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DOGAL VE SENTETIK POLIMERLERIN DEGiSiK KOMBINASYONLARI
ILE HAZIRLANAN iLAC VE GEN TASIYICI SISTEMLER: SENTEZ VE
KARAKTERIZASYONLARI ILE BIiRLIKTE UYGULAMA ALANLARININ
BELIRLENMESI

OZET

Kontrollii ilag ve gen tagima sistemleri hastaliklar1 geleneksel yontemlere gore daha
etkin bir sekilde tedavi edebilmeleri, yan etkileri azaltmalar1 ve 6liimciil, genetik
hastaliklarda da basarili sonuglara sahip olmalar: ile giiniimiizde hakkinda en ¢ok
arastirma yapilan konulardir. Son zamanlarda, kontrollii ila¢ ve gen tasima sistemleri
tek baslarina basarili sonuglarindan yola ¢ikilarak yapilan ¢alismalar ilag¢ ve genin ayni
anda viicuda gonderilmesi ile sinerjik bir etki olustugunu ve tedavinin etkinligini daha
cok arttirtlabildigini gostermektedir. Giiniimiizde 6zellikle kanser terapisi olmak tlizere
bircok genetik hastalifin tedavisinde hem ila¢ hem de gen tasiyici sistemlerin
gelistirilmesi konusunda yogun arastirilmalar yapilmaktadir.

Polimerik malzemeler kolay modifiye edilebilmeleri ve terapotik ajana/hastaliga gore
0zel olarak tasarlanabilmeleri ile ilag/gen tastyici sistemlerin olusturulmasinda énemli
bir yere sahiptirler. Ozellikle, katyonik dogrusal ve ¢apraz bagli polimerler, hiicre ile
yiiksek oranda etkilesim kurabilmeleri, endozomal ¢evrimden kacabilme etkinlikleri,
antibakteriyel 6zellikleri ile en sik kullanilan polimer sinifidir ve pH, sicaklik gibi
fizyolojik uyaranlara kars1 duyarli dogal ve sentetik polimerler ile beraber kullanilarak
belirli bir hastalia, organa veya hiicreye 6zel tasima sistemleri tasarlanabilmektedir.
Katyonik dogal bir polimer olan kitosan (Cs), biyobozunur, biyouyumlu yapisi ile
ilag/gen tasima sistemlerin siklikla kullanilmaktadir. Ote yandan, kitosanin sadece bazi
seyreltik asit ¢ozeltilerinde c¢oziinmesi, uygulama alanini kisitlamaktadir. Bu
¢Oziintirliik problemini agsmak ve kullanim alanlarini1 genisletmek adina kitosanin hem
katyonik sentetik hem de sicaklia duyarli polimerle beraber kullanimi hakkinda
yogun arastirmalar yapilmaktadir.

Poli(N-izopropil akrilamit) (PNIPAAm) 32-34 °C’deki hacim faz gecis sicakligi
(VPTT) sayesinde viicut sicakligmma, poli(2-(dimetilamino) etil metakrilat)
(PDMAEMA), polietilenimin (PEI) gibi katyonik polimerler ise pKa degerleri ile kan,
organ ve hiicre i¢i pH degerlerine karsi duyarli  ilag/gen tasiyici sistemlerinin
sentezlenmesine olanak saglar. Ayrica sentetik katyonik polimerler kitosanin hem
¢Ozlinlrliiglini hem de hiicre i¢i caligmalarda salim/transfeksiyon etkinligini
arttirmaktadir. Genel olarak, sentetik ve dogal polimerlerin beraber kullanilmas1 hem
biyolojik olarak zararsiz hem de etkin tasiyicilarin tasarlanmasini saglamaktadir.

Bu tez calismasinda, hem ilag hem de gen tasiyict sistem olarak kullanilabilecek
poli(N-[3-(dimetilamino)propil |metakrilamit) (PDMAPMAAmM) iceren dogrusal ve
capraz bagli katyonik polimerleri farkli reaksiyon kosullar1 altinda sentezlendi ve
yapilar detayli sekilde karakterize edilerek ilag/gen tasiyici olma potansiyeline sahip
uygun kombinasyonlar belirlendi. Bu dogrultuda, tez ¢alismasi pH/sicaklik duyarh
PNIPAAm katyonik hidrojelleri ve pH duyarli Cs-g-PDMAPMAAm as1
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kopolimerlerinin sentez ve karakterizasyonlari ile uygulama alanlarinin belirlenmesi
olarak iki kisima ayrildi ve DMAPMAAm igeren kopolimerlerin/hidrojellerin ilag ve
gen tagima sistemlerine uygunluklari incelendi.

[lk asamada, DMAEMA, DMAPMAAm ve 3-(metakriloamino)propil]trimetil
amonyum kloriir (MAPTAC) igeren katyonik PNIPAAm hidrojelleri, nétral metilen
bis akrilamit (BIS) ve katyonik tetraallil amonyum bromiir (TAB) ¢apraz baglayici
varliginda ¢ farkli c¢oziicli/baglatict cifti kullanilarak serbest radikal ¢ozelti
polimerizasyonu ile sentezlendi ve katyonik komonomerlerin, ¢apraz baglayicilarin ve
¢oziicli/baglatict ¢iftinin mekanik 06zelliklere, sisme/biiziilme ve ilag salim
davraniglarina etkisi degerlendirildi. Potasyum persiilfat / N,N,N',N'-tetrametil
etilendiamin (KPS/TEMED), KPS/NaOH bagslatic1 c¢iftleri ile 25 °C’de veya
azobisizobutironitril (AIBN) termal baslaticisi ile 50 °C’de sirasiyla, destile deiyonize
su (DDS) ve 1,4-dioksan c¢oziiciileri igerisinde sentezlenen PNIPAAm katyonik
hidrojelleri ile ilgili ilk bulgular sonucunda, baslatici/coziicli ¢iftinin, katyonik
komonomer ve ¢apraz baglayici tiiriiniin homojenlik, mekanik 6zellikler ve sigsme
davraniglarini 6nemli dl¢iide etkiledigi gézlemlendi. Model komonomer olarak segilen
DMAPMAAmM’in ¢ farkli baslatici/¢coziicii  ¢ifti igerisinde sentezlenen
kopolimerlerinin sisme ve mekanik Ozelliklerine ait degerler, KPS-TEMED/DDS
¢oziicii baslatici ¢iftinin, opak ve KPS/ 0.1N NaOH sistemine gore daha diisiik sisme
derecesine ve ylksek mekanik kuvvete sahip hidrojellerin olusmasini sagladigini
gosterdi. Ayrica P(NIPAAm-ko-DMAEMA)/BIS ve P(NIPAAm-ko-MAPTAC)/BIS
hidrojellerinin 37 °C DDS ve pH 4’teki mekanik dayanimlarinin DMAPMA Am igeren
orneklere gore daha yiiksek, sisme derecelerinin ise daha diisiik oldugu bulgulandi.
Denge sisme ve mekanik dayanim testlerinden elde edilen tiim sonuglar
dogrultusunda, MAPTA+ CI iyonomer giftlerinin olusturdugu fiziksel ¢apraz baglarin
ve DMAEMA ’in ester gruplarindan kaynaklanan hidrofobik etkilerin, hidrojellerin 37
°C’deki mekanik dayanimlarinin artmasini saglayabilecegi ifade edildi.

PNIPAAm hidrojellerinin 25 °C/37 °C DDS igerisindeki sisme/bliziilme stireglerinde
suyun ag yapinin i¢ine/disariya difiizyonu ile 37 °C’de DDS igerisinde gergeklestirilen
L-AA salim deneylerinden elde edilen sonuglarda iyonik ve hidrofobik etkilerin
onemini acikca gostermektedir.  BIS ile capraz bagli ve AIBN/1,4-dioksan
baslatici/¢oziicii ¢ifti ile sentezlenen PNIPAAm katyonik hidrojellerinin su difiizyon
mekanizmalarinin Fick yasasina uydugu, ayni kosullarda TAB ile capraz bagh ag
yapilarin ise Fick yasasina uymayan difiizyon mekanizmasina sahip oldugu
bulgulandi. Bu durum, katyonik monomerlerin protonlanmis amin gruplari ile TAB’1n
kuvaterize amonyum gruplarmin arasindaki elektrostatik itme kuvvetlerinden
kaynaklanmaktadir. Ayrica P(NIPAAm-ko-MAPTAC)/BIS hidrojelinin yapisinda
kalic1 protonlanmis gruplar olmasina ragmen diflizyon iistelinin 0,5 degerine yakin
olmasiin sebebi ise fiziksel ¢apraz bag olarak davranan multiplet olusumlar ile
aciklanmaktadir. Benzer sekilde, P(INIPAAm-ko-MAPTAC)/BIS hidrojelinin L-AA
salimina ait diflizyon tstelinin diger 6rneklerden daha diisiik ve yalanci-Fick (less-
Fick) mekanizmasina sahip olmast bu iyonomer/multiplet yapilarinin varligini
desteklemektedir. Bu kisimdan elde edilen bulgular, baglatici/¢oziicii ¢iftinin,
katyonik monomer ve ¢apraz baglayici tiiriiniin ag yapilarin mekanik 6zellik, sisme ve
ilag salim davranislarinda keskin degisikliklere yol ag¢tig1 ve uygun kombinasyonlar
belirlenerek anyonik ilag/gen vb. biyomakromolekiiller i¢in ideal tastyici sistemlerin
olusturulabilecegi gostermektedir.

Calismanin ikinci kismini olusturan ve viral olmayan vektor olarak kullanilmasi
planlanan CsgD as1 kopolimerleri ise KPS termal baslaticis1 varliginda serbest radikal
cozelti polimerizasyonu ile sentezlendi. Farklt molekiil agirliklar1 ve deasetilasyon
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derecelerine sahip kitosanlar igeren bu as1 kopolimerlerinin 6ncelikle karakterizasyon
deneyleri gergeklestirilerek sentez sirasinda kullanilan Cs, DMAPMAAm ve KPS
konsantrasyonunun yapilarin zincir parametreleri, as1 verimleri, molekdil agirliklart ve
dal sayisi/uzunluklarina etkileri incelendi. Elde edilen bulgular, sentezde
DMAPMAAmM:Cs (D:Cs) mol oran1 8:1 olarak segilen as1 kopolimerlerinin en yiiksek
verime sahip oldugunu, KPS konsantrasyonunun asi kopolimerlerinin verimi, zincir
parametrelerini ve diger tiim yapisal Ozelliklerini keskin bir sekilde degistirdigini
gosterdi. KPS konsantrasyonu arttik¢a, daha diisiik molekiil agirlikli, daha kisa dallara
sahip CsgD as1 kopolimerlerinin olugmasina sebep olmaktadir. Ayrica KPS’in kitosan
zincirlerinin degrede olmasina yol actii, KPS konsantrasyonu arttik¢a 6rneklerdeki
kitosan zincirlerinin kisaldig1r ve yiiksek KPS konsantrasyonunda asi yerine blok
kopolimerlerin olustugu bulgulandi. Ote yandan, &zellikle kitosanin baslangictaki
molekiil agirhiginin ve deasetilasyon derecesinin as1 kopolimerleri iizerinde belirgin
bir etkiye sahip olmadig1 gozlemlendi. Karakterizasyon asamalarinin sonucunda gen
tagiyict sistemler i¢in en uygun Orneklerin, diisiik molekiil agirlikli, deasetilasyon
derecesi %94 olan kitosan ile 8:1 D:Cs mol oraninda DMAPMA Am igeren, farkl1 KPS
konsantrasyonlarinda sentezlenmis CsgD as1 kopolimerleri oldugu goriildii ve bu
kopolimerlerin kiiclik interferans RNA (siRNA) ile CsgD/siRNA kompleksleri
olusturuldu.

Polipleks ad1 verilen bu kompleksler olusturulmalarinin ardindan dinamik 151k sagilimi
(DLS) yontemiyle zeta potansiyeli ve tanecik boyutlari, agaroz jel elektroforez ile
CsgD:siRNA kiitlece baglanma oranlar1 ve CsgD as1 kopolimerlerinin hemolitik
aktiviteleri belirlendi. Uygun CsgD/siRNA baglanma oranlar1 ve CsgD
konsantrasyonlarinin belirlenmesinin ardindan MDA-MB-231 direngli meme kanseri
hiicresi kullanilarak MTS testi ile hiicre canliligi ve GAPDH testi ile transfeksiyon
etkinligi deneyleri gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar, CsgD as1 kopolimerlerinin
molekiil agirliklari, zincir parametreleri, dal sayisi/uzunluklariin tagiyicinin
biyouyumlulugu ve transfeksiyon etkinlikleri {izerinde 6énemli bir etkisinin oldugunu
gostermektedir. Ozellikle, kiigiik molekiil agirligina sahip kisa DMAPMAAm dallari
iceren CsgD as1 kopolimerlerinin hiicre canliliklarinin yiiksek oldugu (> %70),
GAPDH protein ifadesini ticari tastyici olan lipofektamin ile benzer sekilde, %50
civarlarina kadar diisiirebildigi bulgulandi. Tez c¢alismasindan elde edilen tiim
sonuglar, CsgD as1 kopolimerlerinin ilag/gen tasiyicist olarak biiyiik bir potansiyele
sahip oldugunu gostermektedir.
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DRUG AND GENE DELIVERY SYSTEMS OF SYNTHETIC AND
NATURAL POLYMERS: SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND
BIOMEDICAL APPLICATIONS

SUMMARY

Scientists have been researching and developing new materials for controlled and
targeted drug delivery systems for many years, in order to increase patient compliance
treatment effectiveness, and reduce the side effects of drugs. Drug/gene delivery
systems ensure the bioactive materials without degradation and create any toxic effect
until they are carried to the targeted organs/cells or release of loaded drugs is
completed. The expected results in this case are reduced costs by using lower doses of
drugs and side effects, being effected on the the quality of life of patients, are reduced.
However, drug delivery systems have been insufficient in the treatment of genetic
diseases and so, the studies in this field have been directed to gene therapy. Gene
therapy, which is a new treatment method, is based on the replace or supplement of
the damaged gene in the cell with healthy genetic material, in order to cure genetic
diseases. It is aimed by gene therapy, to provide solutions to fatal or incurable diseases
caused by mutation, missing / excessive copying of one or more genes.

Although drug and gene delivery systems have successful results separately, the recent
studies show that dual delivery systems, that is, the carriers in which drug and gene
are loaded at the same time, increase the effectiveness of the treatment by creating a
synergistic effect. Today, intensive research is being carried out on the development of
both drug and gene delivery systems in the treatment of many genetic diseases,
especially in cancer therapy.

Synthetic and/or natural materials used in the biomedical and pharmaceutical fields
are required to form targeted/sustainable (or controlled) systems and to be biologically
resistant, nontoxic, biocompatible and biodegradable. Among these, polymeric
materials have a special place in the design of carrier systems because they can be
easily functionalized according to the therapeutic agent/disease. In particular, cationic
linear and cross-linked polymers are the most frequently types of the polymers used,
due to their ability to interact with the cell membrane at a high level and to escape the
endosomal cycle, and their antibacterial properties. Besides, they can also be used in
combination with natural and synthetic polymers, which can be sense to the changes
in the physiological parameters such as pH and temperature, to design delivery systems
specific to a particular disease, organ or cell.

Chitosan (Cs), which is a cationic natural polymer, is frequently used in drug/gene
delivery systems with its biodegradable and biocompatible structure. However, the
fact that chitosan is dissolved only in some dilute acid solutions limits its application
area. In order to overcome this solubility problem and expand its application areas, the
hybrid systems of chitosan are studied with both cationic synthetic and temperature
sensitive polymers. Poly (N-isopropyl acrylamide) (PNIPAAm) is used as a
temperature sensitive carrier due to its volume phase transition temperature (VPTT) at
32°-34°C, while cationic polymers such as poly(2-dimethylaminoethyl methacrylate)
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(PDMAEMA) and poly (N-[3-(dimethylamino) propyl] methacrylamide)
(PDMAPMAAmM) are used as pH sensitive carriers thanks to their pKa, that are suitable
to pH values of blood, organs and intracellular. Because of their stimuli-sensitive
behaviours, these materials are considered as a potential carrier for genes and drug
molecules. Moreover, synthetic cationic polymers increase both solubility and
release/transfection efficiency of chitosan in intracellular studies. On the other hand,
the synthetic cationic polymers have a high charge density exhibit cytotoxic effects.
The hybrid materials combined the synthetic and natural polymers are biologically
harmless and so, can be used the design of effective drug/gene carriers.

The gene carriers need to be nano-sized, to deliver therapeutic agent into the cell.
Whereas, hydrogels, which are macroscopic mesh structures, are often favored for
drug delivery systems to be placed on the skin (wound dressing) or inside the body
(implant). These macro-, micro- and nano-sized carriers should be biocompatible, have
a balanced cationic charge, be resistant to effects such as pressure and enzymes for the
body, and release the therapeutic agent under favoured conditions. For this reason, it
is very important to investigate the mechanical, swelling and release properties of these
carriers. It is especially important to determine the mechanical (compressive and/or
tensile) strength of polymeric materials with macro-sized, which are used as drug
carriers, wound dressings and implants by tensile/compression tests, and these
measurements give easier and faster results than tests performed for nano/micro
systems.

In this thesis, linear cationic polymers bearing PDMAPMAAm chains as grafts and
and cross-linked statistical copolymeric hydrogels containing DMAPMA Am units (or
short (DMAPMAAm)n sequences) were synthesized under different reaction
conditions, to use as gene and drug carrier system, their structures were characterized
in detail and suitable combinations with drug/gene carrier potential were determined.
By taking into considering all these explanations, the main idea of the present thesis is
investigated into two parts: synthesis and characterization of (i) pH/temperature-
sensitive PNIPAAm based macro-sized cationic hydrogels and (ii) pH-sensitive Cs-g-
PDMAPMAAm (CsgD) nano-sized graft copolymers, and the suitability of all these
DMAPMAAm-containing crosslinked/linear copolymers as drug and gene delivery
systems, respectively.

In the first step, cationic PNIPAAm hydrogels containing DMAEMA, DMAPMAAmM
and [3-(methacryloylamino)propyl]trimethylammonium chloride (MAPTAC) were
synthesized by free radical solution polymerization using three different
solvent/initiator pairs in the presence of neutral N,N’-methylenebisacrylamide (BIS)
and cationic tetraallylammonium bromide (TAB) crosslinker and the effect of cationic
comonomers, crosslinkers and solvent/initiator pair on mechanical properties,
swelling/deswelling and L-ascorbic acid (L-AA) release behaviors were evaluated.
Polymerization of PNIPAAm based cationic hydrogels were initiated utilizing redox-
pairs potassium persulfate/ N,N,N',N'-tetramethyl ethylenediamine (KPS/TEMED)
and KPS/NaOH or a thermal initiator azobisisobutyronitrile (AIBN) in the distilled
deionized water (DDW), 0.1 N NaOH, and 1,4-dioxane solvents respectively. Also,
formation of hydrogels using KPS systems was carried out at 25 °C while AIBN was
activated at 50 °C. According to our findings, the cationic comonomer and crosslinker,
as well as the initiator/solvent pair, have a significant impact on the homogeneity,
mechanical strength, and swelling behavior of hydrogels. DMAPMAAm is the model
comonomer to indicate effect of initator/solvent pair KPS-TEMED/DDW, KPS/0.1N
NaOH and AIBN/I,4-dioxane systems on the uniaxial compression moduli,
gravimetric swelling degree and appearance of hydrogels. The results shows that KPS-
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TEMED/DDW initiator/solvent pair provide formation of opaque hydrogels which has
less swelling degree and improved mechanical strength more than KPS/0.1N NaOH
system. When the mechanical property of P(NIPAAm-co-DMAEMA)/BIS and
P(NIPAAm-co-MAPTAC)/BIS hydrogels at 37 °C/DDW and 37 °C/pH 4 is compared
to DMAPMAAmMm containing hydrogels, the results exhibit that DMAEMA/BIS and
MAPTAC/BIS including crosslinked networks have greater compressive moduli and
a less swollen structure. All of the results demonstrated that the physical cross-linking
points generated by ionomer pairs of MAPTA" CI" units, as well as the hydrophobic
contributions of ester groups in the DMAEMA units, may be responsible for their
raised mechanical strength in DDW at 37 °C. Moreover, the charge screening effect
of chloride ions in the swelling media at pH 4 contributed in higher compressive
moduli as compared to DDW.

The results obtained from the diffusion of water into/out of the network structure in
the swelling/shrinkage processes of PNIPAAm hydrogels at 25 °C/37 °C in DDW and
L-AA release experiments performed in DDS at 37°C clearly show the importance of
ionic and hydrophobic effects. It was found that the water diffusion mechanisms of
PNIPAAm cationic hydrogels crosslinked with BIS and synthesized presence of
AIBN/1,4-dioxane initiator/solvent pair obeyed Fick's law. On the other hand, the
hydrogels crosslinked with TAB under the same conditions had non-Fickian water
transport mechanism due to the electrostatic repulsion forces between the protonated
amine groups of the cationic monomers and the quaternized ammonium groups of
TAB. However, despite the presence of permanently protonated groups in the
P(NIPAAm-co-MAPTAC)/BIS hydrogels, the water diffusion exponent is close to 0.5
due to the formation of multiplets that act as physical cross-links. Similarly, the fact
that the diffusion exponent of the P(NIPAAm-co-MAPTAC)/BIS hydrogel for L-AA
release is lower than the other samples and has a less-Fick mechanism is explained by
these ionomer/multiplet structures. The results obtained in this part show that the
initiator/solvent pair, cationic monomer and type of crosslinker lead to sharp changes
in the mechanical properties, swelling/deswelling and drug release behaviour of the
network structures and that ideal carrier systems can be created for anionic
biomacromolecules such as drug and gene by determining suitable combinations.
CsgD graft copolymers, which constitute the second part of the study and are planned
to be used as non-viral vectors, were synthesized by free radical solution
polymerization in the presence of KPS thermal initiator. These graft copolymers
containing chitosans with different molecular weights and degrees of deacetylation,
were firstly characterized and the effects of Cs, DMAPMAAm and KPS concentration
on the chain parameters, graft yields, molecular weights and branch number/lengths of
the structures were investigated. The results showed that the graft copolymers which
were synthesized using 8:1 DMAPMAAm:Cs (D:Cs) molar ratio had the highest yield,
while the KPS concentration sharply changed the graft yield, chain parameters and all
other structural properties of the graft copolymers. Increasing KPS concentration leads
to the formation of CsgD graft copolymers with lower molecular weight and shorter
branches. It was also found that KPS leads to the degradation of chitosan and chitosan
chains in the samples become shorter depends on the increasing KPS concentration.
The radicals on the etheric oxygen leads to form block copolymers instead of graft at
high KPS concentration. On the other hand, it was observed that the initial molecular
weight of chitosan and the degree of deacetylation did not have a significant effect on
the graft copolymers. As a result of the characterization steps, the most suitable
samples for gene carrier systems were found to be CsgD graft copolymers synthesized
at different KPS concentrations containing low molecular weight chitosan with a
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deacetylation degree of 94% and DMAPMAAm at a molar ratio of 8:1 D:Cs.
Therefore, CsgD/small interfering RNA (siRNA) complexes which is called polyplex,
were formed using these combinations and their zeta potential and particle sizes were
examined by dynamic light scattering (DLS) method, CsgD:siRNA mass binding
ratios by agarose gel electrophoresis. Moreover, hemolytic activity of CsgD
copolymers, cell viability of polyplexes by using MTS assay and transfection
efficiency of siRNA on the MDA-MB-231 human breast cell lines were investigated.
All the biophysical properties and in vitro studies showed that the molecular weight,
chain parameters and branch length/number have important effect on the
biocompability and transfection efficiency of CsgD polyplexes. Also, the cell viability
of CsgD graft copolymers with lower molecular weight and shorter DMAPMAAmM
branches are within acceptable limits (< 70%) and the ability of these copolymers to
knockdown of the target gene is comparable level with lipofectamine which is
commercial gene carrier. All the findings in the 2™ part of this thesis demonstrated
that CsgD/siRNA complexes have a great potential as gene carrier.
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1. GIRIS

Bilim insanlar1 uzun yillardir hastalarin ilaca olan uyumlulugunu, tedavinin etkinligini
arttirmak ve ilacin yan etkilerini azaltmak amaciyla kontrollii ve hedefe yonelik ilag
salim sistemleri hakkinda arastirmalar yapmakta ve yeni malzemeler gelistirmektedir.
llaclar, tasiyici sistemler igerisinde viicuda gonderildigi zaman hedeflenen
organ/hiicreye ulasana kadar konsantrasyonlarinin azalmasi, bozulmasi ve diger
organlarin ilagtan etkilenmesini engellenmektedir. Bu sayede, daha diisiik dozlarda
ilag kullanilarak maliyet diistiriilmekte ve kemoterapi ilaglar1 gibi viicudun tamamini
etkileyerek hastalarin yasam kalitesini diisiiren yan etkiler azaltilmaktadir [1]. Ilag
salim sistemleri tiim bu avantajlarina ragmen genetik hastaliklarin tedavisinde yetersiz
kalmistir ve bu alandaki arastirmalar yon degistirerek gen terapisi hakkinda ¢alismalar
baslamistir. Gen terapisi, genetik hastaliklari 1yilestirmek amaciyla hiicre igerisindeki
hasarl1 genin saglikli genetik malzeme ile degistirilmesi veya desteklenmesi
konseptine dayali bir tedavi yontemidir. Bir ya da daha fazla genin mutasyonu,
eksik/fazla kopyalanmasi sebebiyle ortaya ¢ikan 6liimciil, tedavisi olmayan veya
standart yontemlerle tedavi edilemeyen hastaliklara gen terapisi ile ¢6ziim getirilmesi

hedeflenmektedir [2].

Modern tip biliminde ¢igir agan bu iki yOntemin beraber kullanimi daha etkili
sistemlerin olusturulasina olanak saglamaktadir. Bu iki alanin birlestirilmesi ile ortaya
cikan sinerjik etki sayesinde her iki yontemin gii¢lii yonlerine sahip ilag/gen tasiyici
sistemler tasarlanabilmektedir ve karmasik, tedavisi miimkiin olmayan hastaliklar i¢in
hassas, etkin ve yenilik¢i tedaviler gelistirilmektedir. Ilag ve gen terapisinde
lipozomlar, polimerler, miseller ve karbon nanotiipler gibi malzemelerin
kullanilmaktadir [3—5]. Polimerik malzemeler, tasiyacaklari malzemeye 6zgiin olarak
iiretilebilmeleri, pH, sicaklik, enzimler gibi fizyolojik uyaranlara kars1 sisme/biiziilme,
bozunma vb. davranislar sergileyebilecek sekilde modifiye edilebilmeleri sayesinde
bu smifta 6zel bir yere sahiptir. Bilim insanlari, polimer tabanli nano pargaciklar,
mikrokiireler ve hidrojeller gibi malzemelerin kontrollii ila¢ salim konusundaki

basarisindan yararlanarak, genetik materyali kontrollii bir sekilde hapsedebilecek ve



iletebilecek tastyicilar olusturmaktadirlar. Bu sistemler, terapotik genlerin iletimini ve
ekspresyonunu iyilestirerek spesifik hiicrelerin veya dokularin hassas sekilde
hedeflenmesini saglar. Ayrica kontrollii ila¢ salim sistemleri, gen terapisinin terapotik
etkisini genisleterek, biyomolekiillerin zaman i¢inde siirekli ve diizenli bir sekilde

verilmesini saglayabilir [6, 7].

Polimerik malzemelerin i¢erisinde en yaygin olarak kullanilanlar katyonik dogrusal ve
capraz bagli polimerlerdir. Biyomiihendislik/biyoteknoloji alanlarinda kullanilacak
biyouyumlu polimerik malzemelerin biyolojik sistemlerle etkilesime girerek
iyilestirici ajanlar1 uygun sekilde tasimasi ve salmasi gerekmektedir. Bu sebeple,
hiicreye ilag/gen tasiyacak polimerik sistemler, biyobozunur, kararli, zararsiz (zehirli
olmayan), bagisiklik sistemine uyumlu ve biyolojik olarak yenilenme 6zelligine sahip
olmalidirlar. Ayrica tasiyict polimerin negatif yiiklii hiicre zan ile etkileserek
sitoplazmaya girebilmesi ve endozomal ¢evrimden kagarak hedef ilag/geni salmasi

icin genellikle pozitif yiiklii olmas1 gerektigi ifade edilmektedir [8—11].

Hem dogal hem de katyonik bir polimer olan kitosan (Cs), katyonik karakteri ve
biyoumumlu, biyobozunur olmasi sayesinde ilag tasima/gen terapisi alanlarinda
siklikla kullanilmaktadir. Yapisinda birincil amin grubu bulunan kitosan, bu sayede
pH’a karst duyarli bir davramis gosterir, hedefli sistem i¢in kolay
fonksiyonlandirilabilir. Biyopolimerik nano tasiyici olarak ilacin kan dolagimindaki
temizlenme (drug clearance) oranini ve toksisitesini diislirmek, kontrollii salim
yapmak ve ilacin terapotik indeksini arttirmak gibi bir¢ok avantaja sahiptir. Ancak,
kitosanin sadece bazi seyreltik asit ¢ozeltilerinde ¢oziinmesi, uygulama alanini
kisitladigindan, bu problemini asmak ve kullanim alanlarin1 genisletmek adina
kitosanin son yillarda kimyasal modifikasyonu iizerine yogun arastirmalar
ylriitiilmektedir. Ayrica gen terapisi lizerine yapilan ¢alismalarda modifiye edilmis
kitosanin transfeksiyon etkinliginin yiiksek oldugu da belirlenmistir. Ornegin,
kitosanin katyonik monomerler/polimerlerle modifikasyonu sonucunda yapidaki
pozitif yiikk tastyan gruplar arttigindan DNA’ya baglanma etkinligi ytlikselmekte,
boylece daha katyonik yapiya sahip kitosanin hiicre icindeki endozomal kagis ve
transfeksiyon etkinligi de artmaktadir [12—14]. Ayrica ilag/gen tasiyici sistemlerde
dogal ve sentetik polimerlerin bir arada kullanilmasi ile hem biyouyumlu, toksik
olmayan hem de hedefe yonelik, istenilen 6zelliklere sahip, kolay modifiye edilebilen

malzemeler tasarlanabilmektedir.



Polietilen imin (PEI) ve poli(2-dimetil amino) etilmetakrilat (PDMAEMA) gen
terapisinde ve ila¢ salim sistemlerinde en ¢ok tercih edilen sentetik polimerlerdir. Ote
yandan, katyonik bir biyopolimer olan kitosan ile sentezlenen as1 polimerleri de,
trasfeksiyon etkinlikligi, toksisite ve tampon kapasitesi gibi, polimerlerin gen terapisi
uygulamalarinda kullanilabilirligini belirleyen temel 6zelliklerini gelistirerek oldukca

etkili sistemler olusturmasini saglamaktadir [15—18].

Son yillarda, poli (N-[3-(dimetilamino)propil|metakrilamit) (PDMAPMAAm)
polimerleri de ilag/ viral olmayan gen tagima ve protein tanima gibi sistemlerde siklikla
kullanilmaktadir [19-23]. PEI ve PDMAEMA’in as1 polimerlerinin yani sira
PDMAPMAAmM igeren polimerlerin de kullanilmasinin en O©nemli nedeni,
PDMAPMAAm transfeksiyon etkinligi acisindan digerlerinden daha zayif olmasina
karsin ilag¢ tagima sistemlerindeki basarisi, toksisite ve sitotoksisitesinin daha diisiik
olmasi, ayrica PEI’ye gore de tampon kapasitesinin daha yiiksek olmasidir [22, 24,
25].

Ozellikle ila¢ salim sistemlerinde katyonik polimerlerin yam sira sicakliga duyarli
malzemeler de siklikla kullanilmaktadir. Hastalik durumunda viicudun tamaminda ya
da hastalikli doku/hiicre ¢evresinde sicaklik degisimi gézlemlenmektedir. Sicakliga
duyarli dogrusal/¢apraz bagli polimerler, bu degisime kars1 konformasyonlarini
degistirmeleri sayesinde kontrollii sistemler olusturulmasina olanak saglar. Poli(N-
izopropil akrilamit) (PNIPAAm) viicut sicakligina yakin bir noktada (32-34 °C) hacim
faz gecis sicakligina (VPTT) sahiptir ve hidrofilik komonomerler/polimerler ile
birlikte kullanildiginda faz gecis sicakligi daha yiiksek degerlere ¢ikartilabilmektedir
[26-28].

Terapotik ajan hiicre igerisine gonderilecek ise tasiyicinin nano boyutlarda olmasi
gerekmektedir. Ote yandan, deri {istine (yara Ortiisii) veya viicut igerisine
yerlestirilecek (implant) ilag yiiklii sistemler i¢inse genellikle makroskopik boyuta ag
yapilar olan hidrojeller tercih edilmektedir. Makro, mikro ve nano boyuttaki bu tasiyici
malzemelerin biyouyumlu olmasi, katyonik yiikiiniin dengeli olmas1 ve viicut i¢in
basing, enzim gibi etkilere karsi dayanikli olmasi, terapotik ajan1 uygun kosullarda
salabilmesi gerekmektedir. Bu sebeple, tasiyicilarin mekanik, sisme ve salim
ozelliklerinin incelenmesi oldukca 6nemlidir. Ozellikle ilag tasiyici, yara ortiisii ve

implant olarak kullanilarak polimerik malzemelerin ¢ekme/sikistirma testleri ile



mekanik dayanimlarinin belirlenmesi olduk¢a dnemlidir ve bu dl¢limler nano/mikro

sistemler icin gergeklestirilen testlere gore daha kolay ve hizli sonuglar vermektedir.

Bu tez calismasmin amaci ilag ve gen tasima sistemi olarak kullanilabilecek, son
yillarda biyolojik uygulamalarda kullanimi yayginlasmis olan PDMAPMAAmM
polimerini i¢eren dogrusal ve ¢apraz bagl katyonik polimerik sistemler sentezleyerek
uygulama alanlarina bagl karakterizasyonlarini gerceklestirmek, sentez kosullarinin,
komonomer ve baslatic1 tiirii/konsantrasyonunun yapilara etkisi incelemek ve
literatiire bu konuda kapsamli bilgi sunmaktir. Bu ama¢ dogrultusunda ilk olarak,
NIPAAm, DMAPMAAm, DMAEMA ve 3-(metakriloamino)propil]trimetil
amonyum kloriir (MAPTAC) monomerleri ile nétral dort fonksiyonlu BIS veya
katyonik sekiz fonksiyonlu TAB capraz baglayicilar1 ile bagli PNIPAAm katyonik
hidrojelleri sentezlenecek ve ilag tasiyici sistem olarak kullanilacaktir. KPS-
TEMED/DDS, KPS/ 0.IN NaOH veya AIBN/1,4-dioksan baslatici/¢oziicii ¢ifti
varliginda serbest radikal ¢6zelti polimerizasyonu ile sentezlenen PNIPAAm katyonik
hidrojellerinin DDS, pH 4 ve pH 9’daki mekanik 6zellikleri, 25/37 °C’de DDS’teki
sisme/biiziilme davraniglar1 incelenecektir. Ardindan, hidrojellere model ilag olarak
belirlenen anyonik L-AA yiiklenecek ve 37 °C DDS igerisindeki salim mekanizmalari
belirlenerek ag yapilarin  Ozellikle anyonik terapotikler i¢in uygunluklari

arastirilacaktir.

Calismanin ilerleyen kisminda, farkli molekiil agirliklar1 ve deasetilasyon derecelerine
sahip kitosan ve farkli mol oranlannda DMAPMAAm kullanilarak Cs-g-
PDMAPMAAm as1 kopolimerleri sentezlenecektir. Farklt KPS konsantrasyonlarinda
sentezlenen as1 kopolimerlerinin as1 verimleri, as1 etkinlikleri, zincir parametreleri, dal
sayilari/uzunluklar1 belirlenerek baslatici, polimer ve monomer konsantrasyonu ile
kitosan tiiriinlin yapilar lizerindeki etkisi incelenecektir. Bu adimin ardindan, gen
terapisi i¢in uygun kombinasyonlar belirlenerek Cs-g-PDMAPMAAmM asi
kopolimerlerinin anti-GAPDH siRNA ile polipleksleri olusturulacak, yapilarin DLS
ile tanecik boyutlari, zeta potansiyelleri, agaroz jel elektroforez ile siRNA ile
baglanma oranlari, hemolitik aktiviteleri arastirilacaktir. Son olarak, Cs-g-
PDMAPMAAmM as1 kopolimerlerinin MDA-MB-231 insan meme kanser
hiicrelerindeki hiicre canliliklart ve GAPDH protein seviyelerini diislirme oranlari

belirlenerek gen terapisi i¢in uygunluklar1 degerlendirilecektir.



2. TEORIK BIiLGI

2.1 Gen Terapisi

Kanser, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, norolojik ve genetik bozukluklar gibi
kalitsal ve/veya fiziki, kimyasal ve sosyal ¢evre kosullar1 kaynakli dis faktorlerin etkisi
ile ortaya ¢ikan ve insan hayatin1 tehdit eden hastaliklar hem yasam kalitemizi
azaltmakta hem de dliimle sonuclanabilmekte ve tedavilerinde kullanilan geleneksel
ilag ve cerrahi islemlere dayali yontemler her durumda yeterli etkinlige sahip olmayip
hastalarin yasam kalitelerini daha da diisiirebilmektedir [8—11, 29]. Giliniimiizde,
genetik anormallikleri de igeren bu O6liimciil hastaliklarin engellenmesi, teshisi ve
tedavisi i¢in biyomedikal teknoloji alaninda bir¢ok yeni arastirma yapilmaktadir ancak
gelistirilen farmakolojik ajanlar, peptit tabanli terapétikler, tim hastaliklara kars1 etkili
degildir ve kullanimlar1 kisithidir [30]. Bir¢ok hastalik ya dogustan ya da yasamin
ilerleyen  donemlerinde ortaya ¢ikan spesifik genlerin mutasyonundan
kaynaklanmaktadir ve normal farmakolojik uygulamalar ile tedavisi imkansizdir. Bu
durum, bilim insanlarinin hastaliklarin semptomlarinin engellenmesi ile beraber bu
hastaliklara sebep olan faktorlerin ortadan kaldirilmasini saglayacak farkli terapotik
yaklasimlarin gelistirmeleri ve yeni tedavi stratejileri olusturmalari konusunda
arastirma yapmaya yonlendirmistir [31] . Gen terapisi ise, genetik ve kardiyovaskiiler
hastaliklar1 da igine alan, bir¢ok hastalik ile miicadele etmek icin gelistirilmis,
yenilik¢i ve 0ne ¢ikan bir yontemdir. Genomda gerceklesen mutasyon veya silinme
(kayip gen) viicudun hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, hiicre iskeleti, ligant/reseptor
fonksiyonlart ve hiicre dis1 proteinleri de igeren bir dizi normal metabolik siirecin
engellenmesine yol agarken gen terapisi bu problemlerin ortadan kaldirilmasi i¢in yeni

¢Oziimler {iretilmesine olanak saglamaktadir.

Gen terapisi, bir hiicredeki mevcut anormalligi diizelterek veya hiicreye yeni bir islev
saglayarak terapdtik bir etki olusturma amaciyla belirli bir hiicreye genetik
materyallerin gonderilmesini esas alan bir yontemdir. Se¢ilmis bir genin fonksiyonunu
onarmak veya Ozel bir genin susturulmasini saglamak i¢in farkli gen terapisi
uygulamalari mevcuttur ve bu yontemin asil amaci tek adimda uygun genetik

materyalin bozuk veya kayip gen ile degistirilmesini saglayabilmektir [32].



2.1.1 Gen terapisi tarihcesi

Genetik biliminin Onciisii olarak kabul edilen Avusturyali rahip Gregor Jonann
Mendel, bezelyelerin tohum rengi iizerine yaptigi ¢alisma ile ilk kez “baskin” ve
“cekinik” gen terimlerini ortaya koymus ve bezelyelerin miras aldigi genler {izerinden
bir kalitim modeli gelistirmistir [33]. 1950 yilinda ise, Amerikali biyokimyaci James
Watson ve Ingiliz biyofizik¢i Francis Crick ¢ift sarmal deoksiriboniikleik asit
(dsDNA)’1 model alarak, Franklin, Wilkins, Chargaff ve bu konuda calismis diger
bilim insanlarinin DNA hakkinda kesfetmis olduklar1 yeni bilgileri bir araya getirerek
gen yapisi desifre etmis ve DNA’nin 3 boyutlu yapisini aydinlatmiglardir. Watson ve
Crick’in ortaya koydugu modele gore DNA yapisinda bes halkali seker (deoksiriboz),
3 adet fosfat grubu ve birbirine hidrojen baglar1 ile bagl farkli niikleik asitler (adenin,
guanin, sitozin ve timin) barindiran, ¢ift sarmalli, antiparalel, saga dogru dénen bir

helikstir [34].

1960'larin ortalarinda arastirmacilar, kalitsal hastaliklar1 tedavi etmek icin DNA
gruplarinin hastalarin hiicrelerine yerlestirilebileceklerini dngdrmiisler, 1970 yilinda
ise ilk kez DNA zincirinin 6nceden belirlenmis bir bdlgesinde gen par¢alanmasini
saglayacak niikleaz isimli enzimleri kesfetmislerdir [35, 36]. Bilim diinyasindaki bu
gelismeler, genetik konusunda yeni olasiliklarin dogmasina ve gen terapisi hakkinda

arastirmalarin baglamasina olanak saglamistir.

IIk insan gen transferi, 1989 yilinda tiimér infiltre eden lenfositlerden (kanser
hiicrelerini taniyan ve oldiiren lenfositler) yararlanilarak yapilirken, gen terapisi ilk
kez 1990 yilinda, T ve B lenfositlerinin fonksiyonlarinin bozukluklarindan ortaya
¢ikan ve primer immiin yetmezligi hastalig1 olan Agir Kombine Immiin Yetmezlige
(SCID) sahip Ashanti DeSilva isimli hastanin tedavisi i¢in adenozin deaminaz (ADA)
geninde uygulanmis ve basarili sonuglar elde edilmistir [32]. 21. Yiizyilda,
rekombinant DNA teknolojisi ve bununla ilgili medikal alanlardaki gelismeler
sonucunda fetiislerin genetik yapisinin goriintiilenebilmektedir ve bu durum genetik
degisimlerden kaynaklanan hastaliklarin belirlenmesi, diizeltilmesi ve tedavisini
kapsayan gen terapisine dayali klinik ¢alismalarin yapilmasina olanak saglamistir [37—

39].

Ticari olarak kullanilan ilk gen terapisi tirlinti, Shenzhen SiBiono GeneTech Co. Ltd

sirketi tarafindan 2003 yilinda piyasa siiriilen ve Cin gida ve ilag idaresi (CFDA)



tarafindan onayli Gendicine (rekombinant insan p53 adenoviriis) adli ilagtir ve
bag/boyun kanserinin tedavisi i¢in gelistirilmistir. Gendicine enjeksiyon yoluyla
hiicreye gonderildiginde, modifiye edilmis hiicreler tarafindan p53 (tiimor baskilayict
protein) proteini iretilir. Hiicresel stres ile aktive edilen p53, hiicre ddngiisiiniin
durdurulmasina ve DNA onarimina aracilik eder. Ayrica stres kosuluna (pH, sicaklik,
toksinler, mekanik darbe vb.) bagli olarak istemli hiicre 6liimiinii (apoptoz) ve
yaslanmay1 tetikler. Gendicine 12 yil boyunca 30.000°1 askin hasta {izerinde
kullanilmis ve giivenli sonuclar elde edilmis bir ilagtir [40]. Gen terapisi, kronolojik
gelismeleri ve elde edilen basarili sonucglar 1s18inda, gilinlimiizde hemofili, sistik
fibrosis, talesemi, hiperkolesterol gibi kalitsal hastaliklara yol agan gen
mutasyonlarinin diizeltilmesi ve kanser, Parkinson, Alzheimer, AIDS gibi sonradan
ortaya cikan hastaliklarla miicadelede aktif olarak kullanilmaktadir [41, 42]. Ote
yandan, eseyli iireme hiicrelerinde ortaya ¢ikan etik problemleri ve 6zel izinlere sahip
olmasi1 sebebiyle gen terapisi calismalari genellikle somatik hiicreler {izerine

yapilmaktadir [43].

2.1.2 Gen terapisi prensip ve mekanizmasi

Gen terapisinde genel olarak viicutta belirli bir bolgeye gonderilen niikleik asitlerin ve
terapotikler, hedeflenen 0Ozel bir genin ve bu gene bagl {iretilen proteinin
ekspresyonunun degistirilmesini saglayarak hastaliklarin tedavi edilmesini hedefler.
Bu noktada en 6nemli unsur, genetik materyalleri herhangi bir zarar almadan hedef
hiicreye gonderilebilmesidir. Ancak, bu terapotik genlerin damar i¢inde olusan
ekzoniikleolitik parcalanmalari, viicuttaki endoniikleaz enzimleri ile bioaktivitelerini
kaybetmeleri, negatif yiike, hidrofilik karaktere ve yiiksek molekiil agirligina sahip
olmalarindan kaynaklanan diisiik hiicre zar1 gecirgenlikleri gibi dezavantajlarindan
dolayi ¢iplak halde kullanimlar1 oldukea kisitlidir. Bu sebeple, tedavi edici bu genleri
tasimak i¢in viral (virlise dayali) ve viral olmayan (sentetik) tasiyici vektorler
gelistirilmektedir. Ote yandan, bu tasiyicilarn terapotikleri tasima/salim sirasinda

izledigi siire¢ birbirinden farklidir.

Okaryotik hiicrelerde gen terapisi her iki tastyici tiirii icinde hiicresel alim, endozomal
kacis (viriislerde direkt hiicre zar1 difiizyonu da olabilir), tasiyici/terapdtik
kompleksinin ayrilmasi1 adimlarmi igerirken bu siirecin devaminda virlise dayali

sistemlerde transdiiksiyon (viriis tarafindan gen aktarimi), viral olmayan tasiyicilar



icin ise DNA ve riboniikleik asitin (RNA) sitoplazma veya ¢ekirdege transferi ve
translasyon asamalar1  gerceklesmektedir. Translasyon haricindeki adimlar,
DNA/RNA’nin bir tasiyici ile hedef bolgeye gonderilmesinden ileri gelen, tasiyicinin
yapisina, Ozelliklerine bagli olan ve asilmasi gereken problemlerdir. Gen terapisinde
dogru tastyiciy:r tasarlamak ve klinik uygulamalardaki bagariyr arttirmak ic¢in bu

stirecin tiim adimlarina hakim olmak gerekmektedir (Cizelge 2.1) [44].

Cizelge 2.1 : Tastyicin hiicre ici ve dig1 asmasi gereken problemler [44].

