. Onceden Sentezlenmis Polimerlerin Dispersiyonu:

Poli (laktik asit) (PLA), poli (D, L-glikolid) (PLG), poli (D, L-laktid-ko-glikolid) (PLGA) ve
poli (siyanoakrilat) (PCA) polimerlerinden biyobozunabilir nanopartikiiller hazirlamak i¢in

kullanilan yaygin bir tekniktir. Bu teknik ¢esitli sekillerde kullanilabilir:

Coziicii buharlastirma yontemi: Bu yontemde polimer, aynt zamanda hidrofobik etken
maddenin ¢éziinmesi i¢in de ¢oziicii olarak kullanilan, diklorometan, kloroform veya etil asetat
gibi bir organik ¢oziicli i¢inde ¢Oziindiiriiliir. Daha sonra polimer etken madde karigiminin,
yiizey aktif madde igeren sulu ¢6zelti ile emiilsiyonu olusturulur. Kararli emiilsiyon olustuktan
sonra ya vakum altinda ya da siirekli karistirma ile organik ¢6ziicli buharlastirilir ve
nanopartikiil c¢okeltileri olusturulur. Olusan partikiiliin boyutu, stabilizatoriin tipi ve

konsantrasyonundan, homojenizator hizindan ve polimer konsantrasyonundan etkilenmektedir

[42].
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Sekil 2.15: Coziicii buharlastirma teknigi [50].
Kendiliginden olan/Dogal emiilsifikasyon veya Coziicii difiizyon yontemi: Cdziicli
buharlagtirma yonteminin modifiye edilmis halidir. Bu yontemde, suyla karisan ¢oziicii ile
birlikte suyla karismayan organik c¢oziicliniin kiiciik bir miktar, bir yag fazi1 olarak
kullanilmaktadir. Coziiclilerin kendiliginden difiizyonundan dolayi, kiiciik partikiillerin
olusumuna yol agan iki faz arasinda bir ara yiizey tiirbiilans1 meydana gelmektedir. Suyla
karigabilir  ¢Oziiciiniin ~ konsantrasyonu arttikca, partikiil boyutunda bir azalma
saglanabilmektedir. Hem ¢oziicii buharlastirma hem de ¢6ziicii difiizyon yontemleri hidrofobik

veya hidrofilik etken maddeler i¢in kullanilabilmektedir [42].
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2.3.1.2. Polimerizasyon Yontemi:

Bu yontemde, monomerler sulu bir ¢ozelti iginde nanopartikiiller olusturmak icin polimerize
edilir. Ilag/etken madde ya polimerizasyon ortaminda ¢dziinerek ya da polimerizasyon
tamamlandiktan sonra nanopartikiiller iizerine adsorpsiyon yoluyla dahil edilmektedir. Daha
sonra nanopartikiil siispansiyonu, polimerizasyon icin kullanilan cesitli stabilizatér ve ylizey
aktif maddeleri uzaklastirmak i¢in saflandirilir. Bu uzaklastirma islemi, ultrasantrifiijleme ya
da yilizey aktif madde icermeyen izotonik bir ortamda partikiillerin yeniden siispansiyonu ile

gerceklesmektedir [42].
2.3.1.3. Iyonotropik Jellesme:

Bu yontem dogal polimerler olan kitosan ve aljinat gibi biyobozunabilen hidrofilik
polimerlerden nanopartikiil eldesinde kullanilmaktadir. Elde edilen nanopartikiiller, organik

¢Oziicli igermeyen, tamamen sulu ortamda sentezlenir.

Capraz baglayici olarak kullanilan polianyon yapidaki tripolifosfat (TPP), asetik asit icerisinde
¢Oziinmiis kitosan esasli malzemeye damla damla katilir. Kitosandaki pozitif ytiklii amin grubu
ile negatif yiikli tripolifosfat arasindaki elektrostatik etkilesim sonucunda jellesme
kendiliginden gergeklesir (Sekil 2.16). Boylece iyonik nanojeller, karsit yiiklerin kiigiik
iyonlarinin varliginda jellesen yiiklii polisakkaritlerin sulu ¢ozeltilerinden elde edilmis kiiresel

yapilar olmaktadir [42,51,52].

NaOH (1 M) Tl'iptrlifl:rsfﬂt
(pH 5.5'a avarlamr ) (TPF)

1.admm 2.admm
%1 Asetik asitli Kitosan
- IIcfitcrsﬂn Gozeltisi [Il] Nanopartikiilleri

Manvetik Kangtna
(1 zaat kanghrma)

Sekil 2.16: Iyonotropik jellesme yonteminin sematik gosterimi [53].
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2.3.2. Nanopartikiillerin Boyut ve Yiizey Ozellikleri
2.3.2.1. Partikiil Boyutu:

Partikiil biiytikliigii ve boyut dagilimi, nanopartikiil sistemlerinin en 6nemli 6zellikleridir.
Nanopartikiil sistemlerinin in vivo dagilimini, toksisitesini, uygunlugunu ve hedefleme
kabiliyetini belirler. Ayrica, ilag yiikleme, ilag/gen salimi1 ve nanopartikiillerin stabilitesini de
etkileyebilirler. Bir¢ok ¢alismada, mikron alti boyutlara sahip nanopartikiillerin
mikropartikiillere gore avantaj sagladigi goriilmiistir. Genel olarak nanopartikiiller
mikropartikiillere kiyasla nispeten daha yiiksek hiicre i¢i alima ve kii¢lik boyutlar ile kismen

hareketliliklerinden dolay1 daha genis bir biyolojik hedefleme ¢esitliligine sahiptir.

Desai ve arkadaslari, 100 nm boyutundaki nanopartikiillerin Caco-2 hiicre hattina alimini 1 pm
ve 10 pm ile kiyasladiklarinda, sirasiyla 2.5 ve 6 kat daha fazla hiicreye alimlarinin
gerceklestigini bildirmislerdir. Genellikle yapilan ¢aligmalarda ise nanopartikiillerin boyutunun

<200 nm olmasi tercih edilmektedir [42,47].
2.3.2.2. Yiizey Ozellikleri:

Nanopartikiillerin boyutlarina ek olarak yiizey 6zellikleri de onlarin hiicre igindeki yasam
stirelerini belirlemede 6nemli bir etken olmaktadir. Nanopartikiillerin makrofaj hiicrelerine
yakalanmamasi i¢in hidrofilik bir yilizeye sahip olmas1 gerekmektedir. Bu da ya nanopartikiiliin
hidrofilik polimer/yiizey aktif madde ile kaplanmasiyla ya da hidrofilik karakterdeki polietilen
glikol (PEG), polietilen oksit, polioksamer, poloksamin ve polisorbat 80 (Tween 80) gibi

biyobozunabilir kopolimerler ile formiile edilmesiyle gergeklesebilmektedir.

Zeta potansiyeli (CP), bir partikiiliin ve slispansiyon ortaminin yiizeyi ile iliskili yiiklii gruplar
arasinda yaratilan elektrik potansiyelidir ve partikiil yiizey yiikiine iliskin bilgi edinmek i¢in
kullanilabilmektedir (Sekil 2.17). Partikiilin bilesiminden ve iginde dagildigi ortamdan
etkilenmektedir. Partikiillerin agregasyonunun 6nlendigi ve nanopartikiillerin kararli olduklar
zeta potansiyel degerinin —30 mV’un altt ve +30 mV’un {stii oldugu kabul edilmektedir.
Boylece zeta potansiyeline bakilarak kolloidal dagilimin saklanma stabilitesi hakkinda fikir

yiiriitiilebilmektedir [42,54].
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Sekil 2.17: Zeta potansiyelinin sematik gosterimi [55].

2.4. GEN TRANSFER MEKANIZMASI

Uygun gen tastyict vektor ve nanopartikiiler tasiyici sisteminin se¢imi ile beraber hedeflenen
gen saliminin gergeklesebilmesi i¢in ayn1 zamanda etkili bir gen transfer mekanizmasinin elde
edilmesi gerekmektedir. Bu gen tasima ve transfer mekanizmasi ise Sekil 2.18’de ifade
edilmekte olan temel adimlardan meydana gelmektedir; Polimerik nanopartikiil tasiyici ile
DNA kompleksinin olusumu; nanopartikiillerin hiicre membraninin spesifik bolgesine
baglanmasi; endositoz yoluyla hiicre igerisine nanopartikiillerin girisi; endozom ve lizozom
olusumu; endo-lizozomal kacis; gen/tasiyici nanopartikiiler kompleksin ayrigmasi; gen salimi;

sitoplazma boyunca ilerleme, ¢ekirdege gecis ve genin ifadesi [4,56].
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Sekil 2.18: Polimer nanopartikiil/ DNA kompleks olusumu ve gen transfer islemi [56].

Gen transferi isleminde gen tastyici vektor ile DNAnin etkileserek kompleks olusturma adimi
olan “gen paketleme” adimi transfeksiyon isleminde baslangic adimidir ve transfeksiyon
etkinliginde 6nemi biiyliktiir. Tez kapsaminda kitosan esasli yeni bir gen tasiyict partikiiler

sistem gelistirildigi icin asagida gen paketleme adimina iliskin bilgilere yer verilmistir.
2.4.1. Gen Paketleme

Tastyic1 malzemenin gosterdigi pozitif yiik ile DNA omurgast boyunca yer alan negatif yiiklii
fosfatlar arasindaki elektrostatik etkilesim sayesinde gen tasiyici vektorler DNA’y1 kiictik,
sikistirilmis yapilara baglar ve yogunlastirir. Yogunlastirma islemi entropik olarak yonlendirilir
ve katyonik polimerlerin plazmid DNA'yla bir araya getirilerek karigtirilmasiyla polipleksler
kendiliginden olusurlar. Polipleksler, niikleolitik enzimlerin erisimini sterik olarak
engelleyerek DNA'y1 korur. Korunmasiz plazmid DNA dakikalar i¢inde deoksiriboniikleaz
enzimi (DNase) tarafindan bozunurken, poliplekslerdeki plazmid DNA saatlerce stabil kalir.
Her bir polipleks parcacigi birgok polimer zinciri ile birlikte birkag DNA molekiiliinii igerir.
Poliplekslerin yapisi ve morfolojisi, kinetik olarak kontrol edilir ve ¢ogunlukla karistirma
sirasina (6rnegin, DNA soliisyonuna polimer ekleme veya polimer soliisyonuna DNA ekleme)
baglhdir. Polipleksin boyutu ve yiikii ise polimer 6zelliklerinden daha ¢ok polimer ve DNA
arasindaki orana baghdir [14,57].
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Polikatyonun yapis1 ise DNA baglanmasmi ve komplekslesmeyi etkileyebilir. Ornegin,
katyonik kisimlarin sayisi, polimer-DNA etkilesimi lizerinde giiglii bir etkiye sahiptir. Verimli

DNA etkilesimi igin bir polipeptitte en az alt1 ila sekiz ylik gerektigi belirtilmistir [14,57].

Yukarida da bahsedildigi gibi DNA’y1 hiicre icine alabilmek i¢in uygun boyutlara getirme hem
hiicre i¢i hem hiicre dis1 ¢ekirdek bozunmasindan DNA’y1 koruma ve negatif yliklii hiicre
ylizeyinde yiik iticiligini 6nlemek i¢in noétralize edebilecek gen tasiyici sistemleri tercih

edilmelidir. Bunun i¢in de ii¢ temel paketleme yontemi vardir:
2.4.1.1. Elektrostatik Etkilesim:

Bir¢cok polimerik vektdér, DNA’nin anyonik yapist itibariyle elektrostatik etkilesim yoluyla
kompleks olusturmaktadir. Bu vektdrler kolajen, kitosan, poli(etilen imin), dendrimerler gibi
polimerlerdir. Bunlar DNA ile kendiliginden birlesmeyi saglayan, notr pH’da protonlanabilen
amin gruplar igermektedir. Yeterli azot/fosfor (N/P) orani saglandiginda, polimer DNA’y1
cekirdek bozunmasindan korurken hiicresel alim i¢in de uygun boyutlara kompleksleme
saglanabilir. Pozitif yiik 6zelligi bu yontemin temelini olusturup, giiclii elektrostatik kuvvet
DNA paketleme ve korunmasi i¢in olanak saglasa da hedef bolgeye ulasildiginda DNA/vektor

ayrigsmasinin giiglesmesine yol agmaktadir [5].
2.4.1.2. Enkapsiilasyon:

Elektrostatik etkilesime alternatif bir yontem, DNA’nin biyolojik olarak bozunabilen kiiresel
yapilarda kapstillenmesidir. Bu yontem i¢in kullanilan biyobozunur polimerler; polifosfoester,
poli(B-amino ester), poli(laktik asit) vb. Polimerlerin yapisinda bulunan ester baglari,
biyobozunurluklar1 ve DNA salimi iizerinde kontrol saglamaktadir. Ancak bu yontem organik
coziiciilere ve genetik yapiyr bozan asir1 sicaklifa maruz kalmay:r gerektirdigi i¢in temel bir
sorun teskil etmektedir. Diger siirlayict etkenler ise diisiik enkapsiilasyon verimi, diisiik
pH’larda poliester hidrolizinden dolayt DNA bozunmasi, polimer tarafindan yetersiz salim

nedeniyle diisiik DNA biyouyumlulugudur [5,58,59].
2.4.1.3. Adsorpsiyon:

DNA’nin elektrostatik olarak baglanabildigi biyobozunur parcaciklarin yiizeyine katyonik
yapilarin (PDMAEMA, PEI) konjuge veya adsorbe edilmesini iceren ve diger iki yontemi



26

kapsayan alternatif bir yontemdir. Bu yontem, enkapsiillemede meydana gelen simirlayici
kosullarin olusmasini énlemeye ve hemen salimi gereken uygun DNA miktarini arttirmaya

olanak saglamaktadir [60,61].

Kitosan esasli nanopartikiiler sistemlerin gen paketleme tipleri asagida Sekil 2.19’da

gorilmektedir.
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Sekil 2.19: Kitosan esasl1 nanopartikiillerin gen paketleme yontemlerinin sematik gdsterimi [62].

2.4.2. Sitotoksisite

Gen transferinde hedeflenen, transfeksiyon etkinliginin yiiksek olmasinin yani sira diger 6nemli
bir konu ise sitotoksisite yani tasiyicinin biyouyumlulugudur. Baska deyisle tasiyicinin
toksiklik 6zelliginin iyi bilinmesi gerekliligidir. Gen terapinin bagsarili olmas1 i¢in, bastan sona
kadar transfeksiyon ve translasyonu gerceklestirecek, hedeflenen hiicrelerin canli kalmasi
gerekmektedir. Bu durumda kullanilan tasiyicinin birebir vektor ozelliklerinde, kompleks
olusumu durumunda, hem hiicreye tasinma hem de DNA’y1 birakmasi sirasinda sitotoksik etki

gdstermemesi ve bunun goz oniinde bulundurulmasi gerekir.

Sitotoksik etkiye sebep olan etkenler net bir sekilde belirlenememistir. Ancak hiicre ylizeyinin
anyonik yapist ile kullanilan vektoriin sahip oldugu katyonik yap: arasindaki iyonik etkilesim,
bu etkilesimin de membran yapisinda bozulmaya ve hiicre yiizeyinde vektor/DNA
agregasyonuna sebep oldugu diistiniilmektedir. Bu etkilesimi arttiran parametreler ise molekiil

agirligr (Mw), katyonik yiik yogunlugu, kompleks yapinin boyutu, yiizey yiikii ve esnekligidir
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[63,64]. Bu nedenle tasiyicinin sitotoksisite ozellikleri, standart test yontemlerinden birisi ile

tayin edilerek belirlenmesi 6nemli bir husustur.

2.5. GEN TASIYICI POLIMERIK NANOPARTIKULER SISTEMLERE AiT
YAPILAN CALISMALARLA ILGILI KAYNAK ARASTIRMALARI

Bu tez kapsaminda gergeklestirilen calismalarla ilgili olarak, kaynaklarda 1990 yilindan
giinlimiize kadar dogal ve sentetik polimerik nanopartikiiler sistemlerin elde edilmesine ait
caligmalar ve bunlarin transfeksiyon verimliligi ile ilgili uygulamalar arastirilmistir. Bu

calismalar agagida 6zet seklinde sunulmustur.

