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RNA interferans (RNAi), susturma kompleksine sahip olan (RISC) RNA araciligiyla ve
kiigiik miidaheleci RNA’lar (siRNAs) tarafindan spesifik mRNA’nin degredasyonuna neden
olan hiicresel segici gen susturma mekanizmasidir. Bu prosesin ardindaki molekiiler diizenek,
kanser basta olmak tizere cesitli hastaliklarin tedavisini tasarlamaya yoneliktir. Hedef genin
susturulmasi, siRNA’nin hiicrenin aktif bolgesine salinmasini gerektirmektedir. Bu amaca
ulasmada, toksik olmayan, segilen hiicreye hedeflenebilen ve siRNA’y1 koruyan etkin
tastyiciya gereksinim vardir. siRNA molekiilleri hidrofilik dogas1 ve anyonik yapis1 nedeniyle
hiicre membranindan kolaylikla difiize olamamaktadir. Bu sebeple salim cihazlari, siRNA’y1
hedef hiicrenin sitoplazmasina kolaylikla aktarabilme 6zelligine sahip olmali ve ayn1 zamanda
siRNA’y1 biyolojik sivi igerisinde korumalidir. siRNA salimi i¢in iki farkli yaklasim
gelistirilmistir: viral ve viral olmayan tasiyicilar. Viral olmayan tastyicilar (aym1 zamanda
nanopartikiiller olarak adlandirilmaktadir), in vitro ve in vivo ortamda niikleik asiti glivenli ve

etkin bir sekilde salmak ic¢in formiile edilmektedir. Ek olarak, nanopartikiiller, genis 6l¢ekli
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iretimi, diigiik toksisiteyi, diisiik immunojenisiteyi ve spesifik hiicrelere hedeflemeyi
saglamak i¢in tasarlanmasi nedeniyle pek ¢ok avantaja ve potansiyele sahiptir. Bu ¢ercevede,

yeni nesil nanopartikiiller, hiicre membrani ile etkilesimi iyilestirmek amaciyla tasarlanmistir.

Sunulan calismada basit, tek basamakli ve kolaylikla O6l¢eklendirilebilen bir prosediir
kullanilarak polistiren ve polilinoleik asit temeline dayanan poli(stiren)-graft-poli(linoleikasit)
(PS-PLina) ve poli(stiren)-graft-poli(linoleikasit)-graft-poli(etilenglikol) (PS-PLina-PEG)
nanopartikiiller hazirlanmistir. Bu nedenle ilk olarak, PS-PLina ve PS-PLina-PEG graft
kopolimerler sentezlenerek fizikokimyasal karakterizasyonlar1 yapilmistir. Sonrasinda PS-
PLina ve PS-PLina-PEG nanopartikiiller tretilip poli(L-lizin) (PLL) ile modifiye edildikten
sonra yiizeylerine SiRNA baglanarak nanopartikiiller optimize ve karakterize edilmistir. Elde
edilen nanopartikiillerin liyofilize edilen formlar1 sirasiyla +4 °C depolama sicakliginda 1 ay
stireyle stabilite testine tabi tutulmustur. Morfolojik degerlendirmeler SEM ve FTIR
kullanilarak gergeklestirilmistir. Niikleik asit yiikleme ve salim profilleri aragtirilmigtir.
SiRNA ile konjuge edilen tastyicilarin A549 kanser ve 1929 fare fibroblast hiicre hatlar
tizerindeki in vitro etkinlikleri ikili boyama metodu, sitotoksisite testi (MTT) ve akis

sitometrisi yoluyla arastirilmistir.

Anahtar Kelimeler: PS-PLina nanopartikiil, PS-PLina-PEG nanopartikiil, siRNA, A549,
L929.
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RNA interference (RNAI) is a cellular mechanism of selective gene silencing, based on
degradation of specific mMRNA by small interfering RNAs (siRNAs), and mediated by an
RNA-induced silencing complex (RISC). The molecular machinery behind this process has
helped in designing therapies for a variety of diseases, including cancer. Silencing of target
genes requires that siRNA is delivered into the cell in its active state. To achieve this, an
effective vector protecting siRNA that is non-toxic and can be targeted at selected cells is
necessary. sSiRNA molecules can-not readily diffuse across cellular membranes due to their
anionic backbone and hydrophilic nature. Thus, delivery vehicles must be used to protect the
siRNA within biological fluids, while facilitating its transfection to the cytoplasm of the target
cells. Two diffferent approaches for siRNA delivery have been developed: viral and non-viral
vectors. Non-viral vectors (also named nanoparticles) have been formulated to associate andto

efficiently and safely deliver nucleic acids both in vitro and in vivo, opening many possible



ABSTRACT (continued)

applications. Furthermore, they have many advantages and potentialities including large scale
manufacture, low toxicity and low immunogenecity and the possibility to customize them to
target specific cell types. In this frame, novel nanoparticles (NPs) designed in order to

improve the interaction with the cell membrane.

In the present study poly(styrene)-graft-poly(linoleic acid) (PS-PLina) and poly(styrene)-
graft-poly(linoleic acid)-graft-poly(ethylene glycol) (PS-PLina-PEG) NPs based on
polystyrene and polylinoleic acid were prepared using a simple, one step and easily scalable
procedure. Therefore, first of all PS-PLina and PS-Plina-PEG graft copolymers were
synthesized and characterized. After the PS-PLina and PS-Plina-PEG nanoparticles were
produced and modified with poly(L-lysine) (PLL), the siRNA were bound to their surfaces
and the nanoparticles optimized and characterized. Optimized NPs formulations in the freeze
dried form were assessed with their stability for 1 months of storage at +4 °C. Morphological
evaluations were carried out by using SEM and FTIR. Nucleic acid loading and release
profiles were investigated. In vitro efficacy of the conjugated with siRNA carrier were
investigated using double staining method, cytotocicity test (MTT) and flow cytometry
analysis. A549 cancer cell and L929 mice fibloblast cell were employed to evaluate

nanocarrier systems.

Keywords: PS-PLina nanoparticle, PS-PLina-PEG nanoparticle, sSiRNA, A549, L929.
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 KANSER NEDIR?

Diinyadaki en tahrip edici hastaliklardan olan kanser ayni zamanda 6nde gelen oliim
sebeplerinden biridir [1]. Genel anlamda kanser, gen ifadelerinde meydana gelen pek ¢ok
degisiklik sebebiyle hiicre ¢ogalmasi ve hiicre 6liimii arasindaki denge halinin bozulup
hiicrelerin anormal bir sekilde biiyiimesidir [2]. Kanser terimi, programli hiicre 6lim
sisteminin bozulmasini, sinirsiz hiicre ¢ogalmasini, hiicre fizyolojisindeki degisimleri iceren
bir siiregler dizisi olarak tanimlanabilir. Bu olay genellikle diger dokulara yayilan kétii huylu
bir tiimdr olusumuna yol agmaktadir. Cok asamali kanser olusumu, kanser gelisimi i¢in
yaygin olarak kabul edilmis bir hipotez olup baslama, ilerleme ve yayilma olarak ii¢ asamaya

ayrilmistir [3].

Kanser c¢ogunlukla somatik hiicrelerde c¢esitli etkenlerle olusan anormal mutasyonlarin,
normal olan komsu dokular istila ederek baslangic noktasindan farkli bolgelerde ikincil
tiimorleri iirettigi bir hastaliktir (Sekil 1.1). Insanlarda viicudun hemen hemen her dokusunda
gelisebilen kanserin yiizden fazla tiirtinden bahsedilebilir. Her kanser tiiriiniin kendine has
Ozellikleri olmasma ragmen tiim timdorler, konak dokudaki hiicre-hiicre dis1 matriks
arasindaki karmagik etkilesimin yanisira genetik ve epigenetik olaylar1 igeren ortak bir

ilerleme semasina gore gelismektedir [4].
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Sekil 1.1 Kanser olusumunun gosterimi [5].

Kanser, insanoglunun varolusundan beri yiizyillardir her gecen yil artarak hayati tehdit
etmektedir [6]. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan yaymmlanan kanser raporuna gore 2012

yilinda karsilasilan yaklasik 14 milyon kanser vakasinin 8 milyonu 6liimle sonuglanmistir [7].

1.2 KANSERIN YAPISI VE BiYOLOJiSi

Normal sartlarda hiicreler bir taraftan kontrollii olarak ihtiyaca gore boliinerek biiylime
faktorlerinin etkisiyle ¢cogalirken diger taraftan da apoptoz adi verilen programli hiicre 6liimii
ile yok olmaktadir. Bu dongiiniin normal seyrinde ilerlemesinde onkogen ve tiimor baskilayici
genler gorev listlenmektedir. Biiyliime faktorleri, DNA’daki cesitli genlerin etkisiyle olusan
proteinlerdir. Mutasyona ugrayarak baskalasan bu genler hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesine

yol acarak kanser hastaligini ortaya ¢ikarmaktadir [8].

Normal ve kanser hiicre biyolojisi arasindaki farkliliklar anatomi, biyokimya ve molekiiler
biyoloji seviyesindedir. Tiimor biyolojisinin karakteristik anatomik 6zellikleri, kan
damarlarinin s1zint1 6zelligini ve zayif lenfatik drenaji icermektedir. Kanser damar sisteminde
kan endotel hiicrelerinin morfolojisi ve sekli, komsu hiicreler arasindaki fenestraya bagli
olarak degisiklik gosterir. Boylece kontakt inhibisyon kaybi gergeklesmektedir. Cogu kati
tiimor, belirli bir biliylime seviyesine ulastiktan sonra artan vaskiiler gec¢irgenlikle timor
dokusuna yeterli miktarda besin ve oksijen saglayarak ¢evresindeki dokulardan daha hizli bir
sekilde biiylimektedir. Tiimoér kan damarlar1 genellikle kivrimli ve genistir. Bu damarlar,
normal dokularla karsilagtirildiginda asir1 dongii ve antriovendz sant oOzelligine sahip
dallanma modelleri gostermektedir. Tiim bu 6zellikler, normal dokulardaki damarlanmaya

kiyasla tiimorlerde kan damarlarinin gegirgenligini artirarak genellikle normal dokulardaki



damar sistemine giremeyecek olan molekiillerin ve diger maddelerin timoér dokularina

iletimine ve birikimine olanak saglamaktadir [9].

Timorler iyi (benign) veya kotii huylu (malign) olarak ikiye ayrilmaktadir. Malign yumusak
doku tiimorleri kontrolsiiz bir sekilde biiylir, komsu dokular1 istila ederek tiim viicuda
yayilabilir. Iyi huylu tiimérler ise viicudun diger kisimlarina yayilmaz fakat bulunduklari

yerde stirekli biliyliyerek zamanla ¢gevresindeki organlar igin engel teskil edebilirler [10].

Kanser hiicrelerinin kazandig1 nitelikler sunlardir (Sekil 1.2):

e Proliferasyon Sinyalini Siirdiirme: Normal dokular, biiyiitiicii sinyallerin liretimini
ve salimimi dikkatlice kontrol ederek normal dokunun devamliligini saglar. Kanser
hiicreleri ise bu sinyalleri diizenleyerek kendi kaderlerini kendileri belirler.

e Biiyilme Karsiti Sinyallerden Kacma: Normal hiicreler biiyiime faktorlerinin
miktarina bagh olarak belirli bir yogunluga ulasinca ¢ogalmayi durdurur. Kanser
hiicreleri, hiicre ¢cogalmasini olumsuz etkileyen sinyallerden kagarak kontrolsiiz olarak
cogalabilmektedir.

e Invazyon ve Metastas: Lokal istila ile baslayan siire¢ malign hiicrelerin hiicre dist
matriks bilesenlerini parcalayarak kanser hiicresinin normal dokular1 etkisi altina
almasi ile devam edebilir.

e Smrsiz Replikasyonu Saglama: Kanser hiicreleri, kromozomlarin u¢ kisminda
bulunan telomerlerin kisalmasini engellemek igin telomeraz enzimi aktivitesini
artirarak kontrolsiiz olarak cogalmaktadir.

e Hiicre Oliimiine Karsi Diren¢: Apoptoz programlanmis hiicre dliimiidiir. Birgok
kanser tiirtinde p53 gibi apoptoz ile iligkili genlerde degisiklik goriilmektedir.

e Anjiyogenez: Normal hiicreler gibi kanser hiicreleri de metabolik atiklarin ve
karbondioksitin bosaltilmasini saglamasi yaninda oksijen ve besin maddelerine de
gereksinim duymaktadir. Anjiyogenez ile elde edilen tiimorle iliskili neovaskiiler yap1
bu gereksinimleri karsilamaktadir. Boylece kanser hiicreleri dolagima katilmis ve

yayilimlar1 hizlanmig olmaktadir [11].
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Sekil 1.2 Kanserin 6zellikleri [11].

Anjiyogenez mevcut damarlardan yeni kan damarlarinin gelistigi kat1 neoplazmalarin hayatta
kalabilmesi i¢in vazgeg¢ilmez olan karmasik bir siiregtir. Anjiyogenez yeni damar olusumu ve
timor gelisimi i¢in liizumludur. Yalnizca timor biiyiimesi i¢in degil metastaz igin de
elzemdir. Folkman ve arkadaslar1 kat1 tiimdrlerin kendi kan kaynaklarini uyarmadan 2-3 mm
captan daha fazla biiyliyemedigini gdstermiglerdir. Tiimor anjiyogenezi, molekiillerin timor
hiicreleri tarafindan salinmasi ile baglar. Bu hiicreler, normal olan konak hiicrelere sinyal
gondererek yeni kan damarlariin biiylimesini destekleyen protein yapimi i¢in belirli genleri

aktive etmektedir [12].

Anjiyogenezin pozitif diizenleyicileri olan molekiiller sunlardir:

e Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)
e Platenet Kaynakli Biiylime Faktorii (PDGF)

e Fibroblast Biiytime Faktorii (FGF)

e Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF)

e Doniisen Biiyiime Faktorii (TGF)

e Matriks Metalloproteinazlar (MMP)

e Anjiopoietinler [12].



1.3 KANSER CESITLERI

Akciger Kanseri: Akciger kanseri, akciger hiicrelerinin kontrol dis1 ¢ogalarak akcigerde bir kitle
olusturmasi durumudur. Akciger kanseri, diinyada kanserle iligkili 6liim oraninin en yiiksek
oldugu kanser tiiriidiir. Akciger kanserinin ii¢ temel tiirii arasinda, kiigiik hiicreli olmayan akciger

kanseri, tiim akciger kanserlerinin yaklasik %85’ini olusturmaktadir [13].

1972 yilinda D.J Giard tarafindan 58 yasinda bir erkek hastadan izole edilen A549 akciger kanser
hiicreleri, akciger kanser cesitleri arasinda adenokarsinomlar igerisinde degerlendirilen alveol
epiteli karsinomudur. Bu hiicreler normal dokularda alveol igerisini saran, yassi sekilli, gazlarin ve

elektrolitlerin gegisini saglayan hiicrelerdir [14].

Karaciger Kanseri: Diinya c¢apinda en sik goriilen karaciger kanserinin temel formu,
hepatoselliiler karsinomdur. Hepatoselliiler karsinom (HPK) kapsamli epidemiyolojisi nedeniyle
komplike bir hastaliktir. Bunun sebebi, tiimorlerin yalnizca birgok tiimorde ortak olan mutajenik
cevresel hasarlart degil ayn1 zamanda hepatit virlislerinden kaynaklanan viral hasarlart da

icermesidir. Hepatit B ve C enfeksiyonlart HPK geligimi i¢in 6nemli risk faktorleridir [13].

Prostat Kanseri: Prostat kanseri erkeklerde en sik rastlanan malign kanserdir. Prostat kanserinde
siklikla goriilen genetik lezyon PI3K yolagin1 antagonize eden fosfat ve tensin homolog (PTEN)
timor baskilayict genin kaybedilmesidir. Myc, hiicre boliinmesi, transkripsiyon, protein sentezi ve
replikasyon gibi ¢esitli biyolojik proseslerle iligkili transkripsiyon faktoriidiir. Primer ve

metastatik prostat kanserlerinde Myc’in asir1 ekspresyonu gozlenmektedir [13].

Meme Kanseri: Meme kanseri en sik tanis1 konan kanser tiirlerindendir ve diinyada kadinlarda
kanserle iliskili 6liimlerin 6nde gelen sebebidir. Gogiis kanseri, tiimorlerin {i¢ reseptdr molekiiliin
ekspresyonuyla siiflandirilmast neticesinde bdliimlere ayrilabilir. Bu reseptorler Ostrojen,
progesteron ve insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2 (HER2) dir. Ostrojen reseptdr alfa
(ER-a) iki tiir Ostrojen reseptoriinden biridir. ER-o memedeki epitel hiicrelerinin hiicre
dongiisiinde ¢ok Onemli bir rol oynamaktadir. Meme kanseri vakalarmin yaklasik %70’inde

Ostrojen reseptorlerinin agir1 ekspresyonu gézlenmistir [13].

Mide Kanseri: Mide kanseri diinyada en sik karsilasilan kanser tiirlerindendir. Ozellikle

erkeklerde kadinlardan oldukga fazla olarak goriilmesi dikkat ¢cekmektedir. Helikobakter pilori



bakterisinin yani sira diyet, fazla tuz alimi, sigara ve reflii gastrik adenokarsinoma gelisiminde

o6nemli bir faktordiir [15].

Yumurtahk Kanseri: Yumurtalik kanseri kadinlarda en sik rastlanan ve jinekolojik kanserlerde
onde gelen 6liim nedenlerinden biridir. Tedaviye ragmen yumurtalik kanseri hastalarinin biiyiik
bir ¢ogunlugunda kemoterapiye direncli rekiirren tiimorler gelismektedir. Sik goriilen bir genetik
lezyon tiimor susturucu BRCA1’in, poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) inhibitorleri ile alt
edilmesidir. Tiimor susturucu PTEN ekspresyonunun genetik veya epigenetik olarak kaybi da

siklikla goriilebilmektedir [13].

Serviks Kanseri: Serviks kanseri diinya ¢apinda kadinlarda sik¢a rastlanan malign hastaliklar
arasindadir. Her yil yaklagik yarim milyon vaka ile karsilagilir ve bu saymin yaklasik yarist
terminal donemdedir [16]. Serviks kanseri, yayillma potansiyeli olan kanser gelisimine yol
acabilen insan papilloma viriisii (HPV) igerenenfeksiyon ile iliskilidir. HPV’nin en kanserojen
genotiplerinin HPV16 ve HPV18 oldugu diistiniilmektedir. Caligmalar yas ve etnik koken, erken
baslayan cinsel yasam, gebelik ve dogum sayisi (ikiden fazla), vajinit, dogum kontrol hapi
kullanimu, sigara kullanimu vs. faktorlerin de serviks kanseri riskini artirabilecegini gostermektedir
[17]. Diinya Saglik Orgiitiiniin yaptig1 bir arastirmaya gore serviks kanseri diinyada 6liim oraniin

en yiiksek oldugu kanser tiirleri arasinda dordiincii siradadir [7].

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan yayimlanan bir arastirmaya gore diinyada kadinlarda en sik
rastlanan kanser tiirii olan meme kanseri %25°lik bir orana sahipken bunu %9 ile kolorektal

kanseri takip etmektedir (Sekil 1.3) [7].

H Meme

M Kolorektal

M Akciger

M Serviks

M Mide

M Uterus Korpusu

M Yumurtahk

M Diger

Sekil 1.3 Kadinlarda en sik goriilen kanser tiirleri.



Ayni ¢aligmada diinyada erkeklerde en sik rastlanan kanser tiirii akciger kanseri %17°lik bir

orana sahip iken bunu %15 ile prostat kanseri takip etmektedir (Sekil 1.4) [7].

M Akciger

M Prostat

M Kolorektal
o Mide

M Karaciger
M Mesane

uYemek Borusu

Wi Diger
Sekil 1.4 Erkeklerde en sik goriilen kanser tiirleri.

1.4 KANSERE NEDEN OLAN ETKENLER

Kanser olusumu, ¢esitli i¢ ve dis kaynakli etkenlere maruz kalinmasi sonucunda olusan genis
¢apli DNA hasarmin bir sonucudur [18]. Kanser olusumlarinin biiyiilk bir kismi c¢evresel-

davranigsal etkenler ve yasam tarzi ile iliskilidir [7].

Kansere neden olan etkenlerden birkag1 sunlardir (Sekil 1.5):

Sigara: Sigara igmek akciger, list solunum yollari, yemek borusu, mesane, pankreas, bobrek,
mide, karaciger, bagirsak gibi kanserlere neden olur. Sigara i¢iminin koti huylu tiimor
olusumu ile sonug¢lanip sonuglanmayacagi sigaranin igerigi ve aliskanlifin siiresi gibi cesitli
faktorlere baghdir. Cok erken donemde kazanilan aligkanliklar, kansere yakalanma riskini
bliyiik olgiide artirmaktadir. Riskler kanser tiirtine gore degismektedir. Mesela sigara igenlerin
akciger kanserine yakalanma olasiliklart mesane kanserine yakalanma olasiliklarindan

yaklasik dort kat daha fazladir.