Hiicre I¢ci Bariyerler Hiicre Dis1 Bariyerler

Hiicre zar ile etkilesim ve hiicresel alim Tastyici1 kararliligi

Kan dolagimi1 veya organlarda

Endozomal kagis niikleaz degredasyonu

Cekirdege giris (DNA kompleksleri Polikatyonun hedef hiicrede
i¢in) taninmasi

Tas1yict/terapotik kompleksinin

ayrilmast Tastyicinin hedef hiicreye ulagmasi

Hiicresel alim, molekiillerin biyolojik aktivitelerini diizenleyen en 6nemli siire¢lerden
biridir ve molekiil ile hiicre zarinin arasindaki etkilesimlere bagli olarak degisim
gostermektedir. Hiicre zari, hiicrenin dis sinirlarint olusturan ince (4-10 nm) bir
tabakadir ve en 6nemli iki bileseni yaglar ve proteinlerdir. Yaglarin yapisal bir gérevi
mevcuttur ve negatif yilike sahip iki katmanli yapis1 sayesinde hiicre ile mikro gevre
arasindaki siirlari belirler. Proteinlerin ise islevsel bir géreve sahiptir ve hem hiicrenin
i¢-dis ortamlar1 arasindaki madde taginiminmi diizenler hem de hiicresel sinyallerin
iletimini saglar [45]. Hiicre zan segici gecirgendir ve sadece kii¢iik molekiillerin
katmandan dogrudan ge¢gmesine izin verir. Hiicreler arasi iletisim ve besinlerin alimi
biyolojik olarak tanimlanmis sekilde, hiicre zar1 araciliiyla gergeklesebilir. Oksijen,
karbondioksit, su ve kii¢iik hidrofobik veya polar olmayan molekiiller konsantrasyona
bagli olarak difiizyon yolu ile, iyon ve aminoasit gibi molekiiller iyon kanallar1 ve
protein pompalarini kullanarak aktif tagima (az yogun ortamdan ¢ok yogun ortama
ATP harcayarak gecis) yoluyla hiicreye girerler [46]. Ote yandan, nano boyutlu
hidrofilik biyomakromolekiiller hiicreye endositoz yoluyla, hiicre zarindan olusan bir

kesecigin icerisinde girebilirler [47].

Endositoz temel olarak fagositoz, makropinositoz ve reseptdr aracili endositoz olarak

tic smifta incelenmektedir (Sekil 2.1). Fagositozda, hiicre zarinin disinda olusan



“yalanct ayak” olarak adlandirilan ¢ikintilar hiicreye alinacak biiylik boyutlu kati
molekiillerin ¢evresini sarmaktadir. Insan akyuvar hiicreleri fagositoz yapan hiicrelere
ornek olarak verilebilir. Makropinositozda ise, sivi ve sivi igerisinde bulunan
(coziinebilen molekiiller, besinler ve antijenler gibi) biiylik boyutlu molekiiller, plazma
zarinin disa dogru uzanmasi ve kendine dogru katlanmasi sonucu olusan keseciklerin
igerisine hapsolur ve olusan makropinozom ad1 verilen kesecikler ile hiicreye alinir.
Fagositoz ve makropinositoz spesifik olmayan hiicresel alim sekli iken reseptor aracilt
endositoz da malzemeler, hiicre zarindaki uygun bir reseptore tutunarak hiicreye alinir.
Reseptor aracilt endositoz kendi icerisinde klatrin aracili, kaveola aracili ve klatrin-
kaveola bagimsiz endositoz olarak {i¢ sinifa ayrilmaktadir. Bu mekanizmalarin
hepsinde ortak nokta, ligand adi1 verilen maddelerin, 6zel reseptorlere tutunmasi ile
ligand-reseptor kompleksi olusturmasi ve hiicre zarindan olusan tlizeri ortiilii kesecikler
icerisinde sitozole gonderilmesidir. Klatrin aracili endositozda, farkli reseptor ve
ligandlar, ¢evresinde kafes benzeri yapiya sahip klatrin proteinler bulunan kesecikler
igerisine alinarak erken endozoma gonderilir. Kaveola aracili endositozda ise, hiicre
zarinda kii¢iik, yuvarlak, kolesterol ve sfingolipidler ile zenginlestirilmis ve kaveola
proteinleri ile ¢evrili kesecikler olusur ve bu yolla yaglarin ve sinyal molekiillerinin
taginimi saglanir. Klatrin-kaveola bagimsiz endositozda klatrin ve kaveola proteinleri
bulunmamaktadir. Bu yol biiylime hormonlari, hiicre dis1 sivisi, glikosil

fosfatidilinositol baglantili proteinlerin hiicreye girmesi i¢in kullanilir [45, 48, 49].
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Sekil 2.1 : Malzemelerin hiicreye alim sekilleri.
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Zuhorn ve calisma arkadaslari, biyolojik ve genetik yaklagimlari kullanarak
endositozu engellemek ve klatrin aracili endositoz ile hiicre igine transferi
goriintiilemek i¢in katyonik bir lipit olan SAINT-2 ve dioleoil fosfatil etanol amin
(DOPE) ile hazirlanan SAINT-2/DOPE lipozom tabanli tasiyicilari sentezlenmisler ve
plasmidDNA (pDNA) ile komplekslerini olusturmuslardir. Lipopleks adi verilen bu
komplekslerin  COS-7 (maymun fibroblast) hiicresine giris mekanizmasi
incelendiginde, yapilarin klatrin aracili endositoz ile gerceklestigi gozlemlenmistir
[50]. Ote yandan, farkli calisma gruplarinin dallanmis polietilenimin (BPEI) ile
olusturduklar1 tagiyicilarin rahim agzi kanser hiicrelerine (HeLa) girisi arastirilmis ve
komplekslerin makropinositoz, klatrin veya kaveola aracili endositoz gibi farkli
yontemlerle hiicrelere alindig1 belirtilmistir [S1-53]. Bu tip yag veya polimer tabanl
kompleksler genel olarak adezyon reseptdrleri ile hiicre zarina baglanirlar. Belirli bir
hiicre i¢in tastyicimin  giris  etkinligini  arttirmak  amaciyla sentezlenen
nanopargaciklarin yiizeyleri farkli ligandlar ile fonksiyonlandirilabilir [54, 55]. Ayrica
sentetik tasiyicilarin boyutu, sekli, ylizeyindeki hidrofilik/hidrofobik gruplarin orani
da hiicresel alim oranmini direkt etkileyen faktorlerdir. Bu sebeple, hiicre tiiri,
gonderilecek terapotik, hedeflenen bolge baz alinarak farkli tasiyicilar gelistirilmelidir

[56, 57].

Viriislerin  hiicreye alim siiregleri, viral olmayan tasiyicilardan daha farkh
ilerlemektedir. Hiicre zarindaki 6zel viral proteinler ve hiicre reseptorlerinin viris ile
etkilesimi sonucunda tastyici girisi gergeklesmektedir. Bu mekanizma viral vektoriin
tiriine ve hedef hiicreye gore degisirken en yaygin mekanizma zar {izerindeki

proteinlerin vektor yiizeyine yapisip katlanmasidir [58].

Endozomal ¢evrimde, endositoz yoluyla hiicreye alinan malzeme hiicre zarindan
olusan endozom isimli keseciklerin icerisinde hapsolur ve bu siire¢ malzemenin
endozomdan lizozoma hiicre i¢i tasinimini kapsar. Endozomun farkli asamalarinda
kesecigin icerisindeki pH’1in notralden asidik bolgeye dogru diismesi ve enzimler ile
malzemenin parcalanmasi sonucu endozomal ¢evrim tamamlanir. Gen terapisinde,
genetik materyali son asamaya kadar koruyacak uygun tasiyici tasarlamak igin
endozomal ¢evrim ve kacis mekanizmalarini detayli olarak incelemek gerekmektedir

[59].

Endozomlar, erken, geri doniisen ve ge¢ endozom olarak ii¢e ayrilir ve tasiyici hiicreye

girdiginde erken endozomun (pH ~6,5) igerisinde bulunur. Keseciklerin lizerinde
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bulunan elektrojenik bosluklu H" ATPaz (V-ATPaz) kanallarindan igeriye proton
pompalanmaya baslar. Ayrica bu kesecikler lizerinde klor-hidrojen kanallar1 (CLC-3
ve CLC-5, CLC ailesi degistiricileri) ve Na'/H" degistiricileri (NHE) mevcuttur. Klor
iyonlar1 proton pompasi tarafindan olusan pozitif membran potansiyelini
yonlendirerek, kesecigin asiditesini arttiran en 6nemli karsit iyonlardir. NHE kanallar
ile endozoma gonderilen katyonlar ise elektronétralizasyonu saglayarak, ortamin
asitligini dengeler. Bu siire¢ igerisinde, endozom olgunlasarak ge¢ endozoma evrilir
ve kesecegin pH’1 5,5 civarina diiser. Ardindan, endozom lizozom ile birleserek
endolizozomal keseciklere (pH ~4,5) doniislir ve icerideki malzeme eger bu siireg

icerisinde kagamazsa enzimler tarafindan pargalanir (Sekil 2.2) [48, 60, 61] .

®
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/ pH 45 - 5.0
Erken Endozom
Geri Doniigen
Endozom \-__’ pH50-55 /

Gec Endozom

Lizozom

Sekil 2.2 : Endozomal ¢evrim semasi.

Tas1tyict malzemelerin etkin gen salimi1 yapmasi i¢in endozomal ¢evrimden kacarak
sitozole gecebilmesi gerekmektedir ve endozomdan membranla birlesme (fiizyon),
ozmotik basing etkisi, sisme ile indiiklenme veya membran kararliliginin bozulmasi

mekanizmalarinin birini kullanarak kagabilir (Sekil 2.3).

Cesitli virtisler, lipozomal veya lipit karaktere sahip hibrit polimerlerik karaktere sahip
tastyicilar yag tabakasindan olusan hiicre zarina yapisabilir ve zar ile birleserek
endozomdan kagabilirler. Membran birlesmesi olarak ifade edilen bu durumda,
malzemenin sadece hedeflenen hiicrenin endo-lizozom keseciklerine yapigmasi

gerekmektedir. Yag tabanli malzemelerin yani sira, pH duyarli katyonik polimerler de
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bu mekanizma ile sitozole gecebilmektedir (Sekil 2.3). Bazik ve nétral pH’ta yiizey
yiikleri olmayan katyonik polimerler endozomun/lizozomun pH bolgesinde
protonlanir ve olusan katyonik yiikleri ile negatif yiiklii yag tabakasina tutunurlar. pH
duyarli, yapigsma i¢in tasarlanan karboksillendirilmis poli (glisidol) modifiye lipozom
lipopleksleri ile HeLa hiicreleri iizerine yapilan c¢esitli calismalar sonucunda,
birlesmenin sadece endo-lizozomda gerceklestigi ve tasiyicilarin yiiksek transfeksiyon

etkinligine sahip oldugu rapor edilmistir [62, 63].

e -;“
.\I_I/ ATPaz

A
Y Y

Osmotik Basing Membran Birlesmesi Membran Kararliligmmn Sisme ile Indiiklenme
(Proton Siingeri) Bozulmasi

Sekil 2.3 : Endozomal kagis yontemleri.

Bir diger yontem olan sisme ile indiiklenmis endozomal kagista ise, malzeme
endozomal ¢evrim sirasinda diisen pH’a bagli olarak siser ve hiicre zarini pargalar.
Tastyicinin bu sekilde sitozole gegebilmesi i¢in pH duyarli davranis géstermesi, diisiik
pH’ta siserek hiicre zarina baski yapmasi ve pargalanmaya sebep olmasi gerekmektedir
ancak bu yap1 net olarak aydinlatilamamistir (Sekil 2.3) [64, 65]. Hu ve calisma
arkadaglar1 PDMAEMA polimerini ¢ekirdek ve poli(aminoetil metakrilat) (PAEMA)
polimerini ise kabuk olarak kullandiklari1 poli(etilen glikol) dimetakrilat (PEGDMA)
ile capraz baglanmis ¢ekirdek-kabuk nanopargaciklarinin gen salim etkinliklerini ve
salim mekanizmasini incelemislerdir. Boyutlar1 200 ile 550 nm aralifindan degisen

nanoparcaciklarin pH duyarlilig1 i¢in yapilan deneyler sonucunda, pH 7.4’ten 4.9’a
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indirildiginde yapilarin sigme derecelerinin biiyilik oranda arttig1, en keskin degisimin
7.0-6.8 araliginda gerceklestigi, bu durumun benzer yliikler arasindaki elektrostatik
etkilesimden ve g¢ekirdekteki polimerin solvatasyonundan kaynaklandigi rapor
edilmistir. Ayrica model bilesik olarak kullanilan calcein isimli floresan boya ve oval
albumin proteinleri yiiklii nanopargaciklarin dendrik hiicre hattindaki ilag ve protein
salim etkinliklerinin yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Ote yandan, cekirdekteki
polimer, pH’a kars1 duyarli davranisg géstermeyen bir bagka yap1 ile degistirildiginde,

hiicre igerisinde etkin bir salim olmadig1 da bulgulanmstir [66].

Membran kararliligin bozulmasi ise hiicre zarinin hidrofobik etkilesimler ile
pargalanmasina dayali bir ydntemdir (Sekil 2.3). Ornegin, yiizey aktif madde 6zelligi
gosteren molekiiller yag tabakasinin ¢oziinmesine ve membranin bozunmasina sebep
olmaktadirlar. Ayrica katyonik veya hidrofobik polimerlerde membran yiizeyine
tutunduklarinda membranda konformasyonal degisikliklere sebep olarak endozomal
zarin kararlili§in1 bozarlar. Bu mekanizma, membran birlesmesi yontemi ile benzerlik
gostermektedir [67]. Ornegin, Stayton ve c¢alisma arkadaslari, farkli oranlarda
PDMAEMA ve poli(n-biitil metakrilat) (PBMA) iceren istatistik kopolimerleri
sentezlemis ve bu yapilar {izerinden kirmizi kan hiicrelerinin kararliliginin bozulmasi
ile endozomal kacis arasindaki iliskisini incelemislerdir. Yapilan ¢alismanin
sonucunda, membran kararliligin1 en ¢ok bozan yapilarin en fazla siRNA salimim
sagladig1 bulgulanmistir [68]. Ote yandan, membran kararliligmni bozan bir diger
yontem ise zarda por olusumuna sebep olan peptitlerdir. Antimikrobiyal veya sentetik
ozel peptitler ¢ift katmanli zar ile etkileserek 6zel porlar olustururlar. Bu gegici
acilmalar tasiyicinin disariya difiizlenmesini saglar. Bu difiizlenme sirasinda yag

tabakasinin kararliligi bozulur [69].

Ozmotik basing degisimine dayali endozomal kagis diger adiyla proton siinger etkisi
en yaygin kagis mekanizmasi olarak ifade edilmektedir. Endozomda, yapi igerisine
6zel ATP kanallarindan asit pompalanarak yabanci cismin parcalanmasi saglanir
(Sekil 2.3). Tastyict malzeme tampon 6zelligine sahipse, kesecik icerisine gonderilen
asidi tamponlayarak pH’1n diismesini engeller, bu durumda igeriye daha ¢ok proton ve
iyon dengesini saglamak i¢in klor pompalanmaya devam eder. Bu siirecte, endozomun
ozmotik dengesi bozulur, dengenin yeniden kurulmasi i¢in kanallardan igeriye su girisi
baslar ve zaman igerisinde sisen endozom parcalanir. Bu sekilde endozomdan

kacabilen malzemeler proton siingeri 6zelligi gosteren yapilar olarak ifade edilir ve
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genellikle zayif katyonik karaktere sahip polimerler bu sekilde endozomdan kagarlar
[70, 71]. Bu mekanizma ilk kez 1997 yilinda Behr tarafindan PEI kullanilarak
gergeklestirilen calismalar sonucunda kesfedilmistir [72]. PEI’nin yapisinda bulunan
yliksek orandaki ikincil ve {igiinciil amin gruplar1 sayesinde, fizyolojik (pH 7.4) ve
endozomal (pH 5.5) pH araliginda pKa degerine ve buna bagl olarak yiiksek tampon
kapasitesine sahiptir. PEI, bu sayede lizozomal niikleaz aktivitesini engeller ve
kesecigin ozmotik basing dengesini bozarak par¢alanmasini saglar [17] . PEI’nin yani
sira imidazol i¢eren polimerler, poliamidoaminler de pH 7.4 ile 5,1 arasinda tampon
kapasitesine sahiptir [73—75]. Ayrica PDMAEMA (pKa ~7.4) ve PDMAPMAAmM
(pKa ~8.8) gibi pH duyarl akrilat ve akrilamit tiirevi polimerler de sahip olduklar
pKa degerleri ile endozomal c¢evrim siirecinde proton siingeri 6zelligi
gosterebilmektedirler [24, 76]. Ote yandan, gen terapisinde sik kullanilan kitosan gibi
dogal, katyonik, biyobozunur polimerlerinde diisiik de olsa tampon kapasitesine sahip

olduklar1 belirtilmektedir.

Tastyic1 malzemeler endozomdan kagtiktan sonra, tagidiklar1 genetik materyal DNA
ise, sitoplazma igerisinde hareket ederek g¢ekirdege ulasabilmelidirler ve bu adim
cekirdege tasima olarak ifade edilmektedir. Tasiyicinin, protein, mikrotiibiil ve
organelleri iceren konsantre bir ortamda hareket yetenegi oldukca kisithdir ve
sitozoldeki hareketlilik malzmenin boyutuna bagli diflizyon ile gerceklesir [77].
Ciplak DNA 3.000 baz ciftine veya daha fazlasina sahipse veya DNA tasiyicisinin
boyutlar1 ¢cok biiyiikse sitoplazma icerisinde hareket etmeleri miimkiin degildir [78].
Ote yandan, yiizeylerinde pozitif yiik bulunduran polipleks, lipopleks gibi yapilar
anyonik mikrotiibiiller veya motor proteinleri ile spesifik olmayan etkilesimler kurarak
cekirdege dogru hareket edebilirler. Ancak, ¢ekirdege tasinim mekanizmasi ¢ok net
aydinlatilamamaktadir. Bu sebeple tasiyicinin basarisi, malzemenin hiicreye alinmasi,
endozomdan kagcis1 ve hiicreye genetik materyali birakabilmesi stireclerinin toplamini

ifade eden transfeksiyon etkinlikleri ile degerlendirilir [79].

Tasinan genetik materyal RNA oldugu durumda c¢ekirdege aktarim adiminin énemi
ortadan kalkar ve malzeme c¢ekirde§e girmeden sitozolde RNA’y1 salarak
transfeksiyon adimini gerceklestirebilir. Gen terapisinde sik kullanilan mesajc1t RNA
(mRNA), DNA’nin aksine ¢ekirdege girmeden hiicre i¢inde salinarak tedavi etkinligi
gosterebilmektedir [80]. mRNA’nin terapdtik potansiyeli, BioNTech ve Pfizer
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ortakliginda Ozlem Tiireci ve Ugur Sahin tarafindan, COVID-19 hastalig1 icin mRNA

teknolojisi kullanilarak {iiretilen asilar ile kanitlanmigtir [81-83].

Gen terapisi belirli bir genin ifadesinin baskilanmasimi ya da modifikasyonunu
hedeflemektedir. Giinlimiizde, mRNA (post-transkripsiyonal gen susturulmast)
seviyesinde gen ifadesinin baskilanmasini saglayan ve yeni bir terap6tik niikleik asit
simifi olan RNA interferans (RNAi) teknolojisi hakkinda yogun arastirilmalar
yapilmaktadir. Antisens oligoniikleotitler, mikro riboniikleik asit (miRNA), kiiciik
interferans ribontikleik asit (small interferance RNA, siRNA) ve kisa sa¢ tokasi
riboniikleik asit (small hairpin RNA, shRNA) ile beraber hiicre igerisine gonderilerek
belirli bir mRNA’nin sitozolde susturulmasini saglar ve ilgili proteinin tiretimini
azaltabilir/durdurabilir. Bu tic RNA tiirii farkli uzunluklara, ¢ikis noktalarina ve
mekanizmalara sahiptir. siRNA, gen susturmak igin gelistirilmis, 21-23 niikleotit
uzunlugunda olan ve ¢ift sarmal RNA’nin (dsRNA) “dicer” adi verilen enzim
tarafindan kesilmesi ile olusan bir RNA tiirlidiir. siRNA, protein komplekslerine
baglanir (RNA-induced silencing complex, RISC) ve mRNA’y1 hedefleyerek,
mRNA’nin tamamlayici dizinini olusturur. Amaci, mRNA’y1 degrede ederek gen
ifadesini durdurmaktir. miRNA ise gen regiilasyonunda kullanilan 21-25 niikleotit
uzunlugunda bulunan, endojen (i¢ ige biiyliyen) tek sarmal RNA’nin katlanip sag
tokas1 yapisina gegmesi ile olusan yapinin “dicer” enzimi ile kesilmesinden elde edilen
bir RNA tiirtidiir. Amaci, siRNA gibi mRNA’y1 degrede etmek degil translasyonu
engellemektir. RNAI teknolojisinde kullanilan {i¢iincii RNA tiirii olan shRNA ise
sentetik RNA molekiiliidiir ve miRNA’y1 taklit etmek i¢in liretilmistir. 19-29 niikleotit
uzunlugunda olan ve sa¢ tokasina benzeyen shRNA genellikle viral tasiyicilar ile
hiicreye gonderilir. sShRNA hiicre igerisinde “dicer” enzimi ile kesilerek siRNA’ya

dontistir (Sekil 2.4) [84-86].

Ozetle, hedeflenen tedavi ve tasarlanan tasiyiciya gore kullanilan genetik materyal tiirii
degismektedir. Hakkinda en ¢ok calisma yapilan kanserde, apoptozu durduran
proteinlerin (Bcl-2 proteini) liretiminin engellenmesi hedeflenmektedir ve genellikle
bu amag¢ dogrultusunda mRNA degredasyonu ile gen susturma ozelligi gosteren

siRNA kullanimi tercih edilmektedir.
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Sekil 2.4 : siRNA, miRNA ve shRNA’in olusum ve ¢alisma mekanizmasi.

Genetik materyalin translasyon veya transkripsiyonu gerceklestirmesi i¢in son asama
tastyicindan sitozol veya g¢ekirdekte ayrilmasi yani salimidir. DNA veya RNA’nin
hiicrede serbest kalmasi tasiyicinin transfeksiyon etkinligini belirleyen en onemli
adimdir ve yiiksek etkinlikte sistemler gelistirmek amaciyla genetik materyal ile
baglama kadar serbest birakma (disosiye olma, salinma) kapasitesi de yiiksek sistemler
dizayn edilmesi gerekmektedir. Bu durum, 6zellikle viral olmayan vektorler icin
oldukca onemlidir. Gen terapisinde sik kullanilan lipopleks (yag-DNA/RNA),
polipleks (katyonik polimer-DNA/RNA) ve lipopolipleks (yag-polimer-DNA/RNA)
komplekslerinin genetik materyalleri birakma siirecleri tam aydinlatilamamakla
beraber kullanilan komplekslerin 6zelliklerinin transfeksiyona etkisi incelenerek
uygun tasiyict kosullar1 belirlenmektedir [87, 88]. DNA/RNA ile polimer/yag
kompleksleri hidrofobik, elektrostatik etkilesimler vb. fiziksel etkilesimler ile
olugmaktadir. Genetik materyal ile polimer/yag arasindaki baglanma giiclinii veya
katyonik yapilar i¢in (+) yiiklerin oranini azaltmak, poli(etilen glikol) ile konjugasyon
ve polimerlerin molekiil agirligini azaltmak DNA/RNA salim etkinligini arttirmak igin
en cok bagvurulan ydntemlerdir [77]. Ornegin, Nouri ve calisma arkadaslari PEI'nin
yiiksek katyonik ylik yogunlugunun gen saliminda ortaya ¢ikardigi sorunlari agsmak
amaciyla yapisinda PEDl’ye kiyasla daha az katyonik grup bulunan DMAEMA
polimerini kullanarak farkli oranlarda DMAEMA igeren PDMAEMA-g-PEI as1
kopolimerinin sentezlemislerdir. PDMAEMA-g-PEI as1 kopolimerleri yesil floresan
protein plasmid (pEGFP) pDNA ile komplekslestirmis, insan embriyo bobrek
hiicreleri (HEK293T) {izerinde in vitro testler yapilmis ve sonuglar PEI ile
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kiyaslanmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, katyonik yiikleri ayarlanmis
DMAEMA-g-PEI/DNA komplekslerinin hem hiicreye girebilecek boyutlara (115 nm)
ve zeta potansiyellerine sahip olduklarini hem de yapidaki DMAEMA orami arttikca
hiicre uyumlulugu ve transfeksiyon etkinliginin yiikseldigi, PDMAEMA-g-PEI as1
kopolimerlerinin PEI’ye kiyasla daha etkin tasiyicilar oldugu rapor etmiglerdir [89].
Erbacher ve calisma arkadaslar1 ise poli-L-lisinin (PLL) transfeksiyon etkinligin
arttirmak ve katyonik polimer ile DNA arasinda elektrostatik etkilesimleri azaltmak
amaciyla poli-L-lisine glikonik asit (GlcA) gruplari ile modifiye etmis (glikokonjugat)
ve DNA salimin1 HepG?2 hiicresini (insan karaciger karsinomu hiicre hatti) kullanarak
incelemislerdir. Modifiye PLL’nin GlcA gruplarinin sebebiyle katyonik yiiklerinin
azaldig1 ve bu sebeple modifiye edilmemis PLL’e gére DNA ile daha zayif etkilesim
kurdugu ve DNA’nin daha kolay disosiye oldugu bulgulanmistir [90].

Genetik materyalin serbest kalmasi i¢in tastyicinin endozomdan kacabilmesi gerektigi
bilinmektedir. Membran birlesmesi ile endozomdan kag¢is mekanizmasi ayrica kendi
igerisinde malzemenin salim adimini da igcermektedir ¢linkii tasiyici ile endozom zari
birlesir ve zarda agilma gerceklesir. Lipopleksler ve bazi lipopoliplekslerin
endozomdan kagisi ve DNA/RNA salimi i¢in en sik 6ngoriilen mekanizma membran
birlesmesidir. Poliplekslerde ise kacis mekanizmasi genellikle proton siingeri etkisi ile
gergeklesir. Bu ylizden, polimerlerdeki katyonik yiik dengesi ve molekiil agirlig
degisimi lipoplekslere gore daha onemlidir [91]. Danielsen ve ¢alisma arkadaslari,
glukozamin glukan ve kitosanin zincir uzunlugunun kitosan-DNA komplekslerinin
kararliligma etkisini incelemek amaciyla farkli zincir uzunluklarinda (10-1000
monomer) kitosanlart pDNA ile komplekslestirmisler, ardindan olusturduklari
polipleksleri hyaluronik asit (HA) ve heparin ile karistirmislardir. Atomik kuvvet
mikroskobu (AFM) ile poliplekslerin kararliliklar1 incelendiginde, yapidaki HA orani
arttikca pDNAnin kitosandan ayrilamadig1, heparin konsantrasyonu arttik¢a ayrigsma
oranin da dogru orantili olarak arttig1 bulgulanmistir. Ayrica kitosanin zincir
uzunlugunun ve komplekslerdeki miktarlarinin komplekslerin kararliligini keskin bir
sekilde etkiledigi, daha yiiksek konsantrasyonda ya da zincir uzunlugunda kitosan
varliginda poliplekslerin ayrigmasi i¢in daha ¢ok heparin kullanilmasi gerektigi ifade

edilmistir [92].
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2.1.3 Gen terapisinde kullanmilan tasiyicilar

Gen terapisinde kullanilan en basit yol terapodtik proteinin kodlarina sahip ¢iplak
DNA’y1 hedef bdlgeye enjekte etmektir. Ote yandan, bu yontemde biiyiik boyutlu ve
anyonik oOzelliklere sahip DNA’nin hiicre zarindan ge¢mesi ve hedef hiicrenin
cekirdegine ulagarak gen ekspresyonunu gerceklesmesi uzun bir zaman alir ve
etkinligi oldukga diisiiktiir. Bu sebeple, tedavi edici genlerin viicut i¢erisinde herhangi
bir zarar almadan hedef hiicreye tasiyabilmek ve hiicre icerisindeki terapotik
etkinligini arttirmak icin g¢esitli tagiyicilar tasarlanmaktadir ve bu tasiyicilar viral ve
viral olmayan vektdrler olarak iki sinifa ayrilmaktadir (Sekil 2.5) [93]. Ornegin,
giiniimiizde Spinal Muskiiler Atrofi (SMA) hastaligina sebep olan bozuk SMN1 genini
degistirerek tamir edecek geni tasimak i¢in viral vektorler kullanilmaktadir. COVID-
19 i¢in gelistirilen mRNA teknolojisine dayali agilarda ise mRNA, sentetik, yani viral

olmayan vektorler ile viicuda gonderilmektedir.
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Sekil 2.5 : Viral ve viral olmayan vektorler ve hiicreye girisleri.

Gen terapisinde kullanilan ilk vektor sinifi, bozuk ve genetik olarak degistirilmis,
lentiviriis, retroviriis, adenoviriis ve adeno baglantili viriisler gibi ¢esitli viriislerin
kullanildig1 viral tasiyicilardir. Viral vektorlerin gen tasima etkinlikleri yiiksek
olmasina ragmen, viicutta virlislere karsi antikor olugsmasi, inflamatuar yanitlar,
toksisite problemleri ve mutojen riskleri sebebiyle giivenlikleri hakkinda ciddi endise
duyulmaktadir [94, 95]. Ote yandan, dogal ve sentetik bilesikler ile tasarlanan viral
olmayan vektorler, immunojenik olmama, diisiik maliyet, yiiksek kimyasal

degiskenlik ve gelistirilebilir yiikleme kapasitesi gibi bir¢ok avantaja sahip olduklari
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icin gen terapisindeki kullanimlar1 hakkinda yogun arastirmalar yapilmaktadir [29, 96,
97]. Polimer, lipit ve inorganik kaynakli malzemelerin viral olmayan vektor olarak
kullanilmalar1 olduk¢a yaygindir. Viral ve viral olmayan vektorlerin birbirlerine karsi
farkli avantaj ve dezavantajlar1 oldugu i¢in giiniimiizde hem viriislerin hem de sentetik
malzemelerin bir arada kullanildig: hibrit sistemlerde tasarlanmaktadir. Yeni ve etkin
bir vektor olusturmak i¢in gen terapisinde kullanilan tasiyicilar hakkinda genel bir

bilgiye sahip olmak gerekmektedir.

2.1.3.1 Viral vektorler

Viral tekniklerde farkli siniflardaki wviriisler, gen terapisi icin ara¢ olarak
kullanilmaktadir. Viriisler, kendi DNA’larin1 konak hiicreye etkin bir sekilde
aktarabilmekte ve hiicrenin genetik yapisini degistirebilmektedir. Bu essiz 6zellik,
virlisleri modifiye edip iclerine yabanci bir gen yerlestirilerek hastalikli hiicreye
yollanmasi fikrinin dogmasina yol agmustir [98]. Viral vektorler genellikle lentiviriis,
retrovirilis, adenoviriis ve adeno iligkili virlislerin (AAV) gibi viriislerin genetik

modifikasyonlari ile gelistirilmektedir [99].

Viral vektorlerde, hedef hiicreye gonderilecek terapotik gen viriis igerisine yerlestirilir,
hiicreye yollanir ve transdiiksiyon gerceklesir. Genetik materyalin replikasyonunun
etkin bir sekilde saglanmasi i¢in yliksek miktarda viriis parcaciginin kullanilmasi
gerekmektedir [100]. Vektor se¢imi, genetik materyal tutma kapasitesi, konak
Ozgiilliigii, gen ekspresyon profili ve imiin sistemi tetikleme olasiligi goz Oniine
aliarak yapilmaktadir [99]. Her viriisiin kendine 6zgii 6zellikleri mevcuttur (Sekil

2.6).
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Sekil 2.6 : Viral vektor tiirleri ve 6zellikleri.

Retroviriisler, kiigiik RNA viriisleridir, iki adet tek zincirli RNA’nin (ssRNA)
proteinler ile beraber birlesmesinden olusmaktadir ve iiretilen ilk gen terapi viriislerdir.
Retroviriis, genom replikasyonunu ve uzun zaman araliginda tekrarlanabilirligi
saglayan bir genoma sahiptir ve bu basit yapilar ile terapotik genleri degistirebilirler.
Bu viriisler konak hiicreye girdiklerinde viral RNA, ters transkripsiyon ile ¢ift sarmalli
DNA molekiilii olusturur ve ¢ekirdege girerek konagin genomuna entegre olur. Bu
genom, proviriis olarak adlandirilmaktadir ve 1ilgili proteinin sentezini saglar.
Proviriisler transkripsiyon ile mRNA {iretir ve bu yeni RNA hiicre disina salinarak
diger hiicrelerinde ayni siirece girmesini saglar. Bu tiir vektorler tasarlanirken, viriisiin
kendine ait olan gag (yap1 proteini, kapsit), pol (protein, ters transkriptaz) veya env
(zarf glikoproteini) gibi genlerinin ¢ikartilip hedeflenen terapdtik gen (en fazla 10
kilobaz,kb, uzunlugunda) ile degistirilir [101, 102].

Lentivirtisler, retroviriislerde ortaya c¢ikan kisitlamalar sonucunda kullanilmaya
baslanmistir. Hem ¢ogalan hem de gogalamayan hiicrelere bulagsma yetenegine sahip
0zel bir retroviriis grubu olan lentriviriisler, retroviriislerde bulunan ii¢ hayati gen
iirlinii olan gag, pol ve env proteinlerine ek olarak viral gen ekspresyonunu regiile
edebilecek 3-6 adet ek viral proteine sahiptir ve ¢cogalan/¢ogalamayan bir¢ok farkli
konak hiicreye enfekte olabildigi i¢in kullanim alan1 daha genistir. Glinlimiizde, insan

bagisiklik yetmezligi tip 1 (HIV-1) virlisiinden iiretilen lentiviral vektorler hakkinda
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aragtirmalar hizla ilerlemektedir ve yabanci genlerin verimli bir sekilde konak
hiicrelerin genomlarina entegre edilerek uzun siireli ekspresyon saglanmasi

amaglanmaktadir [103].

Adenovirtsler, yaklasik 36 kb uzunlugunda biiyiik genoma, yaklasik 70-100 nm
araliginda capa sahip ¢ift sarmalli katlanmamig DNA (dsDNA) viriisleridir. Gen
transferinde en sik kullanilan viral sistemlerdir ve 1000°den fazla adenoviriis tiirii
bulunmaktadir. Adenoviriisler, hiicreye reseptor aracili endositoz yoluyla girerek
genomlarini ¢ekirdege transfer ederler ancak kromozomlar1 konak hiicrenin genomuna
entegre olmaz ve gen ekspresyonlari kisadir. Adenovirtislerin girebilecegi konak hiicre
tiirii oldukga genistir ve hem ¢ogalabilen hem de noronlar gibi ¢ogalamayan bir¢cok
hiicreye enfekte olabilmektedirler. Bu ozellikleri ile adenoviriisler birgok insan
hastaligindan sorumludurlar. Ote yandan, immunojenik olmalar1 ve sebep olduklari

yan etkilerden dolay1 gen terapisinde kullanimlar1 olduke¢a kisithdir [93, 104].

Adeno iligkili virtisler, tek zincirli katlanmamis DNA (ssDNA) virisleridir ve
parvoviriis ailesinin bir pargasidir. 4.5 kb uzunlugunda ve 22-26 nm ¢apa sahip olan
bu viriisler kiiglik olduklar1 i¢in insan hiicrelerine kolaylikla bulagsmaktadir. Bir¢ok
farkli canlinin kani kullanilarak yapilan arastirmalar sonucunda, viicutlarinda binlerce
farkli tirde AAV zinciri bulunmustur. AAV’nin tek zincirli genomunda, genom
replikasyonunu ve paketlenmesini saglayan proteinleri iireten rep ve virlisiin dig
kilifin1 olusturan koruyucu kapsit proteinlerinin iireten cap genleri bulunmaktadir.
AAYV, adenoviriisler gibi ¢ogalan ve ¢ogalamayan bir¢ok hiicreye bulagabilirken,
adenoviriislerden farkli olarak DNA’lar1 konak hiicrenin genomuna entegre
olmaktadir. Bu viriisler, anormal hiicre bdliinmesi ile baglantili retroviriislere bir
alternatiftir ve insanlar, primatlar gibi bircok memelinin hiicrelerini enfekte
edebilmektedir. Ayrica mutojenik etkilerinin az olmasi ile glivenli vektor sinifinda yer

almaktadir ancak AAV vektorlerinin gen tutma kapasitesi oldukc¢a sinirlidir [105].

2.1.3.2 Viral olmayan vektorler

Viral olmayan vektorlerle gen transferi viral yontemlere gore daha giivenlidir ve kolay
tasarlanabilmeleri, diisiik imonojenik etkiye sahip olmalari ile gen terapisinde oldukca
onemli bir yere sahiptir. Gegmiste, transfeksiyon etkinliklerinin, gen ekspresyonlarinin
viral vektorlere gore daha diisiik olmasi sebebiyle cesitli dezavantajlara sahipken

siiregelen c¢alismalar ve gelismeler sonucunda yiiksek etkinlige sahip ve viral
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vektorleri taklit edebilen tasiyicilar tasarlanmaktadir. Viral olamayan vektorlerin,
niikleik asit ekspresyonu, hedef hiicreye ulasma ve girebilme, endozomal kagis ve
cekirdege girebilme gibi viral fonksiyonlar1 taklit edebilmesi gerekmektedir [106] .
Bir¢ok vektor endozomal g¢evrim yolu ile hiicreye girer ve genetik materayal
endozomal organeller igerisinde tasinir ve endozomal-lizozomal birlesme sonucu
enzimatik parcalanma ile hiicreden atilir. Etkili bir tasiyict bu c¢evrimden
kacabilmelidir ve yapilan caligmalar yiiksek etkinlikte, endozomal ¢evrimden
kacabilen ve toksik olmayan bir¢ok tasiyici sentezlenebildigini gostermektedir. Viral
olmayan tagiyicilar genel olarak inorganik ve organik malzemeler olarak iki sinifta
incelenmektedir ve bu simniflar icerisinde en Onemlisi polimerleri ve yaglar1 da

kapsayan organik malzemelerdir (Sekil 2.7) [102].
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Parcacik Nano Parcacik
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Sekil 2.7 : Viral olmayan inorganik ve organik vektor 6rnekleri.

Inorganik malzemelerden elde edilen vektdrler organik tabanli yapilara gére daha
kararlidir. Viral olmayan ilk vektorlerden biri 1960’larda kalsiyum-fosfat temelli
olarak tasarlanmistir. Kalsiyum fosfat, pozitif yiikleri ile DNA’y1 baglayarak
kompleks olusturur ve DNA’nin boyutlarinin kii¢iilmesini saglar. Gilintimiizde,
mezoporlu silika nanopargaciklari gibi silika tabanli sistemler, altin nanoparcaciklari,
manyetik nanoparcaciklar, karbon nanotiipler, grafen ve kuantum noktalar1 gibi farkl
inorganik tasiyici iiretilmektedir [107, 108]. Ote yandan, bir¢ok inorganik tabanli
tagtyicinin, organik malzemelere gore biyouyumlulugu daha diisiik ve immunojenik
etkisi ise olduk¢a yiiksektir. Ayrica organik mazlemelerin kolay modifiye

edilebilmesi, hedefe yonelik uyarlanabilmeleri, inorganik malzemelere {istlinliik
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saglamaktadir. Giiniimiizde, inorganik malzemeler genellikle polimerler ve yaglarla
beraber hibrit vektorler olusturmak igin kullanilmaktadir. Ornegin, Liu ve c¢alisma
arkadaslar1 Parkinson hastaliginin tedavisi i¢in uygun pDNA’y1 pozitif yiikli altin
nanoparcaciklarinin yiizeyine adsorplamis ve bu pargaciklari lipozomlarin igerisine
hapsederek hibrit bir vektor olusturmuslardir. Bu vektdrlere sinir biiylitme faktorii ve
dokosaheksaenoik asit takarak farenin sinir hiicreleri lizerindeki etkinliklerini takip
etmiglerdir. Elde edilen bulgular, vektorlerin farelerin motor ve motor olmayan
disfonksiyonlarin1  gelistirerek dikkate deger norokoruyucu etki gosterdigini

gostermistir [109].

Organik malzeme tabanli vektdrler, biyobozunur ve biyouyumlu malzemelerden elde
edilen, gen terapisinde hakkinda en c¢ok arastirma yapilan tasiyict smifidir. Bu
vektorlerin ilk amaci genetik materyali dis etkenlerden koruyarak hedef hiicreye kadar
gotiirebilmek, girebilmek ve endozomal cevrimden kagarak uygun bolgede salim
gerceklestirmektir. Katyonik yaglarin ve polimerlerin, niikleik asitlerler ile
elektrostatik etkilesimleri sonucu olusturduklar sirasiyla lipopleks ve polipleks adi
verilen yag/polimer-genetik malzeme kompleksleri en dikkat ¢ekici vektorlerdendir
[110, 111]. Lipopleks ve polipleksler, siRNA, pDNA gibi niikleik asitlerin negatif
yiiklerini nétralize eder ve sahip olduklari pozitif yiikleri ve nano boyutlar1 sayesinde
hiicre igerisine kolaylikla girebilirler. Reseptor aracili endositoz yoluyla hiicreye
alman kompleksler endozom ve lizozom gibi asidik stoplazmik organellerden
kagabilmek i¢in proton siingeri olarak davranir ve endozomun/lizozomun siserek
patlamasini saglar ya da hidrofobik etkilesimler ile endozomda/lizozomda yirtiklar
olusturur. Endozomal ¢evrimden kacan lipopleksler/polipleksler tasidiklar1 genetik

malzemenin salimini gergeklestirirler [112—115].

Viral olmayan polimer ve yag tabanl tastyicilarla ilgili ¢alismalarin onciisii 1965
yilinda Pagano ve Vahari’nin gelistirdikleri dietilaminoetil-dekstran (DEAE-dekstran)
vektoriidiir. DEAE-dekstran katyonik polimerinin DNA ile olusturulan kompleksleri
ile ilgili yapilan calismada memeli hiicrelerindeki gen transferinin ve viral
bulasiciligin (konak hiicreye girebilen viriis pargaciklarinin sayisi) gelistirildigi ifade
edilmektedir [116, 117]. Bu ¢alismanin ardindan, lipozomlara DNA enkapsiilasyonu,
hayalet eritrositlerde (membran zar1 parcalanmig, hemoglobini ayrilmis eritrosit) PEG
tabanli DNA salimi ve polikatyon/dimetil sulfoksit DNA komplekslerinin

olusturulmasi gibi calismalar yapilmis ve memeli hiicrelerde etkili gen transferi
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gerceklestirilebilecegini bulgulanmistir [118—121]. Ote yandan, tiim bu calismalar
sonucunda farkli hiicre tiplerine gore farkli tasiyicilarin olusturulmasi gerektigi ve
vektorlerin sitotoksisite sorunlarinlarinin giderilmesi gerektigi de ifade edilmektedir.

Bu sebeple, giiniimiiz hala farkli yag ve polimer tabanli vektorler gelistirilmektedir.

Lipopleksler

Yaglar uzun siiredir gen tasiyicisi olarak kullanilmaktadir. Genellikle, pozitif yiikii
bulunan hidrofilik basa ve hidrofobik kuyruga sahip olan yag molekiilleri, katyonik
gruplart sayesinde elektrostatik etkilesimler ile niikleik asitlere baglanir ve
lipopleskleri olustururlar (Sekil 2.8). Yaglarin kuyruklart hidrofobik etkilesimler
sonucunda kendi kendine diizenlendiginden lipopleksler genel olarak lipozom, kati
yag nanopargalar1 yada yag emiilsiyonlar1 olarak da ifade edilmektedir. Lipozom
sistemlerinin katyonik dogas1 ve hem lipofilik hem de hidrofilik bilesikleri tutabilme
ozellikleri, niikleik asit ve ¢esitli ilaglarin enkapsiilasyonuna olanak saglar [122, 123].
Lipozomlar biyobozunur dogaya, diisiik toksisiteye sahip olduklar1 ve hem hidrofobik

hem hidrofilik 6zellik gdsterdikleri i¢in, gen terapisinde kullanimlar1 yaygindir.

'RNA/DNA

Lipozom Lipopleks
Sekil 2.8 : Lipopleks olusum semasi.

Felgner ve caligma arkadaglari, 1987 yilinda sentetik katyonik yag olan N-[1-(2,3-
dioleiloksi)propil]-N,N,N-trimetil amonyum kloriir (DOTMA) molekiiliiniin memeli
hiicrelerdeki pDNA salimini incelemis ve yag tabanli transfeksiyon anlamina gelen
lipofeksiyon tanimini yapmislardir (Sekil 2.9) [124]. Bu konu hakkindaki ¢aligsmalar,
standart teknik olarak ifade edilen DEAE-dekstran ve kalsiyum fosfat DNA
yontemlerine gore daha etkin sistemler olusturulabildigini ve gen transferi
sistemlerinin gelistirildigini gostermistir. 1987 den sonra DOTMA ve diger sentetik
yaglar pDNA’nin transfeksiyonu i¢in standart tasiyici haline gelmistir.

Gilintimiizde en sik kullanilan katyonik lipozom, in vitro sistemlerde tercih edilen ve

ticari tasiyict olan Lipofektamin/Lipofektamin 2000’dir. Lipofektamin, (2,3-
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dioleiloksi-N-[2(spermin-karboksamido)etil ] N,N-dimetil-1-propanaminyum-
trifluoroasetat (DOSPA) ve 1,2-dioleol-sn-glisero-3- fosfatidiletanolamin (DOPE)
molekiillerinin karistmindan olusur ve niikleik asitlerin negatif yiiklerini kapatip hiicre
zarinda olusan elektrostatik itme kuvvetlerini baskilayarak hiicresel alimi saglar (Sekil
2.9). Ayrica lipofektamin katyonik yaglari, notral yardimei yaglarla birlestirildiginde
tastyicinin pDNA, mRNA ve siRNA transfeksiyon etkinliginin arttirildigi ifade
edilmektedir [125]. Lipofektamin genellikle, yeni sentezlenen viral olmayan

tasiyicilarin transfeksiyon etkinliklerini incelenirken kiyas yapilacak vektor olarak

kullanilmaktadir.
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Sekil 2.9 : Gen terapisinde kullanilan bazi yag molekiilii 6rnekleri.

