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OZET

POLIi(B-AMINO ESTER) ESASLI NANOPARTIKULLERIN SENTEZI,
KARAKTERIZASYONU ve UYGULAMASI

YUKSEK LiSANS TEZi

Ash OZCELIK

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Kimya Miihendisligi Anabilim Dal

Damisman : Prof. Dr. Saadet K. PABUCCUOGLU
II. Damsman : Dr. Ogr. Uyesi M. Koray GOK

Bu tez kapsaminda gerceklestirilen calismanin amaci, sentetik polimer esasli yeni bir viral
olmayan gen tasiyict nanopartikiiler sistemin sentezlenmesi, yapisinin aydinlatilmas: ve gen
transferi alaninda uygulamasinin incelenmesidir.

Gen transferi alaninda kullanilan iki temel vektorden biri olan viral olmayan vektorler, viral
vektorlere gore biyogiivenlilik konusunda daha basarilidir. Bu nedenle tez kapsaminda viral
olmayan gen tasiyict vektor olarak 12 adet poli(f-amino ester) (PBAE) sentezlendi ve yapilari
Fourier Infrared Spektroskopisi (FTIR) ile aydinlatildi. Ortalama molekiil agirliklar: tayinleri ise
Jel Gegirgenlik Kromatografisi-Boyutlarma Gore Aymrma Kromatografisi  (GPC-SEC)
kullanilarak belirlendi. Sentezlenen PBAE’lerin nanopartikiil formiilasyonlart (nPBAE)
nanocoktiirme yontemi ile olusturularak, Zetasizer sisteminde partikiil boyutlari, dagilimi (PDI)
ve zeta potansiyelleri Ol¢iildii ve formiilasyonlarin optimizasyonlar1 gergeklestirildi. Yapi
aydinlatmas1 ve nPBAE’lerin optimizasyonundan sonra nihai iiriin olarak kullanilacak uygun
ozelliklerdeki nPBAE’lerin plasmid DNA (pDNA) ile kompleksleri, iyonik etkilesim ve
enkapsiilasyon yontemi ile hazirlandi. Takiben nPBAE’in pDNA baglayabilme ozelligi jel
elektroforez ile analiz edildi.

xii



nPBAE’lerin in vitro transfeksiyon etkinligi floresans mikroskopta ve akan hiicre 6lger cihazinda,
sitotoksisitesi ise insan embriyonik bobrek hiicre (HEK293) hatlar1 kullanilarak MTT yontemi ile

incelendi.
Sonug olarak, bu tezde sentezlenen nPBAE’lerin HEK293 hiicresinde yiiksek in vitro

transfeksiyon etkinligine sahip, diger viral olmayan gen tasiyici sistemlere alternatif biyouyumlu,

toksik olmayan sistemler olarak kullanilabilirligi saptandi.

Haziran 2019,

91. sayfa.

Anahtar kelimeler: Poli(B-amino ester), nanopartikiil, transfeksiyon. |
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SUMMARY

SYNTHESIS, CHARACTERIZATION and APPLICATION OF
NANOPARTICLES BASED ON POLY(B-AMINO ESTER)

M.Sc. THESIS

Ash OZCELIK

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies

Name of Department

Supervisor : Prof. Dr. Saadet K. PABUCCUOGLU
Co-Supervisor : Dr. M. Koray GOK

The aim of the study realized in this thesis is to synthesize a new non-viral gene carrier
nanoparticular system based on synthetic polymer, to clarify its structure and to examine its
application in gene transfer.

Non-viral vectors, which are one of the two main vectors used in transgenesis are more successful
in biosafety than viral vectors. For this reason, 12 types of poly(B-amino ester) (PBAE) are
synthesized as non-viral gene carrier vectors within the scope of the thesis and their structure is
clarified by Fourier Infrared Spectroscopy. The average molecular weights were determined using
Gel Permeation Chromatography-Size Exclusion Chromatography (GPC-SEC) system.
Nanoparticle formulations (nPBAEs) of synthesized PBAEs were formed by nanoprecipitation
method, their particle sizes, polydispersity index (PDI,) and zeta potentials were measured in the
Zetasizer system and the optimization of formulations were realized. After the clarification of the
structures and the optimization of the nPBAEs, the complexes of the plasmid DNA with nPBAEs,
which have appropriate properties and will be used as final product, were fabricated by ionic
interaction and encapsulation methods. Then binding capacity of the nPBAEs with pDNA was
analyzed by gel electrophoresis.
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In vitro transfection efficieny of nPBAE was examined using by fluorescence microscopy and
flow cytometry, their cytotoxicity was investigated using human embryonic kidney cell lines
(HEK293) according to the MTT assay. As a result, it was determined that nPBAEs synthesized
in this thesis could be used as alternative biocompatible, non-toxic systems to other non-viral gene
carrier systems with high in vitro transfection efficiency in the HEK293 cells.
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1. GIRIS

Gen terapi, hastanin hiicrelerini genetik olarak degistirerek hastanin saglik durumunu tedavi
etmek veya iyilestirmek icin kullanilan prosediir olarak tanimlanmaktadir. Kalitsal ve
kazanilmig hastaliklarin tedavi edilmesi i¢in, terapdtik bir gen materyali ve bununla iligkili
diizenleyici elementlerin ¢ekirdege aktarilmasiyla gen terapi essiz bir olanak saglar. Bu
tedavide, tedavi edici 6zelligi olan genler, giivenli ve verimli bir tasiyici ile hedef dokuya ya
da hiicreye transfer edilmektedir. Bu amacla kullanilan tasiyicilar viral ve viral olmayan
tasiyicilar olmak tizere ikiye ayrilir. Viral tasiyicilar, hedefe ulasma verimliligi acisindan
bilinen en verimli tasiyicilar olmakla birlikte giivenilirlik ve iiretim zorluklar1 agisindan
uygulamalar1 ¢ok kisithdir ve yan etkileri oldukca fazladir. Bu sebeple, giivenli ve tiretimi
kolay alternatif bir metod olarak viral olmayan vektorler arastirilmaktadir. Transjenik
polimerler adiyla anilan viral olmayan vektorler olarak kullanilan nanopartikiil sistemler
dogal polimerler (kitosan, dekstran, jelatin, kolajen ve tiirevleri vb.) ve sentetik polimerler ise
poli(B-aminoester)ler ~ (PBAE),  poli(amidoamin)ler,  poli(imidazol)ler,  polietilen
oksit/polipropilen oksit kopolimerleri, polietilen oksit vb. esasl olabilmektedirler. Katyonik
polimerler, negatif yiiklii DNA molekiiliinii kompleksliyebilme ve koruyabilme gibi 6zel
avantajlar  saglayabildikleri i¢in transfeksiyon vektorleri olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, yaygin kullanimlarina ragmen bazi katyonik polimerler
onemli 6l¢iide sitotoksik olabilmektedirler. Sonug olarak, bir gen transfer uygulamasi icin
katyonik polimerin se¢iminde en onemli ozellikler genellikle transfeksiyon verimliliginin

yiiksek olmasi, toksik 6zelliginin olmamasidir.

Tez kapsaminda gerceklestirilecek olan ¢alismanin baslica amaci, yeni PBAE’lerin sentezi,
karakterizasyonu, bunlari uygun 6zelliklerdeki nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasi
icin optimizasyon ¢aligsmalar1 ve uygun 6zelliklerdeki formiilasyonlarin gen tasiyici sistem

olarak kullanilabilirliginin incelenmesidir.

Bu amagcla, oncelikle sentetik bir polimer olan PBAE’lerin sentezi gergeklestirilerek ve
yapilar1 aydinlatildi. Daha sonra elde edilen PBAE’lerin nanopartikiil formiilasyonlar
hazirland1 ve 6zellikleri optimize edildi. Optimize nanopartikiil formiilasyonlarin gen tasima

kapasiteleri tayin edilerek, HEK293 hiicreleri igin in vitro transfeksiyon etkinlikleri incelendi. |



2. GENEL KISIMLAR

2.1.HUCRE BiYOLOJiSi

2.1.1. Hiicre

Hiicre, bir organizmanin en kiigiik yasam birimidir. “Hiicre” terimi ilk defa bir Ingiliz fizik¢i
olan Robert Hooke (1635-1702) tarafindan tanimlanmustir [1]. 18. yiizyilin sonlarinda
goriintlileme alanindaki gelismeler dogrultusunda, bilim insanlar1 canli organizmalari
gorsellestirmekle ilgilenmeye basladilar. Bununla birlikte Dr.Theodore Schwann (1810-1882)
tarafindan hayvan dokusunun hiicrelerden olustugu ve her hiicrenin bir g¢ekirdegi oldugu
belirtildi [2]. Tlk hiicrenin kesfedilmesinden giiniimiize kadar yapilan ¢alismalar ve ortaya
cikan gelismelerle birlikte insan viicudunda + 10 trilyon civarinda hiicre oldugu ileri
stirilmektedir. Yine de, hiicrelerin tiimii viicutta ayni isleve sahip degildir. Hiicreler, epitel,
kas ve noron hiicreleri olarak farkli islevleri yerine getirme konusunda ayrilmiglardir. Genel
olarak, hiicrelerin biiyiikligii 10 um ile 50 um arasindadir, ancak islevine baglh olarak bu
degisebilir. Sekil 2.1°de farkli tlirde hiicre ve hiicresel bilesenlerin goreceli boyutlar

gosterilmektedir.
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Sekil 2.1: Farkl tiirde hiicre ve hiicresel bilesenlerin goreceli boyutlarini gdstermektedir. Karsilagtirma igin
yetigkin bir insan gosterilmistir [3].



2.1.2 Hiicre (Plazma) Membran

Hiicre zar1 (veya plazma zar1), 3 nm kalinliginda bir hiicrenin koruyucu simiridir [4]. Hiicre

zarinin yar1 gegirgenligi sayesinde hiicre igerisine ne alindigr ve hiicreden ne verildigi

diizenlenmektedir.

Ayrica, secgici olarak gecirgen olan bu zar, hiicreler arasindaki elektriksel ve kimyasal
sinyalleri kontrol eder. Lipitler, hiicre zarmin kiitlesinin yarisin1 olustururken, diger yarisi

proteinlerden, kolesterol ve sekerden (karbonhidratlar) olusur. Sekil 2.2°de hiicre zarinin

yapist gosterilmistir.
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Sekil 2.2: Hiicre Membraninin Yapist [5].

Membranin lipit tabakasi, fosfolipid molekiillerinin kendiliginden birlesmesi ile olusmaktadir.
Bu lipitler, suda ¢oziiniir bir hidrofilik fosfat basi ve lipit i¢inde ¢oziiniir bir hidrofobik yag
asidi kuyrugu igerir. Hidrofobik kuyruklar, hiicre i¢i ve hiicre dist sivilarda yer alan su
molekiilleri tarafindan itilmekte olup hidrofilik kafalar ise hiicre i¢i ve hiicre dis1 sivilarla
temas halinde olarak iki tabakali zarin i¢ kisminda bulunurlar [6]. Lipit tabakasinin yiiksek
hidrofobik ortami, yagda ¢6ziinen molekiillerin hiicreye girmesini kolaylastirir. Hiicre

zarindaki proteinler ise hiicrenin kimyasin1 olusturur ve kimyasal mesajlarin hiicreye

transferini saglar.



Diger yandan, spesifik proteinler zar iizerinde gozenekler olusturur ve bu sekilde iyonlar,
glukoz, amino asitler ve iire gibi suda ¢oziinlir molekiiller de hiicre igerisine gecis yapabilir
[7]. Protein pargalart yoluyla membranin dis ylizeyine baglanan glikozaminoglikanlar
(GAG'ler) olarak adlandirilan seker zincirleri vardir. Proteoglikanlar (PG'ler) adi verilen
protein-karbonhidrat kompleksleri, hiicre zarinin yiik karakteristiginin belirlenmesinde 6nemli
bir rol oynar. Hiicre yiizeyindeki en bol PG, hiicre zarin1 negatif yiiklii yapan polianyonik
heparan siilfat proteoglikanlardir (HSPG) [8]. Bu nedenle, negatif elektrik yiikiine sahip
herhangi bir bilesik, hiicre zari tarafindan elektrostatik olarak itilecektir, pozitif yiikli

parcaciklar ise hiicre yiizeyi ile etkilesime girebilecektir.
2.1.3 HUCRE DISI MALZEMENIN Hiicresel Girisi

2.1.3.1. Endositoz ve Endozomlar

Bir hiicre, yasam fonksiyonlarini yerine getirebilmek i¢cin gerekli olan besin maddelerini
kullanir. Diflizyon ve aktif tasima; amino asitler, sekerler ve belirli iyonlar gibi kiigiik
maddelerin hiicre zarindan gegmek i¢in kullandiklar1 en yaygin yollardir [9]. Difiizyon, hiicre
zarmin i¢i ve dis1 arasindaki iyon konsantrasyonu farkliligindan kaynaklanan bir itici gii¢ olan
konsantrasyon gradiyentine gore bir partikiiliin (atom, iyon veya molekiil) basit ve pasif
hareketi olarak tanimlanir. Pargaciklar, daha yiiksek konsantrasyona sahip olduklart bir
bolgeden daha diisiik konsantrasyonlu bir bolgeye tasinirlar. Aktif tasima, bir partikiiliin
konsantrasyon gradiyentine karsi, yani daha diisiik konsantrasyondan daha yiiksek
konsantrasyona geciste gereken enerjinin karsilanmasi gereken bir islemdir. Bu sebeple 6zel

protein tagiyicilar tarafindan desteklenmektedir.

Bununla birlikte, ¢ok biiylik molekiiller, difiizyon veya aktif tasima yoluyla hiicre zarindan
giremezler. Bunun i¢in endositoz adi verilen hiicre zarmin 6zel bir islevini kullanirlar.
Endositoz i¢in tarif edilen birkag yol olmasina karsin ana mekanizma geneli itibari ile aynidir.
Genel olarak, endositotik yollar iki ana kategoriye ayrilabilir: biiyiik parcaciklarin alimi olan
fagositoz, akiskan ve ¢dziinenlerin alimini gerektiren pinositozdur. Sekil 2.3°te madde gecis

yollar1 sematik olarak verilmistir.
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Sekil 2.3: Madde geg¢is yollar1 [10].

Endositoz sirasinda; enerji harcanarak hiicre zarinin igeri dogru genislemesi ile cepler olusur.
Bu cepler yardimiyla biiyiik molekiiller hiicre i¢ine alinir. Plazma zarmin iki kismi birbirini
takip ettiginde, zarin bir kismi sikisir ve endozom adi verilen i¢ zara bagl bir kese olusturur.

Sekil 2.4’te endositoz mekanizmasi gosterilmektedir.
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Sekil 2.4: Endositoz Mekanizmasi [11].



Kese, hiicre zarinin yakininda oldugunda endozomal bélmenin pH'1 yaklasik 6'dir. Endozomal
keseler olgunlastiklar1 ve bir lizozomal duruma ve daha sonra ¢ekirdege yaklastikga,
endozomun proton pompalari tarafindan keseler i¢ine H+ iyonu alinarak daha fazla asitlesir
(pH-5) [12]. Endositotik tasima yolunu lizozomal sindirim kismi takip eder. Lizozomlar,
hiicre i¢i ve hiicre dis1 bilesiklerin sindiriminde uzmanlasmis hidrolitik enzimler igeren

organellerdir.

Lizozom, okaryotik hiicrelerde bulunan tek zarla cevrili, makromolekiillerin parcalanmasini
saglayan hidrolaz enzimlerine sahip membrana bagli organeldir. Hidrolaz enzimleri hiicre
Olimii gergeklestigi zaman hiicrenin kendi kendini sindirmesinden yani otolizden de
sorumludur. Lizozom enzimleri yaklasik pH 5°te aktivite gosterir ve pH’nin bu civarda
tutulmasi i¢in sitoplazmadan lizozom i¢ine zarda bulunan proton pompalari lizozom igerine

H+ pompalar.

2.1.4. Niikleik Asitler ve Deoksiriboniikleik Asit (DNA)

Her canli organizmada veya hiicrede iki ¢esit niikleik asit vardir: riboniikleik asit (RNA) ve
deoksiriboniikleik asit (DNA). 1868 yilinda Isvigreli bilim adami Friedrich MIESHER, bu
molekiillere ¢ekirdekte bulunan asit anlamina gelen “niikleik asit” adim1 vermistir [13].
Niikleik asitler biitiin canlilarda bulunan organik molekiillerdir. Sadece viriisler ya DNA ya da
RNA igerirler. DNA ve RNA fosforca zengin organik molekiiller olup, organizmanin genetik
bilgi deposudur. Niikleik asitlerin kimyasal yapisinda C (karbon), H (hidrojen), O (oksijen), N
(azot) ve P (fosfor) elementleri bulunur. Niikleik asitlerin biyolojik fonksiyonu genetik
informasyonun saklanmasi, cogaltilmasi, c¢esitlendirilmesi ve nesilden nesile aktarilmasi

seklinde siralanabilir.

Her iki niikleik asit cesidi de (DNA ve RNA) niikleotid denen yap1 taslarindan
(monomerlerden) meydana gelmislerdir. Bu nedenle niikleik asitlere poliniikleotid adi da
verilir. Niikleotidler DNA ve RNA’nin yapisina girme Ozelliklerinin yaninda, enerji
metabolizmasinda, fizyolojik aktivite diizenleyici molekiiller olarak gdrev yaparlar. Bir
niikleotid ii¢ kimyasal kisimdan olusmustur: inorganik fosfat, bes karbonlu bir seker (riboz
veya deoksiriboz) ve azot igeren bazlar (adenin, timin, guanin, sitozin). Genetik bilgi bu azot

iceren bazlar yardimiyla kodlanir. DNA’da yer alan bilginin RNA’ya kopyalanmasina



transkripsiyon denir. Transkripsiyonda; DNA’y1 olusturan niikleotit dizisi, RNA olarak
kopyalanir [13].