Beslenme: Yetigkinlerde goriilen obezite 6nemli bir endometriyum kanseri nedenidir ve
nispeten menopoz sonrast meme kanserine de yol acgabilir. Obezitenin kolon, bobrek ve safra
kesesi riskini de artirdigi goriilmiistiir. Yetersiz sebze ve meyve tiikketimi de bir¢cok kanser
tiirline sebep teskil edebilmektedir. Sebze ve meyvelerin koruyucu etkileri viicudumuzdaki
maddelerin kanserojen etkilerini bloke etmektedir. Ornegin gidalardaki antioksidanlarin

serbest radikalleri notralize ettigi diisiiniilmektedir. Saglikli gidalardaki maddelerin, &strojen



gibi steroidlerin gogiis ve baska yerlerdeki kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasini tetikleyen sinyalleri

engelledigi 6ne siiriilmiistiir.

Radyasyon: Radyasyonun ¢esitli formlari; giines, elektrik hatlari, ev aletleri, cep telefonlari,
radyoaktif radon gazi gibi etkenler kansere neden olan etkenler arasinda yer almaktadir.

Ayrica glinesin yaydig1 ultraviyole 1ginlarinin da cilt kanserini tetikledigi goriilmiistiir.

Kimyasal Maddeler: Asbest, benzen, formaldehit gibi birgok kimyasal madde kanserojendir.

Kimyasal maddeler ile etkilesim sonucu hiicreler normal isleyisten sapmaktadir [19].

Genetik Faktorler: Bazi tiimorlerin gelisim sebebi, genetik yatkinlik olarak agiklanabilir.
Genetik faktorlerle olusan kanserler diger tiirler igcinde kiigiik bir orana sahiptir. Bu tiir
kanserlerde bireylere iist kusaktan aktarilan genlerdeki bozukluklar, ortaya ¢ikan diger genetik
degisimlerle birlikte kanseri olusturmaktadir. Aile agacinda kanser belli bir kusaktan sonra
gozleniyorsa bu kusakta kendiliginden olan bir mutasyonun ¢ogalma hiicrelerini (germ; sperm
ve yumurta) etkilemesi ve bu hatali genin bir sonraki kusaga aktarilmasi da goz Oniine
bulundurulmalidir [20].

Viriisler: Kansere neden olan viriislere onkoviriis denilmektedir. Insanlarda bazi viriisler

kanserle iliskilidir. Ornegin hepatit B viriisii (HBV) ve hepatit C viriisiiniin (HCV) karaciger

kanseriyle, HPV nin serviks kanseriyle iligkili oldugu diistiniilmektedir.
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Sekil 1.5 Kanser riskini artiran faktorler [21].



Elde edilen veriler 1s18inda kanser, gevresel bir faktére baglanamiyorsa veya kalitimsal
olusum s6z konusu degilse kanserin farkli birgcok nedene bagli olarak kendiliginden ve nadir

olarak gelisen bir formda oldugu diisiiniilebilir [20].

1.5 KANSER TEDAVISINDE KULLANILAN GELENEKSEL YONTEMLER

Giliniimiizde kanser hastalarini tedavi etmek igin yaygin olarak kullanilan yontemler cerrahi,

radyoterapi, kemoterapi ve immiinoterapi olarak siralanabilir.

1.5.1 Cerrahi

Cerrahi, kanser hastalarinda en ¢ok kullanilan terapidir. Bu islem, kanserden etkilenen kismin
tan1 ve tedavi amaciyla gikarilmasini igermektedir. Cerrahi yontem ile kanseri 6nlemek, tedavi
etmek veya teshis etmek adina kanserli dokunun veya tiimoriin ¢ikarilmasi hedeflenmektedir.
Sayet kanser asir1 ilerlemisse gecici cerrahi yontem uygulanabilir ki bu sekilde kanser tedavi

edilemese bile sikayetler hafifletilebilmektedir [22].

Her hasta anestezi ve cerrahi islemi kaldirabilecek viicut direncine sahip degildir. Cerrahi
tedavide, ameliyat sonras1 yasanabilecek komplikasyonlar, yasam kalitesini etkileyebilecek
bir organin tiimiiyle alinmasi, cerrahi islemden sonra dahi viicutta kanserli hiicrelerin kalmig

olmasi gibi bazi olumsuzluklar yasanabilmektedir.

1.5.2 Kemoterapi

Kemoterapi, kanserli hiicre tedavisinde en ¢ok kullanilan ve ilag alimini iceren tedavilerden
biridir [22]. Bu yontemle kanserli hiicreler toksik etki yaratan ilaglarla, kanserli hiicrelerin
boliinmesini saglayan besin maddelerinin alimint keserek veya hiicrelerin bdliinmesinden

sorumlu mekanizmay1 durdurarak dldiiriilmektedir [23].

Kemoterapi, kemik iligi, sindirim sistemi, kil kokii hiicreleri gibi saglikli hiicrelere de zarar
vermektedir. Konvansiyonel kemoterapinin en biiyiik dezavantaji sadece kanserli hiicreler igin
secici bir tedavi yapilamamasidir. Bunun sonucunda beyaz kan hiicresi iiretiminin azalmasi,
sindirim kanali iltihabi, sa¢ dokiilmesi, organ islev bozuklugu ve anemi gibi yan etkilerle

sik¢a karsilagilmaktadir. Kemoterapik ajanlar hiicreye penetre olamaz ve tiimoriin ¢ekirdegine



ulasip kanserli hiicreleri 6ldiiremezler. Makrofajlar tarafindan yakalanan kemoterapik ajanlar
dolasimda kisa stireli var olduklar1i i¢in kanserli hiicrelerle tamamen etkilesime
girememektedir. Karsilasilan diger bir olumsuz durum da ilaglarin zayif ¢oziintirligiidiir ki

buda onlarin biyolojik membranlara niifuz etmesine engel teskil etmektedir [24].

Diger bir problem kanserli hiicre yiizeyinde asir1 tiretilen, tiimor i¢indeki ilag¢ birikimini
Onleyen ve antikanser ilaglara karsi direnci gelistiren, ilaca kars1 direngli bir P-glikoprotein ile
iliskilidir. Boylece, uygulanan ilag¢ tedavisi basarisiz olmaya devam etmekte ve istenilen

sonuca ulagilamamaktadir [24].

1.5.3 Radyoterapi

Radyoterapi, kanserli viicut bolimiine gonderilen yiiksek enerjili 151n demetini igermektedir.
Bu yontemde kanser tedavisi i¢cin gama 1sinlari, X 1sinlarn ve yiiklii pargaciklar
uygulanmaktadir. I¢ ve dis radyasyon tedavisi olarak iki tiptir. Radyoterapi kanserli hiicrelerin
DNA’sin1 tahrip ederek ¢ogalmayr durdurmaya calismaktadir. Bunun sebebi kanser hiicreleri
radyasyona karst asir1 duyarhidir ve biiyiik oranda tahrip olabilmektedir. Tek basina ya da

cerrahi operasyon ve kemoterapi ile birlikte uygulanabilmektedir [22].

Radyoterapide saglikli hiicreler yanabilmektedir ve kanserli hiicrelerin de yanmast muntazam

degildir. Sonugta yanan kisim 6lii ve islevsiz olabilmektedir [23].

1.5.4 Immiinoterapi

Viicudun tiimor biiyiimesini kontrol etmek i¢in kullandigi baz1 sinyalleri taklit eden biyolojik
ajanlarin kullanim1 immiinoterapi olarak adlandirilmaktadir. Bu ajanlar laboratuvarda iiretilen
interferonlar, interlokinler, sitokinler, endojen inhibitorleri ve antijenleri igermektedir [25].
Kanser immiinoterapisinin ortaya c¢ikisi, bazen yasanan siddetli bir bakteri enfeksiyonu
sonras1 kanserin gerileyebilecegini gozlemleyen Dr. William Coley ile yirminciyiizyilin
basina kadar uzanmaktadir [26]. Immiinoterapi, kanserle miicadele etmek adinaviicudun dogal
savunmasini artirmak igin tasarlanmis bir cesit kanser tedavisidir. Immiinoterapi, kanser
hiicrelerinin biliylimesini durdurmak veya yavaglatmak, kanserin viicudun diger boliimlerine
yayllmasini engellemek ve kanserli hiicreleri yok etme gorevinde bagisiklik sistemine

yardime1 olmak amaciyla kullanilabilmektedir [27].
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Sik goriilen yan etkiler dermatolojik problemler, mide-bagirsak sorunlari, endokrinopati
olarak siralanabilir [28]. Ayrica uzun siireli bir tedavi gereksinimi ve maliyet acisindan pahali

olmasi tedavinin dezavantajlarindandir.

1.6 KONTROLLU iLAC SALIM SiSTEMI VE OZELLIKLERI

Cerrahi, radyoterapi, kemoterapi ve immiinoterapi kanser tedavisinde diinya ¢apinda siklikla
kullanilan dort temel yontemdir. Bununla birlikte yiiksek toksisite, diisiik biyoyararlanim,
suda ¢oziiniirliiglin az olmasi, diislik terapotik indeksler, dolasimdaki tutarsizlik, nonspesifik
biyolojik dagilim ve ilaglarin kanser hiicrelerinin yaninda normal hiicrelere de etki etmesi
geleneksel kanser tedavi yontemlerinin temel eksiklikleridir. Bu nedenle yiliksek 6liim ve
hastalik oranini azaltmak amaciyla yeni, zararsiz ve etkili tedavilere ihtiya¢ duyulmaktadir

[29] (Sekil 1.6).

p 4 3
Tiimér Klasik Nanotasiyica
Tletim ile Tletim

Sekil 1.6 Ilacin geleneksel yonteme ve kontrollii sisteme gore iletimi [30].

Kontrollii salim sistemi, viicut tarafindan yok edilen ilact belirli bir zaman periyodunda
stirekli ve kontrollii bir sekilde salarak genellikle sifirinci dereceden ilag iletiminin
gerceklestigi salim sistemidir. En ideal lokal veya sistematik kontrollii salim sistemi, ilag
iletiminin 6nceden belirlenmis hizda ve belirli bir siirede gergeklesmesi ile meydana gelen bir

sistemdir [31].
Kontrollii ilag salim sistemleri son altmis yil i¢inde ilerleme kaydetmistir. Bu ilerleme ilk

olarak 1952 yilinda stirekli salim formiilasyonu ile baglamistir. Birinci nesil ila¢ salim1 (1950-

1980) oral ve transdermal siirekli salim sistemlerini gelistirmeye ve kontrollii ilag salim
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mekanizmalarini kurmaya odaklanmis, ikinci nesil ise (1980-2010) kendi kendini diizenleyen
ila¢ salim sistemlerini, uzun vadeli ¢esitli formiilasyonlar1 ve nanoteknoloji temeline dayanan
dagitim sistemlerini gelistirmeye calismustir. Ikinci neslin son dénemi cogunlukla

nanopartikiil formiilasyonlarinin incelenmesi tizerine odaklanmistir [32].

Kontrollii salim sistemleri lokal ilag dagitiminda etkin bir aragtir. Lokal ila¢ saliminda temel
hedef, bir ilag ajanimin viicudun fiziksel bir bolgesinde terapétik —seviyenin
olusmasinisaglamasidir. Diger bir hedef de ajanlarin hedef olmayan dokulara iletimini

engelleyerek sistemik toksisiteyi azaltmaktir [33].

Etkili bir ilag salim sistemi i¢in dort temel unsur vardir. Bunlar; ilacin uygun bir ilag
tastyicisina diizglin bir sekilde yiiklenmis olmasi, parcalanmaktan korunmak igin viicut
salgilarindan kacarak dolasimda uzun siire kalabilmesi, hedeflenen bolgeye ulasip ilacin
islevini yerine getirecegi belirli bir siire i¢inde belirli bir yerde salinmasi olarak siralanabilir.
Viicutta hedeflenmesi istenen farkli bolgeler i¢in izlenecek rotaya bagli olarak farkli ilag

tasiyict sistemler kullanilabilmektedir [34].

Kontrollii ila¢ salim sistemlerinin avantajlar1 sunlardir:

e Uygulanacak doz sikliginin ve dozaj miktarinin azaltilmasi
e Tedaviyle ilgili hasta uyumunun iyilestirilmesi

e Kan plazmasinda ilag konsantrasyonunun siirekli korunmasi
e Yiiksek doz nedeniyle olusan toksisitenin azaltilmasi

e llacin plazma diizeyinde konsantrasyon dalgalanmalarmin azaltilmasi [35].

Yarilanma Omrii kisa olan ilaglarin daha fazla dolagimda kalmasini saglamak, geleneksel
tedavi yontemlerine nazaran ilacin yan etkilerini azaltmak veya tamamen ortadan kaldirmak,
en Onemlisi de hedefe yonelik tedavi olmasi nedeniyle saglikli dokularin zarar gérmesini

engellemek bu yontemin belli bagli avantajlar arasindadir.

1.7 iLAC HEDEFLEME YONTEMLERI

Hedefli tedaviler tiimoriin biiylime ve gelismesinde rol alan belirli biyolojik transdiiksiyon

yolaklarim1 veya kanser proteinlerini engellemeyi amacglamaktadir. Normal dokularda da
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bulunan bu proteinler kanserli hiicrelerde ¢ok daha fazla sayida veya mutasyona ugramis
sekilde bulunmaktadir. Bu yenilik¢i tedavilerin hedefi malign hiicrelerin kontrolsiiz bir
sekilde biiyliyiip gelismesine yardimei olan sinyalleri engellemek, apoptozun indiiksiyonu ile
kanser hiicrelerinin Oliimiinii saglamak, bagisiklik sistemini uyarmaktir. Ayrica, saglikli
hiicrelerin 6liimiinii en aza indirmek yahut istenmeyen yan etkileri ortadan kaldirmak i¢in

kemoterapi ajanlarini spesifik kanser hiicrelerine hedefli olarak iletmektir [36].

Ilag hedefleme stratejileri pasif hedefleme ve aktif hedefleme olmak iizere iki kategoriye

ayrilmistir (Sekil 1.7).

Passive targeting Active targeting Targeted nanoparticle

Tumor Drug or drug-loaded nanocarriers

Normal tissue Receptor-mediated endocytosis

Sekil 1.7 Ilag hedefleme y&ntemleri [24].

1.7.1 Pasif Hedefleme

Pasif hedefleme sizintili vaskiiler tiimor etrafindaki alanlarda ilag birikimine dayanmaktadir.

Yaygin olarak artirilmis gecis ve alikonma (EPR) etkisi olarak adlandirilmaktadir [37].

Timorlerin - birgogunda besin ve oksijen ihtiyact nedeni ile damarsal gegirgenlik
yiikselmektedir. Normal damarlarda 2 nm’den biiyiik molekiiller sik1 baglantilar nedeni ile
endotel hiicreler arasindan gecemezken, tiimor bdlgesindeki mutasyondan dolayr 10-500 nm
aras1 boyutlu molekiiller dokuya gecip birikebilmektedir. Bozulmus lenfatik bosaltim nedeni

ile de molekiillerin sistem disina ¢ikmalar1 zorlagsmaktadir [38].
Retikiiloendotelyal sistemden kagmak i¢in boyut ve yiizey ozellikleri ayarlanmis tasiyici

sistemler kan dolasiminda daha uzun siire kalma ve hedeflenen tiimor dokularina ulasma

sansini artirmaktadir [39].
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1.7.2 Aktif Hedefleme

Aktif hedeflemeile ligand-reseptor, antijen-antikor gibi molekiiler taninma formlarindan
yararlanilarak belirli bir bolgeye partikiil veya ila¢ gonderilmektedir [40]. Kontrolsiizce
biiyiiyen tiimdriin artan besin ihtiyaci, hastalikli doku ve hiicrelerin farkl yiizey reseptorlerini
artirmaktadir. Kati timorler kanserli ve saglikli hiicrelerin heterojen bir karistmindan
olusmakta ve bunlar arasinda ayrim yapabilecek nanotasiyicilarin gelistirilmesi énem teskil
etmektedir. Bu nedenle aktif hedeflemenin temeli ilag tasiyicilarin g¢evresinin, saglikli hiicre
ve damarlarda daha az iken kanser hiicrelerinde veya damar bolgesinde daha fazla bulunan

reseptorleri secebilecek hedefleyici ligandlarla kaplanmasina dayanmaktadir [41].

Ligand-Reseptor Aracih Hedefleme: ilag tasiyici, ligand ve hiicre reseptdrii arasindaki
belirli bir etkilesim sayesinde hedef dokunun hiicresel bdlmesine niifuz etmektedir. Bu
yontemde, hiicre yiizeyindeki reseptore yonelik bir liganda ihtiya¢ duyulmaktadir. Ligand-
reseptor etkilesimi, ila¢ tastyicinin internalizasyonuna ve ilacin hiicre i¢ine salimina sebep
olmaktadir. Kat1 tiimorlere aktif hedeflendirme, hedef hiicre ve reseptorlerine erisebilmek

adina tasiyicinin dokular arasi bosluga ekstravazasyonudur [42].

Bununla birlikte bir ligand ve reseptdr arasindaki etkilesim, aralarindaki uzaklik 0,5 mm’den
daha az oldugunda miimkiindiir. Aktif reseptdr hedeflemenin aslinda ligand-reseptor
etkilesimi anlamina geldigini ancak bu olayin kan dolagimi ve ekstravazyondan sonra

olustugu sonucuna varilabilir [34].

Molekiiler hedefler, kanserli hiicre yiizeylerinde asir1 tiretilen reseptorler ve tiimor dokusunu
besleyen damarlarda asir iiretilen reseptorler olarak ikiye ayrilmaktadir. Nanopartikiillerin
aktif hedeflemede kullanimi1 i¢in ilk strateji, tiimor hiicrelerinde asir1 tretilen ylizey
reseptorleri tarafindan spesifik olarak taninabilen antikor, protein, peptit, aptamer, sakkarit
veya folik asit vb. kiiciik molekiillii ligandlarla nanopartikiil yiizeyinin kaplanmasidir.
Boylece hedeflenmis nanopartikiiller komsu saglikli hiicreleri etkilemeksizin reseptor aracili
endositoz yolu ile timor hiicreleri tarafindan emilmektedir. Bu yontem, kanser tedavisinin
etkinligini artirmak ve geleneksel tedavi yontemlerinin yan etkilerini azaltmak adina EPR
etkili pasif hedeflemeyi tamamlayici niteliktedir. Ikinci strateji ise tiimorii besleyen kan

damarlarinin ~ hedeflenmesidir. ~ Nanopartikiillerin =~ timér  damarlarina  dogrudan
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hedeflenmesiyle, tiimdriin gelismesi i¢in gereken besin ve oksijen ihtiyacin1 engelleyerek

tahrip olmasini saglamaktadir [41].

Manyetik Hedefleme: Manyetik hedefleme yaklasimi, disaridan lokalize bir manyetik alan
uygulanarak manyetik ila¢ tasiyicisina baglanmis veya enkapsiile edilmis terapotik ajanin
intravendz enjeksiyon ile tiimdr dokusuna yonlendirilmesini kapsamaktadir. Manyetik ila¢

tasiyicilar1 genellikle manyetit, demir, nikel, kobalt gibi maddeler igermektedir [43].

Yonlendirilen manyetik tasiyicinin hedef tiimor sitesinde birikmesinin ardindan ilag manyetik
tastyicidan salinmakta ve tiimoOr hiicreleri tarafindan etkili bir bigimde alinmaktadir.
Tastyicinin ilag birikim etkinligi, manyetik alan siddeti, kan akis hiz1 ve tasiyicinin yiizey

karakterizasyonu gibi ¢esitli parametrelere baglidir [44].

Ultrasonik Hedefleme: Ultrasonik dalgalar 20 kHz veya daha yiiksek frekansh ses
dalgalarindan olusmaktadir. Ultrason, 1s1 yoluyla tiimor tedavisi i¢in uygulanan timor
ablasyonunda etkili ve giivenli oldugu kanitlanmis bir medikal prosediirdiir. Doku, yiiksek
yogunluklu odaklanmis ultrasonun (HIFU) termal, kimyasal ve mekanik etkileri sayesinde
minimal yan etkilerle ablasyona tabi tutulmaktadir [45]. Yontemde ultrasona duyarh
biyobozunur veya biyobozunur olmayan polimerler kullanilabilmektedir. Yiiksek yogunluklu
odaklanmig ultrason, primer kat1 timdr ve metastatik hastaligi tedavi etmek i¢in invaziv
olmayan ve ekstrakorporeal yontem olarak tanimlanmaktadir. Doku sicakligini hizlica

sitotoksik bir diizeye yiikseltmek i¢in gereken enerji bu yolla saglanabilmektedir [46].

Ultrason hem tan1 hem de tedavi amach kullanilabilmektedir. ilag¢ salim1 frekans, siddet gibi

birtakim parametrelere baglidir [47].

1.8 KANSER TEDAVISINDE KULLANILAN ILAC TASIYICI SISTEMLER

Tedavi edilecek bolgeye ilag iletilmesinde birtakim sinirlamalarla karsilasildig: i¢in bu konu
arastirmacilarin ilgisini gekmektedir. Ilag iletimi basitce, biyoaktif bir ajanin belirli bir hizda
belirli bir bolgeye salinmasi siireci olarak tanimlanabilir. ilaglarn cogu diisiik ¢dziiniirliik,
yiiksek toksisite, agregasyon, degredasyon, kisa yarilanma Oomrii gibi sinirlayict niteliklere
sahiptir. Giinlimiizde ilag¢ iletim sistemleri, ilaclarin sorunlarinin azaltilmasi igin ¢esitli

disiplinlerden arastirmacilar tarafindan hizla gelistirilmektedir [48].