Lipopleksler niikleik asitleri hiicre i¢i ve dis1 niikleazlara kars1 yiiksek oranda korurlar
ancak serum proteinleri ile spesifik olmayan etkilesimleri ve kanda hizli sekilde
temizlenmeleri sebebiyle kan dolasimindaki yar1 omdiirleri oldukga diisiiktiir. Bu
ylzden lipozomlarin PEG gibi polimerler ile kaplanarak kullanilmasi yaygin bir
yontemdir. Bu sekilde hem polimer hem de lipozom igeren vektorlere lipopolipleks
ad1 verilmektedir [126-128]. Ornegin, Coelho ve c¢alisma arkadaslari, PEG’in
lipozomlar1 kan igerisinde korudugunu ancak hiicre igerisine girildiginde endozomal
kacis oranini azattigini belirterek endozom igerisinde PEG polimerinin ayrismasini
saglayacak, pH’a bagl kirilabilen baglar igeren PEG-yag vektorleri sentezlemislerdir.
Burada, fizyolojik kosullarda kararlilig1 yiiksek, endozom igerisinde ise pH diistiik¢e
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PEG ve lipozom arasindaki baglarin kirilmasi ile PEG’in ayristig1 ve parcalanarak
hiicreden atildig1 tasiyicilar olusturulmasi hedeflenmis ve bu dogrultuda farkli
uzunluklarda PEG ve yag molekiilii iceren hemiasetal tabanli metoksi PEG
lipozomlar1 (mPEG-Cn-lipid) sentezlemislerdir. HEK 293T insan bobrekiistii hiicresi
izerinde yapilan testler sonucunda, pH 7.4 kosulunda lipopoliplekslerin oldukga
kararli oldugu, pH asidik kosullara yaklastikca yapida hidrolizin gerceklestigi ve
zincirler kisaldikca hidroliz oranimin  arttigi, komplekslerin transfeksiyon
etkinliklerinin yiiksek oldugu rapor edilmistir [129]. Lipopoliplekslerde polimerler
sadece lipozomu korumak i¢in komplekslerin dis yiizeyinde bulunmazlar. Tam tersine
niikleik asitin polimer ile komplekslestirilerek ¢ekirdek olusturuldugu ve dis
kabugunda lipozom bulunan lipopolipleksler de mevcuttur. Ornegin, Sanmartin ve
calisma arkadaglar1 farkli tiir de lipozomlar ve PEI kullanarak asilar i¢in 6zel vektorler
tasarlamiglardir. 25 kDa boyutunda PEI polimeri ile sfingomiyalin (sfingolipit),
disetilfosfat ve kolesteraol molekiillerinin farkli oranlari ile sentezledikleri lipozomlari
kullanarak farkli lipopolipleksler olusturmus ve i¢lerine suda veya yagda ¢dziinen
farkl1 antijenler yiiklemislerdir. Insan melanom hiicrelerinde yaptiklari hiicre testleri
sonucu bu yapilarin antijenleri lipoplekslere gore daha fazla korudugu ve farklh

antijenler i¢in kullanilabilecek bir sistem oldugu ifade edilmistir [130].

Polipleksler

Gen terapisi ve tip alaninda tasiyici olarak bir¢ok farkli polimer kullanilmaktadir.
Polimerlerin kolay iiretilebilmesi ve amaca goére modifiye edilebilmeleri, ucuz
olmalar1 biyomedikal alanlarda kullanimlarini yayginlastirmaktadir.  Ozellikle
katyonik polimerler, suda ¢oziiniirliikleri yiiksek oldugu ve tipki katyonik lipozomlar
gibi elektrostatik etkilesimler ile negatif yiiklii niikleik asitleri baglayarak hem niikleaz
enzimlerine kars1 genetik materyali koruyabildikleri hem negatif yiiklerini
perdeleyerek hiicresel alimini sagladiklar1 i¢in vektorler igerisinde 6zel bir yere
sahiptirler (Sekil 2.10). Ayrica bu polimerlerin katyonik lipozomlardan en biiyiik
farklar1 su/sulu ¢ozeltiler icerisinde ¢oziinebilmeleri, daha kii¢iik boyutlu kompleksler
olusturabilmeleri, serum proteinlerine baglanma sorununa sahip olmamalar1 ve
sitotoksisitelerinin daha diisiik olmasidir [125, 131, 132]. Polipleksler hiicreye genel
olarak reseptor aracili endositoz yoluyla girerler ve sahip olduklar1 katyonik yiikler ve

pKa degerleri sayesinde proton siingeri 6zelligi gosterirler.
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Sekil 2.10 : Polipleks olusum semas.

Viral olmayan vektor olarak PEI, PDMAEMA, PDMAPMAAm gibi sentetik ve
kitosan gibi dogal birgok farkli katyonik polimer kullanilmaktadir (Sekil 2.11). Bu
polimerler sahip olduklar1 amin gruplarindan dolay1 farkli pKa degerlerine sahiptirler
ve bu sayede pH duyarli davranis gosterirler. Dogal katyonik polimerler genellikle
toksik degildir, immunojenik etkileri diistiktiir ve biyobozunurladir. Sentetik katyonik
polimerlerin avantaji ise biyoaktif bilesenlerle ve fonksiyonel gruplarla kolaylikla
modifiye edilebilmeleridir ancak sitotoksik olmalar1 en biiyiik dezavantajladir. Ote
yandan, sentetik polimerlerin sahip olduklar1 yiiksek katyonik yiik yogunlugunun
sebep oldugu sitotoksisite, polimer zincir uzunlugu, molekiil agirhigi degisimi ile
azaltilabilir [102]. Ornegin, Correia ve calisma arkadaslar1 zayif katyonik karaktere
sahip DMAEMA ve iyonik olmayan hidrofilik oligo(etilen glikol)metil eter metakrilat
monomerlerini farkli oranlarda kullanarak c¢esitli istatistik ve blok polimerler
sentezlemis ve MTT yoOntemiyle pankeas kanser hiicresindeki sitotoksisitelerini
incelemislerdir. Elde edilen sonuglardan, polimerin yapisina ve katyonik bilesenin
miktarina bagl olarak sitotoksisitenin degistigi rapor edilmistir [133]. Qin ve ¢alisma
arkadaslar1 ise guanidin takilmis N-3-aminopropil metakrilamit (APMA) ve N-
hidroksi  propil metakrilamit (HPMA) monomerlerinin serbest radikal
polimerizasyonu ile kopolimerlerini sentezlemis ve viral olmayan vektor olarak
etkinliklerini incelemislerdir. Statik 151k sagilimi yontemi ile molekiil agirliklarin
incelenen ve toplam amin yiizdesi sabit olacak sekilde farkli mol oranlarinda APMA
ve HPMA igeren kopolimerlerin, pDNA ile poliplekslerini olusturup HeLa
hiicresindeki transfeksiyon etkinlikleri degerlendirilmis ve yapidaki APMA orani
arttikca hiicresel alimin arttig1, molekiill agirhigi ve katyonik yiik orani ile

sitotoksisitenin ters orantili oldugu rapor edilmistir [134].
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Sekil 2.11 : Gen terapisinde kullanilan baz1 dogal ve sentetik katyonik polimerler ve
pKa degerleri.

Viral olmayan vektorlerde kullanilan en popiiler sentetik polimerlerden bir tanesi altin
standart olarak da adlandirilan PED’dir ve 1995’ten beri gen terapisinde
kullanilmaktadir [17]. PEI hacimli bir organik molekiildiir ve yapisindaki amin
gruplar sayesinde yiiksek katyonik yiik yogunluguna sahiptir. PEI, amin gruplar
sayesinde fizyolojik ve asidik kosullarda pKa’ya (pKa = 4,3/6,4/8,2 — 9,9) sahip
oldugu icin daha once de ifade edildigi gibi yiiksek proton silinger O6zelligi
bulunmaktadir ve yapilan ¢alismalar 6zellikle 25kDa’dan biiyiik molekiil agirligina
sahip olan PEI'nin transfeksiyon etkinliginin yiiksek oldugunu gostermektedir. PEI
iceren polipleksler, galaktoz, mannoz, transferin ve antibiyotik gibi ligantlarla
konjugasyonu ile farkli hiicre tiplerinde de kullanilabilmektedir [135—-137]. Yapilan in
vivo ¢alismalarda PEI poliplekslerinin, bobrek, akciger, tlimor ve sinir sistemi gibi
farkli organ ve dokularda gen transferini basari ile gerceklestirdigi ifade edilmektedir
[77]. PEDl'nin proton siinger oOzelligi dogrusal ve dallanmis olmasina gore
degismektedir. Dogrusal polimerde sadece ikincil amin grubu (pKa = 8,2 — 9,9),
dallanmis PEI’de ise hem birincil hem de ikincil ve figlinciil amin gruplar
bulunmaktadir ve zincirlerdeki {i¢ atomdan bir tanesi azot atomudur. PEI’nin yiiksek
transfeksiyon etkinligi gdstermesinin baglica nedeni olan bu durum, asidik
endozom/lizozom ortaminda (pH 4-6) yeterli protonlanmamis amin grubu kalmasi ve
malzemenin gii¢lii bir proton siinger etkisi ortaya koymasi ile sonuglanir [138].Ayrica

dallanmis PEI, DNA ile daha kuvvetli elektrostatik etkilesim kurdugu i¢in daha kiigiik
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boyutlu polipleksler olusmasina olanak saglar [139]. Choosakoonkriang ve c¢alisma
arkadaslar1 dallanmis ve dogrusal PEI’nin endozomal kag¢is davranislarini incelemek
icin HCI ile titrasyon yontemini kullanarak polimerlerin tampon kapasitelerini
belirlemis ve pH 6,5-10 araliginda her iki PEI’nin de benzer davranis gosterirken pH
4-6 araliginda dallanmis yapinin daha yiiksek tampon kapasitesine sahip oldugunu

rapor etmislerdir [ 140].

PEI tiim bu 6zellikleri ile altin standart olarak ifade edilse de bu yiiksek katyonik yiik
yogunlugu hiicrelerde biiyiik oranda sitotoksisiteye sebep olmaktadir ve polipleks
hiicreye girebilmesine, endozomdan kagabilmesine ragmen hiicrenin parcalanmasina
sebep oldugu icin etkin olarak kullanilamamaktadir. PEI’in bu problemini agmak i¢in

benzer tampon kapasitesine sahip farkli dogal ve sentetik polimerler arastirilmaktadir.

PDMAEMA ve poliamidoamin dendrimerleri gibi katyonik polimerler yeni nesil
tastyicilar olarak ifade edilmektedir. Ozellikle, 1996 yilinda ilk kez COS-7
hiicrelerinde niikleik asit transferi i¢in kullanilan PDMAEMA hakkinda yillar
igerisinde bir¢ok arastirma yapilmistir [141]. Yapisinda {igiinciil amin bulunan, suda
¢Oziinebilen zayif katyonik bir polimer olan PDMAEMA pKa’s1 (pKa = 7,5) ile pH,
hidrofobik gruplar1 sayesinde ise sicakliga duyarli davranis gosterdiginden gen
terapisinin yani sira kontrollii ilag tagima sistemleri i¢inde kullanilmaktadir. Dogrusal,
dallanmis ve yildiz seklinde sentezlenebilen PDMAEMA polimerlerinden 6zellikle
yildiz seklinde olanlarinin pDNA ve siRNA icin basarili tasiyicilar olduklar1 ifade
edilmektedir [142—-144]. Mendrek ve calisma arkadaslar1 DMAEMA ve di(etilen
glikol)metileter metakrilat (DEGMA) monomerlerini kullanarak atom transfer radikal
polimerizasyonu (ATRP) yontemi ile farkli oranlarda DMAEMA ve DEGMA igeren
yildiz polimerler sentezlemislerdir. DLS ile boyutlarin1 belirlenen yildiz polimerlerin
HT-1080 hiicrelerindeki pDNA transfeksiyon etkinliklerini incelenmis ve yapidaki
N/P ve DEGMA oranina bagli olarak boyutlarin ve sitotoksisitenin degistigi ve genel

olarak polimerlerin transfeksiyon etkinliklerinin yiiksek oldugu ifade edilmistir [145].

PDMAEMA, PEI kadar olmasa da sorun yaratacak ol¢iide sitotoksisiteye sahiptir. Bu
sebeple, PDMAEMA’in tiirevleri sentezlenerek veya benzer polimerler segilerek
PDMAEMA igeren poliplekslerle kiyaslanmaktadir. Ornegin, Zuidam ve calisma
arkadaglar1 PDMAEMA’in ti¢linciil amin grubunun, kuaterner amin ile degistirildigi
poli(2-trimetilamino)etil metakrilat (PTMAEMA) polimerlerini sentezleyerek iki

homopolimer arasindaki transfeksiyon etkinligi degisimini incelemislerdir. Elde
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edilen sonuglardan, PTMAEMA’mn pH duyarli amin grubu olmadig: i¢in proton
stingeri Ozelligi gosteremedigi, transfeksiyon etkinliginin PDMAEMA’den daha
diisiik oldugu bulgulanmistir [146]. PDMAEMA homopolimerinin ve tiirevlerinin
sentetik gen tasiyici olarak incelendigi bir¢ok ¢alisma mevcuttur [147]. Bu konudaki
en detayli arastirmalardan bir tanesi Wetering ve c¢alisma arkadaglarinin
PDMAEMA’in hidrofobik etil grubunu, amino grubuna bagli metil gruplarinin
sayisin1 veya gruplarin tiirinii ve akrilat yerine akrilamit tiirevlerini kullanarak
gergeklestirdikleri calismadir. PDMAEMA, PDMAPMAAm, poli(2-(dimetilamino)-
etil metakrilamit) (PDMAEMAm), poli(3-(dimetilamino) propil metakrilamit)
(PDMAPMAmMm), poli(2-(trimetilamino)etil metakrilat kloriir) (PTMAEMA), poli(2-
(dietilamino)etil metakrilat) (PDEAEMA), poli(2-(dimetilamino)propil metakrilat)
(PDMAPMA) ve poli(2-(dimetilamino)etil akrilat) (PDMAEA) homopolimerlerinin
pDNA ile poliplekslerini olusturup OVCAR-3 hiicrelerindeki (insan ovarin kanser
hiicresi) transfeksiyon etkinligi incelendiginde, PDMAEMA’in tiirevlerine gore daha
etkin gen transferi gerceklestirdigi ancak etil yerine propil i¢eren eslenigi PDMAPMA,
bu polimerlerin akrilamit tiirevi olan PDMAPMAAm, PDMAEMAAm ve
PTMAEMA’in sitotoksisitelerinin daha diisiik oldugu bulgulanmistir [22]. Ayrica
yapilan c¢alismalar, DMAEMA monomerinin yapisindaki ester gruplarindan
kaynaklanan hemotoksisitenin ve hidroliz olabilme 06zelliginin azaltilabilmesi i¢in,
ester grubunun amit grubu ile degistirildigi ve monomerik birim {zerindeki
hidrofobikligin ayarlanabilmesi i¢in ise ii¢linciil amin grubu ile amit grubu arasina
propil grubunun yerlestirildiZi DMAPMAAmM monomerinin gen terapisinde ig¢in
potansiyel sahibi oldugunu gdstermektedir. Buna ek olarak, PDMAPMAAmM
homopolimerinin ~8,8 olan pKa degeri, PDMAEMA polimerine kiyasla daha
ylksektir ve bu durumda fizyolojik kosullarda protonlanma orani PDMAEMA’den
daha fazladir yani daha genis pH araliginda tampon kapasitesine sahiptir [24, 25].

DMAPMAAm suda ¢oziinebilen, biyouyumlu ve toksisitesi diigiik bir monomerdir.
Yapisinda iiglinciil amin grubu bulunan DMAPMAAmM monomeri ile sentezlenen
polimerler zayif katyonik karaktere sahiptir. DMAPMAAm pH, sicaklik duyarli veya
antibakteriyel 6zellige sahip dogrusal/capraz bagli polimerlerin tasarlanmasinda, ila¢
tasima/ viral olmayan gen tasima ve protein tanima gibi sistemlerde siklikla
kullanilmaktadir [19-22, 148]. PDMAPMAAmM’in katyonik karakterine karsilik

sitotoksisitesinin diisiik olmasi ve yiiksek tampon kapasitesine sahip olmasi ile
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PDMAEMA’e alternatif olabilir. Ornegin, Singhsa ve calisma arkadaslari tersinir
eklenme-pargalanma zincir transferi (RAFT) yontemiyle DMAPMAAm HCl’in
homopolimerini ve 2-aminoetil metakrilamid ve/veya N(3-aminopropil) morfolin
metakrilamid monomerleri varlifinda blok ve istatistik kopolimerlerini sentezleyerek
siRNA salimimi incelemiglerdir. Elde edilen sonuglar %90’dan daha yiiksek
biyouyumluluga sahip olan polimerlerin siRNA salimi i¢in gelecek vadeden
malzemeler oldugu ortaya konmustur [149]. Scales ve ¢alisma arkadaslar1 ise N-2-
hidroksipropil metakrilamit (HPMA) ve DMAPMAAmM monomerleri ile
sentezledikleri blok kopolimerlerin siRNA ile komplekslerini hazirlamis, taneciklerin
kararliliklarin1 ve salim etkinliklerini incelemislerdir. Asetik tampon i¢inde 70 °C’de
RAFT polimerizasyonu ile sentezlenen polimerler, siRNA ile komplekslestirilmis ve
3-11 nm boyutlarinda siRNA/kopolimer kompleksleri elde edilmistir. Komplekslerin
enzimatik bozulma deneyleri sonucunda, yapilarin ribonukleaz A enzimine karsi
korundugu ve blok polimerlerin gelecekte siRNA kararlilig1 ve salimi i¢in potansiyel

bir sistem olusturabilecegi rapor edilmistir [150].

PEI’ye alternatif olan tercih edilen en 6nemli polimerlerden bir tanesi de dogal
katyonik bir polisakkarit olan kitosandir. Kitosanin daha 6nce de ifade edilen
biyouyumlu, biyobozunur olmas1 ve toksik olmamasi ile gen terapisinde siklikla tercih

edilen polimerlerdendir [132].

Bu tez ¢alismasinin viral olmayan vektor tasarlama kisminda, kitosanin biyomedikal
alanlardaki basaris1 baz alinarak, literatiirde hakkinda daha 6nce herhangi bir bulguya
rastlanmamis olan dogrusal Cs-g-PDMAPMAAm as1 polimerleri sentezlendi ve anti-
GAPDH siRNA ile polipleksleri olusturularak transfeksiyon etkinligi incelendi. Bu
sebeple, kitosan ve as1 polimerleri ile ilgili detayli bilgiler ayr1 bir baslik altinda

verilecektir.

2.2 Kitosan ve As1 Polimerleri

N-asetilglukoz amin (GlcNac) ve glukozamin (GIcN) birimlerinin -(1,4) baglar ile
baglanmasi sonucu olusan ve dogrusal katyonik bir heteropolimer olan kitosan, kitinin
asetil gruplarinin en az %40’ 1n1n deasetilasyon islemi sonuca birincil amin gruplarina
donmesi ile elde edilir. Kitin, selillozdan sonra dogada en ¢ok bulunan ikinci
biyopolimerdir ve bazi boceklerin, akreplerin, yengeg, 1stakoz gibi kabuklu deniz

hayvanlarinin kabuklarinda ve bazi mantarlarda bulunmaktadir (Sekil 2.12).
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Kullanilmayan bu dogal polimer kiyr kesimlerdeki kirliligin biiyiik bir boliimiine
sebep olur. Bu yilizden yemek endiistrisinde kullanilan kabuklu deniz canlilarindan atik
olarak alinan kitinin degerlendirilmesi hem ekonomiktir ve hem de ¢evre kirliligi
acisindan fayda saglar [151, 152]. Kitin, dogada bu kadar bol bulunmasina ragmen
higbir ¢dziicii icerisinde ¢dziinmedigi igin kullanim alani olduk¢a kisithdir. Ote
yandan, kitosan yapisindaki birincil amin gruplar1 sayesinde asidik ortamlarda
protonlanabilir ve sulu asidik ¢ozeltiler igerisinde ¢ozlinebilmektedir [153, 154].
Kitin’in asetilglukozamin gruplarinin glukoz amin gruplarina doénlisme oran
deasetilasyon derecesi (DDA) olarak tanimlanir ve DDA kitosanin protonlanma
yiizdesini ve ¢oziiniirligilini keskin bir sekilde degistirmektedir.
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Sekil 2.12 : Kitin ve kitosan.

Zayif katyonik karaktere sahip olan Cs (pKa = 6,3 — 6,5) pH’a duyarl1 bir davranig
gosterir, hedefe yonelik tasiyici  sistem  olusturabilmek i¢in  kolayla
fonksiyonlandirilabilir ve viicut icerisindeki enzimlerle parcalanmasi sonucunda elde
edilen kiiciik molekiiller biyouyumlu ve biyobozunurdur. Cs tabanh
nanojeller/mikrojeller, ilacin toksisitesini ve kan dolagimindaki temizlenme (drug

clearance) oranini diisiirmek, kontrollii salim yapmak ve ilacin terapotik indeksini
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arttirmak gibi bircok avantaja sahiptir. Azadi ve ¢aligma arkadaslari, kan-beyin
bariyerinde kullanmak amaciyla Cs tabanli ilag tasiyici sistemler tasarlamislardir. Bu
ama¢ dogrultusunda, sodyum tripoli fosfat (TPP) anyonik capraz baglayicisi
varliginda iyonotropik jellesme yontemiyle ile sentezlenen Cs nanojellerine yaygin bir
kanser ilact olan metatreksat (MTX) yiiklenmis ve nano tasiyicilarin hem boyutlari
hem de ilag salim etkinlikleri incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore, Cs
nanojellerinin tanecik boyutlarinin ortalama olarak 118 nm’dir ve ila¢ yiikleme
kapasitesinin yiiksektir. Hedeflenen bolgeye ilag salimi yaptigi belirlenen kitosan bazl
nanojellerin, beyin-kan bariyerini ge¢cmekte zorlanan ilaglarin salimi iginde iyi bir

nano tastyici sistem olabilecegi rapor edilmistir [155].

Ayrica kitosanin yapisindaki katyonik gruplar negatif yiiklii DNA, RNA veya hiicre
zarl ile etkilesebilir ve bu 6zelligi sayesinde hem kontrollii ilag saliminda hem de viral
olmayan DNA/RNA tasima c¢alismalarinda kullanimi yayginlasmaktadir [153, 154].
Kitosan, yapisindaki glukozamin birimlerinden kaynakli, mukoz yiizeyine yapigma
0zelligine sahip olmasi sayesinde siki1 baglarla birbirine baglanmis epitel hiicrelerinin
arasina girebilmektedir [156, 157]. Pan ve calisma arkadaslari, kitosanin biyoyapisma
ozelligini kullanarak insiilin salimin incelemislerdir. Kitosan ve TPP polianyonunun
iyonotropik jellesmesi yani, polielektrolitik komplekslesme ile elde edilen nanojellerin
insiilin tutulumunu yiiksek oranda arttirdig1 ve viicuttaki diyabetik glikoz seviyesini
uzun siirede normal seviyeye diisiirdiigii gézlemlenmistir [158]. Son yillarda, kanser
tedavisi i¢in gelistirilen agilarda kullanilan kitosanin bagisiklik sistemini destekleyici

ozellikleri oldugu da rapor edilmistir [159, 160].

Kitosanin gen terapisinde viral olmayan vektor olarak kullanimi ilk kez 1995 yilinda
Mumper ve ¢alisma arkadaslar1 tarafindan rapor edilmistir [161].1998 yilinda yapilan
in vivo uygulamalar sonucunda kitonosanin mukozal dokularda niikleik asit tasiyicisi
olarak kullanilabilecegi ifade edilmistir [162]. Ayrica yapilan farkli calismalar
sonucunda kitosan/DNA polielektrolit komplekslerinin B16 melanoma hiicreleri,
afrikali yesil maymunlarin karaciger hiicreleri (COS-1), insan epitel kolorektal
adenokarsinom hiicreleri (Caco-2), HEK293, HeLa gibi ¢esitli hiicrelere
transfeksiyonu etkin bir sekilde gerceklestirilmistir [163].

Kitosanin uygulama alanlarinin belirlenmesi i¢in en O©nemli iki parametre
deasetilasyon derecesi ve molekiil agirligidir. DDA ve My degisimine gore Ozel,

hedefe yonelik viral olmayan vektorler sentezlenebilmektedir. Bu sebeple, kitosan
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tabanl bir tasiyici tasarlarken ilk dnce DDA ve molekiil agirliginin kitosanin yapisi

tizerindeki etkisi hakkinda bilgi sahibi olmak gerekmektedir.

2.2.1 Deasetilasyon derecesi ve molekiil agirhginin vektor tasarimina etkisi

Ticari olarak satin alinan Cs genis bir molekiil agirligi ve deasetilasyon derecesi
araligina sahiptir. Biyomedikal alanlarda kullanilan kitosanin polidispersite indeksinin
(PDI) 1’e yakin olmasi istenmektedir ancak ticari kitosanlarin PDI degerleri genellikle
ylksektir. Bunun sebebi, deniz kabuklar1 veya béceklerden toplanan kitinin genis bir
molekiil agirligina sahip olmasit ve farkli molekiill agirligindaki polimerlerin
birbirinden ayriminin tam olarak saglanamamasidir. Bu durum, Cs hakkinda yapilan
klinik ¢aligmalarda istenmeyen biyolojik etkilerin ortaya ¢ikmasina sebep olur [164].
Ayrica molekiil agirligi ve deasetilasyon derecesi degisimi kitosanin biyobozunurluk

ve biyouyumluluk olmak {izere bircok 6zelligini degistirmektedir [165].

Cs ile ilgili yapilan caligmalarin basinda ilk olarak sentezlenen veya satin alinan
polimerin detayli sekilde karakterize edilmesi gerekmektedir. Molekil agirlig
tayininde HPLC, 151k sagilimi gibi cihazlarin kullanilmasi ile beraber en basit ve
dogrulugu yiiksek yontemlerden birisi kapiler viskozimetredir [166—170]. Kitosanin
literatlirde, farkli c¢oziicli, sicaklik, molekiil agirligi ve deasetilasyon derecesi

araliklarinda bir¢ok Mark-Houwink-Sakurada denklemi bulunmaktadir [171].

Bu tez ¢aligmasi igerisinde de Cs polimerlerinin molekiil agirliklart hem jel gegirgenlik

kromatografisi hem de kapiler viskozimetre yontemi ile belirlendi.

Dogada kitin ve kitosan sirastyla kitinaz ve kitosanaz enzimleri ile parcalanmakta ve
ilk once oligosakkarite sonra da N-asetil glukozamin ve N-glukozamin birimlerine
doniismektedir. Insan viicudunda ise kitosan, lizozom ve kolonda bulunan bakteriyel
enzimlerle pargalanabilir. Ayrica bazi insan kitinaz, glokosidaz ve proteaz enzimleride
kitosan1 farkli miktarlarda pargalayabilmektedir [172].  Kitosanin enzimatik
parcalanmasini etkileyen en Onemli faktorler deasetilasyon derecesi ve polimer
zincirindeki N-asetil glukozamin birimlerinin sayisidir. /n vitro ¢aligmalar sonucunda
parcalanma hizinin, deasetilasyon derecesi %50’nin altinda oldugu durumlarda,
hidrofobiklige ve enzimlerin polimerlere ulasmasinin artisina bagl olarak yiikseldigi,
DDA %>50’nin istline ¢iktiginda ise polimerin kristalinitesi ve N-asetil glukozamin
sayilar1 azaldig1 i¢in hizin distiigii ifade edilmektedir [172—174]. Ayrica kitosanin

zincir uzunlugunun da biyobozunurlugu keskin sekilde etkiledigi, molekiil agirlig
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arttikca parcalanmanin azaldigi ifade edilmektedir [175]. Khoulenjani ve ¢alisma
arkadaglari, kitosanin yapisal Ozelliklerinin biyobozunurluga etkisi incelemek
amaciyla farkli DDA ve molekiil agirliklarina sahip kitosanlar1 simule edilmis mide
sivist (SIF, pH 7.5) igerisinde 150 rpm’de karistirmis ve kapiler viskozimetre ile
molekiil agirliklarini belirlemislerdir [176]. Li ve calisma arkadaglar1 ise benzer
sekilde farkli kitosanlarin proteaz enzimi igerisindeki parcalanma miktarlarini
arastirmig ve polimerlerin DDA ve molekiil agirliklarini sirasiyla potansiyometrik
titrasyon ve kapiler viskozite ile tayin etmislerdir. Her iki ¢alismada da elde edilen
bulgular DDA ve molekiil agirlig1 arttik¢a enzimatik par¢alanmanin keskin bir sekilde

diistiiglinti géstermistir [177] .

Kitosanin gen terapisinde kullanilmasinin en énemli sebeplerinden bir tanesi PEI’ye
gore toksisitesinin ¢ok diisiik olmasidir. Kitosan yiiksek biyouyumluluga sahiptir,
immunojenik degildir ve yapilan c¢aligmalar sitotoksisitesinin olmadigini
gostermektedir [178]. Geg¢miste, kitosanin biyouyumlulugu hakkinda miyokard,
noron, endotel ve epitel hiicreleri, fibroblastlar, hepatositler kullanilarak bir¢ok
calisma yapilmis ve toksik olmadigr kanitlanmistir [179-181]. Biyouyumluluk
polimerlerin molekiil agirliklar1 ve katyonik yiik yogunluklar ile degisirken kitosan
Ozelinde deasetilasyon derecesi de toksisiteyi etkilemektedir. Yapilan arastirmalar
sonucu, DDA arttikca biyouyumlulugun yiikseldigi, inflamatuar etkilerin azaldig:
rapor edilmistir [179].

Antibakteriyel 6zellik gdsteren polimerler giiniimiizde iizerinde ¢ok sik arastirma
yapilan malzemelerdir ve kitosan da bu polimerlerden bir tanesidir. Literatiirde,
kitosanin iki farkli mekanizma ile antibakteriyel etki gosterdigi ifade edilmektedir.
Bunlardan ilki, kitosanin katyonik yiiklerinin, mikroorganizmalarin hiicre zarindaki
negatif yiikli proteinleri ve lipopolisakkaritleri ile etkilesime girmesi ve bunun
sonucunda hiicre zarmin gegirgenliginin degismesidir. Bu durumun sonucunda, hiicre
i¢i pargalar disartya dogru sizmaya baslar ve hiicre 6liir. Ikinci mekanizma da ise,
kitosan bakterilerin ¢ekirdeklerine difiizlenerek RNA’larin1 ve buna bagli protein
sentezlerini inhibe edebilir ve hiicrenin Sliimiinii saglar. Tipki diger Ozelliklerde
oldugu gibi molekiil agirligi ve deasetilasyon derecesi kitosanin antibakteriyel
davranig1 etkilemektedir. Genel olarak DDA ve molekiil agirlig: arttik¢a hiicre zarina
baglanma, ger¢irgenlik ve c¢ekirdege girme ylizdesi de dogru orantili olarak artar.

Ornegin, Kim ve calisma arkadaslari kuvaternize gruplarin ve deasetilasyon
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derecesinin kitosanin antibakteriyel 6zelliklerine etkisini incelemek amaciyla %7585
DDA’e ve 1747,5 g/mol molekiil agirligina sahip kitosani, kuvaternize etmis ve
deasetilasyon derecesini %100’e ¢cikarmislardir. Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Candida albicans ve Aspergillus flavus bakteri ve mantarlar {izerinde yapilan
calisma sonucunda hem kuvaternize edilmis hem de %100 deasetile edilmis kitosanin
diger esleniklerine gore daha yiiksek antibakteriyel ve antifungal davranisa ve diisiik

toksisiteye sahip oldugu rapor edilmistir [182].

Kitosanin deasetilasyon derecesi arttik¢a, birincil amin gruplarinin sayisi ve buna bagh
olarak protonlanma yiizdesi artmaktadir. Bu durum, kitinin a-heliks kararliligini bozar
ve ¢Oziicii molekiillerinin polimer ile daha fazla etkilesmesini ve daha yiiksek katyonik
etkilesimi saglar. Eger, kitosanin deasetilasyon derecesi %40’ altindaysa veya ¢ok
yiiksek molekiil agirligina sahip ise molekiil i¢i hidrojen baglar1 ve metil gruplarinin
hidrofobik etkilesimleri polimerin su/sulu asidik ¢ozelti igerisinde c¢oziinmesini
engeller. DDA arttikca, kitinin sterik etkisi baskilandigr ve molekiil i¢i etkilesimler
azaldig1 i¢in kitosan diisiik pH’larda hazirlanan sulu ¢ozeltiler igerisinde ¢ozilinebilir

hale gelir [183, 184].

Kitosanin deasetilasyon derecesi ve molekiil agirligi yukaridaki o6zelliklerde de
goriildiigli gibi polimer zincirinin katyonik yiikiinii ve hidrofobik etkilesimlerinin
oranin1 degistirdigi icin viral olmayan vektdr tasarlanmasinda da Onemli
parametrelerdir. Yillar icerisinde, kitosan tabanl tasiyicilarin gelistirilmesinde DDA
ve molekiil agirliginin etkisini inceleyen ¢esitli arastirmalar yapilmis ve transfeksiyon
etkinliginin molekiil agirhig ile ters, DDA ile dogru orantili sekilde degistigi
bulgulanmustir [184, 185]. Ornegin, Aranda-Barradas ve ¢alisma arkadaslart DDA >
85%, molekiil agirlig1 20,6 ve 57,5 kDa olan kitosanlar1 ve gelistirilmis yesil floresan
protein plasmid (pEGFP-N1) kullanarak farkli N/P oranlarinda (8-43 arasi)
polipleksler sentezlemis ve HelLa hiicrelerindeki transfeksiyon etkinliklerini
incelemiglerdir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, en diisiik molekiil agirligi ve N/P

oranina sahip poliplekslerin, GFP ekspresyonlarinin diger yapilara kiyasla daha

yliksek oldugu rapor edilmistir [186].

Kitosan tiim bu ozellikleri ile gen terapisinde yiiksek potansiyele sahip olmasina
ragmen sadece pH <5,5 olan sulu asidik ¢ozeltilerde ¢oziinebildigi i¢in tampon
kapasitesi ve dolayisiyla transfeksiyon etkinligi en sik kullanilan sentetik vektdrlerden

biri olan PEI’ye gore oldukga diisiiktiir [187-189]. Ote yandan, daha &nce de
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belirtildigi gibi PEI’nin katyonik yapist ve suda ¢0ziiniirliigiiniin yiiksek olmasi
kitosana gore daha yiiksek transfeksiyon etkinligine sahip olmasini saglasa da toksik
0zelligi ve biyobozunur olmamasi1 énemli sakincalarindandir [190-192]. Bu sebeple,
dogal bir polimer olan kitosanin ilag/gen tagima alanlarindaki kullanimini genisletmek
icin polietilen imin kadar etkili ancak o kadar toksik olmayan, biyobozunur ve/veya
biyouyumlu sentetik katyonik monomer/polimerler ile modifikasyonu iizerine yogun
arastirmalar yapilmakta ve elde edilen bulgular da katyonik monomerler/polimerler ile
modifiye edilen kitosanlarin transfeksiyon etkinliklerinin yiiksek oldugunu
gostermektedir [18, 157, 193, 194]. Ancak, bu tiir modifikasyonlarda kullanilan
monomer/polimerler kitosan tasiyici sistemininin toksisitesini ve sitotoksisitesini
arttirabilmektedir. Bu nedenle, yiik yogunlugu/etkinligi, sitotoksisite ve viicut
tarafindan tolere, yani telafi edilebilirligi arasinda dogru dengeyi bulabilmek ig¢in
katyonik polimerlerin yapisinin optimize edilmesi zorlu bir gorev olarak ele alinabilir

[195].

2.2.2 Kitosanin modifikasyonu ve as1 (graft) polimerleri

Kitosan sahip oldugu diisiik bagisiklik sistemi tepkileri, biyouyumluluk,
biyobozunurluk gibi avantajlarinin yani sira degisik fonksiyonel gruplarla modifiye
edilerek farkli biyolojik ve fizikokimyasal 6zellikler kazanabildigi i¢in biyomedikal
alanlarda siklikla kullanilmaktadir [196]. Gen terapisi 6zelinde, kitosanin hidrofobik
modifikasyonlar1 polipleks kararliligini, niikleik asitlerin korunmasini ve hiicresel
alimy, hidrofilik modifikasyonlar ise ¢oziiniirliigii arttirmaktadir [197]. Kitosanin C-6
karbonlarina bagli -OH ve C-2 karbonuna bagli -NH; gruplari, asetilasyon, alkilasyon,
kuvaternizasyon, agilasyon ve as1 kopolimerizasyonu gibi bircok yontemle
fonksiyonlandirilabilir (Sekil 2.13) [157, 163, 198-200]. Ote yandan, C3-OH grubu
sterik etkilerden dolay1 modifiye edilmeye uygun degildir. C2-NH> grubunun yiiksek
reaktiviteye sahip oldugundan, amino gruplarinin fonksiyonlandirilmasi (6zellikle as1
reaksiyonlar1) en popiiler modifikasyon tiirlerinden bir tanesidir. Amino gruplari
niikleofil olarak hidroksil grubuna gore daha reaktifken, her iki grupta agil kloriir, asit,
alkan gibi reaktantlar ile kolaylikla elektrofilik reaksiyona girebilmektedir. Bu sayede,
kitosanin hem ¢6ziiniirliik problemi asilabilir hem de hiicresel alimin gelistirilmesi,
katyonik karakterinin arttirilmasi gibi transfeksiyon etkinligini etkileyen faktorlerin

tyilestirilmesi saglanabilmektedir [199, 201].
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Sekil 2.13 : Kitosana farkli yontemlerle modifikasyonu.

Karboksimetil kitosan (CMCs), ¢oziiniirliik sorununu asmak i¢in kullanilan en popiiler
kitosan tiirevlerinden bir tanesidir. Monokarboksil asitin farkli kosullar altinda
reaksiyonlart  sonucunda, kitosanin amino veya  hidroksil  gruplarinin
karboksimetilasyonu gerceklestirilerek farkli 6zelliklere sahip N-karbosimetil kitosan
ve  O-karboksimetil  kitosan  sentezlenebilmektedir. ~ Amino  gruplarinin
karboksimetilasyonu sonucu, zincirleri iizerinde hem pozitif hem negatif gruplar
tastyan pH duyarli polimerler sentezlenebilir ve karboksil tagiyan gruplarin subsitisyon
derecesine bagli olarak polimerlerin pH’a karsi davramisi degistirilebilmektedir.
Ayrica N-kabroksimetil kitosan, yiiksek viskozite ve hidrodinamik hacime sahip
oldugu i¢in hidrojel sentezlerinde de kullanilabilmektedir. N-karboksimetil kitosan ile
siiper porlu hidrojeller iiretilerek protein saliminda kullanilmaktadir. Ote yandan, O-
karboksimetil kitosan yiliksek antibakteriyel ozellige sahiptir [157, 163]. CMCs,
alkilasyon ve acilasyon gibi yontemler veya inorganik malzemeler ile tekrardan
modifiye edilebilmektedir [202]. Ornegin, O-karboksimetil kitosanin organo silika ile
hibritleri olusturularak yapilan calismalar, bu nanoparcaciklarin DNA’y1 DNAaz 1
enzimine karsi korudugu ve HeLa hiicrelerindeki transfeksiyon etkinliginin yiiksek

oldugunu gostermistir [203].
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Bir diger popiiler kitosan tiirevi ise N-metilasyon ile amino grubuna trimetil grubu
takilan ve kuvaternize edilen N,N,N trimetil kitosan Kkloriirdiir (TMCs).
Kuvaternizasyon yontemi sonucu kitosanin farkli tuzlar sentezlenebilmektedir ve bu
tiirevler protein ve peptit gibi biyomaktomolekiillerin absorpsiyonunu arttirmaktadir.
Ancak, kitosan tuzlar1 fizyolojik kosullarda (pH 7.4) pKa’larina yakin degerlerde
olmadiklart i¢in yeterince c¢oOziinememektedirler ve bu durum kullanimlarin
kisitlamaktadir. TMCs, kuvaternize edilmis kitosanlar igerisinde genis bir pH
aralifinda ¢oziinebilen, su icerisinde ¢oziiniirliigii en yiiksek olan kitosan tiirevidir ve
cesitli ilaglarin tutulumunu arttirir. Ayrica TMCs kuvaternizasyon derecesine gore
yiiksek katyonik yiike sahip oldugundan mukozanin negatif yiiklii yilizeyine daha ¢ok
tutunabilir, niikleik asitlerle daha ¢ok elektrostatik etkilesim kurabilir ve bu sebeple
hem mukoza yapigsma o6zelligi hem de DNA/RNA baglama kapasitesi modifiye
edilmemis kitosana gore yiiksektir [198]. Thonou ve calisma arkadaslarinin diisiik
molekiil agirlikli TMCs (polimerizasyon derecesi <20) kullanarak epitel hiicreleri
lizerine yaptiklar1 gen terapisi arastirmalar1 sonucunda, TMC’nin viral olmayan vektor
olarak yiiksek potansiyele sahip oldugunu bulgulamislardir [204, 205]. Zhao ve
caligma arkadaglar1 ise TMC-sistein konjugasyonlar1 sentezleyerek pEGFP proteinin
kodlarina sahip pDNA ile poliplekslerler olusturmus ve HEK293 hiicrelerindeki
transfeksiyon etkinligi incelemislerdir. Elde edilen bulgular ile TMC-sistein
konjugasyonunun ticari tasiyici olan Lipofektamin 2000’den daha yiiksek DNA salimi
ve transfeksiyon etkinligi gosterdigi rapor edilmistir [206]. Ote yandan, TMC
katyonik karakteri sebebiyle sitotoksiktir ve bu sorunu agmak i¢in ¢esitli yontemlerle
modifiye edilmektedir. Ornegin, Mao ve calisma arkadaslar1 ve TMCs’nin iizerine
RAFT polimerizasyonu ile sentezledikleri PNIPAAm homopolimerlerini asilayarak
hem sicaklik duyarli hem diisiik sitotoksisiteye sahip gen tasiyict sistem
gelistirmislerdir [207]. Ren ve calisma arkadaslar ise P(EGMA-ko-DMAEMA)
kopolimerlerini RAFT ile sentezleyerek TMCs’a agilamiglar ve yaptiklart biyolojik
testler sonucunda TMC-g-P(EGMA-ko-DMAEMA) as1 kopolimerlerinin TMCs’ye
kiyasla daha yiiksek tampon kapasitesine ve transfeksiyon etkinligine sahip oldugu

ifade etmislerdir [208].

N-acilasyon yontemiyle farkli biyomedikal alanlarda kullanilabilecek hidrofobik veya
ylksek oranda katyonik kitosanlar sentezlenebilmektedir. Yiiksek oranda katyonik

kitosan tiirevleri, kitosanin biyoadezyonunu, transfeksiyon etkinligini, anti tiimor,
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antimikrobiyal ve anti-inflamatuar gibi biyolojik 6zelliklerini gelistirebilmektedir. Ote
yandan, N-dietilaminoetil, N-dimetilaminoetil ve N-dimetilaminoizopropil gibi diallil
amino alkil kloriirler ile sentezlenen kitosan tiirevleri, sahip olduklar yiiksek katyonik
ylkten dolay1 sitotoksik etki gostermektedir. Bu sebeple, bu tarz kitosanlara ayrica
modifikasyon yapilmaktadir [209]. Ornegin, Liang ve calisma arkadaslart CMCs’a
oktadesil gruplara takarak sentezledikleri polimerlerin (OQCMC) sitotoksistelerini ve
ilag salim etkinliklerini sadece kuvaternize edilmis kitosan (QC) ile kiyaslamis ve
OQCMC polimerlerinin ilag salim kapasitelerinin daha yiiksek, sitotoksisitelerinin
daha diisiik oldugunu rapor etmislerdir [210]. Anhidrit ve uzun zincirli agil kloriirler
ile sentezlenen hidrofobik kitosanlar ise kendiliginden diizenlenme (self-assemly)
sayesinde miseller olusturabilmekte ve bu sayede ilag salimda tasiyict olarak
kullanilmaktadirlar ancak yiliksek oranda hidrofobik 6zellikte toksik etkiye sebep
olabilmektedir [199].

Kitosanin tiim modifikasyon yoOntemleri igerisinde en yaygin olam1 as1
kopolimerizasyonudur. Daha 6nce de ifade edildigi gibi TMCs gibi foksiyonlandirilan
kitosanlarin ozelliklerini iyilestirmek icin de as1 kopolimerizasyonu ile ikincil bir
modifikasyon yapilmaktadir. Kitosana 6zellikle sentetik polimerlerin agilanmasi, hem
ucuz ve cevre dostu bir sentez yontemi oldugu hem de toksisiteyi diisiirdiigii i¢in

siklikla tercih edilen bir modifikasyon tiirtidiir [209, 211].

As1 kopolimerleri, monomerlerin var olan bir polimerin iizerine (zincir u¢lari haricinde
bir noktaya) kovalent baglarla baglanarak polimerlesmesi ile elde edilen dallamis
polimerlerdir. Hem ana zincir hem de dallar homopolimer veya kopolimerlerden
olusabilmektedir. As1 kopolimerlerinin {izerindeki fonksiyonel gruplarin sayis1 ve tiirii
arttikca farkli uygulamalar i¢in daha ilgi ¢ekici hale gelmektedir. Dogrudan (grafting
from) ve {lizerine (grafting to) asilama olarak iki farkli as1 kopolimerizasyonu
mevcuttur (Sekil 2.14). Dogrudan asilamada ana polimer zincirinde aktif noktalar
olusur ve dallanma burada baslarken, iizerine asilamada dallar baska bir ortamda
monomerlerin polimerlestirilmesi ile sentezlenir, ardindan ana polimere niikleofilik
noktalarindan asilanir. Kitosan gibi polisakkaritlerin modifikasyonunda genellikle

dogrudan asilama yontemi kullanilmaktadir [212].
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Sekil 2.14 : As1 polimerizasyonunda iizerine ve dogrudan asilama mekanizmalari

As1 polimerizasyonu ile olusturulan dallarin kitosanin sudaki ¢oziiniirliigiiniin yani sira
antibakteriyel ve antioksidan Ozelliklerini de arttirabildigi belirlenmistir. Ayrica
kitosanin kompleks olusturma, adsorpsiyon gibi 6zelliklerini arttirmak i¢in de siklikla
as1 polimerizasyonu kullanilmaktadir [213, 214]. Ornegin, kitosanin katyonik
monomerler/polimerlerle modifikasyonu sonucunda yapidaki pozitif yiik tasiyan
gruplar arttigindan DNA’ya baglanma etkinligi ylikselmektedir. Daha katyonik yapiya
sahip kitosanin, hiicre icindeki endozomal kagis ve transfeksiyon etkinligi artmaktadir
[215, 216]. Ayrica yapidaki katyonik gruplarin artmasi malzemenin antibakteriyel
ozelliklerini de kuvvetlendirmektedir. Fakat, bu tip modifikasyonlarda kullanilan
monomerler tastyicit sistemin toksisitesini ve sitotoksisitesini arttirabilmektedir.
Ornegin, PEI katyonik yapisi ve suda ¢odziiniirliigiiniin yiiksek olmas1 sayesinde
transfeksiyon etkinligini arttirsa da, oldukca toksik bir malzeme oldugu i¢in Cs-g-PEI
ast kopolimerleri kitosana kiyasla daha sitotoksiktir [193]. Bu sebeple, kitosanin
kimyasal modifikasyonlarinda polietilen imin kadar etkili, toksik olmayan,
biyobozunur, sentetik katyonik monomer/polimerlerin kullanimi iizerine arastirmalar

yapilmaktadir [18].