2.2. GEN TRANSFERI

Gen tedavileri, genetik bozukluklardan, enfeksiyonlardan ve kanserden kaynaklanan

hastaliklarin tedavisi i¢in son zamanlarda oldukga biiyiik ilgi gérmektedir.

Avrupa Ila¢g Ajans1 (EMA), bir gen terapisi tibbi iiriiniiniin, asagidaki iki 6zelligi karsilayan

biyolojik bir tibbi {iriin oldugunu tanimlamistir. Bu 6zellikler sirasiyla;

(1) Bir genetik dizinin diizenlenmesi, onarilmasi, degistirilmesi, eklenmesi veya silinmesi
amactyla insanlarda kullanilan veya uygulanan bir rekombinant niikleik asit iceren veya

bunlardan olusan bir aktif madde icermesi.

(2) Terapotik, profilaktik(viral enfeksiyonlara karsi koruyan arag) veya tanisal etki, icerdigi
rekombinant niikleik asit dizisine veya bu dizinin genetik ekspresyon iirliniiyle dogrudan

iligkili olmasi [14].

Genel olarak gen terapisi, germ ¢izgi gen terapi ve somatik gen terapisi olarak iki katagoriye
ayrilir. Bu iki yaklagim arasindaki fark, somatik gen terapisinde bazi hedef hiicrelere genetik
materyalin eklenmesidir, ancak degisim sonraki jenerasyona geg¢mez. Germ ¢izgisi gen
terapide terapotik veya modifiye gen, gelecek nesile aktarilabilir. Bu fark 6nem tagimaktadir,

¢linkii mevcut yasalar sadece somatik hiicrelerde gen terapisine izin vermektedir [15].

Gen terapi i¢in ana hedef, hedef hiicreye bir terapdtik gen ulastirarak, cesitli hastalik
bigcimlerini genetik bir kaynaktan tedavi etmektir. Cesitli yontemlere veya gen terapi tiirlerine
ragmen terapi, hastalifin nedeninden sorumlu olan mutant genin tanimlanmasiyla baglar. Bir
sonraki adim, ayni saglikli geni klonlamaktir. Buna terapdtik gen veya transgen denir.
Terapotik gen, ornegin giliclendirmek veya onarmak icin ihtiyaca gore uyarlanir. Terapotik
gen tiretildikten sonra vektor adi verilen bir araca yiiklenir. Vektoriin islevi, terapotik geni
hedef hiicresine iletmektir. Vektor, hedef hiicreye ulastiktan sonra, genetik materyali
cekirdege iletir. Cekirdekte genetik materyal DNA'ya entegre olur ve kusurlu veya mutasyona

ugramis geni diizeltir. Gen terapiyi gerceklestirmenin en kritik adimi, vektorleri segmektir.



Vektorler, genetik materyali ¢ok ¢esitli hiicrelere, dokulara ve tiim organlara tasiyan

araglardir. Gen terapide siralt anahtar adimlar Sekil 2.5'de gdsterilmistir.
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Sekil 2.5: Gen terapisinde anahtar basamaklarin sematik gosterimi [16].
2.2.1. Gen Transferi Tarihi Gelisimi

Insan gen terapi kavramlari, 1970'lerin basinda, molekiiler genetik ve hiicre biyolojisinin
biliylimesinin yan1 sira rekombinant DNA teknolojisinin kesfi sonucu olarak ortaya ¢ikmistir
Insan gen terapi siirecinde kayda deger basarilar elde edilmistir ve son yillarda tipta en 6nemli

itici giiclerden biridir [17].

Gen terapide onaylanan ilk klinik denemeleri 1990 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde
gerceklesmistir. Dr. W. French Anderson, Ulusal Kalp, Akciger ve Kan Enstitiisii'nde
calisgirken bu 6nemli klinik denemeyi gelistirmeye yardimci olmustur. Adenosin deaminaz
(ADA) eksikligi, enfeksiyona karsi savunmasiz kalmasini saglayan, genetik bir hastaligi olan
dort yasindaki bir kiz, ilk hastast olmustur. Beyaz kan hiicreleri alinip, adenosin deaminaz
yapmak i¢in normal genler bu hiicrelere yerlestirilmistir. Hastalik tam tedavi edilememesine
ragmen kontrol altina alinabilmistir [18]. Gen terapi ile ilgili ilk diisiincelerden yaklagik on yil
sonra, 175'den fazla klinik ¢aligma yapilmistir ve 2000’e yakin hasta daha tedavi edilmistir
[19].

2.2.2. Gen Terapinin Giincel Pozisyonu

Bugiine kadar kanser, gen terapi ile tedavi edilmeye calisilan en yaygin hastaliktir. Sekil

2.6’da goriildiigii gibi kanser, tiim diinyada devam etmekte olan klinik gen tedavisi
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calismalarinin % 60'indan fazlasin1 olusturmaktadir, bunu monogenetik ve kardiyovaskiiler

hastaliklar takip etmektedir.

20p 1% 1%3% 1%

® Kanser hastaligi (1186) B Monogenetik Hastalk (161) m Kardiyovaskiiler Hastalik (155)
M Bulasicl/infeksiyoz Hastalik (147) B Sinir Hastaligi (36) m Okiiler Hastalik (28)
M Atesli Hastalik (13) M Digerleri (25) B Gen isaretlemesi (50)

W Saghikh Gondilluler (42)

Sekil 2.6: Klinik calismalarda gen tedavisi ile ele alinan farkli bulgularin grafiksel sunumu [20].
Su anda diinya ¢apinda 1800'den fazla onaylanmis gen terapi klinik denemesi yiiriitiilmiistiir
ve halen devam etmektedir. Sekil 2.7°de goriildiigii gibi adenoviral vektorler, retroviral

vektorler, klinik ¢alismalarda en sik kullanilan gen transfer vektorleri olmustur.

. 6% 4%

7% 4%

9% 6%

m Adenoviriis (438)

mAAV (92)

m Retroviris (370)

M Lentiviirus (55)

W Herpes Simplex Virts/Ucuk Viriisi (59)
m Poksvirls / Cicek Virlisti (95)

m Vaksinia Viriisii / ineklerde Cicek Hastalig Viriisii (148)

Sekil 2.7: Klinik ¢alismlarda en sik kullanilan gen transferi vektorleri [20].
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2.3 GEN TRANSFERI YONTEMLERI

Gen transferi, molekiiler tip alanindaki en yenilik¢i tedavi yontemidir. Gen transferinin
verimliligini ve stabilitesini arttirmak igin, sayisiz laboratuvar denemesi yapilarak viral ve

viral olmayan vektorler degerlendirilmektedir.

2.3.1 Viral vektorler

Virtiisler, spesifik hiicre tiplerine niikleik asit verilmesinde yliksek verimli 6zelliktedirler. Gen
aktarimi ve ekspresyonunun etkinligi korunurken adenoviriis gibi bir viral vektoriin
patojenitesinin ortadan kaldirilmasi gerekir. Bu patojenite ortadan kaldirilmadig: siirece viral
vektorlerin kullanimi toksisite agisindan gilivenli goriilmemektedir. Ek olarak viriisler, verilen
genetik materyalin boyutu agisindan siirli yiikleme kapasitesine sahiptir ve hiicre zarindan
zor gecmektedirler. Bu dezavantajlar géz ontline alindiginda arastirmacilar daha az toksik etki
gosteren ve {lretim maliyetleri viral vektorlere oranla daha diisiik olan viral olmayan

vektorlere yonlenmislerdir. Asagida bazi viral vektorlerin 6zellikleri verilmistir [21].

2.3.1.1 Reto-viral Vektirler

Retroviral vektorler, gen terapi islemlerinde en sik kullanilan gen transfer vektorlerinden
biridir. Retroviriisler, adenoviral ve lentiviral vektorlerin aksine, transfeksiyonda daha
etkindirler. Bu vektorlerin dezavantajlari ise, DNA ile rastgele birlesme egiliminde olmalari,

ve hedeflendirilmelerinin olduk¢a zor olmasidr.

2.3.1.2 Adenoviral Vektirler

Adenoviral vektorler ¢cok sayida farkli tiirden izole edilmistir ve 100'den fazla farkli ¢esidi
bulunmaktadir. Adenoviriisler hem boliinen hem de boliinmeyen hiicrelere geni transfer etmek
icin  kullanilabilir.  Adenoviriisler, biliyik DNA pargaciklar1 (38 kb'ye kadar)
dagitabilmektedirler, ancak retroviriislerin aksine, konak¢1 genoma entegre olmayacaklari igin
gen ekspresyonu ¢ok kisa siirelidir. Adenoviriislere kars1 dogal ve akut immiinolojik yanitlar,
klinik uygulamalarin1 karaciger, akciger (6zellikle KF (Kistik Fibrozis) tedavisi i¢in) veya
lokalize kanser gen tedavisi gibi birka¢ doku ile sinirli hale getirmistir. Adenoviral vektorler
kullanilarak gerceklestirilen gen tedavisi ciddi yan etkilere ve hatta bazi hastalarin 6liimiine

neden olmustur [22].
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2.3.1.3 Adeno Iliskili Vektorler

Adeno iligkili vektorler (AVV) tek zincirli DNA viriisleridir. Gen terapide kullanilan kusurlu
vektorlerde uzaklastirilan Rep ve Cap adi verilen iki viral protein kodlarlar. Adenoviriislere
benzer sekilde, AAV'ler hem bdliinen hem de bdliinmeyen hiicreleri enfekte edebilir. Bununla
birlikte, DNA'lar1, retroviriislere benzer sekilde konak hiicre genomuna entegre olur. Adeno
iliskili vektorlerin sistemdeki ana dezavantaji, AAV iretimi i¢in yardimci viriislere

(adenovirtisler veya HSV) ihtiyag duyulmasidir. Bu zorluklara ek bu vektorlerin kapasitesi

¢ok smirhidir (5 kb'den az DNA) [23].

2.3.1.4 Poxvirus (Ast Viriisii)
Poxvirus viriisleri diinya genelinde ¢igek viriisiinii yok eden asilar olarak kullanilmistir. Hem
boliinen hem de boliinmeyen hiicreleri enfekte edebilen ¢ift sarmallt DNA viriisleridir. Bu

viriisler, 25 kb'ye kadar transgenik diziyi (yaklasik 186 kb) barindirabilirler [24].

2.3.2 Viral Olmayan Gen Tasima Sistemleri

Viral olmayan vektorler, yukarida bahsedilen viral vektorlerin dezavantajlari nedeniyle
alternatif gen tasima sistemleri olarak gelistirilmistir. Viral olmayan sistemler genellikle
katyoniktir. Elektrostatik etkilesimler yoluyla negatif yiiklii DNA ile etkilesime girerler. Bu
durum, tastyiciya, negatif yiiklii hiicre membranlari ile verimli bir sekilde etkilesime girmesini
ve esas olarak endositoz yolu boyunca meydana gelen hiicreye ig¢sellesmesini saglayacak

avantaji saglar [25].

Transfeksiyon yapan konake¢r hiicrelerin etkinligi, viral olmayan ydntemlere kiyasla viral
vektorlerde nispeten yiiksektir. Viral vektorleri kullanmanin  temel sakincalari,
immiinojenikligi ve sitotoksisitesidir. Viral olmayan vektorleri kullanmanin en biiyiik avantaji
biyouyumlu olmalaridir. Viral olmayan vektorler, daha az immiinotoksisitesinden dolay1
dikkat ¢ekmistir. Bu vektorlerin klinik ¢alismalarda kullanimi 2004'ten giliniimiize kadar
yiikselirken viral vektorlerin kullanimi 6nemli Ol¢iide azalmistir. Verimlilik, 6zgiillik, gen
ekspresyon siiresi ve giivenlikte kaydedilen ilerlemeler, klinik deneylerde viral olmayan
vektorlerin kullannominin artmasina neden olmustur. En yaygin sekilde kullanilan viral

olmayan dagitim sistemleri, asagida tarif edilecektir.

2.3.2.1 Polimer Esasl Vektorler

Dogal polimerler
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Gen transferinde en ¢ok kullanilan dogal polimerler, kitosan, aljinat, jelatindir.

Kitosan: Katyonik polisakkarit bazli dogal bir polimerdir ve en ¢ok ¢alisilan viral olmayan
vektorlerden biridir. Yiiksek konsantrasyonlarda toksik degildir. Kitosanin pozitif yiikii,
elektrostatik olarak negatif yiikli DNA ile baglanir. Birincil amin grubu igerir ve pKa degeri
6.2'dir. Bu nedenle asidik ortamlarda (6rn: asetik asit, glutamik asit, aspartik asit, sitrik asit,
laktik asit, hidroklorik asit) kolayca ¢oziiniir. Yapisal olarak, farkli ila¢ tasima uygulamalari
icin kolayca kimyasal olarak modifiye edilen amin ve hidroksil gruplart gibi onemli

fonksiyonel gruplar igerir. Gen transferinde kullanimi {izerine ¢aligmalar devam etmektedir.

Jelatin: Hayvan kollajeninin asit veya alkalinin kismi hidrolizinden elde edilen (denatiire) bir
proteindir. Ayni zamanda klinik olarak stabilizatér olarak kullanilir. Cesitli asilarda bir
plazma arttiric1 olarak kullanimi mevcuttur. Son yillarda yapilan calismalarda ilag tagima
uygulamalarinda jelatin bazli nanopartikiiller (GNP) iizerine odaklanilmaktadir. DNA, vektor
yiizeyinin belirli fonksiyonel gruplarla modifiye edilmesi ile veya elektrostatik ¢ekim ile

GNP'lere yiiklenebilir [26].

Poli (L-lisin) (PLL): Poli(L-lisin), gen transferi i¢in kullanilan ilk katyonik polimerlerden

biridir. PLL’ler tekrar birimi olarak yapisinda amino asit lisini barindirir ve lineer
polipeptitlerdir. Boylece biyolojik olarak pargalanabilir bir yapiya sahiptirler. Bu 6zellik, in
vivo uygulamalar ic¢in ¢ok kullanighdir. Bununla birlikte, PLL polipleksleri, plazma

proteinlerine hizla baglanir ve dolagimdan temizlenir.

Aslinda, PLL tek basina veya modifikasyon olmaksizin uygulandiginda zayif transfeksiyon
yetenegine sahiptir. Bu vektorlerin hem transfeksiyon yetenegini arttirmak icin polietilen

glikol ile modifiye edilmistir.

Sentetik polimerler

Katyonik polimerler, polipleks adi verilen kompleksleri olusturmak icin DNA ile
birlestirilmektedir. Polipleksler, lipoplekslerden daha kararlidir ve hiicre dis1 ortamda

kolaylikla bozunmazlar

Sentetik polimerlerin bazilari; poli [2-(dimetilamino) etil metakrilat] (PDMAEMA), poli[2-
(dimetilamino) etil akrilat (PDMAEA) ve poli(N-vinil pirolidon) dur. Bu polimerler
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polietilenimin (PEI) gibi yiiksek transfeksiyon etkinligine sahip olsa bile, kandaki diisiik
stabiliteleri, kan serumundaki komponentler ile yiiksek etkilesim 6zelligi nedeniyle polietilen
glikol ve poli [N- (2-hidroksipro-pilmetakrilamid)] (PHPMA) ile modifiye edilerek

kullanilirlar.

PEI: Katyonik polimerler, endozomal pH'in diismesini engelleyen proton siinger etkisi
sergileyen yiiksek yogunluklu amin gruplarina sahiptir. PEI, in vivo ve in vitro gen transferi
icin en Onemli standart olarak kabul edilir. Ancak toksik etkisi yiiksektir ve bu nedenle

aragtirmacilar PBAE’lere yonelmistir.

PBAE: Bu bilesikler son zamanlarda biyouyumluluklari, biyobozunurluklari nedeniyle son
derece biiyiik ilgi ¢ekmis ve antikanser ilaclari, antimikrobiyal uygulamalar, gen transferi ve
doku onarmmi gibi c¢esitli biyomedikal uygulamalarda kullanilmaktadir. Viral olmayan gen
tastyict sistemlerde dikkat ¢eken en Onemli polimer gruplarindan biri olan PBAE’lerde
bulunan amin gruplari, kompleks olusturmak icin negatif yiiklii gen veya terapétikler ile
elektrostatik olarak etkilesime girebilir. PBAE'ler, milkemmel fiziksel-kimyasal ve mekanik
ozellikleri nedeniyle, ¢ok yonlii formiilasyonlarda son zamanlarda yogun bir sekilde
kullanilmaktadir. Doku miihendisliginde, yaralarin kapanmasi ve cerrahi implantlar i¢in

PBAE’ler oldukea ilgi ¢ekmektedir.

PBAE sentezi Michael katilma reaksiyonu ile gerceklestirilmektedir. Sekil 2.8’de gortildiigi
gibi bir primer amin (6rnegin; 3-amino-1-propanol, 4-amino-1-butanol, 5-amino-1-pentanol)
veya bir bis sekonder amin bilesiginin (6rnegin; pentan-1,3-diamin, 2-metilpentan-1,5-
diamin) bir diakrilat bilesigi (6rnegin; 1,3-butandiol diakrilat, 1,5-pentandiol diakrilat) ile
polikondenzasyon reaksiyonu sonucu PBAE elde edilmektedir. PBAE'ler modifikasyon igin
farkl1 kimyasal bilesiklerle uyumludur ve poliester yapisinda oldugu i¢in hidrolizle

parcalanabilen ester baglarini icermesi nedeniyle sitotoksisitesinin azaldig1 belirtilmistir [27].
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Sekil 2.8: PBAE Sentezi [28].
PBAE’ler yapilarinda tekrarlanilan birimlerde negatif yiikkli DNA ile etkin bir sekilde
etkilesime girmelerine olanak saglayan pozitif yiiklii olabilen ¢oklu amin gruplan igerirler
[29]. Biyogiivenlik konusunda basarili olmalari, yiiksek transfeksiyon verimi gostermeleri ve
sentezilerinin kolay olmasi gibi istiin Ozellikleri nedeniyle biyomedikal uygulamalarda

sentetik polimer esasl tasima sistemleri olarak tercih edilmektedir.
Biyomiihendislik alaninda PBAE’lerin kullanim formlars;

Nanopartikiil: Tipik olarak, katyonik PBAE'ler, nanopartikiil olusturmak igin gen ve

proteinler gibi terapdtik anyonik makromolekiillere elektrostatik olarak baglanabilir.
Nanopartikiillerin olusumu, herhangi bir kimyasal modifikasyon olmadan, polimer zincirleri
tizerindeki karsit yiikler ve biyomakromolekiiller arasindaki elektrostatik etkilesimler

tarafindan gergeklestirilir.