Erbacher P., Zou S. ve arkadaslar1, 1998, kitosan ve plasmid DNA’y1 hazirlayarak kompleks
olusturmuslar ve partikiil boyutu ile HeLa hiicrelerindeki transfeksiyon etkinligini
incelemislerdir. Ayrica 24 ila 96 saat arasindaki transfeksiyon etkinligi i¢in PEI ile karsilagtirma
yapmiglardir. Stabil ve 50-100 nm boyuta sahip kitosan/DNA kompleksleri olusturmuslar ve
etkili bir transfeksiyon gozlemlemislerdir. Ayrica gen ifadesinin, 24 saatten 96 saate artan
zaman diliminde, arttigin1 aynmi kosullardaki PEI esasli transfeksiyonun ise etkinliginin
diistiiglinii gdrmiislerdir. Ayn1 zamanda kitosan esasli transfeksiyonun hiicre tipine bagl

oldugunu da ele almislardir. [65].

Godbey W.T., Barry M. A. ve arkadaslari, 2000, PEI/DNA komplekslerinin stabilitesini DNase
(deoksiribontikleaz) 1 ve DNase 2, ¢esitli pH seviyeleri ve artan maruz kalma siireleri
kullanarak gostermislerdir. PLL-DNA kompleksleri ile de karsilagtirilarak, polimerlerin
DNA’y1 bozunmadan korumada ne kadar etkili olduklar1 gosterilmistir [66].

Kievit F.M., Veiseh O. ve arkadaslari, 2009, bu ¢alismada hem in vitro hem de in vivo ortamda
etkili gen aktarimi ve transfeksiyonu gosteren, viral olmayan bir nanopartikiil gen tasiyict
sentezlemislerdir. Bu nanopartikiil sistem, siiperparamanyetik demir oksit nanopartikiiliiniin
(NP), kisa zincirli PEI ve kitosandan olusturulmus yeni bir kopolimer ile kitosan ve PEG’den
olusturulmus graft polimer ile kaplanmasindan elde edilmistir. Nanopartikiil sistemini olusturan
her bir bilesenin islevini, toksisite degerlendirmeleri, DNA yiikleme kapasiteleri, transfeksiyon

analizleri ve malzeme 6zelliklerinin karakterizasyonu ile gostermislerdir [67].
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Olton D., Li J. ve arkadaslari, 2007, calismalarinda etkili, nano boyutta ve monodispers
kalsiyum fosfat/plazmid DNA (CaP-pDNA) partikiillerini siirekli olarak sentezlemek igin yeni
bir yontem sunmuslardir. Bu yontemde CaP partikiillerinin hem sitokiyometrisi (Ca/P orani)
hem de kalsiyum ve fosfat Onciilii ¢ozeltilerde karistirma yonteminin optimize g¢aligmasi
yapilmis ve elde edilen sonuglarda elle karigmaya karsin diizenli ve kontrollii bir karigtirmanin
nano boyutlu partikiillerin transfeksiyonunu iki kat artirdigi bulunmustur. Buna ek olarak 100-
300 arasindaki optimum Ca/P oraninda partikiil boyutu 25-50 nm arasinda sentezlenmis ve

HeLa ile MC3T3-E1 hiicre hatlarinda maksimum transfeksiyon goriilmiistiir [68].

Kunath K., Harpe von A. ve arkadaslari, 2003, hepatosit hiicrelerine gen transferi icin
galaktozlanmis PEI’'nin DNA ile kompleksini (gal-PEI) tasarlamislardir. %3,5-31 genis
stibstitiient derece araliginda degisen tim PEI amino gruplarn ile birlikte gal-PEI
sentezlenmistir. Galaktozlanma ve siibstitiient derecelerine gore partikiillerin boyutlari, zeta

potansiyelleri, sitotoksisiteleri ve transfeksiyonlar1 hakkinda degerlendirme yapilmistir [69].

Thanou M., Florea B.I. ve arkadaslari, 2002, kitosanin kuaternize modifikasyonlar: {izerine
calisma gergeklestirmislerdir. Oligomerik kitosandan (<20 monomer birimleri) trimetillenmis
(TMO) kitosan sentezlemislerdir. TMO’lar kendiliginden plazmid DNA ile kompleksler
olusturmus ve bu kompleksler ¢esitli hiicre hatlarinda, serum varliginda ve yoklugunda DOTAP
lipopleksleri ile karsilastirilmistir. Kuaternize oligomer tiirevlerinin oligomerik kitosana iistiin
oldugu goriilmiis ve trimetillenmis kitosan-DNA komplekslerinin uygun 6zellikler tasidigi ve

gen transfer vektorleri olarak kullanilma potansiyeli oldugu sonucuna varilmistir [70].

Gao Y., Xu Z. ve arkadaslari, 2008, arginin-kitosan (Arg-Cs)/DNA kendiliginden olusan
nanopartikiilleri (ACSN) hazirlamay1 ve HEK 293 ile COS-7 hiicrelerine dayali olarak in vitro
ozelliklerini ve transfeksiyon etkinligini belirlemeyi amaglamislardir. Farklt N/P oranlariyla
hazirlanan ACSN'lerin partikiil biiylikliglinii ve zeta potansiyelini sirasiyla 200-400 nm ve
0.23-12.25 mV bulmuslardir [71].

Kim T.I., Seo H.J. ve arkadaglari, 2005, biyobozunabilir ¢apraz bagli poli(B-amino ester)’i
(CLPAE) pentaeritritol triakrilat ve N, N-dimetiletilendiaminin Michael katilma reaksiyonu ile
sentezlemisler, gen transferi i¢in amino hekzanoik asit ve lizin ile modifiye ederek sirasiyla

CLPAE-Ahx ve CLPAE-Lys kopolimerlerini olusturmuslardir. Incelemeler sonucunda
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CLPAE-Ahx’in toksik olmayan ve yiiksek verimli bir gen transfer sistemi olarak

kullanilabildigini géstermislerdir [72].

Zhang X.Q., Wang X.L. ve arkadaslari, 2005, farkli ligand siibstitiient dereceleri (sirasiyla
%6,5, %12,5 ve %21,8) ile galaktozlanmis polifosforamidatlar (Gal-PPA'lar) sentezlemisler ve

bu polimerleri hepatosit hiicre hedefli gen tasiyicilar olarak degerlendirmislerdir [73].

Huang S.W., Wang J. ve arkadaslari, 2004, noniyonik ve suda ¢6ziiniir bir polifosfoester olan
poli(2-hidroksietil ~ propilen  fosfat)’t  (PPE3),  poli(4-metil-2-okso-2-hidro-1,3,2-
dioksafosfolan)’in klorlanmasi ile sentezlemislerdir. Devaminda 2-benziloksietanol ile
esterlestirme ve Pd/C'nin varliginda katalitik hidrojenasyon ile hidroksil grubunun korumasinin
kaldirilmasi gergeklestirilmistir. Sitotoksisite, biyouyumluluk, gen ifadesi analizleri sonucunda

bu polifosfoesterin yalin DNA bazli gen terapisi i¢in potansiyel oldugunu diigiinmiislerdir [74].

Lin S., Du F. ve arkadaslari, 2007, dimetilamino etil metakrilat (DMAEMA)’1n atom transfer
radikal polimerizasyonu ile, poli(etilen glikol) (PEG) ve poli(2-(dimetilamino) etil metakrilat)
(PDMAEMA) parcalarindan olusan asit-degiskenli bir blok kopolimer ile dogrudan baglantili,
halkali bir orto ester bagl iceren PEG-a-PDMAEMA sentezlemiglerdir. PEG-a-
PDMAEMA’nin plazmid DNA ile kondense olarak olusturdugu polipleks nanopartikiillerinin
tizerinde PEG zincirlerinin pH-bagimli perdeleme/perdelememe etkisi boyut ve zeta potansiyel

Ol¢timleri ile degerlendirilmis, gen transfer tasiyicisi olarak uygunlugu arastirilmistir [75].

Luten J., Van Steenis J.H. ve arkadaslari, 2003, gen transferi i¢in polimerlerin yeni bir sinifi
olarak gosterilebilecek suda ¢oziinebilir katyonik polifosfazenleri sentezlemislerdir. Polimerik
tastyici olarak iyi bilinen poli (2-dimetilaminoetil metakrilat) ile polifosfazenleri kiyaslamislar
ve polifosfazen esasli poliplekslerin in vitro COS-7 hiicrelerinde transfeksiyonu

gerceklestirdigini gostermislerdir [76].

Gan Q., Wang T. ve arkadaglar1, 2005, gen veya protein makromolekiillerinin taginmasi icin
tastyict olarak kullanilmak iizere 100-250 nm boyut araliginda kitosan-tripolifosfat (TPP)
nanopartikiillerin  {iretilmesinde polianyonla baglatilan iyonik jelasyon ydntemini
arastirmiglardir. Farkli kitosan molekiil agirliklari, farkli kitosan konsantrasyonlari, farkli pH
degerleri ve farkli kitosan:TPP oranlar1 kullanarak partikiil boyutu ve zeta potansiyeli lizerine

etkilerini incelemislerdir [77].
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Yapilan kaynak arastirmalarinda, gen transferinde bir¢ok dogal ve sentetik tasiyicinin
kullanildig1 goriilmektedir. Bu ¢alismalar 1s181nda, tez kapsaminda gerceklestirilen ¢alismanin
0zglin yonii olan, kaynaklarda rastlanmayan, kitosan esasli yeni bir gen tasiyict nanopartikiiler

sistemi ilk defa bu ¢alismada elde edebilmek igin:

v" Kitosanin molekiiler yapisinda fosfoester baglari igermesi i¢in bir alifatik amino fosfor
bilesigi ile modifikasyon reaksiyonunun gerceklestirilmesi ve iirliniin karakterizasyonu,

v Modifiye kitosan tiriinlinden nanopartikiil eldesi,

v" Nanopartikiillerin gen tasimada onemli olan 6zelliklerinin (pargacik boyutu, dagilimi ve
CP) belirlenmesi,

v' Sitotoksisite karakteristiklerinin belirlenmesi,

v Gen tagima karakteristiklerinin degerlendirilmesi i¢in “yesil floresan protein gen”i

(pEGFN1) kullanilarak in vitro gen tasima/baglama kapasitesinin belirlenmesidir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KIMYASAL MADDELER

Fosfoester baglar1 iceren modifiye kitosan (MChi-PEA) sentezi i¢in kitosan (Chi)
(deasetilasyon derecesi %75-85) (Sigma-Aldrich), orto-fosforiletanolamin (o-PEA) (Sigma-
Aldrich), ¢6ziicii olarak glasiyal asetik asit (Merck), ¢oktiiriicii olarak aseton ve tetrahidrofuran
(THF) (Sigma-Aldrich) kullanildi. Diisiik molekiil agirlikli kitosan (LMWChi) sentezi i¢in
sodyum nitrit (NaNOz) (Merck), ¢oziicii olarak hidroklorik asit (%37) (Merck) ve ¢oktiiriicii
olarak sodyum hidroksit (NaOH) (Sigma-Aldrich) kullanildi. Nanopartikiiler tasiyici
sistemlerin eldesi i¢in ise asetik asit (Merck) ve sodyum tripolifosfat (TPP) (Sigma-Aldrich)

kullanildi. Ayrica tiim deneysel calismalarda kullanilan su ise deiyonize su olarak kullanildi.

Jel elektroforez denemeleri i¢in Agaroz (Sigma-Aldrich), etidyum bromiir (molekiiler biyoloji
saflikta) (Sigma-Aldrich) ve bromofenol mavisi (Sigma-Aldrich), Tris-Asetat-EDTA (TAE, pH
8.0) tamponu hazirlanisi i¢in tris baz (Sigma-Aldrich), %99 saflikta glasiyal asetik asit (Merck)
ve EDTA (Sigma-Aldrich) kullanildi.

In vitro transfeksiyon denemelerinde insan embriyonik bobrek 293 (HEK293T) hiicre hatti
kullanild1. Hiicre kiiltlirli ve transfeksiyon denemeleri i¢in Dulbecco’nun Modifiye Eagle
Medyumu (DMEM) kullanildi. DMEM medyumunu hazirlamak i¢in sodyum piruvat (Sigma)
ve L-glutamat (Sigma), penisilin (Sigma), sodyum bikarbonat (NaHCO3) (Sigma) ve
streptomisin (Sigma) kullanildi. Fétal buzagi serumu (FCS) iceren DMEM c¢ozeltisi i¢in Sigma-
Aldrich tirtinii FCS kullanildi.

3.2. KULLANILAN CIHAZLAR
3.2.1. Fourier Transform Infrared Spektrofotometresi (FTIR)

Sentezlenen tiim tirlinlerin yapilar1 Fourier Transform Infrared Spektrofotometre (FTIR) teknigi
ile aydinlatildi. FTIR analizleri Agilent Cary 630 model FT-IR cihazinda gerceklestirildi.
Uriin/KBr oran1 1/200 mg olacak sekilde seyreltilerek hazirlanmus tabletler kullanilarak, spektra
400-4000 cm™* dalga sayis1 araliginda kaydedildi.
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3.2.2. Liyofilizator (Vakum Altinda Dondurarak Kurutucu Sistem)

Uriinlerin saflandirilmasinda, vakum altinda dondurarak kurutma islemi (liyofilizasyon) i¢in,

Telstar marka Lyo Quest model liyofilizator kullanildi.
3.2.3. Santrifiij

Santrifiij islemi i¢in maksimum 15000 rpm’de ¢alisan Hettich marka Universal 320R model

santrifiij cihazi kullanildi.

3.2.4. Zeta Potansiyeli, Partikiil Boyutu ve Patikiil Boyutu Dagilim (Polidisperslik
indeksi) (PDI) Ol¢iim Cihazi

Uriinlerin zeta potansiyelleri, partikiil biiyiikliikleri ve PDI analizleri Zetasizer Nano series

(Malvern Instruments) cihazinda 25°C’de analiz edildi.
3.2.5. Jel Gegirgenlik Kromatografisi (GPC)

Uriinlerin molekiil agirliklarinin belirlenmesi igin TOSOH EcoSEC markali GPC/SEC sistemi
kullanildi.

3.2.6. Olympus Ters Mikroskop

Hiicrelerin goriintiilenmesini saglamak ve floresan aydinlaticisi ile nanopartikiiler sistemin

transfeksiyon etkinliginin belirlenmesi i¢in IX71 model ters mikroskop kullanildi.
3.2.7. Manyetik Karistirici ve Terazi

Uriinlerin hazirlanma asamasinda WiseStir MSH model ¢oklu karistirict ve C-Mag HS 7
markali kontakt termometreli 1siticili manyetik karistiricr  kullanildi. Kullanilan kati

malzemelerin tartimi i¢in Radwag marka analitik terazi kullanildi.
3.2.8. Akis (Flow) Sitometri (Akan Hiicre Olcer)

Gen tastyic1 nanopartikiiler sistemin nicel olarak transfeksiyon etkinliginin belirlenmesi i¢in

Guava easyCyte marka akis sitometri kullanildi.
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3.3. YONTEM
3.3.1. ChiA’dan ChiAsar Sentezi

ChiAsar sentezi, ChiA’nin %4’liik asetik asit i¢erisinde ¢6ziinmesinden sonra santrifiij edilerek

liyofilizasyon islemi uygulanmasiyla elde edildi.
3.3.2. Chi’nin Depolimerizasyonu ile LMWChi Sentezi

LMWChi sentezi, kullanilan kitosandaki 1 mol glukozamin iinitesi basina 0.001-0.1 degisen
mol oranlarinda sodyum nitrit (NaNO3) ile reaksiyona tabi tutularak elde edildi. Reaksiyon
stiresi sonunda NaOH kullanilarak ¢oktiirme islemi ile reaksiyon durduruldu. Takiben olusan
LMWChi bilesikleri tekrarlanan santrifiij islemine tabi tutuldu ve list faz notr pH’a ulasana

kadar deiyonize su ile yeniden siispanse edildi. Uriinlere liyofilizasyon islemi uygulandi ve

saklandi (Sekil 3.1) [78].

Kitosan MNaMNO:

Kitosan Cazeltisi

HEl Cazeltisi
o MNaOH

P _'--'
LMTekmr'm:m T j
trifdj ile yikama| %’

. — o

Santrifi]
PR - e e am Cizik molekil
bnpflm Liyefilizatér aarkidh i
= — il

1940 P

Sekil 3.1: LMWChi sentezi [79].