15



Tlag iletim sistemi, aktif ilacin ¢oziindiigii, dagitildigs, kapsiillendigi veya aktif maddenin iizerine
adsorbe edildigi/baglandig1 bir ilag tastyicidan olusmaktadir. Ilag tasiyict malzemeler ilag
iletiminde Onemli bir rol oynamaktadir. Nanopargaciklar, mikrokiireler, mikrokapsiiller,

emiilsiyonlar gibi bu tasiyicilar farkli kontrollii ilag salim sistemlerinde kullanilabilmektedir [49].

1.8.1 Mikrokiireler

flacin polimerik bir matriste homojen olarak ¢oziindiigii veya dagitildig1 sistemlerdir [50].
Mikrokiireler, pargacik boyutlar1 0,1-200 um araliginda olan biyolojik olarak pargalanabilen
veya parcalanamayan malzemelerden elde edilen kiigiik kiiresel pargaciklardir. ilag emilimi ve
mide-bagirsak sisteminde rahatsizlik uyandiran ilaglara karsi yan etkiler, mikrokiirelerin
kiiglik pargactk boyutundan Otirti  iyilestirilmistir  [51]. Mikrokiireler, proteinler,
polisakkaritler, polyesterler ve lipidler gibi polimerik malzemelerden gesitli tekniklerle
iretilebilmektedir [52]. Sabit ve uzun siireli terapotik etkileri, dozaj sikliginin azaltilip hasta
uyumlulugunun iyilestirilmesi, kiiresel sekil ve kii¢iik boyutu nedeniyle viicuda daha kolay
enjekte edilebilmesi, biyoyararlanimi artirip yan etkileri azaltabilmesi, bozunum ve ilag¢ salimi

bakimindan kontrol edilebilir olmas1 gibi avantajlart bulunmaktadir [53].

1.8.2 Mikrokapsiiller

Mikrokapsiiller, ilag ihtiva eden ¢ekirdegin tamamen bir polimer kabukla cevrelendigi bir
sistemdir. Cekirdek kati, s1v1 veya gaz olabilmektedir. Mikrokapsiilleme, kat1, s1v1 veya gazin
polimerik bir matris veya kabuk ic¢inde tutulmasi islemidir. Kotii koku ve tatlart gizlemek,
ilaglart ¢evre etkisinden korumak, partikiil boyutunu azaltip az c¢Oziinen ilaglarin
¢Oziinlirliglinii artirmak, siirekli, hedefli ve kontrollii ilag salim1 gergeklestirmek, kolay sivi
tasinimini saglamak, buharlasmayr 6nlemek, zehirli maddeleri giivenli bir sekilde tagimak

mikrokapsiilleme isleminin amaglarindandir [50].

1.8.3 Nanopartikiiller

Nanopartikiiller, boyutlar1 10-1000 nm aralifinda olan sentetik veya yar1 sentetik
polimerlerden olusan kolloidal ~yapilardir. Ilag ¢oziinebilmekte, partikiil —iginde

hapsedilebilmekte, enkapsiile edilebilmekte veya nanopartikiile baglanabilmektedir.

Geleneksel matris veya ilag iletim sisteminin yani sira kolloidal ilag iletim sistemi popiilerlik
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kazanmigstir. Kolloidal ilag iletim sistemi baslica lipozom ve polimerik nanopartikiillerden
olugmaktadir. Polimer esasli nanoparcaciklar ilag, protein ve DNA’y1 hedef hiicre veya
organlara etkili bir sekilde tasimaktadir. Nanometre seviyesindeki boyut, hiicre
membranlarindan gegcme ve kan akigindaki stabilite adina olumlu bir etki olusturmaktadir. Bu
sistemlerle Oncelikle hedefli ilag iletiminde, kontrollii ilag salimini ve suda az ¢dziinen

ilaglarin ¢6ziinme oranini/biyoyararlanimini artirmak amaglanmaktadir [54].

Nanopartikiillerin hazirlanma yontemine bagli olarak nanokapsiiller veya nanokiireler elde
edilebilmektedir. Nanokapsiiller, ilacin polimer zar1 ile gevrili bir boslukta hapsedildigi
sistemlerdir. Nanokiireler ise ilacin fiziksel ve esit olarak dagildigi matris sistemlerdir [55]

(Sekil 1.8).

a)

Hapsedilen Yizeve Dagllan  Adsoplanan

Sekil 1.8 Enkapsiilasyon mekanizmasi modeli: hapsedilen, yiizeye dagilan ve adsorplanan ilag
(a) nanokapstiller (b) nanokiireler [56].

Nanopartikiiller, genis yilizey alani ve sinirli kuantum mekanik etkileri ile farkli manyetik,
termal, optik ve elektriksel 6zellikler gostermektedir. Normal organlara zarar vermeden timor
dokusuna hedeflenebildikleri i¢in genellikle ilag tasiyicisi olarak gelistirilip kullanilmaktadir.
Ideal nanopartikiil tastyicilarin, biyobozunur, kararli, immiinojenik olmayan, kolay
tiretilebilir, ucuz maliyetli ve yiiklerini yalnizca hedef bdlgeye serbest birakabilme 6zelligine

sahip olmalari istenmektedir [57].
llaglarin polimerik nanokapsiilasyonu, ilacin etkinligini, 6zgiinliigiinii, dayanikliligmi ve

tedavi ediciligini artirmaktadir. Nanoparcaciklarin hedefleme yetenekleri, partikiil boyutu,
ylizey vyiikii, ylizey modifikasyonu ve hidrofobiklik gibi birtakim 6zelliklerden
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etkilenmektedir. Bunlarin arasindan nanopargacik boyut-boyut dagilimi, nanopargaciklarin
hiicre zar1 ile olan etkilesimleri ve fizyolojik ila¢ bariyerlerine karsi niifuz yeteneklerini
belirlemek agisindan 6nem teskil etmektedir. Katyonik yiizey yiikli, nanopargaciklarin
hiicrelerle etkilesimi ve dolayisiyla internalizayon oranini artirmaktadir. Hidrofobik ylizeyli
nanopartikiiller hizl1 opsonize edilir ve mononiikleer fagositik sistemin sabit makrofajlari
tarafindan temizlenmektedir. Kan dolasiminda kalis siiresini ve kaliciligr artirmak adina
ylizeyin hidrofilik polimerle kaplanmasi, pargacik yilizeyinde plazma proteinlerini
uzaklagtiracak etki yaratabilmektedir. Salim mekanizmasi, kullanilan polimerin molekiil
agirhgr ile modiile edilebilmektedir. Polimer agirhigi arttik¢a ilaglarin salimi daha yavas

olabilmektedir [58].

Nanoparcacik, polimerik zar ve matris boyunca ¢ekirdekten kontrollii difiizyon veya erozyon
yoluyla ilact salabilecek bir polimer ile kaplanir. Bu membran kaplamasi ilag saliminda
bariyer gorevi gormektedir. Bu nedenle polimerik membrandaki ilacin ¢oziniirliigi ve
yayilabilirligi ila¢ saliminda 6nemli bir faktor haline gelmektedir. Genel olarak ilag salim hizi,
ilacin ¢Oziniirliigiine, yilizeye baglanmis veya adsorbe edilmis ilacin desorpsiyonuna,
nanoparcacik matrisi boyunca ila¢ difiizyonuna, nanopartikiil matrisin asinma veya

bozunmasina ve bu erozyon/diflizyon siirecinin kombinasyonuna baglidir [59].

Polimerik ilag tasiyicilar ilaci ii¢ temel fizikokimyasal mekanizma ile hedef doku bolgesine
iletmektedir. Birincisi, polimerik nanoparcaciklarin hidrasyon yoluyla sisip ardindan diflizyon
yoluyla salim yapmasi, ikincisi, polimerin hedeflenen bodlgede kopmasi, bdliinmesi veya
bozunmasi ile sonuglanan bir enzimatik reaksiyon sonucu ilacin hapsedildigi cekirdekten
salinmasidir. Ucgiinciisii ise ilacin, polimerden ayrilmasi ve sismis nanopartikiillerden
salimidir. Polimerik nanopartikiiller, polimer se¢cimi ve ilag salimin1 diizenleme kabiliyetleri
sayesinde kanser terapisi, as1 verilmesi, kontraseptifler ve hedefli antibiyotik iletimi i¢in ideal

bir adaydir [55].

1.8.3.1 Nanopartikiil Uretim Yontemleri

Hazirlama yonteminin se¢imi, kullanilan polimerin yapisina ve etkin maddenin ¢oziiniirliik
ozelligine gore belirlenmektedir. Nanopartikiill hazirlama yontemleri olarak o6nceki

donemlerde monomerlerin ¢esitli ortamlarda in situ polimerizasyonuna dayanan yontemler

kullanilmistir. Giiniimiizde ise, tam olarak karakterize edilmis, dnceden sentezlenmis polimer
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veya dogal makromolekiillerin dispersiyonuna dayali yontemler daha fazla kullanilmaktadir
(Sekil 1.9) [60].

o PNP o

Sekil 1.9 Birkag¢ nanopartikiil hazirlama yonteminin sematik gosterimi [61].

Yiizeylerarasi Polimerizasyon: Monomerin araylizeyde polimerlesmesiyle
nanopartikiillerinolugmasi esasina dayanmaktadir. Su/yag emiilsiyonu hazirlandiktan sonra bu
emiilsiyona polimeri olusturacak monomer ¢dzeltisi ilave edilir. I¢ faz olarak metanol, dis faz
olarak yiizey etkin madde ve organik ¢Oziicli iceren emiilsiyon, yliksek hizda karigtirilarak
monomerin organik ¢oziiciideki ¢ozeltisi eklenip polimerizasyon gergeklestirilmektedir. Olusan

nanopartikiiller santrifiij edilip ayrildiktan sonra yikanarak liyofilize edilmektedir [62].

Nanocokelme: Suyla karisabilen bir organik faz i¢inde ¢dziinen polimerik malzemenin, poli
(vinil alkol) (PVA) gibi siirfaktan madde iceren su fazina manyetik karigtirma altinda
eklenmesi ile nanokiirelerin kendiliginden ¢okmesi esasina dayanmaktadir. Nanogokelme
yontemi; polimer, polimer ¢dziiciisii, polimerin ¢oziinmedigi bir ¢éziicii olmak iizere ii¢ temel

bilesenden olusmaktadir [63].

Coziicii Buharlastirma Yontemi: Uygun bir ¢0ziiciide ¢oziinen polimerin kurutulmasi
esasina dayanan bu yoOntem, polimerik nanopartikiil {iretiminde yaygm olarak
kullanilmaktadir. Suyla karigmayan diklorometan, kloroform gibi bir ¢oziicii i¢cinde polimer

¢dziinmekte ve siirfaktan iceren sulu fazda emiilsiifiye edilmektedir. i¢ fazdaki damlaciklarin
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agrege olmasini engellemek amaciyla siirfaktan kullanilmaktadir. Emiilsifikasyon siireci
mekanik  karigtirma, sonikasyon ya da  yiikksek  basingli  homojenizasyonla
gergeklestirilebilmektedir. Ardindan oda sicakliginda manyetik karistiricida ya da diisiik
basing altinda ¢o6ziicii buharlastirilmaktadir. Sertlesen nanopartikiiller ultrasantrifiij ile
toplanarak distile su ile birka¢ kezyikanipkatki maddelerinin uzaklagsmasi saglanmaktadir. Son

olarak drnek liyofilize edilmektedir [63].

Nanopartikiillere yiiklenen molekiillerin hidrofilik olmasi durumunda ¢ogunlukla ikili
emiilsiyon ¢0ziicii buharlagtirma yontemi (su/yag/su) kullanilmaktadir (Sekil 1.10). Bu
yontemde, etkin maddenin sulu ¢dzeltisinin polimer i¢eren organik faz igerisinde dagitilmasi
ile su/yag emiilsiyonu elde edilmektedir. Bu emiilsiyonun dis sulu faz icerisinde emiilsifiye
edilmesiyle su/yag/su ikili emiilsiyonu, etkin madde c¢ozeltisini igeren polimer c¢ozeltisi
damlaciklarint olusturmaktadir. Buharlastirma islemi ile uzaklastirildiktan sonra etkin
maddenin ¢ozeltisini iceren nanopartikiil siispansiyonu meydana gelmektedir. Siispansiyonun
santrifiijlenmesi ile elde edilen nanopartikiiller suyla yikanip kurutulduktan sonra liyofilize

edilmektedir [60].
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Sekil 1.10 Peptid yiiklii nanopartikiillerin ikili emiilsiyon (su/yag/su) ¢6ziicli buharlastirma
yontemi ile tiretimi [60].

20



Emiilsiyon Coziicii Difiizyon Yontemi: Coziici buharlagtirma yonteminin modifiye
edilmesiyle olugsmus bu yontemde polimer enkapsiilasyonu i¢in, benzil alkol gibi kismen suda
¢Ozilinen bir ¢oOziliciide c¢oziinerek ortam termodinamik dengeye ulasincaya dek su ile
doyurulmaktadir. Suyla doyurulmus c¢oziicii-polimer fazi, yag/polimer oranina gore
nanopartikiil olusturan ve dis faza ¢oziicii difiizyonuna yol acan stabilizor igeren sulu ¢ozelti
ile emiilsifiye edilmektedir. Ardindan kaynama noktalarina gore buharlastirma veya filtrasyon

yoluyla ¢oziicii uzaklastirilmaktadir [64].

1.9 KONTROLLU SALIM SiISTEMLERINDE KULLANILAN POLiMERLER

Uygulanan anti kanser ilaglarin birgogu polimerlere kiyasla diisiik molekiil agirhikli
bilesiklerdir ve hidrofobik oOzelliktedir. Bu tiir kiigiik molekiiler anti kanser ilaglar1 kan
dolagim sisteminden hizli bir sekilde tasfiye edilmelerinin yani sira toksik yan etkilere de

sahiptirler [65].

Polimer adi verilen tekrarlayan uzun zincirli yapilar, ila¢ tasiyicis1 olarak ve lipit
vezikiillerdeki avantajlarindan otlirii son yillarda ¢ok fazla ilgili gérmektedir. Ancak bu
amagla kullanilabilmeleri i¢in polimerin biyouyumlu ve biyobozunur o6zellikte olmasi
gerekliligi nedeniyle her polimer ilag tasiyicist olarak kullanilamamaktadir. Biyouyumluluk
terimi ile herhangi bir bagisiklik tepkisi vermeden uzun siire viicutta barinabilen madde
kastedilmektedir ki bu 6zellik viicuda yapilan bir implant veya ilag tastyicilart i¢in temel bir
unsurdur. Implant ve enkapsiile edilen ilact viicuda iletmek amaciyla kullanilan polimerler
arasindaki  onemli bir fark biyobozunurluklaridir. Bu terim, organizmadaki
bozunma/pargalanma anlamina gelmektedir. ilag verildikten sonra polimerin hiicrelerde
kalmasi ve birikmesi istenmeyen bir durumdur. Bunun yerine hidroliz ile temizlenmesi ve

toksik olmamasi istenir. Bozunma siiresi ne ¢ok uzun ne de ¢ok kisa olmalidir [66].

Bilim insanlar1 tarafindan yirminci ylizyilin son yarisinda biyomedikal uygulamalar igin
biyouyumlu, uygun mekanik 6zellikler sergileyecek yeni polimerik malzemeler diizenleyen
veya var olanlar1 degistiren birtakim calismalar yapilmis ve biyolojik olarak pargalanabilen

polimerlerin uzun siireli ilag iletim sistemlerinde etkili olduklar1 kanitlanmistir [67].

Kontrollii salim sistemlerinde kullanilmak iizere biyouyumlu ve biyobozunur polimerlerin

sentezi ve karakterizasyonu, biyoyararlanimi artirmak, viicuttaki ila¢ faaliyetini siirdiirmek,
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belli bir bolgeye lokalize etmek ve hedeflemek gibi potansiyel uygulamalart nedeniyle son
yillarda biiyiik ilgi gérmektedir [68]. Biyobozunur polimerler dogal ve sentetik polimerler

olmak tizere iki grupta incelenebilir (Cizelge 1.1) [69].

Dogal polimerler, diger bir deyisle biyopolimerler, dogrudan yesil bitkiler, hayvanlar,
yosunlar, bakteriler ve mantarlar gibi dogal kaynaklardan elde edilmektedir [70]. Dogal
polimerler, polisakkaritler, polipeptitler ve poliniikleotitleri iceren ii¢ temel sinifa
ayrilmaktadir. Polisakkarit ve polipeptitlerin biiylik bir ¢ogunlugu basarili bir sekilde anti
kanser ilaglarla kombine edilebilmektedir [71].

Sentetik polimer, genellikle organik ¢oziiciilerde ¢oziinme 6zelligine sahip, polietilen glikol
veya polihidroksipropil metakrilamid gibi insan yapimi polimerlerdir [71]. Polimerler insan
tarafindan sentezlendigi zaman istenen biyolojik uygulamaya uygun malzemeyi iiretmek ve
polimer yapisinin bazi yonlerini kontrol etmenin yani sira kimyasal kompozisyon, ii¢ boyutlu
yap1, malzeme Ozellikleri ve ilag ile etkilesime girecek fonksiyonel gruplarin oryantasyonu da
ayarlanabilmektedir. Biyobozunur sentetik polimerler oldugu gibi biyobozunur olmayan
sentetik polimerler de mevcuttur. Biyolojik olarak pargalanabilen sentetik polimerler, polimer
ana zincirlerinde ester, ortoester, amid, iire ve iiretan icermektedir. Biyobozunur olmayan

polimerlerin biyobozunurluklarini bu tiir kisimlar ekleyerek artirmak miimkiindiir [72].

Cizelge 1.1 Dogal ve sentetik bazi biyobozunur polimerler.

DOGAL POLIMERLER SENTETIK POLIMERLER
Protein Esash | Polisakkaritler PLA poli (laktik asit)
Kollajen Kitosan PGA poli (glikolik asit)
Albiimin Dekstran PCL poli (s-kaprolakton)
Jelatin Nisasta PEA poli (esteramit)
Seliiloz Poli ortoester
Aljinat Polianhidrid
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Kollajen, insan viicudunda cilt ve diger kas-iskelet dokularinin ana bileseni olarak en bol
bulunan proteindir. Yaklasik {i¢ yliz nanometre uzunlugunda ve ii¢ yiiz bin molekiil
agirliginda ¢ubuk tipli bir polimerdir. Kollajenler, karsilik gelen aminoasitleri elde etmek igin
viicutta kollajenaz ve metaloproteinaz gibi enzimler yoluyla enzimatik degredasyona
ugramaktadir. Enzimatik olarak parcalanabilmesi yaninda essiz fizikokimyasal, mekanik ve
biyolojik 6zelliklere sahip olmasindan dolay1 kollajenler biyomedikal uygulamalara yonelik

arastirmalar i¢in oldukea caziptir [73].

Albiimin, insan kan plazmasinda toplam plazma kiitlesinin neredeyse yiizde ellisini olusturan
bir proteindir. Cozilinilirligi ve polimer zinciri boyunca fonksiyonel gruplarin varlig
nedeniyle albiimin, membran, mikrokiire, nanofiber ve nanokiire gibi ¢esitli sekil ve formlara
kolaylikla islenebilmektedir. Ayrica iistiin kan uyumlulugu nedeniyle, intravendz ilag ve gen

iletimi i¢in tasiyici bir arag olarak albiimin i¢in genis ¢apta arastirmalar yapilmaktadir [73].

Kitosan, tamamen asetillenmis bir polimer olan ve eklembacaklilarin dis iskeletini olusturan
kitinin deasetilasyonu yoluyla tretilen bir polimerdir [73]. Kitosan, biyolojik uyumlulugu,
biyobozunurlugu ve toksik olmayan yapisi ile degerli bir biyomateryaldir. Katyonik karakter
ve potansiyel fonksiyonel gruplari kitosanin bir¢ok medikal ve farmasdtik uygulama igin

cazip bir polimer olmasini saglamaktadir [69].

Dekstran, sakkarozun leuconostoc mesentoroides adli bir bakteri tarafindan fermentasyonu
sonucu olusan bir polimerdir. Suda ¢dziiniirliikk, biyouyumluluk ve biyobozunurluk 6zellikleri
sebebiyle dekstran, proteinlerin, as1 ve ilaglarin siirekli iletimi igin kullanilan polisakkarit

polimer olarak kabul gormistiir [69].

Poli (laktik asit) (PLA), laktik asit monomerlerinin veya siklik laktid dimerlerinin
polimerizasyonu ile sentetik olarak liretilen termoplastik biyobozunur bir polimerdir [69].
PLA ve kopolimerleri genis bir uygulama yelpazesine sahiptir. PLA, biyouyumlu, hidroliz ve
enzimatik aktivite ile biyolojik olarak parcalanabilen, diisiik immiinojeniteli, c¢oklu
uygulamalara uyabilecek sekilde tasarlanabilen genis bir mekanik ve fiziksel oOzellikler

dizisine sahiptir [74]. PLA nin kontrollii ilag salim sistemlerinde kullanim1 oldukg¢a yaygindir.