Misel:Polimerik misel, blok kopolimerlerin olusturdugu g¢ekirdek-kabuk yapisini temsil eder.
Prensip olarak, hidrofobik PBAE bloklarina, amfifilik blok kopolimerler 6zelligi kazandirmak
icin hidrofilik bloklar (6zellikle poli(etilen glikol) (PEG), ile asilanir. Yontemlerin
gelismesiyle aragtirmacilar, PBAE bloklar1 iceren c¢ok yonlii blok kopolimerleri

tasarlayabilmekte, liretebilmekte ve bunlari ¢esitli uygulamalarda kullanabilmektedirler.

Jel:PBAE'lerden olusan jel yapilari, hidrojeller ve nanojellerdir. Temelde morfolojileri ve
uygulama alanlar ile ayirt edilir. PBAE'lerin ilag salimindan, doku miihendisligine kadar
genis bir uygulama alanina vardir. Ayrica, jeller hidrofobik / hidrofilik ilaglar ve proteinler
icin ¢ok yoOnlii tasiyict sistem olarak kullanilabilir. PBAE jellerinin bu 6zellikleri biyomedikal

alanlarda genis bir uygulama alanina sahip olmasin1 saglar.
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2.4 VIRAL OLMAYAN POLIMERIK TASIYICILARDA GEN TRANSFERINi
ETKIiLEYEN FAKTORLER

2.4.1 Nanopartikiil Boyutu

Nanoteknoloji, miithendislik ve kimyanin gelistirdigi hibrid bir bilim dalidir. Giiniimiizde nano
boyut kavrami malzemenin 1-1000 nm biiyiikliigiine sahip olmasi anlamina gelmektedir.
Nano boyutta malzemelerin 6zellikleri makroskopik boyuttan oldukg¢a farkli olabilmektedir.
Nanoteknoloji kullanim alanlarina endiistriyel olarak ornekler; nano boyutlu kaplamalar,
seramik, miirekkep iiretimi, mihendislik, uzay, ¢evre ve bilgisayar teknolojileri, ila¢ salim
sistemleri verilebilir. Nanoteknolojideki son gelismeler, tip da dahil olmak tizere birgok

alanda 6nemini gdstermistir.

Nanoteknolojinin baslica ilgi alanlarindan biri biyolojik olarak bozunabilen ve biyouyumlu
nanopartikiiler ila¢ salim sistemlerinin gelistirilmesi olmustur. Gen terapide ise nanoteknoloji
uygulamalart1 en fazla 200 nm boyuta sahip olan partikiillerin kullanilmas: ile
gerceklesmektedir. Bu sinirin belirlenmesinde, hiicreler arasi bosluklar ve difiizyon hizi gibi

hiicresel faktorlerin 6nemi biiyiiktiir [30].

2.4.1.1 Nanopartikiil Hazirlama Yontemleri

Nanopartikiiller siklikla 10-1000 nm aralifinda kati, stabil kolloidal partikiiller olarak
tanimlanir. Polimer nanopartikiil (PNP) terimi, herhangi bir polimer nanoparcacik tiirii i¢in
verilen, ancak spesifik olarak nanokiirecikler ve nanokapsiiller i¢in verilen ortak bir terimdir.
Nanokiirecikler matris parcaciklaridir, yani kiitlesinin tamami kati olan molekiilleri kiire
yiizeyinde adsorbe edilebilir veya parcacik iginde kapsiillenebilir ve genel olarak, bunlar
kiiresellerdir. Nanokapsiiller, tutulan maddelerin kat1 bir madde kabugu ile ¢evrili bir siv1
cekirdege (yag veya su) sahip, rezervuar gorevi goren vezikiiler sistemlerdir. PNP'lerin

sematik bir gosterimi Sekil 2.9'da gosterilmektedir.
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Sekil 2.9: a) Polimer nanopartikiil nanokiirecikler b) yag, ¢) su igeren nanokapsiiller [31].

Polimerik nanopartikiiller, misel polimerizasyonu, emiilsiyon-difiizyon, emiilsiyon-
koaservasyon, nanocoktiirme, yiizeylerarast polimerizasyon, ¢oklu emiilsiyon, iyonotropik
jellesme, piiskiirterek kurutma (spray-drying) gibi yontemler kullanilarak hazirlanabilir. PNP

icin farkli hazirlama tekniklerinin gosterimi Sekil 2.10'da verilmistir.

Coziicii
buharlagtirma

A,

Polimerizasyon

o o
.oo.

, o PNP o
ce o®
o o

Nanogbktiirme

1]

Sekil 2.10: PNP i¢in farkli hazirlama tekniklerinin gosterimi [31].
Tez kapsaminda yapilan ¢aligmalarda nanopartikiiller, PBAE esasli {irtinlerden nanoc¢oktiirme
metodu kullanilarak hazirlandi. Nanoc¢oktiirme yontemi, Fessi ve arkadaglari tarafindan
PNP'nin hazirlanmasi igin gelistirilmistir. Ayn1 zamanda ¢06ziicii yer degistirme yontemi

olarak da adlandirilir [32].
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Nanogoktiirme yonteminde sistem, ii¢ temel bilesenden (polimer, ¢Oziicii ve su) olusur. Ek
olarak, ¢oziicli olmayan faz, ylizey aktif madde ile desteklenebilir. Yontem organik faz ve su
faz1 arasinda gerceklesir. Organik fazi, polimerin kendisine uygun ¢oziiclisii olusturur. Su
fazin1 ise su veya sulu ¢ozeltiler olusturmaktadir. Bu teknikte oOzellikle polikaprolakton
(PCL), poli(laktid) (PLA), poli(laktid-ko-glikolid) (PLGA), poli(alkilsiyano akrilat) (PACA)
ve PBAE gibi sentetik biyobozunabilir polyesterler kullanilmaktadir. Bu teknikte partikiil
olusumunu etkileyen en 6nemli parametreler ise; organik fazi damlatma hiz1 ve orani, sulu

faz1 karistirma hizi, organik faz katilma metodu ve organik faz/sulu faz oranidir [33].

2.4.2 Zeta Potansiyeli

Zeta potansiyeli (§) mV, kolloidal sistemlerde elektrokinetik potansiyelin kisaltmasidir.
Teorik bir bakis acisindan, zeta potansiyeli, daginik bir partikiil veya damlacigin ara yiiz ¢ift
katmanindaki elektrik potansiyeldir ve siirekli fazdaki ara yiizden uzak bir noktaya kadardir.
Bagka bir deyisle, zeta potansiyeli, hareketli dispersiyon ortami ile dagilmis partikiile bagl

dispersiyon ortaminin sabit tabakasi arasindaki potansiyel farkidir.

Zeta potansiyelini etkileyen en onemli faktor ortamin pH'dir. Diger faktorler ise iyonik
kuvvet, konsantrasyon ve sicakliktir. Zeta potansiyelinin 6nemi, olusan sistemin stabiliteleri
hakkinda oldukga bilgi veriyor olmasidir. Sekil 2.11°de partikiil ylizeyinde bulunan tabakalar

gosterilmistir.
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daginik tabaka
elektriksel ¢ift tabaka o © ()
sahit yik ::ﬁ-n °
tabakas 0
0 ¢%

mV

W kayma diizlemi

yizey gerillimi
zeta potansiyeli

parcacik mesafesinden uzaklik

Sekil 2.11: Bir partikiiliin ¢ozelti i¢erisinde olusan yiizey yiiki tabakalari [34].

Yiiksek zeta potansiyeli olan (negatif veya pozitif) sistemler elektriksel olarak stabilize halde
iken, diisiik zeta potansiyeli olan ise agregasyona ugrama egilimindedir. Sekil 2.12’de
gorildiigli gibi partikiillerin zeta degerleri -30 mV’un alti ve +30 mV’un {istii oldugunda
partikiiller kararli kabul edilir. Zeta potansiyelinin pozitif olmasi sistemdeki nanopartikiillerin
pozitif yiik yogunlugunun yeterli diizeyde oldugunu gosterir dolayisiyla negatif yiiklii

bilesiklerle 6rnegin DNA molekiilii ile baglanarak kompleks olusturmasinda énemli bir rol

oynamaktadir.
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Pozitif Zeta Potansiyeli

- Stabil

+30mV
_____ omV S Stabil olmayan
-30mV

- Stabil

Negatif Zeta Potansiyeli
Sekil 2.12: Kolloidal sistemlerin kararliligim ifade eden pH degerlerine karsilik zeta potansiyeli [34].
2.5. VIRAL OLMAYAN POLIMERIK TASIYICILARDA GEN TRANSFERI

Viral olmayan polimer esasli nanopartikiil formiilasyonlar1 kullanilarak gerceklestirilen gen

transferi isleminde bulunmasi gereken adimlar asagida Sekil 2.13°de gosterilmistir:

(A) Nanopartikiillerin hiicre zarinin spesifik bolgesine (hedeflenen grubun reseptore)

baglanmasi

(B) Nanopartikiillerin hiicreye endositoz yoluyla girmesi,



(C) Endozom olusumu,

(D) Endo-lizozomal kagis,

(E) Gen-nanopargacik ayrismasi,
(F) Gen salimu,

(G) Sitoplazma boyunca ilerleme, gekirdege gecis ve gen entegrasyonu

Sekil 2.13: Gen Transferi Asamalar1 [35].

2.5.1. Gen Paketleme

Gen paketleme, DNA’nin hiicreye aktarilmadan Once verimli bir sekilde vektore
yiiklenmesidir ve basarili transfeksiyon i¢in 6nemli bir adimdir. Polimerlerin, DNA'ya
baglanmasi, enzimatik bozunmayir Onlemesi ve hiicre igine giris yapabilmesi i¢cin DNA-
baglama Ozelliklerine sahip olmalar1 gerekir. Gen paketleme islemi polimerik yapilarin
katyonik gruplari ile DNA yapist igerisinde yer alan anyonik ylik yogunluguna sahip fosfat
gruplar1 arasinda meydana gelen elektrostatik etkilesimler ile gerceklesmektedir [36].

Protonasyon, katyonik polimerlerin net pozitif yiikiinii arttirmanin yaygin bir yontemidir [37].

Katyonik polimerlerde, daha yiiksek yiik yogunlugu, polimerin DNA’ya daha giiglii sekilde
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baglanmasim1 saglar fakat gii¢lii baglanma daha iyi transfeksiyon anlamina gelmez ve

sitoplazmada DNA'nin agilmasini ve salimin1 6nleyerek transfeksiyonu engelleyebilir [38].

2.5.1.1. Elektrostatik Etkilesim

Bugiine kadar gelistirilen polimerik  vektorlerin  ¢ogu, elektrostatik  etkilesimle
komplekslesmeyi saglamak i¢in DNA'nin anyonik yapisindan faydalanmistir. Bu polimerlere
ornek olarak PLL, PEI, kitosan ve PBAE gosterilebilir. Bahsi gegen polimerler DNA ile
amino gruplar1 sayesinde yeterli pozitif yiik yogunluguna sahip olmalar1 durumunda
kendiliginden etkilesime girebilir. Polimerin DNA’y1 ¢ekirdek bozunmasindan koruyarak
hiicrenin i¢ine transferi; tasiyici ile arasindaki azot:fosfat (N:P) yilik dengesinin kurulmasina

baghidir.

2.5.1.2 Enkapsiilasyon

DNA’nin elektrostatik olarak yogunlasmasma bir alternatif olarak biyolojik olarak
parcalanabilen kiiresel yapilar i¢cinde kapsiile edilmesidir. Enkapsiilasyon isleminde kullanilan
biyobozunur polimerlere 6rnek olarak poli (2-dimetilaminoetil metakrilat) (PDMAEMA),
lineer polietilenimin (L-PEI), PLL verilebilir. Yapisinda ester baglari bulunduran polimerlerin
biyolojik olarak pargcalanmalar1 daha kolaydir ve viicuttan daha kolay atilirlar. Polimerin ester
baglar1 tagimasimin diger avantajlart ise tasidiklari genin enzimatik reaksiyonlarla
bozunmasini engelleyebilmesidir. Bahsedilen avantajlarin yani sira bu yontemde, polimerin
organik ¢oziciilerle maumele edilmesi, enkapsiilasyon verimliginin diisiik olmas1 gibi bazi

kisitlamalar mevcuttur.

2.5.1.3. Adsorbsiyon

Yukarida bahsedilen iki yontemin sahip oldugu kisitlamalar sebebiyle alternatif bir DNA
paketleme yoOntemi olarak gelistirilmistir. Bu yoOntemde elektrostatik etkilesim ve
enkapsiilasyon bir aradadir. DNA’nin adsorbe edilmesi, elektrostatik etkilesimle
baglanabildigi tasiyic1 ylizeyine katyonik gruplarin (katyonik surfaktanlar, PDMAEMA, PEI

adsorbe veya konjuge olmasindan ileri gelmektedir.

2.5.2. Endozomal Kacgis

Hiicre icine endozomal yoldan alinan gen veya terapotik ajanin endozomdan kagisi
gerekmektedir. Sekil 2.14’de goriildiigli gibi, endositoz yoluyla hiicre icine alinan

poliplekslerden, tamponlama kapasitesi daha yiliksek olan yapilar daha iyi bir sekilde
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endolizozomal kacis1 gosterirken, diisiik tamponlama kapasitesine sahip yapilar ise
endozomal vezikiillerde yalmiz kalarak enzimatik olarak bozunurlar ve lizozom iginde

parcalanmaktadirlar [27].

Endozom
pH-6

Lizozom
pH-5

Sekil 2.14: Endozomal Kagis [39].

Kompleksler endozomal vezikiiller ile hiicre i¢ine alindiginda, endozomal bdlme proton
pompalart ile asitlenir ve pH"1 diiser. Terapotik polimer-gen kompleksleri, hiicresel yiizeyde
pH 7.4'ten endozomal vezikiil icinde pH 5.5'e kadar bir pH dislsi ile karsi karsiya
kalmaktadir. Vezikiil, endozomdan lizozoma kadar olgunlastik¢a, pH 4.5-5.0 civarinda daha
da asidik hale gelir ve terapdtik DNA, lizozomda farkli niikleaz tipleri ile kars1 karsiya kalir.
Bu nedenle, lizozomlardaki terapotik niikleik asitlerin bozulmasini 6nlemek ve hiicrede
yiiksek transfeksiyon saglamak icin, herhangi bir gen iletim vektoriiniin endozomlardan

zaman i¢inde kagabilmesi onemlidir.
2.6. GEN IFADESI

Gen ekspresyonu, bir baska genden gelen bilgileri kullanarak fonksiyonel bir gen iiriinliniin
sentezlenmesi islemidir. Genler proteinleri kodlar ve proteinler hiicre fonksiyonunu belirler.
Bu nedenle, belirli bir hiicrede ifade edilen binlerce gen, o hiicrenin ne yapabilecegini belirler.
Dahasi, DNA'dan RNA'ya proteine bilgi akisindaki her adim, hiicreye, iirettigi proteinlerin
miktarini ve tlirlinii ayarlayarak fonksiyonlarini kendi kendine diizenlemek icin potansiyel bir

kontrol noktasi saglar.
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2.6.1. Transkripsiyon

Transkripsiyon, c¢ekirdekte spesifik genler tarafindan iiretilen enzimatik kompleksler
vasitasiyla gerceklesen gen ekspresyonunun ilk adimidir. Bu asamada, deoksiriboniikleik
asitten (DNA’dan) riboniikleik aside (RNA’ya) genetik bilgi, DNA’y1 olusturan niikleotit
dizisinin bir RNA dizisi olarak kopyalanir. Ug¢ ana RNA smnifi, ribozomal RNA (rRNA),
transfer RNA (tRNA) ve haberci RNA'dir (mRNA) ve hepsi protein sentezinde énemli rol
oynar. Transkripsiyon sirasinda, DNA'nin ¢ift sarmalinin agilmasi ve bir RNA molekiiliiniin

tiretimi i¢in bir model olarak bir DNA dizisi kullanilir [6].

2.6.2. Translasyon

Translasyon, mRNA'lardaki dizilime uygun olarak ribozomlarda gergeklestirilen amino asit
zinciri veya polipeptit sentezi agamasidir. Bu asamada, cekirdekteki ¢ift sarmalli DNA'dan

kopyalanan tek sarmalli bir mRNA, proteinler (polipeptitler) tiretir [39].
2.7.DNA SALIMI

Polipleksler, DNA'nin serum enzimlerinden korunmasini saglamak i¢in sadece hiicre disinda
yiiksek stabiliteye sahip olmakla kalmaz, ayni zamanda DNA'nin salimin1 ve verimli bir
sekilde transfeksiyonu saglamak i¢in hiicreye girdikten sonra dissosiyasyonu gerekmektedir.
Verimli bir transfeksiyon i¢in vektdriin DNA’dan ayrilmasi1 gerekmektedir [40]. Vektorden
DNA’nin ayrilmasi polimerin zincir uzunluguna ve ortalama molekiil agirligina baghidir.
Ciinki transfeksiyon i¢in kullanilan her polimer i¢in optimal bir zincir uzunlugu ve molekiiler

agirhik gerekmektedir [41].

PBAE’lerde yer alan ester gruplar1 sayesinde hiicre igerisinde bu gruplar hidrolitik olarak
parcalanarak daha hizli DNA salimi saglanmaktadirlar. Bu sayede PBAE’ler ilgili genin
cekirdege yonlenmesini kolaylastirarak yiliksek transfeksiyon etkinligi elde edilmesini
saglamaktadir [42].