Kitosana asilanacak polimerin tiirli, konsantrasyonu, reaksiyon siiresi, sicaklik
baslatic1 tiirii ve miktar1 gibi parametreler degistirilerek farkli asilanma yiizdesine
(grafting percentage), asilanma verimine (grafting yield), ana ve yan zincir uzunluguna

sahip as1 kopolimerleri sentezlenmektedir. Bu sayede, 6zgiin bir hastalik, hiicre veya
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doku/organ icin vektor olarak kullanilabilecek bir¢ok farkli fizikokimyasal ve

biyolojik 6zellige sahip kitosan as1 kopolimerleri tasarlanabilmektedir.

Kitosanin vinil monomerleri ile as1 kopolimerizasyonu kitosanin biyobozunur
dogasini bozmadan yapiya yeni 6zellikler kazandirarak biyokimyasal uygulamalarda
istenilen karaktere sahip malzemeler gelistirmek icin gelecek vadeden bir yontemdir.
Ozellikle akrilat ve akrilamit tiirevleri ile modifiye edilen kitosanin kanser ve gen
terapisi ¢alismalarinda énemli bir yeri bulunmaktadir [155, 217-220]. Ornegin, Qian
ve calisma arkadaslari, meme kanser hiicrelerinde kontrollii ila¢ salimi i¢in K237-
peptiti  ile  fonksiyonlandirilmig  kitosan-g-poli(N-izopropilakrilamit)  nano
parcaciklarin1 (K237-Cs-g-PNIPAAm) sentezlemiglerdir. Ardindan, K237-Cs-g-
PNIPAAm nano pargaciklarina paksitaksel yiikleyerek hazirlanan malzemenin ilag
salimi, hiicre i¢ine alimi ve sitotoksisitesi incelenmis ve nanoparcaciklarin hedefli
kanser terapisinde biiyiik bir potansiyele sahip oldugunu rapor edilmistir [155].
Bahramzadeh ve calisma arkadaslar ise kitosanin biyolojik alanlarda kullanimini
gelistirmek  amaciyla  serbest  radikal  polimerizasyonu ile  Cs-g-(N-
hidroksietilakrilamit) as1 kopolimerlerini ve metilen bis akrilamit (BIS) c¢apraz
baglayict varliginda filmlerini sentezleyerek polimerlerin kan uyumluluklarini
incelemislerdir. Yapilan karakterizasyonlar ve in vitro testler sonucu polimerlerin
kitosana gore daha yiiksek ¢oziiniirliige ve yiiksek kan uyumluluguna sahip oldugu,

ilag salim ve doku miihendisligi gibi alanlarda kullanilabilecegi rapor edilmistir [219].

Kitosanin as1 kopolimerizasyonu genellikle amonyum persiilfat (APS), potasyum
persiilfat (KPS), serik amonyum nitrat (CAN), azobisizobutirilonitril (AIBN) ve ferrik
amonyum siilfat (FAS) gibi baslaticilar kullanilarak gercgeklestirilir. Ayrica
polimerizasyon y-rasyasyonu ve enzimlerle de baslatilabilmektedir [221].Tiim bu
baslatici yontemlerinin farkli avantajlar1 ve dezavantajlar1 bulunmakla beraber

birbirlerine stlinliikleri yoktur. Uygulama alanina ve amaca gore farkli baglaticilar

kullanilabilir.

y-rasyasyonu ile yapilan reaksiyonlarda herhangi bir ¢apraz baglayici, katalizor veya
sonu¢ {iriiniinli saflastirmak adina ¢o6ziicii kullanilmadigr i¢in “yesil kimya”
yontemlerden biri olarak gosterilmektedir. Kitosanin bu yontemle genellikle vinil ve
akrilat monomerleri kullanilarak as1 kopolimerleri sentezlenmektedir [222-224].
Kumar ve ¢alisma arkadaglari, akrilik asit ve akrilonitril monomerleri ile mikrodalga

kullanarak kitosan as1 kopolimerlerini sentezlemis ve ¢apraz baglamislardir. Hem as1
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kopolimerlerin hem de hidrojellerin antibakteriyel 6zelliklerinin yiiksek oldugu rapor
edilmistir [225]. Fotobasglatici ile ¢apraz baglanma oldukc¢a verimli olmasina ragmen,
baglatici, iiretilen ag yapida sitotoksisiteye sebep olabileceginden kullanim alani

kasithidir.

Enzimler, saglik agisindan giivenli olmalari, reaktif bilesiklerden ileri gelen zararlar
engellemeleri ile polimer sentez ve modifikasyonunda kullanilan baslaticilardan
biridir. Ayrica enzimlerin se¢imlilikleri yiiksek oldugu i¢in, bu yontemde polimerlere
koruma grubu takma/kaldirma adimlarina ihtiya¢ duyulmayabilir, bu da kimyasal
sarfiyatini engelleyerek ¢evre agisindan fayda saglar ve polimerlerin 6zellikleri daha
hassas sekilde kontrol edilebilir [226, 227]. Ornegin, kitosanin enzimatik
modifikasyonu sonucu yiiksek pH duyarlilifina sahip, suda ¢oziiniirliigii yiiksek ve

biyoyapisma 6zelligi gelistirilmis polimerler elde edilebilmektedir [224].

Her iki polimerizasyon yontemi de biiyiik avantajlara sahip olsa da daha cesitli as1

kopolimerler sentezlemek i¢in en sik kullanilan yontem radikal polimerizasyonudur.

2.2.2.1 Radikal Polimerizasyonu

Literatiirde, kontrollii ve serbest radikal polimerizasyonu ile birgok kitosan as1
kopolimeri mevcuttur. ATRP ve RAFT gibi kontrollii polimerizasyon yontemlerinde
asilanacak dallarin uzunluklar1 kontrol edilebildigi i¢in daha 6zgiin polimerler
sentezlemek miimkiindiir [155, 207, 208, 228]. Ornegin, Ping ve ¢alisma arkadaslar
kitosanin transfeksiyon etkinligi arttirmak amaciyla ATRP yontemiyle kitosan-asi-
PDMAEMA (PDCS) as1 polimerlerini sentezleyerek pDNA ile ile polipleksler
olusturmuglardir. PDCS/pDNA  poliplekslerinin  transfeksiyon  etkinliklerini
PDMAEMA’in dal uzunlugu ile as1 polimerinin katyonik ytikiine (azot/fosfat oranina)
bagli olarak incelenmistir. Elde edilen bulgulardan as1 polimerlerinin zincir uzunlugu
arttiginda ve azot/fosfat (N/P) oran1 6’dan diisiik veya yliksek oldugunda transfeksiyon
etkinliginin diistiigii rapor edilmistir [16]. Mahmoodzadeh ve ¢aligma arkadaslari da,
tiimdr dokularini hedefleyen, kan dolasiminda uzun siire kalabilen ve ilag¢ ¢oziintirliigii
ylksek kitosan tabanli nano tasiyici sistem tasarlamay1 amaglamis ve bu dogrultuda
kuvaternize DMAEMA (DMAEMAQ) ve itakonik asit (IA) kullanarak RAFT
polimerizasyonu yontemi ile Cs-g-P(IA-ko-DMAEMAQ) as1 kopolimerlerini
sentezlemiglerdir. As1 kopolimerlerinden olusan nano misellere MTX ilacin

ylklendikten sonra tagiyicilarin, meme kanser hiicreleri kullanilarak kan uyumlulugu
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(hemoliz), sitotoksisite ve ilag salim testleri gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda, Cs-g-P(IA-ko-DMAEMAQ) nano misellerinin kanser terapisi i¢in
potansiyele sahip oldugu rapor edilmistir [229].

Kitosanin kontrollii radikal polimerizasyonunda genel olarak ATRP yontemi
kullanilmaktadir. ATRP yonteminde alkil halejeniir (RX) baslaticilar1 ile beraber
katalizor olarak Cu, Fe, Ru gibi gecis metalleri kompleksleri (Mt™/Ligant)
kullanilmaktadir. Radikal olusma mekanizmasinda, alkil halojeniirlerin katalizor ile
aktive edilmesi sonucu R-X baginin homolitik olarak kirilir ve olusan *X radikali,
Mt"/Ligant kompleksine transfer olur. Bunun sonucunda, Mt™/Ligant yiikseltgenerek
X-Mt™"1/Ligant haline déniisiirken alkil halojeniirden orataya ¢ikan R® serbest
radikalleri monomere katilir ve R-M® radikali olusturur. Bu sekilde, monomer
birimleri birbirlerine baglanmaya baslar ve siirecin devaminda X-Mt™"!/Ligant
kompleksi indirgenerek *X radikalini R-M radikaline transfer eder ve deaktivasyon
gerceklesir. Deaktive olmus tiirler tekrardan katalizore *X radikallerini transfer ederek
aktive olabilir. Bu tersinir mekanizma, monomer tiikenene kadar devam ettiginden,
polimerlerin zincirlerinin uzunlugu kontrol edilerek benzer molekiil agirliginda

polimerler sentezlenebilmektedir (Sekil 2.15) [230, 231].

Ka
R-X + Mt"/Ligant == Re + X-Mt""/Ligant
d \

AN
kp N\ kt
\
Momomer
AN

N Polimer

Sekil 2.15 : ATRP’nin reaksiyon mekanizmasi.

Bir diger kontrollii polimerizasyon yontemi olan RAFT’ta ise ATRP’deki katalizor
yerine tiyokarboniltiyo fonksiyonel grubu bulunan zincir transfer ajanlar1 (CTA)
kullanilir. Bu CTA’lar (S=C(Z)S-R) sayesinde diisiik PDI’a sahip ve benzer molekiil
agirhginda polimerler sentezlenebilmektedir. RAFT yodnteminde polimerizasyon,
geleneksel serbest radikal polimerizasyonunda oldugu gibi redoks veya termal bir
baslaticidan (1), I°® radikalleri olugmasi ile baslar. Bu baslatic1 radikalleri monomere
(M) atak eder ve monomerler biiyiiyerek oligomerik boyutta polimerik zincir
radikallerini (P,°®) olusturur. Reaksiyonun ikinci basamagi olan tersinir zincir
transferi/bliylime adiminda ise uzayan polimer zinciri monomere uygun olarak

secilmis RAFT ajanina ait tiyokarbonil (C=S) bagina atak ederek RAFT ajanina
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baglanir (S=C(Z)S-Pn) ve RAFT ajanina bagli R grubunda R*® serbest radikalleri
tiretilir. Bu denge reaksiyonu sonucunda P, polimer zinciri tekrar serbest kalip
uzamaya devam edebilecegi gibi RAFT ajanina bagli halde bulunan pasif polimer
zincirine doniisebilir. Burada, olusan R*® radikalleri de monomere atak ederek farkli
oligomerik polimer zincir radikalleri (Pw®) tretir (tekrar baslama basamagi). RAFT
mekanizmasinin en Onemli basamagi zincir dengesi/bliylime adimidir. Burada,
uzamaya devam eden aktif polimer zinciri (P®) ile ucuna tiyokarboniltiyo grubu
baglanmis olan molekiil (S=C(Z)S-P,) arasinda bir yer degistirme reaksiyonu
gerceklesir ve hali hazirda CTA’a bagl olan P, polimeri radikal formunda serbest
kalir. Son asamada, olusan radikalik polimer zincirleri birlesir ve sonlanma
gergeklesir (Sekil 2.16). RAFT polimerizasyonu ayni zincir uzunlugunda polimerler
sentezlemek icin yaygin bir yontem olmasiyla beraber zincir transfer ajanlar1 oldukca
pahalidir ve laboratuvar kosullarda sentezlenmeleri olduk¢a zordur. Bu durum, RAFT

yonteminin kullanimini kisitlamaktadir [232].

1. Baslama
12 —  » DJ]e— » Pn'

2. Tersinir Zincir Transferi/ biiylime
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Sekil 2.16 : RAFT polimerizasyonun reaksiyon mekanizmasi.
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CAN, APS, KPS gibi baglaticilar kullanilarak gerceklestirilen serbest radikal
polimerizasyonunun RAFT ve ATRP’ye kiyasla en biiyiikk dezavantaji polimer
zincirinin biiyiimesini (molekiil agirligimin artmasini) kontrol edilememesidir [233—
235]. Ote yandan, ATRP’de Cu gibi katalizorlerin, RAFT ta ise kiikiirt igerikli CTA
kullanim1 ¢evre ve insan sagligi agisindan sorun teskil etmektedir. Serbest radikal
polimerizasyonunda bu tiir bilesenler bulunmadigindan elde edilen polimerlerin

toksisitesi daha diisiiktiir ve biyomedikal alanlarda kullanimlar1 daha giivenlidir.

Serbest radikal polimerizasyonu ile as1 kopolimerleri sentezlenirken farkli tiirdeki
baslaticilar, degisik mekanizmalar ile kitosanin ana iskeleti {izerinde radikal olusturur
ve vinil monomerleri bu aktif bolgeye kovalent olarak baglanir ve polimerizasyon
baslar [233]. Mino ve Kaizerman’nin 1958 yilinda CAN redoks baglaticisi kullanarak
gergeklestirdikleri as1 kopolimerleri sentezi, vinil monomerlerinin serbest radikaller
ile biyopolimerlere agilanmasi yaklasima ait ilk calismadir [236]. CAN, basta kitosan
olmak tiizere bircok biyopolimerin asi kopolimerinin sentezinde kullanilan popiiler
baslaticilardan bir tanesidir [237-239]. Ornegin, Pati ve ¢alisma arkadaslart CAN
baslaticis1 varliginda Cs-g-akrilik asit as1 kopolimerleri sentezleyerek kitosanin
antibakteriyel ve antifungal 6zelliklerini gelistirmeyi hedeflemislerdir. Elde edilen
sonuclar dogrultusunda, akrilik asitin CAN varliginda kitosana asilanabildigi ve as1
kopolimerlerinin yiiksek antibakteriyel ve antifungal 6zellik gosterdigi rapor edilmistir

[240].

Kitosanin as1 polimerlerinin sentezinde KPS ve APS en sik kullanilan termal
baslaticilar olarak ifade edilmektedir. Uygun baslatici konsantrasyonu ile yeterli
oranda monomer/polimerin ana zincir iizerine asilanmasiyla etkinligi yiiksek
polimerler sentezlenebilmektedir [221]. Kitosan as1 kopolimerleri persiilfat
bagslaticilar ile basit ve yliksek verimle sentezlenebildiginden, gen terapisi basta olmak
lizere bir¢ok biyomedikal alanda kullanilan bir yontemdir [241-244]. Ziminska ve
caligma arkadaglari, sicakliga duyarli ve yiiksek gen salim etkinligine sahip tasiyicilar
tasarlamak i¢in APS baslaticis1 ve farkli Cs konsantrasyonlari kullanarak Cs-g-
PNIPAAm as1 kopolimerlerini sentezlemis ve bu as1 kopolimerlerinin genipin ile
capraz baglayarak elde ettikleri hidrojellerin yapisal karakterizasyonlar ile fiziksel
ozelliklerini incelemislerdir. Bu adimin ardindan, hidrojellerin RALA (amfifilik 30-
mer uzunlugunda protein) ve pEGFP proteinleri ile komplekslerini olusturmuslar ve

hem boyut ve yiizey yiiklerini hem de hiicre kiiltiirii testlerini gergeklestirmislerdir.
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Elde edilen bulgular, serbest radikal polimerizasyonu ile kararli, yiiksek verimli ve
sicakliga duyarli Cs-g-PNIPAAm as1 kopolimerlerinin sentezlendigi ve polimerin
igerisindeki kitosan yiizdesine bagli olarak hidrojellerin mekanik 6zelliklerinin, sisme
ve degredasyon derecesi ile protein salim etkinliginin degistigini gostermistir. Ayrica
hidrojellerin fare fibroblast (NCTC-929) hiicrelerine RALA/pEGFP proteinlerini

transfeksiyonunu saglayabildigi ve uzun siire salim yapabildigi ifade edilmistir [245].

Hanna ve ¢alisma arkadaslari, kanser ilaglari i¢in kontrollii salim yapabilecek tasiyici
gelistirmek  amaciyla  poli(3-hidroksi  biitirat)/kitosan-g-poliakrilik  asit  as1
kopolimerlerini (PHB-Cs-g-PAA) KPS termal baslaticisi ile sentezlemis ve kiitlece
farkl1 oranlarda sodyum hyaluronat ile konjuge etmislerdir. MTX kanser ilaci
yukledikleri komplekslerin Caco-2 hiicrelerindeki ilag salim ve sitotoksisite
caligmalar1 sonucunda, PHB-Cs-g-PAA/NaHA konjugasyonlarinin pH 7.4 PBS
kosullarinda, igerisine yiliklenen MTX’1mn %98,6’sin1 salabildigi, ilag yiiklenmemis
polimerin toksik etki gostermedigi ancak MTX yiiklii konjugasyonlarin apoptotik
etkiye sahip oldugu yani PHB-Cs-g-PAA/NaHA konjugasyonlarinin kanser terapisi

icin giiclii ve kontrollii bir tagiyici olabilecegi rapor edilmistir [246].

Polimer zincirine asilama -OH, -NH, gibi reaktif fonsiyonel gruplar iizerinde
gerceklesir. Kitosan iizerine vinil monomerlerinin persiilfat baglaticilar1 ile
asillanmasinin da genel olarak birincil amin grubu iizerinden yiiriidigi ifade
edilmektedir [211, 247, 248]. Polimer c¢ozeltisine eklenen persiilfat baglaticisi
oncelikle ayrigsarak olarak SO4°* radikali olusturur. Ayrica SO4* radikali su ile
reaksiyona girerek *OH radikalleri de liretebilmektedir. Ardindan, bu radikaller
kitosanin birincil amin gruplarina atak ederek *NH makro baslaticilarinin olusmasini
saglar ve bu gruplar vinil monomerleri ile reaksiyona girerek polimerizasyonu baslatir
[249]. Kitosanin as1 kopolimerizasyonu i¢in amin grubu iizerinden dallarin biiylimesi
genel mekanizma olarak ifade edilse de yapilan caligmalar persiilfat baglaticilari
varliginda kitosanin farkli noktalarinda radikaller olustugunu gostermistir. SO4* ve
*OH radikalleri birincil amin grubu yerine kitosanin C-2 ve C-3 karbonlarina atak
ederek seker halkasinin pargalanmasina sebep olur ve bu noktalardan makro baslatici
olusur [221, 250]. Ornegin, Najjar ve c¢alisma arkadaslar1 2-akriloamido-3-
metilpropansiilfonik asit (AMPS) monomeri ve Cs polimerini kullanarak KPS baglatici
varliginda sentezledikleri Cs-g-PAMPS as1 kopolimerlerinin asilanma yiizdesi ve

verimlerini monomer/polimer konsantrasyonuna, reaksiyon siiresi ve sicakligina baglh
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olarak incelemis ve calisma igerisinde AMPS’nin kitosanin C-2 ve C-3 karbonlari
tizerine astlandigini ifade etmislerdir [251]. Kumar ve ¢alisma arkadaslar1 ise doku
miithendisliginde kullanmak i¢in Cs-g-PAAm as1 kopolimerlerini sentezlemis ve
KPS’in hem kitosan hem de PAAm’in molekiiler degredasyonu iizerine etkisini
incelemislerdir. Bu calismada, seker halkasinin parcalanmasinin yani sira, kitosanin
eterik baglarinin kirildig1 ve depolimerizsyona ugradig: (zincirlerin pargalandigl) da
ifade edilmistir [250]. Yani, persiilfat baslaticilar varliginda gerceklesen asi
kopolimerizasyonunda dort farkli noktadan radikal iiretilmektedir ve radikalin

olusacagi nokta kontrol edilememektedir (Sekil 2.17).
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Sekil 2.17 : Kitosanin radikal olusum noktalari.

Zincir parcalanmast diger iic mekanizmadan daha farklhidir ¢iinkii bu kosullar da
kitosanin molekiil agirhigir degismektedir. Literatiirde kitosanin persiilfat baglaticilar
ile sentezlenen as1 polimerleri hakkinda yapilan c¢alismalarda da baslatici
konsantrasyonunun sadece polimerizasyon etkinligini degil kitosanin molekiil
agirhgint da keskin bir sekilde degistirdigi ifade edilmektedir [252-254]. Don ve
calisma arkadaslart kitosanin KPS ile indirgenmesi iizerine yaptiklari ¢alismada,
KPS’in termal ayrismasi ile elde edilen siilfat radikallerinin (R*) kitosanin katyonik
amino gruplari ile etkilestigini ve bu sayede amino grubununun yakininda bulunan C-

4 karbonuna atak ederek radikalini aktardig1 ve C-4 karbonun iizerindeki radikalinde
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C-O-C baginin kirilmasina ve kitosanin parcalanmasina sebep oldugu rapor
edilmektedir. (Sekil 2.18) [255]. Bu durumda, persiilfat baslaticilar1 sadece asi
kopolimeri sentezlenmesine olanak saglamaz, kitosanlarin depolimerizasyonunda da
sebep oldugundan eter baglari lizerinde olusan radikaller iizerinden blok polimerler de

sentezlenebilmektedir.

(1) KPS’in termal par¢calanmasi
2 A o
SzOs — 2 504
I Re

(2) Persiilfat iyonlarinin radikalini C-4 karbonuna aktarmasi
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(3) C-O-C bagu iizerinden zincir kirilmast
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Sekil 2.18 : Kitosanin eter baginin kirilmasi ve zincir pargalanmas1 mekanizmasi.

2.3 fla¢ Tasima/Salim Sistemleri

Insanlik tarihi boyunca bilim insanlarinin ilk &nceligi, kisilerin yasam kalitesini
azaltan veya oliimiine sebep olan hastaliklar1 tedavi etmek ve insan dmriinii uzatacak
yontemleri aragtirmak olmustur. Yiizyillar 6nce insanlar hastaliklari iyilestirmek igin
cesitli bitkileri ve alternatif tip yontemlerini kullanirken ilaglarin kesfi sonucunda daha
etkin tedavi teknikleri ortaya ¢ikmis ve geleneksel ilag salim sistemleri kullanilmaya
baslanmistir. Tablet, kapsiil, kemoterapi gibi geleneksel ilag salim sistemleri
baslangicta tedavi i¢in yeterli olarak kabul edilse de zaman igerisinde bu ilaglarin
viicutta spesifik olmayan bir sekilde dagildigi ve hem hastalikli hiicrelere hem de
saglikli hiicrelere zarar verdigi, uzun siireli kullanimlar1 sonucu viicutta kimyasal
maddelerin birikmesine sebep oldugu bulgulanmistir [256, 257]. Seker, tansiyon,
tiroit, artrit, kanser gibi sistemik hastaliklar, ilaglarin viicutta sabit konsantrasyonda ve
uzun siire etkin kalmasi ile tedavi edilebildigi i¢in hastalar ilaclar1 sik ve tekrarlanan
dozlarda kullanmak zorundadir. Bu durum, viicudun etken maddelere kars1 bagisiklik

gelistirmesine ve ilacin tedavi edici 6zelliginin azalmasina sebep oldugundan sistemik
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hastaliklara sahip kisileri tedavi etmek amaciyla ayni etkiye sahip yeni ilaglarin
gelistirilmesi gerekmektedir. Ote yandan, yeni ilag¢ gelistirmek hem zaman hem de
ekonomik acidan dezavantajlidir ve bu ylizden hazir olarak kullanilan ilaglarin
etkinligini arttirmak i¢in yeni yollar arayisina girilmistir. Gliniimiizde, ilaglarin
hedeflenen bolgeye hizli bir sekilde ulasabilecegi, kontrollii ve hedefe yonelik salim
yapabilecek ila¢ tagima/salim sistemleri lizerine yogun arastirmalar yapilmaktadir

(Sekil 2.19) [1, 258].

Geleneksel Salim
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Sekil 2.19 : Geleneksel ve kontrollii salim esnasinda viicuttaki ila¢ konsantrasyonun
zamana bagli degisimi.
Kontrollii ve hedefe yonelik ilag salim sistemlerinin en biiyiik avantaji, daha diisiik
dozlarda ila¢ kullanilmasi ve sadece hastalikli bolgede salim yapmasidir. Bu
sistemlerde, viicutta ila¢ konsantrasyonu hizli bir sekilde degismez, daha diisiik
dozlarla yiiksek tedavi etkinligi saglanabilir ve viicuttaki yan etkiler azaltilabilir [258].
Belirli bir hastalig1 tedavi etmek i¢in hedef bolgeye/hiicreye gidebilecek, yiiksek ilag
tutulumuna sahip ve uzun siire salim yapabilecek 6zel tastyici sistemler gelistirilmesi
gerekmektedir. Bu sistemler ig¢in, genellikle hidrojel, nano-/mikro/parg¢aciklar,
dendrimerler ve polimer tabanli miseller gibi dogal ve sentetik polimer esash
malzemeler kullanilmaktadir (Sekil 2.20). Ayrica bu tasiyici sistemler, ilacin bagka bir
makro/mikro ¢evrede salinmasi engeller ve ilact enzimatik degredasyondan korur

[258, 259].
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Sekil 2.20 : ilag tasiyici olarak kullanilan malzemeler.

Kontrollii salim sistemlerinde ilag tagima siireci aktif ve pasif olmak tlizere ikiye ayrilir.
Aktif hedeflemede ilag, istenen organ ya da dokuya glikoprotein, lipoprotein,
karbonhidrat ve peptitler gibi 6zel ligantlar yardimiyla génderilir. Ornegin, kanser
hiicrelerinde folik asit gibi reseptorler ve Bcl-2 gibi proteinler normal hiicrelerden daha
fazla iiretilir. Bilim insanlar1 kanser hiicreleri ve tedavisi i¢in yaptiklari arastirmalarda,
bu reseptorlerin ve proteinlerin aktif olarak kanser hiicresini hedeflemek igin
kullanilabilecegini kesfetmislerdir. Milstein ve Kohler yaptiklar1 calismada, cesitli
saglikli veya kanserli hiicrelerden antikor olusumunu saglayacak proteinleri
ayristirmis ve kanser terapisi i¢in tedavi edici ajan olarak kullanmiglardir. Giiniimiizde,
FDA tarafindan onayli 20’den fazla antikor farkli kanser tiirlerinin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bu antikorlar kanserli bolgenin ylizeyinde bulunan proteinlere
baglanarak hiicre biiylimesini ve tiimor mikro ¢evresindeki kan damarlarinin
olusumunu engelleyip istemli hiicre 6limiinii (apoptoz) tetikler ve kanserli hiicrelerin
yok edilmesini saglar. Ote yandan, biyolojik makromolekiillerden olusan ligantlarin
sentetik polimerler veya biyopolimerler ile biyokonjugasyonlarindan elde edilen
hidrojel, nanoparcacik veya lipozom gibi yapilar da aktif hedeflemede
kullanilmaktadir. Ornegin, Kim ve ¢alisma arkadaslar1 siiper paramanyetik 6zellikli
manyetit nanopartikiiller (MNP) igeren sicakliga duyarli PNIPAAm hidrojellerini,
heterojen (¢6kelme) polimerizasyon yontemi sentezlemis ve serviks HeLa hiicre hatti

icin spesifik hedefleme ligand1 olan folik asidi hidrojel ylizeyinde konjuge ederek
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ligant-konjuge hibrit hidrojelleri elde etmiglerdir. Elde edilen sonuglara gore
doksorubisin (DOX) yiiklii hidrojellerin hem manyetik alan hem de reseptdr aracili
endositoz sayesinde HeLa hiicrelerini hedefledigi, hiicre igine girerek sitotoksisiteyi
disiirdligli ve apoptozu sagladigi gozlemislerdir. Bu sonuglar dogrultusunda
gelistirilen ¢ift hedefli biyokonjuge hibrit hidrojellerin, yeni nesil akilli ila¢ tasima

sistemleri i¢cin umut vadettigini rapor edilmistir [260, 261].

Pasif hedeflemede ise belirlenen dokuya 6zel olarak ulasan bir ligant yoktur. Bu
yontemde, iltihapli ya da tiimorlii dokulardaki endotel dokularin (kan damarlarinin
icerisindeki hiicre dizilimi ile olusan epitel tabaka) daha gecirgen olmasindan
yararlanilir. Burada endotel doku daha gegirgen ve genis oldugu i¢in misel, lipozom,
nanojel gibi boyutlar1 100-500 nm arasinda degisen ilag tastyicilar dokunun igerisinde
birikebilir. Hastalikl1 bélgenin mikro ¢evresindeki bu degisim, ilacin pasif olarak o
bolgede hedeflenmesini saglar. Pasif olarak ilaglarin hastalikli bolgeye ulastirilmasina

arttirllmis gecirgenlik ve tutma etkisi (EPR) adi verilir (Sekil 2.21) [260-263].
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Sekil 2.21 : Pasif ve aktif hedefleme ile tasiyicinin hiicreye gonderilmesi.
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Ilag, protein ve gen gibi terapétiklerin polimerlerle konjugasyonlari olarak ifade edilen
polimer terapdtikleri hem aktif hem de pasif hedefleme de kullanilmaktadir. Bu
konjugasyonlar  biyolojik  makramolekiillerin ~ farmakokinetik  6zelliklerini
gelistirirken, viicut igerisinde enzimler tarafindan pargcalanmasini engeller,
immunojenik etkiyi azaltir, protein kararliligini, diisiik molekiil agirligindaki ilaglarin
¢ozlnlirliiglini arttirir. Polimer konjugasyonlari genellikle antikanser terapdtikleri igin
tasarlansa da romatoit artrit, diyabet, hepatit B ve C gibi hastaliklar1 hedefleyecek
tasiyicilar da gelistirilmektedir [264—266].

Matsumura ve Maeda, EPR etkisi iizerinden pasif timor hedefleme olgusunu ortaya
koymus ve bu sayede antikanser terapétikleri icin polimer konjugasyonlarin
kullanilmasii yayginlasmistir [267].Ardindan yapilan caligmalar tiimor hedefli
sistemlerde tek basina pasif hedeflemenin kullanilamayacagini, aktif ve pasif
hedefleme yontemlerinin sinerjik etkisine ihtiya¢ duyuldugunu gdstermistir. Polimer
tabanl ila¢ salim sistemleri her iki stratejiyi de birlestirebildiginden kontrollii ilag
tagima/salim sistemlerinde 6nemli bir yere sahiptir. Bu sistemler igerisinde en 6nemli
sinif capraz bagli polimerlerdir ve biyolojik sivilar sulu c¢ozeltiler oldugu icin

hidrojeller, hakkinda en ¢ok arastirma yapilan polimer sinifidir.

2.3.1 Hidrojeller

Hidrojeller, suda ¢oziinmeden agirliklarinin yiizlerce katina kadar sisebilen 3 boyutlu
capraz bagli ag yapilardir. Hidrojellerin su igerisindeki sisme yetenekleri yapilarini
olusturan polimerin ana zincirinde veya yan zincirlerde bulunan fonksiyonel (-OH, -
COOH, -NH») gruplardan, ¢oziinmeye karsi olan direngleri ise yapilarindaki ¢apraz
baglardan kaynaklanmaktadir. Bu ag yapilarda kovalent baglardan kaynaklanan
kimyasal (birincil etkilesim) veya iyonik etkilesimlerden kaynaklanan fiziksel ¢apraz
baglanmalarin yani sira hidrojen baglar1 ve van der Waals etkilesimleri gibi ikincil
etkilesimler ile olusan fiziksel capraz baglarda bulunmaktadir [268]. Hidrojeller
yiksek su tutma kapasiteleri, yumusak ve esnek yapilart ile canli dokulara
benzediginden doku miihendisligi, rejeneratif tip, ilag salim sistemleri gibi

biyomedikal alanlarda siklikla kullanilmaktadirlar.

Ayrica hidrojeller farkli boyutlarda, yapilarda ve fonksiyonel 0Ozelliklerde
sentezlenebilmeleri de ilag salim sistemlerinde 6nemli bir yere sahip olmalarini saglar.

Hidrojeller boyutlarima gore nanojel (20-250 nm), mikrojel (0.3-350 pum) ve
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makroskopik jeller (mm/cm boyutunda) olarak {i¢ simifa ayrilirlar, farkli fiziksel
Ozelliklere sahiptirler ve viicutta kullanildig1 bolgeye gore farkli sekillerde
tasarlanabilmektedirler. Ornegin, nanojeller/mikrojellerin makroskopik yapilara gore
daha genis yiizey alanina sahip olmalari, ¢gevre uyaranlarina karsi verdikleri yanitlarin
daha hizli1 olmasini1 saglar. Ayrica kiigiik boyutlar: ile damar icerisinde kolaylikla
hareket ederek biyomakromolekiilleri/ilaglar1 hedeflenen boélgelere kolaylikla
ulastirabilmektedirler. Bu sebeple, hiicre icerisine gonderilmesi planlanan ilaglar igin
kiiciik boyutlu jeller kullanilirken, yara Ortlisii gibi sistemlerde makroskopik jeller
tercih edilmektedir. Ornegin, Duan ve ¢alisma arkadaslari, BIS capraz baglayicisi ve
APS termal baslaticisi varliginda serbest radikal polimerizasyonu ile CS-g-PNIPAAm
nanojelleri sentezleyerek bir antikanser ilaci olan oridonin yiiklemisler ve kanser
terapisinde kullanimini incelemislerdir. Ilag salim testleri sonucunda oridonin salim
etkinliginin asidik ortamda yliksek oldugu ve sitotoksisite testleri sonucunda ise
sentezlenen nanojellerin antitiimdr aktivite gosterdigi bulgulanmistir. Nanojel bazli
ilag salim sistemlerinin hidrofobik kanser ilaglarini, asidik tiimér mikro cevreye
tasimak i¢in kullanilabilecegi rapor edilmistir [269]. Bo ve ¢alisma arkadaslar ise
antibakteriyel 6zelligi olan DMAPMAAmM’i yara ortiisii olarak kullanmak amaciyla
diaseton akrilamit (DAAm) ve N,N-dimetilakrilamit (DMAm) monomerleri ile
beraber P(DMAPMAAm-ko-DMAm-ko-DAAm) kopolimerlerini sentezlemislerdir.
RAFT polimerizasyonu ile sentezlenen P(DMAPMAAmM-ko-DMAm-ko-DAAmM)
kopolimerlerinin katyonik karakterini arttirilmasi amactyla DMAPMAAm gruplari
kuvaternize edilmis ve ardindan ditiyodipropiyonik asit dihidrazin ile ¢apraz
baglanmistir. Kendi kendini iyilestirme 6zelligi bulunan hidrojellere fare epidermal
bliytime faktorii yiiklenerek in vivo testleri gergeklestirilmis ve sonucunda ag yapilarin
bakteriyel enfeksiyonu engelledigi, yaranin iyilesme siirecini hizlandirdigi rapor

edilmistir [270].

Hidrojeller sahip olduklar1 farkli fonksiyonel gruplar sayesinde ilaclarla cesitli
kimyasal etkilesimler kurabilir ve gézenek boyutlar1 hem bu gruplara hem de ¢apraz
bag yogunluguna gore degistirilebilir. Bu sayede, yapi icerisine hapsedilmek istenen
biyolojik makromolekiillerin ve ilaglarin 6zelliklerine, boyutlarina uygun farkli ag

yapilar sentezlenebilmektedir.

Canlilarin organ ve dokular1i dogal polimerler olarak tanimlanir ve c¢evre

uyaranlarindaki degisik karsisinda yapilari ve islevsellikleri degisir. Laboratuvar
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kosullarinda sentezlenen hidrojeller de bu biyolojik sistemleri taklit edebilmektedir ve
akilli hidrojel olarak ifade edilen bu ag yapilarin pH, sicaklik, basing, 151k ve elektrik
alan gibi fiziksel/kimyasal uyaranlara kars1 konformasyonlari, ¢oziicii etkilesimleri,
sekilleri, iletkenlikleri, hidrofilik/hidrofobik dengesi, sisme/bliziilme ve ilag salim
davraniglart tersinir sekilde degismektedir (Sekil 2.22) [271]. Akilli hidrojeller bu
Ozellikleri ile biyolojik makromolekiill ve ilaglar1 kontrolli bir sekilde
salabilmektedirler. Ozellikle, uygun dozda ila¢ kullanmimi igin tasarlanan farkli
boyutlardaki hidrojeller, hedeflenen bolgenin pH, sicaklik gibi uyaranlarinin
degisimine bagli sisme/biiziilme davranis1 gostererek ilaglarin/biyomakromolekiillerin
salinmasinda kolaylik saglamaktadir. Ornegin, tiiméorlii dokularin mikro cevrelerinde
belirli enzimler ve glutatyon antioksidaninin seviyesi saglikli hiicrelere gore daha
yiksek, oksijen orani daha disiiktiir, farkli sicaklik (~40°C) ve pH’a (~pH 5.5)
sahiptir. Tiimor hiicresinin bu 6zel fizyolojik karakterine uygun, bu uyaranlarina
duyarli hidrojeller sentezlenerek tiimor hedefli tedavilerde kullanilabilmektedir.
Ozellikle, hem sicaklik hem de pH duyarli ilag tasiyicilar en ¢ok arastirma yapilan
sistemlerdir [272]. Salehi ve ¢alisma arkadaslar1 BIS capraz baglayicisi varliginda
serbest radikal ¢ozelti polimerizasyonu ile sentezledikleri P(NIPAAm-ko-MAA-ko-
DMAEMA) nanojellerine iki farkli kanser ilact (DOX ve MTX) yiikleyerek ilag salim
ve anti-timor etkilerini incelemiglerdir. Elde edilen sonuglara gore, ilag yiikli
nanojellerin akilli bir sekilde tiimorli bolgeyi tespit ettigi, sicaklik/pH duyarli davranis
gostererek ilact devamli ve kontrollii bir sekilde saldigi ve iki ilacin beraber
kullanilmasi ile anti-tlimor etkinliginin arttirildig: rapor edilmistir. Yapilan bu ¢aligma
sonucunda, nanojellerin gelecekte kanser terapisinde kullanilabilecek iyi bir alternatif

oldugu ifade edilmistir [273].
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Sekil 2.22 : Hidrojellerin ¢evre uyaranlarina kars1 davraniglari.
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2.3.1.1 Sicakhik duyarh hidrojeller ve ila¢ salim sistemleri

Sicakliga duyarli hidrojeller, ila¢ salim uygulamalarinda en ¢ok calisilan gevreye
duyarl polimer siniflarindan bir tanesidir ve bu ag yapilar kritik ¢cozelti sicakliklarina
bagl olarak sisme/biiziilme davranis1 gosterirler (Sekil 2.23). Kritik ¢6zelti sicaklig,
bir polimer ¢ozeltisinin tek fazli sistemden iki fazli sisteme gecis yaptigr sicaklik
olarak tanimlanir ve alt kritik (LCST) ve iist kritik ¢ozelti sicakligir (UCST) olmak
iizere ikiye ayrilir. Ozellikle, LCST’ye sahip polimerler ila¢ salim sistemlerinde
siklikla kullanilmaktadir. Birgok polimerin sudaki ¢oziiniirliigii sicaklikla dogru
orantili olarak artarken LCST gosteren polimerlerin, sicaklik arttik¢a ¢oziintirliikleri
azalir. Bu o0zellige sahip polimerlerde sicaklik LCST’nin istiine ¢ikartildiginda
polimer zincirindeki hidrofobik etkilesimler, hidrofilik etkilesimlere baskin gelir ve
polimer zincirleri ¢oziiciiden ayrilarak ¢oker. UCST’ye sahip olan polimerlerde ise
LCST’nin tersine polimer kritik sicakligin lizerinde tamamen ¢6ziiniirken bu sicakligin
altinda ¢oziicii molekiillerinden uzaklasarak ¢oker. Bu tiir polimerler hem hidrofobik
etkilesimleri tetikleyecek miktarda hidrofobik, hem de su igerisinde ¢oziiniirligi
saglayacak oranda hidrofilik grup igermelidir. Polimerin hidrofilik/hidrofobik dengesi
de LCST ve UCST degerini etkiler. Hidrofilik grubun eklenmesi LCST'nin
artmasina/UCST nin azalmasina sebep olurken, hidrofobik grubun eklenmesi tam ters
etkiye sebep olur. Kritik ¢ozelti sicakliklart bulutlanma noktasi tayini ile tespit
edilebilmektedir [28, 274-276]. Hidrojeller yapilarindaki ¢apraz baglardan dolay1
¢ozlinmez, hacim degisimi gosterirler. Bu sebeple, sicakliga duyarli ag yapilardaki
kritik sicaklik noktasina hacim faz gecis sicakligi (VPTT) adi verilmektedir ve
VPTT’ye sahip hidrojellerin biyomedikal alanlarda kullanimi oldukg¢a yaygindir.
Poli(N-vinilkaprolaktam), PDMAEMA ve PNIPAAm hidrojelleri, VPTT ye sahip
polimerlere &rnek olarak verilebilir. Ozellikle, PNIPAAm hidrojelleri fizyolojik
sicakliga oldukca yakin bir noktada (32-34°C) VPTT’ye sahip oldugu ve mekanik
ozellikleri elastik biyolojik malzemelerle benzerlik gosterdigi icin enzim
immobilizasyonunda, biyoteknolojide, medikal ve farmokolojik alanlarda da siklikla
kullanilmaktadir [252, 277]. PNIPAAm hidrojellerinin VPTT {izerindeki sicakliklarda
biizilmesi ve yan zincirlerde bulunan izopropil gruplarinin arasindaki hidrofobik
etkilesimler, ag yapinin ¢evresinde deri benzeri film olugsmasina sebep olur [278, 279].
Bu film, PNIPAAm’in ilag salim hizini1 diisiirdiigii i¢in bu etkiyi azaltmanin yollar

arastirilmaktadir.
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Sekil 2.23 : Sicakliga duyarl hidrojellerin sisme/biiziilme ve ilag salim davranisi.

PNIPAAm hidrojellerinin faz gegis sicakligini viicut sicakligina yaklastirmak ve
yilizeyinde olusan film yapisin1 engellemek icin ¢esitli hidrofilik yapilarla birlikte
kullanimi oldukg¢a yaygindir. Feil ve calisma arkadaslar1 hidrofobik ve hidrofilik
monomerlerin PNIPAAm’in alt kritik ¢6zelti sicakligina etkisini arastirmis, akrilik asit
ve DMAEMA gibi hidrofilik/iyonlagabilen monomerlerin LCST’yi arttirdigini, butil
metakrilat gibi hidrofobik monomerlerin ise LCST yi diistirdiiglinii gézlemlemislerdir
[280, 281]. Ayrica NIPAAm gibi VPTT’ye sahip monomerler sicakliga duyarh
olmayan polimerler ile beraber kullanildiginda farkli 6zelliklere sahip ve sicakliga
duyarli tasiyicilar tasarlanabilmektedir. Ornegin, katyonik ve pH duyarli Cs,
biyomedikal alanlarda sik kullanilan bir biyopolimerdir ancak sicakliga duyarli
davranig gostermemektedir. Hem sicaklik hem de pH duyarl ilag salim sistemleri
olusturmak i¢in PNIPAAm gibi polimerlerin kitosan ile beraber kullanilmas1 oldukga
yaygin bir yontemdir. Chuang ve ¢aligma arkadaslari, sicaklik ve pH duyarli ila¢ salim
sistemleri hazirlamak i¢in NIPAAm ve akrilik asit monomerlerini kitosan ¢ozeltisi
igcerisinde kopolimerlestirerek nanoparcacik sentezlemislerdir. Elde edilen verilere
gore bu nanopargaciklarin sicaklik ve pH duyarliligi gosterdigi ve 10 giin boyunca
stirekli bir sekilde hedeflenen bolgede DOX salimi yaptigi rapor edilmistir [281]. Lee
ve calisma arkadaslart ise CAN redoks baslaticis1i kullanilarak serbest radikal
polimerizasyonu ile Cs-g-PNIPAAm as1 kopolimerlerini ve hidrojellerini sentezlemis
ve kafein molekiiliinii model ila¢ olarak kullanarak ilag yiikleme/salim deneylerini
gerceklestirmiglerdir. Yapilan deneyler sonucunda, Cs-g-PNIPAAm hidrojellerinin
sicaklik kontrollii ilag salim sistemi olarak islev gordiigii, toksik olmadigi, biyouyumlu
ozellikler gosterdigi ve hiicre ve ilag iletimi i¢in enjekte edilebilir bir malzeme olarak

biyomedikal uygulamalarda kullanilabilecegi rapor edilmistir [282].
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Hidrojellerin VPTT’si, yapiya hidrofilik/hidrofobik polimer ilavesinin yami sira
¢ozlici ortamina eklenen tuzlar, yiizey aktif maddeler ve ko-¢oziiciiler de
degistirilmektedir. Coziicliye eklenen katki maddeler, hidrojellerin ¢oziicii-polimer
etkilesimini, polimerlerin arasindaki hidrofilik/hidrofobik dengesini ve dolayisiyla su
ile polimer zincirlerinin etkilesimlerini degistirmektedir. Ilac tasiyici sistemler viicuda
gonderildiginde farkli tuzlar ve proteinleri i¢eren kan ve fizyolojik sivilar igerisinde
hareket eder ve bu katkilar VPTT’yi etkiledigi i¢in ila¢ salim mekanizmasi da
degisebilmektedir. Kan igerisindeki tuz ve proteinlerin polimer ile kovalent olmayan
etkilesimlerde bulunmasi ve bu biyomolekiillerin polimerin ¢evresini tag¢ seklinde
sarmasi, hidrojelin yiizey yiikiiniin, boyutlarinin degigsmesine ve dolayisiyla kiigiik
boyutlu ag yapilarda agregasyona sebep olmaktadir [283]. Taha ve ¢alisma arkadaslari
PNIPAAm’in fizyolojik sivi igerisindeki davranisini belirlemek amaciyla farklhi
biyolojik tamponlar kullanmis ve bunlarin LCST’ye etkisini incelemislerdir. Calisma
sonucunda, tampon cozeltilerin polimerin hidrasyon kabugunu (polimeri saran 3
boyutlu su molekiilii kiireleri) degistirdigi ve LCST’ nin daha asag1 distiigii rapor
edilmistir [284].