Poli (glikolik asit) (PGA), biyolojik uygulamalarda kullanilmak tizere arastirilan ilk

biyobozunur sentetik polimerlerden biri olarak diiiiniilebilir. Poliglikolik, yiiksek kristalinitesi
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sayesinde miikemmel mekanik 6zelliklere sahiptir [73]. PGA genellikle glikolik asit siklik
diesterinin halka acilma polimerizasyonu ile elde edilen sert, dayanikli ve kristalimsi bir
polimerdir. PLA gibi poliesterlerin aksine, PGA bir¢ok polimer ¢oziiciide ¢oziinmemektedir.
PGA’nin diisiik ¢oziiniirligii ve yiiksek erime sicakligi nedeniyle ilag uygulamalarindaki
kullanimi smurhdir [69]. Bu nedenle, poliglikolitin dogasinda olan baz1 dezavantajlarin

iyilestirmek iginglikolit birimleri igeren ¢esitli kopolimerler gelistirilmektedir [73].

Poli (e-kaprolakton) (PCL), yar1 kristalin bir polimerdir ve nispeten ucuz bir birim olan e-
kaprolaktonun halka agilma polimerizasyonu yoluyla elde edilebilmektedir. PCL, bir¢ok
organik ¢oziiclide ¢ozlinebildigi i¢in kolay islenebilir bir polimerdir. Yavas bozunmasi, birgok
ilaca yiiksek gecirgenligi, toksisite yaratmamasi nedeniyle uzun siire zarfinda etki edecek

sekilde ilag salim araci olarak kullanilmaktadir [73].
1.9.1 Kopolimerler

Kopolimerler, iki veya daha fazla monomer tiirinden sentezlenen polimerlerdir.
Komonomerlerin farkli siralanigina bagli olarak kopolimerler, gelisigiizel veya istatistiksel
kopolimerler, blok veya halkali kopolimerler, graft kopolimerler, alternating kopolimerler,
periyodik kopolimerler ve son yillarda ortaya ¢ikan gradient kopolimerler olarak kategorize

edilmektedir (Sekil 1.11) [75].
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Gelisigiizel Kopolimer 6900
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Blok Kopolimer Graft Kopolimer
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Perivodik Kopolimer

Alternating Kopolimer
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Gradient Kopolimer Aperiyodik Kopolimer

Sekil 1.11 Kopolimer Tiirleri [75].

Iki ayr1 maddenin karisimindan elde edilen iiriinler bazen bu yapiy1 olusturan iiriinlerden daha
iyl Ozellikler tasiyabilmektedir. Bir polimer zinciri boyunca farkli monomer birimlerinin

varligi polimerin bazi Ozelliklerini gelistirebilmekte veya polimere yeni o6zellikler
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kazandirabilmektedir. Ana polimer zinciri iizerinde farkli birimlerin yer almasi

kopolimerizasyon tepkimeleriyle saglanmaktadir [76].

Daha iyi ozellikler gosteren ileri polimerik malzemeler oldukga ilgi gormektedir. Yapisinda
farkli fiziksel ve kimyasal 6zellikleri barindiran blok ve graft kopolimerler en ¢ok ragbet

goren malzemeler arasindadir [77].

Blok ve graft kopolimerleri olusturan degisik bloklar tiirlerine gore kopolimere, amfifilik,
elastomer ve/veya biyobozunur ozellikler kazandirir. Polimerlerin kimyasal modifikasyonu

son yillarda ilgi ¢eken arastirma konular1 arasinda yer almaktadir [78].

Blok kopolimerlerde, farkli birimler bloklar halinde zincir igerisinde yer almaktadir. Graft
kopolimerlerde ise diger monomer biriminin zinciri ana polimer iizerinde degil yan zincir

olarak kopolimer yapisinda yer almaktadir [76].

Serbest radikal, anyonik, katyonik, koordinasyon, grup transfer, katilma, basamakli, metatez
ve makro baglaticilar gibi cesitli polimerizasyon metotlar1 blok ve graft kopolimerleri
sentezlemek i¢in kullanilmaktadir. Birgok kitap ve makale bu yontemlerle sentezlenen blok ve

graft kopolimerler iizerine yapilan arastirmalari konu edinmistir [79].

Katyonik polimerizasyon pozitif yiikli aktif merkezler tizerinden yiirliyen iyonik bir
polimerizasyondur. Kuvvetli protonik asitler ve lewis asitleri gibi baslaticilar ile baglatilirlar
ve stiren, N-vinil karbazol, biitadien, izobiitilen gibi elektron verici gruplar tasiyan

monomerler bu yontemde polimerlesirler [80].

Anyonik polimerizasyonda biiylimeyi saglayan aktif uglar anyonik karakterde olup
polimerlesme stireci genellikle karbanyonlar iizerinden ilerlemektedir. Akrilamit, metakrilat,
vinil klortir gibi elektron ¢ekici gruplar barindiran monomerler anyonik yolla

polimerlesmektedir [80].

Halkali bilesiklerin polimerizasyonunda kullanilan bir teknik olan halka acilma
polimerizasyonu (ROP) biyobozunur ve yenilenebilir tiiretilmis malzeme sentezinde
kullanilan 6nemli bir yontemdir. Doymamis halkali eterler, halkali esterler (laktonlar), halkali

amitler (laktamlar) ve halkali aminler (iminler) halka acilma polimerizasyonuyla
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polimerlesebilmektedir.  Poli(biitilen  oksit), poli(etilen oksit), poli(etilen imin),
poli(kaprolakton) halka agilma polimerizasyonuyla iiretilen bazi ticari polimerlerdir. Halka
acilma polimerizasyonunda monomer molekiilleri katilma polimerizasyonuna benzer sekilde,
birer birer zincirlere katilirlar. Yine katilma polimerizasyonuna benzer sekilde polimerizasyon
ortaminda yalniz aktif zincirler ve monomer molekiilleri arasinda tepkime gozlenir ve

monomerden biiylik iki molekiil tepkimeye giremez [80].

Serbest radikal polimerizasyonu zincir polimerlesmesinin radikalleri tizerinden yiiriimektedir.
Serbest radikal, ¢iftlesmemis elektronlara sahip reaksiyona yatkin, ara {irlindiir. Is1 veya 151k
yardimiyla pargalanarak radikal iireten baslaticilar kullanilarak gergeklestirilen serbest radikal
polimerizasyonda baslama, c¢ogalma, sonlanma ve transfer reaksiyonlar1 adimlar
bulunmaktadir. Bu yolla genellikle doymamis monomerler polimerlestirilir. Serbest radikal
polimerizasyonlari, bir serbest radikali bulunan aktif merkez uca monomerin eklenmesiyle
biiylir. Her yeni monomerin polimer molekiiliine ilavesiyle aktif merkez yeni olusan zincir

ucuna transfer olur [80].

Hidrofobik ve hidrofilik bloklar1 igeren amfifilik graft kopolimerler, malzeme ara yilizey
materyallerinin yapisal kontrollerini saglayan fonksiyonel polimerler sinifin1 olusturmaktadir

[81].

Coziicli veya yiizey ortamlarinda hidrofilik ve hidrofobik bloklar birbirine yapisarak misel,
mikroemiilsiyon ve adsorblanmis polimer tabakalari olusturmaktadir. Ozellikle hidrofilik

kisim olarak polietilen glikol i¢eren amfifilik kopolimerler, bityiik 6neme sahiptir [82].

Sanal vd. (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada PCL-g-PEG amfifilik graft kopolimeri
hazirlanmistir. Amfifilik kopolimerin hidrofilik 6zelliginin, kopolimerdeki PEG oram ile

orantili olarak arttig1 ve ayrica temas agisinin da azaldigi gozlenmistir [81].
1.10 PS-g-PLina VE PS-g-PLina-g-PEG GRAFT KOPOLIMERLERI
Polistirenler, amorf, yiiksek molekiil agirliklt dogrusal polimerlerdir. Ozel katkilarla modifiye

edilmedikleri siirece, karbon ve hidrojenden olusan ve yapisinda benzen halkasi igeren stiren

monomerinin kovalent bagl birimlerinden olusmaktadir [83].

26



Linoleik asit, ¢coklu doymamis bir yag asididir. Coklu doymamis yagin otooksidayonu
medikal uygulamalarda biyolojik esasli malzemelerin iiretimi i¢in kullanilan ¢ok yonlii bir
aractir. Otooksidayona ugramis polimerler, vinil monomerlerinin serbest radikal
polimerizasyonunu baglatan peroksit kisimlar1 icermektedir. Polimer yapisindaki yag asidi
zincirlerinin varlig1 polimerin, esneklik, adezyon, su ve kimyasala dayanim gibi bazi fiziksel
ozelliklerini ~ gelistirmektedir. Bu sayede sahip olduklart essiz biyouyumluluk ve
biyobozunurlukozellikleri, bunlarin biyomedikal alanda kullanimlar1 agisindan énemli bir rol
oynamaktadir. Hidrofobik yapiya sahip olan yag asitleri, viicudun dogal bileseni olduklari i¢in
biyobozunur 6zellikli polimerlerdir. Dolayisiyla ilag tasiyict olarak kullanildiklarinda, ilaci

oldukga uzun siireli hapsetme konusunda etkilidirler [84].

Coklu doymamis yagin otooksidasyonu, yag bazli bir polimerin sentezlenmesinde kullanilan
en yaygin yollardan biridir. Oksijen ve giines 15181 altinda agirlikli olarak hidroperoksidasyon,
peroksidasyon, epoksidasyon, perepoksidasyon reaksiyonlari ile uygulanir. Coklu doymamis

yag asitlerinden bu yontem kullanilarak makroperoksi baslaticilari elde edilmektedir [85].

Makroperoksit baglaticilar, makromolekiiler yapilar arasinda birka¢ peroksit grubu
icermektedir. Sahip olduklari peroksit gruplari sayesinde blok veya graft kopolimer elde
etmek amaciyla vinil monomerlerinin serbest radikal polimerizasyonunu baglatmak i¢in

kullanilmaktadir [86].

PEG, notr, toksik olmayan, suda ¢oziinebilen, biyouyumlu ve sira dis1 biyolojik ozelliklere

sahip polieterdir. PEG’in biyomedikal uygulamalarda kullanim alan1 oldukga genistir [87].

Ince vd. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada linoleik asit, PLina makro peroksit baslatic
elde etmek i¢in oda sicakliginda gilines altinda otooksidasyona tabi tutulmustur. Serbest
karboksilik asit grubu igeren PS-g-PLina graft kopolimerlerini hazirlamak igin stirenin serbest
radikal polimerizasyonu PLina makro peroksit baslatici yoluyla baslatilmistir. Ardindan
primer amin terminali olan PEG, karboksilik asit grubuyla tepkimeye girerek PS-g-PLina-g-

PEG rod-coil tadpole amfifilik graft kopolimeri tiretilmistir [86].
PS-PLina ve PS-PLina-PEG nanopartikiilleri toksik olmamalari, biyobozunur olmalari,

viicuttan kolay atilabilmeleri, kararliliklar1 ve fonksiyonel gruplar igermeleri nedeniyle yeni

nesil ilag ve gen tasiyici sistemler olarak olduk¢a cazip malzemelerdir. PS-PLina ve amfifilik
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PS-PLina-PEG tadpolegraft kopolimer sentezinde yer alanpolimerik linoleik asit makro
peroksit, tadpole sekilli graft kopolimerleri elde etmede vinil polimerizasyonu i¢in ¢ok yonlii
olan bir serbest radikal baslaticidir. Karboksilik asit fonksiyonlu PLina makro baglatici,
medikal ve endiistriyel uygulamalarda yeni polimer materyallerin sentezi i¢in organik
kimyada pek ¢ok modifikasyon reaksiyonlarinda kullanimagisindanessiz 6zelliklere sahiptir.
Elde edilen kopolimerdeki poli(linoleik asit) segmenti biyobozunur 6zellige sahip olmasindan

dolay1 kopolimere biyobozunur 6zellik kazandirmaktadir.

1.11 PEG’IN TASIYICI SISTEMLERDEKI ONEMI

Poli(etilen glikol) polimeri ilag iletiminde énemli bir rol oynamaktadir. ilag tasiyicisi olarak
yaygin kullanim alanina sahip olan nanopartikiiller essiz koruyucu kaplama malzemesidir ve
ayni koruma proteinlere ve ilaglara da saglanir. PEG monomer birimi O(CHz)2 dir. PEG’in
her bir monomerinin hem polar bir oksijen atomu hem de polar olmayan bir (CH2). grubu
vardir. PEG c¢esitli polar ve nonpolar ¢oziiciilerde ¢oziinebilme 6zelligine sahip oldugu i¢in
hidrofobik ila¢ molekiillerinin suda ¢oziiniirliigiinii ve ¢oziinme Ozelliklerini iyilestirmek

adna tasiyici olarak kullanilabilmektedir [88].

PEG, bir baska molekiile baglandiginda kendi 6zelliklerini koruyarak yeni olusan molekiile
essiz Ozelliklerini aktarmaktadir. Tasiyict sistem PEG ile olusturularak yiizeye protein
yapismast engellenerek tasiyicinin  mononiiklearfagositik  sistemtarafindan taninmasi
onlenmektedir. Sonug olarak, PEG ihtiva eden tasiyici sistemler sistemik sirkiilasyonda uzun

zaman kalarak ilaci salabilmektedir [62].

Mononiikleer fagositik sistem, karaciger, dalak ve bobrek gibi organlar1 sarmaktadir. MPS,
nanopartikiillerin farmakokinetik davranmigini belirleyen 6nemli bir faktoriidiir. Karaciger;
hiicresel fragmanlari, bakteriyi, agregatlar1 ve ayni zamanda nanopartikiileri imha etmek ve
kan filtrelemek i¢in kendi monosit/makrofaj bolgesini kullanarak bir siizge¢ gibi fonksiyon
gostermektedir. Ek olarak renal atilim mekanizmalari, bu salim sistemlerinin elimine
edilmesine yardimci olmaktadir. Nanopartikiiliin bobrek ve karaciger tarafindan atilimindan
kacginarak tiimor hiicrelerine girmesinde bazi metodlar gelistirilmistir. Bobrek filtrasyonundan
kaginmak i¢in nanopartikiil boyut ve yiikii modifiye edilebilmektedir. Anyonik yiike sahip 8
nm’den daha biiyiik olan nanopartikiiller daha az filtre edilmektedir. Karaciger atilimini

azaltmak icin opsonizasyonun azaltilmasi olduk¢a dnemlidir. Nanopartikiillerin PEG’lenmesi
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yoluyla yapilabilen bu islem ilk gegis ekstraksiyonunu azaltmakta, enzimatik sindirime kars1

fizikokimyasal stabiliteyi iyilestirmekte ve serum yar1 dmriinii artirmaktadir [89,90,91,92].

Pegilasyon, PEG ile yapilan modifikasyon islemine verilen addir. Pegilasyon ile ilacin
immiinojenik Ozellikleri azalmakta, dolagimda kalis siiresi artmakta ve dagilim hacmi

kiigiilerek ilacin yar1 6mrii uzamaktadir (Sekil 1.12) [62].

Increase in solubility
due to the PEG
hydrophilicity

/&\ Decreased

accessibility for
proteolytic enzymes
and antibodies

Increase in size
to reduce kidney
filtration

Sekil 1.12 Pegilasyon isleminin baslica avantajlar1 [93].

1.12 KANSER TEDAVISINDE TASIYICI SISTEMLERDE KULLANILAN ETKEN
MADDELER

Gecmisi on sekizinci yiizyila dayanan kanser tedavisinde cerrahi islem, erken evre kanser
tedavisi icin birincil tedavi yontemidir ve ¢ogu hasta, hastalifin sik sik niiksetmesinden
muzdariptir. 1895 yilinda radyasyon tedavisi kesfedilmis, daha sonraki yillarda ise kemoterapi

tedavisinde ¢arpici bir ilerleme kaydedilmistir [94].

Paklitaksel, doksorubisin, florourasil (5-FU) gibi ilaglar kanser tedavisinde kullanilan

ilaglardan bazilaridir.
Paklitaksel, hiicre boliinmesi i¢in gerekli dinamigi bozan, mikrotiibiil stabilize edici bir

ajandir. Sulu c¢ozeltilerde az ¢oziinmesine karsin alkol gibi birgok organik c¢oziiciide

¢Oziinebilmektedir. Mevcut formiilasyon, polietoksillenmis hint yagi (Chremophor EL) ve
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etanol karigimindan olugmaktadir ki bu karisim hipersensitivite, nefrotoksisite, norotoksisite

gibi ciddi yan etkilere sahiptir [95].

Etkili ve yaygin sekilde kullanilan anti kanser ilaglardan biri olan doksorubisin ise kanser
hiicrelerinde niikleik asitlerin sentezini inhibe ederek ¢aligmaktadir. Doksurubisin,
kardiyotoksisite ve miyelosupresyon gibi istenmeyen bazi yan etkilere sahiptir. Bu yan etkiler

ilacin terépatik indeksinin daralmasina neden olmaktadir [95].

Geleneksel tedavi yontemleri sahip olduklar1 yan etkiler ve gosterdikleri basarisiz sonuglar
sebebiyle tam olarak etkili olamamaktadir. Son yillarda kanser tedavisinde yeni nesil bir
yontem olarak spesifik timor hedeflemeye yonelik yeni metotlar gelistirilmektedir. Hedefli
tedavi siirecinde kullanilan ajanlar yalnizca hastalikli bolgeye gonderilebilmekte ve boylece

saglikli hiicrelerin zarar gormesi engellenebilmektedir [95].

Tiim kanser tiirleri kalitsal olmasa da kanser genetik bir hastaliktir. Hiicresel aktiviteleri
kontrol etmekle sorumlu genlerde meydana gelen mutasyonlar kanser hastaligina yol

agmaktadir.

Temel olarak gen tedavisi, genetik ve enfeksiyonel hastaliklarin tedavisinde terapotik etkiye
sahip genetik materyalin, hedeflendirilmis spesifik hiicre veya dokuya minimum toksisite ile
transfer edilmesi seklinde tanimlanabilir. Gen transfer stratejileriyle, bir genin islevi
engellenebilir, eski haline geri getirilip iyilestirilmesi saglanabilir veya gene yeni bir

fonksiyon kazandirilabilir [96].

Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmus ilk gen terapisi deneyi, 1990

yilinda immiin yetmezlik bozuklugu bulunan hastaya uygulanmistir [97].

Niikleik asitler kullanilarak spesifik genin islevinin engellenmesine, baskilanmasina yonelik
gelisen tedavi sekillerine ilgi glinden giline artmaktadir [97]. Ancak c¢iplak niikleik asit
sekanslarinin, dolasimdaki enzimler nedeniyle kisa silirede bozunarak viicutta kalis siirelerinin

kisa olmasi potansiyel terapotik etkinliklerinin azalmasina neden olmaktadir [98].

Kanser tan1 ve tedavisinde kullanilmasi adina yapilan galismalarin yani sira, Insan Immiin

Yetmezlik Viriisii (HIV)/Edinilmis Bagisiklik Eksikligi Sendromu (AIDS), influenza, insan
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papillomavirus infeksiyonu gibi viral hastaliklar, Parkinson ve Alzheimer gibi nérodejeneratif
hastaliklar, diyabet ve obezite gibi metabolik hastaliklarda yapilan hayvan deneylerinde ve

insan uygulamalarinda umut vaadeden gelismeler gozlenmistir [99].

RNA interferans (RNAIi) bitkilerde, bazi omurgasizlarda ve memelilerde bulunan, hedef
mesajct RNA’ya (mRNA) komplementer, ¢ift zincirli RNA’larin (dsRNA) hiicreye
verildiginde bunlarin sitoplazmada mRNA’ya baglanip degredasyonunda dolayisiyla
translasyona engel olmasinda rol oynadigi gen susturma mekanizmasidir [100]. Bu
mekanizma sayesinde iki tip ve bagimsiz ¢ift zincirli kii¢iik riboniikleik asit (RNA) molekiilii
islenmekte ve hedeflerine yonelik etki gostermektedir. Birincisi endojen veya ekzojen
kaynakli olabilen, genellikle 21-23 baz uzunlugunda ve mRNA’nin pargalanmasini saglayan
kiiciik interfere edici RNA’lardir (siRNA). Ikincisi ise endojen kaynakli olup, genellikle 22

baz uzunlugunda olan ve translasyon asamasini baskilayan mikro RNA’lardir (miRNA) [101].

Bu mekanizmanin ilk basamaginda, ekzojen veya endojen kaynakli dsRNA’lar, riboniikleaz-
I11 tipi protein ailesinden olan Dicer enziminin aktivitesiyle 21-23 niikleotid uzunlugundaki
siRNA’y1 olusturur. RNAi mekanizmasinin anahtar molekiilii olan, ¢ift zincirli, protein
kodlamayan bu siRNA’lar, hedef mRNA molekiillerini arayip baglayan RNA-indiiklii
susturma kompleksi (RISC) tarafindan antisens, tek zincirli RNA (ssRNA) yapisina
dontstirilir [102]. RISC, antisens dizisine sahip siRNA zincirini, kendisine komplementer
olan mRNA’y1 Watson-Crick baz eslesmesine gore bulmasi ve hibridlesmesi igin rehber
olarak kullanir [96]. RISC'in merkezi ve birincil yiiriitiiclisii Argonat proteinidir. Argonat
proteinleri RISC'in katalitik aktivitesinden sorumludur. insanda 4 Argonat proteini vardir
(AGO 1-4). siRNA ile gen susturulmasinda Argonat-2 (AGO2) kullanilir [103]. Bu enzim
kompleksi hedef mRNA’nin 5’ ucundan o6lcerek 10. ve 11. niikleotidler arasindaki
fosfodiester bagini endoniikleaz aktivitesiyle keser [96]. Boylece zararli, istenmeyen

proteinlerin liretimi RN A1 mekanizmasiyla engellenmis olur (Sekil 1.13).
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Sekil 1.13 RNAi mekanizmasiin sematik gosterimi [ 104].