3.3.3. Chi ve LMWChi Bilesiklerinin o-PEA Bilesigi ile Modifikasyon Reaksiyonu

MChi-PEA ve MLMWChi-PEA bilesiklerini sentezleyebilmek icin Chi ve LMWChi
bilesiklerinin asagida belirtilen kosullarda o-PEA bilesigi ile modifikasyon reaksiyonu
gerceklestirildi.
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Baslangi¢ bilesiklerinin %4’liikk asetik asit ¢ozeltisi iginde 1sitilarak (50-55°C) ¢oziinmesi
sagland1. Icerisine 1 mol glukozamin iinitesi basma 0,5 mol o-PEA olacak sekilde o-PEA
bilesigi ilave edildi ve 70°C’de 1 saat karistirildi. Saflastirma islemi i¢in MChi-PEA soguk As
icerisinde, MLMWChi-PEA ise THF igerisinde ¢oktiiriildi, siiziildii ve 40°C’de vakum

etiviinde kurutularak +4°C’de saklanda.

3.3.4. Nanopartikiil Hazirlama

MChi-PEA ve MLMWChi-PEA bilesiklerinden nanopartikiillerin hazirlanmasi, iyonik
jelasyon teknigine gore gergeklestirildi. MChi-PEA veya MLMWChi-PEA bilesikleri 3 mg/ml
olacak sekilde %1’lik asetik asit ¢ozeltisi igerisinde ¢oziildii ve farkli oranlarda hazirlanmak
tizere destile su ile seyreltildi. Capraz baglayici olarak kullanilan TPP, %0,1°lik (a/h) olacak
sekilde destile su ile hazirlandi ve sabit hizda (250 rpm) karistirilan kitosan bilesigi
cozeltilerinin igerisine, damla damla ilave edilerek bir saat boyunca sabit hizda (250 rpm)
karistirildi. Nanopartikiilleri (nMChi-PEA veya nMLMW(Chi-PEA) igeren ¢ozeltiler +4 °C’de
sakland1 [77,80].

3.3.5. Plazmid DNA (pDNA) Genini Tasiyan Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Boliim 3.3.2, 3.3.3 ve 3.3.4’te anlatilan sentez yontemleri ve Boliim 4.1.3-4.1.4°te anlatilan
analiz sonuglarina gore hazirlanan nanopartikiiller, pPDNA (Green Fluorescent Protein circular
plasmid DNA; pEGFN1) ile 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1, 10:1, 15:1, 20:1 gibi
degisen oranlarda (a/a) muamele edilerek nanopartikiil-gen kompleksi gnMChi-PEA ve
gnMLMWChi-PEA hazirland:.

3.3.6. gnMChi-PEA ve gnMLMWChi-PEA Uriinlerinin Jel Elektroforez Analizleri

Nanopartikiiller ile pDNA arasinda kompleks olusturma kabiliyetlerinin incelenmesi i¢in

olusturulan kompleksler jel elektroforezde (Cleaver Scientific Ltd., ingiltere) yiiriitiildii.

Agaroz, berrak ¢oOzelti olusuncaya kadar TAE, pH 8.0 tamponu igerisinde kaynatilarak
¢ozdiiriildii. Oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra ¢ozeltiye 0.5 pg/ml derisimde etidyum
bromiir ilave edildi ve daha sonra donan jel, i¢erisinde pH 8.0 TAE tamponu bulunan yiiriitme
tankina alindi. Yiiriitme i¢in 9:1 (kompleks:elektroforez yiikleme tamponu) oraninda kompleks

ile 6x agaroz jel yiikleme boyasi olan bromofenol mavisi karistirilarak jeldeki kuyucuklara
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uygulandi ve elektroforez islemi sabit 100 volt akimda 1 saatte tamamlandi. Elektroforez islemi

sonrasi, UV 151k altinda incelenen jeller fotograflari ¢ekilerek degerlendirildi [81].

Sekil 3.2: Jel elektroforez cihazi.

3.4. MCHI-PEA VE MLMWCHI-PEA URUNLERININ SiTOTOKSIiSIiTE VE IN
VITRO TRANSFEKSiIYON ETKINLiGi CALISMALARI

3.4.1. Cozeltilerin Hazirlanmas [82]

DMEM Medyumu; 13,38 g L-glutamat ve sodyum piruvat igeren toz DMEM, 60 mg penisilin,
3,7 g NaHCO3 ve 100 mg streptomisin 1 L su igerisinde ¢oziindiiriilerek hiicre kiiltiir medyumu

hazirlandi.

FCS Igeren DMEM (DMEM+FCS); 174 ml DMEM medyumu iizerine 20 ml FCS, 2 ml Na-
piruvat, 2 ml non-esansiyel aminoasit ve 2 ml L-glutamin katilarak 200 ml DMEM+FCS

medyumu hazirlandi.

FCS Icermeyen DMEM (DMEM-FCS); 194 ml DMEM medyumu iizerine 2 ml Na-piruvat, 2
ml non-esansiyel aminoasit ve 2 ml L-glutamin katilarak 200 ml DMEM-FCS medyumu

hazirlandi.
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3.4.2. HEK293T Hiicrelerinin Hazirlanmasi
3.4.2.1. Hiicrelerin Coziilmesi ve Kullanimu:

Calismalarda kullanilmak iizere Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dolerme ve Suni
Tohumlama Anabilim Dalindan saglanan HEK293T hiicreleri ayni Anabilim Dalinin

laboratuvarinda ¢ogaltilarak kullanildi.

Hiicrelerin bulundugu kriyotiip sivi azottan ¢ikarilarak 37°C’de su banyosu igerisinde
¢ozdiiriildi. 5 ml DMEM ile yikanip 5 dk. boyunca 2000 rpm’de santrifiij edilerek kriyotiip
igerisindeki hiicreler DMSO’dan arindirildi. Takiben iist faz dekante edildi, hiicreler 1 ml
DMEM igerisinde dagitildi. Elde edilen HEK293T hiicrelerinin konsantrasyonu, Thoma

laminda hemositometrik yontemle hiicre sayima ile 6l¢iildii.

Hemositometrik yontemle hiicre sayimi sirasinda %0,4 tripan mavisi kullanilarak hiicrelerin
canliligi da tespit edildi. Bu islemden sonra hiicreler birim cm?®’ye uygun oranda kiiltiir
kaplarina ekildi. 1 giin boyunca iiremeye birakildi. Daha sonra hiicreler denemelerde

kullanilacak petrilere uygun konsantrasyonda olacak sekilde dagitildu.
3.4.3. Nanopartikiillerin Sitotoksisitesinin MTT Testi ile incelenmesi

nMChi-PEA  ve nMLMWChi-PEA nanopartikiillerin ~ sitotoksisite karakteristiklerini
degerlendirmek icin, kantitatif bir yontem olan MTT testi [83] HEK293T hiicrelerine
uygulandi. Bu test, metabolik olarak aktif hiicrelerde bulunan mitokondriyal siiksinat-
dehidrojenaz enzimi ile ¢6ziinmeyen mor renkli formazan kristallerine dontisen, sar1 renkli 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) boyasiin azalmasini 6lgmeye
dayali kolorimetrik bir analizdir. Bu azalis sadece aktif hiicrelerde gerceklesmektedir ve bu

aktivite hiicrelerin canliliginin bir belirteci olarak yasayan hiicreleri belirlemede etkendir.

96 kuyucuklu petrilere, kuyucuk basima 10.000 hiicre olacak sekilde %10 FCS igeren 150 pL
DMEM’li hiicreler ekildi. 24 saat boyunca 37°C ve %5 CO;’de inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi
sonrasinda kuyucuklarda bulunan DMEM+FCS alinarak 100 pL olacak sekilde DMEM-FCS
ile nMChi-PEA ve nMLMWChi-PEA fiiriinlerinin degisen konsantrasyonlari (50, 125, 250 ve
500 pg/ml) hiicrelere ekildi. 4 saat inkiibe edildikten sonra polimer 6rneklerini igeren medyum

uzaklastirildi. Her bir kuyucuga 100 pL MTT ¢ozeltisi (DMEM-FCS igeren 1 mg/ml’lik
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cozelti) ilave edildi ve 3 saat bekletildi. Etkilesmeyen MTT uzaklastirildi ve hiicreler soguk
fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) ile yikandi. Daha sonra yasayan hiicreler tarafindan olusturulan
formazan kristallerini ¢6zmek i¢in 150 pL dimetil siilfoksit ilave edildi ve ¢oziilen boyanin
verdigi absorbans mikroplaka (Elisa) okuyucusunda 550 nm dalga boyunda kaydedildi
(ELx800, Biotek Instruments, Winooski, VT, A.B.D). Hiicre canlilik orani, Denklem 3.1°de

verilen formiile gore hesaplandi.

Hiicre canhligi (%) = _Lpotimer 100 (3.1)

sadece DMEM

Denklem 3.1°de Apolimer; polimer 6rnekleri ile inkiibe edilmis hiicrelerin ortalama absorbans
degerini, Asadece boMem IS¢ DMEM-FCS ile inkiibe edilmis kontrol hiicrelerin ortalama absorbans

degerini belirtmektedir.
3.4.4. Nanopartikiiler Sistemlerin Transfeksiyon Etkinligi

Yukarida anlatilmis olan tiim analiz sonuglarma gore uygun 6zelliklere sahip gnMChi-PEA ve
gnMLMWChi-PEA iriinlerinin transfeksiyon etkinligi HEK293T hiicrelerinde denendi. 24°1i
kuyucuklara 20.000 civarinda eritilen hiicreler ekildi ve 1 giin boyunca proliferasyon yani
hiicrelerin ¢ogalmast i¢in 37°C’de CO: etiiviinde inkiibe edildi. 1 giin sonunda hiicre
proliferasyonu mikroskopta kontrol edilerek DMEM+FCS medyumu alindi. Nanopartikiiler
sistemler ve DMEM-FCS hiicreler lizerine eklendi ve 4 saat 37°C’de COz inkiibatoriinde inkiibe
edildi. 4. saatin sonunda hiicre lizerindeki medyum atilarak yerine tekrar DMEM-+FCS
medyumu eklendi ve 3 gilin boyunca 37°C’de COz etiiviinde inkiibe edildi. Nanopartikiiler
tastyicilarin transfeksiyon etkinligi, 3. glin sonunda hiicrelerdeki yesil floresan proteini
ekspresyonlart Olympus IX71 model ters mikroskopta 460-480 nm floresans 1s1k altinda
incelendi. Hiicrelerin gostermis olduklari yesil 1simaya dayanilarak transfekte hiicreler
belirlendi. Takiben 24°1i kuyucuklardaki medyum uzaklastirilarak, her biri 250 uLL PBS ile
yikandi ve PBS uzaklastirildi. Her bir kuyucuga 250 pL %0.25 Tripsin-EDTA ¢ozeltisi ilave
edilerek 2 dakika etlivde bekletildi. Hiicrelerin yiizeyden hareketlenmesi saglandiktan sonra
kuyucuklar iyice yikandi. Hareketlenen hiicrelerin 6lmemesi igin tripsinin aktivitesini
durdurmak amaciyla kuyucuklar 500 phL DMEM+FCS ile yikanarak santrifiij tiiplerine alind
ve 1000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi. Siipernatant atildi, ¢oken hiicreler 300 pL PBS ile
sulandirilarak 96’11 kuyucuklara yiiklendi ve akig sitometride 488 nm dalga boyunda

transfeksiyon etkinligi belirlendi.
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Polipleksin izerine

medyum ilavesi

Polimer nanopartikil
formilasyonu Gen

~

3 giin inkiibe edildikten sonra, kuyucuklar medyum ile ckme iglemi
yikanip santrifijlenir ve transfeksiyonuna bakilir

Sekil 3.3: Transfeksiyon igleminin hazirlanisi [84].
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4. BULGULAR

4.1. DUSUK MOLEKUL AGIRLIKLI KiTOSAN VE MODIFIiYE KIiTOSAN
URUNLERININ ELDE EDILMESINE AiT DENEMELER

Iki farkli fiziksel 6zellikteki Chi drnegi [toz (ChiA) ve ipliksi kati (ChiB)] Béliim 3.3.3°te
anlatildigi gibi o-PEA bilesigi ile modifiye edildi (Deneme 1-2). Takiben daha uygun
Ozelliklerdeki ChiA ornegi c¢esitli fiziksel islemlerden gegirilerek saflandirilmis kitosan
(ChiAsaf) elde edildi (Deneme 3) ve ChiA ile nanopartikiil ozellikleri bakimindan
karsilagtirmalar1 yapilirken ayrica bunlardan elde edilen LMWChi (Deneme 4-5) ile de ayn
karsilagtirmalar gerceklestirildi. Bolim 3.3.2°de anlatilan depolimerizasyon yontemine gore
belirlenen mol araliklarinda hesaplanan NaNO; miktarlari ile kitosanin depolimerizasyonu
asagida belirtilen denemelerde (Deneme 6-11) gergeklestirildi. Elde edilen depolimerizasyon
tiriinleri ile kitosanin o-PEA bilesigi ile modifikasyon reaksiyonlar1 ise Bolim 3.3.3°te

anlatildig1 yonteme gore asagida verilen denemelerde (Deneme 12-16) gerceklestirildi.

Deneme 1

1 g ChiA, 100 ml %4’lik asetik asit ¢ozeltisi igerisinde (4 ml asetik asit+96 ml destile su) bir
giin boyunca 50-55°C’de 1sitilarak ¢oziinmeye birakildi. Coziindiikten sonra, 0.394 g o-PEA
katilarak 70°C’de boyunlu reaktérde, su banyosunun igerisinde 1 saat karigtirildi. 1 saatin
sonunda ¢ozelti soguk aseton igerisine dokiilerek ¢oktiiriildii ve 40°C’de vakum etiiviinde
kurutuldu, buzdolabinda +4°C’de saklandi. Uriine ait nanopartikiil ¢alismalar1 Bliim 4.1.3-

Nanopartikiil Deneme 1°de verilmistir.

Deneme 2

1 g ChiB, 100 ml %4’liik asetik asit ¢ozeltisi igerisinde (4 ml asetik asit+96 ml destile su) bir
glin boyunca 50-55°C’de 1sitilarak ¢oziinmeye birakildi. Coziindiikten sonra, 0.394 g o-PEA
katilarak 70°C’de boyunlu reaktdrde, su banyosunun igerisinde 1 saat karistirildi. 1 saatin
sonunda ¢ozelti soguk aseton igerisine dokiilerek ¢oktiiriildii ve 40°C’de vakum etiiviinde

kurutuldu, buzdolabinda +4°C’de saklandi. Urline ait nanopartikiil ¢alismalart Boliim 4.1.3-

Nanopartikiil Deneme 1°de verilmistir.
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Deneme 3

1 g ChiA, %4 asetik asit iceren 100 ml’lik asetik asit-destile su ¢ozeltisine bir giin boyunca
¢oziinmeye birakildi. Coziindiikten sonra, ¢ozelti santrifiij edilerek ¢éziinmeyen kisimlarin
cokmesi saglandi ve iist sivi dekante edilerek petrilere aktarildi. Petrilerdeki sivilar
dondurulduktan sonra liyofilizasyon islemine tabi tutularak ChiAss Uriinii elde edildi.
Buzdolabinda +4°C’de saklandi. Uriine ait nanopartikiil ¢alismalar1 BSliim 4.1.3-Nanopartikiil

Deneme 2’de verilmistir.

Deneme 4

1 g ChiAsat, %0.5 (a/h) oraninda 50 mM HCI ¢6zeltisinde ¢ozdiiriilmek {izere, hazirlanan 200
ml (0.84 ml HCI+199.16 ml destile su) ¢6zelti igerisinde bir giin boyunca ¢dziinmeye birakildi.
ChiAsar ¢oziindiikten sonra, 0.02 g NaNO> ChiAsas ¢ozeltisine katilarak 16 saat oda sicakliginda
reaksiyon gercgeklestirildi. 16 saatin sonunda pH’1 10’un iizerine getirmek icin 6 N NaOH
kullanilarak ¢oktiirme islemi ile reaksiyon sona erdirildi. Daha sonra santrifiijde 5000 rpm’de
5 dk. boyunca kitosanlar santrifiij edildi ve slipernatantlar nétr pH’a ulasana kadar destile su ile
yikama yapilarak santrifiije devam edildi. pH nétrlendikten sonra, ¢oken kitosanlar santrifiij
tiiplinde yikanarak petrilere koyulup dondurulduktan sonra liyofilizatérde kurutuldu ve elde
edilen LMWChiAss iiriinii buzdolabinda +4°C’de saklandi. Uriine ait nanopartikiil ¢alismalari

Boliim 4.1.3-Nanopartikiil Deneme 3’te verilmistir.