2.8. BiYOUYUMLULUK

Gen transferi sistemlerinde karsilagilan en biiyiik zorluklardan biri biyouyumluluk konusudur.

Basaril1 bir gen terapi i¢in vektoriin biyouyumlu olmasi gerekmektedir, aksi takdirde vektor,
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toksik etkisinden dolayr hiicrenin 6liimiine sabep olabilir. Gen transferinde biyouyumluluk

kriteri sistemin kandaki stabilitesi ve sitotoksisite olarak tanimlanmaktadir.

2.8.1. Sistemin kandaki stabilitesi

Gen transferi i¢in kullanilan polimerler, DNA'y1 serum enzimleri tarafindan bozulmaya karsi
koruma agisindan énemli bir role sahiptir. Sistemin stabilitesi, DNA’nin polimer ile kuvvetli
bir kompleks olusturma asamasindan, hedef hiicreye gidene kadar korumasi1 gerekmektedir.
Polimerik vektorden DNA’nin serbest birakilmasi ise negatif yiiklii serum proteinleri ile

etkilesimden sonra gergeklesebilmektedir.

Stabiliteyi bozan diger bir faktdr de polipleks agregasyonudur. Polipleks agregasyonu
ozellikle katyonik komplekslerde daha yaygindir. Hidrofilik monomerlerin ve / veya PEG gibi
polimerlerin modifiye edilmesiyle katyonik polimerler veya poliplekslerde yapilan
modifikasyonlar sayesinde, hidrofilik koruma saglanir ve kompleksin agregasyonu veya

stabilitesindeki azalma 6nlenebilmektedir [43].

2.8.2. Sitotoksisite

Gen terapinin basarili olmasi i¢in, hedeflenen hiicrelerin, belirtilen proteinlere transkripsiyon
ve translasyonu siirdlirmek i¢in stabil kalmas1 gerekir. Bu baglamda polipleksin ve DNA’nin
hiicre i¢ine salimindan sonra kalan vektoriin sitotoksik etkileri dikkate alinmahidir. Bu etkiler
icin heniiz kanitlanmis bir mekanizma bulunmamaktadir fakat mevcut olan hipotezlere gore
sitotoksik etkinin tasiyici ylizeyinde bulunan katyonik gruplar ile hiicre yiizeyinde bulunan
anyonik gruplar arasindaki elektrostatik etkilesimden kaynaklandigr diistiniilmektedir.
Bahsedilen bu etkilesimin, hiicre ylizeyinde membran fonksiyonunu ciddi sekilde bozabilecek
ve sonucta hiicre Oliimiine yol agabilecek polipleks birikmesi ile sonuglandigi

distiniilmektedir [27] [44].

2.9. GEN TASIYICI POLIMERIK NANOPARTIKULER SISTEMLERE AIiT
YAPILAN CALISMALARLA ILGILI KAYNAK ARASTIRMALARI

Bu tez kapsaminda gergeklestirilen ¢aligmalarla ilgili olarak, kaynaklarda 2000 yilindan
giinimiize kadar PBAE sentetik polimerik nanopartikiiler sistemlerin elde edilmesine ait
caligmalar ve bunlarin transfeksiyon verimliligi ile ilgili uygulamalar arastirilmistir. Bu

caligmalar asagida 6zet seklinde sunulmustur.
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Gok, MK, 2012, doktora tezi kapsaminda in vitro tranfeksiyon alaninda kullanilmak iizere
PBAE ve kitosan esasli modifiye polimerler sentezlemistir. PBAE ve modifiye kitosan
polimerlerin transfeksiyon verimliligi a¢isindan HEK293, POF ve POEF hiicrelerinde ytiksek

basar1 gostermistir ve iiriinler patentlenmistir [44].

Jia-Hui Gong, Yi Wang, ve arkadaslari, 2018, giivenli ve verimli bir gen tasiyicit olarak
Michael katilmasi reaksiyonu ile bir dizi yeni biyobozunur florlanmis poli (B-amino
ester)ler'in (FPBAE) tasarimini ve sentezini gerceklestirmiglerdir. Transfeksiyon etkinligi
testinin sonuglar1 hem HeLa hem de HEK-293T hiicre hatlarinda sirasiyla% 70 ve % 90'dan
yiiksek olarak sonuclandirmislardir. Arastirmacilar yiliksek transfeksiyon etkinligini biiyiik
oranda florinasyona baglanmiglardir. Ayrica, sitotoktisite ve hemoliz tahlili, diisiikk molekiiler
agirlik ve ayrilabilir ester baglarinin varligi nedeniyle, PEI ile karsilastirildiginda daha
biyouyumlu oldugunu belirlemislerdir. Sonuglar birlikte ele alindiginda, hem yiiksek gen
transfeksiyon etkinligi hem de ¢ok daha diisiik toksisiteye sahip yeni polimer FPBAE, arzu
edilen bir gen vektorii olarak belirtmislerdir [45].

Yongsheng Gao, Jian-Yuan Huang, ve arkadaslar1,2016, gelistirdikleri bir gen tasima vektorii
olan yiiksek dalli poli (B-amino esterler) (HPAE'ler)’in molekiil agirligi dagilimi ve
konfigiirasyonunun gen transfeksiyonu, biyouyumluluk ve verimlilik {izerindeki etkileri
aragtirmiglardir. Gelistirdikleri HPAE'ler ile yiiksek gen transfeksiyon etkinligi ve diisiik
sitotoksisite elde edilebilecegini gostermisleridir. Geleneksel PEI, PAMAM dendrimer ve
PDMAEMA'dan farkli olarak, ayni anda yiiksek molekiil agirlikli HPAE'ler tarafindan daha
yiiksek gen transfeksiyon etkinligi ve digiik sitotoksisite gosterdigini gormiislerdir.
Arastirmacilar elde ettigi bu sonuglarla, hem polimerin molekiiler agirligiin hem de
konfigiirasyonunun, vektoriin transfeksiyon kabiliyeti ve sitotoksisitesi iizerindeki etkileri

konusunda yeni bir anlayis gelistirecegini belirtmislerdir. [45].

Dezhong Zhou, Yongsheng Gao, ve arkadaslar1,2016, karsilastirmali olarak farkli hiicre
tiplerinde 2 ila 126 kat daha yiiksek in vitro transfeksiyon etkinligi gosteren yeni bir Michael
katilma yaklasimi yoluyla HPAE'lerin sentezini arastirmiglardir. Dallanmis yapilarin, cilt
hastaliklarinda viral olmayan gen terapisinin basarili bir sekilde uygulanmasina yonelik
PBAE'lerin transfeksiyon verimini ve gilivenligini oOnemli olgiide artirabilecegini

gostermislerdir. Arastirmacilar, insan adipoz tiirevi mezenkimal (bag dokularinda bulunan,
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eriskin haldeki kok hiicre tipi) kok hiicreleri HADSC ve HeLa hiicreleri ile yaptiklar
transfeksiyon c¢alismalariyla, dallanmis yapili PBAE'lerin etkili transfeksiyon icin biiyiik
Ooneme sahip oldugunu gdstermislerdir. Arastirmacilar elde ettikleri bu sonuglarla, HPAE'lerin

yiiksek performansh viral olmayan gen iletim vektorleri oldugunu gostermisgledir. [46].

Daniel G. Anderson, Akin Akinc, ve arkadaslari, 2004, arastirmalarinda 486 adet PBAE
sentemiglerdir ve bu PBAE’lerin yapisal ve fizikokimyasal 6zelliklerinin, gen transferine
etkilerini incelemislerdir. Arastirmacilar ¢alismalarinda, PBAE’lerin molekiiler agirliklarinin,
partikdl biiytikliilerinin, yiizey yiiklerinin ve optimal polimer / DNA oraninin, transfeksiyon

verimi konusundaki etkinligini arastirmislardir [47].

Steven R. Little a, David M. Lynn, ve arkadaslari, 2004, caligmalarinda, PBAE igeren
mikropartikiillere 6zgli karakterizasyon ve formiilasyon hususlarimi aragtirmislardir.
Plazmidin mikropartikiillerden salminin, bilesimdeki PBAE miktarina dayanarak kontrol

edilebilirligini gdstermislerdir [48].

Elina Vuorimaa, Tiia-Maaria Ketola, ve arkadaslari, 2011, PBAE’leri, DNA
komplekslemelerini ve transfeksiyon kabiliyetlerini arastirmislardir. Bu ¢alisma igin farkli
transfeksiyon etkinligine sahip on polimer se¢mislerdir ve PBAE’leri transfeksiyon

verimliligi ve gen tagima kapasiteleri agisindan degerlendirmislerdir [50].

Yapilan kaynak arastirmalarinda, gen transferi ¢alismalarinda PBAE’ lerin yaygin bir sekilde
kullanildigr goriilmektedir.

Bu calismalar 1s181inda, tez kapsaminda gergeklestirilen c¢alismanin 6zgiin yonii olan,
kaynaklarda rastlanmayan, monomerler kullanilarak yeni PBAE esasli bir gen tasiyici

nanopartikiil formiilasyonlarini ilk defa bu ¢alismada elde edebilmek i¢in:

e Gen transferi sistemlerinde viral tasiyicilarin yerini alabilecek, yeni sentetik polimer
PBAE polimerik tastyict sistemin diakrilat monomeri olarak kullanilan
trimetilolpropan etoksilat (1 EO/OH) metil eter diakrilat (TEMEDA) sabit tutularak 4
farkli diamin bilesigi ile (1,5-diamino-2-metilpentan, (DAMP), etilendiamin (EDA),
3-amino-1-propanol (AP), N-(2-Hidroksietil) etilendiamin (HEEDA) ile ii¢ farkli
sentez yontemi ile optimizasyon calismalar1 gergeklestirildi ve iiriinler karakterize

edildi,
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Uygun 6zelliklerdeki PBAE ‘ler kullanilarak nanopartikiil formiilasyonlar1 hazirlandi
gen transfer uygulamalarinda 6nemli olan, partikiil boyutu, dagilimi ve zeta
potansiyeli gibi 6zellikleri karsilastirilmali olarak incelendi,

Transfeksiyonda kullanilacak olan uygun 6zelliklerdeki PBAE iiriiniin sitotoksisite
karakteristikleri belirlendi,

Uriinlerin in vitro gen tasima/baglama kapasiteleri jel elektroforez analizi ile
belirlendi,

Jel elektroforez analizi sonuglarina gore segilen tiriiniin in vitro transfeksiyon etkinligi

HEK293 hiicre hatt1 kullanilarak incelendi.



28

3. MALZEME VE YONTEM
3.1.KIMYASAL MADDELER

PBAE sentezinde, 4 farkli amin bilesigi; 1,5-diamino-2-metilpentan (DAMP) (Sigma-
Aldrich), etilendiamin (EDA) (Sigma-Aldrich), 3-amino-1-propanol (AP) (Sigma-Aldrich),
N-(2-Hidroksietil) etilendiamin (HEEDA) (Sigma-Aldrich) ve trimetilolpropan etoksilat
(LEO/OH) metil eter diakrilat (TEMEDA) (Sigma-Aldrich) kullanildi. PBAE’den elde
edilecek nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasinda ¢oziicii olarak dimetil siilfoksid
(DMSO) (Sigma-Aldrich), ve polimer sentezinde c¢oziicii olarak tetrahidrofuran (THF)
(Sigma-Aldrich) kullanildu.

Uriinlerin tampon kapasitelerinin belirlenmesinde ise sodyum kloriir (NaCl) (Merck),

hidroklorik asit (%37) (Merck) ve sodyum hidroksit (NaOH) (Sigma-Aldrich) kullanildi.

Jel elektroforez denemeleri i¢in kullanilan kimyasal maddeler; bromofenol mavisi (Sigma-
Aldrich), etidyum bromiir (molekiiler biyoloji saflikta) (Sigma-Aldrich), agaroz (Sigma-
Aldrich), tris asetat-EDTA (TAE, pH 8.0) tamponu hazirlanisi i¢in tris baz (Sigma-Aldrich),
%99 saflikta glasiyal asetik asit (Merck) ve etilendiamintetraasetk asit (EDTA) (Sigma-
Aldrich) kullanilda.

Sitotoksisite denemelerinde insan embriyonik bobrek hiicre hatti (HEK293) kullanildi. /n
vitro transfeksiyon denemelerinde ise HEK293 hiicre hatti kullanildi Hiicre kiltiirii ve
transfeksiyon denemeleri i¢in Dulbecco’nun Modifiye Eagle Medyumu (DMEM) ve fosfat
tampon ¢ozletisi (PBS) kullanildi. Medyumlarin hazirlanmasi i¢in ihtiya¢ durumlarinda gerek
duyulan kimyasal maddeler ise, sodyum piruvat (Sigma) ve L-glutamat (Sigma), penisilin
(Sigma), sodyum bikarbonat (NaHCO3) (Sigma), streptomisin ve fotal buzagi serumu (FCS)
(Sigma) kullanildi. DMEM c¢ozeltisi i¢in ise Sigma-Aldrich iirlinii olan FCS kullanildi. Tiim

denemelerde kullanilan su deiyonize sudur.
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3.2. KULLANILAN CiHAZLAR

3.2.1. Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR)

Tiim tirtinlerin yapilarinin aydinlatilmasinda FTIR analizi i¢in Agilent Cary 630 model FT-IR
spektrofotometresi kullanildi. Yapillarin aydinlatilmasi, 6rnek/KBr orani 1/200 olacak sekilde
seyreltilerek hazirlanmig tabletler kullanilarak, 400-4000 cm™ dalga boyu araliginda
kaydedilerek gergeklestirildi.

3.2.2. Jel Gecirgenlik Kromatografisi ve Boyutlarina Gore Ayirma Kromatografisi
(GPC/SEC)

Uriinlerin sayisal (M) ve agirlikca (M,,) ortalama molekiil agirhiklar1 ile polidispersite
indekslerinin (PDI) (MyM,) belirlenmesi i¢in GPC analizleri, bir TSK-jel GMPWXL
kolonunda GPC/SEC sistemi kullanilarak (Tosoh Bioscience; Japonya) gergeklestirildi. GPC
analizi sonuglarina gore orneklerin ortalama molekiil agirliklart M, ve My, ile PDI degerleri
kaydedildi.

3.2.3. Zeta Potansiyeli ve Partikiil Boyutu Ol¢iim Cihazi

Uriinlerinin partikiil biiyiikliikleri, zeta potansiyelleri ve polidispersite (PDI,) analizleri
Zetasizer Nano series (Malvern Instruments) cihazinda, deiyonize suda 25°C da yapildi.

3.2.4. pH Metre

Tampon kapasitelerinin belirlenmesinde £0,01 hassiyetle dl¢iim yapabilme 6zelligine sahip,
Hanna marka pH metre kullanildi.

3.2.5. Jel Elektroforez Cihazi

Nanopartikiil formiilasyonlarinin, pDNA ile kompleks yapabilme 6zelliklerinin incelenmesi
i¢in jel elektroforezde (Cleaver Scientific Ltd., ingiltere) cihazi kullanilds.

3.2.6. Olympus Ters Mikroskop

Hiicrelerin  goriintiilenmesini  saglamak ve floresan aydinlaticis1 ile nanopartikiil
formiilasyonlarinin in vitro transfeksiyon etkinliginin belirlenmesi igin IX71 model Olypus

ters mikroskop (Amerika Birlesik Devletleri) kullanildi.
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3.2.7. Akis (Flow) Sitometri (Akan Hiicre Olcer)

Gen tasityict nanopartikiill formiilasyonlarinin nicel olarak transfeksiyon etkinliginin
belirlenmesi icin Guava easycyte marka (Amerika Birlesik Devletleri) akis sitometri
kullanildi.

3.3. YONTEM

3.3.1. PBAE Bilesiklerinin Sentez Yontemi

Tiim PBAE’lerin sentezi, monomerler olarak, ayni diakrilat bilesigine karsilik farkli diamin
bilesikleri kullanilarak, Michael katilma reaksiyonu mekanizmasma gore gerceklestirildi.
Sentezde kullanilacak sicaklik, siire, monomer molar oranlari (diakrilat/amin) gibi reaksiyon

sartlar1, yapilan optimizasyon denemelerine gore saptandi.
Kullanilan sentez yontemlert;

A. THF'de ¢ozerek dietileterde coktiirme yontemi; 1/1.1 monomer molar oranina gore

5mmol diakrilat ve 5,5mmol diamin monomerleri ayr1 kaplarda SmL THF’de ¢oziildii.
Daha sonra THF’de ¢6ziinmiis diakrilat monomeri {izerine, azot gazi ortaminda, 25
°C’de ve sabit karistirma altinda damla damla THF’de ¢6zlilmiis diamin monomeri
eklendi. 10 dk. daha azot akimi altinda karismas: saglanarak reaksiyonun
gerceklesmesi i¢in inkiibatorde 50°C’da 48 saat 100 rpm’de siirekli olarak karigmaya
birakildi [48].

Reaksiyon tamamlandiktan sonra reaksiyon kab1 icerisindeki malzeme +4°C’da soguk
dietileter’de ¢oktiiriildii. Coken PBAE, 40°C’da vakum altinda kurutuldu. Uriinler

karakterizasyon ve diger denemeler i¢in buzdolabinda +4°C’da saklandi.