Kemoterapotik anti kanser ilaglarla karsilastirildiginda siRNA’nin pekcok avantaji vardir.
Ozel mekanizmaya sahip olan siRNA kanser tedavisinde kullamm agisindan 6nemli
avantajlara sahiptir. Ilk olarak, yiiksek derecede giivenilir 6zelliklere sahip olup gen ifadesinin
translasyondan sonraki basamagini etkileyerek DNA ile etkilesime girmeyip, gen tedavisinin
hayvan iizerindeki risklerinden ve mutasyondan kac¢inmaktadir. siRNA’nimn ikinci avantaji
yiiksek etkinlige sahip olmasidir. Tek bir kanser hiicresi igerisinde siRNA, sadece birkag
kopya ile gen ifadesini biiyiik oranda baskilayabilmektedir. Diger kiiciik ila¢ molekiilleri veya
antibadi temelli ilaglarla karsilastirildiginda, siRNA’nin en biiyiik avantaji sinirsiz hedefleme
secimine sahip olmasi ve komplementer baz eslestirme prensibi yoluyla spesifitesinin tayin
edilmesidir. Bu strateji ayn1 zamanda molekiiler biyolojinin ve tiim gen diziliminin gelisimi
acisindan oldukc¢a fayda saglamaktadir. siRNA’nin temel stratejisi, uygun sekilde tasarlanmis
siRNA ile ileri evredeki spesifik kanser hiicresindeki genin susturulmasi yoluyla kanseri

tedavi etmesidir [105].
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siRNA’nin terapétik ilag olarak gelistirilebilmesi ve klinikte hastaliklarin tedavisinde basarili
sonuglar gosterebilmesi igin bazi problemlerin istesinden gelinmesi gerekmektedir.
siRNA’nin terapotik kullanimini kisitlayan 6nemli bir engel bu molekiiliin plazma ve hiicresel
sitoplazmada niikleazlar tarafindan hizli bir sekilde degredasyona ugrama ihtimali ve
dolayisiyla yar1 6mriiniin kisa olmasidir. Ek olarak siRNA, yapisi geregi negatif yiike sahip
oldugundan dolay: etkin sekilde hiicre i¢ine penetre olamaz. Bu nedenle siRNA salimi i¢in
etkili ve uygun bir tasiyict sisteminin kullanimina ihtiya¢ vardir [106]. Bu durum, terapotik
siRNA’lar1 niikleazlara karsi koruyan, bu ajanlarin hiicre i¢ine alimmalarim1 kolaylastiran,
dolayisiyla da etkinliklerini artiran, giivenli, non viral sistemlerden olan nanopartikiillere olan
ihtiyact artirmistir. Hiicre membranindan kolayca gecebilen nanopartikiillerin kullanilmastyla
ve modifiye edilmesiyle etken maddenin hiicresel ylizeylere etkin bir sekilde tasinmasi, olasi
toksisitenin minimuma inmesi, viicudun herhangi bir bdlgesine zarar vermeden sadece

timorli dokuya hedeflendirilmesi miimkiindiir [107].

Plazmatikniikleazdan dolay1 siRNA direkt olarak sistemik dolasima enjekte edilememektedir.
Etkili bir sistemik yonlendirmeyle ve damar ici enjeksiyonla siRNA’nin in vivo ortamda
hedef hiicrelerine etkili bir sekilde salimi i¢in plazma niikleazlarina karsit siRNA’nin
korunmasia gereksinim vardir. Ciplak siRNA 30 dakika igerisinde plazma enzimleri
tarafindan tamamiyla degrade olmaktadir. Nanopartikiil igerisine enkapsiilasyon siRNA’y1
plazmatik enzim degradasyonundan korumaktadir [89,91]. Sonug¢ olarak siRNA’nin
nanopartikiille enkapsiile edilmesi, siRNA’y1 plazmatik niikleazdan ve immiin cevaptan
korumakta ve bdylelikle nanopartikiil, endositoz yoluyla hiicre igerisine girerek siRNA’nin
basarili bir sekilde salimini gerceklestirmektedir. Sistemik siRNA’nin viicut igerisinde
yonlendirilmesi ve fizyolojik bariyeri gecebilmesi i¢in salim sistemleri su sekilde
tasarlanmalidir:

e Serum kararlilig1 saglamal

e Immiin sistemden kagma 6zelligine sahip olmali

e Serum proteinleri ve kanser olmayan hiicrelerle etkilesim azaltilmali

e Renal atilima direngli olmali

e Kanser dokusuna ulagsmak icin vaskiiler gec¢irgenligi artmal

e RNAi’nin girmesi i¢in endosom kagisina ve hiicre girisine izin vermeli

e Diisiik toksisiteye sahip olmali
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BOLUM 2

DENEYSEL CALISMALAR

2.1 KULLANILAN KIMYASALLAR VE EKIPMANLAR

Oktadeka-9, 12-dionik asit (linoleik asit) Fluka (Code 62,240)’dan %75 saflikla temin edilmistir.
Stiren ve diger ¢oziiciiler Aldrich’den satin alinarak kullanimdan 6nce saflagtirilmistir. Polietilen
glikol-bis-(2-aminopropil eter) (molekiil agirligi 2000 g/mol) (PEG-NH2) Huntsman Co. (Basel,
Switzerland) firmasindan temin edilmistir. Diklorometan Merck (Germany)’den satin alinmistr.
Kloroform (>99% GC grade), kalay oktanoat (Snoct2), sodyum dodesil siilfat (SDS), Poly-L-
lysine (PLL) solution (P4707, mol wt 70,000-150,000) ve diger kimyasallar Sigma-Aldrich’den
temin edilmistir. Poli vinil alkol (PVA, Mw 72,000, Fluka, USA) siirfaktan olarak kullanilmustir.
siRNA  (Sens  dizisi: 5’CCGUGGAUCUGAAUUACAATT-3’; antisens  dizisi:
5’UUGUAAUUCAGAUCCACGGAA-3’) ve tastyict olarak kullanilan katyonik ve nétral lipit
karistmindan olusan HiperFect Transfeksiyon Reaktifi Qiagen (Almanya) firmasindan alinmigtir.
Hiicre kiiltiirli ¢alismalari igin insan akciger kanser hiicre hatt1 (A549), hiicre kiiltiirii ortam1 ve
PRMI-1649 (Roswell Park Memorial Institue-1640) American Type Culture Collection
(Rockville, MD, USA) firmasindan temin edilmistir. Propidyum iyodiir (PI) Roeche
(Deutschland, Germany), Tripsin-etilen-diamin tetra asetik asit (tripsin-EDTA), Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM F-12), fetal kalf serum (FCS) ve dimetil siilfoksit (DMSO)
Biological Industries (Beit Haemek, Israel) firmasindan satin alinmistir. 3-(4,5-Dimetiltiazol)-2,5-
dipeniltetra-zolyum bromiir (MTT) ve Riboniikleaz A (RNase A) Serva (USD) firmasindan temin

edilmistir. Fosfat tampon tuzu (PBS) Thermo Scientific, USA firmasindan satin alinmustir.
Deneysel c¢alismalarda liyofilizator (Christ, Germany), nanodrop (Thermo Scientific Nano

Drop 1000 Spectrophotometer), santrifiij (Centrifuge 5810R), homojenizatér (IKA T 125
Digital Ultra turrax), UV-spektrofotometre (Mini UV 1240, Schimadzu, Japan), mekanik
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karistirici (Heidolph RZR 2021) ve ultrasonik banyo (Alex) kullanilmistir. Nanopartikiillerin
yiizey morfolojisini gézlemlemek i¢in Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) (Quanta FEG
450 model SEM) kullanilmis olup nanopartikiillerin karakterizasyonu Fourier DoOniistimlii
Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) (Perkin Elmer SpectrumOne, Nicolet 520, USA) ile
gerceklestirilmistir. Annexxin V-Pl analizi Akis Sitometri (BD FACSCanto) cihazinda
yapilmistir. Nanopartikiillerin boy-boy dagilimi ve yiizey yiikleri zeta potansiyel (Malvern
Instruments, Model 3000 HSA, England) cihazi ile tayin edilmistir.

2.2 LINOLEIK ASITIN OTOOKSIiDASYONU

Poli linoleik asit (PLina), linoleik asitin otooksidasyonu yoluyla iiretilmistir. Belli bir miktar
linoleik asit petri kabina dokiilerek oda sicakliginda gilinese maruz birakilmistir. 4 haftalik
otooksidasyon sonrasinda agik sar1 viskoz sivi PLina elde edilmistir. Ardindan Ornek,
kloroform ekstraksiyonu yoluyla izole edilmistir. Otookside linoleik asitin ¢oziinebilen kismu,
stirenin polimerizasyonunda makroperoksidik baslatict olarak etki etmesi i¢in kullanilmistir
(Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Linoleik asitin otooksidasyonuna ait kimyasal reaksiyon basamagi.
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2.3 PS-g-PLinave PS-g-PLina-g-PEG GRAFT KOPOLIMERLERININ SENTEZi VE
FiZIKOKIMYASAL KARAKTERIZASYONU

2.3.1 PS-g-PLina Graft Kopolimerlerinin Hazirlanisi

8 gr Stiren ve 3 gr PLina, 10 mL saf toluende ¢oziilerek argon atmosferi altinda (3 dakika
kadar balon igerisine argon gazi verildi) 95 °C’de 5 saat yag banyosu igerisinde
karistirtlmistir. Ham polimer 20 mL saf kloroform igerisinde ¢oziinmiis ve 200 mL metanolde
karistirilarak ¢oktirilmistiir. Elde edilen kopolimer filtre edilmistir. Filtre kagidindaki
polimer hafifce kazinip saat cami veya ufak petri kabina konularak oda sicakliginda 24 saat
kurumasi i¢in bekletilmis ve ardindan vakum altinda 40 °C’de 24 saat kurutulmustur (Sekil
2.2).
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Sekil 2.2 PS-g-PLina graft kopolimerinin sentezlenmesine ait kimyasal reaksiyon basamagi.

2.3.2 PS-g-PLina-g-PEG Graft Kopolimerinin Hazirlamisi

0.5 gr PS-g-PLina ve 0.25 gr Jeffamine ED-2003’e (amin uglu PEG) 10 mL saf toluen ilave
edilerek 95 °C’de 5 saat argon atmosferi altinda yag banyosu igerisinde karistirilmigtir.
Coziicii kismen rotary evaporatdrde buharlastirilmistir. Polimer, metanolde ¢oktiiriilmiis ve
filtre edilmistir. Filtre kagidindaki polimer kii¢iikk petri kabina aktarilmis ve 24 saat oda
sicakliginda ve ertesi giin vakum altinda 40 °C’de 24 saat kurutulmustur. Ileri saflastirma
islemi yapilarak ortamda reaksiyona girmemis PEG’leri uzaklagtirmak amaciyla kurutulan
polimer kii¢iik kapakli cam tiipiin icerisine konulmustur. Uzerine 15 mL kadar saf kloroform
ilave edilmis ve agz1 kapatilarak karigtirilip ¢éziinmesi saglanmistir. Coziindiikten sonra

polimer ¢ozeltisi adi siizge¢ kagidinda siizdiiriilmiis ve alttaki polimer ¢ozeltisi 0.5-0.6 gr
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agirh@indaki petri kabina diizgiin bir sekilde dokiilmiistiir. 24 saat oda sicakliginda kurumaya
birakilmistir. Ertesi giin iistiinii kaplayacak kadar saf su konularak 30 dk beklenmistir. Daha
sonra polimer filmi diizgiin bir sekilde siyrilarak alinmis ve su dolu beher icerisine koyularak

24 saat bekletilmistir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 PS-g-PLina-g-PEG graft kopolimerinin sentezlenmesine ait kimyasal reaksiyon
basamagi.

Hazirlanan graft kopolimerlerinin fizikokimyasal karakterizasyonunu gerceklestirmek

amaciyla FTIR, HNMR ve TGA analizleri yapilmistir.

2.4 PS-PLina ve PS-PLina-PEG NANOPARTIKULLERININ HAZIRLANISI VE
KARAKTERIZASYONU

PS-g-PLina ve PS-g-PLina-g-PEG graft kopolimerleri kullanilarak cift emiilsiyon ¢oziicii
buharlastirma teknigi ile nanopartikiiller hazirlanmistir. Bu amacla 10 mg graft kopolimerleri
10 mL diklorometanda ¢6zilindiikten sonra homojenizator varliginda ve buz banyosu esliginde
0,5 mg/mL PVA igeren sulu dagilma ortamina damla damla enjekte edilerek olusturulan sulu
slispansyona ayni miktardaki bir diger PVA ¢ozeltisi ilave edilmistir. Ortamdan organik
¢oziiciiyll uzaklastirmak amaciyla sulu ¢6zelti ultrasonik banyo ve mekanik karistirict (2000
rpm) varliginda 2 saat kadar karistirilmistir. Sonrasinda ortamda reaksiyona girmeden kalan
PVA, polimer ve organik ¢oziiciiyii uzaklastirmak amaciyla siispanse haldeki ¢ozelti 12.000
rpm hizda 30 dk siire ile suyla yikanarak ¢oktiiriilmiistiir. Alttaki c¢okelek -80°C’de

dondurularak ileride yapilacak olan deneysel ¢aligsmalar igin liyofilize edilmistir.
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Elde edilen nanopartikiillerin boy-boy dagilimlarim1 gergeklestirmek amaciyla, kullanilan
polimer miktari, slirfektan miktar1 ve karistirma hizi gibi parametreler degistirilerek

karakterizasyonu gergeklestirilmis ve sistem in vitro uygulamalar i¢in optimize edilmistir.

Hazirlanan PS-PLina ve PS-PLina-PEG nanopartikiillerin karakterizasyonu FTIR analizi ile
gerceklestirilmistir. Nanopartikiillerin ylizey morfolojisini gozlemlemek amaciyla SEM

analizi yapilmstir.

2.5 PS-PLina ve PS-PLina-PEG NANOPARTIKULLERININ STABILITE TESTI

Liyofilize edilen nanopartikiillerin fizikokimyasal stabilitelerini tayin etmek amaciyla farkli
sicakliklarda sulu ortamdaki davraniglari gozlemlenmistir. 25 °C oda kosullarinda
nanopartikiillerin agregasyon hizi arttigindan dolay: stabilite deneyleri bir ay boyunca sulu
ortamda +4 °C’de degerlendirilmistir. Bu amagla belli miktarda alikotlara ayrilarak ependorf
tiiplere alinan nanopartikiiller 30 giin boyunca sulu ortamda +4 °C’de bekletilerek partikiil

boyutu, poli dispersite (PDI) ve zeta potansiyel degerlerine bakilmistir.

2.6 PS-PLina ve PS-PLina-PEG NANOPARTIKULLERININ PLL iLE MODIFIYE
EDILMESI

Negatif yapidaki siRNA molekiillerinin nanopartikiillerin yiizeyine elektrostatik olarak
baglanmasi i¢in partikiil ylizey ylkiinlin pozitif olmas1 gerekmektedir. Negatif yiikli PS-
PLina ve PS-PLina-PEG nanopartikiilleri pozitif yiiklii hale getirmek amaciyla poli-L-lizin ile
modifiye edilmistir. Lizin, polar bazik bir aminoasit olup fizyolojik pH (7.4) da yan zincirinde

proton alict molekiiller tagimaktadir.

Liyofilize edilmis 40 pg/mL derisimindeki PS-PLina ve PS-PLina-PEG nanopartikiiller distile
suda dispers edilerek hazirlanmis ve partikiillerin iyice dagilmasi i¢in yaklagik bir saat
manyetik karistiricida karigtirllmistir. Optimum PLL miktarini belirlemek icin 250 pl, 500 pl
ve 1000 pl PLL c¢ozeltisi, karigmakta olan nanopartikiil soliisyonlarma ilave edilmistir.
PLL’nin nanopartikiillere yiiksek verimde baglanmasini saglamak amaciyla elde edilen
¢ozelti 24 saat siireyle manyetik karistiricida karistirilmaya  birakilmistir.  Ortamda

baglanmadan kalan PLL’leri uzaklastirmak amaciyla karisitm 12000 rpm’de 15 dakika
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santrifiij edilerek siipernatant atilmigtir. Dibe ¢dken nanopartikiiller suda dispers edilerek

yiizey yiikleri Zeta-Sizer cihazi ile 6l¢iilmiistiir.

27 PLL ILE MODIFIYE EDILMIS PS-PLina Ve PS-PLina-PEG
NANOPARTIKULLERINE siRNA BAGLANMASI Ve BAGLANMA
VERIMININ HESAPLANMASI

Hedef gen olarak secilen c-myc geninin susturulmasi igin ticari olarak tasarlanmis ve etkinligi
kanitlanmis olan siRNA’lar kullanilmistir. RNAi Handbook’ta (Flexitube siRNA, Qiagen) yer
alan bilgilere gore, 100 nM siRNA; 1.25x10° pg/uL siRNA konsantrasyonuna karsilik
gelmektedir. Buna gore, PLL ile modifiye edilmis nanopartikiillere en yiiksek verimde
baglanan optimum siRNA konsantrasyonunu belirlemek i¢in 3 farkli derisimde siRNA
kullanilmistir. 100 nM’dan daha diisiik konsantrasyonlardaki siRNA’lar ile yapilan yiikleme

verimi oldukga diisiik ¢iktig1 i¢in konsantrasyonlar artirilarak deneye devam edilmistir.

Nanopartikiillere siRNA baglanmasi ¢aligmalarinda, partikiiller 40 pg/mL konsantrasyonda
olacak sekilde deiyonize su ile seyreltilmistir. Eklenen PLL miktarmin siRNA baglanma
verimine etkisini arastirmak amaciyla her bir nanopartikiil 250 pl, 500 pul ve 1000 pul PLL ile
etkilestirildikten sonra elde edilen nanopartikiiller siRNA ile muamele edilmistir. PS-PLina-
PLL nanopartikiiller i¢cin konsantrasyonlart1 100 nM, 280 nM ve 400 nM olacak sekilde
sirasiyla 3 ul, 7 pl ve 10 ul hacmindeki siRNA’lar nanopartikiil ¢ozeltisine ilave edilmistir.
PS-PLina-PEG-PLL nanopartikiiller i¢in ise konsantrasyonlart 100 nM, 400 nM ve 600 nM
olacak sekilde sirastyla 3 pl, 10 pl ve 15 pl hacmindeki siRNA’lar nanopartikiil ¢ozeltisine
ilave edilmistir. Elde edilen ¢ozeltilerkomplekslesme reaksiyonu igin yaklasik 1 saat oda
sicakligindaki rotorda sabit hizda (15 rpm) karistirilmaya birakilmistir. Hazirlanan 2 farkl
nanopartikiil ve 3 farkli siRNA formiilasyonlar1 (farkli derisimlerde) 12000 rpm’de santrifiijle
¢oktiiriilerek siipernatantlar ayrilmistir. Dibe ¢oken siRNA ile konjuge edilen partikiillerin
yizey yikleri Zeta-Sizer cihazinda olg¢iilmiistiir. Siipernatant kisminda partikiillere
baglanmayan siRNA’larin miktar1 260 nm’de Nanodrop cihaziyla ol¢iilmistiir. SIRNA
icermeyen nanopartikiillerden elde edilen siipernatant kor olarak kullanilmistir. Bu yolla,
baslangi¢ derisimi bilinen siRNA’larin ne kadar oranda nanopartikiillere baglandig: asagidaki

formiile gore hesaplanmistir.
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Nanopartikiile baglanan SIRNA miktari=Yiiklenen toplam siRNA miktari-Siipernatantta kalan
siRNA miktar1

% SIRNA baglanma verimi=(Nanopartikiile baglanan siRNA miktari/Toplam yiiklenen
siRNA miktar1)*100

2.8 NANOPARTIKULLERIN siRNA SALIM PROFILLERININ INCELENMESI

Hedef siRNA’nin nanopartikiillere bagarilt bir sekilde yiiklenmesinden sonra partikiillerin
fizyolojik pH 7.4’teki davranislar1 ve salim profilleri incelenmistir. Bu amagla PS-PLina ve
PS-PLina-PEG nanopartikiilleri (40 pg/mL) 500 uL PLL ile modifiye edilerek pozitif yiikle
yiiklendikten sonra farkli konsantrasyonlardaki siRNA’lar (100 nM, 280 nM, 400 nM) PS-
PLina-PLL NP’ler ve (100 nM, 400 nM, 600 nM) PS-PLina-PEG-PLL NP’ler ile
etkilestirilmistir. SIRNA bagl nanopartikiiller pH’s1 7.4 olan fosfat tampon ¢6zeltisinde (PBS)
seyreltilerek kiiciik ependorf tiiplerine alinip 8 giin boyunca 37 °C’de 60 rpm’de su
banyosunda inkiibasyona birakilmistir. Farkli zaman araliklarinda (0, 2, 4, 24, 48, 72, 90, 144,
168, 216, 240 ve 264. saat) orneklerden 100 pl almmarak 12000 rpm’de 10 dk santrifiij
edilmigstir. Alinan 100 pl 6rnek ¢ozeltisi yerine ayni miktarda PBS eklenmistir. Santrifiij
edildikten sonra siipernatanta salinan siRNA’larin derisimi Nanodrop cihazi ile 260 nm’de
spektrofotometrik olarak tayin edilmis ve elde edilen degerler kullanilarak zamana karsi

kiimtlatif siRNA salim grafigi olusturulmustur.