2.3.1.2 pH duyarh hidrojeller ve ila¢ salim sistemleri

Ana veya yan zincirleri lizerinde yiiksek oranda iyonlasabilen grup tasiyan polimerler
polielektrolit, capraz bagli ag yapilar ise polielektrolit hidrojel olarak tanimlanir ve bu
gruplar zayif asidik (karboksilik asit vb.) ve/veya zayif bazik (birincil, ikincil ve
ticiinciil amin) oldugu durumda hidrojeller pH duyarli davranis gostermektedir. Bu
iyonik gruplarin asidik ve bazik grup olmasina gore ag yapilar sirasiyla polianyonik
ve polikatyonik hidrojeller olarak iki gruba ayrilmaktadir. Polianyonik hidrojeller,
asidik kosullarda noétral yapida olduklart i¢in biiziilmiis durumdadirlar ancak bazik
kosullarda (pH>pKa) protonlarin1 kaybederek iyonlasirlar ve polimer zincirleri arasi
olusan elektrostatik itme kuvvetleri sonucunda siserler. Ote yandan, polikatyonik
hidrojeller asidik kosullarda (pH<pKa) amin gruplarinin protonlanmasi sonucunda
siserken bazik kosullarda biiziilmiis halde bulunurlar. Polielektrolit hidrojeller ile
tasarlanan ila¢ tasiyici sistemlerin farklt pH bolgelerindeki sisme dereceleri ve
dolayisiyla ila¢ salim hizlar1 degigsmektedir. Polianyonik hidrojellerin kan, ince
bagirsak gibi daha bazik, polibazik hidrojellerin ise mide, kanserli hiicre gibi daha
asidik kosullarda ilac salim yiizdesi yiiksektir (Sekil 2.24) [285]. Ornegin, Mishra ve
caligma arkadaslar1 farkli oranlarda katyonik DMAPMAAmM ve anyonik I[A
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monomerlerini kullanarak BIS ile ¢apraz bagli P(DMAPMAAm-ko-1A) hidrojellerini
sentezlemis ve yapilara 5-aminosalisik asit yiikleyerek kolon (pH 7,4) ve mide (pH
1,2) kosullarmi taklit eden sivilar igerisindeki kontrollii salim deneylerini
gergeklestirmislerdir. IA (pKal~3,85 ve pKa2 ~5,44) pH 7,4’te, DMAPMAAm ise pH
1,2°de iyonik halde bulundugu i¢in bu bolgelerde sisme derecelerinin ve buna bagh
olarak ilag salim yiizdelerinin daha yiiksek oldugu, IA oran1 yliksek P(DMAPMAAm-
ko-TIA) hidrojelinin 5-aminosalisilik asidin kolonda salinmasi i¢in kullanilabilecegi

rapor edilmistir [286].
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Sekil 2.24 : Anyonik hidrojelin sisme ve ilag salim davranisi.

Polielektrolit hidrojellerde sisme sadece elektrostatik itme kuvvetlerinden degil,
olusan iyonik gruplarin ag yapidaki ozmotik basinci ve dolayisiyla su difiizyonunu
arttirmasindan da kaynaklanmaktadir [287]. Hidrojellerin hem sisme derecesi hem de
mekanik 6zellikleri polimerin yiik yogunlugu, ¢oziiciiniin icerisindeki tuzlarin/karsit
iyonlarin konsantrasyonu ve ¢apraz bag yogunluguna bagli olarak degismektedir.
Hidrojellerin ozmotik basincini etkileyen en 6nemli faktorlerden bir tanesi ¢oziiciideki
hareketli karsit iyonlardir. Bu iyonlar polielektrolit hidrojellerin iyonik gruplar ile
elektrostatik etkilesim kurarak iyon ¢iftleri olusturur ve notralizasyona sebep olur. Bu
durum, hidrojelin igerisindeki iyonik gruplarin konsantrasyonunu azalttigl igin
ozmotik basing diigser. Ayrica bu iyon ciftleri birbirleri ile etkileserek (dipol-dipol

etkilesimleri) multiplet ad1 verilen yapilar1 olustururlar ve bu sekilde ag yap1 igerisinde
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ikincil ¢apraz baglanmalar olusur (Sekil 2.25). Iyon ciftlerinden kaynaklanan bu
degisiklikler polielektrolit hidrojelin biiziilmesine sebep olur. Fizyolojik sivilar
igerisinde bir¢ok farkli tuz ve protein tiiriinii barindirdig1 i¢in bahsedilen bu etkiler
daha once de bahsedildigi gibi ilag tastyict sistem gelistirilmesi i¢in olduk¢a 6nemli

parametrelerdir [288, 289].
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Sekil 2.25 : Polielektrolit hidrojellerde iyonomer-multiplet olusumu.

Multiplet ifadesi, iyonomer teorisinden ortaya ¢ikan bir kavramdir. Polimer
zincirlerinin lizerindeki iyonik gruplarin orani az oldugu durumda polimerler
polielektrolit yerine iyonomer olarak tanimlanmaktadir. Iyonomerler de sisme
elektrostatik itme kuvvetlerine degil iyonik gruplar arasindaki dipol-dipol
etkilesimlerine bagl olarak degigsmektedir ve bir¢ok polimer, kompozisyonlarina bagl
olarak hem polielektrolit hem de iyonomer olarak davranabilmektedir. Ornegin,
yuksek ylik yogunluguna sahip bir polimerin nétral bir polimerle beraber sentezlenen
kopolimerleri (iyonik polimer:nétral polimer orami diisiik oldugu durumda)
iyonomer/polielektrolit 6zelligi gostermektedir. Polimerler genellikle polielektrolit

kavraminin altinda siniflandirilmaktadir [290-292].

Poli(metakrilik asit) (PMAAc), poli(akrilik asit) (PAAc), poli(2-etilakrilik asit)
(PEAAc) gibi karboksilik asit grubu tasiyan ve poli(2-akrilamido-2-metilpropan
siilfonik asit) (PAMPS) ve poli(4-stirensiilfonik asit) (PSSA) gibi siilfonik asit
grubuna sahip olan polimerler polianyonik hidrojellere 6rnek verilebilir. Cs, PEI,
PDMAEMA ve PDMAPMAAm gibi yapisinda birincil, ikincil ve iigiinciil amin
gruplar1 bulunduran polimerlerden sentezlenen ag yapilar ise polikatyonik hidrojeller

olarak ifade edilmektedir [293].

Glintimiizde, ozellikle de kanser terapisinde kullanilan ilag tastyici sistemler hiicre
icerisine girebilecek boyut ve ozellikler de tasarlanmaktadir. Bu sebeple, gen terapisi
prensip ve mekanizmasi anlatilirken bahsedilen hiicresel alim ve endozomal ¢evrim
adimlarinin ilag tasiyici sistemler i¢in de 6nemli parametrelerdir. Hiicre zarinin yag

tabakasinin negatif yiiklii olmast ve hiicre i¢i calismalarda endozomun yabanci
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bilesenleri asidik ortamda pargalamasindan dolay1 viicut/hiicre i¢i kullanilan tastyici
sistemlerde, tipki gen terapisinde oldugu gibi genellikle katyonik polimerler
(polikatyonik hidrojeller) tercih edilmektedir ve segilen polimerler de benzerlik
gostermektedir. ila¢ tasiyict sistemlerde de genellikle PEI, PDMAEMA ve
PDMAPMAAmM gibi biyouyumlulugu yiiksek, fizyolojik kosullarda pH duyarl
davranig gosterebilen polimer kullanilmaktadir [20, 294]. Ornegin, Chang ve ¢alisma
arkadaslari, toksisitesi diisiik ve biyobozunur fototermal bir ajan olan sodyum bakir
klorofil (SCC) ile PDMAPMAAm polimerlerini kullanarak farkli o6zelliklerde
nanojeller sentezlemislerdir. Lazer 15181na maruz birakilan bu nanojellerin fototermal
terapiyle kanser hiicrelerini 6ldiirmede etkili oldugu ve bu uygulamanin kanser

terapisinde kullanilabilecegi rapor edilmistir [295].

Deen ve Loh ise PDMAEMA-PCL-PDMAEMA iclii blok kopolimerlerini
sentezleyerek polimerik miseller olusturmus ve biyolojik olarak parcalanabilen misel
formundaki katyonik polimerlerin ilag tasiyicilar1 olarak kullanildigini rapor
etmislerdir. Icerisine hidrofobik bir kanser ilaci olan paklitakselin (PTX) yiiklenen
PDMAEMA-PCL-PDMAEMA polimerik miselleri tiimor hiicrelerine gonderilmis ve
in vitro siRNA transfeksiyonuna aracilik ettigi, PEI ve PDMAEMA
homopolimerinden daha yiiksek bir transfeksiyon etkinligine sahip oldugu
gozlemlenmistir. Boylece, PTX’in katyonik polimer miselleri ile kanser hiicrelerine
verimli bir sekilde gonderilebildigi ve polimer-ilag konjugatin fizyolojik pH'da iyi bir
kararlilik gosterdigi ifade edilmistir [296].

2.3.1.3 Akilli hidrojeller ile ila¢ tasima sistemlerinin tasarlanmasi

Ilag tastyict olarak kullanilacak hidrojellerin yapisi, ilacin tiirii, hedef organ/doku ve
hiicrelerin 6zelliklerine bagh olarak degismektedir. Bu hidrojellerin tagiyacag ilagla
olan etkilesimleri, biyouyumluluklari, hedeflenen bolgedeki tagima/salim ve mekanik

ozelliklerinin tespit edilerek ideal ilag tasiyict sistemlerin tasarlanmasi gerekmektedir.

Hidrojeller hedeflenen bdlgeye ulasana kadar yapilarindaki ilaci disaridaki enzim vb.
biyolojik malzemelerden korumalari, immunojenik molekiillerin ag yaginin igerisine
ilacin ise disartya difiizlenmesini engellemeleri gerekmektedir. Ila¢ hedef bolgeye
ulastiginda ise iyilesme siireci boyunca etkin ve kontrollii sekilde salinmalidir. Bu
asamalarin tamamini etkileyen en 6nemli faktdr hidrojelin porlarinin yeteri kadar

acilmasidir. Ilacin tasinimi sirasinda hidrojellerin biiziilmiis halde bulunmasi ve
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enzimatik olarak par¢alanmamasi gerekirken salim esnasinda ag yapinin sismesi veya
polimer zincirlerinin degredasyona ugramasi gerekir. ilag salimi temel olarak

difiizyon, sisme ve kimyasal kontrollii olarak {ice ayrilmaktadir [297, 298].

Kimyasal kontrollii sistemlerde, polimer zincirleri enzimatik olarak pargalanir veya
capraz bagli ag yapinin ilag ile arasinda tersinir/tersinmez reaksiyonlarinin gerceklesir
ve hidrojelin yiizeyi veya tamami asinarak ila¢ salinir. Burada, hedeflenen bdlgenin
enzim, pH ve sicaklik gibi parametrelerine bagli olarak zaman igerisinde kontrollii
sekilde parcalanabilecek/asiabilecek bir polimer secilmesi gerekmektedir yani, salim
siireci porlarin agilmasina bagh degildir. Ote yandan, difiizyon ve sisme kontrollii
sistemler ag yapinin porlarinin salim sirasindaki biiyiikliigiine baglidir ve birbirine zit

iki mekanizma olarak tanimlanabilirler [298].

Diflizyon kontrollii sistemlerde, porlar ilag molekiillerinin boyutlarindan daha
biiyiiktiir ve ilacin disartya salinmasi suyun ag yapiya difiizyonu, ilag ile polimer
zincirleri arasinda etkilesimlere (elektrostatik etkilesimler, H baglar1 vb.) ve ilacin
¢Ozlinlrliigline baghdir.  Bu sistemlerde, ilacin diflizyon hizinin, hidrojelin
zincirlerinin genisleme (relaksasyon) hizindan kii¢iik oldugu ifade edilmektedir (Rrerax
>>R giff). Capraz baglh polimer zincirleri, ¢éziicii ortaminda hizli bir sekilde agildigi
icin porlar kisa siire igerisinde biiylir ve salim mekanizmasini ilacin digariya

diflizlenme hiz1 kontrol eder [299].

Diflizyon kontrollii sistemlerde Fick’in diflizyon teorisi kullanilmaktadir. Hidrojel
tabanli tagima sistemi, ilacin salinacagi bolgedeki sivi ile etkilestigi zaman ag yapidaki
ilag ve salim ortami arasinda konsantrasyon farkli ortaya ¢ikar. Bu durumda, ilag
ylksek konsantrasyondaki hidrojelin igerisinden, diisiik konsantrasyondaki siviya
dogru difiizlenir. Fick yasalar1 iizerinden ilacin difiizyon katsayis1 (D, cm?/s) ve hiz
sabiti (k), hesaplanabilir ve boylelikle tasiyict sistemlerin hedef ilag/bdlge icin
uygunlugu degerlendirilebilmektedir. Silindirik ve disk seklinde malzemeler igin

difiizyon denklemi (denklem 2.1):

D=mr?(k /4 )Y? (2.1)

seklindedir ve burada r, yar1 ¢ap1 ifade etmektedir. Tastyict ince film oldugu durumda
yar1 ¢ap yerine 1, yani ¢6ziicii ile etklisenen alanin boyu kullanilir. Eger, ilag tasiyici
sistem diflizyon kontrollii degil sisme kontrollii ise diflizyon denkleminde degisiklik

meydana gelir (denklem 2.2) [300].
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D=mr?(k /4)Yn (2.2)
Burada, difiizyon katsayisinin hesaplanmasi i¢in ilk kez Korsmeyer ve Peppas

tarafindan tanimlanan difiizyon iisteline (n) ihtiya¢ duyulmaktadir.

Sisme kontrollii sistemlerde, diflizyon kontroliinden farkli olarak ilacin salim ortamina
difiizyonu hidrojelin sisme derecesine bagli olarak degismektedir. Hidrojel salim
ortamu ile etkilestigi ilk anda por biiyiikliikleri ila¢ molekiiliinden kiigiiktiir, polimer
zincirleri zaman igerisinde yavas yavas hareket etmeye baslar ve porlar buna bagh
olarak biiyiir. Burada porlar, diflizyon kontrollii sistemlerin tersine yavas yavas
biiyiidiigii i¢in ila¢ disariya ag yapinin genislemesine bagh olarak difiizlenir. Sigsme
kontrollii sistemlerde, polimer zincirlerinin relaksasyon hizi, ilacin difiizyon hizindan

daha kiigiiktiir ve salim relaksasyon kontrollii sekilde gergeklesir (Rrelax<<R giff) [301].

Korsmeyer, Peppas ve Ritger polimerik ag yapilarin diflizyon mekanizmasini
aciklamak icin yaptiklari ¢aligmalar sonucu Power-Law olarak ifade edilen bir empirik

formil tiiretmislerdir (denklem 2.3).

% = kt" (2.3)

[ce]

Burada, M; ve My, t ve sonsuz zamanda salinan ilacin kiitlesini, k tagiyicinin yapisal
ozelliklerine ait sabiti, n ise daha once de ifade edildigi gibi diflizyon iistelini ifade
etmektedir. n, diflizyon iisteli 0.5 degerine yakin oldugu zaman salim mekanizmasinin
Fick yasasina uydugu ve difiizyon kontrollii oldugu, 0.89’a yakin oldugu zaman
Durum II olarak tanimlanan salimin relaksasyon kontrolliinde gerceklestigi, 0.5<n <
0.89 durumunda sistemin hem difiizyon hem de relaksasyon kontrollii oldugu ifade

edilmektedir [302, 303].

Salim mekanizmalar1 ilacin tiiriine gore degismektedir. Ornegin, suda ¢dziinen
ilaclarin birinci mertebe kinetigine, kalp ve kanser ilaglarimin sifirinct mertebe
kinetigine uymasi, hidrofilik ilaglarin ise diflizyon kontrollii salim gergeklestirmesi
beklenmektedir. Power Law esitligi ise ag yapinin salim mekanizmasini daha detayl
incelemek icin kullanilir. Akilli hidrojeller kullanilarak tasarlanan tagiyici sistemler ise
uyaranlara karst sisme/biliziilme davranigt gosterdigi i¢in biyobozunur bir

polimer/¢apraz baglayici kullanilmadig: siirece genellikle sisme kontrolliilerdir.

Ilag tastyici sistemleri tasarlarken tasima/salim mekanizmalar1 kadar énemli olan bir

diger parametre de biyouyumluluklaridir. Tasiyici malzeme hastanin viicuduna
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gonderildiginde bagisiklik sistemini tetiklememesi gerekmektedir ¢ilinkii bu durum
hiicre canliligina, hidrojelin kararliligina ve ilacin salinma siirecine zarar verir. Eger
hidrojel biyouyumlu degilse, viicudun savunma hiicreleri olan makrofajlar ve
notrofiller tetiklenir ve siddetli bir iltthaplanmaya ve hiicre 6liimiine sebep olur. Ayrica
hidrojeller bu tepki sonucunda enzimler ve disaridan uygulanan mekanik giic
tarafindan parcalanabilir ya da fibroblast igeren fibroz kapsiillerinin igerisine
hapsolabilir ve tasidigi ilacin salamaz. Bu sebeple, hidrojel sentezinde PEG,
PNIPAAm, PDMAEMA ve PDMAPMAAm gibi biyouyumlu polimerlerin tercih
edilmesi olduk¢a 6nemlidir. Kullanilan polimerler biyolojik olarak immunojenik
etkiye sahipse hidrojelin yiizeyi de biyouyumlu bir malzeme ile kaplanabilir [304,
305]. Hidrojellerin ylizeyinin aljinat, kitosan gibi dogal polimerler ile kaplanmasi veya
bu polimerlerin sentetik polimerler ile kopolimerinin sentezlenmesi olduk¢a yaygin

yontemlerdir [306, 307].

Son olarak, ilag¢ tasiyicilarin mekanik 6zellikleri de uygulama alanina gore degisiklik
gostermektedir. Genel olarak hidrojellerin, esnek ve viicut i¢i basinca kars1 dayanikli
olmalar1 gerekmektedir. Nanojel ve mikrojeller kan dolagiminin igindeki ve hedef
bolgedeki komsu hiicrelerin yarattig1 basinca, makroskopik hidrojellerin ise oral yolla
alindiklarinda mide, bagirsak gibi organlarin i¢ kuvvetlerine, yara Ortiisii olarak
kullanildiginda c¢evre kosullar1 ve darbelere karsi dayanimlart yiiksek olmalidir.
Mekanik 6zelliklerde deformasyona karsi direng (sertlik) ve catlaklara karsi direng
(tokluk) olduk¢a 6nemlidir. Viicuda gonderilen hidrojelin zaman igerisinde mekanik
dayanim1 azalmaya baslar ve yapisal kusurlar ortaya cikabilir. Bu sebeple,
hidrojellerin esneklikleri ve dayanimlarin gelistirilmesi ve 6zellestirilmesi ilag tasiyici
sistem tasarlanmasinda Onemli bir parametredir [304]. Hidrojellerin mekanik
Ozellikleri, polimer konsantrasyonunu, ¢apraz baglayici:polimer oranini degistirerek
veya komonomer kullanimu ile degistirilebilmektedir. Ote yandan, polimer ve capraz
baglayict konsantrasyonunu arttirmak sertligi ve dolayistyla kirilganlig arttirabilirken
ideal sertlik durumunda viicut i¢i basinca dayanimi saglar. Iyonik bir ¢capraz baglayici
kullanildiginda  ise, daha once polielektrolit hidrojellerde  bahsedilen
iyonomer/multiplet etkilesimleri ile ikincil ¢apraz baglanmalar olusabilir ve uygun pH
kosullarinda tasiyicinin mekanik dayanimi artar [308—310]. Hidrojelin sisme derecesi
de mekanik ozellikleri etkileyen faktorlerden bir tanesidir. Sisme derecesi ¢ok yiiksek

olan ag yapilarda, polimer zincirlerinin gerginligi arttig1 i¢in hidrojel daha kirilgan
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hale gelebilirken uygun sisme derecesindeki yapilarda polimer zincirleri hareketli
halde buldugu i¢in saglam ve esnek malzemeler elde edilebilir. Ornegin, Simsek ve
calisma arkadaglar1 BIS capraz baglayicisi ile ¢apraz bagli katyonik P(NIPAAm-ko-
DMAPMAAmMm), anyonik P(NIPAAm-ko-AMPS) ve P(NIPAAm-ko-1A) ve amfoterik
P(NIPAAm-ko-DMAPMAAmM-ko-AMPS) ve P(NIPAAm-ko-DMAPMAAm-ko-1A)
hidrojellerini serbest radikal ¢ozelti polimerizasyonu ile sentezleyerek agri
kesici/yangi onleyici bir ilag olan diklofenak sodyum (DFNa) ilacinin ag yapilardan
salim mekanizmasini incelemislerdir. Sentezlenen hidrojellerin 6ncelikle mekanik ve
sisme testleri gerceklestirilerek ilag salim i¢in uygun kompozisyonlar se¢ilmistir. Bu
stirecte gerceklestirilen tek eksenli sikistirma testleri sonucunda sisme derecesi daha
diisiik olan P(NIPAAm-ko-DMAPMAAmMm) hidrojellerinin 6zellikle P(NIPAAm-ko-
AMPS) hidrojeline gore daha esnek ve dayanikli oldugu, yapidaki hidrofilik
komonomer orani arttik¢a daha c¢ok sisen ag yapilarin esnekliginin ve dayaniminin
azaldig1, amfoterik yapilarda olusan ikincil ¢apraz baglarin (elektrostatik etkilesimler

ile) daha kiigiik ve saglam yapilar olusmasini sagladigi rapor edilmistir [25].

Makroskopik hidrojellerin esneklikleri ve mekanik dayanimlar1 genellikle tek eksenli
cekme/sikistirma testlerinden elde edilen elastiklik (Young, E) veya kayma (shear, G)
modiilleri iizerinden belirlenmektedir. E ve G modiilleri, hidrojele uygulanan kuvvete
(F) kars1 hidrojelin gosterdigi deformasyonun oranini ifade etmektedir. Malzemenin
birim alanina uygulanan ¢ekme veya sikistirma kuvveti (F/A) gerilim (t veya o,
stress) olarak, malzemenin uzama (A = 1/1,) ve sikistirma (A = -1/1,) oran1 yani olusan
deformasyon oran1 (A-A2) da gerinim olarak tanimlanmaktadir. Hidrojele uygulanan
kuvvet yiizey alanina dik ise ve malzemenin boyutlart degisiyorsa “normal gerilme”
(0), kuvvet malzeme de ag1 degisimine sebep oluyorsa “kesme gerilmesi” (7) ad1 verilir
ve normal gerilmeden E, kesme gerilmesi {izerinden G modiilii hesaplanir (denklem

2.4ve2.5)[311,312].
o= E.(A—1) (2.4)

1=6(1-3) 2.5)

Ozetle, hidrojellerin hemoliz, MTT gibi toksisite/sitotoksisite testleri, ila¢ salim
deneyleri sonucunda kontrollii salim mekanizmasinin tespiti ve ¢ekme/sikistirma
testleri ile belirlenen mekanik dayanim/esneklikleri sonucunda ideal tastyict sistemler

tasarlanabilmektedir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Kullanilan Kimyasallar

Calismanin her iki kisminda ortak olarak DM APMAAm (>99 saflikta, Sigma-Aldrich,
St Louis, USA) monomeri ve KPS (Merck, Darmstadt, Almanya) termal baslaticist
kullanild1 ve herhangi bir saflagtirma yapilmadi. Tiim sentezler, Habas A.S.’den satin

alinan azot gaz1 (%99,9) altinda gergeklestirildi.

Katyonik PNIPAAm hidrojellerinin sentezinde ayrica NIPAAm ana monomer,
MAPTAC (suda agirlik¢a %50), ve DMAEMA (>99 saflikta) ise diger komonomerler
olarak se¢ildi ve Aldrich (St Louis, USA) firmasindan temin edildi. Monomerlere
sentez Oncesi herhangi bir saflastirma islemi uygulanmadi. BIS c¢apraz baglayicisi
Merck (Darmstadt, Germany) firmasindan satin alinirken, TAB literatiirdeki prosediire
gore sentezlendi. Termal baslatici olarak ayrica AIBN (Merck, Darmstadt, Almanya),
hizlandiric1 olarak TEMED (Sigma-Aldrich, Steinheim, Almanya) kullanildi. 1,4-
dioksan (Aldrich, St Louis, USA) polimerizasyon ¢oziiciilerinden biri olarak secildi.

Model ilag olarak ise L-askorbik asit (L-AA, BDH Chem., ingiltere) tercih edildi.

Ast kopolimerlerinin diger ana bileseni olan diisiik (viskozite= 20-300 cPs,
deasetilasyon derecesi: %75-85) ve orta molekiil agirlikli kitosan (viskozite=200-800
cPs, deasetilasyon derecesi: %75-85) Sigma-Aldrich (St Louis, USA) firmasindan
temin edildi. Asetik asit (AA, 100%, Merck, Darmstadt, Almanya) polimerizasyon

¢Ozeltisi olarak kullanildi.

Sodyum hidroksit (NaOH, 20-40 mesh, >97%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA),
hidroklorik asit (HCI, Merck, Darmstadt, Germany), tetrahidrofuran (THF, >99,
Merck, Darmstadt, Almanya), metanol (=99, Merck, Darmstadt, Almanya), aseton
(=99, Merck, Darmstadt, Germany) CsgD as1 kopolimerlerinin sentez ve saflagtirma
coziiciileri olarak se¢ildi. Doteryum oksit (D20, >99.9, Merck, Darmstadt, Almanya),
trifloroasetik asit (TFA, >99, Sigma-Aldrich, St.Louis, USA), sodyum asetat trihidrat
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(NaAc, Merck, Darmstadt, Almanya) CsgD as1 kopolimerlerinin karakterizasyonunda
kullanildi.

L-Glutamin (200 mM), nonesansiyel amino asit ¢ozeltileri (100x), Tripsin/EDTA
(%0.25), penisilin/streptomisin ¢ozeltisi (10,000 U/mL), Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM, yiiksek glikoz) Gibco™ firmasindan temin edildi. Tripan mavisi
(%0.4, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), agaroz (biyolojik ¢alismalara uygun, VWR
Life Science), EDTA soydum tuzu dihidrat (VWR Life Science), CellTiter 96®
AQueous one ¢ozeltisi isimli hiicre canliligr tahlili (cell proliferation assay, MTS,
Promega Corporation), fetal bovin serum (FBS, Capricorn Scientific GmbH), triton X-
100 (Biomatic), DNA jel yiikleme boyas1 ( 6x, Thermo Scientific), DNA merdiveni
(DNA ladder, 1 Kb, Goldbio), RedSafe™ niikleik asit boyama ¢dzeltisi (20.000x,
iNtRON), tris baz tampon tozu (Multicell), tuzlu fosfat tamponu tabletleri (VWR Life

Science) biyolojik ¢aligmalarda kullanildi.

Lipofektamin™ RNAIMAX transfeksiyon ajan1 (13778030, Invitrogen), susturucu
(Silencer™) GAPDH siRNA pozitif kontrol (insan) (AM4633, Invitrogen), susturucu
(Silencer™) negatif kontrol No. 1 siRNA (AM4635, Invitrogen), KDalert™ GAPDH
Tahlil Kiti (AM1639, Invitrogen), Pierce™ Coomassie (Bradford) Protein Tahlil Kiti
(23200, Thermo Fisher Scientific) satin alindiklar1 yerin protokollerine uygun sekilde
kullanildi.

Destile deiyonize su (DDS; pH = 5,5) Millipore RiOs-DI 3 UV marka su saflastirma

sisteminden temin edildi.

3.2 Kullamilan Cihazlar

PNIPAAm tabanh katyonik hidrojellerin tek eksenli sikistirma testleri 5 N’luk yiik
hiicresi ile donatilmis Hounsfield HSK-S Model mekanik test cihaziyla, ilag salim
deneyleri ise WTW marka iletkenlik cihaz1 kullanilarak gergeklestirildi. pH
Olciimlerinde WTW- pH523 model pHmetre kullanildi. Hidrojel hacimce sisme
dereceleri, 0-150 mm &l¢iim araligina sahip INSIZE marka dijital kumpas (0,0 lmm’ye
duyarh) ile belirlendi.

CsgD as1 kopolimerlerinin karakterizasyonunda kullanilan 'H-NMR spektrumlari
Agilent marka VNMRS 500 model NMR (500 MHz) cihazi, FTIR spektrumlari ise
Agilent marka Cary 630 model FTIR spektrofotometresi (4000-600 cm™ araliginda)
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ile kaydedildi. Tiim '"H-NMR analizleri D,O/trifloroasetik asit ¢dziiciisii igerisinde
gerceklestirildi. Polimerlerin molekiil agirliklar, TOSOH EcoSEC (HLC-8320)
marka refraktif indeks (RI), WYATT miniDAWN Treos II marka ¢oku agili (multi
angle, MALS) 151k sacilim (light scattering, LS) detektorlerine ve hidrofilik vinilik
polimer tabanli Mixed bed TSKgel GMPWXL model kolona (13um patikiil boyutu,
30 cm uzunluk) sahip Agilent marka jel gecirgenlik kromatografisi (GPC) cihaz ile

belirlendi.

Sentezlenen CsgD/siRNA poliplekslerine siRNA baglanma oranlarin tespiti i¢in Jel
Bio-Rad ChemiDoc XRS+ marka goriintiileme sistemi ve BD ImageLab yazilimi
kullanilirken, polipleksleri boyutlari seffaf polistiren kiivetlerde, zeta potansiyelleri ise
DTS1070 model kapiler kiivetlerde 633 nm dalga boyundaki lazer kaynagina sahip
Malvern marka Zetasizer Ultra DLS cihazi ile tayin edildi. Olusturulan CsgD/siRNA
poliplekslerinin hemolitik aktiviteleri ve sitotoksisiteleri SpectraMax® i3x marka
coklu mikroplaka okuyucusu ile belirlendi. Sentez ve biyolojik ¢aligmalar sirasinda
yapilan ¢oktiirme islemlerinde Eppendorf marka 5804R model sogutmali santrifiij

kullanildi.

3.3 Deneysel Yontemler

3.3.1 Katyonik PNIPAAm hidrojellerin sentezi

pH ve sicaklik duyarli ilag tasiyic1 sistemlerin sentezinde notral, iyonik ve
iyonlagabilen monomerler ve/veya ¢apraz baglayicilar kullanildi. Hidrojelleri sicaklik
duyarl hale getirmek i¢cin NIPAAm (2 mol/L) monomeri segilirken, ag yapilara farkli
oranlarda katyonik karakter kazandirmak amaciyla DMAPMAAm, DMAEMA ve
MAPTAC monomerleri tercih edildi. Notral dort fonksiyonlu BIS veya iyonik sekiz
fonksiyonlu TAB ¢apraz baglayic1 varliginda yapilan sentezler, iic farkh
polimerizasyon c¢ozeltisi ve buna bagli olarak farkli baslaticilar, sicakliklarda

gerceklestirildi.

Tiim hidrojellerin sentezlerinde katyonik monomerlerin konsatrasyonu NIPAAm’in
mol cinsinden %5 ine karsilik gelirken, ¢apraz baglayicilarin konsantrasyonu 2,5x10°
2 mol/L olarak segildi. NIPAAm tabanl katyonik ag yapilar (i) 1,4-dioksan ortaminda
AIBN termal baslaticis1 (5x107 mol/L) ile 50 °C’de (i) 0,1N NaOH sulu ¢ozeltisi
icerisinde KPS basaticis1 (5x107 mol/L) varliginda 25 °C’de veya (iii) DDS ortaminda
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KPS/TEMED (1,5x10 mol/L ve 1,5x10"2 mol/L) redoks ¢ifti kullanilarak 25°C’de

serbest radikal ¢ozelti polimerizasyonu ile sentezlendi (Cizelge 3.1).

Polimerizasyon ¢ozeltileri oda kosullarinda hazirlanmalarinin ardindan ~ 10 mm i¢
cap1 olan cam tiiplere aktarild1 ve siringa ignesi ile ~15 dakika oksijensiz azot gazi
gecirildi. AIBN iceren polimerizasyon ¢ozeltileri 50 °C’deki, KPS icerenler ise 25
°C’deki etiivde 3 giin boyunca jellesme tamamlanana kadar bekletildi. Ardindan, cam
tiipler kirildi ve hidrojeller yiizeylerinde herhangi bir hasar olmayacak sekilde
cikartilarak diskler halinde kesildi. Hidrojeller, reaksiyona girmemis monomer,
homopolimer vb. yapilarin uzaklastirilmas1 amaciyla DDS igerisinde 1 hafta boyunca

her giin sular1 degistirilerek saflagtirildi. Tiim sentezler en az iki kez tekrarlandi.

Cizelge 3.1 : PNIPAAm katyonik hidrojellerin sentez parametreleri.

Ornek s ™ AIBN KPS KPS+TEMED
Kodu (1,4-Dioksan)  (0,1N NaOH) (DDS)
P(NIPAAm-ko-DMAPMAAm)
S1 + = + - -
S2 + + = -
S3 + - - +
S4 + - - - +
P(NIPAAm-ko-DMAEMA)
S5 + = + - -
S6 - + + - -
P(NIPAAm-ko-MAPTAC)
S7 + - + - -
S8 - + + - -
S9 -+ - - + -
S10 - + - + -

3.3.2 Katyonik PNIPAAm hidrojellerin mekanik dayanimlarinin belirlenmesi

Disk seklindeki P(NIPAAm-ko-DMAPMAAm), P(NIPAAm-ko-DMAEMA) ve
P(NIPAAm-ko-MAPTAC) hidrojellerinin, tek eksenli sikistirma testleri oncesinde,
DDS ve HCI/NaOH ile hazirlanmis pH 4, pH 9 sulu ¢ozeltileri igerisinde sisme
dengesine gelmeleri saglandi. 25 °C ve 37 °C’de denge sisme degerine ulasan
hidrojellerin ilk 6nce cap ve yiikseklikleri Olgiilerek kiitlece ve hacimce sisme

dereceleri asagidaki formiiller yardimiyla hesaplandi (denklem 3.1 ve 3.2):
Qv = (1/U2r)(doo/dr)3 = Uz_o}a (3.1

QG = Woo/Wd (32)
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Burada, d. ve w« sisme dengesindeki, d: ve wq ise kuru haldeki hidrojelin ¢ap ve
agirhigini ifade etmektedir. var,sentezden hemen sonra hidrojeldeki polimerin hacim
kesri olarak tanimlanir ve polimerizasyon ¢dzeltisinin bilesimi ile hacmine baghdir.
Denge durumundaki polimerin hacim kesrini gdsteren va.!in tersi (Qv = vaw!) ise

hidrojelin tutugu suyun hacmine karsilik gelir.

Destile deiyonize suda, pH 4 ve pH 9°da bekletilerek denge sisme degerine ulagmis
hidrojel disklerinin 25 °C ve 37 °C’de mekanik sikistirma testleri yapildi. Tek eksenli
sikistirma deneyleri mekanik test cihazi ile SN’luk kuvvet altinda 1.0 cm/dakika
hizinda gergeklestirdi. Sicakliga duyarli hidrojeller ile ¢aligildig1 i¢in ortamin sicakligi,
deney kosullarina gore ayarlandi. Tek eksenli sikistirma deneyleri 1 dakikadan kisa
siirede gerceklestiginden, Olgiimler sirasinda herhangi bir su kaybi olmadigi ve
sicakligin degismedigi varsayildi. Tiim Ol¢limler en az iki kez tekrarlandi1 ve cihazin
yazilimi kullanilarak ¢izilen sikigtirma gerilimi-gerinim grafiklerinin diisiik gerinim

bolgesindeki egimlerinden elastiklik (E) modiilii hesaplandi.

3.3.3 Katyonik PNIPAAm hidrojellerinin dinamik sisme ve biiziilme ol¢ciimleri

Sisme/biiziilme deneylerinde kullanilacak hidrojel diskler oncelikle vakum etiiviinde
30 °C’de sabit agirliga gelen kadar kurutuldu. Ardindan, disk orneklerinin kuru
agirliklan dlgiildi ve 25 °C’de DDS igerisine yerlestirilerek zamana bagh agirliklar
belirlendi. Bunun i¢in, diskler belirli zaman araliklarinda DDS igerisinden ¢ikartilarak
kuruland1 ve tarti yardimiyla agirliklart kaydedilerek sismesi i¢in tekrardan DDS
icerisine konuldu. Diskler sisme dengesine gelene kadar ayni isleme devam edildi ve
elde edilen degerler iizerinden her bir 6rnegin dinamik sisme dereceleri (Qs)

hesapland1 (denklem 3.3):
Qs(%) = [(w; —wqa)/wqa] X 100 (3.3)

Burada, wi ve wqg Orneklerin sirasiyla t aninda ve kuru haldeki agirliklarini ifade

etmektedir.

Dinamik biiziilme deneylerinde ise, 25 °C’de sisme deneyleri gerceklestirilen ve sisme
dengesinde bulunan disk Ornekleri kullanildi. Hidrojel diskleri 37 °C’deki DDS
igerisine yerlestirildi ve dinamik sisme deneylerinde oldugu gibi belirli zaman
agirliklarinda agirliklar kaydedildi. Ornekler sabit agirliga gelene kadar devam edilen

deneyler sonucunda elde edilen agirliklardan biiziilme derecesi (Qps) hesaplandi

(denklem 3.4):
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Qps(%) = [(We = wa)/(Weo — Wq)] X 100 (3.4)

Burada, w. sisme dengesindeki hidrojelin 25 °C’deki agirligini, w; ise biiziilmiis

hidrojelin t zamaninda 37°C’deki agirligini ifade etmektedir.

3.3.4 L-AA yiikleme/salim deneyleri

[lag salim calismalarinda, model ilag olarak kanser ve gen terapisinde de siklikla
kullanilan anyonik karaktere sahip L-AA se¢ildi. Katyonik PNIPAAm hidrojellerinin
salim mekanizmalarinda yapisal faktorlerin etkisini incelemek amaciyla ag yapiya
ylklenen L-AA, katyonik ila¢/gen tasiyicilari ile anyonik terapotiklerin arasindaki
etkilesimler hakkinda bilgi sahibi olmak i¢in tercih edildi. Ilag salim ¢alismalarinda,
mekanik ve sigme deneyleri sonucunda uygun 6zelliklere sahip oldugu belirlenen S1,

S5, S6 ve S7 ornekleri kullanildi.

Ilag yiikleme deneylerinde, saflastirilmis hidrojel diskleri vakum etiiviinde sabit tartim
degerine gelene kadar kurutuldu ve agirliklart kaydedildi. Ardindan, 0,5 g/L
konsantrasyonda hazirlanan L-AA stok ¢ozeltisinden L-AA:polimer kiitle oran1 0,5’e
(w/w) karsilik gelecek hacimde alindi ve kuru hidrojel diski bu ilag ¢ozeltisinin
igerisine konuldu. Sisme dengesine gelmesi i¢in 2 glin boyunca ilag ¢ozeltisinde
bekletilen katyonik PNIPAAm diskleri, daha sonra ¢ozeltiden ¢ikartilarak 25°C’de
vakum etiiviinde kurutuldu. Kuru ilag yiiklii disk 6rneklerinin agirliklar kaydedilerek

enkapsiilasyon etkinlikleri (EE) hesaplandi (denklem 3.5):

Diske yiiklenmis L—AA miktari (g)

0, =
EE(%) Total L—AA agurligi (g)

x 100 (3.5)

Ilag salim deneylerinde, kurutulmus katyonik PNIPAAm diskleri 37 °C’deki 40 mL
DDS igerisine yerlestirildi. ilag salim ¢ozeltilerinin belirli zaman araliklarindaki
spesifik iletkenlik (uS/cm) degerleri iletkenlik cihazi ile belirlenerek zamana bagh
salinan ilacin konsantrasyonunun hesaplanmasinda kullanildi. Kalibrasyon grafigi
olusturmak i¢in  L-AA (1,76 g/L) stok ¢ozeltisinin farkli miktarlarda DDS ile
seyreltilmesi sonucunda bir dizi seyreltik L-AA ¢ozeltileri hazirlandi ve iletkenlik
degerleri kaydedildi. Elde edilen L-AA’ya ait spesifik iletkenlik (y)- konsantrasyon
(x) denklemi ( y = 1,0951x + 2,2353; R* = 0.9902) iizerinden BIS ve TAB ile ¢apraz
bagli P(NIPAAm-ko-DMAPMAAmM), P(NIPAAm-ko-DMAEMA) ve P(NIPA Am-ko-
MAPTAC) hidrojellerinin L-AA salim profilleri incelendi.
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3.3.5 Hidrojellerin difiizyon mekanizmasinin belirlenmesi

Kuru hidrojellerin 25 °C’de DDS igerisindeki dinamik sismeleri ve 37°C’de DDS
ortamindaki L-AA salimlar1 sirasindaki diflizyon mekanizmalar1 Power-Law

denklemine bagli denklemler ile kullanilarak belirlendi (denklem 3.6 ve 3.7):
Fs = (Wi = wg)/(Weo — wgq) = kppst™ (3.6)
Frp =M /Mq, = ky_gat™ (3.7)

Burada, Fs ve FRr siasiyla, t aninda su igerisinde sisme ve L-AA salim kesrini ifade

etmektedir.

Ayrica Fs ve Fr degerleri kullanilarak hesaplanan ve katyonik PNIPAAm
hidrojellerinin yapisal Ozelliklerine bagli olan sabitler (sirasiyla kpps ve ki-aa)
tizerinden suyun ag yapinin i¢ine (Dpps) ve ilacin ise disartya (Dr-aa) diflizyonuna ait

katsayilar1 belirlendi.

Bundan sonraki kisimda Cs-g-PDMAPMAAm as1 kopolimerlerine ve ana

bilesenlerine ait sentez, karakterizasyon deneyleri ve in-vitro ¢alismalar anlatilacaktir.

3.3.6 Kitosanin deasetilasyonu

As1 polimerlerinin sentezinde ana bilesen olan ve 'H-NMR spektrumlari {izerinden
deasetilasyon derecelerinin (DDA%) sirasiyla %78 ve %88 oldugu belirlenen diisiik
(LCs) ve orta (MCs) molekiil agirlikli kitosanlarin igerisindeki amin ytlizdesini
arttirmak i¢in Mima yontemi kullanilarak deasetilasyon deneyleri gergeklestirildi
[313]. Bu islem igin, %50’lik (w/v) NaOH c¢ozeltisi i¢erisinde %]1°lik (w/v) kitosan
cozeltisi hazirland1 ve 2 saat siiresince 110 °C’de ve azot ortaminda karistirildi.
Ardindan, kitosan karisimi siiziilerek NaOH ¢o6zeltisinden uzaklastirildi, kitosanin
pH’1 yaklasik 7 olana kadar DDS ile yikandi ve oda sicakliginda 24 saat vakum etiivii
icerisinde kurutuldu. Deaetilasyon deneyleri gerceklestirilen diisiik (LpCs) ve orta
(MpCs) molekiil agirlikli kitosanlarin deasetilasyon derecesinin D2O/TFA ¢ozeltisi
icerisinde gergeklestirilen 'H-NMR analizlerine ait spektrumlarin alanlari kullanilarak

belirlendi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 : LCs ve LpCs’nin 'H-NMR spektrumlarr.

'"H-NMR (D;O/trifloroasetik asit) spektrumunda bulunan karakteristik kitosanin
sinyalleri: 1,9 ppm’de asetil glukoz amit (GIcNAc) segmentinde bulunan metil grubu
(-CHs) H7 atomlari, 3,0 ppm’de glukozamidin (GlcN) H2 atomu, 3,4-4,0 ppm arasi
glukopiranoz halkasinda bulunan anomerik olmayan C3-C6 karbonlarina bagli H3-H6

atomlar1 ve 4,9 ppm’de anomerik H1 atomu.

DDA hesaplamalarinda kitosanin asetilglukoz amit segmentine ait —CH3 protonlar1 ve

H2-GlcN protonlarina ait piklerin alan degerleri kullanildi (denklem 3.8).
1
DDA % = [1 - (gx ICH3) / IHZ_G,C,V] x 100 (3.8)

Hesaplamalar sonucunda ticari olarak satin alinan diisiik (LCs) ve orta (MCs) molekiil
agirlikli ve deasetilasyon islemi sonucunda elde edilen LpCs ve MpCs kitosanlarin
deasetilasyon derecelerinin sirastyla, %78, %88, %96 ve % 93 oldugu, yapidaki amin

ylizdelerinin istenilen seviyede arttirildig1 belirlendi.

3.3.7 CS-g-PDMAPMAAm as1 kopolimerlerinin sentezi

CS-g-PDMAPMAAm as1 kopolimerleri, KPS termal baslatici varliginda serbest
radikal ¢ozelti polimerizasyonu ile sentezlendi ve deneylerde farkli deasetilasyon

derecelerine ve molekiil agirliklarina sahip (LCs, MCs, LpCs, MpCs) ve farkli
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konsantrasyonlardaki (%1 ve %2 w/v) kitosan polimerleri ile birlikte kitosanin mol
oranina bagl olarak (D:Cs) degisen konsantrasyonlarda DMAPMAAm kullanildi
(Cizelge 3.2).

As1 polimerlerinin sentezi i¢in 6ncelikle, hacimce %2’lik sulu asetik asit igerisinde 70
°C’de azot ortaminda geri sogutucu altinda kitosan ¢ozeltisi hazirlandi. Ardindan,
karisimin igerisine degisen konsantrasyonlarda (4,75x1073, 9,00x107 ve 7,20x1072
mol/L) KPS ilave edilerek ¢ozelti 30 dakika boyunca karistirilmaya devam edildi ve
kitosan zincirleri lizerinde radikaller olusmasi saglandi. Bu siirecin sonunda, azot
altindaki ¢ozeltiye damla damla DMAPMAAm monomeri eklenerek senteze 8 saat
boyunca devam edildi. Elde edilen CsgD as1 kopolimerlerinin igerisindeki
homopolimer yapilarim1 uzaklastirmak icin ¢oktiirme ile saflastirma ydntemi
kullanildi. Bu sebeple, sentez sonrasinda as1 kopolimerleri birkag kez asetik asitli su
icerisinde c¢oziilerek yiiksek miktarda THF igerisinde c¢oktiiriildii, siiziildi ve
kurutuldu. Elde edilen sarims1 beyaz CsgD kopolimer ¢okeltileri 48 saat boyunca THF
igerisinde oda sicakliginda karistirilarak polimerin tamamen saflasmasi saglandi.
Ardindan, as1 kopolimerleri vakum etiiviinde kurutularak karakterizasyon islemleri

icin hazir hale getirildi.