Deneme 5

1 g ChiA, %0.5 (a/h) oraninda 50 mM HCI ¢ozeltisinde ¢ozdiiriilmek iizere, hazirlanan 200 ml
(0.84 ml HCI+199.16 ml destile su) ¢ozelti igerisinde bir giin boyunca ¢éziinmeye birakildi.
ChiA ¢oziindiikten sonra, 0.02 g NaNO2 ChiA ¢o6zeltisine katilarak 16 saat oda sicakliginda
reaksiyon gerceklestirildi. 16 saatin sonunda pH’1 10’un iizerine getirmek i¢in 6 N NaOH
kullanilarak ¢oktiirme islemi ile reaksiyon sona erdirildi. Daha sonra santrifiijde 5000 rpm’de
5 dk. boyunca kitosanlar santrifiij edildi ve slipernatantlar nétr pH’a ulasana kadar destile su ile
yikama yapilarak santrifiije devam edildi. pH nétrlendikten sonra, ¢oken kitosanlar santrifiij
tiptinde yikanarak petrilere koyulup dondurulduktan sonra liyofilizatorde kurutuldu ve elde
edilen LMWChiA firiinii buzdolabinda +4°C’de saklandi. Uriine ait nanopartikiil ¢aligmalari

Boliim 4.1.3-Nanopartikiil Deneme 3’te verilmistir.
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Deneme 6

1 g ChiA, %0.5 (a/h) oraninda 50 mM HCI ¢6zeltisinde ¢ozdiiriilmek {izere, hazirlanan 200 ml
(0.84 ml HCI+199.16 ml destile su) ¢ozelti igerisinde bir glin boyunca ¢oziinmeye birakildi.
Chi ¢oziindiikten sonra, 0.0004 g NaNO; Chi ¢ozeltisine katilarak 16 saat oda sicakliginda
reaksiyon gergeklestirildi. 16 saatin sonunda pH’1 10’un iizerine getirmek i¢in 6 N NaOH
kullanilarak ¢oktiirme islemi ile reaksiyon sona erdirildi. Daha sonra santrifiijde 5000 rpm’de
5 dk. boyunca kitosanlar santrifiij edildi ve slipernatantlar nétr pH’a ulasana kadar destile su ile
yikama yapilarak santrifiije devam edildi. pH notrlendikten sonra, ¢oken kitosanlar santrifiij
tipiinde yikanarak petrilere koyulup dondurulduktan sonra liyofilizatorde kurutuldu ve elde
edilen LMWChig 4 tiriinii buzdolabinda +4°C’de saklandi.

Deneme 7

1 g ChiA, %0.5 (a/h) oraninda 50 mM HCI ¢6zeltisinde ¢ozdiiriilmek {izere, hazirlanan 200 ml
(0.84 ml HCI+199.16 ml destile su) ¢ozelti igerisinde bir giin boyunca ¢oziinmeye birakildi.
Chi ¢oziindiikten sonra, 0.01 g NaNO; Chi ¢ozeltisine katilarak 16 saat oda sicakliginda
reaksiyon gergeklestirildi. 16 saatin sonunda pH’1 10’un iizerine getirmek icin 6 N NaOH
kullanilarak ¢oktiirme islemi ile reaksiyon sona erdirildi. Daha sonra santrifiijde 5000 rpm’de
5 dk. boyunca kitosanlar santrifiij edildi ve stipernatantlar ndtr pH’a ulasana kadar destile su ile
yikama yapilarak santrifiijje devam edildi. pH nétrlendikten sonra, ¢oken kitosanlar santrifiij
tipiinde yikanarak petrilere koyulup dondurulduktan sonra liyofilizatorde kurutuldu ve elde
edilen LMWChiy {irtinii buzdolabinda +4°C’de saklandi.

Deneme 8

1 g ChiA, %0.5 (a/h) oraninda 50 mM HCI ¢ozeltisinde ¢ozdiiriilmek tizere, hazirlanan 200 ml
(0.84 ml HCI+199.16 ml destile su) ¢ozelti igerisinde bir giin boyunca ¢éziinmeye birakildi.
Chi ¢oziindiikten sonra, 0.02 g NaNO2 Chi ¢ozeltisine katilarak 16 saat oda sicakliginda
reaksiyon gergeklestirildi. 16 saatin sonunda pH’1 10’un iizerine getirmek i¢in 6 N NaOH
kullanilarak ¢oktiirme islemi ile reaksiyon sona erdirildi. Daha sonra santrifiijde 5000 rpm’de
5 dk. boyunca kitosanlar santrifiij edildi ve slipernatantlar nétr pH’a ulasana kadar destile su ile
yikama yapilarak santrifiije devam edildi. pH notrlendikten sonra, ¢oken kitosanlar santrifiij
tiipiinde yikanarak petrilere koyulup dondurulduktan sonra liyofilizatérde kurutuldu ve elde
edilen LMWChiy iiriinii buzdolabinda +4°C’de saklandi.
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Deneme 9

1 g ChiA, %0.5 (a/h) oraninda 50 mM HCI ¢6zeltisinde ¢ozdiiriilmek {izere, hazirlanan 200 ml
(0.84 ml HCI+199.16 ml destile su) ¢ozelti igerisinde bir giin boyunca ¢éziinmeye birakildi.
Chi ¢oziindiikten sonra, 0.03 g NaNOz Chi ¢ozeltisine katilarak 16 saat oda sicakliginda
reaksiyon gergeklestirildi. 16 saatin sonunda pH’1 10’un iizerine getirmek i¢in 6 N NaOH
kullanilarak ¢oktiirme islemi ile reaksiyon sona erdirildi. Daha sonra santrifiijde 5000 rpm’de
5 dk. boyunca kitosanlar santrifiij edildi ve slipernatantlar nétr pH’a ulasana kadar destile su ile
yikama yapilarak santrifiijje devam edildi. pH nétrlendikten sonra, ¢oken kitosanlar santrifiij
tipiinde yikanarak petrilere koyulup dondurulduktan sonra liyofilizatorde kurutuldu ve elde
edilen LMWChis tirtinii buzdolabinda +4°C’de saklandi.

Deneme 10

1 g ChiA, %0.5 (a/h) oraninda 50 mM HCI ¢6zeltisinde ¢ozdiiriilmek {izere, hazirlanan 200 ml
(0.84 ml HCI+199.16 ml destile su) ¢ozelti igerisinde bir giin boyunca ¢éziinmeye birakildi.
Chi ¢oziindiikten sonra, 0.04 g NaNO; Chi ¢ozeltisine katilarak 16 saat oda sicakliginda
reaksiyon gergeklestirildi. 16 saatin sonunda pH’1 10’un iizerine getirmek i¢cin 6 N NaOH
kullanilarak ¢oktiirme islemi ile reaksiyon sona erdirildi. Daha sonra santrifiijde 5000 rpm’de
5 dk. boyunca kitosanlar santrifiij edildi ve stipernatantlar ndtr pH’a ulasana kadar destile su ile
yikama yapilarak santrifiije devam edildi. pH nétrlendikten sonra, ¢oken kitosanlar santrifiij
tipiinde yikanarak petrilere koyulup dondurulduktan sonra liyofilizatorde kurutuldu ve elde
edilen LMWChij iiriinii buzdolabinda +4°C’de saklandi.

Deneme 11

1 g ChiA, %0.5 (a/h) oraninda 50 mM HCI ¢ozeltisinde ¢ozdiiriilmek tizere, hazirlanan 200 ml
(0.84 ml HCI+199.16 ml destile su) ¢ozelti igerisinde bir giin boyunca ¢éziinmeye birakildi.
Chi ¢o6ziindiikten sonra, 0.05 g NaNO> Chi ¢ozeltisine katilarak 16 saat oda sicakliginda
reaksiyon gergeklestirildi. 16 saatin sonunda pH’1 10’un iizerine getirmek i¢cin 6 N NaOH
kullanilarak ¢oktiirme islemi ile reaksiyon sona erdirildi. Daha sonra santrifiijde 5000 rpm’de
5 dk. boyunca kitosanlar santrifiij edildi ve slipernatantlar nétr pH’a ulasana kadar destile su ile
yikama yapilarak santrifiijje devam edildi. pH nétrlendikten sonra, ¢dken kitosanlar santrifiij
tiipiinde yikanarak petrilere koyulup dondurulduktan sonra liyofilizatérde kurutuldu ve elde
edilen LMWChis iiriinii buzdolabinda +4°C’de saklandi.
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Deneme 12

1 g ChiA, 100 ml %4’liik asetik asit ¢ozeltisi i¢erisinde (4 ml asetik asit+96 ml destile su) bir
giin boyunca 50-55°C’de 1sitilarak ¢oziinmeye birakildi. Coziindiikten sonra, 0.394 g o-PEA
katilarak 70°C’de boyunlu reaktérde, su banyosunun igerisinde 1 saat karistirildi. 1 saatin
sonunda ¢ozelti soguk aseton igerisine dokiilerek ¢oktiiriildii ve 40°C’de vakum etiiviinde
kurutuldu. Buzdolabinda +4°C’de saklandi. Uriine ait nanopartikiil ¢alismalar1 Boliim 4.1.3-

Nanopartikiil Deneme 4-5’te verilmistir.

Deneme 13

1 g LMWChiy, 100 ml %4’liik asetik asit ¢ozeltisi i¢erisinde (4 ml asetik asit+96 ml destile su)
bir giin boyunca 50-55°C’de 1sitilarak ¢6ziinmeye birakildi. Coziindiikten sonra, 0.394 g o-PEA
katilarak 70°C’de boyunlu reaktérde, su banyosunun igerisinde 1 saat karistirildi. 1 saatin
sonunda ¢ozelti soguk aseton igerisine dokiilerek ¢oktiiriildii ve 40°C’de vakum etiiviinde
kurutuldu. Buzdolabinda +4°C’de saklandi. Uriine ait nanopartikiil ¢alismalar1 Boliim 4.1.3-

Nanopartikiil Deneme 6’da verilmistir.

Deneme 14

1 g LMWChiz, 100 ml %4’liik asetik asit ¢ozeltisi i¢erisinde (4 ml asetik asit+96 ml destile su)
bir giin boyunca 50-55°C’de 1sitilarak ¢6ziinmeye birakildi. Coziindiikten sonra, 0.394 g o-PEA
katilarak 70°C’de boyunlu reaktérde, su banyosunun igerisinde 1 saat karistirildi. 1 saatin
sonunda ¢ozelti soguk aseton igerisine dokiilerek ¢oktiiriildii ve 40°C’de vakum etiiviinde
kurutuldu. Buzdolabinda +4°C’de saklandi. Uriine ait nanopartikiil ¢aligmalar1 Boliim 4.1.3-

Nanopartikiil Deneme 6’da verilmistir.

Deneme 15

1 g LMWChiz, 100 ml %4’liik asetik asit ¢ozeltisi i¢erisinde (4 ml asetik asit+96 ml destile su)
bir giin boyunca 50-55°C’de 1sitilarak ¢6ziinmeye birakildi. Coziindiikten sonra, 0.394 g o-PEA
katilarak 70°C’de boyunlu reaktorde, su banyosunun igerisinde 1 saat karistirildi. 1 saatin
sonunda ¢ozelti soguk aseton igerisine dokiilerek ¢oktiiriildii ve 40°C’de vakum etiiviinde
kurutuldu. Buzdolabinda +4°C’de saklandi. Uriine ait nanopartikiil ¢alismalar1 Boliim 4.1.3-

Nanopartikiil Deneme 6’da verilmistir.
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Deneme 16

1 g LMWChis, 100 ml %4’liik asetik asit ¢ozeltisi i¢erisinde (4 ml asetik asit+96 ml destile su)
bir giin boyunca 50-55°C’de 1sitilarak ¢6ziinmeye birakildi. Coziindiikten sonra, 0.394 g o-PEA
katilarak 70°C’de boyunlu reaktorde, su banyosunun igerisinde 1 saat karistirildi. 1 saatin
sonunda ¢ozelti soguk aseton igerisine dokiilerek ¢oktiiriildii ve 40°C’de vakum etiiviinde
kurutuldu. Buzdolabinda +4°C’de saklandi. Uriine ait nanopartikiil ¢alismalar1 Boliim 4.1.3-

Nanopartikiil Deneme 6’da verilmistir.
4.1.1. MChi-PEA ve MLMW(Chi-PEA Uriinlerinin FTIR Analiz Sonuclari

Bolim 3.3.2°de anlatildigi sekilde elde edilen LMWChi, MChi-PEA ve MLMWChi-PEA
iriinlerinin FTIR analizleri Bolim 3.2.1°de anlatildig1 sekilde gergeklestirildi ve spektra
asagida Sekil 4.1 ve 4.2°de sunulmustur.
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Sekil 4.1: 0-PEA, Chi ve MChi-PEA fiirliniine ait FTIR spektra.
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Sekil 4.2: 0-PEA, LMWChi ve MLMWChi-PEA iiriiniine ait FTIR spektra.

4.1.2. Uriinlerin GPC Analizi Sonuclari

Chi, LMWChi, MChi-PEA ve MLMWChi-PEA triinlerine ait ornekler %1’°lik asetik asit
igerisinde ¢oziindiikten sonra, 1 mg/ml olacak sekilde 0.2 mol/I’lik sodyum asetat tamponu ile
ornekler tamamlanarak viallere koyuldu ve cihaza yiiklendi. GPC analizi sonuglarina gore
orneklerin ortalama molekiil agirliklart Mn ve My ile PDI degerleri Tablo 4.1°de, toplu haldeki
karsilastirmali GPC grafikleri ise Sekil 4.3 ve 4.4’te verilmistir.
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Tablo 4.1: GPC analizi sonuglart.

Mn (kDa) M (kDa)
103.1 268.3
88.4 138.4
16.9 24.9
135 17.2
111 145
8.3 10.7
8.6 11.6
176.4 271.7
29.9 47.8
23.1 40.5
15.7 50.0
135 48.7

PDI (Mu/M,)
2.601
1.565
1.469
1.273
1.306
1.286
1.339
1.540
1.601
1.753
3.175

3.611
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= Normal Kitosan = LMWCH (0.02g NaNO2'li) = LMWCH (0.0004g NaNO2'l})

= LMWCH (0.04g NaNO2'li) LMWCH (0.01g NaNO2'li)
= LMWCH (0.03g NaNO2'li) LMWCH (0.06g NaNO2'li)
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Sekil 4.3: Chi, LMWChio4 (0.0004 g NaNO;), LMW(Chi; (0.01 g NaNOz), LMWChi; (0.02 g NaNOy),
LMWChis (0.03 g NaNOy), LMWChis (0.04 g NaNO_), LMWChis (0.05 g NaNO;) GPC analizi

sonuglart.

MChi-PEA = MLMWCH-PEA (0.02g NaNO2'li)
= MLMWCH-PEA (0.04g NaNO2'li) MLMWCH-PEA (0.01g NaNO2'li)
= MLMWCH-PEA (0.03g NaNO2'li)

0.24
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Sekil 4.4: MChi-PEA, MLMWChi-PEA; (0.01 g NaNO,), MLMWChi-PEA, (0.02 g NaNOy),
MLMWChi-PEA; (0.03 g NaNO,), MLMWChi-PEA, (0.04 g NaNO,) GPC analizi sonuglart.
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4.1.3. Chi ve MChi Uriinlerinden Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Nanopartikiil Deneme 1

Boliim 3.3.4te belirtildigi sekilde Chi ve MChi 6rnekleri 3 mg/ml olacak sekilde %1°lik asetik

asit icerisinde ¢oziindiikten sonra Tablo 4.2°de belirtildigi miktarlarda ¢alisilarak nanopartikiil

formiilasyonlar1 hazirlandi. Sonuglar Tablo 4.2’de sunulmustur.

Tablo 4.2: Nanopartikiil formiilasyonlarinin partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyeli degerleri.