B. 60°C’da ve 48 saat ¢dziiclisiiz sentez yontemi; 1/1.1 monomer molar oranina gore

oncelikle reaksiyon kabma S5mmol diakrilat monomeri ilave edildi, azot gazi
ortaminda, sabit hizla karistirilarak ve 25°C’da 5,5mmol diamin monomeri damla
damla edildi. 10 dk azot akimi altinda karistirildiktan sonra inkiibatdrde 60°C’da 48
saat 100 rpm’de siirekli olarak karismaya birakildi [48]. Uriinler karakterizasyon ve

diger denemeler i¢in buzdolabinda +4°C’da sakland.
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C. DMSO icinde ¢ozerek 60 °C’da sentez yontemi; 1/1.1 monomer molar oranina gore 2

mL DMSO igerinde Smmol diakrilat monomeri reaksiyon kabina ilave edildi sabit
karistirma hizinda, azot gazi ortaminda Smmol diamin monomeri damla damla
reaksiyon kabma ilave edildi. 10 dk azot akimi altinda karistirildiktan sonra
inkiibatorde 60°C’da 48 saat 100 rpm’de siirekli olarak karigmaya birakildi [48].
Uriinler karakterizasyon ve diger denemeler i¢in buzdolabinda +4°C’da saklandh.
Yukarida belirtilen her 3 yonteme (A,B ve C) gore diakrilat monomeri ayni kalmak suretiyle 4
amin monomeri ile PBAE sentezleri gerceklestirildi. Nanopartikiil formiilasyonunda en uygun
ozelliklerdeki iiriin segilerek, bu iiriiniin sentezinde uygulanan yonteme gore diakrilat/amin mol
oranlar1 1/1.2, 1/1.3, 1/1.4 ve 1/2 olacak sekilde PBAE’ler sentezlendi. Asagida Tablo 4.1°de tiim
PBAE’lerin sentezlerinde uygulanan reaksiyon kosullari, semboller ve iiriinlerin fiziksel

durumu belirtilmistir.

3.3.2. PBAE Uriinlerinden Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

PBAE iiriinlerinden nanopartikiil formiilasyonlar1 (nPBAE), nanogoktiirme yontemine gore

(DMSO-su sistemi) kullanilarak hazirlandi.

Bu yonteme gore, PBAE diirlinlinlin DMSO igerisindeki konsantrasyonu Img/mL olacak
sekilde ¢oziildii. Bu ¢ozeltiden 200 pL almarak, 1300 pL deiyoize su lizerine eklenip cesitli
stire(1-2dk) ve hizlarda(2700-3000 rpm) karistirlldi. Bu asamada optimizasyonu
gerceklestirilen parametreler ise; c¢ozelti konsantrasyonu, vortex hizi, polimer

¢ozeltisi/deiyonize su orani ve vortex stiresidir.

Burada elde edilen PBAE iiriinlerinin nanopartikiil boyutu ve zeta potansiyeli degerleri
Olciildii. Yukarida ifade edilen parametreler denenerek hangi nanopartikiil formiilasyonunun

ozellikleri karsilastirilarak in vitro transfeksiyon ¢aligmalari i¢in daha uygun olduguna karar
verildi [51].

3.3.3. PBAE Uriinlerinin Tampon Kapasitelerinin Belirlenmesi

Secilen PBAE iirlinlerinin proton tamponlama kapasiteleri asit baz titrasyon yontemi ile

belirlendi [52].

PBAE firiinlerinin tampon kapasitelerinin belirlenmesinde 6mg PBAE, 150 mM’lik NaCl

¢oOzeltisi igerisinde son konsantrasyon 0.5 mg/mL olacak sekilde ¢oziildii. Karistirilan ¢ozelti
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tizerine 0.1 M NaOH cozeltisi ilave edilerek ¢ozelti pH's1 10°a ayarlandiktan sonra 0.1 M
hidroklorik asitten 20’ser uL eklendi ve pH degerleri pH metre ile 6l¢iilerek kaydedildi. NaCl
negatif kontrol grubu olarak kullanilmig olup, iiriinlerin proton kapasiteleri ¢ozelti pH’s1
7.4’den 5’e diisene kadar eklenen kiimiilatif HCI hacminden, mmol H* / 1 g polimer olacak

sekilde hesaplandi.

3.3.4. Plazmid DNA (pDNA) Genini Tasiyan Nanopartikiil Formiilasyonlarinin

Hazirlanmasi

Bolim 3.3.1°de anlatilan sentez yontemleri ve 3.3.2’de anlatilan nanopartikiil
formiilasyonlarin1 hazirlama yontemleri ve Boliim 4.1°de anlatilan analiz sonuglarina gore
hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarindan basarili bulunanlar, pPDNA (Green Fluorescent
Protein Circular Plasmid DNA ile 1:1 oranindan baslayip 70:1 oranina kadar degisen
oranlarda (a/a) muamele edilerek nanopartikiil-gen kompleksleri hazirlandi. Bu kompleksler
iyonik etkilesim (ignPBAE) ve enkapsiilasyon (egnPBAE) tekniklerine gore ayri ayri
hazirlandi. Iyonik etkilesim tekniginde ependorfa alinan PBS iizerine PBAE ¢ozeltisi
eklenerek vortex islemi gerceklestirildikten sonra pDNA eklendi ve 30 dk bekletildi.
Enkapsiilasyon tekniginde ise dncelikle polimer c¢ozeltesi iizerine pDNA eklenip 30 dk’lik
bekleme siiresinin ardindan polimer-pDNA, ayr1 bir ependorfta bulunan PBS {izerine damla

damla ilave edildi ve vortex islemi gerceklestirildi.

3.3.5. Jel Elektroforez Analizi

Nanopartikiil formiilasyonlarinin, pDNA ile kompleks yapabilme 6zellikleri jel elektroforezde

asagida belirtildigi sekilde incelendi.

Agaroz, berrak ¢ozelti olusuncaya kadar TAE, pH 8.0 tamponu igerisinde kaynatilarak
¢oOziildii. Ardindan ¢ozelti, oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra igerisine 0.5 pg/mL
konsantrasyonda etidyum bromiir eklendi ve daha sonra donan jel, icerisinde pH 8.0 TAE
tamponu bulunan yiiriitme tankina alindi. Yiiriitme i¢in 9:1 (kompleks:elektroforez yiikleme
tamponu) oraninda kompleks ile 6x agaroz jel ylikleme boyasi olan bromofenol mavisi
kanistirilarak jeldeki kuyucuklara eklendi ve elektroforez islemi sabit 100 volt akimda 1 saat
boyunca gergeklestirildi. Jel elektroforez analizi sonrasinda ise, UV 1s1k altinda (UVITEC UV

transiliiminator (Cleaver Scientific; Ingiltere)) fotograflar1 ¢ekilerek incelendi [53].
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Sekil 3.1: Jel elektroforez cihazi.

3.3.6. Sitotoktisite ve In Vitro Transfeksiyon Etkinligi Calismalar:

3.3.6.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi
DMEM Medyumu; 13,38 g L-glutamat ve sodyum piruvat i¢eren toz DMEM, 3,7 g NaHCO3,

60 mg penisilin ve 100 mg streptomisin 1 L suda ¢oziilerek hiicre kiiltiir medyumu hazirlandi.

FCS I¢eren DMEM (DMEM+FCS); 174 mL DMEM medyumunun iistiine, 2 mL esansiyel
olmayan aminoasit, 2 mL Na-piruvat, 20 mL FCS ve 2 mL L-glutamin eklenerek 200 mL’lik
DMEM+FCS medyumu hazirlandu.

FCS Icermeyen DMEM (DMEM-FCS); 194 mL DMEM medyumu iistiine 2 mL esansiyel
olmayan aminoasit, 2 mL Na-piruvat ve 2 mL L-glutamin eklenerek 200 mL’lik DMEM-FCS

medyumu hazirlandi.

PBS pH 7.4 tampon ¢ozeltisi; NaCl 8 g, KCL 0.2g, Na;HPO, 1.44g, KH,PO,4 0.24g alinarak
tizerine 490 mL deiyonize su ilave edilerek maddelerin ¢6ziilmesi saglandiktan sonra pH 7.4

olarak olctildii.
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NAc pH 5 tampon ¢ézeltesi: 80mL destile su lizerine 0.138g sodyum asetat ve 46uL asetik
asit eklendi ve pH 5 olarak olg¢iildii.

3.3.6.2. HEC293 Hiicrelerinin Hazirlanmasi
Tez kapsamindaki denemelerde kullanilmak iizere Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Dolerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dalindan temin edilen HEK293 hiicre hatti aymi

Anabilim Dalinin laboratuvarinda ¢ogaltilarak kullanildi.

Hiicrelerin bulundugu kriyotiip sivi azottan alinarak 37°C’de su banyosu igerisinde ¢oziildi
ve 5 mL DMEM ile yikanip 5 dakika siiresince 2000 rpm hizda santrifiijlenerek kriyotiip
igerisindeki hiicreler DMSQO’dan temizlendi. Daha sonra list faz dekante edildi ve hiicreler 1
mL DMEM igerisinde yayilmasi saglandi. Thoma laminda hemositometrik yontemle (%0,4
tripan mavisi kullanilarak) hiicre sayimi elde edilen HEK293 hiicrelerinin konsantrasyonu
6lciildii ve hiicrelerin canli olup olmadigi kontrol edildi. Bu islemin ardindan hiicrelerin kiiltiir
kaplarina ekim islemi birim cmz’ye uygun oranda olacak sekilde gergeklestirildi ve hiicreler
24 saat siiresince iliremeye birakildi. Bu siirecin ardindan, hiicreler, in vitro tranfeksiyon

denemeleri i¢in petrilere uygun konsantrasyonda olacak sekilde dagitildu.

3.3.7. Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Sitotoksisitesinin MTT Testi ile incelenmesi

Yukarida anlatilan test metodlarinda basarili bulunan PBAE nanopartikiillerin sitotoksisite
karakteristiklerini belirlemek icin, kantitatif bir yontem olan MTT testi [55], HEK293 hiicre
hatt1 kullanilarak gerceklestirildi. Bu test, metabolik olarak aktif hiicrelerde bulunan
mitokondriyal siiksinat-dehidrojenaz enzimi ile ¢ézlinmeyen mor renkli formazan kristallerine
doniisen, sar1 renkli 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) boyasinin
azalmasi1 Ol¢gmeye dayali kolorimetrik bir analiz yontemidir. Bu azalis sadece aktif
hiicrelerde gergeklesmektedir ve bu aktivite hiicrelerin canliliginin bir belirteci olarak yasayan

hiicreleri belirlemede etkendir.

96 kuyucuklu petrilere, kuyucuk basina 1x10* hiicre igerecek sekilde %10 FCS igeren 100 pL
DMEM igerisinde ekildi ve 1 giin siiresince 37°C ve %5 CO,’de inkiibe edildi. Inkiibasyon
siiresi sonrasinda kuyucuklarda bulunan DMEM+FCS alinarak, son ¢ozelti miktar1 100 pL
olacak sekilde DMEM-FCS ile PBAE nanopartikiill formiilasyonlarmin farkli
konsantrasyonlari (50, 125, 250 ve 500 pg/mL) hiicrelerin iizerine ilave edildi.
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4 saatlik inkiibasyon igsleminden sonra, polimer orneklerini iceren medyum uzaklastirildi ve
her bir kuyucuga 100 pL. MTT c¢ozeltisi (DMEM-FCS iceren 1 mg/mL’lik ¢o6zelti)
eklendikten sonra hiicreler 3 saat daha bu ortamda inkiibe edildi. Ardindan yasayan hiicreler
tarafindan olusturulan formazan kristallerini ¢ozmek ig¢in 150 uL DMSO ilave edildi ve
¢oOziilen boyanin verdigi absorbans mikroplaka (Elisa) okuyucusunda 550 nm dalga boyunda
kaydedildi (ELx800, Biotek Instruments, Winooski, VT, A.B.D). Hiicrenin canlilik orani,

Esitlik 3.1°de verilen formiile gore hesaplandi.

Hiicre canlihgi (%) =:PLAE><100 (3.1)
D

MEM

Esitlik 3.1°de Apgag; polimer ornekleri ile inkiibe edilmis hiicrelerin ortalama absorbans
degerini ifade ederken, Apyvem ise DMEM-FCS ile inkiibe edilmis kontrol hiicrelerin ortalama

absorbans degerini gostermektedir [58].

3.3.8. Nanopartikiil Formiilasyonlarinin /n Vitro Transfeksiyon Etkinligi

Boliim 3.3’de anlatilan yontemlere yapilan tiim analizlere gore uygun 6zelliklere sahip PBAE
nanopartikiil formiilasyonunun in vitro transfeksiyon etkinligi HEK293 hiicre hatlar
kullanilarak incelendi. 24’lii kuyucuklara 3.5x10% civarinda hiicre ekimi gergeklestirildi ve 24
saat sliresince proliferasyon i¢in, yani hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in 37°C’da CO; etiiviinde
inkiibasyon iglemine tabi tutuldu. 24 saat sonunda ise hiicre proliferasyonu mikroskop ile
kontrol edildi ve DMEM+FCS medyumu hiicreler iizerinden alindi. Gen ve nPABE
kompleksleri jel elektroforez sonuclarina gére PBS icerisinde olacak sekilde Boliio 3.3.4°de
belirtildigi sekilde iyonik etkilesim ve enkapsiilasyon metoduna gore ayri ayr1 hazirlandi.
Hazirlanan kompleksler 4 saat 37°C’de CO; inkiibatoriinde inkiibasyon islemine tabi tutuldu.
Bu siirenin bitiminde ise hiicre lizerindeki medyum alinarak yerine tekrar DMEM+FCS
medyumu eklendi ve 72 saat siiresince 37°C’da %5 CO; etiiviinde inkiibasyon islemi
gerceklestirildi. Nanopartikiiler tastyicilarin in vitro transfeksiyon etkinligini belirlemek igin,
72 saat sonrasinda hiicrelerdeki yesil floresan protein ekspresyonlart Olympus 1X71 model
ters mikroskopta 460-480 nm floresans 1sik altinda analiz edildi. Hiicrelerin géstermis
olduklar1 yesil 151ma géz Oniine alinarak transfekte olan hiicreler saptandi. Ardindan 24°li
kuyucuklardaki medyum ortamdan alinarak kuyucuklarin her biri 250 pL. PBS ile yikandi ve
PBS’ten arindirildi. Her bir kuyucuga 250 pL %0.25 Tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenerek 2

dakika etiivde tutuldu. Hiicrelerin ylizeyden hareketlenmesi saglandiktan sonra kuyucuklar
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Ozenli bir sekilde tekrar yikandi. Hareketlenen hiicrelerin 6lmemesi ig¢in ise, tripsinin
aktivitesini durdurma amagh kuyucuklara ilave edilen 500 pL. DMEM+FCS ile yikanip
santrifiij tiiplerine alindi. Daha sonra 1000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi ve silipernatant
uzaklastirildi. Coken hiicreler ise 300 uL. PBS ile sulandirilarak 96’11 kuyucuklara ytiklendi ve

akis sitometride 488 nm dalga boyunda in vitro transfeksiyon etkinligi analiz edildi.



37

4. BULGULAR

4.1. SENTEZ VE KARAKTERIZASYON

Boliim 3.3.1°de anlatilan her 3 yonteme (A, B ve C) gore diakrilat monomeri ayn1 kalmak
suretiyle 4 farkli amin monomeri ile PBAE sentezlerine ait reaksiyonlar gergeklestirildi. Bu
PBAE’lerin nanopartikiil formiilasyonlar1 hazirlanip en uygun 6zelliklerdeki iirlin secilerek,
bu {irliniin sentezinde uygulanan yonteme gore diakrilat/amin mol oranlart 1/1.2, 1/1.3, 1/1.4
ve 1/2 olacak sekilde PBAE’ler sentezlendi. Asagida Tablo 4.1’de tiim PBAE’lerin
sentezlerinde uygulanan reaksiyon kosullari, semboller ve iriinlerin fiziksel durumu

belirtilmistir.

Tablo 4.1: PBAE’lerin sentezlerinde uygulanan reaksiyon kosullari, semboller ve iiriinlerin fiziksel durumu

Diakrilat Amin Diakrilat/ Sentez PBAE PBAE
Monomeri Monomeri Amin mol | Yontemi* | Sembolii A e e
Fiziksel Goriiniis
orani
TEMEDA DAMP 1/1,1 A Al Coktiirme sirasinda bulanik, 2 saat
sonunda ¢okme gozlenmedi
TEMEDA EDA 1/1,1 A A2 Coktiirme sirasinda bulaniklik
giderilemedi
TEMEDA AP 1/1,1 A A3 Coktiirme sirasinda bulanik, 2 saat
sonunda ¢okme gozlenmedi
TEMEDA HEEDA 1/1,1 A A4 Coktiirme sirasinda bulanik, 2 saat
sonunda hafif jelimsi yapi.
TEMEDA DAMP 1/1,1 B Bl Jel kivaminda, seffaf.
TEMEDA EDA 1/1,1 B B2 Jel kivaminda, seffaf.
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Tablo 4.1 (devam): PBAE’lerin sentezlerinde uygulanan reaksiyon kosullari, semboller ve tiriinlerin fiziksel

durumu
TEMEDA AP 1/11 B B3 Jel kivaminda, seffaf.
TEMEDA HEEDA 1/11 B B4 Jel kivaminda, seffaf.
TEMEDA DAMP 11,1 Cc C1 Daha koyu jel kivaminda, seffaf
TEMEDA EDA 1/1,1 C C2 Jel kivaminda, seffaf.
TEMEDA AP 11,1 C C3 Daha koyu jel kivaminda kivaminda,

seffaf

TEMEDA HEEDA 1/1,1 C C4 Seffaf, viskozitesi ¢cok yiiksek
TEMEDA AP 1/1,2 B B31 Jel kivaminda, seffaf.
TEMEDA AP 1/1,3 B B32 Jel kivaminda, seffaf.
TEMEDA AP 1/1,4 B B33 Jel kivaminda, seffaf.
TEMEDA AP 1/2,0 B B34 Jel kivaminda, seffaf.

*: A, B ve C yontemleri Boliim 3.3.1°de anlatilmistir.