Cizelge 3.2 : CsgD as1 kopolimerlerinin sentez kosullari

2 -~ Cs KPS
Ornek No Cs Tiirii WIV%) (10%mol/L) D:Cs(t)
CsgD-1 LpCs 1 4,75 6,0
CsgD-2 LpCs 1 4,75 8,0
CsgD-3 LpCs 2 4,75 8,0
CsgD-4 LpCs 1 9,00 6,0
CsgD-5 LpCs 1 9,00 8,0
CsgD-6 LpCs 2 9,00 8,0
CsgD-7 LpCs 1 72,0 6,0
CsgD-8 LpCs 1 72,0 8,0
CsgD-9 LpCs 2 72,0 8,0
CsgD-10 LpCs 3 72,0 8,0
CsgD-11 LpCs 1 72,0 10,0
CsgD-12 LCs 1 4,75 8,0
CsgD-13 LCs 2 4,75 8,0
CsgD-14 LCs 1 72,0 8,0
CsgD-15  MpCs 1 4,75 8,0
CsgD-16  MpCs 2 4,75 8,0
CsgD-17  MpCs 1 7,20 8,0
CsgD-18 MCs 1 4,75 8,0
CsgD-19 MCs 2 4,75 8,0
CsgD-20 MCs 1 72,0 8,0
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3.3.8 Kitosanin degredasyonu

Degredasyon deneylerinde hem ticari olarak satin alinan %78 deasetilasyon derecesine
sahip diisiik molekiil agirlikli kitosan hem de deasetilasyon deneyi ile deasetilasyon
derecesi yiikseltilen diisik (DDA: %96) molekiil agirlikli kitosan polimerleri
kullanildi. Degredasyon deneyleri, CsgD as1 kopolimerlerinin sentez kosullar1 ile ayni
olacak sekilde belirlendi ve sentez sirasinda KPS’ konsantrasyonu 4,75x107 mol/L

—7,2x1072 mol/L araliginda secildi.

Oncelikle kitosan polimeri hacimce %2’lik sulu asetik asit ¢dzeltisi igerisinde 70 °C’de
azot atmosferinde ve geri sogutucu altinda karistirildi ve polimerin tamamen
¢oziinmesi saglandi. Ardindan, ¢ozelti icerisine belirli konsantrasyonda KPS ilave
edilerek 30 dakika azot ortaminda karistirildi ve par¢alanan kitosan polimerleri yiiksek
miktarda aseton igerisinde ¢oktiiriildii. Elde edilen, beyaz ¢okeltiler siiziiliip aseton ile

yikanarak saflastirild1 ve vakum etiiviinde kurutuldu.

3.3.9 CsgD as1 kopolimerlerinin hidrolizi ve PDMAPMAAm sac¢aklarinin eldesi

CsgD as1 kopolimelerinin {izerindeki PDMAPMAAm dallarinin uzunluklarini
belirleyebilmek amaciyla as1 kopolimerleri asidik kosullar altinda ytiksek sicaklikta
hidroliz edilereck PDMAPMA Am dallarinin ana zincirden ayrilmasi saglandi. Hidroliz
edilecek CsgD polimerleri (%50 w/v), 6 mol/L HCI igerisinde 90 °C’de azot
atmosferinde ve geri sogutucu altinda 20 dakika boyunca karistirildi. Ardindan, olusan
kati-sivi karisimlar filtre kagidi kullanilarak sogumasi beklenmeden siiziildii ve 0.1
mol/L NaOH ve DDS ile yikandi. Elde edilen siiziintii santrifiij tiiplerine aktarilarak
25°C’de 1000 g’de 5 dakika santrifiijlendi. Bu islem sonrasinda siiziintiiniin i¢erisinde
kalan hidroliz olmamis CsgD polimeri ¢oktiiriilerek ayrildi ve as1 polimerlerinden
ayritlan PDMAPMAAmMm dallarmin bulundugu siipernatan s1v1 kurutuldu ve 'H-NMR

ile karakterize edildi.

Sekil 3.2°de gosterilen ve 4,75x107 mol/L KPS varliginda sentezlenen CsgD as1
kopolimeri ile hidroliz sonucunda elde edilen PDMAPMAAm dallarma ait 'H-NMR
spektrumlar1 incelendiginde, CsgD2 as1 kopolimerinde bulunan kitosanin C3-C6
karbonlarina ait H3-H6 sinyallerinin PDMAPMAAm dallarina ait spektrumda
gbziikmedigi yani hidroliz isleminin basariyla gergeklestirildigi bulgulandi.
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Sekil 3.2 : CsgD2 as1 kopolimeri ile PDMAPMAAm dallarina ait 'H-NMR
spektrumlari.

3.3.10 PDMAPMAAm homopolimerlerinin sentezi

CsgD as1 kopolimerlerinin hidrolizi sonucunda elde edilen PDMAPMA Am dallarinin
molekiil agirliklarinin ¢alismanin seyrine uygun sekilde Ubbelohde viskozimetresi ile
belirlenebilmesi icin PDMAPMAAmM homopolimerinin belirli bir sicaklik ve
coziiciideki Mark-Houwink-Sakurada denkleminin olmasi gerekmektedir. Ancak,
literatirde PDMAPMA Am homopolimerine ait herhangi bir ¢ziicii kosulunda K ve a
sabiti bulunmamaktadir. Bu sebeple, calisma igerisinde yeni bir Mark-Houwink-
Sakurada denklemi olusturmasi hedeflendi ve bu amag¢ dogrultusunda farkli molekiil
agirliklannda PDMAPMAAm dogrusal homopolimerleri serbest radikal c¢ozelti

polimerizasyonu yontemi ile sentezlendi.

Polimerizasyonun sentez kosullari, CsgD as1 kopolimerlerinde kullanilan sartlar ile
ayn1 olacak sekilde belirlendi ve sentez sirasinda DMAPMAAmM’in konsantrasyonu,
0,25 mol/L — 1,00 mol/L araliginda secildi. Bu dogrultuda, DMAPMAAm monomeri
hacimce %?2’lik asetik asit ¢ozeltisi igerisinde ¢ozilindiikten sonra polimerizasyon
karigimi {izerine as1 polimerlerinin sentezinde kullanilan miktarlarda KPS eklenerek
3.5 saat boyunca azot altinda karistirildi. Belirlenen deney siiresinin sonunda metanol

icerisinde ¢oktiirilen PDMAPMAAmM polimerleri saflastirilarak vakum etiiviinde
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kurutuldular. Elde edilen PDMAPMAAm homopolimerleri FTIR ve 'H-NMR ile

karakterize edildi.

3.3.11 (L/Lp/M/Mb)Cs, PDMAPMAAm ve CsgD as1 kopolimerlerinin

karakterizasyonu

3.3.11.1 Kapiler viskozimetresi ile inrinsik viskozite ve molekiil agirhklarmin

belirlenmesi

Kitosan, degrede edilmis kitosan, PDMAPMAAmM homopolimerleri ve hidroliz ile
ayrilmis PDMAPMAAm dallarinin molekiil agirliklar1 kapiler vizkozimetre metodu
ile tayin edildi. Ayrica CsgD as1 kopolimerlerinin de bu yontem ile intrinsik
viskoziteleri belirlendi ve elde edilen degerler dal sayilarinin hesaplanmasinda

kullanildi.

Vizkozite Olglimleri, Schott marka 525 10/ I tipinde, ISO/DIS 3105 ve ASTM
D/2515/D 446’ya gore kalibre edilmis ve viskozite sabiti 0,008946 mm?/s*> olan
Ubbelohde vizkozimetresi ile yapildi. Ol¢iimii gergeklestirilecek polimerler, 0,2 mol/L
sodyum asetat (NaAc, CH3COONa) iceren hacimce %?2’lik asetik asit igerisinde
¢oziildi, 0,2 g/dL — 0,4 g/dL konsantrasyon araliginda hazirlanan kitosan, degrede
kitosan ve CsgD as1 kopolimerlerinin 25 °C, PDMAPMAAm homopolimerleri ile
hidroliz ile ayrilmis PDMAPMAAm dallarinin ise 35°C’de akis siireleri 6l¢iildii.
Seyreltilerek elde edilen 5 farkli konsantrasyondaki kitosan ¢ozeltisinin ve ¢dziicliniin
akis siireleri belirlendikten sonra indirgenmis vizkoziteye (nsp/c) karst konsantrasyon
(c) grafikleri ¢izildi. Elde edilen dogrunun kayim degerleri ile intrinsik vizkoziteleri

[n] verdigi bilinmektedir.

Intrinsik viskozite ile viskozite ortalama molekiil agirlig1 (M) arasindaki iliskiyi veren

Mark-Houwink-Sakurada denklemindeki (denklem 3.9),
[n] = K.My (3.9)

K ve a sabitleri kitosan durumunda ve 25 °C’deki 0,2 mol/L NaAc igeren %2’lik (v/v)
asetik asit ¢ozeltisinde sirasiyla,13,8 x 10 dL/g ve 0,85 olarak alinmustir [314].

Ote yandan, PDMAPMAAm polimerlerinin &lgiimlerinin 35°C’de yapilmasinin
sebebi, yeni bir Mark-Houwink-Sakurada denklemi olusturmak i¢in gereken molekiil
agirliklarinin GPC cihazi ile tayin edilmesi ve kullanilan cihazin en diisiik sicaklik

siirmin 35 °C’de olmasidir.
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3.3.11.2 Jel gecirgenlik kromatografisi ile molekiil agirhg: ol¢iimleri

CsgD as1  kopolimerlerinin, kitosanin, degrede kitosanin, PDMAPMAAmM
homopolimerlerinin ve CSgD as1 kopolimerlerinin hidrolizinden elde edilen
PDMAPMAAm sacaklarinin sayica ve agirlikga ortalama molekiil agirliklar1 ve
polidispersite indeksleri (PDI) GPC cihaz ile belirlendi. Olgiimler, 0,2 mol/L NaAc
iceren %2’lik (v/v) asetik asit ¢ozeltisi tastyici ¢ozeltisinde, 1.0 mL/dk akis hizinda ve
35°C’de gergeklestirildi.

3.3.11.3 Gravimetrik analizler

CsgD as1 kopolimerlerin as1 verimi (grafting yield, GY) ve as1 etkinligi (grafting
efficiency, GE) asagidaki denklemler kullanilarak hesaplandi (denklem 3.10 ve 3.11).

%GY = [(Wy — wy)/w;] X 100 (3.10)
%GE = [(w, — wy )/ ws] X 100 (3.11)

Burada, wi, reaksiyon ortamina eklenen kitosanin (LCs, MCs, LpCs veya MpCs), w,
CsgD as1 kopolimerinin ve w3 ise sentez sirasinda kullanilan DMAPMAAmM

monomerinin kitlesini ifade etmektedir.

Sentez sirasinda polimerizasyon ortamina eklenen DMAPMAAm ve kitosanin
mollerinin oran1 D:Cs(t) olarak ifade edilmektedir. Sentez sonrasinda elde edilen CsgD
as1 kopolimeri igerisinde oransal olarak ne kadar DMAPMAAm monomeri
bulundugunu tayin etmek i¢in pratik D:Cs (e veya f) oranlar1 da hesaplandi. Pratik
D:Cs degerleri hem gravimetrik hesaplamalar hem de "THNMR spektrumlarindan elde
edilen alanlarin oranlari ile belirlendi. 'HNMR analizlerinde glukozamin iinitelerine
(GAU) ait, H3-H6 protonlarini isaret eden 3,4-3,8 ppm’deki pikler ve PDMAPMAAmM
polimerinin dimetilamino grubuna ait H(f) protonunun 2,8 ppm’de bulunan piki

kullanildi.

Yukarida ifade edilen gravimetrik analizlerin ve molekiil agirlig1 hesaplamalarinin
ardindan c¢alismanin ilerleyen siirecinde kullanilabilecek uygun CsgD asi
kopolimerleri se¢ildi ve as1 frekanslari (grafting frequency, GF), subsitisyon dereceleri

(SD), dal sayilar1 (grafting number, Gn) ve uzunluklari (lenght, L) hesaplandi.

As1 frekansi, iki as1 noktasi arasindaki glukozamin {initelerinin sayisini (Ngau) ifade

etmektedir (denklem 3.12).
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GF = Mppyapmaam(1 — gy)/(GAU) gy (3.12)

Burada, Mppmarmaam, CsgD as1 kopolimerinden hidroliz ile ayrilan PDMAPMAAm
dallarinin molekiil agirligini, gy, GY 'nin kiitle kesrini ifade etmektedir. GAU degeri
olarak, secilen kitosanin bir iinitesinin molekiil agirligi (~165 g) kullanilmistir. SD ise
her bir mol GAU iinitesine asilanan PDMAPMAAm zincirinin moliinii ifade

etmektedir ve GF’nin tersi olarak tanimlanir (1/GF).

CsgD as1 kopolimerlerinin dal sayisi ve uzunluklarinin hesaplanmasinda ise {i¢ farkl

yontem kullanild1 ve formiiller ayr1 bir baslik altinda verildi.

3.3.11.4 CsgD as1 polimerlerinin dal sayisinin ve uzunlugunun belirlenmesi

Dal say1s1 ve uzunlugunun hesaplamasinda hidroliz ve kapiler viskozite metotlarina
dayal1 deneysel ve polisakkaritlerin persiilfat (APS, KPS gibi) baslaticilar1 varliginda

sentezlenen as1 kopolimerleri i¢in teorik olarak tiiretilen bir formiil kulland.

Deneysel dal sayisinin hesabi, Zimm ve Stockmayer’in 1949 yilinda kantitatif olarak
Olciimii miimkiin olmayan dallanmis uzun polimer zincir uglarinin kareleri
ortalamasim <s>> hesaplamak igin zincir konfigiirasyonu istatistigini kullanarak
gelistirdigi yonteme dayalidir. Bu yontemde, dallanmis polimerlerin jirasyon yari
capini belirlemek i¢in dogrusal polimerlerin jirasyon yari ¢aplar1 ve dallanmig yapinin
segment sayisina bagli bir bagint1 iizerinden, 1000 karbon basina diisen dal sayisini
gosteren g faktorii tanimlanmistir. Bu faktor, dallamis zincirlerin jirasyon yarigapinin
dogrusal polimerin jirasyon yarigapina oranini ifade eder. Dolayisiyla, g faktorii
yardimi ile dallanmis yapilarin sadece jirasyon yarigaplari degil dal sayilar1 da

hesaplanabilir (denklem 3.13) [315].

-1/2
<s?> 4o, en\/2  acy
g= [ ] [(1 +o) T 2 (3.13)

<s? > dogrusal 9 m

Dogrusal zincirler igin g faktorii 1’e esittir ve asilanma derecesi ile ters orantili olarak
degismektedir. 1959 yilinda Zimm ve Kilb, dallanmis polimerlerin intrinsik

viskozitelerinin ayn1 molekiil agirligindaki dogrusal esdegerlerine gore daha diisiik
olmasindan hareketle, dallanmis yapilara 1g1k tutmak igin intrinsik viskozitenin ([77])

hidrodinamik teorisi {izerine ¢esitli hesaplamalar yapmislardir. Polimer ¢6zeltilerinin

intrinsik viskoziteleri, polimer zincirlerinin hidrodinamik hacimlerinin bir dl¢iisiidiir
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ve Flory- Fox denklemindeki zincir uclarinin kareleri ortalamasini ile baglantilidir

(denklem 3.14 ve 3.15).
3/2 , 3/2
M = @632 (<s?2>4," ) /M = @' (<s2>4, /M (3.14)

<s? >ast = ([U]M/fp')2/3 (3.15)

Flory-Fox esitliklerinden yola ¢ikilarak yapilan bu hesaplamalarda akisa direnci olan
(nondraining) ve olmayan (drainig) polimerler i¢in ayr1 denklemler tiiretilirken, akisa

direngli polimerler i¢in g’ ile gosterilen yeni bir faktor tanimlanmistir (denklem 3.16).

g = ([n]asl/[n]dogrusal) (3.16)

Asagidaki esitlikler, ii¢ fonksiyonlu dallanma noktalari bulunan polimerlerin dal
sayilarinin intrinsik viskozite orani ile hesaplanan g ve g’ faktorlerine bagli oldugu

gostermektedir( denklem 3.17 ve 3.18) [316].
g = ([n]asl / [n]dogrusal) = [(1+ [Gn /7] )1/2 + (4Gy /97) ]_1/4 (3.17)

g = ([n]asl / [77]¢iog“;1’usal)2/3 = [+ [Gn /7] )1/2 + (4Gy /97) ]_1/2 (3.18)

Bu iki baginti, cok sayida as1 noktasi iceren polimerler i¢in i¢ viskozitelerin oranina

bagli olarak Gy degerinin g' ve g'ye bagimliligin1 gostermektedir.

Bu tez caligmasinda kitosan zincirleri tizerine agilanmis PDMAPMA Am polimerlerine
ait dal sayilar1, kapiler viskozimetre ile belirlenen intrinsik viskoziteleri iizerinden ii¢
fonksiyonlu dallanma noktalar1 tasiyan polimerler icin tiiretilmis olan esitlik
kullanilarak hesaplandi. Elde edilen g’ parametreleri iizerinden hesaplanan Gn

degerleri, 1000 GAU basina diisen dal sayisini1 géstermektedir.

Deneysel dal uzunluklarinda ise CsgD as1 kopolimerlerinin hidrolizinden elde edilen
PDMAPMAAm dallariin kapiler viskozimetre ile belirlenen molekiil agirliklar: ile
hesaplandi.

Teorik dal sayisi ve uzunlugu, persiilfat baslaticisi ile polisakkarit ve asilanacak
monomerin  mol sayilarin1  kullanarak olusturulan denklemler yardimiyla

hesaplanmaktadir (denklem 3.19 ve 3.20) [317-319]:

2fmpersitfat-Mpolisakkarit
GN .= persilfat-Ypolisakkarit _ 2. £ nKPS/ Nes (319)
’ Mpersiilfat- Mpolisakkarit

Burada, Gn; teorik dal sayisini, 2 sayisi her bir KPS molekiiliiniin iirettigi serbest

radikal miktari, f persiilfat baglaticisinin homolitik pargalanmasi sonucu zincir
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biliylimesini baslatabilecek serbest radikallerinin oranini, mpersiifat V€ Mpolisakkarit,
sirastyla persiilfat baslaticilarin  ve polisakkaritin sentez sirasinda kullanilan
agirliklarini, Mpersiifat V€ Mpolisakkarit 1€ persiilfatin ve seker halkasinin molekiil

agirliklarini ifade etmektedir.

L, = Mmonomer/-Mmonomer
t

= = Npmapmaam/NcsX Gy (3.20)
(Mypotisakkarit/Mpolisakkarit)X GN m

L teorik dal uzunlugu, Mmonomer V€ Mmonomer 18€ sirasiyla monomerin sentez sirasinda

kullanilan agirlig1 ile molekiil agirligidir.

Teorik dal sayis1 hesabina ait denklem kullanirken en 6nemli parametre KPS’in f
degeridir ve belirli bir t zamaninda reaksiyon ortaminda par¢calanmadan kalan KPS ve
baslangictaki KPS konsantrasyonu kullanilarak hesaplanmaktadir (f =1- [KPS] /
[KPS]o). Parcalanmadan kalan KPS’in t zamaninda konsantrasyonu literatiirde
bulunan birinci mertebe kinetik denklemi ile hesaplanabilir (In ([KPS] / [KPS]o) = -kq
t) [320, 321]. Bu tez calismasinda, as1 kopolimerlerinin sentez siiresi 8 saat oldugu
icin parcalanmadan kalan KPS konsantrasyonu ve f degeri bu zaman aralifi baz
alinarak belirlendi. Hiz sabiti (kq) olarak, CsgD as1 kopolimerlerinin polimerizasyon

sicakligi olan 70 °C’deki kq degeri kullanildi (9,23x1076s1) [322].

3.3.12 CgD as1 kopolimerlerinin pH’a bagh ¢oziiniirliiklerinin arastirilmasi

5 mg/mL konsantrasyonda CgsD as1 kopolimerleri pH 7.4 PBS ¢ozeltisi igerisine ilave
edilerek 25 °C’de kanistirildi. Coziinmeyen 6rneklerin, ¢ozelti igerisinde homojen
olarak dagilmalarini saglamak i¢cin Bandeln marka ultrasonik homojenizator (%50
genlik, 2 dakika) kullanildi. Ardindan, polimer ¢ozeltileri igerisine 0.1 M HCl ¢ozeltisi

damla damla ilave edilerek polimerlerin tamamen ¢oziildiigii pH degeri belirlendi.

3.3.13 CsgD as1 kopolimerlerinin hemolitik aktivitelerinin incelenmesi

Hemoliz testlerinde, saglikl1 bir géniilliden EDTA’l1 tam kan tiipiine alinan 5 mL kan,
500 g kuvvetinde 5 dakika boyunca santrifiijlenerek eritrositlerin (kirmizi kan
hiicreleri) plazmadan ayrilmasi saglandi. Elde edilen eritrositler, pH 7,4 PBS ¢ozeltisi
ile iki defa yikanarak pH 7,4 PBS ¢ozeltisi ile mikrolitre basina 5x10° eritrosit olacak
sekilde seyreltildi. Hemoliz testlerini gergeklestirmek i¢in, 3 tekrar olacak sekilde 0,5,
1, 2, 3, 4 ve 5 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan diigiik molekiil agirligina sahip
deasetillenmis kitosan (LpCs), PDMAPMAAm homopolimeri, CsgD kopolimerleri

mikro tiiplere alinarak tizerine 100 pL eritrosit igeren ¢ozelti ilave edildi ve toplam
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hacim PBS ile 500 pL tamamlandi. Ayrica hemolitik aktivitenin olmadigini ifade eden
negatif kontrol i¢in polipleksler yerine PBS, tiim kan hiicrelerinin parcalanmasi ile en
yiiksek hemolitik aktiviteyi isaret eden pozitif kontrol i¢in ise %1 (v/v) Triton X-100
cozeltisi kullanildi. Kirmiz1 kan hiicresi eklenen test gruplar1 37 °C’de 1 saat inkiibe
edilerek eritrositleri ayirmak amaciyla 2000 g kuvvetinde 5 dakika santrifiijlendi
(Sekil 3.3a) ve 200 pL silipernatant ¢ozeltileri 96 kuyucuklu plakalara aktarildi (Sekil
3.3b). Cozeltilerin marka coklu mikroplaka okuyucusu ile 541 nm’deki UV
absorbanslar1 kaydedilerek hemoliz yiizdeleri hesaplandi (denkelm 3.21).

(Ornek Abs.—Negatif Kontrol Abs.)
(Pozitif Kontrol Abs.—Negatif Kontrol Abs.)

% Hemolitik Aktivite = x100 (3.21)

Sekil 3.3 : a) Santrifiij sonrasinda ¢6ken ve/veya patlayan kirmizi kan hiicreleri b)
96 kuyucuklu plakalara aktarilan siipernant ¢ozeltileri.

3.3.14 CsgD/ anti-GAPDH siRNA poliplekslerinin hazirlanmasi ve agaroz jel
eletroforez yontemi ile tasiyicilarin siRNA yiikleme kapasitelerinin

belirlenmesi

CsgD as1 kopolimerleri ve anti-GAPDH siRNA nin elektrostatik etkilesimleri ile 1:1,
2,5:1,5:1,7,5:1,10:1, 20:1, 30:1 ve 40:1 polimer:siRNA kiitle oranlarina sahip nano
boyutlu polipleksler hazirlandi. Bunun i¢in, niikleaz icermeyen su igerisinde
hazirlanan anti-GAPDH siRNA ve katyonik yapiya sahip CsgD as1 kopolimerleri

farkli polimer:siRNA kiitle oranlarinda karistirilip komplekslesmenin tamamlanmasi
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yani, poliplekslerin olusmasi i¢in oda sicakliginda (~23 °C-24 °C) 20 dakika boyunca
inkiibe edildi. Ardindan, katyonik polimerlerin siRNA baglama etkinlikleri agaroz jel
elektroforez ile incelendi. Bunun igin, elektroforez tanki tris baz, asetik asit ve EDTA
ile hazirlanan TAE tamponu ile doldurulup 5 pL Red Safe™ iceren 100 mL TAE
tamponu ile (%1.0°1ik w/v) hazirlanmig agaroz jel tank igerisine daldirildi ve sirasiyla
markdr DNA, serbest siRNA ve polipleksler jel kuyularina eklenerek sisteme 60 V
gerilimde 1 saat boyunca yiiriitiildii (Sekil 3.4a). Jel, Bio-Rad ChemiDoc XRS+ marka

goriintiileme sistemi ile fotograflandi ve BD ImageLab yazilimi ile analiz edildi (sekil

3.4b).

Sekil 3.4 : a) Agaroz jel elektroforez sistemi b) CheiDoc XRS+ goriintiileme
sistemi.

3.3.15 CsgD/ anti-GAPDH siRNA poliplekslerinin boyut ve zeta

potansiyellerinin belirlenmesi

Agaroz jel elektroforez yontemi ile tam komplekslesmenin belirlendigi en diisiik
polimer:siRNA kiitle oraninda DLS cihazi ile 6lgiildii. Boyut analizlerinde 173°
sacilim agisinda (geri sacilim) bulunan dedektor kullanilmis olup sonuglar siddete
baglh olarak (by intesity) PDI degerleri ile raporlandi. Poliplekslerin baglanma
etkinlikleri, boyutlar1 ve zeta potansiyelleri degerlendirilerek in vitro ¢alismalar i¢in
kullanilacak en uygun yiik, boyut ve polimer:siRNA kiitle oranina sahip drnekler

belirlendi. Tiim Ol¢timler ii¢ kez tekrarlandi.
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3.3.16 In vitro ¢cahismalar

3.3.16.1 Hiicre kiiltiirii prosediirii

Yapilan in vitro c¢alismalarin ilk asamasinda testlerde kullanilan hiicrelerin
bliyiitiilmesi ve kullanilacak plakalara tutunmasinin saglanmasi gerekmektedir. Bunun
icin, hiicrelerin kuyulara ekimi i¢in hazirlanmast ve hiicre konsantrasyonu

belirlenmelidir. Genel hiicre pasajlama prosediirii asagidaki gibi gerceklestirildi:

Kullanilacak insan direngli meme kanseri hiicre hattt “MDA-MB-231”, %10 fetal
bovin serum (FBS), %1 MEM nonesansiyel amino asit, ve %1 penisilin/streptomisin
takviyesi iceren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) ilave edilmis T75
petri kab1 igerisinde 37 °C, %5 CO» atmosferinde inkiibe edilerek ¢ogaltildi.

T75 petri kab1 %70-%80 hiicre doluluk oranina ulastiginda PBS ile yikandi ve {izerine
serin proteaz enzimi olarak ifade edilen tripsin EDTA eklenerek 37 °C’de etiivde

bekletildi ve hiicrelerin yilizeyden ayrilmasi saglandi.

Ardindan, petri igerisindeki ¢ozelti santrifiij tlipline aktarilarak 5 dk 2000 rpm’de
santrifiijlendi, dibe ¢oken hiicreler topland1 ve hemositometre (Sekil 3.5a) iizerine

aktarilarak tripan mavisi ile boyandi.

Boyali hiicreler mikroskop altinda sayilarak hiicre konsantrasyonu (hiicre sayisi/mL)
belirlendi ve kuyulara ekilecek toplam hiicre miktar1 i¢in gerekli ¢ozelti hacmi

hesapland1 (Sekil 3.5b).

DMEM igerisinde hazirlanan MDA-MB-231 hiicreleri, 24 veya 96 kuyucuklu
plakalara kuyu basina 10* hiicre olacak sekilde ekilerek gece boyunca 37°C’de inkiibe

edilip hiicrelerin yilizeye tutunmasi saglandi.

Sekil 3.5 : a) hemositometrenin b) mikroskop altindaki hiicrelerin goriintiisii.
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3.3.16.2 CsgD/ anti-GAPDH siRNA poliplekslerinin hiicre canliligina etkisinin

incelenmesi

Sitotoksisite ¢alismalarinda, agaroz jel elektroforez yontemi ile belirlenen en diisiik
polimer:siRNA kiitle oranina sahip poliplekslerin (CsgD2,CsgD5 ve CsgD8 i¢in
strastyla kiitlece 5:1, 7.5:1 ve 2.5:1) ve bu poliplekslere karsilik gelen CsgD as1
kopolimerlerinin hiicre canliligina olan etkileri “CellTiter96 AQueousOne Solution

Cell Proliferation Assay” (MTS) yontemi ile belirlendi.

MDA-MB-231 hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara, kuyu basina 10 hiicre olacak sekilde
besi yeri i¢inde ekildi ve gece boyunca kuyu yiizeyine tutunmalari i¢in fizyolojik
kosullarda inkiibe edildi. Ertesi giin ylizeye tutunan hiicrelerin besi yeri uzaklastirilip
iizerlerine farkli konsantrasyonlara sahip CsgD/ anti-GAPDH siRNA polipleksleri
(0,5, 1.5, 10 ve 25 pg/mL) veya CsgD kopolimerleri (25 pg/mL) ii¢ tekrar olacak
sekilde ilave edilerek 24 saat 37 °C’de inkiibasyonu saglandi. Ardindan, hiicreler ile
uzun siire etkilesen polipleksleri/kopolimerleri igeren ¢ozelti uzaklastirip yerine 100
uL serum igermeyen besi yeri ve 10 uL MTS ¢ozeltisi eklenerek 2 saat siiresince 37
°C’de inkiibe edildi.

MTS bilesigi, (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenill)-2-(4-sulfofenil)-
2H-tetrazolyum), fenazin metosiilfat varliginda canli hiicreler tarafindan biyolojik

olarak indirgenir ve yapida formazon olustugu icin hiicre ¢ozeltisinin rengi pembeden

bordoya doner (Sekil 3.6).

A
Y
1L
7.
)
:

Sekil 3.6 : CsgD as1 kopolimerleri ile etkilesen hiicrelerin MTS testi sonrasinda
olusturduklar1 formazona bagli renk degisimleri.

MTS ¢ozeltisi ile inkiibe edilen hiicrelerde olusan suda ¢oziiniir renkli formazon
varhigini/miktarin1 tayin edebilmek i¢in ¢oklu mikroplaka okuyucusu ile UV

absorbanslar1 490 nm'de kaydedildi. Pozitif kontrol olarak islem gérmemis hiicreler
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kullanilirken negatif kontrol icin MTS ¢ozeltisi ilave edilmemis hiicreler kullanildi ve
test kuyularindan elde edilen bulgular ile agsagida verilen denkleme bagl olarak hiicre

canliliklar1 belirlendi (denklem 3.22).

(Ornek Abs.—Negatif Kontrol Abs.)
(Pozitif Kontrol Abs.—Negatif Kontrol Abs.)

% Hucre Canliligt = x100 (3.22)

3.3.16.3 CsgD/ anti-GAPDH siRNA poliplekslerinin transfeksiyon etkinliginin

belirlenmesi

CsgD as1 kopolimerlerinin trasfeksiyon etkinliklerini belirlemek i¢in hem anti-
GAPDH siRNA hem de kontol amagli olarak CsgD/ anti-GAPDH siRNA
polipleksleri ile  polimer:siRNA kiitle oraninda ve ‘karistirilmis dizilimde’
(scrambled, SCR) GAPDH siRNA ile  hazirlanan polipleksler kullanildi.
Poliplekslerin tasima kapasitelerini, etkinliklerini belirlemek ve ticari bir tastyici olan
lipofektamin ile kiyaslamak igin Invitrogen™ firmasindan temin edilen “KDalert™
GAPDH Assay Kit” kullanildi ve hiicre i¢erisindeki GAPDH protein diizeyleri tayin
edildi. insan, fare ve sigan hiicrelerinden hizli bir sekilde GAPDH protein seviyelerinin
tayinini, enzimatik aktivitedeki degisimin florometrik olarak Ol¢iilmesi ile olanak
saglayan bu kit siRNA etkinligi ve tasiyici veriminin tayininde sik¢a kullanilan bir
yontemdir. Uretici tarafindan saglanan protokol takip edilerek deneyler

gerceklestirildi.

Siire¢ kisaca dzetlenecek olursa 4x10* MDA-MB-231 hiicresi 24-kuyulu plakalara
besi yeri i¢inde ekilip gece boyunca kuyu ylizeyine tutunmalar1 beklendi. Ardindan,
anti-GAPDH siRNA ve SCR GAPDH siRNA ile hazirlanan CsgD/siRNA
polipleksleri ile lipofektamin kompleksleri, CsgD2, CsgD5 ve CsgD8 i¢in sirasiyla
5:1, 7,5:1 ve 2,5:1 polimer:siRNA kiitle oraninda hazirlanarak FBS igermeyen besi
yeri i¢inde bulunan hiicrelerin iizerine 4 saat boyunca uygulandi. Inkiibasyon ardindan
kuyular PBS ile yikanarak hiicreler iizerine taze besi yeri eklendi ve transfeksiyonun
tamamlanmasi igin 48 saat boyunca fizyolojik kosullarda inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasi hiicreler PBS ile yikanip kit iceriginde bulunan liziz tampon ¢ozeltisi (KDalert
Lysis Buffer) ile parcalanip her bir kuyudaki toplam protein konsantrasyonu Bradford
yontemi ile belirlendi. Her gruptan esit miktarda total protein ¢cozeltisi 96-kuyulu seffaf
tabanli, siyah duvarl plakaya aktarildi ve ilizerine taze hazirlanmis KDalert master
karisimi es zamanli eklenerek plaka okuyucuya yerlestirildi. Kinetik modda dakikada

1 6l¢lim alacak sekilde ¢ozeltiler 560 nm’de uyarilip 590 nm’de floresans siddetleri 16
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dakika boyunca kaydedildi. GAPDH protein seviyelerindeki degisim orneklerin
floresans siddetindeki artigin higbir islem gérmemis hiicrelerdeki (untreated, UT) artis

ile kiyaslanarak hesaplandi.
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4. SONUCLARIN DEGERLENDIRIiLMESI

Glinlimiizde, hastaliklarin etkin bir sekilde tedavi edilebilmesi i¢in hem ila¢ hem de
gen salimi gerceklestirebilen nano boyutlu ikili sistemlerin tasarlanmasi oldukca
yaygindir ve katyonik polimerler de sahip olduklar1 basarili 6zellikler ile bu alanda
0zel bir yere sahiptir. Katyonik polimerler 6zellikle ¢evre uyaranlarina duyarli ve
biyouyumlulugu yiiksek dogal ve sentetik polimerlerle beraber kullanildiginda hedef
hiicre, organ ve hastaliga gore Ozellestirilmis ilag/gen tasiyici sistemler
olusturulmaktadir. Ornegin, tiimér hiicrelerinin pH ve sicakligi saglikli dokulardan
farkli oldugu icin kanser terapisinde tasiyici olarak hem sicaklik hem de pH duyarli
polimerik sistemler tercih edilmektedir. PNIPAAm sahip oldugu viicut sicakliga yakin
VPTT’si, kitosan ve PDMAEMA gibi dogal ve sentetik katyonik polimerler ise ayni
zamanda pH duyarli davranis gostermeleri sayesinde ilag/gen tasiyici sistemlerin
gelistirilmesinde  siklikla  kullanilmaktadir.  Literatiirde,  kitosan/PNIPAAm,
PNIPAAmM/PDMAEMA (veya P(NIPAAm-ko-DMAEMA)) ve kitosan/PDMAEMA

as1 kopolimerleri ve ¢apraz bagli ag yapilar1 hakkinda bir¢ok ¢alisma mevcuttur.

Hiicreye gonderilecek tasiyicinin kiiclik boyutlu olmasi, katyonik yiikiintin dengeli
olmasi, endozomdan kacabilmesi ama hepsinden 6nemlisi biyolojik olarak uyumlu ve
zararsiz olmasi gerekmektedir. Sentetik katyonik polimerler, yiik yogunluklari
sebebiyle genellikle sitotoksik etkiye sahipken katyonik biyopolimer olan kitosan ise
biyobozunur ve biyouyumlu yapisiyla ilag/gen tasiyicisi gelistirilirken en ¢ok
kullanilan polimerlerden bir tanesidir. Ote yandan, kitosanin ¢oziiniirliik problemi ve
ozellikle gen terapisindeki etkinliginin diisiik olmas1 kullanimini kisitlamaktadir. Bu
durum, sentetik polimerler ve kitosanin bir arada kullanildigi ilag/gen tasiyici sistemler

gelistirilmesi gerekliligini ortaya ¢ikartmistir.

Dogrusal ve c¢apraz bagl katyonik polimer tabanli tasiyicilarin biyouyumlu
olmalarinin yan1 sira viicut icerisindeki iyonik siddete, basinca ve komsu hiicrelerin
kuvvetine kars1 dayanikli olmalar1 da gerekmektedir. Mekanik 6zellikler sadece viicut
i¢ci dengelere/kuvvetlere degil malzemenin pH ve sicaklik gibi ¢evre uyaranlarina
karsisindaki sisme/biiziilme davranislarina da bagh olarak degismektedir. Ornegin,
viicut icerisine yerlestirilebilen (implant) veya oral yolla alinabilen (tablet) makro
yapilt kontrollii salim sistemlerinin fizyolojik faktorlerin degisimi karsisinda

biitiinliiklerini korumalar1 ¢ok 6nemlidir. Bu nedenle, sisme/biiziilme davranislar1 ve
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mekanik Ozellikleri malzemenin uygulanabilirligini gosteren en Onemli fiziksel
ozelliklerdendir. Ozellikle, ilag tastyict ve yara ortiisii olarak kullanilan sistemlerde
malzemelerin mekanik dayanimlarinin belirlenmesi i¢in yapilan sikistirma/¢ekme
testleri nano/mikro sistemlere gore yukarida tanimlanan makroskopik ag yapilarda

daha hizlidir ve kolay uygulanabilir.

Bu tez caligmasinin esas amaci, ilag ve gen tasiyabilecek, biyomedikal alanlarda
kullanimi1 yayginlagsmaya baglamis, PDMAPMA Am igeren dogrusal veya ¢apraz baglh
yeni katyonik polimerler tasarlamak, karakterize etmek ve uygun kombinasyonlari
belirleyerek literatiire bu konuda kapsamli bir bilgi sunmaktir. Bu noktadan hareket
ederek, tez caligmasi, ilag salim i¢in tasarlanan pH ve sicaklik duyarli PNIPAAm
tabanli DMAEMA, DMAPMAAm ve MAPTAC komonomerlerini igeren katyonik
hidrojellerin ve gen terapisi i¢in tasarlanan Cs-g-PDMAPMA Am as1 kopolimerlerinin
sentezi, biyofiziksel ve biyokimyasal Ozelliklerinin belirlenmesi ile uygulama

alanlaria bagl salim/transfeksiyon ¢aligmalarini i¢eren, iki kisimdan olusmaktadir.

Bu c¢alismanin ilk kismini olugsturan PNIPAAm tabanli makro yapili hidrojellerin
temel ve ikincil bilesenleri olan NIPAAm, DMAEMA, DMAPMAAm ve
MAPTAC’in biyolojik caligmalar agisindan giincel dnemleri tek tek ele alinacak

olursa;

PNIPAAm viicut sicakligina yakin faz gecis sicakligi sayesinde yillardir 6zellikle,
biyomedikal alanlardaki sicakliga duyarli polimerik malzemelerin hazirlanmasinda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ote yandan, PNIPAAm’in geleneksel hidrojellerinin
mekanik dayanimlarinin diisiik oldugu bilinmektedir. Biyomedikal alanlarda en ¢ok
kullanilan katyonik monomerlerden biri DMAEMA’dir. Son zamanlarda
DMAPMAAmM’in kuvaternize edildigi ve pH duyarli davrams gostermedigi
tiirevlerinin kullammi da yayginlasmaktadir. Ote yandan, kuvaternize edilmemis
DMAPMAAmM’in dzellikle gen terapisinde kullanimi hakkinda literatiirde ¢ok fazla
bilgi bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, DMAEMA, DMAEMA’in ester gruplarinin
amit gruplar ile yer degistirdiZi DMAPMAAmM ve DMAPMAAmM’in kuvaternize
tirevi MAPTAC katyonik komonomerler olarak kullanildi ve PNIPAAm tabanl
hidrojellerinin mekanik ozelliklerine, sisme/biiziilme davranislarina ve anyonik
terapotikleri salim mekanizmalarina molekiiller arasi etkilesimlerin diger bir deyisle

ikincil kuvvetlerin etkileri incelendi. PNIPAAm bazli katyonik hidrojellerinin
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sentezinde, c¢alismanin ikinci kisminda da oldugu gibi, cesitli baslatici/coziicii

kombinasyonlarinin {iriin yapilar1 izerindeki etkileri arastirildi.

4.1 Katyonik PNIPAAm Hidrojellerinin Hazirlanmasi

Hem sicaklik hem pH duyarli katyonik PNIPAAm hidrojelleri iki farkli kimyasal
capraz baglayici (BIS ve TAB) ve ii¢ tiir komonomer (DMAPMAAmM, DMAEMA ve
MAPTAC) kullanilarak hazirlandi. Temsili jellesme reaksiyonlari Sekil 4.1°de
gosterilen hidrojellerin sentezleri, polimerizasyon sicakligina (25°C ve 50°C) ve
cozeltiye (0,1 N NaOH, DDS ve 1,4-dioksan) bagli olarak, redoks ciftleri olan
KPS/NaOH, KPS-TEMED veya AIBN termal baslaticis1 varliginda gergeklestirildi.
Saflagtirma asamalari, tek eksenli sikistirma testleri ve sisme siiregleri esnasinda,
malzemenin sisme derecesi ve sikistirma modiilii gibi 6zelliklerini sadece
polimerizasyon ¢dziiclisiiniin ve baglaticinin  tlirliniin - degil, sisme ortaminin
sicakligi/pH'1, katyonik komonomerlerin ve ¢apraz baglayicilarin kimyasal yapilarinin
da onemli dlgiide etkiledigi gozlemlendi. Jellesme reaksiyonlarinin ii¢ biiylik hedefi
capraz bagli polimerik malzemenin homojenligini, sisme derecesini ve mekanik
ozelliklerini iyilestirmektir. Uygun polimerizasyon ¢dziicii/baglatici sistemini se¢mek,
yukarida belirtilen temel fiziksel 6zellikleri kontrol eden reaksiyon kosullarindan
sadece bir tanesidir. Sekil 4.2°de DDS/KPS-TEMED, 0,1 N NaOH/KPS ve 1.,4-
dioksan/AIBN  kullanilarak  sentezlenen = P(NIPAAm-ko-DMAPMAAm)/BIS
hidrojellerin gerilim-gerinim egrileri, sikistirma modiilleri ve fiziksel goriiniimleri,
Sekil 4.3’te ise ¢oziicli/baglatici ¢iftlerinin ve ¢apraz baglayicilarin, hem sicaklik hem
ph’a duyarli P(NIPAAm-ko-MAPTAC) hidrojellerinin DDS i¢inde 25 °C'deki kiitlece
sisme derecelerine etkisi gosterilmektedir. Bu tez calismasinda, DMAPMA Am, sisme-
mekanik dayanim-geffaflik {icliisii i¢in uygun kosullar1 elde etmek amaciyla model
komonomer olarak secildi. Bu sebeple, DMAPMAAmM’in kopolimerizasyon
reaksiyonlarindan ikisi 25 °C'de DDS/KPS-TEMED ve 0,1 N NaOH/KPS
¢oziicli/baslatict ¢ifti kullanilarak gerceklestirildi.
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Sekil 4.3 : S7-S10 no.lu 6rneklerin E modiilleri, kiitlece sisme dereceleri ve
gorlintimleri.

KPS-TEMED (veya APS-TEMED) redoks cifti ile baglatilan geleneksel P(NIPAAm-
ko-BIS) hidrojellerinin, polimerizasyonlarinin dogalar1 geregi, su igerisinde faz gegis
sicakligindan daha diisiik sicakliklarda sentezlendigi bilinmektedir. Ayrica geleneksel
sentez prosediirii ile hazirlanan PNIPAAm hidrojellerinin yiiksek sisme derecesi,
opakligt ve mekanik dayamimlarinin diisiik olmast uygulama alanlarim
sinirlandirmaktadir. Geleneksel P(NIPA Am-ko-BIS) hidrojelinin, fizyolojik sicaklikta
dis yiizeyinde yogun deri benzeri tabakanin olusmasi, su diflizyonu ve ilag salim
stireclerinin yavaglatmakta ve biyomedikal uygulamalarda kullanilma ihtimalini de
azaltmaktadir. Daha Once arastirma grubumuz yapmis oldugu bir calismada,
polimerlerinin zincir uglarindaki hidrofobikligi degistirmek amaciyla hizlandirici
olarak, TEMED (ve SO4°* gruplar1 nedeniyle kismen anyonik) yerine hidroksil
gruplar tastyan NaOH kullanmiglardir [323]. Bu PNIPAAm hidrojelerin sentezinde
NaOH kullaniminin ilk hedefi zincir uglarini hidrofilik hale getirerek ag yapinin sisme
derecelerini arttirmakti. Ote yandan, yapilan testler sonucunda hidrojellerin 33 °C’in
tizerindeki sicakliklardaki sikigtirma modiillerinde giiglii bir iyilesme oldugu ve
hacimce sisme derecelerinin keskin bir sekilde degistigi belirlendi. Hidrojellerin
mekanik dayanimlarindaki bu yiiksek orandaki iyilesmenin (37 °C'de ~150 kPa)
nedeni PNIPAAm’in zincir uglarinda bulunan hidroksil gruplar1 arasindaki hidrojen
baglar1 olabilir. Bu tez ¢alismasinda da, P(NIPAAm-ko-DMAPMAAm)/BIS
hidrojelleri hem KPS-TEMED hem de KPS/NaOH kullanilarak sentezlendi. Ancak,
KPS-TEMED redoks ¢ifti ile sentezlenen S4 no.lu 6rnegin, KPS/NaOH redoks cifti

kullanilarak hazirlanan S3 no.lu 6rnege kiyasla daha yiiksek mekanik dayanima ve
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daha diisiik sisme derecesine sahip oldugu ve opak bir malzeme elde edildigi
bulgulandi (Sekil 4.2). Bunun sebebi, DDS igerisindeki KPS/DMAPMAAmM
sisteminin bir redoks ¢ifti gibi davranmasi ve boylece bu iki baslatici sistemden (KPS-
TEMED+KPS/DMAPMAAmMm) bir sinerji olusturarak polimerizasyon reaksiyonunun

hizin1 arttirmasi olabilir.

Ugiinciil amin gruplarina sahip diaminlerin vinil polimerizasyonunda, birincil veya
ikincil amin gruplar tasiyan tiirevlerine gore, daha yiiksek aktivite gosterdigi
bilinmektedir. Bu bulgulara dayanarak, perstilfat ile etkilesime giren DMAPMAAmM’in
ve DMAEMA’in DDS'deki ve sodyum hidroksit ¢ozeltisindeki polimerizasyon
reaksiyonlar1 sirasinda, KPS/TEMED c¢iftine benzer bir sekilde, yiik transfer
kompleksleri (CTC) olusturabilecegi diistiniilmektedir [324—326]. Bir sonraki adimda,
DMAPMAAmMm ve DMAEMA’in kuvaterner amonyum tuzlart (QAS) wvinil
polimerizasyonlarinin baslatma adimlarindan sorumlu olan TEMED® ve SO4°* (veya
HO3S0°®) ile birlikte, DMAPMAAmM® ve DMAEMA?® radikalleri iiretebilir. Bu
asamalardan sonra, genelde amin ug¢ gruplarina sahip daha hidrofobik bir yapiin

olusabilecegi diisiiniilmektedir.