2.9 HUCRELERIN HAZIRLANMASI VE siRNA ILE KONJUGE EDILEN
PARTIKULLERIN HUCRELERE TRANSFEKSIYONU

Bu calismada akciger adenokarsinom hiicreleri olan A549 hiicre hatt1 kullanilmistir (Sekil
2.4). SiRNA-PS-PLina-PLL ve SiRNA-PS-PLina-PEG-PLL partikiil orneklerinin hiicre

etkilesimini belirlemek i¢in asagidaki incelemeler yapilmistir.

Hiicre kiiltiirli, canli bir doku veya organdan alinan kiigiik bir parganin in vitro ortamda ve
kontrol edilebilir kosullar altinda biiyiitiilmesi ve ¢ogaltilmasi islemine verilen isimdir. Hiicre
kiiltiirii terimi ile genellikle 6karyotik hayvan hiicreleri anlasilsa da bitki, fungi, viriis ve
bakterilerin de kiltlirii yapilabilmektedir. Hiicrelerin in vitro ortamda yasayabilmeleri,

biiyiimeleri ve ¢ogalmalar1 i¢in uygun besiyerlerine ihtiyaglar1 vardir. lyi bir besiyeri
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esansiyel ve non-esansiyel amino asitleri, vitaminleri, tuzlari, sekerleri, serum, penisilin ve
streptomisin gibi antibiyotikleri Na, K, Ca, Mg, Cl, P, NaHCO3, CO- gibi iyonlar1, Fe, Zn, Se
gibi iz elementleri ve kolin, inositol gibi lipidleri ihtiva etmelidir. Kiiltiir ortamini etkileyen

diger faktorler ise sicaklik, pH, nem, gaz faz1 bilesenleri, ozmolarite ve 1s1ktir.

Hiicre kiiltiirlerinde yapilan ¢alismalarin glinlimiizde 6nemli bir yeri vardir. Saglikli ya da
patolojik durumlarda bir hiicre ya da dokuda bulunan bir maddenin ya da iiretilmis bir
maddenin islevlerini belirlemek amaciyla bir hiicre serisinden ¢ogaltilan hiicrelerde ¢aligmalar
yapilarak in vitro sonuglar elde edilebilir. Ayrica hiicre/doku kiiltiirii, gen tedavisi, g¢esitli
enzimlerin ve hormonlarin tiretimi, DNA ve RNA replikasyonu arastirmasi, kok hiicre
aragtirmalar1, doku miihendisligi ve genetik manipulasyon ve immortalizasyon gibi bir ¢ok

alanda kullanilmaktadir.

Dhghk youniuk YUKnek Yoguniuk

Sekil 2.4 A549 hiicrelerinin gorlintisii.

2.9.1 Hiicrelerin Hazirlanmasi

-80 °C’de muhafaza edilen kriyotiiplerdeki A549 hiicreleri derin dondurucudan alinarak
¢oziinmiistiir. %10 FBS iceren DMEM-F12 besiyeri ortami hazirlanmistir. Cozlinen A549
hiicreleri falkon tiip igerisine konulup tizerine 3 mL hazirlanan besiyerinden ilave edilerek
2500 rpm’de 2 dakika santifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant atilmis ve pellet
4’er mL besiyeri ile siispanse edilip 25 cm®'liik flasklara aktarilmistir. Flasklarin kapag: hafif
gevsetilerek 37 °C’de %5 CO2 igeren inkiibatére konulmustur. Mantar ve bakteri
kontaminasyonlarina karsi her 24 saatte bir flask ylizeyinde hiicrelerin ¢ogalmalari
mikroskobik olarak incelenmistir. Hiicrelerin ¢ogalmalarina bagl olarak yiizey kaplamasi
tamamlandiginda kiiltiirler, tripsin enzimiyle muamele edilerek 1/4 pasaj yapilmis ve hiicreler
yeni flasklara aktarilmistir. Cizelge 2.1°de AS549 hiicrelerinin hiicre kiiltiir ortami

gosterilmektedir.

42



Cizelge 2.1 A549 hiicrelerinin hiicre kiiltlir ortama.

Hiicre Tiirli Akciger Kanseri Hiicre Hatt1 (A549)

Kiiltiir Kab1 25 cm?'lik polistren flask, yiizeyi hiicre tutunmasina uygun
Kiiltiir Vasati %10 Fetal sigir serumu igeren DMEM-F12

Rutin sub-kiiltiir Ya

Kiiltiir Ozelligi Monolayer

Toplam Hacim 5mL

Ph 7,2-7,5

Sicaklik 37+0,5 °C

Inkiibasyon Ortami % 5’lik CO; etiivii

2.9.2 siRNA ile Konjuge Edilen Partikiillerin Hiicrelere Transfeksiyonu

A549 kanser hiicreleri flasklarda ¢ogaltilip %70-80 oraninda yiizeyi kaplandiktan sonra hiicre
vasati atilmig ve 3 mL PBS ile hiicreler yikanmistir. Daha sonra hiicrelere 1 mL tripsin-EDTA
eklenerek flask 3-4 dakika inkiibatorde bekletilmistir. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin
mikroskobik olarak flask yilizeyinden ayrilip ayrilmadiklar1 kontrol edilmistir. Hiicrelerin
yiizeyden ayrildiklart mikroskobik olarak incelendikten sonra, flaska 3 mL taze besiyeri
eklenip hiicreler falkon tiipe aktarilarak 2500 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasinda siipernatant kismi1 uzaklastirilmis ve tiipiin dibinde kalan hiicre pelletleri tizerine 1
mL taze besiyeri eklenip silispanse edilerek hiicre sayimi yapilmistir. Hiicre saymmi igin
hiicreler tripan mavisi ile boyanip thoma laminda sayilmistir. Bu sayimda mavi boyanmis

hiicreler 6li, parlak ve boyanmamuis hiicreler canli hiicreleri gostermektedir.

2.9.3 Sitotoksisite Testi (MTT)

MTT testi, hiicre canliliginin tespiti i¢in kullanilan testlerden biridir. Antiproliferatif ajanlarin

sitotoksik olup olmadiklar1 veya sitotoksisite oranlari bu test ile saptanabilmektedir.
Genel olarak, mitokondriyal dehidrogenaz enzimlerinin tetrazolyum boyasini indiikleme

kapasitelerini 6lgmeye dayali kolorometrik bir yontemdir. Canli hiicreler tarafindan sar1 renkli

tetrazolyum mor renkli formazan kristallerine doniistiiriilmektedir [108].
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Olusan formazan iiriinlinli ¢c6zmek icin genellikle DMSO, asitlenmis etanol ¢ozeltisi ya da
seyreltilmis hidroklorik asit (HCI) iceren SDS ¢ozeltisi eklenir. Bu mor renkli ¢dzeltinin
absorbans degeri 500-600 nm araligindaki bir dalga boyunda spektrofotometre kullanilarak
hesaplanir. MTT, hiicrelerin aktivitelerini, proliferasyon ve canliliklarini 6lgmede etkin,

hassas, giivenilir, kantitatif bir sitotoksisite yontemidir.
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Sekil 2.5 MTT yapisinda tetrazolyum tuzlarinin formazan kristallerine doniismesinin sematik
gosterimi [108].

2.10 siRNA ILE KONJUGE EDILEN NANOPARTIKULLERIN A549 HUCRELERI
UZERINDEKI SITOTOKSIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Sitotoksisite testi i¢in, Once sabit siRNA ve nanopartikiil konsantrasyonlarmin farkl
inkiibasyon siirelerinde kanser hiicreleri tizerindeki toksik etkileri incelenmistir. Daha sonra
inkiibasyon siiresi sabit tutulup farkli w(siRNA) / w(NP) oranlarinin hiicrelere olan etkisi
ortaya konulmustur. PS-PLina ve PS-PLina-PEG (40 pg/mL) nanopartikiilleri 500 ul PLL ile
modifiye edilerek sirasiyla 100 nM, 280 nM, 400 nM c-myc siRNA’lar ve 100 nM, 400 nM,
600 nM c-myc siRNA’lar ile etkilestirilerek A549 hiicreleri tizerinde 24 (Sekil 3.9), 48 (Sekil
3.10) ve 72 saatlik (Sekil 3.11) periyotlarla sitotoksik etkileri incelenmistir.

Bu amagla hiicreler 96 kuyucuklu plaklara 5x10* hiicre/mL derisiminde ekilmistir. Hiicreler,

24 saat etiivde inkiibe edildikten sonra yukarida yer alan tim deney gruplan ile

etkilestirilmistir.
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e Sadece c-myc siRNA ile muamele edilecek hiicre gruplari i¢in siRNA’lar son hacim
100 uL besiyerinin i¢inde derisimleri 100 nM, 280 nM,400 nM, 600 nM olacak sekilde
20 uM stok siRNA’dan RNAz icermeyen su ile seyreltilerek hazirlanmistir.

e Sadece bos nanopartikiillerin toksik etkilerini incelemek tizere PS-PLina ve PS-PLina-
PEG nanopartikiillerin PLL ile modifiye edildigi ve edilmedigi formiilasyonlar
hazirlanmis ve besiyeri ile seyreltilereck konsantrasyonu 40 pg/mL olacak sekilde
hiicrelere 100 pL olarak pipetlenmistir.

¢ SIRNA-NP formiilasyonlarinin hazirlik asamasinda, tiim nanopartikiiller 6ncelikle farkli
miktarlardaki siRNA’lar ile etkilestirildi. Daha sonra oda sicakliginda 1 saat
komplekslesmesi i¢in ¢ozeltiler 15 rpm’de karistirilmaya birakilmistir. Bu gruplar
kuyucuklarda yer alan hiicrelerle muamele edilmeden 6nce besiyeri ile seyreltilmis ve
100 pL olarak pipetlenmistir.

e Tiim nanopartikiiller hiicrelere verilmeden 6nce UV altinda 20 dakika bekletilmistir.

96’lik plaklar bu andan itibaren 24, 48 ve 72 saat olmak iizere 37 °C, %5 CO2’li etlivde
inkiibe edilmistir. inkiibasyon siirelerinin sonunda plaktaki vasat atilarak kuyucuklara 100 pL
taze vasat ve 13 uL MTT c¢ozeltisi (5 mg/mL, PBS ile seyreltilmistir) pipetlenmistir. Plaklar 4
saat karanlikta etiivde inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki vasat ve MTT c¢ozeltisi
dikkatlice alinmig ve kuyucuklara 100 nL. DMSO pipetlenmistir. 30 dakika oda sicakliginda
karanlik ortamda bekletildikten sonra plaklar 570 nm’de mikro plate okuyucuda

okutulmustur.

Yapilan MTT testinde, 96 kuyucuklu plaklarin ilk stitunundaki dort kuyucuk kontrol ¢aligmasi
olarak kullanilmis ve hiicreler besiyerleri haricinde herhangi bir aktif ajan ile muamele
edilmemistir. Diger tiim gruplar dort tekrarli olarak ¢alisilmistir. Kontrol plagindan alinan
absorbanslarin  ortalamasi %100 kabul edilmis olup test kuyucuklarindan alinan

absorbanslarin ortalamalar ile kiyaslanmstir.

2.11 siRNA ILE KONJUGE EDIiLEN NANOPARTIKULLERIN L929 HUCRELERI
UZERINDEKI SITOTOKSIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

siRNA ile konjuge edilen nanopartikiillerin kanser hiicresi olmayan, fare fibroblast hiicreleri
1929 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri MTT analiziyle incelenmistir. Once sabit siRNA

ve nanopartikiil konsantrasyonunun farkli inkiibasyon siirelerinde kanser hiicreleri tizerindeki
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toksik etkileri incelenmistir. Daha sonra inkiibasyon siiresi sabit tutulup, farkli w(siRNA) /
w(NP) oranlarinin hiicrelere etkisi ortaya konmustur. PS-PLina ve PS-PLina-PEG (40 pg/mL)
nanopartikiilleri 500 pul PLL ile modifiye edilerek sirasiyla 100-280-400 nM c-myc siRNA’lar
ve 100-400-600 nM c-myc siRNA’lar ile etkilestirilerek 1929 hiicreleri iizerindeki 24 (Sekil
3.12), 48 (Sekil 3.13) ve 72 saatlik (Sekil 3.14) sitotoksik etkileri incelenmistir.

2.12 APOPTOTIK-NEKROTIK ANALIZLER

2.12.1 Akis Sitometrisi (Flow Cytometry) ile Annexin V-PI Analizi

c-myc genini susturmak tizere hazirlanan siRNA-PS-PLina-PLL ve SiRNA-PS-PLina-PEG-
PLL formiilasyonlarmin ve nanopartikiilsiiz (naked) siRNA’nin A549 hiicreleri iizerindeki
Olim yolaklarinin apoptotik ve/veya nekrotik mi oldugunu aragtirmak i¢in Annexin-V-Pl
analizi yapilmistir. Bunun igin Alexa Fluor® 488 Annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit
(ThermoFisher Scientific, ABD) prosediirii takip edilerek sonuclar Akis Sitometri (BD

FACSCanto) cihazinda incelenmistir.

e A549 hiicreleri, 6 kuyucuklu plaklara 3x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmistir.
Ertesi giin PS-PLina-PLL ve PS-PLina-PEG-PLL nanopartikiilleri ile hedef siRNA’lar
etkilestirilmis ve hazirlanan tiim deney gruplar ile hiicreler transfekte edilmistir
(Nanopartikiil-siRNA formiilasyonunun ve naked siRNA’larin hazirlama prosediirii ve
tim deney gruplarinin hiicrelere transfeksiyonu MTT analizinde detayli olarak
anlatilmistir).

e Hiicreler ve deney gruplari muamele edildikten sonra etiivde 48 saat boyunca
etkilesimleri igin inkiibasyona birakilmistir. 48 saat sonra, her bir kuyucukta bulunan
deney grubu tripsin aktivasyonu ile kaldirilmig, 750 pl PBS kuyucuklara eklenerek
tim hiicreleri alacak sekilde yikama yapilarak her bir deney grubundaki hiicreler
buzun tizerindeki akis sitometri tiiplerine alinmustir.

e Tiim tiipler 300 g’de 5 dk santrifiij edilmis ve siipernatantlar1 atilmistir.

e Dipte ¢oken hiicrelere 100 pl 1X annexin-baglanma tamponu eklenmistir.

e Buzun iizerine tiipler yerlestirimis ve her bir tiipe 5 pl Alexa Fluor® annexin V

boyasindan ve 1 pl PI (100 pg/mL) boyasindan ilave edilmistir.
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e Tiiplerdeki hiicreler oda sicakliginda karanlikta 15 dakika boyunca inkiibe edilmistir
ve ardindan hiicrelerin tlizerine 400 pl 1X annexin-baglanma tamponu ilave
edilerekyavascapipetaj yapilmstir.

e Buzun iizerine tiipler konarak Akis sitometri cihazina gidilmis ve analize kadar

tiiplerbuzda bekletilmistir.

2.12.2 Floresan Mikroskopi Analizi

c-myc genini inhibe etmek {izere hazirlanan siRNA-PS-PLina-PLL ve siRNA-PS-PLina-PEG-
PLL formiilasyonlarinin ve nanopartikiilsiiz (naked) siRNA’nin A549 hiicreleri iizerindeki
etkilerini mikroskobik olarak arastirmak i¢in Floresan mikroskopi analizi yapilmistir. Bunun
icin Alexa Fluor® 488 Annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit (ThermoFisher Scientific, ABD)

prosediirii takip edilerek sonuglar Floresans mikroskobu cihazinda incelenmistir.

e AS549 hiicreleri, 24 kuyucuklu plaklara 2x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde
ekilmistir. Ertesi giin PS-PLina-PLL ve PS-PLina-PEG-PLL nanopartikiilleri ile
hedef siRNA’lar etkilestirilmis ve hazirlanan tiim deney gruplart ile hiicreler
transfekte edilmistir (Nanopartikiil-siRNA  formiilasyonunun ve naked
siRNA’larin  hazirlama prosediiri ve tiim deney gruplarinin hiicrelere
transfeksiyonu MTT analizinde detayli olarak anlatilmistir).

e Hiicreler deney gruplari muamele edildikten sonra etiivde 48 saat boyunca
etkilesimleri i¢in inkiibasyona birakilmstir.

e 48 saat sonra, her bir kuyucuktaki hiicre vasati atilmis ve tiim kuyucuklar 500 pl
PBS ile yikanmistir.

e Daha sonra tiim kuyucuklara 500 pl 1X annexin-baglanma tamponu eklenmistir
ve hiicreler yikandiktan sonra bu ¢6zelti atilmistir.

e Ardindan hiicrelerin {izerine 100 pl 1X annexin-baglanma tamponundan, 5 pL
Alexa Fluor® annexin V boyasindan ve 1 pl PI (100 pg/mL) boyasindan ilave
edilmistir.

e Plaka karanlikta 15 dk inkiibe edildikten sonra mikroskobik analiz yapilmistir.
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BOLUM 3
SONUCLAR VE TARTISMA

3.1 PS-g-PLina ve PS-g-PLina-g-PEG GRAFT KOPOLIMERLERI ve PS-PLina ve PS-
PLina-PEG NANOPARTIKULLERININ FiZIKOKIMYASAL
KARAKTERIZASYONU

Sekil 3.1’de sentezlenen PS-g-PLina ve PS-g-PLina-g-PEG graft kopolimerlerinin ve
hazirlanan PS-PLina ve PS-PLina-PEG nanopartikiillerin FTIR analizi sonuglar
goriilmektedir. PS-g-PLina, 1705 cm™"de karakteristik karbonil grubuna ait pik gézlenmistir.
PS-g-PLina-g-PEG’deki amid grubu 1610 cm™’de ve NH grubu da 3029 cm™’de pik verirken
1000 cm™’de PEG’e ait karakteristik pik goriilmiistiir.

PS-PLina NPs

PS-PLina

PS-PLina-PEG NPs

PS-PLina-PEG

TN

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
-1
cm

Sekil 3.1 PS-g-PLina, PS-PLina NP’leri, PS-g-PLina-g-PEG ve PS-PLina-PEG NP’lerine ait
FTIR spektrumlari.
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Sekil 3.2’de PS-g-PLina ve PS-g-PLina-g-PEG graft kopolimer o6rneklerinin HNMR
spektrumlart goriilmektedir. Sekil 3.2 (a)’ya bakildiginda PS-g-PLina kopolimerine ait
karakteristik pikler sirasiyla yag asidi makroperoksitlerdeki —CHs grubu i¢in 0.8 ppm;
PLina’ya ait -CH-O- grubu i¢in 4.1 ppm ve polistirendeki fenil protonlari i¢in 6-7.2 ppm’de
pikler gozlenmistir. Sekil 3.2 (b)’de ise PS-g-PLina-g-PEG kopolimerine ait karakteristik
pikler sirasiyla 6.7-7.4 ppm arasinda polistirenin fenil grubu; 3.8 ppm’de PEG ve 3.6 ppm’de
PLina’ya ait -CH-O- grubu seklinde goriilmiistiir.

W_J\J'Ql J

1009 8 7 6 £ 4 3 2 ¥ 10 -3
(ppm)

Sekil 3.2 (a) PS-g-PLina ve (b) PS-g-PLina-g-PEG’e ait tH NMR spektrumlar1

Elde edilen graft kopolimerlerinin TGA analizleri yapilmistir. Kuru 6rnek TGA analizi igin
10 °C/min hizda 20 °C’den 600 °C’ye kadar 1sitilarak gergeklestirilmistir. Sekil 3.3 sirastyla
PS-g-PLina ve PS-g-PLina-g-PEG graft kopolimerlerinin termogravimetrik analizini
gostermektedir. PS-g-PLina ve PS-g-PLina-g-PEG graft kopolimerlerinin termal bozunmasi

polistirene benzer olup yaklasik 421,9 °C’dir.
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Sekil 3.3 PS-g-PLina ve PS-g-Plina-g-PEG graft kopolimerlerinin TGA egrisi.

3.2 PS-PLina ve PS-PLina-PEG NANOPARTIKULLERININ YUZEY MORFOLOJISi

Nanopartikiillerin yiizey morfolojisi SEM analizi ile degerlendirilmistir. SEM goriintiilerine
bakildiginda nanopartikiillerin oldukg¢a diizgiin yiizeye sahip kiiresel formda oldugu ve
genelde homojen sekilde dagildig1 ve agregasyonun olmadigi goriilmektedir. Ayrica DLS
Olciimlerinden elde edilen sonuglara gore karsilastirildiginda ortalama caplarmin daha kiiciik

oldugu saptanmustir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4 (a) PS-PLina nanopartikiillerin ve (b) PS-PLina-PEG nanopartikiillerin SEM
goriintiileri.

3.2.1 Partikiillerin Boy-Boy Dagilimina Etki Eden Parametreler

Elde edilen nanopartikiillerin boy-boy dagilimlarin1 gergeklestirmek amaciyla polimer
miktar1, siirfaktan miktar1 ve karistirma hizi degistirilmis ve Cizelge 1°deki sonuglar elde

edilmistir.
Bu sonuglara gore siirfaktan miktarinin artmasiyla nanopartikiiller arasinda itme kuvveti
artmig, dinamik arayiizey gerilimi Onemli bir sekilde azalmistir ve boylelikle

nanopartikiillerin boyutlar1 azalarak daha kararli hale gelmistir.