4.1.1 Sentezlenen PBAE iiriinlerine ait FTIR spektra

Secilen PBAE firiinlerinden B1 ve B2’ye ait FTIR spektra karsilastirmali olarak Sekil 4.1°de,
B3 ve B4’c ait FTIR spektra karsilastirmali olarak Sekil 4.2°de, B31 ve B32’ye ait FTIR
spektra karsilastirmali olarak Sekil 4.3’te, B33 ve B34’e ait FTIR spektra ise karsilastirmali
olarak Sekil 4.4°de verilmistir.
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4.1.2 Sentezlenen PBAE Uriinlerine ait GPC Analizi Sonuclar:

Secilen PBAE iiriinlerinin (B1,B2,B3,B4,B31,B32,B33 ve B34) Boliim 3.2.2.°de belirtilen
cihaz ve yontem ile sayisal ve agirlik¢a ortalama molekiil agirliklar1 M, ve My, ile PDI

degerleri Olciilerek sonuglar Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2: PBAE iiriinlerinin GPC/SEC Analizi Sonuglari

Uriin Mn (kDa) Mw (kDa) PDI (Mw/Mn)

Bl 25 29 1,151

B2 4.4 9,2 2,120

B3 91 13,5 1,478

B4 15 57 3,840
B3l 9,2 13,7 1,493
B32 3,0 3,1 1,026
B33 0,7 1,1 1,443
B34 0,6 0,7 1,236

42 PBAE URUNLERINDEN NANOPARTIKUL FORMULASYONLARININ
HAZIRLANMASINDA OPTiMiZASYON CALISMALARI

nPBAE’nin hazirlanmas1 Boliim 3.3.2°de anlatilan yonteme gore gerceklestirildi. Tablo 4.1°de
gorildiigli iizere A1,A2,A3 firiinlerinin dietileterde ¢oktiirme islemi ger¢eklesmediginden
dolay1 nanopartikiil formiilasyonlar1 hazirlanamadi. Bu nedenle diger PBAE’lerden hazirlanan
nPBAEFE’lerin 6zellikleri Boliim 3.2.3’de belirtilen sistem kullanilarak tayin edildi. Sonuglar
Tablo 4.3°de verildi. Sekil 4.5’de ise in vitro transfeksiyonda kullanmak i¢in en uygun
Ozelliklere sahip nPBAE olan nB3’¢ ait partikiil biiyiikliigii ve PDI, zeta potansiyeli grafigi ise
Sekil 4.6’da cihazdan elde dilen grafikler halinde verildi.
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Tablo 4.3: nPBAE’lerin boyut, dagilim ve zeta potansiyeli degerleri

nPBAE Boyut (nm) PDI, Zeta Potansiyeli (mV)
nA4 227,5 0,599 6,93 +3,13
nB1 151,7 0,138 12,4+6,2
nB2 149,9 0,438 9,94+3,31
nB3 162,1 0,091 20,4+7,71
nB4 182,5 0,424 6,64+3,35
nC1l 81,69 0,65 9,23+5,31
nC2 552,4 0,454 5,13+7,31
nC3 113,79 0,39 6,55+6,62
nC4 235,6 0,714 11,42+4,84

Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 162,1 Peak 1: 1664 100,0 55,42
Pdl: 0,091 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,917 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result quality : Good
Size Distribution by Intensity
ZD ...........................................................................................
% =T S A IR
2
a
: QO o ]
E
5
E L I T T T T T LTI I A R IR
0 t t |
0A 10 1000 10000

Size (d.nm}

Sekil 4.5: nB3’e ait boyut ve dagilim grafigi.
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Mean (m\) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV), 204 Peak1: 204 100,0 771
Zeta Deviation (mV). 7,71 Peak 2: 000 0.0 0,00
Conductivity (mS/cm): 000893 Peak 3: 0,00 0,0 0,00
Result quality :
Zeta Potential Distribution
200000
150000
W
E
]
< 100000
m
L=
=
50000

-100 0 100 200
Apparent Zeta Potential (m\v)

Sekil 4.6: nB3e ait zeta potansiyeli grafigi
Tablo 4.1°de sentez kosullar1 verilen ve B31, B32, B33 ve B34 sembolleri ile gdsterilen
PBAE iirlinleri kullanilarak Boliim 3.3.2°de anlatilan yonteme gore hazirlanan nPBAE’ler
olan n;B31, n;B32, n1B33, n;B34’¢ ait partikiil bliyiikligii, PDI ve zeta potansiyeli degerleri
Tablo 4.4’de verildi. Tablodan da goriildiigii gibi bu formiilasyon grubu igerisinde in vitro
transfeksiyonda kullanmak i¢in en uygun 6zelliklere sahip nPBAE olan n;B31ve n;B32’ye ait
partikiil biiyiikligi ve PDI grafiklrti sirast ile Sekil 4.7 ve Sekil 4.8°de, zeta potansiyeli
grafikleri ise siras1 ile Sekil 4.9 ve Sekil 4.10’da cihazdan elde dilen grafikler halinde verildi.

Tablo 4.4: n;B3 grubu formiilasyonlarinin boyut, dagilim ve zeta potansiyeli degerleri

n;B3 Boyut (nm) PDI, Zeta Potansiyeli (mV)
n;B31 134,2 0,172 14,743,11
n,B32 1241 0,203 13,1£7,37
n,B33 232,1 0,273 11,8+4,74
n,B34 899 0,547 2,294+4,08
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Size (d.nm); % Intensity: §t Dev (d.nm});
Z-Average (d.nm): 1342 Peak 1: 158.6 1000 65,56
Pdl; 0,172 Peak 2 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,885 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality : Good
Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.7: nyB31¢ ait boyut ve dagilim grafigi.
Size {(d.nm}: % Intensity: St Dev (d.nm});
Z-Average (d.nm): 1241 Peak 1: 1460 98 8 60,04
Pdl: 0,203 Peak 2: 4784 1,2 7310
Intercept: 0,825 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality : Good
Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.8: n1B32’e ait boyut ve dagilim grafigi
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Mean {(mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): 14,7 Peak 1: 147 1000 3,11
Zeta Deviation (mV): 3,11 Peak 2: 0,00 0.0 0,00
Conductivity {mS/cm): 00137 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality :

Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.9: n;B31°e ait zeta potansiyeli grafigi.
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV); 131 Peak1: 116 81.0 h22
Zeta Deviation (mV): 7 37 Peak 2: 306 a0 358
Conductivity (mS/icm). 0,00865 Peak 3. 0,00 0.0 0,00

Result quality :

Zeta Potential Distribution
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Tatal Courts

10000

100 | 0 ' 100 ' 200
Apparent Zeta Potential (mV)
Sekil 4.10: n1B32’¢ ait zeta potansiyeli grafigi.
Boliim 4.3°de yapilan optimizasyon c¢aligsmalar1 sonucunda en basarili bulunan n;B31, n;B32

formiilasyonlarinin ve diger n;B33 formiilasyonunun ileri optimizasyon g¢alismalar1 Boliim

3.3.2’de belirtilen yonteme gore polimer ¢ozeltisi/deiyonize su oranlar1 degistirilerek
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gergeklestirildi ve nanopartikiil boyutu, dagilimi ve zeta potansiyeli 6l¢iim sonuglar1 Tablo

4.5de verildi.

Tablo 4.5: n,B31, n,B32, n, B33 formiilasyonlarmin boyut, dagilim ve zeta potansiteli sonuglari

(Polimer
n,B3 (Coz./Deiyonize Zeta Potansiyeli (mV)
Su)(nL) Boyut (nm) PDI,
n,B31 (50/1450) 174,4 0,281 13,842,81
n,B31 (100/1400) 99,54 0,347 17,243,68
n,B31 (500/1000) 601,8 0,231 11,1£3,76
n,B32 (50/1450) 244.8 0,289 9,83+5,07
n,B32 (100/1400) 214,4 0,417 11,7+6,4
n,B32 (500/1000) 5387 1 4,56+4,64
n,B33 (50/1450) 539,4 0,564 9,29+3.4
n,B33 (100/1400) 314,6 0,366 10,543
n,B33 (500/1000) 1145 0,588 7,12+43 .64

Boliim 4.3’de verilen Tablo 4.3-5’de verilen sonuglara dayanilarak Boliim 3.3.2°de anlatilan
yonteme gore, en uygun Ozelliklerdeki B31 driiniin  Smg/mL ve 10mg/mL
konsantrasyonlarinda B31-DMSO c¢ozeltisileri kullanilarak bu ¢ozeltilerden farkli miktarlarda
almarak farkli miktarda deiyonize su ile tamamlamak suretiyle hazirlanan farkh
konsantrasyonlarda, vortex hizinda ve siiresinde c¢alisilarak Tablo 4.6’da verilen nB31
formiilasyonlar1 elde edildi. Bu sonuglara gore en uygun boyutu ve dagilim degerlerini veren

formiilasyonlarin zeta potansiyelleri de dl¢iildii. Sonuglar Tablo 4.7°de verildi.
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Tablo 4.6: B31-DMSO ¢ozeltisi kullanilarak nB31 hazirlanmasinda optimizasyon ¢aligmalari

B31-DMSO c¢ozeltisi B31-DMSO Su

nB3l kons. (mg/mL) cozeltisi hacmi | hacmi | T2 Sire | Boyut nPDI
No (L) wy | P @ em
1 10 1 75 2700 1 438 0,517
2 10 2 50 2700 1 649,3 0,584
3 10 2 50 2700 2 1070 0,759
4 10 2 50 3000 2 1251 0,894
5 10 2 100 2700 1 598,1 0,477
6 10 2 100 3000 1 440,6 0,622
7 10 2 100 2700 2 562,4 0,526
8 10 2 100 3000 2 728,7 0,539
9 10 2 150 3000 1 4437 0,374
10 10 2 200 3000 4179 0,427
11 10 2 200 3000 2 411,8 0,455
12 10 3 50 2700 1 657,9 0,53
13 10 3 50 3000 1 1446 1
14 10 3 100 2700 1 637,7 0,566
15 10 3 100 3000 1 740,5 0,521
16 10 3 150 3000 1 555,9 0,521
17 10 3 200 2400 1 729,6 0,445
18 10 3 200 2400 2 900 0,333




Tablo 4.6 (devam): B31-DMSO ¢ozeltisi kullanilarak nB31 hazirlanmasinda optimizasyon ¢aligmalari.

19 10 3 200 2700 15 553,8 0,372
20 10 3 200 3000 1 302,6 0,408
21 10 3 200 3000 2 293,9 0,325
22 10 3 225 3000 1 274 0,266
23 10 3 250 3000 1 312,3 0,379
24 10 4 300 3000 1 272 0,239
25 10 5 50 2700 05 815,5 0,555
26 10 5 50 2700 1 747,8 0,718
27 10 5 50 3000 1 1610 1
28 10 5 50 3000 2 2187 1
29 10 5 100 2700 2 434,5 0,507
30 10 5 200 2700 1 668 0,644
31 10 5 200 3000 1 468,5 0,471
32 10 5 200 3000 2 707,9 0,636
33 10 6 500 3000 1 350,5 0,3
34 10 10 50 3000 1 1129 0,828
35 10 10 50 3000 2 395,4 0,631
36 10 10 500 3000 1 2085 1
37 5 3 1125 2700 1 205 0,142
38 5 5 187,5 2700 1 193,8 0,09
39 5 6 225 2700 1 205,8 0,183
40 5 13 450 2700 1 205,3 0,237
41 5 200 1300 2700 1 248,6 0,03
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Tablo 4. 7: Tablo 4.6’da verilen nanopartikiil sonuglarina gore en uygun degerleri veren formiilasyonlarin zeta

potansiyelleri

nB31 B31-DMSO B31- Su
No gozeltisi kons. DMSO Hacmi Hiz Siire Zeta Potansiyeli
(mg/mL) cozeltisi (rpm) (9
rpm

hacmi (uL) P (mV)

(nL)
37 5 3 112,5uL | 2700 1 21,342,1
38 5 5 187,5uL 2700 1dk 19,14+4,17
39 5 6 225 uL 2700 1dk 20,8+5,57
40 5 13 450uL 2700 1dk 17,34+4,18
41 5 200 1300uL 2700 1dk 18,142,26

4.3. B31,B32,B33,B34 PBAE URUNLERINE AiT TAMPON KAPASITESI

B31,B32,B33,B34 PBAE iiriinlerinin proton tampon kapasiteleri Boliim 3.3.3’te anlatilan

yonteme gore belirlendi. Uriinlere ait tampon kapasiteleri grafikleri Sekil 4.11°de verildi.

Tampon kapasiteleri B31 iiriini i¢in 5,67, B32 iirlinii i¢in 1,34, B33 {iriinii i¢in 1,41, B34

{iriinii i¢inse 1,67 mmol H'/ 1 g polimer olarak hesaplandi.
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pH degen

L
0 200 400 GO0 BO0 1000 1200

0.1 M HCI (uL)

Sekil 4.11: B31, B32, B33, B34 PBAE'leri Tampon Kapasitesi Grafigi

4.4. B31 VE B32 URUNLERININ JEL ELEKTROFOREZ ANALIiZLERIi

Boliim 3.3.5°de belirtilen yonteme gore gergeklestirelen jel elektroforez denemesinde B31 ve
B32 PBAEF’leri kullanildi. Polimer-gen kompleksi olusturulmasinda kullanilan polimer
konsantrasyonu 1mg/mL’dir. Tablo 4.8’de B31 PBAE iiriiniin jel elektroforez denemesine ait
oranlar verildi. B32 PBAE iiriiniiniin jel elektroforez denemesine ait oranlar ise Tablo 4.9’da
verildi. Tablo 4.8’de verilien polimer/gen (a/a) oranina gore elde edilmis olan gnB31
kompeksine ait jel elektroforez goriintlisii Sekil 4.12°de verildi. Tablo 4.9°da verilen
polimer/gen (a/a) oranina gore elde edilmis olan gnB32 kompeksine ait jel elektroforez

gorintiisi Sekil 4.13°de verildi.



Tablo 4.8: B31 PBAE fiiriiniiniin jel elektroforez denemesinde kullanilan oranlar

Polimer Gen
Uriin Sira Oran Miktari Miktan i
(nL)
(uL) (uL)
Gen (912,57 ng/uL)) 1 0:1 - 1,095 7,902
2 1:0 1 - 20
3 30:1 30 1,095 50
4 32:1 32 1,095 50
5 3411 34 1,095 50
6 3611 36 1,095 50
7 38:1 38 1,095 50
8 40:1 40 1,095 50
9 42:1 42: 1,095 50
10 44:1 44 1,095 50
Polimer B32 (1:0) 11 46:1 46 1,095 50
1 481 48 1,095 50
13 50:1 50 1,095 50
14 52:1 52 1,095 50
15 54:1 54 1,095 50
16 56:1 56 1,095 50
17 58:1 58 1,095 50
18 60:1 60 1,095 50
19 65:1 65 1,095 50
20 70:1 70 1,095 50
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Sekil 4.112: gnB31jel elektroforez sonuglari

Tablo 4. 9: B32 PBAE iiriiniiniin jel elektroforez denemesinde kullanilan oranlar

Polimer Gen .
Uriin Sira Oran P Miktar: Destile Su
(uL) (L) (uL)
Gen (912,57 ng/uL) 1 0:1 0:1 1,095 7,902
2 11 1:1 = 50
3 30:1 30 1,095 50
4 32:1 32 1,095 50
5 34:1 34 1,095 50
6 36:1 36 1,095 50
7 38:1 38 1,095 50
8 40:1 40 1,095 50
9 42:1 42: 1,095 50
10 44:1 44 1,095 50
Polimer B32 (1:0) 11 46:1 46 1,095 50
12 48:1 48 1,095 50
13 50:1 50 1,095 50
14 52:1 52 1,095 50
15 54:1 54 1,095 50
16 56:1 56 1,095 50
17 58:1 58 1,095 50
18 60:1 60 1,095 50
19 65:1 65 1,095 50
20 70:1 70 1,095 50




53

Gen

Sekil 4.13: gnB32 jel elektroforez sonuglari

45. PBEA URUNLERININ MTT TESTi ILE SIiTOTOKTISITIE
KARAKTERISTIKLERININ BELIRLENMESI

nB31 formiilasyonlarina ait sitotoksisite calismalart Bolim 3.3.6’da belirtilen MTT test
yontemine gore yapildi. Sitotoksisite ¢aligmasinda hiicre tipi olarak HEK293 hiicre hatlari
kullanildi1 ve her bir kuyucuga 10000 hiicre gelecek sekilde calisildi. Sonuglar Sekil 4.14°de

verilmistir.

I DMEM-FCS

[ 50 1g/ mL
100 4 B 125 ug/ mL
[1250 ug/ mL

1500 ug/ mL

Hicre Canliigi (%)
(4]
o

Nanopartiktl Formulasyonu

Sekil 4.124: nB31 formiilasyonunun HEK293 hiicrelerine toksisitesi.
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4.6. IN VITRO TRANFEKSiYON ETKINLiGi CALISMALARI

Bolim 4.3’de belirtilen optimizasyon ¢alismalarina, Bolim 4.1°de verilen sentez ve
karakterizasyon caligmalarina, daha dnceki bdliimlerde anlatilan tiim analiz sonuglaria ve
uygulama yontemlerine gore uygun ozelliklere sahip olan n3B31 iiriiniin in vitro transfeksiyon
etkinligi HEK293 hiicrelerinde Boliim 3.3.8’de belirtilen yonteme gore incelendi ve deneyler
2 kez tekrarlandi. Sonuglar Tablo 4.10-11 ve Sekil 4.15-16’da verildi.

Tablo 4.10: DMSO ortaminda hazirlanmig nB31 formiilasyonlarinin HEK293 hiicrelerine transfeksiyon
etkinligine ait sonuglar.