Ote yandan, KPS/DMAPMAAm redoks cifti varhgimin KPS/NaOH sistemiyle
ilerleyen reaksiyonlar1 negatif etkiledigi gozlemlendi. Hidrofilik hidroksil ve
hidrofobik amin radikallerinin iiretimine sebep olan bu iki baslatici ¢iftlerinin birbirine
zit olan yapisal etkilerinin ve reaktivite farkliliklarinin, oldukga sismis, transparan,
diisiik mekanik dayanima sahip ve icerisinde beyaz noktalar bulunan heterojen
goriintimlii hidrojellerin olusmasina sebep oldugu bulguland1 (S3, Sekil 4.2). S3 no.lu
ornegin fiziksel oOzellikleri, 0,1 N NaOH ¢o6zeltisinde KPS ile baslatilan
PNIPAAm/BIS hidrojelleri ile kiyaslandiginda, sentezin baslangicinda KPS’den
tiireyen hidroksil radikallerinin DMAPMAAm’den ortaya ¢ikan radikallerle beraber
bu goriiniime sebep olabilecekleri ifade edildi [323, 325, 327].

Ayrica AIBN ile sentezlenen S1 no.lu 6rnegin sisme derecesi-sikigtirma modiilii-
homojenlik ii¢liisiiniin S3 ve S4 no.lu hidrojellerden ¢ok farkli olmasi, polimerizasyon
¢Oziiciisii/baglatic1 ¢iftinin ¢apraz bagli polimerik malzemelerin {ic temel fiziksel
ozelligi i¢in oldukca Onemli oldugunu gostermektedir. P(NIPAAm-ko-
DMAPMAAmM)/BIS hidrojeli i¢in en tercih edilebilir bulgular 1,4-dioksan/AIBN
sistemi kullanilarak sentezlenen 6rneklerde gézlemlendi. Bu nedenle DMAPMAAmM

ve DMAEMA igeren diger tiim PNIPAAm hidrojellerinde, polimerizasyon ¢ozelti
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olarak DDS ve sulu NaOH ¢ozeltisi yerine 1,4-dioksan kullanildi. Ayrica serbest
radikal baslatict olarak KPS-TEMED ve KPS/ NaOH redoks ciftleri yerine AIBN
secildi.

MAPTAC igeren hidrojeller ise hem 1,4-dioksan/AIBN hem de NaOH/KPS ¢oziicti
baslatic1 ¢ifti ile sentezlendi. Yapisinda kuvaterner amonyum grubu bulunan
MAPTAC’Im KPS ile yiikk transferi olusturmast ve KPS/NaOH redoks cifti
varligindaki sentezlerinin reaktivitesi hakkinda herhangi bir bilgi mevcut degildir.
Kullanilan bu sentez kosullar1 sayesinde hidroksil gruplari ile beraber kuvaterner
yapidaki MAPTAC ve TAB’1n yapisal etkileri de belirlendi. Sekil 3'ten de goriildiigii
gibi, 0,1 N NaOH ¢ozeltisinde sentezlenen P(NIPAAm-ko-MAPTAC)/TAB
hidrojelinin (S10) sisme derecesi oldukca yiiksektir ve hidrojel siiperabsorban
davranig1 gostermektedir. Ayrica 25 °C'de DDS igerisindeki kiitlece sisme dereceleri
BIS ile sentezlenen S7, S9 no.lu érneklerden yaklasik 20 kat daha yiiksektir. Ote
yandan, AIBN kullanilarak 1,4-dioksan igerisinde hazirlanan P(NIPAAm-ko-
MAPTAC)/TAB hidrojelinin (S8) sikistirma modiilii ve kiitlece sisme derecesi S7
no.lu 6rnek ile kiyaslandi ve her ikisi de iyonik komonomer igermesine ve zincir uglari
hidrofilik karaktere sahip olmasina ragmen sigsme derecelerinin oldukg¢a farkli oldugu,
capraz baglayicinin molekiiler yapisinin, materyal 6zellikleri tizerinde belirleyici role
sahip oldugu gozlemlendi (Sekil 4.3). Elde edilen bulgular, reaksiyon kosullarinin,
bilesenlerin jellesme sirasindaki kimyasal reaktivitelerini degistirdigi ve hidrojellerin
fiziksel parametrelerinin kontroliinde olduk¢a onemli bir role sahip oldugunu

gostermektedir.

Bu sebeple, bir sonraki adimda belirlenen mekanik o6zellikler ve dinamik
sisme/biiziilme davraniglari, farkli komonomer, ¢apraz baglayici ve polimerizasyon
ortami kullanilarak sentezlenen hidrojellerin yiiklii gruplari arasinda elektrostatik

etkilesimler ve yiik dengesi goz oniine alinarak incelendi.

4.2 Komonomer ve Capraz Baglayici Tiiriiniin PNIPAAm Katyonik

Hidrojellerinin Sikistirma Kuvveti ve Denge Sisme Derecelerine Etkisi

Ug katyonik komonomer ve/veya katyonik capraz baglayici ile sentezlenen PNIPAAm
tabanli hidrojellerin farkl sicaklik ve/veya pH’taki (pH 4 ve pH9) sikistirma modiilleri
ve denge durumunda hacimce sisme dereceleri sekil 4.4 ve cizelge 4.1°de detayh

sekilde verilmektedir. HC1 ve NaOH ile hazirlanan pH 4 ve pH 9 ¢ozeltileri, polimer
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zincirlerindeki DMAPMAAmM ve DMAEMA {initelerinin notral ve protonlanmis halde
bulundugu bolgelerdeki mekanik ve sisme davranislarini incelemek amaciyla iki sinir
nokta olarak se¢ildi. DMAEMA’in ve DMAPMAAmM’in dimetilamino gruplarinin
protonlanma derecesi pH 4’lin altinda ¢ok fazla defismezken pH 9’un iizerinde
tamamen noétral durumda bulunurlar ve PNIPAAm tabanli hidrojeller biiziilmiis hale
gecerler. Ote yandan, MAPTAC kuvaternize amonyum gruplarma sahip oldugu igin
pH’a bagli protonlanma 06zelligi bulunmamaktadir. PNIPAAm hidrojelleri oda
kosullarinda tamamen sismis durumdayken, sicaklik PNIPAAm’in VPTT sinin iistiine
cikartildiginda polimer zincirlerinin arasinda hidrofobik kuvvetler baskin hale gelir ve
biizliliirler. Sicakligin PNIPAAm katyonik hidrojellerinin mekanik 6zelliklerine
etkisini incelemek icin 25 °C ve 37 °C’de sikistirma testleri gerceklestirildi. Ayrica
hidrojellerin ila¢ tasiyicit olarak kullanmasi planlandigindan fizyolojik sicakliktaki

mekanik dayanimi ve sisme davranislari tespit edildi.

Cizelge 4.1 : PNIPAAm tabanli katyonik hidrojellerin mekanik 6zellikleri.

Tsisme/Sisme Ortami % Gerinim

Ornek No /Capraz Baglayici Kgshomer (10 kPa’daki) E (kPa)
S1 25°C/DDS/BIS DMAPMAAmM 42 11,82+0,28
S1 37°C/DDS/BIS DMAPMAAmM 32 15,24+5,01
S1 37°C/pH 4/BIS DMAPMAAmM 30 10,72+4,57
S1 37°C/pH 9/BIS DMAPMAAmM 42 6,58+0,98
S2 25°C/DDS/TAB DMAPMAAm 37 10,55+5,01
S2 37°C/DDS/TAB DMAPMAAm 18 16,17+2,80
S2 37°C/pH 4/TAB DMAPMAAm 33 21,83+0,46
S2 37°C/pH 9/TAB DMAPMAAm 36 12,66+1,34
S5 25°C/DDS/BIS DMAEMA 44 13,59+1,74
S5 37°C/DDS/BIS DMAEMA 24 19,10+1,55
S5 37°C/pH 4/BIS DMAEMA 13 84,484+30,15
S5 37°C/pH 9/BIS DMAEMA 13 37,48+7,10
S6 25°C/DDS/TAB DMAEMA 54 11,96+6,30
S6 37°C/DDS/TAB DMAEMA 26 13,30+0,91
S6 37°C/pH 4/TAB DMAEMA 26 5,26+1,20
S6 37°C/pH 9/TAB DMAEMA 26 6,45+0,92
S7 25°C/DDS/BIS MAPTAC 56 5,96+3,05
S7 37°C/DDS/BIS MAPTAC 17 28,56+3,85
S7 37°C/pH 4/BIS MAPTAC 20 51,62+2,52
S7 37°C/pH 9/BIS MAPTAC 25 19,29+7,38
S8 25°C/DDS/TAB MAPTAC 46 9,53+4,33
S8 37°C/DDS/TAB MAPTAC 55 3,90+1,98
S8 37°C/pH 4/TAB MAPTAC 42 11,48+3,32
S8 37°C/pH 9/TAB MAPTAC 55 7,42+3,60

AIBN/1,4-dioksan baslatici ¢oziicii ¢ifti varliginda sentezlenen S1, S2, S5, S6, S7 ve

S8 no.lu hidrojellerin sekil 4.4’te verilen gerilim-gerinim grafikleri kullanilarak 10kPa
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gerilim’deki gerinim degerleri ve buna bagli olarak tiim oOrneklerin ayni kuvvet

altindaki davranislari belirlendi.
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Sekil 4.4 : S1, S2, S5-S8 o6rneklerinin farkli sicaklik ve pH’lardaki sikistirma
gerilim-gerinim grafikleri

P(NIPAAm-ko-DMAPMAAm)/BIS (S1) ve P(NIPAAm-ko-DMAPMAAm)/TAB

(S2) hidrojellerin sekil 4.4’teki grafikleri, ag yapilarin 5 N kuvvet altindaki mekanik

davraniglar1 arasinda biiyiik bir degisim olmadigin gostermektedir.
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DMAPMAAm katyonik bir monomer olmasina ragmen, ne sisme ortaminin
pH/sicaklik degisiminin ne de ¢apraz baglayici tiirliniin E modiillere ve ayn1 gerilim
altindaki gerinim degerleri iizerinde belirgin bir etkiye sebep olmamaktadir. Ote
yandan, DMAEMA igeren S5 ve S6 no.lu 6rneklerin 10 kPa ve 37°C’deki gerinim
degerleri 25 °C’deki degerlerin yaris1 kadardir. Bu durum, metakrilat fonksiyonel
grubuna sahip olan DMAEMA'nin hidrofobik dogasindan ve NIPAAm birimlerinin
sicakliga bagl hidrofobikliginden kaynaklanmaktadir. Ayrica S5 no.lu 6rnegin 37 °C
pH 9 durumunda %350 gerinim degerine ulagmasi i¢in uygulanan gerilimin S1 no.lu
ornekten ¢ok daha fazla oldugu (sirastyla 84 ve 15 kPa), PNIPAm tabanli hidrojellerde
%35 mol metakrilat monomer kullanmanin, amit tiirevlerine kiyasla, zincir sertligini

bes kat arttirdig1 bulgulandi.

1,4-dioksan igerisinde 50 °C’de sentezlenen P(NIPAAm-ko-MAPTAC)/BIS (S7)
hidrojelleri ise, yapisinda her kosulda iyonik halde bulunan MAPTAC olmasina
ragmen,  ylksek sikistirma modiilleri ile en ¢arpict sonuglart gostermistir.
MAPTAC’1n kuvaterner amonyum gruplari, polimerin hacimli yapisi sebebiyle, diisiik
ylk yogunluguna sahiptir ve klor iyonlar1 ile iyonik etkilesimi zayiftir. Karsit iyonlar
ve su molekiilleri arasindaki ¢gekim kuvvetleri (klor iyonlarinin hidrasyonu), MAPTA+
tiniteleri ile klor iyonlar1 arasindaki elektrostatik etkilesimlerden daha giigliidiir, C1™
iyonlariin P(NIPAAm-ko-MAPTAC) zincirleri boyunca serbestce hareket edebilir.
Bu yiik dalgalanmalarinin, hidrojellerin  polielektrolit-iyonomer davranisi
gostermesine sebep olabilecegi diisliniilmektedir [290-292]. MAPTA+ ve CI" iyonlari
kisa, iyonomerlerin ise uzun mesafeli etkilesimleri, polimerik aglarinin iizerinde
capraz bag olarak davranan multipletlerin olusumunu saglar. S7 no.lu 6rneginin tek
eksenli sikistirma testleri sonucunda gozlenen bu beklenmeyen mekanik davranislar,
farkli PO(NIPAAm-ko-MAPTAC) zincirleri lizerinde olusan ek ¢apraz baglanmalardan
kaynaklanabilir. Bahsedilen bu olasiliklara ragmen 1,4-dioksan ortaminda AIBN
baslaticisi ile sentezlenen S7 no.lu P(INIPAAm-ko-MAPTAC)/BIS hidrojelinin neden
boyle bir sinerjik etkiye sebep oldugu net bir sekilde agiklanamamaktadir. Bu yiizden,
diger deneysel parametrelerin de mekanik ozelliklere etkisi kiyaslandi. Katyonik
yapiya sahip TAB ile ¢apraz bagli P(NIPAAm-ko-MAPTAC) (S8) hidrojelinin
mekanik ozellikle S7 no.lu o6rnekle kiyaslandiginda, %50 gerinimdeki gerilim
degerinin 6-10 kat daha diisiik oldugu gdzlemlendi. Ote yandan, S7 no.lu érnegin 37

°C/pH 4°deki E modiilii hidrofobik ester gruplarina sahip ve kismen protonlanmis
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dimetilamino gruplar1 bulunan S5 no.lu P(NIPAAm-ko-DMAEMA)/BIS hidrojeline
olduk¢a yakindir. Bu durum, MAPTAC ve DMAEMA iinitelerinin hidrasyonu
sirasinda ortaya ¢ikan, klor-su, MAPTA+ (veya DMAEMA+)-su ve klor-MAPTA+
(veya klor-DMAEMA+) olarak tanimlanan, ii¢ ana etkilesimden kaynaklanabilir. Bu
molekiiler etkilesimler pH 4’teki Cl- iyonlari, MAPTA+Cl- iyonomerleri ve
DMAEMA’in hidrofobik ester gruplar1 ile desteklenmektedir. Bu ylizden, bu
hidrojellerin pH 4’teki sikistirma modiillerinin iyilesmesine, sisme ortaminin
asitliginden (yiiksek HCI konsantrasyonu) daha ¢ok, klor iyonlarinin ytik perdeleme
etkisinin (charge screen effect) katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Bigak ve ¢alisma
arkadaglar1 da benzer iyon etkilerinin sentezledikleri poli(N,N-dialil-N,N-
dimetilamonyum kloriir) (PDADMAC) jelinin HCI igeren ¢ozeltideki sisme

derecelerini etkiledigini rapor etmislerdir. Bu etkilesimlere ayrica tuz etkisi olarak da

ifade edilir [328].
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Sekil 4.5 : Katyonik PNIPAAm hidrojellerinin hacimce sisme dereceleri.

Sekil 4.5, S1, S2, S5, S6, S7 ve S8 no.lu hidrojellerin 25 °C DDS’deki ve 37 °C’de
DDS, pH 4 ve pH 9 ¢ozeltileri igerisindeki hacimce sisme derecelerini gdstermektedir.
S1 ve S2 no.lu 6rneklerin sisme derecelerinde (S1°in 37 °C DDS’deki degeri harig)
herhangi bir sicaklik ve pH kosulunda belirgin bir degisiklik olmadigi, S5 ve S7 no.lu
orneklerin ise 37 °C’deki tiim ¢oziiciiler igerisinde keskin bir sekilde biiziildigi
gozlemlendi. Burada, DMAPMAAm’in hidrofilik karakteri S1 no.lu 6rneginin 37 °C
DDS igerisindeki hidrofilik/hidrofobik gecisini bir miktar etkilerken BIS ile ¢apraz
bagli MAPTAC ve DMAEMA igeren PNIPAAm hidrojellerinde bu gecis ¢ok daha

99



belirgindir. DMAPMAAmM ve MAPTAC aym1 kimyasal yapiya sahip olmalarina
ragmen, S7 drneginin DDS, pH 4 ve pH 9 37 °C’deki sisme derecelerinin S1 no.lu
ornekten oldukg¢a diisiik olmasi dikkat cekicidir. Ote yandan, DMAEMA’in 37
°C/DDS ve 37 °C/pH 9 de hidrofobik yapisi, 37 °C/pH 4’de ise katyonik
dimetilamino gruplar1 {lizerindeki klor iyonlarinin yaratti§i yiik perdeleme etkisi,
DMAPMAAmM iceren eslenigine gore daha sert hidrojellerin olugsmasina sebep

olmaktadir.

Cozelti kopolimerizasyonu ile sentezlenen hidrojellerin igerisindeki toplam monomer
konsantrasyonu hidrojelin yapisini ve mekanik 6zelliklerini degistirebilir. Prausnitz ve
calisma arkadaglart DDS igerisinde sisme dengesinde bulunan P(AAm-ko-MAPTAC)
hidrojellerinin sikistirma testleri ile gerilim-gerinim davranislarini incelemis ve
monomer konsantrasyonu agirlikca %10’un altinda oldugu durumda capraz baglarin
zay1f oldugunu ve kirtlgan yapilar olustugunu rapor etmislerdir. Ote yandan, P(AAm-
ko-MAPTAC) hidrojellerinin hidrofilik AAm ve iyonik MAPTAC iinitelerinin
rastgele dagilmasi ile elde edildigi, toplam monomer konsantrasyonu arttik¢a olusan
zincir dolanmalarinin ¢apraz baglayici olarak davrandigr ve bu durumun sikistirma
modiillerinin yiikselmesini sagladig: ifade edilmistir [329]. Bu tez calismasinda da,
PNIPAAm katyonik hidrojellerinin toplam monomer konsantrasyonu %20’nin
tizerindedir ancak sadece S7 no.lu P(NIPAAm-ko-MAPTAC)/BIS hidrojelinin, yiik
perdeleme etkisi olmamasina ragmen, DDS igerisindeki sikistirma modiiliinde
yiikselme gozlemlendi. Tiim bu gozlemler, komonomerin kimyasal yapisina ve sisme
ortaminin bilesimine bagli olan fiziksel g¢apraz baglanma noktalarinin ve yiik
perdeleme etkisinin olusumunu desteklemektedir. Ayrica bu etkilerin monomer
konsantrasyonuna bagli olmadigi, klor iyonlarinin varligindan kaynaklandigi ifade

edilmektedir.

Kuvaterner amonyum gruplarina sahip TAB molekiiliiniin, BIS yerine c¢apraz
baglayici olarak kullanildigi, S6 ve S8 no.lu sirastyla DMAEMA ve MAPTAC igeren
orneklerin E modiillerinin eslenik P(NIPAAm-ko-DMAPMAAm)/TAB hidrojelinden
(S2) daha diisiik oldugu bulgulandi. Ote yandan, S8 no.lu drnegin hacimce sisme
dereceleri S2 gibi oldukca yiiksekken, S6 no.lu 6rnegin daha az sistigi belirlendi. Tiim
bu sonuglar, ylik dengesinin ve molekiiller arasi etkilesimlerin, mekanik dayanim ve

sisme dereceleri lizerinde biiyiik bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
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4.3 Komonomer ve Capraz Baglayici Tiiriiniin PNIPAAm Katyonik

Hidrojellerinin Dinamik Sisme Ve Biiziilme Davramislarina Etkisi

Katyonik PNIPAAm hidrojellerinin sikistirma modiilleri, ag yapidaki birincil ve
ikincil molekiiler arasi etkilesimlerden kaynaklanan etkin ¢apraz bag yogunluguna
bagli olarak degismektedir. Bu sebeple, hidrojellerin sisme ve biiziilme siireclerinin de
polimerlerin bilesimleri ile dogrudan iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Hidrojel
bilesimlerinin 25 °C ve 37 °C DDS igerisindeki sisme ve biiziilme davranislarina etkisi
incelendiginde, S5 ve S6 no.lu 6rneklerin S1, S2, S7 ve S8 no.lu hidrojellerden daha
diisiik sisme ve daha yiiksek biiziilme derecesine sahip oldugu gézlemlendi (Sekil 4.6
ve 4.7). Bu durum, TAB veya BIS ile ¢apraz bagli P(NIPAAm-ko-DMAEMA)’in
P(NIPAAm-ko-DMAPMAAmM) ve P(INIPAAm-ko-MAPTAC) hidrojellerinden daha
hidrofobik oldugunu gostermektedir. Bunun asil sebebi, ana zincirlerin tizerindeki
amit gruplarinin arasinda rastgele dagilmis hidrofobik ester gruplarinin varligi olabilir.
Ote yandan, zincirleri iizerinde sadece amit gruplari bulunan (hidrofobik iiniteleri
olmayan) S7 no.lu 6rnek tipki mekanik dayanimlarda oldugu gibi sisme/biiziilme
dereceleriyle de beklenmedik sonuglara sahiptir ve elde edilen bulgular S7°nin 25 °C,
DDS igerisindeki sisme derecesinin ester gruplari tastyan S5 Ornegine cok yakin
oldugunu gostermektedir. Bu durum, P(NIPAAm-ko-MAPTAC)/BIS hidrojelindeki
hareketli klor iyonlar1 sonucunda olusan multipletlerden kaynaklanabilir. Benzer
sekilde, S7 no.lu 6rnegin biiziilme davranis1 da P(NIPAAm-ko-DMAEMA)/BIS
hidrojeli ile benzerdir ve bu sonuglar ag yapidaki iyonik etkilesimlerden kaynaklanan

iyonomer-multiplet gecislerinin varligini kanitlamaktadir.
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Sekil 4.6 : S1, S2, S5-S8 hidrojellerinin dinamik sisme grafikleri ile S7 6rneginin
sisme gorselleri (25 °C DDS).
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Sekil 4.7 : S1, S2, S5-S8 hidrojellerinin 37 °C DDS’deki dinamik biiziilme
grafikleri.

PNIPAAm katyonik hidrojellerin sisme/biiziilme davraniglarimi etkileyen bir diger

parametrede ¢apraz baglayicinin tiiriidiir. BIS, su ile hidrojen bagi kurabilen iki adet

ikincil amin grubuna, kuvaterner amonyum tuzu olan TAB ise ¢apraz baglanma

reaksiyonlar1 dncesinde dort adet allil grubuna sahiptir. TAB sahip oldugu iki halkali,
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merkezinde kuvaternize azot atomu igeren yapisi ile hacimli ve katyonik karakterde
capraz baglar1 bulunan hidrojel olusmasini saglar. Bu sebeple, TAB ile ¢apraz bagh

katyonik PNIPAAm hidrojelleri 25 °C’de ¢ok yiiksek sisme derecelerine sahiplerdir.

4.4 Komonomer ve Capraz Baglayici Tiiriiniin PNIPAAm Katyonik

Hidrojellerinin Su Difiizyonu ve L-AA Salim Mekanizmasina Etkisi

L-AA’in salim kinetigi genellikle pHmetre, kondiiktometre ve UV spektrofotometresi
kullanilarak gercgeklestirilen iletkenlik, pH ve absorbans 6l¢iimleri ile belirlenmektedir
[330, 331]. Bu tez ¢alismasinda da, 1,4-dioksan igerisinde AIBN baglatic1 varliginda
sentezlenen BIS ve TAB ile capraz bagli P(NIPAAm-ko-DMAEMA), P(NIPAAm-ko-
DMAPMAAmM) ve P(NIPAAm-ko-MAPTAC) hidrojellerinin 37 °C DDS igerisindeki
ilag salim davraniglar1 kondiiktometrik 6l¢timlerle tayin edildi. Ayrica hidrojellerin
zamana bagli sisme deneyleri ile DDS igerisinde 25 °C’deki difiizyon kinetikleri

incelendi.

Hidrojellerin enkapsiilasyon etkinlikleri, ag yapilara yiikleme yapilmadan onceki ve
sonraki ilag ¢ozeltisinin iletkenligi Olgiilerek belirlendi. Yapilan hesaplamalar
sonucunda, S1, S5, S6 ve S7 no.lu orneklerin enkapsiilasyon etkinleri sirasiyla
%44,98, %44,68, %49,63 ve %43,55 olarak bulundu ve katyonik monomerin yapisinin
ilag yiiklenmesinde etkin bir rol almadig1 gézlemlendi. Ote yandan, BIS ve TAB ile
capraz bagli DMAEMA iceren S5 ve S6 no.lu d6rneklerin enkapsiilasyon etkinlikleri
arasindaki %5 civarlarinda fark oldugu, S6 no.lu 6rneginin teorik degerlere (%50)
yakin oldugu bulgulandi. DMAPMAAmM, DMAEMA ve MAPTAC monomerlerinin
yapisal ozellikleri ve pH’a bagli davraniglar1 arasindaki farklar, kimyasal yapilarindaki
reaktif ve fonksiyonel gruplarin tiirleri dikkate alinarak aciklanabilir. Ayrica kolay
iyonlagabilen hidroksil grubuna sahip olan L-AA’nin sudaki ¢6ziiniirliigii oldukca
yuksektir. Tiim bu bilgiler ve orneklerin enkapsiilasyon etkinlikleri gbéz Oniine
alindiginda, katyonik PNIPAAm hidrojellerin L-AA yiikleme etkinliklerinin BIS ve
TAB capraz baglayicisinin yapisina ve L-AA ile aralarindaki etkilesimlere bagl
olabilecegi diisliniilmektedir. Sonug olarak, S6 no.lu 6rnegin yiiksek sisme derecesi L-
AA ile TAB molekiilleri arasindaki elektrostatik etkilesimleri arttirabilecegi ve bu

durumun enkapsiilasyon etkinliginin yiiksek olmasini saglayabilecegi ifade edildi.
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Hidrojellerin L-A A salim ve su diflizyonuna ait mekanizmalarini belirlemek i¢in sekil
4.6 ve 4.8°deki veriler kullanildi. Denklem 3.6 ve 3.7 ile hesaplanan n difiizyon iisteli
ve k sabiti ile difiizyon katsayis1 (D, cm?/s) degetleri ¢izelge 4.2°de gosterilmektedir.
Hidrojeller capraz baglayici tiiriine gore; noétral (BIS, S1, S3, S4, S5, S7 ve S9) ve
iyonik (TAB, S2, S6, S8) olarak iki sinifa ayrilabilir. Hidrojeller bu siniflandirmaya
gore degerlendirildiginde, BIS ile ¢apraz bagli hidrojellerin sisme prosesleri icin
hesaplanan npps {istellerinin 0,5 civarlarinda ve suyun ag yapi igerisine tasinim
mekanizmasinin difiizyon kontrollii oldugu (Fick yasasina uyan), TAB durumunda ise
mekanizmalarin Fick yasasina uymadig1 gozlemlendi. TAB ile ¢apraz bagh katyonik
PNIPAAm hidrojellerinin sisme stireglerinin hem diflizyon hem de relaksasyon
kontrollii olmasi, TAB molekiiliiniin kuvaternize amonyum  gruplarinin,
DMAPMAAmM, DMAEMA ve MAPTAC monomerlerinin protonlanmis gruplari ile
arasindaki elektrostatik itme kuvvetlerinden kaynaklanmaktadir. Ote yandan,
yapisinda kuvaternize MAPTAC gruplar1 bulunan S7 no.lu hidrojeli, S1 ve S5 no.lu
orneklere benzer n iisteline ve tamemen Fick yasasina uyan bir mekanizmaya sahiptir.
Bunun sebebi, PNIPAAm zincirleri arasina dagilmis olan MAPTAC tinitelerinde

olusan iyonomer-multiplet yapilarinin ¢apraz baglayici gibi davranmasidir.
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Sekil 4.8 : S1, S5, S6 ve S7 6rneklerinin zamana bagl ilag salim kesirleri.
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Cizelge 4.2 : Katyonik PNIPAAm hidrojellerin su diflizyon ve L-AA salim

kinetikleri.
Ornek npps Kpps Dbops R? Ornek NL-AA Kr-aA Dr-aa R?
No No

(x107,
cm?/s)

S1 0,610 0,583 1,44 0,999 S1 0,713 1,895 47,2 0,988

(x107,

3
(x10% cm?/s)

(x10%)

S2 0,725 0,425 9,09 0,997

Ss 0,487 3,744 1,87 0,995 SS 0,753 0,881 44,0 0,994

S6 0,739 0,347 8,49 0,998 Sé 0,607 2,794 13,5 0,994

S7 0,533 2,538 2,80 0,986 S7 0,283 42,796 0,34 0,949

S8 0,679 0,732 13,0 0,993

Sekil 4.8 ve cizelge 4.2°de elde edilen bulgular katyonik PNIPAAm hidrojellerinin L-
AA salimia ait n istelleri ile hacimce sisme derecelerinin ters orantili oldugunu
gostermektedir. S1 ve S5 no.lu sirastyla, DMAPMAAmM ve DMAEMA igeren, BIS ile
capraz bagl hidrojellerin L-AA salim mekanizmalar1 hem diflizyon hem de
relaksasyon kontrollii iken yapisinda daha fazla katyonik yiik barindiran S7 no.lu
ornegin Fick yasasina uyan bir davranisa sahip oldugu bulgulandi. Bu durum, daha
once de hidrojellerin mekanik o6zellikleri, sisme/biliziilme davranislart ve su
difiizyonlarinda da  bahsedildigi gibi  iyonomer-multiplet olusumlarindan
kaynaklanabilir. Ayrica S6 no.lu ve TAB ile ¢apraz bagli P(NIPAAm-ko-DMAEMA)
hidrojelinin BIS varliginda sentezlenen S5 no.lu 6rnege kiyasla daha difiizyon
kontrollii oldugu belirlendi. TAB molekiiliiniin kuvaterner amin gruplarinin askorbat
anyonlart ile elektrostatik etkilesimleri hem salimin yavaslamasini hem de n {istelinin
Fick yasasina yaklasmasini saglar. S1 no.u ornegin ilk 3 saatteki L-AA salim
ylzdelerinin S5-S7 no.lu hidrojellerden daha yiiksek oldugu goziikkmektedir. Bu
durum, sekil 4.8’de goriildiigii gibi S6 ve S7 no.lu orneklerdeki molekiiller arasi
etkilesimler sebebiyle 37 °C DDS’deki sisme derecelerinin diismesinden,
DMAPMAAmM’in ise aynm kosullarda hidrofilik karakterinin ve dolayisiyla sigsme
derecelerinin daha yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir. Elde edilen bu bulgular,
DMAPMAAmM igeren katyonik PNIPAAm hidrojellerinin zincir genislemelerinin

yapidaki iyonik etkilesimlerden daha kuvvetli oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.3’te S1, S5, S6 ve S7 no.lu 6rneklerin, DDS igerisinde 37 °C’deki L-AA
salim1 sirasinda belirlenen sikistirma modiilleri verilmektedir. Eo, hidrojellerin L-AA
yuklendigi andaki, Eon, E4n ve Eagn ise sirasiyla salimin 2.,4. ve 48. saattindeki E-
modiillerini (kPa) ifade etmektedir. E modiillerin zamana baglh degisimleri
hidrojellerin bilesimlerinin ve ilag ile molekiiler arasi etkilesimlerinin 6nemini net bir
sekilde gostermektedir. S1 no.lu 6rnek haricindeki tiim hidrojeller (S5, S6 ve S7)
mekanik dayanimlarimi korurken, S6 Ornegindeki TAB ile L-AA arasindaki
elektrostatik etkilesimler E modiillerde iyilesmeyi saglamaktadir. Ayrica S5 ve S7
no.lu drneklerdeki sirasiyla, hidrofobik etkilesimler ve iyonomer-multiplet gegisleri,
salim siirecinde E modiillerin sabit kalmasini desteklemektedir. Sonug olarak, L-AA

salimi1 sonlandiginda hidrojeller genel olarak yapisal biitiinliiklerini korumaktadir.

Cizelge 4.3 : Hidrojellerin L-AA salimi sirasindaki E modiilleri (kPa).

Ornek No S1 S5 S6 S7
Eo 15,2 19,1 13,3 28,6
Eon kirildi 14,7 13,1 26,9
Eun - 13,7 18,7 26,3
Easn - 21,8 15,9 23,2

Katonik komonomer ve c¢apraz baglayict tiirliniin  PNIPAAm hidrojellerinin
goriintimleri, mekanik 6zellikleleri, sisme/biiziilme, su diflizyonu ve ila¢ salimlarina
etkilerinin incelenmesinin ardindan ¢alismanmn ikinci kisminda pH duyarh
DMAPMAAmM monomeri ile dogal katyonik bir polimer olan Cs kullanilarak Cs-g-
PDMAPMAAmMm as1 kopolimerleri sentezlendi, karakterizasyonlar1 gerceklestirilerek

gen tastyici sistem olarak uygunluklart arastirildi.

4.5 Cs-g-PDMAPMAAm As1 Kopolimerlerinin Sentezi ve Karakterizasyonu

Farkli molekiil agirliklar1 ve deasetilasyon derecelerine sahip LpCs, LCs, MpCs ve
MCs polimerlerinin zincirlerine asilanan PDMAPMAAm dallarinin varligi FTIR
spektrofotometresi ve 'H-NMR spektrumlari kullanilarak belirlendi. Asilanan

PDMAPMAAm dallarinin kitosanin FTIR ve 'H-NMR sepktrumunda yarattig1 farki
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gbzlemek amaciyla, ayrica CsgD as1 kopolimerlerinin sentez kosullar1 kullanilarak
PDMAPMAAmM homopolimeri sentezlendi ve CsgD as1 kopolimerleri ile kiyaslandi
(Sekil 4.9 ve 4.10).
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Sekil 4.9 : LpCs, CsgD2, CsgD8 as1 kopolimerleri ile PDMAPMAAm’in FTIR
spektrumlari.

Kitosan ve PDMAPMAAm’e ait FTIR pikler asagida siralanmaktadir.

Kitosanin belirleyici pikleri: 3365- 3290 cm™ araligindaki genis band N-H ve O-H

gerilme , 2920 ve 2861 cm™’deki band C-H simetrik ve asimetrik gerilme ,
1653,4/1649,5 cm™’deki band C=0O (amit I) gerilme bandi, 1544,1/1591 cm™’deki
band N-H (amit IT) egilme. 1373 cm™’deki band C-N (amit III) gerilme [332].

PDMAPMA Am belirleyici pikler: 3327 cm™'’de N-H gerilme, 2800/2700 civarlarinda

dimetilamino gruplarindan kaynaklanan C-H gerilme ve 1630 civarlarinda amit

grubundan ileri gelen C=0 gerilme (amit I) [333].

LpCs’1n 3350cm™!"de genis bant seklinde N-H ve O-H gerilme, PDMAPMAAmM’in ise
3327 cm™’de N-H gerilme piki bulunmaktadir ve CsgD as1 kopolimerlerinde bu pikler
belirgin sekilde gdziikmektedir. Ayrica LpCs ile sirasiyla 4,75 x102 ve 7,20 x107
mol/L KPS varliginda sentezlenen CsgD2 ve CsgD8 as1 kopolimerlerine ait
spektrumlarda bulunan, sirastyla 2771 ve 2774 cm™’deki pikler PDMAPMAAmM’in
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dimetilamino gruplarindaki -CH3 gruplarinin C-H gerilme piklerine (2777/2823 cm™)
karsilik gelmektedir. Bununla birlikte, kitosanin deasetilasyon derecesi arttik¢a azalan
ve zayif gdziiken 1667 cm™’deki C=0 gerilme (amit I) piki, PDMAPMAAm’de 1630
cm’de kuvvetli bir sekilde goriinmektedir. CsgD2 ve CsgD8 as1 kopolimlerinde
sirastyla 1631 ve 1630 cm™!’de mevcut olan ve siddeti kitosana gore yiiksek olan C=0O
gerilme pikleri kitosana PDMAPMAAmM’in asilandiginin belirgin bir gostergesidir.
Ote yandan, kitosanin birincil amin gruplarinin ve PDMAPMAAm’in N-H egilme
(amit II) piki swasiyla 1590 cm™ ve 1525 cm’de goziikmektedir. CsgD ast
kopolimerlerinin d¢ PDMAPMAAm ile ayn1 yerde (1533 ve 1524 cm™) amit II piki
mevcuttur ve KPS konsantrasyonu daha diisiik olan CsgD-2 6rneginde bu pik kitosanin
pikine dogru kaymistir. Bu durum, KPS konsantrasyonunun as1 verimliligi iizerindeki

etkisi hakkinda oncii bilgi vermektedir.
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109



"H-NMR spektrumlari iizerinden hem as1 kopolimerlerinin varligin tespit edildi, hem
de D:Cs (e) oranlarinin belirlendi. D:Cs (e) oran1 kitosanin anomerik olmayan C3-C6
karbonlarina bagli 5 proton (H3-H6) ile DMAPMAAm’in dimetil amino grubunda (-
N(CH3)2) bulunan karakteristik 6 protona ait piklerinin alanlar oranlanarak

hesaplandi (Sekil 4.10).

'"H-NMR ol¢iimleri D,O/TFA ¢ozeltisi icerisinde yani PDMAPMAAm’in pKa’simin
altinda bir pH’ta gercgeklestirildigi icin PDMAPMAAmM’in karakteristik piki
degerlendirilirken hem as1 kopolimerlerindeki dallarin hem de PDMAPMAAm
homopolimerlerinin tamamen katyonik halde bulundugu var sayildi. LpCs ile
sentezlenen CsgD as1 kopolimerlerinin 'H-NMR (D>O/TFA) spektrumunda bulunan
3,4-3,8 ppm arasindaki pikler glukopiranoz halkasinda bulunan anomerik olmayan
C3-C6 karbonlarina bagli H3-H6 atomlarini temsil ederken 2,8 ppm’de goziiken sinyal
PDMAPMAAmM’in dimetilamino gruplarina ait karbonlara bagli H(f) protonlarindan
kaynaklanmaktadir. Bu kitosanin orijinal spektrumunda bulunmayan yeni pik
PDMAPMAAm dallarinin kitosanin iizerine basar1 ile asilandigini gostermektedir.
Ayrica tipki FTIR sonuglarinda oldugu gibi burada da KPS konsantrasyonu daha
diisiik olan as1 kopolimerinin kitosan pikleri daha siddetlidir yani konsantrasyon as1

verimliligini etkilemektedir.

Gen terapisinde uygun tasiyicinin tasarlanmasi i¢in kullanilacak polimerin iyi
tanimlanmis olmasi1 gerekmektedir. Ayrica yeni bir polimer sentezlendiginde,
polimerizasyon kosullarinin belirlenmesi ve yiiksek verimli yapilar elde etmek de
olduk¢a 6nemlidir. Bu sebeple, CsgD as1 kopolimerlerinin sentez kosullarinin kitosana
asilanan PDMAPMAAm dallarinin oranina (D:Cs), as1 verimine ve etkinligine (GY
ve GE), molekiil agirligina, as1 frekansina ve siibsitisyon derecesine etkisi, gravimetri,
viskozite, hidroliz, GPC ve 'H-NMR gibi karakterizasyon ydntemleri kullanilarak
incelendi. As1 verimi ile CsgD as1 kopolimerlerinin kitosana kiitlece orani, as1 etkinligi
ise saflastirilmig CsgD’deki PDMAPMAAm dallarinin polimerizasyon ¢ozeltisine
eklenen DMAPMAAmM monomerine oranini ifade etmektedir. Cizelge 4.4, 4.5 ve
4.6’da verilen sonuglar, kitosanin ve KPS’in konsantrasyonunun, kitosanin molekiil
agirhig1 ve deasetilasyon derecesi ile reaksiyon sirasindaki D:Cs oraninin GY ve GE
tizerindeki etkisini gostermektedir. GY. elde edilen iiriiniin agirlig1 tizerinden pratik ,

GY. ise teorik olarak hesaplanan asi verimini ifade etmektedir.
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Cizelge 4.4 : %1 LpCs varliginda sentezlenen CsgD as1 kopolimerlerinin zincir
parametrelerine KPS konsantrasyonunun etkisi.

g:;’s, D:Cs Ornek No D:Cs D:Cs GYe GYt GE
mol/L) (t** (e**  (H** (%) (%) (%)
475 CsgD-2:1* 0,9 0,9 90 825 10
’ CsgD-2; 1,5 1,3 129 825 15
9.00 CsgD-51 2,0 1,8 193 825 22

’ 8 CsgD-5; 2,4 2,9 300 825 39
CsgD-81 6,0 5,9 611 825 74

72,0 CsgD-8: 6,7 6,9 709 825 92
CsgD-83 7,0 7.7 790 825 95

*alt indisler her as1 kopolimerinin tekrar sayisini gostermektedir. **(t) teorik, (¢) 1H-NMR’dan

belirlenen, (f) gravimetrik yontemle hesaplanan D:Cs oranu.

Cizelge 4.5 : %1 LpCs varliginda sentezlenen CsgD as1 kopolimerlerinin zincir
parametrelerine D:Cs(t) oraninin etkisi.

KPS
Srnek No (10%; D:Cs D:Cs D:Cs GYe GY:t GE
mol/L) ®* @ O (%) () ()
CsgD-1 4,75 6 0,8 0,6 60 618 9
CsgD-21* 4,75 0,9 0,9 90 825 10
CsgD-2 4,75 ’ L5 1,3 129 825 15
CsgDh-4 9,00 6 1,3 1,2 120 618 5
CsgD-51 9,00 2,0 1,8 193 825 22
CsgD-52 9,00 s 2,0 2,9 300 825 39
CsgD-7 72,0 6 4,0 52 540 618 94
CsgD-81 72,0 6,0 59 611 825 74
CsgD-8: 72,0 8 6,7 6,9 709 825 92
CsgD-83 72,0 7,0 7,7 790 825 95
CsgD-111 72,0 0 4,0 4,6 473 1032 46
CsgD-112 72,0 4,0 4,8 500 1032 65

*alt indisler her as1 kopolimerinin tekrar sayisini gostermektedir. **(t) teorik, (¢) 1H-NMR’dan

belirlenen, (f) gravimetrik yontemle hesaplanan D:Cs orani.
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Cizelge 4.6 : 8:1 D:Cs(t) orani ile sentezlenen CsgD as1 kopolimerlerinin zincir
parametrelerine Cs konsantrasyonunun, molekiil agirliginin ve deasetilasyon
dereccesinin etkisi.

KPS
Cs Cs 10%; D:Cs D:Cs GYe GY: GE
Tiiri  (W/v%) mol /I:) e**  @** (%) (%) (%)

Ornek No

CsgD-21*  LpCs
CsgD-22  LpCs
CsgD-31  LpCs
CsgD-32  LpCs

CsgD-121 LCs

CsgD-122  LCs
CsgD-13 LCs
CsgD-15  MpCs
CsgD-16 MpCs
CsgD-18 MCs
CsgD-19 MCs
CsgD-51  LpCs
CsgD-52  LpCs
CsgD-6 LpCs
CsgD-81  LpCs
CsgD-82  LpCs
CsgD-83  LpCs
CsgD-91  LpCs
CsgD-92  LpCs
CsgD-10 LpCs
CsgD-141 LCs
CsgD-142  LCs
CsgD-171 MpCs

4,75 0,9 0,9 90 825 10
4,75 L5 1,3 129 825 15
4,75 0,2 0,1 10 820 2

4,75 1,0 0,9 90 820 9

4,75 1,0 0,9 76 797 10
4,75 1,5 1,1 78 797 10
4,75 1,0 0,9 88 797 11
4,75 0,3 0,2 20 825 2

4,75 0,2 0,1 5 811 1

4,75 1,8 1,4 144 812 18
4,75 0,2 0,1 10 820 1

9,00 2,0 1,8 193 825 22
9,00 2,0 2,9 300 825 39
9,00 0,1 0,1 13 825 2

72,0 6,0 59 611 825 74
72,0 6,7 6,9 709 825 92
72,0 7,0 7,7 790 825 95
72,0 6,0 51 525 825 63
72,0 6,5 53 545 825 66
72,0 3,0 3,0 305 825 37
72,0 53 4,9 511 810 61
72,0 7,0 7,2 740 810 91
72,0 5,0 4,9 506 820 62
CsgD-172  MpCs 72,0 7,0 59 604 820 74
CsgD-201  MCs 72,0 54 6,9 715 812 88
CsgD-202 MCs 1 72,0 7,0 7,5 775 812 95

[ S S e == VS T NG T NG RSSO ST O ST NS RS NG IS NG SIS N N0 T NS T )

*alt indisler her as1 kopolimerinin tekrar sayisin1 gostermektedir. **(e) 1H-NMR’dan belirlenen, (f)
gravimetrik yontemle hesaplanan D:Cs orani.

Yapilan hesaplamalar ve analizler sonucunda, D:Cs(t) orani sabit tutularak KPS
konsantrasyonunu 4,75 x10~ mol/L’den 7,2 x102mol/L’ye arttirildiginda kitosana
baglanan PDMAPMAAm dallarinin  oraninin arttifi, yiiksek verimli as1
kopolimerlerinin elde edildigi ve bu durumun kitosanin molekiil agirhig ile
deasetilasyon derecesinden bagimsiz oldugu bulgulandi. Ote yandan, 7,2 x10 mol/L
KPS konsantrasyonunda kitosanin C-O-C baglarinin serbest radikaller tarafindan

kirilmast ve bu noktalardan radikal olugma olasilig1 yiiksektir ve bu durumda
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Cs/PDMAPMAAm kopolimerleri Cs-g-PDMAPMAAm as1 kopolimerleri yerine Cs-
b-PDMAPMAAmM (veya PDMAPMAAm-b-Cs-b-PDMAPMAAm) blok polimerleri
olusturabilir. Cizelge 4.7 ve 4.8’deki CsgD as1 kopolimerlerinin molekiil agirliklari,
GF degerleri ile ¢alismanin devaminda anlatilacak olan kitosanin KPS varliginda
degredasyonundan elde edilen sonuglar da bu bulgular1 desteklemektedir. Ayrica en
yiiksek verime sahip CsgD as1 kopolimerlerinin D:Cs(t) orant 8:1 oldugu durumda elde
edilebildigi, 6:1 oraninin as1 kopolimerizasyonu i¢in yeterli olmadigi, 10:1 kosullarina
cikildiginda ise as1 kopolimeri yerine PDMAPMAAmM homopolimeri olustugu rapor
edildi. Benzer sekilde, kitosan konsantrasyonu 2 (veya 3) katina cikartilmasi da
homopolimer olusumunu desteklemektedir. Tiim kosullar sabit tutularak LpCs, LCs,
MpCs ve MCs ile gergeklestirilen deneylerin sonucunda kitosanin molekiil agirlig
ve/veya deasetilasyon derecesinin degisiminin dal uzunluklarinda biiyiik bir etkiye

sahip olmadig1 bulgulandi.