Partikiillerin hazirlanma asamasinda polimer miktarinin artmasi polimerin daha fazla

¢okmesine neden olmustur ve dolayistyla nanopartikiil boyutu artmistir.

Homojenizator hizi arttik¢a slispansiyon ortamina iletilen enerji miktar1 artmistir ve bu etki

nanopartikiillerin boyutunu kii¢iiltmiistiir.
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Cizelge 3.1 PS-PLina ve PS-PLina-PEG nanopartikiillerinin boy-boy dagilimi iizerine bazi
parametrelerin etkileri.

) Polimer PVA Homojenizator Boyut Zeta_l
5 onsantrasyonu | konsantrasyonu hizi PDI Potansiyel
Omekler | mLpeM) | (mgimL) | (% biiyiikliky | ™™ (mV)
5 0.5 90 41145 | 0.313+0.042 | -20.3+0.10
3 0.5 90 339+7 | 0.216+0.021 | -27.2+0.31
1 0.5 90 150£10 | 0.080+0.009 | -32.8+0.25
s 1 0.5 90 150£10 | 0.080+0.009 | -32.8+0.25
PLina 1 0.25 90 235+16 | 0.158+0.018 | -30.5+0.02
NP 1 0.125 90 328+18 | 0.378+0.024 | -19.8+0.30
1 0.5 90 150+10 | 0.080+0.009 | -32.8+0.25
1 0.5 70 342+17 | 0.285+0.043 | -18.0+0.33
1 0.5 50 512428 | 0.398+0.075 | -12.6+0.42
5 0.5 90 568+14 | 0.495+0.093 | -9.2+0.78
3 0.5 90 499+11 | 0.307+0.078 | -10.1+0.22
1 0.5 90 184+6 | 0.113+0.017 | -14.6+0.19
1 0.5 90 184+6 | 0.113+0.017 | -14.6+£0.19
pEﬁ{a_ 1 2 90 265+13 | 0.277+0.021 | -13.3£0.27
PEG NP
1 1 90 380+£11 | 0.348+0.008 | -11.0£0.16
1 0.5 90 184+6 | 0.113+0.017 | -14.6+0.19
1 0.5 70 402+13 | 0.318+0.060 | -12.1+£0.23
1 0.5 50 665+17 | 0.523+0.077 | -6.5+0.11

Nanopartikiillerin boy-boy dagilimina goére yapilan karakterizasyon calismasi sonrasinda
nanopartikiiller optimize edilerek boyutlar1 150£10nm olarak saptanmistir. Graft
kopolimerlerin sahip oldugu karboksil grubu nedeniyle yiizey ylikiiniin negatif oldugu
bulunmustur. Ayrica hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin PDI degerlerine bakildiginda

sulu ortamda hemen hemen homojen bir dagilima sahip olduklar1 gézlenmistir.
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3.3 PS-PLina ve PS-PLina-PEG NANOPARTIKULLERININ STABILITE TESTI

Bir aylik siire zarfinda partikiillerin boyutlarinda, polidispersitelerinde ve yiizey yiik
dagilimlarinda 6nemli bir degisimin olmadig1 ve partikiillerin +4 °C’de saklanmasi suretiyle

belirlenen siire zarfinda stabilitelerini korudugu gézlenmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 Bos nanopartikiillerin +4 °C’de sulu ortamda depolanmasinin nanopartikiillerin
ortalama ¢apina, dagilim indeksine ve zeta potansiyel yiikiine olan etkisi.

+4 °C
PS-PLina NP’leri Size (nm) PDI ZP (mV)
1.Giin 150£10 0.080+0.009 -32.8+0.25
30.Giin 15642 0.090+0.005 -30.1+0.12
PS-PLina-PEG NP’leri
1.Glin 184+6 0.113+0.017 -14.6+0.19
30.Giin 189+1 0.118+0.004 -13.1+£0.33
PS-PLina-PLL-siRNA NP’leri
1.Giin 168+3 0.120+0.012 -37.240.11
30.Giin 17144 0.132+0.006 -34.7+0.20
PS-PLina-PEG-PLL-siRNA NP’leri
1.Giin 200+4 0.104+0.035 -20+0.04
30.Giin 204+7 0.098+0.049 -14.1+0.17

3.4 PS-PLina ve PS-PLina-PEG NANOPARTIKULLERININ PLL iLE MODIFIYE
EDILMESI

Cizelge 3.3’ten de gorildiigi iizere, eklenen PLL miktar1 arttik¢a nanopartikiillerin ylizey
yiikleri pozitif olarak lineer bir sekilde artmistir. Ancak fazla miktarda PLL ilave edilmesi
hiicre etkilesimlerinde toksisiteye neden oldugundan ve nanopartikiil boyutunu artirdigindan

dolay1 uygun baglanma verimi i¢in gerekli olan optimum miktarin tespit edilmesi onemlidir.
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Cizelge 3.3 Nanopartikiillerin PLL ile etkilestirilmesi sonucu elde edilen zeta potansiyel
degerleri.

Ornekler 0 ul PLL 250 pl PLL 500 pl PLL 1000 pl PLL
PS-PLina NP’leri -32.8+£0.25 +4.14 mVV+0.08 +14.9 mV+0.06 +17.13 mV+0.08

PS-PLina-PEG NP’leri  -14.6+0.19 +9.14 mV£0.1 +15.8 mVV+£0.05 +20.77 mV+0.12

Elde edilen PS-PLina-PLL ve PS-PLina-PEG-PLL nanopartikiillerinin FTIR spektrumlari
Sekil 3.5°te goriilmektedir. FTIR spektrumuna bakildiginda PLL’in yaklasik 2070 cm™
civarinda karakteristik CON-H gerilme absorpsiyonu ve 2860 cm™ civarinda simetrik CH

gerilme bandi verdigi gozlenmistir.

PS-PLina-PLL NPs

e

PS-PLina-PEG-PLL NPs

~\ v

3500 3000 2500 2000 1500 1000

Sekil 3.5 PS-PLina-PLL NP’lerin ve PS-PLina-PEG-PLL NP’lerinin FTIR spektrumlari.

35 PLL ILE MODIFIYE EDILMIS PS-PLina ve PS-PLina-PEG
NANOPARTIKULLERINE siRNA BAGLANMASI VE BAGLANMA VERIMININ
HESAPLANMASI

Nanopartikiillerin farkli konsantrasyonlardaki siRNA ile etkilesimlerinden sonra elde edilen

zeta potansiyel degerleri Cizelge 3.4 ve Cizelge 3.5’te verilmistir.
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Cizelge 3.4 PS-PLina-PLL nanopartikiillerinin farkli derisimlerdeki siRNA ile etkilestirilmesi
sonucu elde edilen zeta potansiyel degerleri.

Ornekler 0 nM SiRNA 100 nM SiRNA 280 nM SiRNA 400 nM SiRNA
PS-PLina-PLL (250 ul) +4.14 mV£0.08 -9.67 mV+0.03 -10.43mV+0.83 -10.77 mV£0.34
PS-PLina-PLL (500 pl) +14.9 mV=0.06 -11.13 mV£0.17 -12.27mV+0.97 -11.2 mV+0.56
PS-PLina-PLL (1000 ul)  +17.13mV+0.08 -9.81 mVv+0.29 -10.6 mv+0.19 -11.6 mVv+0.01

Cizelge 3.5 PS-PLina-PEG-PLL nanopartikiillerinin farkli derisimlerdeki siRNA ile
etkilestirilmesi sonucu elde edilen zeta potansiyel degerleri.

Ornekler 0 nM SiRNA 100 nM SiRNA 400 nM SIRNA 600 nM SiRNA
PS-PLina-PEG-PLL (250 pl) +9.14 mV+0.1  -6.70mV+0.94  -8.65mV+0.92  -10.12mV+0.29
PS-PLina-PEG-PLL (500 ul) +15.8 mV+0.05 -14.3mV+1.74 -13.67mV+1.97 -13.37mV+1.56
PS-PLina-PEG-PLL (1000 pl) +20.77mV+0.12 -11.07 mV+0.53 -14.43 mV+1.2 -14.83mV+0.61

Cizelge 3.4 ve Cizelge 3.5’deki sonuglara gore tiim PLL yiiklii nanopartikiillerin sahip
olduklar1 pozitif yiik, siRNA yiiklenme ¢alismalarindan sonra negatife kaymistir. Kazanilan
negatif ylizey yiikii, siRNA’nin nanopartikiillere baglandigin1 gdstermekte olup PS-PLina-
PLL ve PS-PLina-PEG-PLL NP’lerin yiizey yiikleri arasinda ¢ok biiyiikk farkin olmadigini

gostermektedir.

Farkli miktardaki PLL ile baglanmis PS-PLina ve PS-PLina-PEG nanopartikiillerin siRNA
yiikleme veriminin incelendigi prosediirde elde edilen sonuglar Cizelge 3.6 ve Cizelge 3.7°de

verilmistir.

Cizelge 3.6 PS-PLina-PLL nanopartikiillerinin farkli derisimlerdeki siRNA ile etkilesimi
sonucu elde edilen % baglanma verimlilikleri.

Ornekler 100 nM SiRNA 280 nM SiRNA 400 nM SiRNA
PS-PLina-PLL (250 pl) %28.5+1.12 %25.68+0.98 %4.14+0.12
PS-PLina-PLL (500 pl) %63.4+0.94 %43.4+1.05 %61.56+1.02
PS-PLina-PLL (1000 pul) 0646.84+0.85 %36.55+0.24 %35.39+0.35
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Cizelge 3.7 PS-PLina-PEG-PLL nanopartikiillerinin farkli derisimlerdeki siRNA ile
etkilesimi sonucu elde edilen % baglanma verimlilikleri.

Ornekler 100 nM SiRNA 400 nM SiRNA 600 nM SiRNA
PS-PLina-PEG-PLL (250 pl) %6.25+0.06 %34.2+0.79 %21+0.32
PS-PLina-PEG-PLL (500 ul) %42.25+1.76 %27+0.94 %21.9£0.43
PS-PLina-PEG-PLL (1000 ul) %39.10+1.4 %20.31+0.66 %28.65+0.73

SiRNA baglanma verimi sonuglarna bakildiginda siRNA konsantrasyonu ve % baglanma
verimi arasinda her partikiil igin korelasyon goriilmemekle birlikte PS-PLina-PEG graft
kopolimerindeki PEG miktarindaki artisin kopolimerin organik ¢oziictideki ¢oziintirligiinii
diistirmesinden dolayr PS-g-PLina-g-PEG graft kopolimerindeki PEG miktar1 oldukga
azaltilmistir. Bu nedenle PS-PLina NP’ler ile karsilastirildiginda PS-PLina-PEG NP’lere

siRNA baglanma verimliliginde 6nemli bir artisin olmadig1 gézlenmistir.

Nispeten daha yiiksek % baglanma verimi, 500 ul PLL ile modifiye edilen nanopartikiillerin

farkli miktardaki siRNA ile etkilestirilmesi sonucu elde edilmistir.

3.6 NANOPARTIKULLERIN siRNA SALIM PROFILLERININ iINCELENMESI

Sekil 3.6’da PS-PLina-PLL NP’lerinin salim sonucuna baktigimizda baslangigta 4.saatte 100
nM konsantrasyonda %37, 280 nM’da %27,6 ve 400 nM’da %17 ilk ani patlama etkisi
goriilmiistiir. Salimin son asamasinda siRNA’nin kiimiilatif miktar1 yavaglamaya baglamis ve
240. saattin sonunda 100 nM konsantrasyonda %82, 216.saat igin 280 nM’de %62 ve 240.saat
i¢in 400 nM konsantrasyonda %355 siRNA salinarak platoya ulasmistir.

Sekil 3.7°deki PS-PLina-PEG-PLL NP’lerinin salim profiline baktigimizda baglangicta
4.saatte 100 nM konsantrasyonda %42, 400 nM’da %24 ve 600 nM’da %15’lik ilk ani
patlama etkisi goriilmiistiir. 100 nM konsantrasyonda 240. saattin sonunda siRNA’nin %90°1,
400 nM’da %72’si ve 600 nM’de %65 siRNA salinarak platoya ulasmistir. Yaklasik 10.
giiniin sonunda siirdiiriilmiis ve kontrollii bir salim profili gézlenmistir. Her iki nanopartikiil
formiilasyonuna bakildiginda 100 nM konsantrasyonda ilk salim patlama etkisinin yiizde
miktarinin daha fazla oldugu, partikiile bagli az miktardaki siRNA konsantrasyonunun daha
kolay ve daha hizli bir sekilde salindigi ve SiRNA konsantrasyonu arttik¢a bu etkinin giderek

azaldig1 gozlenmistir. Bunun nedeni yilizeye bagli diisiik konsantrasyondaki siRNA’nin
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miktarinin az olmasi nedeniyle fizyolojik ortama ge¢isi daha kolay ve hizli olmustur. Ayrica
PS-PLina-PLL NP’ler ile karsilagtirildiginda yaklasik olarak 240.saatin sonunda siRNA’nin
partikiillerden yiizde salim miktarinin PS-PLina-PEG-PLL NP’lerde biraz daha fazla oldugu
goriilmiistiir. Bunun sebebi PS-PLina-PEG-PLL NP’lerin ihtiva etmis oldugu PEG’in
hidrofilik karakterde olmasi ve fizyolojik ortamla temast sonucunda yiizeyindeki degradasyon
hizinin, daha hidrofobik karakterde olan PS-PLina-PLL NP’lere gore daha fazla olmasi
dolayisiyla PS-PLina-PEG-PLL NP’lerden daha fazla miktarda SiRNA salimi sézkonusu
olmustur ancak aralarinda énemli bir fark goriilmemistir. Cong ve arkadaslar1 siRNA salimi
icin PEG ile PLGA blok kopolimerden yola ¢ikarak asitte bozunabilen amid bagi iceren
(Dlinkm) siRNA enkapsiile PEG-Dlinkm-PLGA NP’leri, PLGA/Cy5-siRNA NP’leri ve
PLA/Cy5-siRNA NP’lerini hazirlamislardir. siRNA salim profillerine bakildiginda PEG’in
tastyict sisteme kattigi hidrofilik karakter neticesinde ylizeyin fizyolojik ortamda daha fazla
asinmasindan dolaytr PEG-Dlinkm-PLGA NP’lerden siRNA salim yiizdesinin PLGA/Cy5-
SIRNA NP’lerinden biraz daha yiiksek oldugu buna karsilik PLA/Cy5-SiRNA NP’lerindeki
salim yiizdesinin her ikisinden olduk¢a fazla diisiik oldugu tespit edilmistir. Bunun sebebi
PLGA’nin PLA’ya gore daha hidrofilik karakterde olmasi neticesinde PLGA’nin salim
yiizdesi PLA’ya gore daha fazla olarak goézlenmistir [109].

P5-PLina-PLL NPlerinden siENA Salhimm
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Sekil 3.6 PS-PLina-PLL nanopartikiillerinden siRNA salimi.
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PS-PLina-PEG-PLL NPlerinden siRNA Salimi
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Sekil 3.7 PS-PLina-PEG-PLL nanopartikiillerinden siRNA salimi.

3.7 siRNA YUKLU NANOPARTIKULLERIN A549 HUCRELERiI UZERINDEKI
SITOTOKSIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Sitotoksisite testi i¢in, Once sabit siRNA ve nanopartikiil konsantrasyonlarmin farkli
inkiibasyon siirelerinde kanser hiicreleri tizerindeki toksik etkileri incelenmistir. Daha sonra
inkiibasyon siiresi sabit tutulup farklt w(siRNA) / w(NP) oranlarinin hiicrelere olan etkisi
ortaya konulmustur. PS-PLina ve PS-PLina-PEG (40 pg/mL) nanopartikiilleri 500 pl PLL ile
modifiye edilerek sirasiyla 100 nM, 280 nM, 400 nM c-myc siRNA’lar ve 100 nM, 400 nM,
600 nM c-myc siRNA’lar ile etkilestirilerek A549 hiicreleri lizerinde 24 (Sekil 3.8), 48 (Sekil
3.9) ve 72 saatlik (Sekil 3.10) periyotlarla sitotoksik etkileri incelenmistir.

59



Al @100 nM SRNA

]
—

B100nM SRNA
B280nM SRNA 120 1

8300 nM SRNA
_[_ B400 nM 3RNA
e

B 600 nM SRNA

Hicre Canhiligs (%) £ STD
E83 888 8
Hucre Canliligi (%) £ STD
S

[ n —
] N [ ~ -
N @ g“' L A
‘9&0 é!y’ e «g:"’ w’,‘u 0\;
o _q*'“
& Q"’
&
120 1
&
z, 100 e
® w2
b3
50
g 4%
; 20 1
] T
Kontrol 100nM 280 nM 400 nM 600 nM

Sekil 3.8 (a) PS-PLina NP’leri, PS-PLina-PLL ve 100 nM, 280 nM ve 400 nM
konsantrasyonlarinda siRNA baglanan PS-PLina-PLL-SIRNA NP’lerin, (b) PS-
PLina-PEG NP’lerin, PS-PLina-PEG-PLL NP’lerin ve 100 nM, 400 nM ve 600
nM konsantrasyonlarda siRNA baglanan PS-PLina-PEG-PLL-SiRNA NP’lerin,
(c) Kontrol grubu igin bos NP’lerin ve g¢esitli konsantrasyonlarda serbest
siRNA’nin A549 hiicreleriyle 24 saatlik etkilesimleri neticesinde in vitro
sitotoksisite sonuglart.
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Sekil 3.9 (a) PS-PLina NP’leri, PS-PLina-PLL ve 100 nM, 280 nM ve 400 nM
konsantrasyonlarinda siRNA baglanan PS-PLina-PLL-siRNA NP’lerin, (b) PS-
PLina-PEG NP’leri, PS-PLina-PEG-PLL NP’leri ve 100 nM, 400 nM ve 600 nM
konsantrasyonlarda siRNA baglanan PS-PLina-PEG-PLL-siRNA NP’lerin, (c)
Kontrol grubu i¢in bos NP’lerin ve ¢esitli konsantrasyonlarda serbest siRNA’nin
A549 hiicreleriyle 48 saatlik etkilesimleri neticesinde in vitro sitotoksisite
sonuglari.
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Sekil 3.10 (a) PS-PLina NP’leri, PS-PLina-PLL ve 100 nM, 280 nM ve 400 nM
konsantrasyonlarinda siRNA baglanan PS-PLina-PLL-SiRNA NP’lerin, (b) PS-
PLina-PEG NP’leri, PS-PLina-PEG-PLL NP’leri ve 100 nM, 400 nM ve 600
nM konsantrasyonlarda siRNA baglanan PS-PLina-PEG-PLL-siRNA NP’lerin,
(¢) Kontrol grubu igin bos NP’lerin ve cesitli konsantrasyonlarda serbest
siRNA’nin A549 hiicreleriyle 72 saatlik etkilesimleri neticesinde in vitro
sitotoksisite sonuglart.

Bu sonuglara goére PLL ile modifiye edilmis ve edilmemis PS-PLina ve PS-PLina-PEG
nanopartikiillerin hiicreler lizerine 24, 48 ve 72 saatlik siireyle kayda deger bir sitotoksisitesi
yoktur. Farkli konsantrasyonlardaki c-myc siRNA’nin PS-PLina-PLL ve PS-PLina-PEG-PLL
yapisindaki tasiyicilar olmadan hiicrelere direkt olarak verilmesinin toksik etkisinin,
nanopartikiillerle birlikte hiicrelere verilmesinden daha az oldugu gozlenmistir. siRNA ile
konjuge edilmis nanopartikiillerin A549 insan akciger kanser hiicreleri iizerindeki toksik
etkileri inkiibasyon siiresi arttikca artmistir. 280 nM c-myc SiRNA ile konjuge edilmis PS-
PLina-PLL nanopartikiillerinin 72 saat sonundaki toksik etkisi %57,83 iken 600 nM c-myc

siRNA ile yiiklenmis PS-PLina-PEG-PLL nanopartikiillerinin 72 saatlik toksik etkisi %
35,43 olarak ortaya konmustur.
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3.8 siRNA ILE KONJUGE EDIiLEN NANOPARTIKULLERIN L929 HUCRELERI
UZERINDEKI SITOTOKSIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

siRNA ile konjuge edilen nanopartikiillerin kanser hiicresi olmayan, fare fibroblast hiicreleri
(L929) iizerindeki sitotoksik etkileri MTT analiziyle incelenmistir. Once sabit siRNA ve
nanopartikiil konsantrasyonunun farkli inkiibasyon siirelerinde kanser hiicreleri lizerindeki
toksik etkileri incelenmistir. Daha sonra inkiibasyon siiresi sabit tutulup, farkli w(siRNA) /
w(NP) oranlarinin hiicrelere etkisi ortaya konmustur. PS-PLina ve PS-PLina-PEG (40 ug/mL)
nanopartikiilleri 500 ul PLL ile modifiye edilerek sirasiyla 100-280-400 nM c-myc siRNA’lar
ve 100-400-600 nM c-myc siRNA’lar ile etkilestirilerek 1.929 hiicreleri {izerindeki 24 (Sekil
3.11), 48 (Sekil 3.12) ve 72 saatlik (Sekil 3.13) sitotoksik etkileri incelenmistir.
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Sekil 3.11 (a) Cesitli konsantrasyonlarda serbest siRNA’nin, (b) PS-PLina NP’leri, PS-PLina-
PLL ve 100 nM, 280 nM ve 400 nM konsantrasyonlarinda siRNA baglanan PS-
PLina-PLL-siRNA NP’lerin, (c) PS-PLina-PEG NP’leri, PS-PLina-PEG-PLL
NP’leri ve 100 nM, 400 nM ve 600 nM konsantrasyonlarda siRNA baglanan PS-
PLina-PEG-PLL-SIRNA NP’lerin L1929 hiicreleriyle 24 saatlik sitotoksisite
sonuglart.
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Sekil 3.12 (a) Cesitli konsantrasyonlarda serbest siRNA’nin, (b) PS-PLina NP’leri, PS-PLina-
PLL ve 100 nM, 280 nM ve 400 nM konsantrasyonlarinda siRNA baglanan PS-
PLina-PLL-siRNA NP’lerin, (c) PS-PLina-PEG NP’leri, PS-PLina-PEG-PLL
NP’leri ve 100 nM, 400 nM ve 600 nM konsantrasyonlarda siRNA baglanan PS-
PLina-PEG-PLL-SIRNA NP’lerin 1929 hiicreleriyle 48 saatlik sitotoksisite
sonuglart.
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Sekil 3.13 (a) Cesitli konsantrasyonlarda serbest siRNA’nin, (b) PS-PLina NP’leri, PS-PLina-
PLL ve 100 nM, 280 nM ve 400 nM konsantrasyonlarinda siRNA baglanan PS-
PLina-PLL-siRNA NP’lerin, (c¢) PS-PLina-PEG NP’leri, PS-PLina-PEG-PLL
NP’leri ve 100 nM, 400 nM ve 600 nM konsantrasyonlarda siRNA baglanan PS-
PLina-PEG-PLL-siRNA NP’lerin L1929 hiicreleriyle 72 saatlik sitotoksisite
sonugclari.