Chi veya MChi | Cézelti hacmi Chi veya TPP miktan
(%) (ml) MChi:TPP (ml)
(a/a)
Parametre
0.10 6.67 4:1 5
Nanopartikiil Chi veya Partikiil PDI Zeta Potansiyeli
Formiilasyonu MChi: TPP Boyutu (nm) (mV)
(a/a)
nChiA 4:1 344,4 0,533 53.7+3.67
nMChiA-PEA 4:1 190,7 0,405 43.2+4.91
nChiB 4:1 339,8 0,626 62.3+4.08
nMChiB-PEA 4:1 187,1 0,457 43.3+4.13

Nanopartikiil Deneme 2

Boliim 4.1.3 ve Tablo 4.2°ye gore belirtilen sonuglara goére daha uygun 6zelliklerdeki ChiA

ornegi %4 liik asetik asit igerisinde ¢oziiniip liyofilize edilerek elde edilmis olan saflandirilmis

kitosan (ChiAsaf) ve ChiA ile Boliim 3.3.4°te ve Tablo 4.3’te belirtildigi sekilde nanopartikiil

formiilasyonlari hazirlama denemeleri gergeklestirildi ve sonuglar1 Tablo 4.4—4.5’te verilmistir.
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Tablo 4.3: ChiAss; ve ChiA nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasinda kullanilan parametreler.

Nanopartikiil ChiAsas veya ChiAsas veya ChiAsas veya TPP Miktar:
Formiilasyonu ChiA (%) ChiA Cozeltisi ChiA:TPP (ml)
Hacmi (ml) (a/a)

N 31 3.3
ny 0.05 3.33 41 25
N3 5:1 2.0
N4 31 6.7
ne 0.10 6.67 41 50
Ne 51 4.0
ny 3:1 10.0
e 0.15 10.00 41 75
Ny 51 6.0
N1o 3:1 13.3
- 0.20 13.33 41 10.0
N1z 51 8.0
N13 3:1 16.7
N 0.25 16.67 41 195
Nis 51 10.0




50

Tablo 4.4: ChiAss nanopartikiil formiilasyonlarinin partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyeli degerleri.

Nanopartikiil Partikiil Boyutu PDI Zeta Potansiyeli

Formiilasyonu (nm) (mV)
N1-ChiAgar 158,6 0,480 33.0+£9.77
N2-ChiAsat 183,1 0,456 33.0+£10.0
N3-ChiAsat 2129 0,512 30.0+£9.77
N4-ChiAsat 163,5 0,690 35.247.23
N5-ChiAsat 228,2 0,522 35.0+£9.77
Ne-ChiAsar 252,7 0,531 33.0+6.70
N7-ChiAsar 187,2 0,559 33.5+6.02
Ng-ChiAsat 221,0 0,479 33.0+£2.57
No-ChiAsar 266,0 0,544 30.0+6.45
N10-ChiAsaf 171,1 0,509 34.4+5.89
N11-ChiAsas 250,7 0,516 28.0+5.0
N12-ChiAsas 286,4 0,550 28.0+7.90
N13-ChiAsas 283,6 0,328 26.4+4.43
N14-ChiAsas 248,5 0,477 29.049.0
N15-ChiAsar 319,3 0,625 25+8.50




o1

Tablo 4.5: ChiA nanopartikiil formiilasyonlarinin partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyeli degerleri.

Nanopartikiil Partikiil Boyutu PDI Zeta Potansiyeli

Formiilasyonu (nm) (mV)
ni-ChiA 97,40 0,412 36.043.00
nz-ChiA 129,0 0,480 35.245.20
ns-ChiA 147,1 0,479 36.0+8.31
ns-ChiA 96,84 0,399 37.8+7.76
ns-ChiA 127,9 0,495 35.049.00
ng-ChiA 155,0 0,509 30.046.00
n7-ChiA 144,4 0,482 39.5+4.77
ng-ChiA 163,9 0,611 33.0+5.57
ne-ChiA 204,3 0,614 30.046.00
N1o-ChiA 150,0 0,522 41.5+3.35
nu-ChiA 206,7 0,569 32.0+5.0
N12-ChiA 2458 0,545 32.0+7.20
Nis-ChiA 156,9 0,564 35.5+3.56
Nu-ChiA 199,0 0,643 32.0+4.0
nis-ChiA 282,0 0,596 3045.50
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Nanopartikiil Deneme 3

Boliim 3.3.2°de belirtilen yonteme gore ChiA ve ChiAsar kullanilarak depolimerizasyonla diisiik
molekiil agirlikli kitosanlar olan LMWChiA ve LMWChiAss Sentezlendi ve bunlardan
nanopartikiil formiilasyonlar1 hazirlandi. Bunlara ait 6zellikler Tablo 4.6’da sunulmustur.

Tablo 4.6: LMWChiA ve LMWChiAsas nanopartikiil formiilasyonlarinin partikiil boyutu, PDI ve zeta
potansiyeli degerleri.

Nanopartikiil Kitosan | Kitosan:TPP Partikiil PDI Zeta Potansiyeli
Formiilasyonu (%) Oran Boyutu (nm) (mV)

Mi-LMWChiA 3:1 165,0 0,133 27.046.83
N LMWChIA | o 41 142,8 0,118 30.044.57
nz-LMWChiIA 5:1 141,1 0,136 33.4+104
Ma-LMWChiAsar 3:1 131,9 0,383 30.75.59
ns-LMWChiAa | 0.05 41 131,9 0,294 35.5+8.14
Ne-LMWChiAss 5:1 137,2 0,277 39.047.99

Yapilan denemeler sonucunda toz haldeki kitosan olan ChiA’dan elde edilen nanopartikiil
formiilasyonlarinin daha uygun &zelliklere sahip oldugu sonucuna varildigindan, takip eden
denemelerde ChiA ve ondan elde edilmis olan {iriinler ile ¢alisilmaya karar verildi. Asagidaki

tablolarda ChiA sadece Chi olarak kisaltilmis sekliyle verildi.

Nanopartikiil Deneme 4

Tablo 4.3’te verilen parametrelere gore belirtilen miktarlarda, MChi-PEA iirliniine ait

nanopartikiil formiilasyonu hazirlama denemesi yapildi ve sonuglar1 Tablo 4.7°de sunulmustur.
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Tablo 4.7: MChi-PEA nanopartikiil formiilasyonlarinin partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyeli

degerleri.
Nanopartikiil MChi-PEA | Partikiil Boyutu PDI Zeta Potansiyeli
Formiilasyonu (%) (nm) (mV)
nMChi-PEA;
2384 1,000 -
nMChi-PEA;
0.05 104,9 0,312 22.3+5.14
NMChi-PEA;
84,83 0,434 28.4+4.85
NMChi-PEA,
2166 0,916 -
nMChi-PEAs
0.10 216,9 0,342 20.8+4.01
NMChi-PEAg
177,26 0,379 28.1+15.2
nMChi-PEA;
2960 0,215 -
NMChi-PEAg
0.15 218,6 0,316 19.3+£3.76
NMChi-PEAg
85,48 0,331 24.2+3.49
nMChi-PEAlo
2493 0,534 -
nMChi-PEAu
0.20 250,5 0,421 18.1+3.39
nMChi-PEAlz
98,06 0,248 22.6+7.18
nMChi-PEAls
1,288 1,000 -
nMChi-PEA14
0.25 161,7 0,241 18.0+4.87
nMChi-PEAls
104,1 0,261 23.0+5.25
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4.1.4. MChi-PEA ve MLMWChi-PEA Uriinleri ile nMChi-PEA ve nMLMWChi-PEA

Nanopartikiil Formiilasyonlarimin Hazirlanmasi

Tablo 4.7°de elde edilen sonuglara gore %0.05 MChi-PEA igeren nanopartikiil
formiilasyonlarindan nMChi-PEA; ve nMChi-PEAgz formiilasyonlari istenilen 6zelliklere sahip
elde edildigi i¢in Boliim 3.3.4’te anlatilan yontem ve Tablo 4.8-4.9°da belirtilen parametrelere
gore nMChi-PEA ve nMLMWChi-PEA nanopartikiilleri formiilasyonlart hazirlandi
(Nanopartikiil Deneme 5-6). nMLMW(ChIi-PEA nanopartikiilleri i¢in; Bolim 4.1°de ifade
edilen LMWChi sentezinde 4 farkli NaNO; miktar1 kullanilarak elde edilen diisiik molekiil
agirlikli kitosanlara Boliim 3.3.3’te belirtildigi gibi modifikasyon reaksiyonu uyguland: ve 4
farkli tirlinlin de nanopartikiil formiilasyonlar1 hazirlandi. 45 mg/15 ml olacak sekilde %1 asetik
ait icerisinde ¢oziilen MChi-PEA ve MLMW(Chi-PEA iiriinleri, 10 mg/10ml derisimde destile

su i¢erisinde hazirlandi ve TPP ile muamele edildi.

Nanopartikiil Deneme 5

Tablo 4.8: nMChi-PEA nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasinda kullanilan parametreler.

Nanopartikiil MChi-PEA (%) MChi-PEA MChi-PEA:TPP TPP Miktar1
Formiilasyonu Cozeltisi Hacmi (a/a) (ml)
(ml)
nMChi-PEA: 31 1.667
nMChi-PEA; 4:1 1.250
nMChi-PEA; 5:1 1.000
nMChi-PEA, 6:1 0.833
NMChi-PEAs 0.05 1.67 7:1 0.714
nNMChi-PEAg 8:1 0.625
nMChi-PEA; 9:1 0.556
nMChi-PEAg 10:1 0.500
nMChi-PEA 20:1 0.250




Nanopartikiil Deneme 6

Tablo 4.9: nMLMWChi-PEA nanopartikiil

parametreler.
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formiilasyonlarinin  hazirlanmasinda  kullanilan

NMLMW(Chi-PEA*

MLMWChi- MLMWChi- MLMWChi- TPP Miktar1
PEA PEA Cozeltisi PEA:TPP (ml)
(%) Hacmi (ml) (a/a)

31 1.667
4:1 1.250
5:1 1.000
6:1 0.833
0.05 1.67 7:1 0.714
8:1 0.625
9:1 0.556
10:1 0.500
20:1 0.250
31 3.330
4:1 2.500
5:1 2.000
6:1 1.666
0.10 3.33 71 1.428
8:1 1.250
9:1 1.111
10:1 1.000

*: NMLMW(Chi-PEA1.4 formiilasyonlarinin hazirlanmasinda bu tabloda verilen parametreler

kullanilmistir (Tablo 4.11-4.15).

4.1.4.1. nMChi-PEA ve nMLMWChi-PEA Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Partikiil

Biiyiikliigii, PDI ve Zeta Potansiyeline Ait Bulgular

Boliim 4.1.4 nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlandigi Nanopartikiil Deneme 5 ve 6’da

belirtilen parametreler ile hazirlanan nMChi-PEA ve nMLMWChi-PEA nanopartikiillerinin

partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyel degerleri Tablo 4.10-4.14’te verilmistir. Uygun
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Ozelliklerde olan 6rneklere ait partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyeli degerlerine ait grafikler

ise Sekil 4.5-4.16°da verilmistir.

Tablo 4.10: nMChi-PEA nanopartikiil formiilasyonlariin partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyeli

degerleri.
Nanopartikiil MChi-PEA:TPP | Partikiil Boyutu PDI Zeta Potansiyeli
Formiilasyonu (a/a) (nm) (mV)
NMChi-PEA: 3:1 97,40 0,410 28.4+4.85
NMChi-PEA; 4:1 80,15 0,400 31.9+3.87
NMChi-PEA; 51 85,37 0,390 42.2+6.91
nMChi-PEA4 6:1 89,86 0,416 40.5+3.56
nMChi-PEAs 7:1 99,50 0,547 40.1+£3.92
NMChi-PEAg 8:1 101,2 0,468 47.8+5.95
nMChi-PEA; 9:1 111,6 0,481 51.8+6.66
NMChi-PEAg 10:1 137,8 0,691 48.5+6.85
NMChi-PEAy 20:1 188,9 0,410 58.9+6.94
Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.5: nMChi-PEA;3 (9%0.05) nanopartikiiliine ait partikiil boyutu grafigi.
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Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.6: nMChi-PEA; (%0.05) nanopartikiiliine ait zeta potansiyeli grafigi.
Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.7: nMChi-PEAg (%0.05) nanopartikiiliine ait partikiil boyutu grafigi.
Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.8: nMChi-PEAs (%0.05) nanopartikiiliine ait zeta potansiyeli grafigi.
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Tablo 4.11: nMLMWChi-PEA; (0.01g NaNO2’li)* nanopartikiil formiilasyonlarinin partikiil boyutu,
PDI ve zeta potansiyeli degerleri.

y MLMWChi-PEA; Partikiil Boyutu Zeta Potansiyeli
NMLMW(Chi-PEA; “TPP (ala) (nm) PDI (mv)
NMLMWChi-PEAL 31 105,2 0,215 20.4+4.98
NMLMWChi-PEA,, 4:1 85,78 0,400 29.0+7.31
NMLMWChi-PEA13 5:1 1094 0,474 37.3+6.36
NMLMW(Chi-PEA4 6:1 103,6 0,505 35.6+£9.95
NMLMWChi-PEAs 71 89,72 0,396 31.1+11.2
NMLMW(Chi-PEA 8:1 92,93 0,301 41.0+6.35
NMLMWChi-PEA; 9:1 105,4 0,415 37.7£12.3
NMLMWChi-PEAs 10:1 101,1 0,380 41.0+8.91
NMLMWChi-PEAs 20:1 101,9 0,380 37.546.24

*0.01 g NaNO; ile sentezlenen MLMWChi’dan elde edilen nanopartikiiller.
Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.9: nMLMWChi-PEAu1 (%0.05) nanopartikiiliine ait partikiil boyutu grafigi.
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Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.10: NMLMW(Chi-PEA11 (%0.05) nanopartikiiliine ait zeta potansiyeli grafigi.

Tablo 4.12: nMLMWChi-PEA; (0.02g NaNO2’li)* nanopartikiil formiilasyonlarinin partikiil boyutu,
PDI ve zeta potansiyeli degerleri.

NMLMWChi-PEA; | MLMWChi-PEA; | Partikiil Boyutu PDI Zeta Potansiyeli
:TPP (a/a) (nm) (mV)
NMLMWChi-PEA2 3:1 249,8 0,400 17.4+3.99
NMLMW(Chi-PEA,, 4:1 85,81 0,290 23.9+5.41
NMLMW(Chi-PEA23 51 91,55 0,378 34.8+5.11
NMLMWChi-PEA24 6:1 95,36 0,407 32.349.15
NMLMWChi-PEAs 7:1 92,02 0,291 40.1+£6.89
NMLMW(Chi-PEA 8:1 100,2 0,299 32.949.13
NMLMWChi-PEA»; 9:1 107,1 0,286 44.5+10.8
NMLMWChi-PEAs 10:1 169,4 0,393 39.24+8.93
NMLMWChi-PEA 201 115,7 0,377 39.3+9.20

*0.02 g NaNO; ile sentezlenen MLMWChi’dan elde edilen nanopartikiiller.




60

Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.11: nMLMW(Chi-PEA:7 (%0.05) nanopartikiiliine ait partikiil boyutu grafigi.
Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.12: nMLMWChi-PEA27 (%0.05) nanopartikiiliine ait zeta potansiyeli grafigi.

Tablo 4.13: nNMLMWChi-PEA3 (0.03g NaNO2’li)* nanopartikiil formiilasyonlariin partikiil boyutu,
PDI ve zeta potansiyeli degerleri.

NMLMW(Chi-PEA; | MLMW(Chi-PEA; Partikiil Boyutu PDI Zeta Potansiyeli
:TPP (a/a) (nm) (mV)
NMLMWChi-PEAs 3:1 165,6 0,384 20.33.56
NnMLMWChi-PEA3, 4:1 89,39 0,264 30.7 £5.57
NMLMWChi-PEAs3 51 89,40 0,288 37.9+£6.26
NMLMW(Chi-PEA34 6:1 98,67 0,398 38.3+8.74
NMLMWChi-PEAgzs 7:1 84,33 0,307 41.2+6.48
NMLMW(Chi-PEAss 8:1 94,09 0,278 43.4+7.09
NMLMWChi-PEA3; 9:1 96,63 0,250 42.6+£7.07
NMLMW(Chi-PEAss 10:1 99,77 0,269 44.1+6.91
NMLMW(Chi-PEAs 201 107,5 0,356 39.2+5.09

*0.03 g NaNOile sentezlenen MLMWChi’dan elde edilen nanopartikiiller.
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Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.13: nMLMW(Chi-PEAs7 (%0.05) nanopartikiiliine ait partikiil boyutu grafigi.

Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.14: nMLMW(Chi-PEAz7 (%0.05) nanopartikiiliine ait zeta potansiyeli grafigi.
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Tablo 4.14: nMLMWChi-PEA4 (0.04g NaNO2’li)* nanopartikiil formiilasyonlarinin partikiil boyutu,
PDI ve zeta potansiyeli degerleri.