Nanopartikiil Polimer: Miktar Hacim (pL) Hiicre | Hiicre Coziicii Transfeksiyon

Formiilasyonu pDNA (ng) Tipi Miktar1 | Ortami Etkinligi

Oram 0

%
(apgla
ug)

5 S S E

[«5) [«5) (3]

E|&| E|&]| E & s

5 |9 5 |9 35 o o

a o a =
ignB31(250PBS) | 60 | 1 | 60 | 1 | 12 1 13 41,38
ignB31 (250PBS) 80 1 80 1 16 1 17 48,10

HEK29 35000 DMSO

ignB31(250PBS) | 100 | 1 | 100 | 1 | 20 1 21 8 25,16
ignB31, (250PBS) 60 1 120 2 24 2 26 45,64
ignB31,(250PBS) | 80 | 1 | 160 | 2 | 32 2 34 49,94
ignB31, (250PBS) 100 1 200 2 40 2 42 50,4
ignB31, (500PBS) 60 1 60 1 12 1 13 29,18
ignB31,(500PBS) | 80 | 1 | 80 | 1 | 16 1 17 25,64
ignB31, (500PBS) 100 1 100 1 20 1 21 29,2
egnB31(250PBS) | 60 | 1 | 60 | 1 | 12 1 13 25,39
egnB31(250PBS) | 80 1 80 1 16 1 17 71,09
egnB31(250PBS) | 100 | 1 | 100 | 1 | 20 1 21 68,55
B31 PBAE Konsantrasyonu: 5 mg/mL Gen Konsantrasyonu: 1,0 pg/pLL
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Tablo 4.11: NaAc ortaminda hazirlanmig nB31 formiilasyonlarinin HEK293 hiicrelerine transfeksiyon

etkinligine ait sonuglari.

Nanopartikiil Polimer Miktar Hacim (pL) Hiicre Hiicre Coziicii Transfeksiyon
Formiilasyonu : pDNA (ng) Tipi Miktar1 Ortam Etkinligi
Orani %)
(apg fa
ug)
L F F
(3]} [ [ E
E|S|E| 5| E| 8|2
5|9 | 35| © S o o
o o o I—
ignB31, (250PBS) 60 1 60 1 12 1 13 18,35
ignB31, (250PBS) 80 1 80 1 16 1 17 10,87
HEK29 35000 NaAc
ignB31,(250PBS) | 10 | 1 | 10 | 1 20 1 21 3 6,65
0 0
ignB31,(500PBS) | 60 | 1 | 60 | 1 12 1 13 6,63
ignB31,(500PBS) | 80 | 1 | 80 | 1 16 1 17 2,7
ignB31, (500PBS) 10 1 10 1 20 1 21 1,19
0 0
egnB31 (250PBS) 60 1 60 1 12 1 13 13,66
egnB31(250PBS) | 80 | 1 | 80 | 1 16 1 17 10,91
egnB31 (250PBS) 10 1 10 1 20 1 21 6,12
0 0

B31 PBAE Konsantrasyonu: 5 mg/mL

Gen Konsantrasyonu: 1,0 pg/pL.
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Sekil 4.15: egnB31 (250 PBS) formiilasyonu; polimer:gen orani 80:1 (a/a) transfekte olan HEK293 hiicrelerinin
akis 6lgerde gosterdigi etkinlik.
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Sekil 4.16: egnB31 formiilasyonu; polimer:gen orani 100:1 (a/a) transfekte olan HEK293 hiicrelerinin akis
Olgerde gosterdigi etkinlik.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez kapsaminda gerceklestirilen ¢alismanin amaci, sentetik polimer esasli yeni bir viral
olmayan gen tasiyic1 nanopartikiil formiilasyonlarinin gelistirilmesi, karakterizasyonu ve gen
tasima kapasitesinin incelenmesidir. Bu amagla yapilan kaynak arastirmasi 1s1§inda son
yillarda viral olmayan polimerik nanopartikiiler sistemler arasinda arastirmacilar tarafindan
ilgi géren PBAE esasli gen tasiyici naopartikiil formiilasyonlarinin sentezi i¢in bir diakrilat
monomerine karsilik dort farkli amin monomeri ile {i¢ farkli sentez yontemine gore liriinler
hazirlandi. Sentezlenen tiim triinlerin FTIR analizi ile yapilar1 aydinlatilarak {i¢ farkli agidan
tarama yapabilen 1s1k sagilma dedektorli iceren GPC-SEC sistemi ile ortalama molekiil
agirliklar1 ve polidispersite indeksleri belirlendi. Karakterizasyon islemleri sonras1 6ncelikle
proton tampon kapasitesi belirlendi ardindan en uygun fiziksel 6zelliklere sahip nanopartikiil
formiil veya formiilasyonlarin eldesi i¢in nanog¢oktiirme yontemi ile farkli parametreler

denenerek nanopartikiil formiilasyonlart hazirlandi.

Degisen polimer-pDNA oranlarinda (a/a) hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlar1 jel
elektroforezde yliriitlilerek trasnfeksiyon g¢aligmalar i¢in en az gerekli olan oran belirlendi.
Transfeksiyonda kullanilacak nPBAE firiiniiniin MTT teknigi ile HEK293 hiicrelerine
sitotoktisite 6zelligi incelendi. pDNA yiiklenmis PBAE esasli nanopartikiillerin transfeksiyon
etkinligi HEK293 hiicre hatti kullanilarak incelendi. Sonuglar karsilagtirmali olarak
degerlendirildi.

5.1. SENTEZ VE KARAKTERIZASYON

5.1.1. PBEA Uriinlerinin Sentezi

Calisma da PBAE polimerlerinin sentez optimizasyonu kapsaminda TEMEDA monomerine
karsilik dort farklt amin monomeri; DAMP, EDA, AP , HEEDA kullanilarak ii¢ ayr1 sentez
yontemi (A:THF igerisinde ¢oziilerek, B: Coziiciisiiz Sentez Ydntemi, C: DMSO igerisinde
coziilerek) kullanilarak gerceklestirildi. Optimizasyon reaksiyonlar1 kapsaminda A kisaltmasi
ile belirtilen diakrilat ve amin monomerlerinin THF igerisinde ¢oziilerek reaksiyon sonunda
dietileterde ¢oktiirme ydntemi ile elde edilmesi planland:. Ik {ic amin monomeri kullanilarak

sentezlenmesi amaclanan PBAE’lerin ¢6kmedigi, dordiincii amin monomeri olan HEEDA
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kullanilarak elde edilen PBAE f{iriiniiniin ise ¢oktiigii gorildii. Sentez optimizasyonlari
kapsaminda B kisaltmasi ile verilen ¢oziiciiz sentez yontemi kullanilarak gerceklestirilen
reaksiyonlar sonrast PBAE firlinleri basariyla elde edilmistir. Benzer sekilde yine sentez
optimizasyonlar1 kapsaminda PBAE’ler C kisaltmasi ile gosterilen sentez yontemi ile Tablo
4.1’de verilen diakrilat ve amin monomerlerinden DMSO icerisinde ¢oziilerek elde edildi. Tez
kapsaminda en uygun 6zelliklere sahip nanopartikiil formiilasyonu olan nB3 grubu in vitro
transfeksiyon deneylerinde kullanildigindan, B3 PBAE diriinii  TEMEDA ve AP
monomerlerinin Michael Katilma reaksiyonuyla ilerleyen polikondenzasyondan elde edilen

B3 PBAE firiiniine ait reaksiyon mekanizmasi Sekil 5.1°de verilmistir.

o o ~ /\\\//\\\ DMSO 80°C 48h
%)I\C/‘-\/ V"',."\ME + HaN OH
/\H/\—f’/\‘: CMB

TEMEDA, AP

ID
HO N

PBAETaEDar

Sekil 5.1: TEMEDA ve AP reaksiyon mekanizmasi.
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5.1.1. B1, B2, B3, B4, B31, B32, B33,B34 Uriinlerinin FTIR Spektrasi

Bolim 5,1°de belirtildigi gibi A kisaltmasiyla verilen sentez yontemine gore sentezlenmesi
amaclanan A1,A2, A3 PBAE’lerinin ¢6kmemesi, dordiincii amin monomeri olan HEEDA
kullanilarak elde edilen PBAE f{iriiniiniin ise ¢okmesine karsilik bir sonraki 6n g¢alisma olan
nanopartikiil eldesinde istenilen sonuglar1 vermemesi sebebiyle Al, A2, A3 ve A4 iirlinlerinin

FTIR ile karakterizasyon islemleri gerceklestirilse de tez kapsaminda verilmemistir.

Benzer sekilde yine sentez optimizasyonlar1 kapsaminda Boliim 4.1°de verilen C kisaltmasi
ile belirtilen sentez yontemine gore diakrilat ve amin monomerlerinin DMSO igerisinde
coziilerek elde edilmesi planlandi. Biitiin amin bilesikleri kullanilarak elde edilen PBAE
tiriinlerinin hepsinde {riin eldesi gerceklesmis olsa da bir sonraki adim olan 6n calisma
kapsaminda nanopartikiil formiilasyonlarinin eldesinde istenilen sonuglarin elde edilememesi
sebebiyle FTIR ile karakterizasyon iglemleri gerceklestirilse de tez kapsaminda bunlara ait

FTIR spektra verilmemistir.

Bununla beraber B kisaltmasi ile verilen ¢oziiclisiiz sentez yontemine gore her 8 {lirlinde
sentezlenmis olup FTIR ile karakterizasyonlar1 ve GPC-SEC sistemi ile ortalama molekiil
agirliklar1 ve PDI’lar1 belirlendikten sonra 6n nanopartikiil calismalar1 kapsaminda elde edilen
nanopartikiil formiilasyonlar: in vitro transfeksiyon c¢aligsmalart i¢in uygun fiziksel 6zellikler

verdiginden FTIR ile karakterizasyonlar1 Sekil 4.1-4.4 arasinda verilmistir.

B grubu PBAE firiinlerinin FTIRspektrasina bakildiginda; her dort spektrada da goriildiigii
tizere diakrilat monomerinde yer alan vinil gruplarmin gerilme titresimlerinden ileri gelen
16401635 cm * araliginda bulunan keskin absorbsiyon pikinin siddetinin azalmasi (B1’de
maks. 1652 cm™’de, B2’de maks. 1650 cm™’de ve B4’de ise maks. 1630 cm™’de bulunan
keskin pikin siddetinin azalmis olmasi, B3 iiriiniinde ise 1638 cm™de bulunan ¢ok kiigiik
keskin pikin bulunmasi, olusan PBAE iirliniiniin reaksiyon karisimindan saflandirilarak
ayrilmadigl i¢in az da olsa ortamda bulunan serbest diakrilat monomerinin varligini
gostermektedir, 3100-3500 cm™ de bulunan Bl ve B2 iiriinleri i¢in sekonder amin (B1 igin
maks. 3456 cm™ B2 i¢in maks. 3434 cm'l), B3 ve B4 diriinleri i¢in ise hidroksil gruplarinin
(B3 i¢in maks. 3450 cm™ ve B4 icin maks. 3428 cm'l) deformasyon ve gerilme titresiminden
ileri gelen genis bandin yer almasi, 1750-1725 cm? de bulunan doymus alifatik ester

yapilarinda bulunan C=0 bag1 gerilme titresiminden ileri gelen biiyiik keskin piklerin varlig
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(B1 igin maks. 1731 cm?, B2 i¢in maks. 1733 cm™, B3 i¢in maks. 1733 cm™ ve B4 i¢in maks.
1732 cm™), 1590-1550 cm™ araliginda bulunan H,C-NH-CH, gruplarma ait gerilme
titresiminden ileri gelen kiigiik absorpsiyon pikinin varligi (Bl igin maks. 1551 cm™ ve B2
icin maks. 1556 cm™), 1475-1460 bélgesinde bulunan ester yapilarda bulunan —CH,
deformasyonuna ait simetrik gerilme titresiminden kaynaklanan pikin varligi (B1 i¢in maks.
1465 cm™, B2 i¢in maks. 1464 cm-1, B3 i¢in maks. 1461 cm™ ve B4 i¢in maks. 1462 cm'l) ve
ayrica 1190-1100 cm™ araliginda sekander amin gruplarindaki C-N, N-H baglarinin
deformasyon titresimlerine ait kii¢iik ve keskin bandlar veya omuzlarin bulunmasi (B1 i¢in
maks.lar1 1189, 1111 cm'l, B2 i¢in maks.lar1 1187, 1112 cm'l, B3 icin maks.lar1 1182, 1113
cm™ ve B4 igin maks.lar1 1189, 1112 cm™) PBAE yapilarin olustugunu dogrulamaktadir.

Benzer sekilde Bolim 3.3.1°de belirtilen B3 iriinliinlin sentez kosullarinda farkl
diakrilat:amin oranlar1 ¢alisilarak elde edilmis olan B31, B32, B33 ve B34 PBAE iiriinlerinin
Sekil 4.3 ve Sekil 4.4°’de verilen FTIR spektrasina bakildiginda; her dort spektrada da
goriildiigii lizere diakrilat monomerinde yer alan vinil gruplarindan ileri gelen 1640-1635 cm~
! araliginda bulunan keskin absorbsiyon pikinin siddetinin azalmasinin yani sira B31’de maks.
1636 cm™’de, B32’de maks. 1639 cm™’de ve B33 iiriiniinde ise 1632 cm™ de bulunan ¢ok
kiigiik keskin pikin bulunmasi, B34 iiriininde ise 1633 cm™deki pikin bulunmasi olusan
PBAE f{irlinlinlin reaksiyon karistmindan saflandirilarak ayrilmadig: i¢in az da olsa ortamda
bulunan serbest diakrilat monomerinin varhgm gostermektedir. 3100-3500 cm™ bélgesinde
hidroksil gruplarinin varligindan ileri gelen (B31 i¢in max 3446 cm™, B32 i¢in max. 3450 cm’
! B33 i¢in maks. 3429 cm™ ve B34 icin maks. 3427 Cm'l) gerilme titresimi sonucu meydana
gelmis genis bandin varlig, 1750-1725 cm™ de bulunan doymus alifatik ester yapilarindan
kaynaklanan C=0O bag1 gerilme titresimi sonucu olusan biiyiik keskin piklerin varligir (B31
i¢in maks. 1734 cm?, B32 icin maks. 1735 cm™, B33 i¢in maks. 1733 cm™ ve B34 i¢in maks.
1732 cm™), 1475-1460 bolgesindeki ester yapilarda bulunan —CH, deformasyonuna ait
simetrik gerilme titresiminden kaynaklanan pikin varligi (B31 igin maks. 1462 cm™, B32 igin
maks. 1463 cm™, B33 i¢in maks. 1462 cm™ ve B34 icin maks. 1461 cm™) ve ayrica 1190-
1100 cm-1 araliginda C-N, N-H baglarinin deformasyonlarina ait kiiclik ve keskin bandlar
veya omuzlarin bulunmast (B31 i¢in maks.lar1 1185, 1113 cm'l, B32 i¢in maks.lar1 1181,
1114 cm™, B33 i¢in maks.lar1 1184, 1113 cm™ ve B34 i¢in maks.lar1 1191, 1111 cm™) PBAE

yapilarinin sentezlendigini dogrulamaktadir.
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5.1.2 GPC/SEC Analiz Sonuc¢larimin Degerlendirilmesi

Uriinlerin ortalama molekiil agirliklari, Boliim 3.2.2°de belirtilen GPC-SEC sistemi
kullanilarak bulundu. Bolim 4.1.2°de verilen Tablo 4.2°deki analiz sonuglarina gore,
TEMEDA ve DAMP monomerlerinden olusan, diakrilat/diamin oran1 1/1,1 olan B1 PBAE
irlintin M, degeri 2,5 kDa, My, degeri 2,9 kDa ve PDI degeri ise 1,151 olarak bulundu.
Sentezlenen iiriiniin PDI degerinin 1’e ¢ok yakin olmasi, B1 {iriiniiniin homodispers yapida

oldugunu gostermektedir.

TEMEDA ve EDA monemerlerinden olusan, diakrilat/diamin orani 1/1,1 olan B2 PBAE
triiniin M, degeri 4,4 kDa, My, degeri 9,2 kDa ve PDI degeri ise 2,120 olarak bulundu.
Sentezlenen lirlininPDI degerinin 2’e yakin olmasi, B2 iirlinliniin heterodispers yapida

oldugunu gostermektedir.

TEMEDA ve AP monomerlerinden olusan, diakrilat/amin orani 1/1,1 olan B3 PBAE iiriiniin
M, degeri 9,1 kDa, M, degeri 13,5 kDa ve PDI degeri ise 1,478 olarak bulundu. B3 {iriiniin
PDI degerinin 1,5’a yakin degerde olmasi, polimerin tam bir monodispers yapida olmasa da
homodispers zincirlerin de varligimi gostermektedir. Burada ki monodispersiteden sapmanin
sebebinin ozellikle diakrilat monomerinde bulunan dallanmaya miisait fonksiyonel gruplarin

varligt oldugu diisiiniilmektedir.

TEMEDA ve HEEDA monomerlerinden olusan, diakrilat/diamin oran1 1/1,1 olan B4 PBAE
iriinlin M, degeri 1,5 kDa, My, degeri 5,7 kDa vePDI degeri ise 3,840 olarak bulundu. B4
triiniin PDI degerinin 4’e yakin degerde olmasi, polimerin heterodispers yapida oldugunu

gostermektedir.

Benzer sekilde B3 iiriinilin sentez kosullar1 kullanilarak farkli diakrilat:amin oranlari ile elde
edilen B31, B32, B33 ve B34 iiriinlerinin GPC/SEC analizi sonuclar1 incelendiginde;
TEMEDA ve AP monomerlerinden olusan, diakrilat/diamin oranmi 1/1,2 olan B31 PBAE
irtiniin M, degerinin 9,2 kDa, My degerinin 13,7 kDa ve PDI degerinin ise 1,493 oldugu
goriilmiistiir. B31 {irlintin PDI degerinin 1,5’e yakin degerde olmasi, iiriiniin yukarida B3

iirlinline benzer sekilde tam bir monodispers yapiya sahip olmadig goriilmektedir.

TEMEDA ve AP monomerlerinden olusan, diakrilat/amin orani 1/1,3 olan B32 PBAE firiiniin
M, degerinin 3,0 kDa, My, degerinin 3,1 kDa ve PDI degerinin ise 1,026 oldugu goriilmiistiir.
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B32 {iriiniin PDI degerinin 1’e ¢ok akin degerde olmasi, polimerin homodispers yapida

oldugunu gostermektedir.