64



Elde edilen gore PLL ile modifiye edilmis ve edilmemis PS-PLina ve PS-PLina-PEG
nanopartikiillerin A549 akciger kanseri hiicrelerinde oldugu gibi kanser olmayan hiicreler
lizerinde de (24, 48 ve 72 saatlik siireyle) énemli derecede bir sitotoksisitesi yoktur. c-myc
geni akciger kanseri hiicrelerinde daha fazla ekprese oldugu icin bu genin hedeflenmesi,
inhibe olmasi ve spesifik hiicre 6limii L929 hiicrelerine nazaran A549 hiicrelerinde daha fazla
gozlenmistir. Ayni sekilde siRNA ile konjuge edilen nanopartikiillerin L929 fare fibroblast

hiicreleri tizerindeki toksik etkileri inkiibasyon siiresi arttik¢a artmistir.

3.9 APOPTOTIK-NEKROTIK ANALIZLER

3.9.1 Akis Sitometrisi (Flow Cytometry) ile Annexin V-PI Analizi

Yapilan Akis Sitometrisi analizi sonuglarinda goriilen Q3 bolgesi canli hiicre yogunlugunu,
Q4 bolgesi ise apoptotik hiicrelerin yogunlugunu gostermektedir. Q1 ve Q2 bolgeleri ise
sirastyla erken ve gec¢ nekroza girmis hiicrelerin yogunlugudur. Elde edilen sonuglara gore,
yapilan analizde hi¢ bir reaktifle muamele edilmemis kontrol grubu hiicreleri %99,6
canliliktadir. Hiicreler farkli konsantrasyonlardaki siRNA’lar ve bunlarin PS-PLina-PLL ve

PS-PLina-PEG-PLL ile konjuge edilmis formlariyla etkilestirilmistir.

siRNA tek basina fizyolojik kosullar altinda kararsizdir. siRNA normalde kan dolasimina
katildiginda serum igerisindeki niikleazlar tarafindan kolaylikla sindirilmekte, hizli renal
temizlenme/hepatik ayrilmaya maruz kalmakta ve genis partikiil boyutu ve asir1 negatif
yiikiinden dolayr hiicresel membrani ¢ok zor gegebilmektedir. Ciplak SIRNA pek ¢ok insan
hiicresindeki hedef hiicreleri dogru bir sekilde tanimlayamamaktadir ve dolayisiyla in vitro

ortamda bakildiginda siRNA’nin tek bagina etkinligi diisiik bulunmustur [110].

siRNA ile konjuge olmus NP’lerin hiicreler ile inkiibasyonu sonucu c-myc geni A549 insan
akciger kanseri hiicrelerinin bilylimesini inhibe etmek i¢in yonlenmistir. SIRNA-NP’ler, canli
hiicrelerin 6liimiine sebep olmaksizin endositoz yoluyla hedef hiicrelerin direkt olarak
sitoplazmasina hareket ederek hiicre membranini gecebilmis ve c-myc geninin ifadesini
baskilamistir. Bu gozlemler agikg¢a gostermektedir ki PS-PLina-PLL-SiRNA NP’leri ve PS-
PLina-PEG-PLL-siRNA NP’ler, hiicre kiiltiir hattinda doza bagimli bir sekilde siRNA’nin
kanser hiicreleri igerisinde birikmesini saglayarak c-myc geninin eksprese olmasini

engellemistir.
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Sonug¢ olarak, nanopartikiil olmadan hiicrelere verilen siRNA’larin da belli bir seviyede
apoptoza neden oldugu gozlenirken bu apoptotik oranin nanopartikiil kullanilarak
siRNA’larin hiicrelerle etkilesiminde arttig1 ortaya konmustur. Ayni sekilde, nekroza girmis
hiicre sayis1 da her iki nanopartikiil-siRNA formiilasyonlarinda artis gostermekle birlikte PS-
PLina-PEG-PLL-siRNA NP fromiilasyonundaki PEG miktar1 ¢ok az oldugu i¢in PEG’li ve
PEG’siz partikiil formlar1 arasinda belirgin bir fark gézlenmemistir. Aldrian ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢alismada amfipatik RICK peptit-siRNA NP’leri ve PEG graft RICK peptit-
SiRNA NP’leri (PEG oran1 <%20) tastyict sistemleri hazirlanarak in vitro ve in vivo salim
ozellikleri incelenmistir. Flow akis sitometri analizi yoluyla NP’lerin U87 insan glioblastoma
hiicreleri tarafindan hiicre igerisine alimi arastirilmistir ve yapilan analiz sonucunda PEG’li ve
PEG’li olmayan nanopartikiil formiilasyonlarinda hiicre internalizasyon diizeyleri arasinda
onemli bir fark gozlenmemistir. Ayni hiicre tizerindeki 6ldiiriicii etkinligine bakildiginda ayni
sekilde PEG’li ve PEG’siz formiilasyonlar arasinda Onemli bir degisikligin olmadigi
gozlenmistir. Ayn1 sekilde nanopartikiille PEG’in graft edilmesinin nanopartikiil olusumunu

degistirmedigi, sadece zeta potansiyel degerinde hafif bir azalmanin oldugu gdzlenmistir

[111].
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Sekil 3.14 Kontrol grubu A549 hiicrelerin Akis Sitometrisi ile Annexin V ve PI analizi.
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Sekil 3.15 100 nM siRNA ile muamele edilen hiicrelerin Akis Sitometrisi ile Annexin 'V ve Pl
analizi.
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Sekil 3.16 280 nM siRNA ile muamele edilen hiicrelerin Akis Sitometrisi ile Annexin V ve PI
analizi.
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Sekil 3.17 400 nM siRNA ile muamele edilen hiicrelerin Akis Sitometrisi ile Annexin V ve PI

analizi.
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Sekil 3.18 600 nM siRNA ile muamele edilen hiicrelerin Akis Sitometrisi ile Annexin V ve PI

analizi.
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Sekil 3.19 PS-PLina-PLL-100 nM siRNA ile muamele edilen hiicrelerin Akis Sitometrisi ile
Annexin V ve Pl analizi.
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Sekil 3.20 PS-PLina-PLL-280 nM siRNA ile muamele edilen hiicrelerin Akis Sitometrisi ile
Annexin V ve Pl analizi.
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Sekil 3.21 PS-PLina-PLL-400 nM siRNA ile muamele edilen hiicrelerin Akis Sitometrisi ile
Annexin V ve Pl analizi.
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Sekil 3.22 PS-PLina-PEG-PLL-100 nM siRNA ile muamele edilen hiicrelerin Akis
Sitometrisi ile Annexin V ve Pl analizi.
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Sekil 3.23 PS-PLina-PEG-PLL-400 nM siRNA ile muamele edilen

Sitometrisi ile Annexin V ve Pl analizi.
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Sekil 3.24 PS-PLina-PEG-PLL-600 nM siRNA ile muamele edilen

Sitometrisi ile Annexin V ve Pl analizi.

3.9.2 Floresan Mikroskopi Analizi

hiicrelerin  Akis

Annexin V boyas1 apoptotik ve canli hiicreleri yesile boyamaktadir. PI floresan boyasi

normalde canli ve hiicre zarlarinda hasar olmayan hiicrelere girememekte ve bu hiicreler Pl ile

boyanmamaktadir. Fakat hiicre nekroza ugradiginda veya hiicre zar1 hasar gordiiglinde hiicre

icerisine girmekte ve ¢ekirdegi kirmiziya boyamaktadir. Elde edilen sonuglara bakildiginda,

hi¢ bir ajanla muamele edilmemis hiicrelerin canli olduklar1 goriiliirken (a), siRNA (b), PS-

PLina-PLL-siRNA (c) ve PS-PLina-PEG-PLL-siRNA (d) gruplarinda ise ge¢ apoptoz
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hiicreleri ve nekrotik hiicreler goriilmektedir (Sekil 3.25). siRNA’lar nanopartikiillere
yiiklenerek verildiginde apoptotik ve nekrotik hiicrelerde artma gézlenmistir. Sonuglar akis

sitometrisi analizini dogrular niteliktedir.

Sekil 3.25 (a) Higbir ajan ile muamele edilmemis A549 kontrol hiicreleri, (b) sadece siRNA
ile etkilestirilmis hiicreler, (c) PS-PLina-PLL-SIRNA; d) PS-PLina-PEG-PLL-
SIRNA ile etkilestirilen hiicreler. Oklar nekrotik ve apoptotik hiicrelerden bazilarini
gostermektedir. Olgek 100 pm araligim gostermektedir.

3.10 BULGULAR VE DEGERLENDIRME

Sunulan tez kapsaminda ulasilan bulgular asagida 6zetlenmistir.

e Yapilan tez calismasinda PS-g-PLina ve PS-g-PLina-g-PEG graft kopolimerleri,
stirenin serbest radikal polimerizasyonu yoluyla sentezlenmistir.

e Sentezlenen PS-g-PLina ve PS-g-PLina-g-PEG kopolimerlerinden PS-PLina ve PS-
PLina-PEG nanopartikiilleri ¢ift emiilsiyon ¢6ziicii buharlagtirma teknigi kullanilarak
hazirlanmstir.

e PS-PLina ve PS-PLina-PEG nanopartikiillerinin boy-boy dagilimima etki eden
parametreleri degerlendirmek {izere polimer/¢oziicii orani, siirfaktan miktar1 ve
homojenizatdor hizi degistirilerek nanopartikiiller hazirlanmigtir. Degerlendirme

sonuclarina gore elde edilen bulgular soyledir:
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v' Polimer/¢éziicii oranindaki artig siispansiyon ortaminda polimerin dagilmasini
zorlagtirip polimerin daha fazla ¢okmesine sebep oldugu i¢in nanopartikiil boyutunu
artirmaktadir.

v’ Siirfaktan miktarindaki artis nanopartikiiller arasindaki itme kuvvetini artirarak
dinamik ara ylizey gerilimini azaltmistir. Bdylece kiiciik boyutlara sahip oldukca
kararl1 nanopartikiiller elde edilmistir.

v' Karistirma hizi arttikga siispansiyon ortamina iletilen enerji miktar1 artmis ve bu

durum nanopartikiillerin boyutunun kii¢iilmesine sebep olmustur.

e Nanopartikiillerin boy-boy dagilimi tizerine etki eden parametrelerin degerlendirilerek
karakterize edilmesi sonucunda nanopartikiiller optimize edilmis ve boyutlar1 PS-
PLina nanopartikiilleri i¢in 150+10 nm ve PS-PLina-PEG nanopartikiilleri i¢in 18446

nm olarak bulunmustur.

e Yapilan caligmada nanopartikiillere siRNA baglanmasi1 hedeflenmistir. Negatif ylizey
yiikiine sahip siRNA molekiillerini nanopartikiilerin yiizeyine elektrostatik olarak
baglamak icin partikiillerin yiizeyi pozitif ylikli PLL ile modifiye edilmistir. Eklenen
PLL miktar ile birlikte nanopartikiillerin yilizey yiikleri lineer bir sekilde pozitif olarak
artmistir. Eklenen PLL miktarinin siRNA baglanma verimine etkisini arastirmak adina

nanopartikiiller farkli derisimlerdeki (250, 500 ve 1000 pul) PLL ile etkilestirilmistir.

e FElde edilen nanopartikiiller farkli konsantrasyonlardaki (PS-PLina nanopartikiilleri
icin 100, 280, 400 nM, PS-PLina-PEG nanopartikiilleri i¢in 100, 400 ve 600 nM)
siRNA ile muamele edilmistir. Partikiillerin zeta potansiyel 6l¢limleri yapilarak sahip
olduklar1 pozitif yiikiin siRNA baglama caligmalarindan sonra negatife kaydigi

goriilmiistiir. Bu durum siRNA’nin nanopartikiillere baglandigini gostermektedir.

e Farkli miktardaki PLL ile baglanmisg PS-PLina ve PS-PLina-PEG nanopartikiillerinin
farkli konsantrasyonlardaki siRNA ile baglanma verimleri incelenmistir. Nispeten
daha yiiksek baglanma verimi 500 ul PLL ile modifiye edilmis nanopartikiillerin farkl

konsantrasyonlardaki siRNA ile etkilestirilmesi sonucu elde edilmistir.
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Nanopartikiillerin siRNA salim profilleri, nanopartikiiller 500 ul PLL ile modifiye
edilip farkli konsantrasyonlarda siRNA baglanarak 0, 2, 4, 24, 48, 72, 90, 144, 168,

216, 240 ve 264. saatlerde alinan 6rneklerle incelenmistir.

PS-PLina-PLL-siRNA ve PS-PLina-PEG-PLL-siRNA NP’leri baslangigta 4.saatte 100
nM siRNA konsantrasyonunda belirli yiizdelerde ilk salim patlama etkisi gdstermis
olup salimin son agsamasinda kiimiilatif salim miktar1 yavaslamaya baslamig ve belirli
bir siire sonunda platoya ulasmistir. PS-PLina-PEG-PLL-siRNA NP’ler hidrofilik
karakterde PEG’in fizyolojik ortamda daha hizli degradasyonundan dolay1 PS-PLina-
PLL-siRNA NP’lerle kiyaslandiginda, farkli siRNA konsantrasyonlarinda salim hizi
PEG’li formiilasyonda biraz daha fazla go6zlenmis olup aralarinda c¢ok fark

goriilmemistir.

Sabit siRNA ve farkli konsantrasyonlardaki siRNA ile etkilestirilmis nanopartikiillerin
farkli inkiibasyon siirelerinde (24, 48 ve 72 saat) A549 akciger kanser hiicreleri
tizerindeki toksik etkileri incelenmistir. Daha sonra inkiibasyon siiresi sabit tutulup
W(SIRNA) / w(NP) oranlarmin hiicrelere olan etkisi ortaya konulmustur. Bos
nanopatikiillerin toksik etkilerini incelemek tizere PS-PLina ve PS-PLina-PEG
nanopartikiillerin PLL ile modifiye edildigi ve edilmedigi formiilasyonlar

hazirlanmastir.

Bu sonuglara goére PLL ile modifiye edilmis ve edilmemis PS-PLina ve PS-PLina-
PEG nanopartikiillerinin hiicreler iizerine 24,48 ve 72 saatlik siireyle kayda deger bir

sitotoksisitesi bulunmamaktadir.

Farkli konsantrasyonlardaki siRNA’nin yapisinda PS-PLina-PLL ve PS-PLina-PEG-
PLL nanopartikiilleri olmadan hiicrelere direkt verilmesinin toksik etkisinin
nanopartikiiller ile birlikte verilmesinden daha az oldugu gozlenmistir. SIRNA ile
konjuge edilmis nanopartikiillerin A549 insan akciger kanser hiicreleri iizerindeki
toksik etkileri inkiibasyon siiresi arttikca artmistir. Ancak sitotoksisite ve flow akis

sitometri sonuglari arasinda herhangi bir korelasyon goriilmemistir.

280 nM c-myc siRNA ile konjuge edilmis PS-PLina-PLL nanopartikiillerinin 72
saatlik toksik etkisi %57,83 tiir.
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600 nM c-myc siRNA ile konjuge edilen PS-PLina-PEG-PLL nanopartikiillerinin 72
saatlik toksik etkisi %35,43 tiir.

Sabit siRNA ve farkli konsantrasyonlardaki siRNA ile etkilestirilmis nanopartikiillerin
farkli inkiibasyon siirelerinde (24, 48 ve 72 saat) 1.929 hiicreleri iizerindeki toksik
etkileri incelenmistir. Daha sonra inkiibasyon siiresi sabit tutulup w(siRNA) / w(NP)
oranlariin hiicrelere olan etkisi ortaya konulmustur. Bos nanopatikiillerin toksik
etkilerini incelemek tizere PS-PLina ve PS-PLina-PEG nanopartikiillerin PLL ile

modifiye edildigi ve edilmedigi formiilasyonlar hazirlanmistir.

Bu sonuglara goére PLL ile modifiye edilmis ve edilmemis PS-PLina ve PS-PLina-
PEG nanopartikiillerinin hiicreler lizerine 24, 48 ve 72 saatlik siireyle kayda degerbir
sitotoksisitesi bulunmamaktadir. c-myc geni akciger kanseri hiicrelerinde daha fazla
ekprese oldugu icin bu genin hedeflenmesi, inhibe olmasi ve spesifik hiicre 6liimii
L929 hiicrelerine nazaran A549 hiicrelerinde daha fazla gozlenmistir. siRNA bagh
nanopartikiillerin L929 fare fibroblast hiicreleri tizerindeki toksik etkileri inkiibasyon

siiresi arttik¢a artmistir.

Yapilan akis sitometrisi analiz sonuglarina goére higbir reaktifle muamele edilmemis
kontrol grubu hiicreleri %99,6 canliliktadir. Hiicreler farkli konsantrasyonlardaki
siRNA’lar ve bunlarin PS-PLina-PLL ve PS-PLina-PEG-PLL ile konjuge edilmis
formlariyla etkilestirilmistir. Sonuglarda, nanopartikiil olmadan hiicrelere verilen
siRNA’larin da belli bir seviyede apoptoza neden oldugu gozlenirken bu apoptotik
oranin nanopartikiil kullanilarak siRNA’larin hiicrelerle etkilesiminde arttig1 ortaya
konmustur. Ayni sekilde, nekroza girmis hiicre sayisi da her iki nanopartikiil-SIRNA

formiilasyonlarinda artig géstermistir.

Floreson mikroskopi analizi sonucglarina gore higbir ajanla muamele edilmemis
hiicrelerin canli olduklar1 goriiliirken, siRNA, PS-PLina-PLL-siRNA ve PS-PLina-
PEG-PLL-siRNA gruplarinda ise ge¢ apoptoz hiicreleri ve nekrotik hiicreler
goriilmistiir. siRNA’lar nanopartikiillere baglanarak verildiginde apoptotik ve
nekrotik hiicrelerde artma gozlenmistir. Sonuglar akis sitometrisi analizini dogrular

niteliktedir.
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PS-PLina ve PS-PLina-PEG nanopartikiilleri siRNA tasiyicist olarak ilk kez tiretilmis
ve bu yapilarin antikanser etkinligi ilk kez gosterilmistir.

PS-Plina-PEG nanopartikiillerin A549 insan akciger kanser hiicreleri lizerinde oldukga
etkili oldugu ancak PS-PLina NP’ler ile karsilastirildiginda, PEG miktarindaki artisin,
polimerin ¢apraz baglanmasiyla organik ¢oziiclideki ¢Oziiniirliiglinii azaltmasi
nedeniyle sentezlenen PS-PLina graft kopolimerine baglanan diisik PEG oram
(£20%) nedeniyle in vitro ortamda hiicre igerisine alim ve kanser hiicreleri tizerindeki
etkisi agisindan aralarinda ¢ok biiyiik bir fark olmadig1 gézlenmistir.

Elde edilen sonuglar, PS-PLina ve PS-PLina-PEG nanopartikiillerinin kolay
sentezlenen, maliyeti diisiik ve biyouyumlu nanoyapilar oldugunu, siRNA tasiyici
sistemi olarak iistiin 6zelliklere sahip oldugunu ve akciger kanseri tedavisinde umut
vaat edici terapotik potansiyelin oldugunu gdstermektedir.

S6z konusu sistemlerin, sahip olduklar1 6zellikleriyle farkli biyomedikal alanlarinda

da kullanim potansiyeli mevcuttur.
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