NMLMWChi-PEA;s | MLMWChi-PEA, | Partikiil Boyutu PDI Zeta Potansiyeli
:TPP (a/a) (nm) (mV)
NMLMWCHhI-PEAx 3:1 139,8 0,202 18.543.85
NMLMWChi-PEA4 4:1 96,36 0,286 28.8+8.29
NMLMWChi-PEAu3 5:1 93,58 0,296 33.0+£9.31
NMLMWChi-PEA.4 6:1 89,33 0,283 34.6+8.72
NMLMW(Chi-PEAss 7:1 91,86 0,285 38.849.38
NMLMW(Chi-PEAss 8:1 1437 0,394 34.6£10.0
NMLMWChi-PEA47 9:1 101,4 0,297 38.6£12.9
NMLMWChi-PEA4s 10:1 97,38 0,252 39.0+6.68
NMLMWChi-PEAs 20-1 164,2 0,252 34.0£8.25

*0.04 g NaNO; ile sentezlenen MLMWChi’dan elde edilen nanopartikiiller.

Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.15: nMLMWChi-PEAus (%0.05) nanopartikiiliine ait partikiil boyutu grafigi.
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Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.16: nMLMWChi-PEAus (%0.05) nanopartikiiliine ait zeta potansiyeli grafigi.

Tablo 4.11-4.14’te belirtilen sonuglara gore uygun 6zelliklerde olan nMLM W Chi-PEAy iiriini
Bolim 3.3.4’te belirtilen yonteme ve Tablo 4.9°da verilen nMLMWMChHI-PEA %0.10
miktarma gore belirtilen oranlarda hazirlanmistir. Pargacik boyutu, PDI ve zeta potansiyeli

degerleri Tablo 4.15’te verilmistir.

Tablo 4.15: nMLMWChi-PEAs* nanopartikiil formiilasyonlarinin partikiil boyutu, PDI ve zeta
potansiyeli degerleri.

PG | s | ML | o | s
NMLMWChi-PEA410 311 195,0 0,257 19.9+4.48
NMLMWChi-PEAsL 4:1 100,1 0,273 27.3+7.22
NMLMWChi-PEAuL, 5:1 100,8 0,280 31.8+7.26

0.10 NMLMWChi-PEAu13 6:1 102,1 0,288 34.6+8.06
AMLMWChi-PEAus 7:1 93,43 0,250 43.246.5
NMLMWChi-PEA415 8:1 97,57 0,242 40.5+10.9
NMLMWChi-PEAu6 9:1 122.2 0,408 42.6£8.26
NMLMWChi-PEAuss 10:1 162,3 0,433 38.849.67

*0.04 g NaNOile sentezlenen MLMWChi’dan elde edilen nanopartikiiller.
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Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.17: nMLMWZChi-PEAu14 (%0.10) nanopartikiiliine ait partikiil boyutu grafigi.
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Sekil 4.18: nMLMWCH-PEA14 (%0.10) nanopartikiiliine ait zeta potansiyeli grafigi.

4.1.5. Modifiye Kitosanlardan Elde Edilen Nanopartikill Formiilasyonlarimin

Stabilitelerinin Incelenmesi

Bolim 3.3.4°te belirtilen yontem, nanopartikiil deneme 5-6’daki parametrelere gére ve Tablo
4.10-4.16’da verilen sonuglara gore en uygun 6zelliklere sahip nMChi-PEA3z ve nMLMWChi-
PEA414 nanopartikiillerin stabiliteleri 1 ay boyunca +4°C’de partikiil boyutu, PDI ve zeta

potansiyeli sonuglar1 degerlendirilerek incelendi.
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Tablo 4.16: nMChi-PEA; ve nMLMWChi-PEA414 modifikasyonlari ile hazirlanmis nanopartikiil
formiilasyonlarinin stabiliteleri.

Nanopartikiil MChi | MChi:TPP | Siire Partikiil PDI Zeta
Formiilasyonu (%) (a/a) (Hafta) | Boyutu (nm) Potansiyeli
(mV)
NMChi-PEA; 0 85,37 0,390 42.2+6.91
NMChi-PEA; 1 78,78 0,419 37.9+6.96
NMChi-PEA; 0.05 5:1 2 97,15 0,421 38.8+5.75
NMChi-PEA; 3 81,52 0,442 40.3+6.02
NMChi-PEA; 4 104,3 0,472 41.6+10.5
nMLMWChi-
0 93,43 0,250 43.246.5
PEA14
nMLMWChi-
PEAL 1 98,49 0,280 37.4+9.03
nMLMW(Chi-
PEAuL 0.1 71 2 108,4 0,256 48.948.56
nMLMW(Chi-
PEAL 3 109,9 0,280 44.9+8.69
nMLMWChi-
PEAuL. 4 95,38 0,380 36.6+9.45

4.1.6. gnMChi-PEAs ve gnMLMWChi-PEA414 Formiilasyonlarimin Jel Elektroforez

Sonuglar

Polimer/gen (a/a) oranina gore elde edilmis olan gnMChi-PEAs ve gnMLMWChi-PEA414

formiilasyonlarina ait jel elektroforez goriintiileri Sekil 4.19 ve 4.20°de sunulmustur.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Polimer Gen gnMChi-PEA;
0:1 | 11 2:1 3:1  4:1 51 | 6:1 7:1 81 | 9:1 | 10:1 | 15:1 | 20:1

Sekil 4.19: gnMChi-PEA3’ya ait jel elektroforez goriintiisii.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Polimer | Gen gnMLMWCH-PEA414
0:1 | 11 2:1 3:1 | 41 | 5:1 | 6:1 7:1 81  9:1  10:1 | 15:1 | 20:1

Sekil 4.20: gnMLMWChi-PEA414’ya ait jel elektroforez goriintiisii.

4.1.7 nMChi-PEA3 ve nMLMWChi-PEA414 Formiilasyonlarmin MTT Testi ile

Sitotoksisite Karakteristiklerinin Belirlenmesi

nMChi-PEAz ve nMLMW(Chi-PEA414 formiilasyonlarina ait sitotoksisite ¢aligmalari, Bolim
3.4.3’te belirtilen yonteme gére MTT yontemi ile yapilmistir. Calismada insan embriyonik
bobrek 293 (HEK293T) hiicreleri her bir kuyucuga 10.000 hiicre gelecek sekilde kullanildi.
Negatif kontrol olarak nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlandigi %1°lik asetik asit (AA)

¢oOzeltisi kullanildi. Sonuglar Sekil 4.21°de verildi.
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I 50 Lg/mL (NMLMWCH-PEA, )

B AA 25 1L

Il A~ 5000

I AA 100 uL

I 50 pg/mL (NMChi-PEA. )
125 ug/mL

H 250 pg/mL

I 500 pg/mL

[ 125 pg/mL

I 250 ug/mL

I 500 pg/mL

Il CMEM-FCS

100
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40 4

% Hilcre Canhilik Oram

20

1

Nanopartikiil Formiilasyon

Sekil 4.21: nMChi-PEAz; ve NMLMWChi-PEA414 formiilasyonlarinin HEK293T hiicrelerine toksisitesi.

4.1.8 nMChi-PEAs ve nMLMWChi-PEA414 Formiilasyonlarmmin Transfeksiyon
Etkinligine Ait Bulgular

Yukarida anlatilan tiim uygulama ve analiz sonuclarina gore uygun ozelliklere sahip olan
NMChi-PEAs ve NMLMW(Chi-PEA414 formiilasyonlarinin transfeksiyon etkinligi HEK293T,
hiicrelerinde Boliim 3.4.4’te belirtilen yonteme gore incelendi ve 3 kez tekrarland.
Degerlendirmelerde Tablo 4.17°deki derecelendirme kullanildi. Sonuglar Tablo 4.18 ile Sekil
4.22 - 4.25te verilmistir.
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Tablo 4.17: Transfeksiyon etkinligi sonuglarinin degerlendirilmesinde kullanilan derecelendirmeler.

TOKSISITE URUNUN ETKiSi | TRANSFEKSiYON ETKINLIiGi
DERECESI
5 Biyouyumlu Cok lyi
Diistik Toksisite Iyi
3 Orta Toksisite Orta
2 Yiiksek Toksisite Diisiik
1 Toksik Madde Yok

Tablo 4.18: nMChi-PEAz ve nMLMWChi-PEA414 nanopartikiil formiilasyonlarinin HEK293T
hiicrelerine transfeksiyon etkinligine ait sonuglari.

- Polimer:pDNA . Haci L Hiicre | Hiicre | Transfeksiyon
NanoPartlkul Oram Miktar (ng) Hacim (nL) Tipi Miktart Etkinlisi
Formiilasyonu o
Polimer | Gen |Polimer | Gen |Polimer| Gen Toplam
4 1 8 1 8,00 1,25 9,25 1
7 1 14 1 14,00 1,25 15,25 3
12 1 24 1 24,00 1,25 25,25 5
16 1 32 1 32,00 1,25 33,25 5
. 20 1 40 1 40,00 1,25 41,25 3
NMChi-PEA3
25 1 50 1 50,00 1,25 51,25 |HEK293T | 20.000 3
30 1 60 1 60,00 1,25 61,25 5
14 2 28 2 28,00 2,5 30,5 2
20 2 40 2 40,00 2,5 42,5 2
7 1 7 1 7,00 1,25 8,25 1
12 1 12 1 12,00 1,25 13,25 4
nMLMW(Chi-
30 1 30 1 30,00 1,25 31,25 3
PEA414
25 1 25 1 25,00 1,25 26,25 5
50 1 50 1 50,00 1,25 51,25 2
. . NMLMWChi-PEA414 .
NMChi-PEAs; Konsantrasyonu: 0.5 pg/pl Konsantrasyonu: 0.1 pg/pl Gen Konsantrasyonu: 0.8 pg/pl
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Plot P02, gated on PO1.R1 <_ Plot P04, gated on PO1.R1
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Sekil 4.22: nMChi-PEAs formiilasyonu; polimer:gen orani 12:1 (a/a) transfekte olan HEK293T
hiicrelerinin akis 6l¢erde gosterdigi etkinlik.
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Sekil 4.23: nMChi-PEA: formiilasyonu; polimer:gen orani 20:1 (a/a) transfekte olan HEK293T
hiicrelerinin akis 6lgerde gosterdigi etkinlik.
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Sekil 4.24: nMLMW(Chi-PEAs14 formiilasyonu; polimer:gen orani 25:1 (a/a) transfekte olan HEK293T
hiicrelerinin akis dlgerde gosterdigi etkinlik.
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Sekil 4.25: nNMLMWChi-PEA414 formiilasyonu; polimer:gen orani 12:1 (a/a) transfekte olan HEK293T
hiicrelerinin akis 6lgerde gosterdigi etkinlik.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez kapsaminda gergeklestirilen ¢alismanin amaci, dogal polimer esashi yeni bir viral
olmayan gen tastyicit nanopartikiiler sistemin gelistirilmesi, karakterizasyonu ve gen tagima
kapasitesinin incelenmesidir. Bu amagla bir biyopolimer olan Chi’a, ilk defa bu ¢alismada,
yapisinda fosfoester baglarini icermesiyle birlikte serbest NH grubu bakimindan
zenginlestirmek i¢in, bir etanolamin tiirevi olan o-PEA bilesigi ile Boliim 3.3.3’te belirtilen
yonteme gore modifikasyon reaksiyonu uygulandi. Ortalama molekiil agirliginin gen tasima
karakteristiklerine etkilerini de incelemek i¢in Chi’in depolimerizasyonu da gerceklestirilerek
tiriin LMWChi bilesigine de ayn1 modifikasyon reaksiyonu uygulandi. Modifikasyon iiriinleri
MChi ve MLMWChi bilesiklerinin yapilar1 FTIR spektroskopi teknigi ile aydinlatild.
Ortalama molekiil agirliklar1 tayinleri ise 3 farkli acidan tarama yapabilen 151k sagilim
dedektorii bulunduran GPC-SEC sistemi kullanilarak gerceklestirildi. Uriinlerin sitotoksisite
ozellikleri incelendi. Takiben Chi, LMWChi, MChi ve MLMWChi bilesiklerinin iyonik
jelasyon yontemi ile nanopartikiiler tasiyici sistem formiilasyonlari hazirlandi ve partikiil
boyutu, PDI ve zeta potansiyeli o6zellikleri belirlenerek, formiilasyonlar optimize edildi.
Kullanilan Chi’in piyasada bulunan fiziksel sekillerinin nanopartikiil formiilasyonlarinin
ozelliklerine etkisi de incelendi. Uygun boyut ve ylk dagilimina sahip nanopartikiil
formiilasyonlarinin raf dmiirleri hakkinda bilgi edinmek i¢in stabiliteleri incelendi. Optimize
nanopartikiil formiilasyonlarinin gen tasima kapasitelerini tayin etmek i¢in polimer-pDNA
kompleksleri hazirlandi ve jel elektroforez cihazinda yiirlimeleri incelendi. Uygun
ozelliklerdeki nanopartikiiller kullanilarak HEK293T hiicrelerinde in vitro transfeksiyon

etkinlikleri de degerlendirildi.

5.1. Chi’IN MODIFIKASYONU VE DEPOLIMERIZASYONU, URUNLERIN
KARAKTERIZASYONU

5.1.1. Chi’in o-PEA bilesigi ile Modifikasyon Reaksiyonu

Chi bilindigi iizere N-asetil-D-glikozamin ve D-glikozamin {initelerinin tekrari ile olusmus
farkli deasetilasyon derecesine sahip iistiin biyouyumluluk ve biyobozunurluk gosteren,
ekolojik bakimdan giivenli, toksisitesi diisiik bir yar1 dogal polimerdir. Bu karakteristikleri
dolayisiyla antimikrobiyal, diisiik immiinojenisite gibi birgok biyolojik aktiviteye de sahiptir.

Tekrarlanan {initelerindeki glikozidik halkada serbest NHz grubu igermesi dolayisiyla
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polikatyonik bir yapida olup, ayni halkalar iizerinde serbest OH ve CH>.OH gruplarim1 da
icermesi dolayisiyla da fonksiyonalitesi yiiksek bir molekiil yapisina sahiptir. Bu nedenle
birgok modifikasyon reaksiyonlari uygulanabilir ve bu sayede molekiilii izerine baglanabilecek
yan/pendant gruplar Chi molekiiliiniin spesifik bir fonksiyonaliteye sahip olmasina, biyolojik
Ozelliklerinin yiikselmesine veya fiziksel 6zelliklerinin iyilestirilmesine neden olmaktadir. Bu
durum Chi’1 bilhassa biyoteknoloji ve nanobiyoteknolojide 6rnegin ilag, gen salimi, gen
susturma vb. alanlarda c¢ok tercih edilen bir polimer haline getirmistir. Chi’in giiniimiizde
nanobiyoteknolojide en yaygin olarak kullanildigi alanlardan birisi transfeksiyon iglemlerinde
gen tastyici olarak kullanimidir. Bu alanda yapilan ¢alismalar bilhassa transfeksiyon etkinligini
arttirmak i¢in Chi’in katyonik yiikk yogunlugunu arttirmak amaciyla yeni tiirevlerinin
sentezlenmesi yoniindedir. Bunlarin yaninda plazmid DNA'y1 basarili bir sekilde baglayabilen
ve bir¢ok hiicrede etkili transfeksiyon gergeklestirebilen biyobozunabilir polifosfoesterler,

yenilikgi viral olmayan gen tasiyici sistemlerdir.

Bu baglamda bu tezle sunulan ¢aligmada, Chi’in hem yiik yogunlugunu arttirmak hem de
fosfoester baglari igeren bir tlirevini hazirlamak ig¢in, ilk defa bu tezle sunulan ¢alismada, o-

PEA bilesigi ile modifikasyon reaksiyonu gerceklestirildi (Sekil 5.1).