TEMEDA ve AP monomerlerinden olusan, diakrilat/amin oran1 1/1,4 olan B33 PBAE iiriiniin
M, degeri 0,7 kDa, M,y degeri 1,1 kDa ve PDI degerinin ise 1,443 oldugu goriilmiistiir.. B33
iriinlin PDI degerinin 1,5’e¢ yakin degerde olmasi, iiriinlin homodispers yapiya yakin
olmadigin1 gostermektedir. Bununla beraber M, ve M, degerleri incelendiginde amin
monomeri miktarin artmasiyla polikondenzasyonun c¢ok ileri diizeyde olmadigi baska

deyisle oligomerik yapilarin olugsmasina sebebiyet verdigi goriilmiistiir.

TEMEDA ve AP monomerlerinden olusan, diakrilat/amin oran1 1/2 olan B34 PBAE iiriiniin
M, degerinin 0,6 kDa, My, degerinin 0,7 kDa ve PDI degerinin ise 1,236 oldugu,
Ol¢iilmiistiir. B34 drliniin polidisperslik indisinin 1,3’e¢ yakin degerde olmasi, {iriiniin
homodispers yapiya yakin oldugunu gosterse de B33 diriiniine benzer sekilde amin
monomerinin miktarinin diakrilatin monomerinin 2 katina ¢ikmasiyla daha da oligomerik

yapilarin olustugunu dogrulamaktadir.

52. PBAE URUNLERINDEN ELDE EDILEN NANOPARTIKULLERIN
PARTIKUL BOYUTU, PDI VE ZETA POTANSIYELI DEGERLENDIRMESI

Bu tezle sunulan ¢aligmada Boliim 3.3.1°de belirtildigi gibi diakrilat monomeri sabit tutularak
dort farkli amin monomeri ile 1:1.1 diakrilat:amin orani kullanilarak toplamda on iki farkli
molekiiler PBAE sentezlendi, reaksiyon kosullarinin optimizasyonlar1 gerceklestirildi ve
yapilar1 aydinlatilarak karakterize edildi. Bu iirlinlerden in vitro transfeksiyon ¢alismalarinda
kullanilmak iizere nanocdktiirme yontemi ile Boliim 3.3.2°de belirtildigi gibi nanopartikiil
formiilasyonlar1 hazirlanip, partikiil boyutu, nPDI ve zeta potansiyelleri 6lgiildii. Boliim
4.2°de, Tablo 4.1 ve Tablo 4.3’de belirtilen sonuclara gére A grubu PABE iirlinlerinden Al,
A2 ve A3 driinleri sentez asamasinda ¢oktiirme islemi gerceklestirilemediginden uygulama
dis1 birakilmis olup, A4 iiriinii ise 227,5 nm partikiil boyutu ve 0,599 PDI, degerleri ile
partikiil boyutu 200 nm’den biiyiik ve genis bir dagilima sahip olmasi sebebiyle transfeksiyon
caligmalar1 i¢in uygun bulunmadi. B grubu PBAE iiriinlere bakildiginda ise 151,7 nm partikiil
boyutu ve 0,138 nPDI degerine sahip B1 iiriinii ile 162.1 nm partikiil boyutu ve 0,091 PDI,
degerine sahip B3 tirlinlerinin in vitro transfeksiyon ¢alismalari i¢in kullanimi oldukga uygun

bulundu. Bununla beraber 149,9 nm partikiil boyutu ve 0,438 PDI, degerine sahip B2 iiriinii
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ile 182,5 nm partikiil boyutu ile 0,424 PDI, degerine sahip B4 iiriinii de in vitro transfeksiyon
caligmalar1 i¢in kullanimi uygun gibi goziikse de B1 ve B3 iirtinlerinin gostermis olduklari
daha iyi sonuglar sebebiyle ikinci planda birakildi. C grubu iiriinlere bakildiginda ise 81,69
nm partikiil boyutu sonucu ile C1 iiriinii dikkat ¢gekmesine ragmen 0,650 gibi genis bir PDI,
degeri gostermesi, yine benzer sekilde 113,79 nm partikiil boyutu ile C3 {iriinii dikkate deger
bulunmasina ragmen 0,390 PDI, degeri gostermesi bu iki {iriin de B2 ve B4 iiriinleri gibi
ikinci planda birakildi. Gruplara genel olarak bakildiginda ise B sentez yontemi ile elde edilen

tiriinlerin daha iyi sonuglar verdigi goriildii.

Yukarida bahsedildigi gibi basarili bulunan iriinlerin Tablo 4.4’da verilen zeta degeri
sonuclarina bakildiginda ise en iyi sonucu 20,4+7,71 ile B3 iirliniin, ardindan ikinci sirada ise
12,4+6,2 degerleri ile Bl iirliniin verdigi goriilmektedir. Bu sebeple bu sonuglar 1s1ginda
bundan sonraki asamada TEMEDA monomeri ile AP monomerinden 60 °C’de ¢dziiciisiiz
ortamda 48 saat reaksiyon siiresini igeren B sentez yontemi ile elde edilmis olan B3 iiriiniiniin

farkli diakrilat ve amin oranlarinda sentezinin optimizasyonlarinin yapilmasina karar verildi.

Bolim 3.3.1°de belirtilen yonteme gore farkli diakrilat:amin monomer oranlar1 kullanilarak
elde edilen iirlinlerden Bolim 3.3.2°de belirtilen yonteme gore elde edilen nanopartikiil
formiilasyonlarinin fiziksel Ozelliklerine ait sonuglar Tablo 4.4’de verilmistir. Bu iirlinler
arasindan ozellikle 134,2 nm partikiil boyutuna, 0,172 PDI, degerine ve 14,7+3,11 mV zeta
potansiyeli degerine sahip B31 firiinii ile 124,1 nm partikiil boyutu, 0,203 PDI, degeri ve
13,1£7,37 mV zeta potansiyeli degerine sahip B32 triinii in vitro transfeksiyon g¢aligmalari

i¢in uygun bulundu.

Nanopartikiil optimizasyon calismalar1 kapsaminda oncelikle polimer ¢ozelti-deiyonize su
orani belirleme kapsaminda yapilan, sonucglari Tablo 4.5’de verilen ¢alismada 6zellikle B31
triini 50:1450 (174,4 nm partikiil boyutu, 0,281 nPDI degeri, 13,8+2,81mV zeta potansiyeli)
ve 100:1400 (99,54 nm partikiil boyutu, 0,347 nPDI degeri, 17,2+9,68 mV zeta potansiyeli)
oranlari ile in vitro tranfeksiyon ¢aligmalari i¢in uygun bulunsa da yukarida bahsi ge¢gmis olan
200:1300 oranlar1 ile elde edilen sonucglarin optimizasyon caligmalar1 i¢in daha uygun

olduguna karar verildi.

Kaynaklarda bulunan g¢alismalarina bakildiginda 6zellikle AP monomeri ile sentezlenen gen

tastyici sistemlerin zeta potansiyeli degerlerinin 6zellikle monomerin yapsinda bulunan OH
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gruplar1 sebebiyle diisiik c¢iktigi ve gen ile kompleks olusturma (jel elektroforez) ve
transfeksiyon calismalarinda 100:1, 200:1 hatta 300:1 gibi yiiksek polimer:gen oranlarinda
kullanildigr goriilmiistiir [56][57]. Elde edilen nanopartikiil formiilasyonlarinda kullanilan
DMSO c¢oziicii miktarinin hiicreler lizerinde yaratacagir negatif etki disiiniildigiinde bu
miktarin azaltilmas1 ve buna karsilik nanopartikiiliin fiziksel 6zelliklerinde meydana gelen
degisiklikleri gormek adina Boliim 3.3.2°de belirtilen yonteme gore Tablo 4.6’da verilen
oranlarda tekrar optimizasyon c¢aligmalar1 yapildi. Bu calisma kapsaminda 5 mg/mL
PBAE:DMSO oranina sahip ftiriinlerden elde edilen nanopartikiil formiilasyonlariin in vitro
transfeksiyon calismalari igin daha uygun fiziksel 6zelliklere sahip oldugu gériildii. Ozellikle
Tablo 4.6’da bulunan NB31 yapisindaki 37 numarali nanopartikiil formiilasyonunun 193,8 nm
boyut, 0,09 PDI, ve Tablo 4.7’de verilen 21,3£2,1 mV zeta degeri ile in vitro transfeksiyon

calismalari i¢in en uygun olduguna karar verildi.

53. B31, B32, B33, B34 URUNLERININ TAMPON KAPASITESI
OZELLIKLERININ DEGERLENDIRILMESI

Tamponlama kapasitesi vektoriin 6nemli bir O6zelligidir ve endozomal kagis kabiliyeti
hakkinda bilgi vermektedir. Tamponlama kapasitesi yiiksek olan PBAE gen tasiyici sistemi
gen ile kompleks olusturup hiicreye girdikten sonra endo-lizozomal kagist daha kolay
gerceklestirebilmektedir.  Ozellikle lizozomun asidik ortami igerisinde ~membran
biitlinliigiiniin bozulmasin1 saglayarak gen kompleksinin kagisini saglamaktadirlar. Bunun
icin ¢alisma da B31,B32,B33,B34 f{iriinlerinin tamponlama kapasiteleri Bolim 3.3.3.’de
belirtilen asit baz titrasyon yontemine gore belirlendi. Buna gore iiriinlerin proton tampon
kapasiteleri B31; 5,67 mmol H*, B32; 1,34 mmol H*, B33; 1,41 mmol H* ve B34; 1,67 mmol
H" olarak hesaplandi. Sekil 4.11°de de goriildiigii gibi B31 PBAE iiriinii en iyi tamponlama
Ozelligini gosterdi. Diger lriinlerden B32 ve B34 {iriinleri i¢in de az da olsa tampon etkisi
goriilse de yeterli degildir. B33 iiriinii ise hicbir sekilde bu etkiyi gosterememistir. Biitiin bu
sonuglara gore B31 iirlinlinlin sadece geni kompleks yaparak bozunmadan korumanin diginda,
aynt zamanda endozomun membran destabilzasyonunu saglama, pozitif yiiklii iyonlar
yakalayarak lizozomun sismesini saglamak, ozmolariteyi arttirmak ve protonizasyon yoluyla

endozomun yirtilmasini kolaylastirmak 6zelliklerine de sahip oldugu agiktir [54].
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54. B31 B32 FORMULASYONLARININ JEL ELEKTROFOREZ
SONUCLARININ DEGERLENDIRILMESI

Yukarida da bahsedildigi gibi kaynaklarda bulunan benzeri ¢alismalarina bakildiginda AP
monomeri kullanilarak sentezlenen gen tasiyict sistemlerden elde edilen nanopartikiil
formiilasyonlariin pDNA ile yiiksek oranlarda birlesebildigi goriildiigiinden dolay1 burada da
farkli olarak Boliim 3.3.5°de belirtilen yonteme ve Tablo 4.8-9’da verilen oranlara gore ayri
bir optimizasyon c¢alismasi1 gergeklestirildi. Burada 6zellikle polimer ¢6z:deiyonize su orant
en iyi nanoapartikiil formiilasyonu sonuglar1 veren 200:1300 orani ile birlikte deiyonize su
miktart 50 pL’de sabit tutularak farkli miktarlarda polimer ¢6zeltisi kullanilarak hazirlanan
iriin-pDNA kompleksleri jel elektroforezde yiiriitiillerek pDNA’nin tamaminin kompleks
olusturup olusturmadigina veya hangi oranda olusturduguna bakild1 ve sonuglar Sekil 4.12 ve
Sekil 4.13°de verildi. Buna gore her iki iirlinde de polimer ¢6z:su oranlari ile hazirlanan
nanopartikiil formiialsyonlar1 arasinda bir fark olmadigi goriilmekle birlikte B31 iiriinii i¢in
54:1 polimer:gen oraninda ve B32 iiriinii i¢inse 60:1 polimer:gen oraninda tastyici sistemin

pDNA’nin tamamini1 kompleks haline getirdigi goriildii.

Yukarida bahsi gecen tiim sentez, karakterizasyon, tampon kapasitesi, nanopartikiil
sonuglarina bakildiginda in vitro transfeksiyon ¢aligmalari i¢in en uygun PBAE iiriiniin B31
iriintinden hazirlanan nB31olduguna karar verilmis olup bundan sonraki toksik doz orani

belirleme ve transfeskiyon ¢alismalarinda bu {iriiniin kullanim1 yoniinde karar verildi.

55. NB31 FORMULASYONUNUN SITOTOKSISITE SONUCLARININ
DEGERLENDIRILMESI

nB31 formiilasyonlarmin sitotoksisite analizleri Bolim 3.3.6’da belirtilen MTT ydntemine
gore ve Bolim 4.5’de belirtildigi sekilde HEK293 hiicre hattt kullanilarak dort farkh
konsantrasyon araligi (50 pg/mL, 125 pg/mL, 250 pg/mL ve 500 pg/mL) kullanilarak
gerceklestirildi. Pozitif kontrol grubu olarak hi¢ nanopartikiil formiilasyon katilmamis grup
kullanildi. Sekil 4.14°de verilen sonuglara bakildiginda 50 pg/mL, 125 pg/mL, 250 pg/mL ve
500 pg/mL konsantrasyon araliklari i¢in %80,9, %77,6, %76,5 ve %75,9 hiicre canliligi
oranlar1 goriilmiistiir. Ozellikle Boliim 4.6°da belirtilen in vitro transfeksiyon ¢alismalarinda
kullanilan derigsimlerde herhangi bir toksikasyon goriilmedigi gibi ayrica burada kullanilan

degerlerin iizerinde konsantrasyon degerlerine sahip (125 pg/mL, 250 pg/mL ve 500 pg/mL)
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degerlerde bile herhangi bir yiiksek toksikasyon goriilmemistir. Bu sonuclar 1siginda
nB31formiilasyonuyla elde edilen gen kompleksleri ile in vitro transfeksiyon c¢aligmalari

gerceklestirildi.

5.6. NB31 FORMULASYONUNUN IN VITRO TRANSFEKSIiYON ETKINLIiGi
SONUCLARI

nB31 formiilasyonunun in vitro transfeksiyon etkinligi HEK293 hiicrelerinde Boliim 3.3.8°te
belirtilen yonteme gore Boliim 4.6’daki denemelerle yapildi. Bulgular Tablo 4.10-11°de ve
Sekil 4.15-16 verildi. /n vitro transfeksiyon ¢alismalarinda kullanilan hiicre sayis1 35000
olmakla birlikte bu tez ¢alismasi ile elde edilen nanopartikiil formiilasyonlarin yaninda
kaynaklarda [48] uygulanan sodyum asetat (NaAc) tamponu ile de elde edilen nanopartikiil
formiilasyonlar1 ile de transfeksiyon etkinligi denemeleri karsilastirma amaciyla
gerceklestirildi. Sonuglara bakildiginda 6zellikle enkapsiilasyon yapilarak ve PBS ortami
icerisinde elde edilen gen komplekslerinde daha yiiksek transfeksiyon etkinligi sonuglari
goriiliirken, iyonik jelasyon mekanizmasi ile olanlarda ise daha diisiik sonuglar goriilse de
kaynaklarda belirtilenlerle kabul edilebilir oranlar oldugu goriildii. Ozellikle egnB31;
(250PBS) tirtinii 80:1 ve 100:1 oranlarinda %71,09 ve %68,55 transfeksiyon etkinligi sonucu
gostermistir. Kaynaklardaki ¢aligmalara bakildiginda kabul edilebilir transfeksiyon etkinligine
sahip ignB31; (250PBS) iiriinii ise 80:1 ve 100:1 oranlarinda %49,94 ve %50,4 degerlerinde
transfeksiyon etkinligi gostermislerdir. Nanopartikiil formiilasyonu eldesinde NaAc tamponu
kullanildiginda in vitro taransfeksiyon degerlerinin ise ancak%15-%20 araligi gibi diisiik

oldugu goriildii.

Sonug olarak bu tez ¢alismasi kapsaminda sentezlenmis nB31 PBAE iiriiniinden elde edilen
enkapsiilasyon yontemi ile hazirlanmis gen komplekslerinin transfeksiyon c¢alismalarinda
daha basarili oldugu goriilmiistiir. Bunun en biiyiik sebebinin ise nB31 formiilasyonunun
ozellikle yliksek tampon kapasitesine sahip olmasi dolayisiyla endo-lizozomal kagist
gerceklestirerek geni hiicre igi-dist dis etkenlerden korumasi ve ardindan sitoplazma
icerisinde bu kompleks yapmin bozunarak genin cekirdege yonlenmesidir. Neticesinde de
ilgili genin ¢ekirdekte yer alan gen dizilimine katilarak ilgili proteinin iiretilmesini saglayarak

kuvvetli yesil floresans 1simalarin goriilmesidir (Sekil 4.14-15).
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5.7 SONUCLAR

Bu tezle sunulan calismada gerceklestirilen tim deneylerin sonuglar1 karsilagtirmali olarak
incelendiginde, bu tez ¢alismasi ile ilk defa TEMEDA ve AP monomerlerinden sentezlenen
biyouyumlu PBAE fiiriiniinden hazirlanan nanopartikiiler gen tasiyict sistemlerin HEK293
hiicre hattinda:
v In vitro transfeksiyon etkinligi yiiksek,
v" Toksik olmayan gen transfer sistemleri olarak kullanilabilecegi saptandi
v' Viral veya piyasada hali hazirda bulunan viral olmayan tagiycilarlarla gergeklestirilen
calismalarla kiyaslandiginda benzer sekilde tarsfeksiyon etkinligi gdsterebilen bu
tasiyict sistemlerin arastirma-gelistirmeye yonelik ¢aligmalarda kullanilabilecek ticari
bir kit {irliniine doniisme potansiyeline sahip oldugu da goriild. ,
Calismanin devaminda, bu calismada sentezlenen nPBAE formiilasyonlar1 ile bilhassa
giiniimiize kadar yapilan ¢alismalarda transfeksiyon etkinliginin diisiik oldugu belirtilen diger

hiicre hatlarinda in vitro galigmalarin yapilmasi ongoriilmektedir.
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