CH,OH
0
i || N CH,COO0H
0 + HO—P_o ™ =27
OH | 70°C
OH
‘\‘|-_) n

Kitosan o-fosforiletanolamin

Modifiye Kitosan

Sekil 5.1: MChi-PEA fiiriiniine ait reaksiyon mekanizmasi.
Sekil 5.1°de goriildiigii gibi Boliim 3.3.3°te belirtildigi gibi gergeklestirilen modifikasyon
reaksiyonu mekanizmasi, Chi molekiiliindeki serbest CH2OH gruplari ile o-PEA bilesigindeki
OH gruplan arasinda H2O c¢ikis1 ile meydana gelen kondenzasyon reaksiyonu seklindedir.
Bunun sonucunda elde edilen iirlin MChi-PEA, Chi molekiiliindeki glikozidik halkalara
fosfoester bagi ile baglanmis serbest NH2 u¢ gruplu yan/pendant gruplari igeren bir yapiya



73

sahiptir. Bu sekilde modifikasyon reaksiyonu sonunda Chi molekiiliiniin katyonik yiik
yogunlugu artarken ayni1 zamanda esnek yan gruplara sahip olmasi da saglanmis olmaktadir.
Asagida ayritili olarak verilen FTIR analizi de reaksiyon mekanizmasinin bu sekilde oldugunu

dogrulamaktadir.
5.1.2. Chi’in Depolimerizasyonu

Chi’in biyoteknolojideki uygulamalarinda tiirevlerinin sentezlenmesinin yaninda son yillarda
diisiik molekiil agirlikli Chi’dan iiretilmis nanopartikiiller ilag salim ve viral olmayan gen
transferi uygulamalarinda oldukga dikkat ¢cekmektedir. Cesitli depolimerizasyon reaksiyonlari
sonucu elde edilen bu diisiik molekiil agirlikli Chi esasli malzemeler, piyasa da satilan yiiksek,
orta ve hatta diisiik molekiil agirlikli Chi’lara gore daha iyi ¢Oziiniirliik, biyouyumluluk,
biyoaktivite, biyobozunabilirlik ve diisiik toksisite gostermektedirler. Ayrica literatiir
aragtirmalarinda da goriildiigii tizere, Chi’in molekiil agirliginin gen transferi i¢in kullanilacak

gen tastyici polimerik malzemenin nanopartikiil 6zelliklerini etkilemektedir.

Bu bilgiler 151g81nda bu tezle sunulan ¢alismada piyasadan satin alinan Chi ortalama molekiil
agirligini diisiirmek amaciyla depolimerize edildi. Boliim 3.3.2°de belirtilen yonteme gore 6n
denemeler sonunda belirlenen 1 mol Chi glukozamine 0.001-0.1 mol araliginda NaNO- olacak
sekilde hesaplanan NaNO: kullanilarak reaksiyon ger¢eklestirildi. Bu oranlara karsilik gelen en
diisiik ve en yiiksek miktar olarak 0.0004-0.04 g araligindaki miktarlardan; 0.0004, 0.01, 0.02,
0.03, 0.04 ve 0.05 g NaNO:g ile galigilarak ¢esitli ortalama molekiil agirliklarinda LMW Chi’lar
sentezlendi. Tim kullanilan NaNO2 miktarlar1 ile Chi’in depolimerize oldugu goriilmistiir.
Analiz sonuglarma goére uygun bulunan LMWChi {iriinleri ile yukarida bahsedildigi sekilde
Bolim 3.3.3’te belirtilen yonteme gore o-PEA bilesigi ile modifikasyon reaksiyonu
gerceklestirildi ve MLM W Chi iirlinleri sentezlendi. Bu modifikasyon reaksiyonlarinin da Sekil
5.1’de belirtilen mekanizmaya gore gerceklestigi FTIR analizi ile dogrulandi.

5.1.3. MChi-PEA ve MLMW(Chi-PEA Uriinlerinin FTIR Spektrasi

MChi-PEA ve MLMW(Chi-PEA firiinlerinin yapilar1 Boliim 3.2.1°de belirtildigi gibi, FTIR
spektrofotometresi kullanilarak aydinlatilmistir (Sekil 4.1-Sekil 4.2).

Chi’a ait FTIR spektrada (Sekil 4.1), 3494 cm™ de bulunan serbest hidroksil (OH) gruplarinin
gerilme titresimlerinden ileri gelen absorpsiyon piki ile 0-PEA’ya ait spektrada ~2790-2630
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cm™? de bulunan fosfat grubundaki hidroksil (OH) gruplarinin gerilme titresimlerinden ileri
gelen absorpsiyon pikleri kaybolmustur. Chi’in FTIR spektrasinda 1260 cm™’deki glikozidik
halkadaki metilen (-CH2) gruplarinin gerilme titresimlerinden ileri gelen absorpsiyon piki ile
0-PEA’de 1256 cm™ de bulunan yapidaki fosfat (P=0), hidroksil (-OH), amin (-NH,)
gruplarinin ve karbon-azot (C-N) baglarinin gerilme titresimlerinden ileri gelen siddetli
absorpsiyon piki, MChi-PEA fiiriiniiniin FTIR spektrasinda girisimli olarak 1257 cm™ de yeni
kiiciik bir absorpsiyon piki halinde goriilmektedir. Ayrica ayni spektrada 970 cm™ de goriilen
yeni absorpsiyon piki, metilol gruplari ile fosfat yapisi arasindaki reaksiyon sonucunda olusan
C-O-P baglarinin gerilme titresiminden ileri gelmektedir. 1421 cm™ de Chi’daki serbest metilol
grubundaki OH gruplarinin gerilme titresimlerinden ileri gelen absorpsiyon piki kaybolmustur.
Bu da modifikasyonun metilol gruplart iizerinden gergeklestigini dogrulamaktadir. Chi’da
bulunan halkali yapidaki CH gruplarinin gerilme titresimlerinden ileri gelen 2887 cm™*deki
absorpsiyon pikinin siddeti ise reaksiyondan dolayr bir hayli azalarak genis bir omuz haline
doniismiistiir. 745 cm™ de yeni ortaya ¢ikan yaygin keskin absorpsiyon piki, o-PEA’de 766
cm™ de bulunan NH: sallanma, P-C gerilme, P-O-C gerilme titresiminden ileri gelen pikin

kaymis olarak gortilmesinden kaynaklanmaktadir.

Sekil 4.2°de LMWChi liirlintine ait FTIR spektrada goriildiigii iizere, depolimerizasyon
reaksiyonu sonucu elde edilen LMW Chi’1n, primer NH2 gruplarinin gerilme titresiminden ileri
gelen 3750-3200 cm™’de bélgesinde (maks. 3431 cm™) genis bir absorpsiyon pikinin
bulunmasi, Chi molekiilinde yer alan piranoz halkalarinin asimetrik ve simetrik
titresimlerinden ileri gelen 3000-2800 cm™ bdlgesinde (maks. 2887 cm™) kiigiik genis
absorpsiyon pikinin bu spektrada da goriilmesi, yine Chi molekiiliinde bulunan amid-1 pikinde
(asetil-amid finitelerinden ileri gelen) yer alan C=O gruplarinin gerilme titregsimlerinden ileri
gelen maks. 1648 cm™’de bulunan genis pikin bu spektra da yer almasi, primer NH> gruplarinin
egilme titresimlerinden ileri gelen ve maks. 1597 cm™’de bulunan omuz halindeki absorpsiyon
pikinin burada da yer almas1, 1421 cm™ de Chi’daki metilol grubundaki OH gruplarmin gerilme
titresiminden ileri gelen ve 1260 cm™ de halkadaki metilen (-CH) gruplarnin gerilme
titresimlerine ait absorpsiyon piklerinin de yine bu spektrada yer almasi Chi’in herhangi bir

bozunmaya ugramadan depolimerize oldugunu gostermektedir.

MLMWChi-PEA firiinline ait FTIR spektrada (Sekil 4.2) ise MChi-PEA {irlinliniin FTIR
spektrasina benzer sekilde o-PEA’ya ait spektrada ~2790-2630 cm™ de bulunan fosfat
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grubundaki hidroksil (OH) gruplariin gerilme titresimlerinden ileri gelen absorpsiyon piklerin
kaybolmasi, LMWChi iiriiniiniin FTIR spektrasinda bulunan 1260 cm™ de halkadaki metilen
(-CH2) grubunun gerilme titresimine ait absorpsiyon piki ile o-PEA bilesiginin FTIR
spektrasinda 1256 cm™ de bulunan yapidaki fosfat (P=0), hidroksil (-OH), amin (-NH,)
gruplarinin ve karbon-azot (C-N) baglarinin gerilme titresimlerinden ileri gelen siddetli
absorpsiyon pikinin MLMW(Chi-PEA FTIR spektrasinda girisimli olarak 1257 cm™ de yeni
kiiclik absorpsiyon piki halinde goriilmesi, metilol gruplart ile fosfat yapisi arasindaki reaksiyon
sonucunda olusan C-O-P bag1 gerilme titresiminden ileri gelen MLMWChi-PEA iiriiniine ait
FTIR spektrada 970 cm™ de yeni kiigiik keskin absorpsiyon pikinin ortaya ¢ikmasi, 1421 cm™
de LMWOChi spektrasindaki metilol grubundaki OH gerilme titresiminden ileri gelen
absorpsiyon pikinin kaybolmas: modifikasyonun metilol gruplari iizerinden gergeklestigini

gostermektedir.

Sonug olarak, MChi-PEA ve MLMW(Chi-PEA iiriinlerine ait FTIR spektra degerlendirmeleri,
Chi ve LMWCHhi ile 0-PEA arasindaki modifikasyon reaksiyonlarmin Sekil 5.1°de verilen
mekanizmaya gore oldugunu, Chi’in bozunma olmadan depolimerize oldugunu

dogrulamaktadir.
5.1.4. GPC Analiz Sonuclar1 Degerlendirmesi

Uriinlerin ortalama molekiil agirliklari, Bliim 4.1.2°de anlatilan GPC-SEC sistemi kullanilarak
bulundu. Boliim 4.1.2°de verilen Tablo 4.1’deki analiz sonuglarina gore, piyasada satilan
Chi’in sayisal ortalama molekiil agirligi (Mn) 103.1 kDa, agirlik¢a ortalama molekiil agirlig
(Mw) 268.3 kDa iken, bu Chi’in depolimerizasyon tirinleri LMWChi’larin (LMW Chio 4,
LMWChi;, LMWChi;, LMWChis, LMWChis, LMWChis) sayisal ortalama molekiil
agirliklarinin (Mn) sirasiyla 88.4, 16.9, 13.5, 11.1, 8.3, 8.6 kDa ve agirlik¢a ortalama molekiil
agirliklarinin ise (Mw) 138.4, 24.9, 17.2, 14.5, 10.7, 11.6 kDa olarak bulundugu dolayisiyla
depolimerizasyonun ger¢eklestigi goriilmiistiir. Bu sonuglara gére 0.0004 g NaNO; kullanilarak
elde edilmis LMWChi’in (LMWChio4) beklenildigi gibi ticari Chi’a daha yakin ortalama
molekiil agirliginda olmasi ve 0.05 g NaNO2 kullanilarak elde edilmis LMW Chi’in (LMW Chis)
ise ortalama molekiil agirligmmin 0.04 g NaNO: kullanilarak elde edilmis LMWChi’a
(LMWChis) gore daha diisiik olmamasindan dolayi, o-PEA ile modifikasyon reaksiyonuna,
0.01-0.04 g araligindaki NaNO2 miktarlar1 kullanilarak elde edilmis LMWChi’lar ile devam
edildi.



76

Modifiye iirlinlerin molekiil agirliklarina bakildiginda ise MChi-PEA’nin sayisal ortalama
molekiil agirliginin (Mn) 176.4 kDa ve agirlik¢a ortalama molekiil agirhiginin (Mw) ise 271.7
kDa oldugu, o-PEA ile modifikasyon reaksiyonun gerceklesmesi sonucu beklenildigi gibi
Chi’nin molekiil agirliklarina goére bir artis oldugu gorilmistir. MLMWChi-PEA,,
MLMWChi-PEA;, MLMWChi-PEA; ve MLMWChi-PEA; fiiriinlerinin sayisal ortalama
molekiil agirliklar1 (Mn) sirasiyla 29.9, 23.1, 15.7, 13.5 kDa iken agirlik¢a ortalama molekiil
agirliklarinin (Mw) ise 47.8, 40.5, 50 ve 48.7 kDa oldugu goriilmiistiir. MLMWChi-PEA
iriinlerinin sayisal ve agirlikca ortalama molekiil agirliklarina bakildiginda MChi-PEA’nin
molekiil agirhi@indaki artisa benzer sekilde burada da bir artig oldugu goriilmektedir. Ancak bu
artis sayisal ortalama molekiil agirliginda diizenli bir sekilde gerceklesirken agirlik¢a ortalama
molekiil agirhiginda ise bu artisin diizensiz oldugu goriilmistiir. Bunun o-PEA ile reaksiyon
sonucu polimer zincirlerinde yer alan ve fonksiyonel gruplar (OH ve NH>) tasiyan esnek
pendant gruplarin molekiiller arasi/molekiil i¢i etkilesimlerinden ileri geldigi diisiiniilmektedir.
Nitekim MLMWChi-PEA;, MLMWChi-PEA2, MLMWChi-PEA; ve MLMWChi-PEA4
tiriinlerinin PDI degerleri sirastyla 1.601, 1.753, 3.175, 3.611 olup, 6zellikle MLMWChi-PEA3
ve MLMWChi-PEA4’lin genis bir dagilima sahip oldugu goriilmektedir. Bu ise yukarida
bahsedilen etkilesimlerin polimer molekiilii icerisinde zincir yapilarinin birbirlerinden ne kadar

farkli oldugunu, baska deyisle heterodispers bir yapinin olustugunu desteklemektedir.

5.2. NANOPARTIKUL FORMULASYONLARININ ZETA POTANSIYELIi, PDI VE
BOYUT ANALIiZi DEGERLENDIRMESI

Uriinlerden nanopartikiiler formiilasyonlar Boliim 3.3.4 te belirtilen iyonik jelasyon yéntemine
gore Bolim 4.1°de verilen denemelerle hazirlandi. Nanopartikiiller Chi esasli iiriinlerin
¢oziindiigli asidik ¢ozelti igerisine, TPP ¢apraz baglayicisi iceren polianyonik karakterdeki
¢Ozeltinin damla damla ilave edilmesiyle zit ylikler arasindaki etkilesim sonucunda elde

edilmistir.

Nanopartikiil formiilasyonlarinin optimizasyon calismalar1 kapsaminda Tablo 4.2’den de
goriildiigii tizere oncelikle piyasada satilan Chi’in toz halinde (ChiA) ve ipliksi yapida (ChiB)
olmak iizere iki fiziksel sekilde bulunmasi dolayisiyla, fiziksel halinin bir farklilik olusturup
olusturmadigi incelendi. Sonu¢ olarak nChiA’nin (344,4 nm partikiil boyutu, 0,533 PDI ve
53.743.67 mV zeta potansiyeli) nChiB’ye (339,8 nm partikiil boyutu, 0,626 PDI ve 62.3+4.08
mV zeta potansiyeli) oranla daha iyi partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyeli degerleri
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gosterdigi, dolayisiyla Chi’in fiziksel formunun partikiiliin 6zelliklerine etkisi oldugu
goriilmiistiir. Benzer 6n modifikasyon denemeleri ile elde edilen MChi-PEA iiriinlerinden elde
edilen nMChiA-PEA (190,7 nm partikiil boyutu, 0,405 PDI, 43.2+4.91 mV zeta potansiyeli)
triiniin de, nMChiB-PEA (187,1 nm partikiil boyutu, 0,457 PDI, 43.3+4.13 mV zeta
potansiyeli) tirlinline oranla daha iyi partikiil boyutu, PDI ve zeta degerleri gostermesi nedeniyle

takip eden denemelerde toz halindeki ChiA ile devam edildi.

Optimizasyon calismalar1 kapsaminda saflandirmanin partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyeli
degerlerine etkisi de ayrica incelendi. Tablo 4.4’ten de goriildiigii tizere ChiAsar malzemesinden
elde edilen nanopartikiillerin partikiil boyutlarinin 158,6-319,3 nm, PDI degerlerinin 0,328-
0,690 ve zeta potansiyeli degerlerinin ise 25-35.2 mV araliginda oldugu, Tablo 4.5’ten de ChiA
malzemesinden hazirlanan nanopartikiillerde ise partikiil boyutlarinin 96,84-282 nm, PDI
degerlerinin 0,399-0,643 ve zeta potansiyeli degerlerinin ise 30-41.5 mV araliginda degistigi
goriilmiistiir. Bu sonuglara gére ChiA malzemesinden hazirlanan nanopartikiillerin partikiil
boyutu daha kiiclik, PDI degerleri ¢cok daha uygun ve kabul edilebilir, zeta potansiyeli
degerlerinin ise daha yiiksek seviyelerde oldugu goriilmiis olup ChiA ile ¢alisildiginda gen

tutma kapasitesi ve transfeksiyon etkinligi bakimindan daha yiiksek sonuglar alinabilecegi

ongoriilerek takip eden denemelere bu malzeme ile devam etmeye karar verildi.

Saflandirmanin, LMWChi iiriinlerinden elde edilen nanopartikiiller {izerine etkisinin sonuglari
da Tablo 4.6’da verilmistir. nLMWChiA {iriinlerinin 141,1-165,0 nm partikiil boyutu, 0,118-
0,136 PDI aralig1 ve 27-33.4 zeta potansiyeli degeri gosterdigi, nLMW ChiAssf lirtinlerinin ise
131,9-137,2 nm partikiil boyutu, 0,277-0,383 PDI degeri ve 30.7-39.0 zeta potansiyeli degerleri
sahip oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglara gére her ne kadar nLMWChiAss’larin daha yiiksek
zeta potansiyeli degerlerine sahip oldugu goriilse de PDI degerlerindeki yiikseklik, olusan
partikiillerin homodispers bir formiilasyon degil de heterodispers oldugunu ortaya koymus ve
saflandirma isleminin yukarida da deginildigi gibi nanopartikiillerin eldesi lizerinde olumsuz
etki yaratti1 sonucuna varilmistir. Bu durum, saflandirma igleminde liyofilizasyon sonrasinda
malzemede muhtemel bir agregasyonun olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu sebeple de takip
eden 0-PEA ile modifikasyon denemelerinde LMWChi grubu iginde LMWChiA iiriinii ile
devam etmeye karar verilmistir. Elde edilen iriinlerin kisaltmalarinda karisikliga sebebiyet

vermemesi i¢in A harfi kullanilmayip MChi-PEA ve MLMW(Chi-PEA seklinde gosterilmistir.
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Iyonik jelasyon teknigi ile elde edilen nanopartikiillerin partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyeli
degerlerine; polimer-¢apraz baglayici orani, ¢ézelti hacmi, pH, karistirma hizi, ¢apraz baglayici
miktar1 gibi bir¢ok faktor etki etmektedir. Bunlardan bir tanesi de kullanilan polimerin ¢ozelti
icindeki ylizde miktaridir. Bu miktarin yiiksek olmasi durumunda partikiil boyutunda artma ve
Ozellikle PDI degerlerinde oldukga yiikseklik yani genis bir dagilim ortaya ¢ikabilmektedir.
Buna karsin diisilk olmas1 durumunda ise zeta potansiyeli degeri oldukca diisiik seviyede
kalmakta ve nanopartikiil yeterli yiik yogunluguna sahip olamayacagi i¢in gen tutma kapasitesi
de yeterli olamayacaktir. Bu sebeple Boliim 4.1.3 ve Tablo 4.3’te belirtilen parametrelere gore
MChi-PEA iiriiniinden ¢ozelti igerisinde degisen % oranlarda (0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.25)
icerecek sekilde alinarak MChi-PEA:TPP oranlar 3:1, 4:1, 5:1 (a/a) olacak sekilde elde edilen
nanopartikiillerin partikiil boyutu, zeta potansiyeli ve PDI degerleri incelendi. Tablo 4.7’de
verilen sonuglara gére % MChi-PEA oran1 0.05 iken daha uygun partikiil boyutu, PDI ve zeta
potansiyeli degerleri elde edildigi goriilmiistiir. Bu sebeple takip eden denemelerde %0.05
polimer icerecek sekilde hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarmin  sonuglari

degerlendirilmistir.

MChi-PEA ve MLMW(Chi-PEA iiriinleri kullanilarak hazirlanan nMChi-PEA ve nMLWMChi-
PEA nanopartikiillerin Boliim 4.1.4’te Tablo 4.8 ve 4.9’da belirtilen parametrelere gore
hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarindan, polimerik gen tasiyict sistem olarak en uygunu
belirlenmeye calisildi. Tablo 4.10’daki sonuglara goére her ne kadar hazirlanan nMChi-
PEA’larin hepsi de uygun polimerik gen tasiyic1t malzeme olarak kullanilabilir niteliklerde olsa
da nMChi-PEAg3 formiilasyonunun 85,37 nm partikiil boyutu ve 0,390 PDI degeri ve 42.2+6.91
mV yiik degeri ile en uygun formiilasyon oldugu asikardir. Dolayisiyla stabilite ve gen tutma
kapasitesi ¢caligmalarinda bu formiilasyon ile devamina karar verildi. Nitekim nMChi-PEAs ve
NMChi-PEAg formiilasyonlarinin PDI degerleri yiiksek ¢iksa da partikiil boyutu ve zeta
potansiyeli degerleri bakimindan polimerik gen tasiyici sistemler olarak kullanilabilir

niteliktedir.

Tablo 4.11-4.15’te yer alan nMLMWChi-PEA;, nMLMWChi-PEA;, nMLMW(Chi-PEAs3,
NMLMW(Chi-PEAs formiilasyonlarinin sonuglarina bakildiginda, yine biitiin formiilasyonlar
polimerik gen tasiyici sistemler olarak uygun ve kullanilabilir nitelikte olsalar da, nMLMW Chi-
PEAys formiilasyonunun 91,86 nm partikiil boyutu, 0,285 PDI ve 38.8+9.38 mV zeta potansiyel

degeri ile en uygun formiilasyon oldugu saptandi. Ayrica Ozellikleri bakimindan basarili
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bulunan NMLMWChi-PEA; {iriinii ile %0.10 oranina gore degisen MLMWChi-PEA4:TPP
oranlarinda nanopartikiiller hazirlandi. nMLMW Chi-PEA414 formiilasyonun 93,43 nm partikiil
boyutu, 0,250 PDI ve 43.246.5 zeta degeri ile nMLMWChi-PEA4s formiilasyonu ile
karsilastirildiginda fosfoester bagi iceren diisiik molekiil agirlikli polimerik gen tasiyic sistem

olarak daha uygun olduguna karar verildi.

Bolim 3.3.4’te Dbelirtilen yonteme goére nMChi-PEAz ve nMLMWChi-PEA414
formiilasyonlarinin raf dmiirleri hakkinda bilgi edinmek i¢in 1 ay siire ile +4°C’deki stabiliteleri
incelendi. Tablo 4.16’daki sonuglara bakilinca nMChi-PEA3 formiilasyonun partikiil
boyutunun 85,37 nm’den 104,3 nm’ye yiikselmesine, PDI degerinin 0,390°dan 0,472 degerine
yiikselmesine ve zeta potansiyeli degerinin ise 42.2+6.91°den 41.6£10.5 degerine diismesine
ragmen, bu degismelerin kabul edilebilir sinirlarda olmasi nedeniyle polimerik gen tasiyici
nanopartikiiler sistem olarak uygunlugunu korudugu gorilmistir. Benzer sekilde
NMLMWChi-PEA414 formiilasyonun partikiil boyutunun 93,43 nm’den 95,38 nm’ye
yiikselmesine, PDI degerinin 0,250’den 0,380 degerine yiikselmesine ve zeta potansiyeli
degerinin ise 43.2+6.5’ten 36.6+£9.45 degerine diismesine ragmen yine ayni deyisle bu
degismelerin kabul edilebilir sinirlarda olmasi nedeniyle polimerik gen tasiyici nanopartikiiler

sistem olarak uygunlugunu korudugu goriilmiistiir.

5.3. gnMChi-PEAs VE gnMLMWChi-PEAs214 FORMULASYONLARININ JEL
ELEKTROFOREZ SONUCLARININ DEGERLENDIRILMESI

Modifiye kitosanlarin nanopartikiil formiilasyonlarinin pDNA ile kompleks olusturup
olusturmadiklarin1 veya nanopartikiiliin hangi oranda geni tuttugunu belirlemek i¢in Boliim
4.1.6°da belirtildigi gibi polimer-pDNA kompleksleri jel elektroforezde yiiriitiilmiis ve Sekil
4.19-4.20°deki goriintiiler elde edilmistir.

Jel elektroforez sonuglarina gore, gnMChi-PEA3 formiilasyonunun 3:1, gnMLMWChi-PEA414
formiilasyonunun ise 7:1 oraninda pDNA’nin tamami tutabildigi goriilmistiir. Gok ve
arkadaglarinin daha onceki yaptiklari bir ¢alismada [85] kitosanin polimer:;pDNA (a/a) 4:1
oraninda pDNA molekiiliiniin tamamini tutabildigi ifade edilmisken bu calismada sentezlenen
gnMChi-PEA3 formiilasyonunun 3:1 gibi daha diisiik bir oranda bunu basardig goriillmektedir.
gnMLMWChi-PEAs14 formiilasyonunda ise depolimerizasyon sonucu zincir {izerindeki

katyonik yiik yogunlugunun olduk¢a azalmasina karsin, yapilan modifikasyon reaksiyonu ile
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Chi’in molekiiler yapisina hem fosfoester baglarinin hem de NH> u¢ gruplu yan zincirlerinin
yer almasi saglandigindan, 7:1 gibi bir oranda gen ile kompleks olusturabilme kabiliyetine sahip
oldugu goriilmektedir. Sonug olarak bu her iki formiilasyonun da uygun bir gen tastyicisi

olabilecegi agiktir.

54. nMChi-PEAs VE  nMLMWChi-PEAs14  FORMULASYONLARININ
SITOTOKSISITE SONUCLARININ DEGERLENDIRILMESI

nMChi-PEAs ve nMLMWChi-PEA414 formiilasyonlarinin sitotoksisite analizleri, Bolim
3.4.3’te belirtilen, kantitatif bir yontem olan MTT testi ile HEK293T hiicrelerinde
gerceklestirildi.

Sekil 4.21°de negatif kontrol grubu olarak asetik asitin 25 uL, 50 uL ve 100 pL hacimleri ile
nMChi-PEAz ve NMLMWChi-PEA414 formiilasyonlarinin 50 pg/mL, 125 pg/mL,250 pg/mL
ve 500 pg/mL konsantrasyonlarinin HEK293T hiicrelerinin %hiicre canlilik oranlari iizerine
etkisi goriilmektedir. Asetik asitin yalniz bagina uygulamalarinin hepsinde toksik etki gosterdigi
goriilmiistiir. nMChi-PEA3z 0Orneginin ise bir¢ok transfeksiyon c¢alismasinda maksimum
konsantrasyon olarak belirlenen 50 pg/mL konsantrasyon uygulamasinda hicbir toksik etki
gostermedigi, hatta daha da yiiksek konsantrasyonlar olan 125 pg/mL ve 250 pg/mL
konsantrasyonlarda bile %hiicre canlilik oranlarini sirastyla 85.53 ve 67.76 diislirdiigii gozlense
de kabul edilebilir ve uygulanabilir konsantrasyonlar oldugu belirlenmistir. 500 pg/mL

konsantrasyonda ise beklenildigi gibi toksik etki gostermektedir.

NMLMW(Chi-PEA414 iiriiniine ait sitotoksisite bulgularina bakildiginda ise 50 pug/mL, 125
ug/mL ve 250 pg/mL konsantrasyonlarda %hiicre canlilik oranlarini sirasiyla 78.55, 65.26 ve
66.58 distirdiigli gozlense de transfeksiyon c¢alismalari igin maksimum uygulanabilir
konsantrasyonlar olarak belirlenmistir. Ayrica nMChi-PEA 6rnegi ile karsilastirildiginda daha
yiiksek toksik etki goOsterdigi goriilmiis bunun sebebinin ise modifikasyon sonucu zincir
gruplara ilave edilen pendant gruplardan ve zincirler arasi etkilesimlerle olusan heterodispers
yapilardan kaynakladig1 diisiiniilmektedir. Nitekim bu orneklerin PDI degerlerinin de 3’iin
tizerinde olmasi da bu sonucu dogrulamaktadir. Benzer sekilde nMChi-PEA 6rneginde de

oldugu gibi 500 ug/mL konsantrasyonda ise toksik etki gostermektedir.
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5.5. NMChi-PEA3 VE nMLMWChi-PEA414 NANOPARTIKULER SiISTEMLERIN IN
VITRO TRANSFEKSiYON SONUCLARININ DEGERLENDiIRILMESI

Gen tasima oOzellikleri uygun bulunan nMChi-PEA3; ve nMLMWChi-PEA414 igeren
formiilasyonlarinin, HEK293T hiicrelerinde in vitro transfeksiyon etkinligi hakkinda 6n bilgi
edinmek i¢in ¢alismalar Boliim 3.4.4°te belirtilen yontem ve Bolim 4.1.8’deki denemelerle
gergeklestirildi. Bulgular Tablo 4.18’de ve Sekil 4.22-4.25’te sunulmustur. Hem floresans
mikroskop incelemeleri sonucu hem de akis sitometrisi sonuglarina bakildiginda nMChi-PEA3
orneklerinde HEK293T hiicrelerinde in vitro transfeksiyonun en yiiksek oldugu hiicre sayisi
20.000, polimer-pDNA oraninin 12:1 ve 24 pg polimere 1.25 pg gen miktar1 oldugu saptandi.
Benzer sekilde nMLMWChi-PEAs14 Orneklerinde  HEK293T hiicrelerinde in  vitro
transfeksiyonun en yiiksek oldugu hiicre sayisi ise 20.000, polimer-pDNA oraninin 25:1 ve 25
ug polimere 1.25 pg gen miktari oldugu goriilmektedir.

5.6. SONUCLAR
Bu tezle sunulan ¢alismada:

v' Ilk defa Chi’a bir etanolamin tiirevi olan o-PEA bilesigi ile modifikasyon yapilarak
fosfoester bagi igeren ve amin grubunca zenginlestirilmis bir tiirevi sentezlenerek,
yapist aydinlatildi ve modifikasyon reaksiyonunun mekanizmasi ortaya koyuldu,

v' Ilk defa bu calismada depolimerize Chi iiriinlerine de s6z konusu modifikasyon
uygulandi, yapisi aydinlatildi ve modifikasyon reaksiyonunun mekanizmasi ortaya
koyuldu,

v 1lk defa bu modifikasyon iiriinlerinden nanopartikiil formiilasyonlar1 hazirlandi,
karakterize edildi ve optimizasyon ¢aligmalar1 yapilda,

v' Ik defa kullamlan Chi’in fiziksel seklinin optimizasyon galigmalarindaki etkisi
incelendi,

v  Ilk defa bu modifikasyon fiiriinlerinden hazirlanan optimize nanopartikiil
formiilasyonlarinin gen tasima kapasiteleri belirlendi,

v Ilk defa yiiksek gen tasima kapasiteli formiilasyonlar ile HEK293T hiicrelerine in vitro

transfeksiyon etkinligi ¢alismalar1 gergeklestirildi.
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Calismada sentezlenen nMChi-PEA3 formiilasyonunun kaynaklarda belirtilen diger
viral olmayan gen tasiyicilara gore 3:1 gibi diisiik bir polimer/pDNA oraninda bile
yiiksek gen tutma kapasitesine sahip oldugu ve transfeksiyon etkinliginde de basari
sagladig goriildii.

Calismada sentezlenen nMLMWChi-PEA414 formiilasyonunun ise nMChi-PEA’ya
nazaran daha uygun boyut ve PDI degerine sahip bir iistiinliigii olsa da molekiil
agirhginin diisiik olmasi nedeniyle 7:1 gibi yiiksek bir polimer/pDNA oraninda gen
tutma kapasitesine sahip oldugu dolayisiyla ve ayni oranda in vitro transfeksiyon
etkinligine daha yliksek konsantrasyonda nanopartikiil ile ulagilabildigi goriildii.

Sonug olarak ilk defa bu calismada sentezlenen modifiye Chi esasli nanopartikiiler
formiilasyonlarin HEK293T hiicrelerinde diger viral olmayan gen tasiyict sistemlere
alternatif biyouyumlu, biyobozunur, toksik olmayan, stabilitesi uygun sistemler olarak
kullanilabilirligi ortaya koyuldu.

Calismalarimiz transfeksiyon etkinligi denemelerinin optimizasyonunu takiben farkli
hiicrelerdeki etkinliklerinin incelenmesi yoniinde devam etmektedir. Bundan sonraki
donemlerde transfeksiyon etkinliginin diisiik oldugu bilhassa primer hiicrelerde etkin

bir transfeksiyon saglamak yoniinde ¢alismalarimizi siirdiirmeyi hedeflemekteyiz.
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