Ast  kopolimerizasyonunda reaksiyonun siiresi ve c¢ozelti kosullar1 da as1
verimi/etkinligini degistiren faktorlerdendir. Bunun i¢in, en yiiksek GY, GE ve D:Cs
(e,f) degerlerine sahip CsgD8 6rneginin kosullar1 baz alinarak, reaksiyon siiresi veya
cozeltideki asetik asit konsantrasyonu degistirildi ve deneyler tekrarlandi. Elde edilen
bulgular sonucunda, %1 AA icerisinde gergeklesen sentezlerde (GY: %339, GE: %41)
verimin diistiigli, reaksiyon siiresini 13 saate ¢ikartmanin ise (GY: %696, GE:%84)

herhangi bir etki yaratmadigi belirlendi.

Cizelge 4.4, 4.5 ve 4.6’da Ozetlenen tiim reaksiyon kosullar1 degerlendirildiginde,
polimerizasyon icin en uygun D:Cs(t) oraninin 8:1 oldugu, kitosanin molekiil
agirhiginin sentez iizerinde etkisi olmadig1 net bir sekilde goziikmektedir. Ayrica
kitosanin as1 kopolimerlerinin sentezlenmesinin sebeplerinden biri kitosanin
¢Oziinlirliiglinii arttirmakt1 ancak yapilan karakterizasyon deneyleri sirasinda MpCs ve
MC:s ile sentezlenen CsgD as1 kopolimerlerinin ¢oziintirliikleri ile ilgili sorunlar ortaya
cikmistir. Bu sebeple, calismalara sadece diislik molekiil agirlikli kitosan ile molce 8:1

D:Cs(t) oran1 kullanilarak sentezlenen CsgD as1 kopolimerleri ile devam edildi.

Cizelge 4.7°de secilen CsgD as1 kopolimerlerinin kapiler viskozite 6l¢limii ile elde
edilen intrinsik viskoziteleri ile GPC’den belirlenen sayica ve agirlikca molekiil
agirliklan gosterilmektedir. Ayrica sekil 4.11°de (a) LpCs ve (b) LCs’nin (i) 1.0 %
(w/v) Cs ve 4,75 x10° mol /L KPS; (ii) 2.0 % (w/v) Cs ve 4,75 x10® mol/L KPS;
(iii) 1.0% (w/v) Cs ve 7,20 x102 mol/ L KPS; (iv) 2.0 % (w/v) Cs ve 7,20 x107
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mol/L KPS kosullarindaki parcalanmis tiirlerinin ve ilgili CsgD kopolimerlerinin

nsp/c vs ¢ grafikleri verilmektedir.

Cizelge 4.7 : CsgD as1 kopolimerlerinin inrinsik viskoziteleri, sayica ( M) ve
agirlikca ( Myw) molekiil agirliklar: ile PDI degerleri.

Cs Ornek Cs KPS * M, M,

Tiirii No W/v%) ”g‘) ZL ) D:Cs® ules oy (hgmoy TPT
CsgD-2 1 iqs 805 13372608 4612 L7
CsgD-3 2 ’ 8(1,0) 1792 3551 5359 1,51

Les  CsEDS 1 9,00 8(20) 90,0 2436 467,01 192
CsgD-8 | o 800 319 822 862 1,05
CsgD-9 2 T8(6,5) 514 645 700 1,07
CsgD-12 | 4qs 805 2000 5274 9061 172

LCs  CsgD-13 2 ’ 8(1,0) 2391 8943  1,543,0 1,73
CsgD-14 1 720 87,0 172 611 656 1,08

*D:Cs oranlari sirasiyla (t) ve (f) degerlerine karsilik gelmektedir.

2504 . % % K (a) 1000 . (b)
500 * 800 o * ¥

2™ o © Sl A
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E o © © 2 o0 009

= 2001 - 0 A A A

2 A A A A 2 A A

= s 060 o o = 200
100 A A A A A e ? T ?
0-—“—@—”—‘ (+——N u 5 um m
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O CsgDg W LpCs (iiiy 00 CsgD3 & LpCs (iv) O CsgDI0 W LCs (i) O CsgDI3
<& CsgDI

Sekil 4.11 : LpCs, LCs ve CsgD as1 kopolimerlerine ait nsp/c vs ¢ grafikleri.

Cizelge 4.7°de verilen CsgD as1 kopolimerlerine ait intrinsik viskoziteleri, GPC’den
elde edilen molekiil agirliklar1 ve sekil 4.11°deki viskozite grafikleri incelendiginde,
%1 Cs (w/v%) iceren 6rneklerde KPS konsantrasyonu arttik¢a molekiil agirliklarinda
ve intrinsik viskozitelerinde keskin bir diisiis oldugu, Cs konsantrasyonu arttirildiginda
veya kitosanin deasetilasyon derecesi diisiiriildiigiinde ([KPS]: 4,75 x10° mol/L
durumunda) ise daha biiyiik molekiil agirligina sahip yapilar olustugu goriilmektedir.
Buradan elde edilen sonuclar kullanilarak CsgD as1 kopolimerlerinin SD, GF

degerleri, dal sayis1 ve uzunluklari hesaplandi.
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Cizelge 4.8 : CsgD as1 kopolimerlerinin zincir parametreleri.

KPS

Ornek  Cs Cs D:Cs SD . . "
- 10, GF Lu® L& Gy Grg®™
o, *
No Tiirii  (%w/v) mol/L) ®) (mol/mol)
CsgD2 1 4,75 (?’2) 0,0039 258 316 231 35 17
8,0
CsgD3 2 4,75 (1.0) 0,0031 324 584 462 17 17
0
CsgD5  LpCs 1 9,00 (2’0) 0,0037 269 494 116 69 18
8,0
CsgD8 1 72,0 (7.0) 0,0427 23 176 14 554 12
8,0
CsgD9 2 72,0 6.5) 0,0268 37 234 29 2717 15
CsgD12 1 4,75 (?’2) 0,0033 300 504 223 36 16
8,0
CsgD13  LCs 2 4,75 (1.0) 0,0020 502 915 445 18 15
8,0
CsgD14 1 72,0 (7.0) 0,0323 31 222 14 575 22

(i) Hidroliz edilen PDMAPMAAm dallarmdan hesaplandi (i) denklem 3.19 ve 3.20 ile hesapland: (iii)
denklem 3.17 ile hesaplandi.

Cizelge 4.8°deki GF iki as1 noktas1 arasi glukozamin {initesinin sayisini, DS ise bir mol
kitosan basma diisen PDMAPMAAm’in moliinii ifade etmektedir. Ote yandan, DS
aslinda mol yerine her bir gram glukozamin basina diisen 10* gram PDMAPMAAm’e
karsihik gelmektedir. Bu sebeple, mol/mol degerinin g/g’a ¢evrilmesi i¢in 10* ile

carpilmas1 gerekmektedir.

GF ve SD baglatict konsantrasyonu ile degisen en onemli zincir parametreleridir.
Ornegin, KPS konsantrasyonu 10 kati arttirildiginda iki as1 noktasi arasindaki
glukozamin sayist da benzer oranda diismektedir. Bu beklenmeyen sonug, KPS
konsantrasyonu arttik¢a kitosan zincirlerinin kirildigim1 ve kitosanin degredasyona
ugradiginin bir diger kanitidir. SD degeri incelendiginde ise, KPS konsantrasyonu ile
dogru orantili bir degisim oldugu yani kitosan zinciri iizerinde daha ¢ok asilanma
noktasi olustugunu ve daha fazla PDMAPMAAm’in kitosana baglandigini
goziikmektedir. Bu sonuglar, 'H-NMR ve gravimetrik yontem ile hesaplanan D:Cs

oranlari ile de desteklenmektedir.

Teorik ve deneysel yontemlerle hesaplanan dal sayilar1 (Gn) ve uzunluklart (L) da,
KPS konsantrasyonuna bagli olarak keskin sekilde degismektedir. [n] degerleri ile
hesaplanan dal sayilar1 (Gng) diisiik kitosan ve yiiksek KPS konsantrasyonunda KPS

ve Cs miktarina bagli teorik dal sayilarindan (Gng) daha diisiikken, kitosan
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konsantrasyonu arttiginda teorik ve deneysel degerlerin birbirine yaklastig1 belirlendi.
Bu durun KPS konsantrasyonu arttik¢a kitosanin zincirlerinin par¢calanma olasiliginin
artmasindan kaynaklanmaktadir. Ote yandan, hidrolizden elde edilen (Ln) ve teorik
(Ly) dal sayilar1 incelendiginde, diisik KPS konsantrasyonunda elde edilen
uzunluklarin birbirine yakin oldugu ancak KPS konsantrasyonu arttik¢a teorik degere
kiyasla ¢ok daha uzun dallar olustudu gozlemlendi. 4,75x10° mol/L KPS
konsantrasyonunda sentezlenen CsgD as1 kopolimerlerinin GF ve Ly degerleri yani
hem iki as1 noktasi arasi glukozamin iinitesi hem de PDMAPMAAm dallarinin
uzunlugu beklenildigi gibi diger 6rneklerden daha fazladir. Bu durum, diisiik KPS
konsantrasyonunda kitosan zincirleri iizerinde daha az radikal olusmasindan
kaynaklanmaktadir. Teorik ve deneysel hesaplamalarda Ozellikle yiliksek KPS
konsantrasyonunda ¢ikan sonuglarin birbirine ters olmasmin sebebi, teorik
denklemlerin homopolimer olusumu ve kitosanin persiilfat baslaticilar1 varliginda
par¢alanmasi ihmal etmesidir. Tiim zincir parametreleri, KPS konsantrasyonu arttik¢a

Cs/PDMAPMA Am polimerlerinin asidan blok kopolimere dondiigii isaret etmektedir.

CsgD as1 polimerlerinin zincir parametrelerinin bulunmasi i¢in hem hidrolizle elde
edilen PDMAPMAAm dallarinin hem de degrede edilen kitosanlarin molekiil
agirliklarini tespit etmek gerekmektedir ve tez ¢aligmasi kapsaminda bu polimerlerin
molekiil agirliklar1 hem GPC hem de kapiler viskozite metodu ile tayin edildi. Ote
yandan, viskozite molekiil agirliklarinin  hesaplanabilmesi i¢in  Ol¢limlerin
gerceklestigi sicaklik ve ¢oziicii ortaminda (%2 (v/v) AA / 0,2 mol/L NaAc, 35°C)
Mark-Houwink-Sakurada sabitlerinin bilinmesi gerekmektedir ancak literatiirde
PDMAPMAAm’in herhangi bir ¢oziiciide ve sicaklikta K ve a sabitleri
bulunmamaktadir. Bu sebeple, ii¢ farkli KPS ve DMAPMAAm konsantrasyonu
kullanilarak 7 farkli PDMAPMAAmM homopolimerleri sentezlendi ve diger
polimerlerin kapiler viskozite kosullarina uygun sekilde [n] degerleri ve yine ayni
kosullarda GPC cihazi ile sayica ve agirlikca molekiil agirliklart belirlendi. nsp /c
grafiklerinin kayimlarindan belirlenen intrinsik viskozite degerleri ve sayica molekiil
agirliklar1  kullanilarak c¢izilen log-log grafiginin egiminden ve kayimindan
PDMAPMAAmMm homopolimerlerinin 35°C’de, %2 (v/v) AA/ 0,2 mol/L NaAc
coziiciisi igerisindeki Mark-Houwink-Sakurada sabitleri hesaplandi ve yeni bir

denklem olusturuldu (denklem 4.1).

[n] = 8,58 x10~4 M>%° 4.1)
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K (mL/g) ve a sabitlerinin belirlenmesinde sayica molekiil agirliklarinin
kullanilmasinin sebebi homopolimerlerin genis molekiil agirligt dagilimima sahip
olmalaridir (PDI: 1,5-2,2). Baslangicta, hem sayica hem de agirlikga molekiil
agirliklar1  kullanilarak  iki  farkli  denklem diretildi ve PDMAPMAAmM
homopolimerlerinin intrinsik viskoziteleri kullanilarak viskozite cinsinden molekiil
agirliklart hesaplandi. Elde edilen bulgular, My iizerinden olusturulan denklem ile
hesaplanan M, degerlerinin GPC sonuglar1 ile ortiismedigini, My’e bagh esitlik
kullanildiginda ise her iki yontemle elde edilen molekiil agirliklarinin birbirine yakin
ciktigim1 gosterdi (Cizelge 4.9). Ayrica a sabitinin 0,90 olmasi PDMAPMAAmM
zincirlerinin bu ¢oziicli ve sicaklik kosullarinda dogrusal esneklige sahip oldugunu

ifade etmektedir.

Cizelge 4.9 : PDMAPMAAm homopolimerlerinin intrinsik viskozite ve
molekiil agirliklari.

Ornek DMAPMAAm KPS [n] M, M, Mo/M.

No (mol/L) (10°, mol/L) (mL/g) (kg/mol) (kg/mol) (kg/mol)

D1 0,25 4,75 124,0 441 637 1134 1,78
D2 0,49 4,75 117,5 510 579 1140 1,97
D3 1,00 4,75 95,0 417 348 677 1,94
D4 0,49 9,00 103,5 443 382 666 1,74
D5 1,00 9,00 61,0 246 305 458 1,50
D6 0,25 72,0 46,0 180 164 361 2,19
D7 1,00 72,0 25,0 91 106 217 2,05

Kitosanin serbest radikal ¢ozelti polimerizasyonunda kullanilan persiilfat baslaticilari
varliginda C-O-C baglarinin kirildig1 ve zincirlerin par¢alandigi, molekiil agirliginin
baslatic1 konsantrasyonuna bagli olarak 100’lerce katina azalabildigi hatta oligomer
olusumuna kadar indirgenebildigi bilinmektedir [252, 253]. Cizelge 4.5, 4.6 ve 4.8’de
verilen GY, GF, L ve Gy degerleri de KPS konsantrasyonu arttirildiginda LCs/LpCs
zincirlerinin pargalandigini acik¢a gostermektedir. Bu tez caligmasi igerisinde de,
kitosanin KPS konsantrasyonuna bagli molekiil agirligi degisimini daha detayl
incelemek amaciyla LCs ve LpCs’nin CsgD as1 kopolimerlerinin sentez kosullarinda
degredasyon deneyleri gerceklestirildi. Elde edilen degredasyona ugramis LCs/LpCs
zincirlerinin viskozite cinsinden molekiil agirliklar1 Ubbelohde viskozitesi ile

belirlendi (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10 : L ve Lp kitosanin ile degrede tiirevlerinin intrinsik viskoziteleri
ve molekiil agirliklari.

e Cs KPS My Mn Mw
Cs Tiirii [n]*
(%ow/v) (103, mol/L) (kg/moL) (kg/moL) (kg/moL)

L - - 419 188 168 182
Lo - - 337 145 156 234
L 1 4,75 95 33 46 223
L 2 4,75 117 42 58 249
Lo 1 4,75 87 30 20 66
Lo 2 4,75 117 42 53 116
L 1 72,0 8 1,7 - -
Lo 1 72,0 2 0,4 - -
Lo 2 72,0 25 6,8 - -

*tim [n] degerleri mL/g cinsindendir.

Ayni orneklerin sayica ve agirlikca molekiil agirliklar1 ise GPC yontemi ile tayin
edildi. Elde edilen sonuglar, KPS’in kitosan zincirlerinin par¢alanmasinda etkin bir rol
oynadigini, 7,2x102mol/L KPS konsantrasyonlarinda kitosan polimerlerinin oligomer
boyutuna kadar parcalandigin1 gostermektedir. Ayrica degrede edilmemis LCs ve
LpCs’in molekiil agirliklarinin birbirinden farkli oldugunu yani deasetilasyon
deneylerinde kullanilan NaOH’in kitosan zincirlerinin bir miktar parcalanmasina
sebep oldugu bulgulandi. Kitosan zincilerinin par¢alanmasini etkileyen bir diger faktor
de polimerin konsantrasyonudur. Cizelge 4.10°da gorildigii gibi kitosan
konsantrasyonu arttirildiginda o6zellikle yiiksek KPS konsantrasyonlarinda zincirler

daha az parg¢alanmaktadir.

CsgD  as1  kopolimerlerinin  karakterizasyonlarmma  ait  tiim  sonuglar
degerlendirildiginde, as1 kopolimerleri sentezinde 6zellikle KPS konsantrasyonunun
oldukca 6nemli oldugu ve reaksiyon kosullarin1 degistirerek farkli molekiil agirligina,
dal sayisi ve uzunluguna sahip yapilarin olusturulabilecegi bulgulandi. Ayrica bu
kosullarda hem kitosanin molekiil agirlig1 kontrol edilebilir hem de uygulama alanina
bagli olarak blok veya as1 kopolimeri sentezlenebilir. Daha 6nce de ifade edildigi gibi,
gen/ila¢ tasima sistemlerinde kullanilacak polimerlerin iyi tanimlanmis olmasi
gerekmektedir. Viicut icerisinde kullanilmasi planlanan bu malzemelerin fizyolojik
kosullardaki (pH7,4 PBS) ¢oziiniirliikklerinin belirlenmesi de biyolojik sistemlerdeki
uygunlugunun tespiti ac¢isindan olduk¢a Onemlidir. Bu yilizden, CsgD as1
kopolimerlerinin biyofiziksel 6zellikleri incelenmeden Once PBS igerisindeki

¢Ozlniirliik sinirlar1 incelendi.
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4.6 CsgD As1 Polimerlerinin Coziiniirliikk Simirlarinin Belirlenmesi

CsgD as1 kopolimerlerinin, LpCs, LCs ve PDMAPMAAmM homopolimerinin pH 7,4
PBS igerisindeki ¢oziiniirliigli incelendiginde kitosanlarin ve as1 kopolimerlerinin bu
kosullar altinda ¢6ziinmedigi gozlemlendi. Bu sebeple, pH 7,4 PBS igerisindeki
polimer karigimlarinin iizerine damla damla 0.1 mol/L HCI ilave edilerek ¢oziiniirliik
siirlari incelendi. Homojen bir sistem olusturmak amaciyla HCI ilavesi dncesinde
ornekler, ultrasonik homojenizator kullanilarak ¢ozelti igerisinde dagitildi ancak bu
islemin bazi1 6rnekler i¢in basarili olmadig1 gézlemlendi. LpCs varliginda sentezlenen
ve LCs igeren Orneklere gore daha diisiik molekiil agirligi, dal uzunluguna sahip olan
CsgD as1 kopolimerleri ¢ozelti icerisinde homojen bir sekilde dagilirken, diger
orneklerin bliyiik kat1 parcalar halinde dibe ¢oktiigii gozlemlendi (Sekil 4.12). Bu
durum, yiiksek molekiil agirligi ve dal uzunluguna sahip olan as1 kopolimerlerinin
molekiiler arasi baglarinin ve hidrofobik etkilesimlerinin daha baskin olmasindan
kaynaklanabilir. Ayrica ¢0ziiniirliik testlerinde diisiik molekiil agirligma sahip
(D7, Mx:105,9 kg/moL) PDMAPMAAm homopolimeri kullanildi. Yiiksek molekiil
agirligina sahip homopolimerlerin (< Mz 300 kg/mol) calisilan pH araliginda
¢cozlinmedigi ve polimer zincirlerinin bir araya gelerek biiyiik jel pargalar1 olusmasina
yol a¢tig1 bulgulandi. Bu durum, DMAPMAAm’in yapisinda bulunan hidrofobik

propil zincirlerinin birbirleri ile etkilesmesi ve fiziksel jel olusturmasi ile agiklanabilir.

Sekil 4.12 : CsgD as1 kopolimerlerin pH 7,4 PBS’teki goriintiileri.

CsgD as1 kopolimerlerinin, LpCs, LCs ve PDMAPMAAm’in pH’a bagh
cozlintirliikleri incelendiginde, fizyolojik pH’ta protonlanmig dimetilamino gruplarina
sahip PDMAPMAAm hopolimerinin (pKa 8,8) kolaylikla ¢ozlindiigii, kitosanlarin
(pKa 6,5) ise literatiirde de ifade edildigi gibi ancak asidik kosullarda ¢oziinebildigi
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bulguland: (Cizelge 4.11). Ote yandan, CsgD as1 kopolimerlerinde ¢dziindiikleri pH
degerleri yapilarin molekiil agirliklarma bagl olarak degismektedir. Orneklerin
molekiil agirliklar arttik¢a zincirlerin karmasiklig: ve ikincil etkilesimler artmaktadir.
Bu durum, protonlanabilen gruplarin zincir yumaklarinin igerisinde kalmasina ve
¢Oziiniirliiglin azalmasina sebep oldugundan bu etkilesimleri agmak i¢in daha diisiik

pH’lara inilmesi gerekmektedir.

Cizelge 4.11 : LpCs’in, LCs’1n, CsgD as1 kopolimerlerinin ve PDMAPMAAmM
homopolimerinin ¢dziinebildigi en yiiksek pH degerleri.

Cs Tiirii Ornek No pH
CsgD2 5,9
CsgD3 *
CsgD5 6,1
LoCs CsgD8 6,5
CsgD9 6,6
CsgD12 *
LCs CsgD13 *
CsgD14 *
LpCs 5.8
- LCs 5,6
PDMAPMAAmM 7,4

*Herhangi bir pH’ta ¢oziinmedi.
Bu tez calismasinin amaclarindan bir tanesi en az bir adet uygun gen/ilag tasiyici
malzeme olusturabilmektir. Bu sebeple, katyonik sentetik vektor olarak tasarlanan
malzemelerin yiizey yiiklerinin, hemolitik aktivitelerinin, kullanilacak genetik
materyal ile sayica veya kiitlece baglanma oranlarinin, sitotoksisitelerinin ve
transfeksiyon etkinliklerinin yani biyofiziksel 6zelliklerinin belirlenerek gen tasiyici

sistem olarak uygunluklarinin arastirilmasi gerekmektedir.

DNA/RNA ve katyonik polimerin -elektrostatik etkilesimleri ile elde edilen
poliplekslerin hemolitik aktiviteleri diisiik (<%?3), hiicre canliliklar yiiksek, boyutlari
hiicre icerisine rahatlikla girebilecek kadar kiiciik (300 nm’nin altinda) ve zeta
potansiyelleri ({) genel olarak pozitif olmalidir [334—338]. Ayrica kullanilan polimerin
konsantrasyonu ile dogru orantili olarak toksik etki de arttig1 i¢in daha az malzeme ile
yiiksek oranda siRNA baglanmali yani, polimer:DNA/RNA baglanma oranin diisiik

olmalidir.

Tasiyic1 malzeme yukaridaki tiim 6zelliklere sahip olsa bile hiicre igerisinde ilaci/geni

salamadig1 takdir de basarili olamaz. Hiicre igerisinde terapdtiklerin salinmasi
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noktasinda en énemli husus malzemenin endozomal ¢evrimden kagabilmesidir. Bu
calisma igerisinde sentezlenen CsgD as1 kopolimerlerinin, yapilarinda bulunan
kitosanin ve PDMAPMAAmM’in zayif katyonik gruplar1 sayesinde, proton siinger
ozelligi gosterdigi ongoriilmektedir (Sekil 4.13).

anti-GAPDH siRNA

Cs-g-PDMAPMAAmM
OH

HO o >
HN m } Proton Siingeri Etkisi

—

Sekil 4.13 : CsgD:anti-GAPDH siRNA poliplekslerinin siRNA tagima ve salim
mekanizmasi.

Calismanin bu kisminda, tiim karakterizasyon adimlari tamamlanan ve en uygun
tastyic1 bilesimi olarak belirlenen CsgD as1 kopolimerlerinin sirasiyla hemolitik
aktiviteleri, agaroz jel elektroforez yontemi ile polimer:siRNA baglanma oranlari, hem
polimerlerin hem de polimer/ anti-GAPDH siRNA komplekslerinin sitotoksisiteleri
arastirilarak transfeksiyon etkinligi deneyleri icin kullanilabilecek en uygun yapilar
belirlendi. Ardindan, segilen CsgD as1 kopolimerlerinin anti-GAPDH siRNA ile
olusturdugu poliplekslerin MDA-MB-231 (direngli meme kanseri hiicresi, triple
negative) hiicresindeki transfeksiyon etkinlikleri GAPDH protein seviyelerindeki
degisimlere bagli olarak incelenerek tasiyicilarin gen terapisi igin uygunluklari

arastirildi.

4.7 CsgD Asi Kopolimerlerinin Hemolitik Aktivitelerinin incelenmesi

Sentetik malzemeler kan ile etkileserek kirmizi kan hiicrelerinin duvarlarinin

parcalanmasina (hemoliz) sebep olurlar. Bu sebeple, biyoteknoloji alaninda
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kullanilacak yapilarin hemolitik aktivitelerinin belirlenmesi gerekmektedir. Genel
olarak, calisilan malzemenin hemolitik aktivitesi %?2’nin altinda ise hemolitik
olmadig1, %2-5 arasinda ise kabul edilebilir degerler arasinda oldugu, %5’in {istliinde

ise biyolojik sistemler i¢in uygun olmadig1 ifade edilmektedir [334, 339].

Bu calismada, gen terapisinde kullanilabilecek uygun molekiil agirligi, dal sayisi ve
uzunluguna sahip orneklerden, pH 7,4 PBS kosullarinda ¢oziinen veya c¢ozelti
icerisinde homojen olarak dagilan CsgD as1 kopolimerleri secilerek farkli
konsantrasyonlardaki (0,5-5 mg/mL) hemolitik aktiviteleri incelendi (Sekil 4.14).
Ayrica ast kopolimerlerinin bilesenleri olan kitosan (LpCs) ve PDMAPMAAmM
homopolimerinin de aym1 konsantrasyon araligindaki hemolitik aktiviteleri
belirlenerek CsgD ornekleri ile kiyaslandi. Tiim 6rneklerin hemolitik aktivitesi tiim
kirmizi kan hiicrelerinin tahrip oldugu pozitif kontrol (PC) ile hesaplandi.

1005
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Sekil 4.14 : LpCs, CsgD as1 kopolimerleri ve PDMAPMAAm homopolimerinin
hemolitik aktiviteleri (ortalama + SD, n = 3).

Dogal bir polimer olan kitosanin beklendigi gibi ¢alisilan konsantrasyon araliginda
herhangi bir hemolize sebep olmadigi, sentetik PDMAPMAAm homopolimerinin ise
Img/mL konsantrasyonun iistiinde kirmizi kan hiicrelerinin tahrip olmasina yol actig1
tespit edildi. Bu ¢alismada sentetik monomer olarak DMAPMAAmM’in secilmesinin
sebeplerinden biri gen terapisinde siklikla kullanilan DMAEMA’e gore
biyouyumlulugunun daha yiiksek, sitotoksistesinin daha diisiik olmasidir. Yancheva
ve ¢alisma arkadaslari, PDMAEMA homopolimerinin, DMEAEMA’in dimetil amino

gruplarinin  kuaternize ederek sentezlenen tiirevlerinin ve bu polimerlerin N-
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karboksietil kitosan ile olusturduklar1 komplekslerin kan ile etkilesimleri
incelenmistir. Elde edilen bulgulardan, %30 protonlanmis DMAEMA igeren
PDMAEMA’in (5 mg/mL) kirmiz1 kan hiicrelerin %60’ pargaladigi, kuaternize
PDMAEMA polimerlerinde ise hemolitik aktivitenin %20 civarlarinda oldugu
bulgulanmistir [340].

Bu caligma igerisinde sentezlenen PDMAPMAAm homopolimerinin PDMAEMA ile
aynt konsantrasyon araliginda (5 mg/mL) hemolitik aktivitesinin %13,9 olmasi
PDMAPMAAmM’in PDMAEMA’e gore biyouyumlulugunun daha yiiksek oldugunu
kanitlamaktadir. Biyolojik testler i¢in segilen CsgD as1 kopolimerlerinin hemolitik
aktiviteleri incelendiginde ise %1 (w/v) LpCs varliginda farkli KPS
konsantrasyonlarinda sentezlenen CsgD2, CsgD5 ve CsgD8 as1 kopolimerlerinin
kirmizi kan hiicrelerini PDMAPMA Am kadar tahrip etmedigi, 6zellikle diisiik polimer
konsantrasyonlarinda hemolitik aktivitelerinin olmadig1 gdzlemlendi. Ote yandan,
CsgD8’in tiirevleri olan CsgD9 (%2 w/v; LpCs) ve CsgD14 (%1 w/v; LCs) as1
kopolimerlerinin hemolize sebep oldugu bulgulandi. Bu durum, CsgD as1
kopolimerlerinin sentez kosullarina bagli olarak degisen zincir parametreleri ve
molekiil agirliklarindan  kaynaklanmaktadir. As1  kopolimerlerinin - molekiil
agirhiklarinin, as1 frekanslarinin, dal sayilart ve uzunluklarinin yapilarin hidrofobik ve
katyonik karakterini keskin bir sekilde degistirmektedir. Polimerin hidrofobik gruplari
hiicre ile etkilestiginde hiicre zarini1 olusturan fosfolipit gruplarinin arasina girer ve
yapmn kararliligini bozarak hiicre zarinin parcalanmasina sebep olur. Polimerin
tizerindeki katyonik yiikler ise yapinin negatif yiiklii yag tabakasina tutulmasini
sagladigi i¢in katyonik yiik arttikca hidrofobik grup-zar etkilesimi de artar [341-343].
LCs’nin (DDA: %78) yapisinda LpCs’ye (DDA % 96) gore daha fazla asetil grubu
bulunmasi yapinin hidrofobik karakterinin arttirdigindan beklendigi iizere daha
yiiksek oranda hemolize sebep olmustur. Ayrica CsgD as1 kopolimerlerinin pH 7,4
PBS icerisindeki DLS sonuglarindan elde edilen zeta potansiyelleri incelendiginde ise
%2 (w/v) kitosan varliginda sentezlenen CsgD9 6rneginin katyonik yiikiiniin diger
kopolimerlere kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.12). Bu durum,
negatif yiiklii hiicre zar1 ile katyonik polimerin iyonik etkilesimlerini arttirarak kirmizi

kan hiicrelerinin tahribatinda artisa sebep oldugu diisiiniilmektedir.
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Cizelge 4.12 : LpCs’n, CsgD as1 kopolimerlerinin ve PDMAPMAAmM
homopolimerinin pH 7,4 PBS’deki zeta potansiyelleri.

Ornek Kodu Zeta Potansiyeli
(mV)

LpCs 28,0
CsgD2 34,3
CsgD5 27,8
CsgD8 30,2
CsgD9 40,4

CsgD14 29,7
PDMAPMAAmM 40,0

Ayni tiir ve konsantrasyondaki kitosan varligiyla sentezlenen CsgD2, CsgD5 ve
CsgD8’1in hemolitik aktiviteleri ise dal sayilarina ve molekiil agirliklarina bagli olarak
degismektedir. Diisiik KPS konsantrasyonunda sentezlenen CsgD2 as1 kopolimerinin
hemolitik aktivitesinin blok kopolimer olarak da ifade edilen CsgD8’e gore daha
ylksek oldugu, as1 kopolimerlerinin dal uzunlugu ve molekiil agirlig arttik¢a kirmizi
kan hiicrelerine verdigi hasarinda arttig1 gézlemlendi. Ayrica ii¢ as1 kopolimerinin
ortak olarak hemolize sebep olmadigi en yiiksek CsgD konsantrasyonunun 1 mg/mL
oldugu tespit edildi. Elde edilen bulgular dogrultusunda, polipleks olusturmak icin
uygun asi kopolimerlerinin CsgD2, CsgD5 ve CsgD8 oldugu ve polimer:siRNA
baglanma oranlarinin belirlenmesinde 1 mg/mL polimer konsantrasyonunun

kullanilmast gerektigi ifade edildi.

4.8 CsgD/ anti-GAPDH siRNA Poliplekslerinin Agaroz Jel Eletroforez Yontemi

ile siRNA Yiikleme Kapasitelerinin Belirlenmesi

Gen tasiyici sistemlerde genetik materyalin katyonik polimer ile hiicreye girebilecek
kadar kii¢iik boyutlu polipleksler olusturmasi gerekmektedir [336, 344]. Bu tez
calismasinda, CsgD as1 kopolimerleri ve LpCs’in anti-GAPDH siRNA ile farklhi
polimer:siRNA (1:1, 2,5:1, 5:1, 7,5:1, 10:1, 20:1, 30:1 ve 40:1) kiitle oranina sahip
polipleksleri olusturuldu ve yapilarin agaroz jel elektroforez yontemi ile baglanma

oranlari, DLS spektrofotometresi ile boyut ve zeta potansiyelleri belirlendi.

Agaroz jel elektroforez yonteminde, CsgD/siRNA poliplekslerinin yani sira, kontrol
olarak serbest siRNA ve siRNA ile baglanmamis CsgD as1 kopolimeri kullanildi.

Boylece jel tlizerindeki UV 15181 altinda parlayan bantlarin sadece bag yapmayan
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siRNA’den kaynaklandigi, as1 kopolimerlerinin bu kosullarda herhangi bir parlamaya
sebep olmadig belirlendi.

siRNA molekiilii ¢ozelti igerisinde 6 nm uzunlugunda ve sert ¢ubuk (rigid rod)
seklinde bulmaktadir. Poliplekslerin boyutlar1 ve baglanma etkinlikleri katyonik
polimer zincirlerinin morfolojilerine ait esneklik ve sertlik gibi parametrelere bagl
olarak degismektedir [345]. Sekil 4.15’te a) CsgD2:siRNA, CsgD5/siRNA
polipleksleri ile CsgD2 ve CsgD5 asi kopolimerlerine, b) CsgD8/siRNA ve
LpCs:siRNA poliplekslerine, ait jel goriintiilerini, ¢) ise as1 kopolimerlerinin ve anti-
GAPDH siRNA ile tam komplekslesmenin gergeklestigi en diisiik polimer/siRNA
oraninda olusturduklari poliplekslerin pH 7,4 PBS’teki boyutlar1 ve DDS igerisindeki
zeta potansiyellerini gostermektedir. LpCs:siRNA ve CsgD:siRNA poliplekslerinin
kiitlece baglanma oranlar1 incelendiginde, az miktarda as1 kopolimerleri ile kompleks
olusturulabildigi, kitosanin ise ¢alisilan aralikta siRNA’y1 baglayamadigi gézlemlendi
(Sekil 4.15a ve Sekil 4.15b).

a)

CsgD:siRNA kiitle orant (w/w)
DNA Ccplak —M8M8Mm ™ —————————————————————————————————————————————————— Sorbest Serbest
Ladder sikNA 1 2,5 5 7,5 10 20 30 40 1 25 5 7.5 10 20 30 40 csgbz CsgDs

- —

oD:siRNA ki e (U s Tanecik
DNA Ciplak M Bovut Zeta Pot.
Ladder siRNA | 2,5 5 7,5 10 1 25 2y 7,5 10 oyutu (l'l]"v)

(nm)

CsgD2/siRNA 205 19,7

CsgD5/siRNA 189 +22,0

R AL

CsgD8/siRNA 125 +24,1

Sekil 4.15 : a) CsgD2 ve CsgD5 b) CsgD8 ve LpCs poliplekslerinin jel goriintiileri
¢) poliplekslerin boyutlar1 ve zeta potansiyelleri.
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LpCs varliginda farkli KPS konsantrasyonlarinda sentezlenen CsgD as1
kopolimerlerinin siRNA ile LpCs’ye kiyasla daha kuvvetli etkilesim kurmaktadir. Ote
yandan, diisiik molekiill agirligina sahip CsgD8 as1 kopolimerinin olusturdugu
polipleksler en diisiik polimer:siRNA oraninda (> 2,5) tam komplekslesme gosterirken
benzer molekiil agirligi, dal sayis1 ve uzunluguna sahip CsgD2 ve CsgD5 drneklerinde
bu oranin arttii, sirasiyla >5 ve >7,5 oldugu belirlendi. Ayrica CsgD as1
kopolimerlerinin pH 7,4 PBS igerisindeki tanecik boyutlarinin ve DDS igerisindeki
zeta potansiyellerinin de benzer sekilde degistigi en yiiksek KPS konsantrasyonunda
sentezlenen CsgDS8 as1 kopolimerinin daha kii¢iik boyutlu polipleksler olusturdugu
yani siRNA’1 daha siki bagladig1 ve daha katyonik oldugu gdézlemlendi. Bu boyut ve
yuk degisiminin, PDMAPMAAm zincirlerinin molekiiler agirliklariyla ve asi/blok

kopolimer olusumundan kaynaklanan konformasyonel degisikliklerle iliskili oldugu

distiniilmektedir.

Ayrica hem CsgD as1 kopolimerinin ve CsgD/siRNA poliplekslerinin, boyutlarinin
gelismis gecgirgenlik ve tutma etkisi ile pasif olarak tiimor bolgesine hedeflenebilecek
ve sonrasinda hiicre igerisine girebilecek kadar kiiclik boyutta oldugu ve uygun pozitif
yiike sahip olduklar1 bulguland1 (Sekil 4.15¢). Ast kopolimerleri siRNA ile
elektrostatik etkilesimler sonucunda kompleks olusturdugunda, yapilarin zeta
potansiyelleri ve boyutlarinin genel olarak diismektedir. Bu sonuglarda, asi
kopolimerlerinin siRNA'i etkin sekilde bagladigini kanitlamaktadir. Agaroz jel
elektroforez ve DLS sonuglarindan elde edilen bulgular 1s181nda, in vitro ¢aligmalarda
kullanilacak CsgD2, CsgD5 ve CsgD8 as1 kopolimerleri ile polipleks olusturulurken

polimer:siRNA kiitle oranlarinin sirasiyla 5:1, 7,5:1 ve 2,5:1 olmasina karar verildi.

4.9 CsgD/ anti-GAPDH siRNA Poliplekslerinin Sitotoksisitelerinin Incelenmesi

Giivenilir gen tasiyici sistemler olustururken en 6nemli kriter polimerik malzemelerin
sitotoksisiteleridir. Ozellikle, katyonik yiike sahip yapilar hiicre zar ile etkilesime
girerek apoptotik olmayan hiicre oOliimiine sebep olabilmektedir. Sitotoksisite
testlerinde hiicre canliliginin %50°nin altinda olmasi tiim hiicrelerin 6ldiigiline isaret
ederken, biyolojik alanlarda kullanilacak yapilarin hiicre canliliklarin yiiksek olmasi
beklenmektedir.

Tiim karakterizasyon asamalarinin ve hemoliz testlerinin ardindan seg¢ilen CsgD as1

kopolimerleri ve agaroz jel elektroforez yontemi ile belirlenen en uygun kiitlece
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baglanma oranlarinda hazirlanan poliplekslerin hiicre canlig1 tizerine etkisi MDA-MB-
231 meme kanseri hiicresi kullanilarak belirlendi. Polipleksler i¢in 0,5- 25 pg/mL
araliginda, CsgD as1 kopolimerleri i¢in ise sadece 25 pg/mL polimer
konsantrasyonunda ¢alisildi.

MTS testi sonucunda elde edilen bulgular incelendiginde, CsgD2, CsgD5 ve CsgD8
as1 kopolimerlerinin hiicre canliliklarinin sirasiyla %54,6 £3,1, %50,4 +£2,1 ve %42,6
+7,9 oldugu yani hiicrelerin biiyiik bir cogunlugunun 6liimiine yol actiklar1 belirlendi.
Ayrica 25 pg/mL konsantrasyonunda hazirlanan poliplekslerin de benzer sonuglar
gosterdigi ve hiicre canliliginin biiyiik oranda diistiigii bulguland: (Sekil 4.16). Ote
yandan, 0,5-1 pg/mL konsantrasyon aralifinda test edilen poliplekslerin 24 saatlik
inkiibasyonun sonrasinda %70 oraninda canlilig1 korudugu diisen dozla ters orantili
olarak hiicre canliliginin arttig1 belirlendi. As1 kopolimerlerinin ve 25 pg/mL
konsantrasyondaki poliplekslerin sitotoksik etki gdstermesi katyonik yiiklerinin fazla
olmasindan kaynaklanmaktadir [346]. Konsantrasyon azaldik¢a hiicre iizerine ekilen

polimer c¢ozeltisindeki toplam katyonik yiik ve buna bagli olarak sitotoksisite

azalmaktadir.
== 05 pgml == 1 pg/ml = 2,5 ng/ml
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Sekil 4.16 : CsgD/siRNA poliplekslerinin MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerinin canlilifina etkisi (ortalama + SD, n = 3) (PC: islem goérmemis
hiicre).
Ozetle, sitotoksik etkinin siddetinin hem as1 kopolimerlerinin konsantrasyonuna hem
de Cs/PDMAPMA Am kopolimerlerinin molekiil agirligi ve yapilarina (asi/blok) bagh
degistigi, diisiik polipleks konsantrasyonda (0,5 pg/mL) ii¢ ast kopolimerinin de

tastyici olarak kullanilma potansiyeli oldugu ifade edilmektedir. Ayrica diger tim
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asamalarda oldugu gibi, burada da zincir parametrelerindeki degisimlerin polimerlerin

hiicre zart ile etkilesimi konusunda en 6nemli unsur oldugu goriilmektedir.

4.10 CsgD/ anti-GAPDH siRNA Poliplekslerinin Transfeksiyon Etkinliginin

Belirlenmesi

siRNA ile polipleks olusturan CsgD asi1/blok kopolimerlerinin MDA-MB-231 meme
kanseri hiicresi igerisine alinma ve ardindan endozomdan kacgarak sitoplazma igerisine
siRNA salma etkinliginin belirlenmesi i¢in model olarak anti-GAPDH geni seg¢ildi.
Transfeksiyon etkinligi, bu genin ekspresyonunun etkisiz hale getirilmesi ile olusan

GAPDH protein seviyelerindeki degisim miktar1 tayin edilerek belirlendi.

Polipleksler hazirlanirken her bir as1 kopolimeri i¢in agaroz jel elektroforez tizerinden
belirlenen en uygun polimer:siRNA kiitle oranlar1 (5:1, 7,5:1 ve 2,5:1) ve MTS testine
gore en yiiksek hiicre canliligina sahip polipleks konsantrasyonu (0,5 ug/mL) secildi.
Ayrica hiicrelerdeki protein seviyesi degisiminin sadece salinan anti-GAPDH
siRNA’nin miktarna bagli olmast gerektiginden, CsgD kopolimerlerinin protein
seviyesi lizerindeki etkisini gérebilmek i¢in SCR siRNA kullanilarak negatif kontrolii
saglayacak CsgD/SCR siRNA polipleksleri de hazirlandi. Polipleksler sentezlenirken
sabit olarak 50 nM anti-GAPDH siRNA ve SCR anti-GAPDH siRNA kullanild1 ve

polimer:siRNA orani, as1 kopolimerinin miktar1 degistirilerek ayarlandi.

Yapilan testler sonucunda, hem CsgD/siRNA hem de CsgD/SCR siRNA
poliplekslerinin  MDA-MB-231 hiicrelerindeki GAPDH protein seviyelerini
diisiirdiigii belirlendi (Sekil 4.17). Scrambled siRNA ile yapilan komplekslerin
GAPDH ekspresyonunu azaltmasinin (~ %27- 34) CsgD as1 kopolimerlerinin MDA -
MB-231 hiicrelerine karsi toksik etki gostermesinden kaynaklanabilecegi, hiicre
Oliimii sonucunda toplanan protein miktar ve kalitesinin azaldig1 diisiiniilmektedir
[347]. Bu durumun oniine gegcmek amaci ile hiicre lizatlarindaki toplam protein
seviyeleri Bradford yontemi ile tayin edilip her bir kuyuya esit miktarda protein

eklenerek deneyler gergeklestirildi.
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Sekil 4.17 : CsgD:siRNA, CsgD:SCR siRNA poliplekslerin ve
lipofektamin:siRNA kompleksinin MDA-MB 231 meme kanseri hiicresindeki
GAPDH protein seviyesi lizerine etkisi (ortalama + SD, n = 6) (UT:islem
gormemis hiicre).
Sekil 4.17°deki degerler incelendiginde, CsgD2/siRNA polipleksinin (~%37)
GAPDH cekspresyonun azaltilmasinda basarili olmadigi, protein miktarinin
CsgD2/SCR-siRNA ile benzer seviyelerde kaldigi goriilmektedir. Ote yandan, CsgD5
ve CsgD8 ile hazirlanan komplekslerin GAPDH ekspresyonunu %350 civarlarina
diisiirdiigii ve protein seviyelerindeki degisimin ticari olarak satilan lipofektamine
(~%45) gore daha fazla oldugu belirlendi. Bu durum, CsgD as1 kopolimerlerinin ticari
tasiyict ile yarigabilecek basartya sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica CsgD5 ve
CsgD8 as1 kopolimerlerinin scrambled anti-GAPDH siRNA ve anti-GAPDH siRNA
ile hazirlanan poliplekslerinin arasindaki protein seviyesi farkinin yaklasik %20

olmasi, CsgD5’in ve CsgD8’in siRNA’y1 etkin bir sekilde tagidiginin ve salabildiginin

bir diger gdstergesidir.

Ozetle, CsgD5 ve CsgD8 asi/blok kopolimerlerinin etkili bir siRNA tastyicis1 olma
potansiyele sahip olduklar1 ifade edilmektedir.
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5. TARTISMA

Tez c¢alismasinin ilk kisminda yer alan katyonik PNIPAAm hidrojellerinden elde
edilen sonuglar, katyonik komonomerlerin (DMAPMAAmM, DMAEMA ve MAPTAC)
ve ¢apraz baglayicinin (TAB), ag yapilarin ii¢ farkli ¢6zelti ortaminda (DDW, pH 4 ve
pH 9) ve iki farkli sicakliktaki (25 ve/veya 37 °C) mekanik ozelliklerini ve
sisme/biiziilme davraniglarini net bir sekilde etkiledigini ancak bu durumun sadece
iyonik karakterlerinden kaynaklanmadigini gosterdi. Sentez kosullarinin da, ag
yapilarda konformasyonlarin ve dolayisiyla, mekanik dayanimlarin degismesinde
etkin bir rol oynadig1 belirlendi. Ornegin, 0,1 N NaOH ¢ozeltisinde KPS baslaticist
varliginda sentezlenen P(NIPAAm-ko-MAPTAC)/TAB hidrojelinin sisme derecesi
cok yiiksek ve dayanimi oldukc¢a zayitken, 1,4-dioksan ortaminda AIBN kullanilarak
hazirlanan P(NIPAAm-ko-MAPTAC)/BIS hidrojeli ¢calismadaki en yiiksek biiziilme
derecesine ve E modiile sahiptir. Bunun durum, muhtemelen farkli zincirler arasinda
capraz baglanma noktalar1 olarak davranan iyonomerlerin ¢ekim kuvvetlerinden
kaynaklanmaktadir. Capraz baglayici olarak, nétral BIS molekiilleri yerine TAB
kullanildiginda ise, MAPTAC (initelerinin kars1 iyonlar1 tarafindan ortaya ¢ikan
iyonomer-multiplet gegislerinin ve dolayisiyla ikincil ¢apraz baglanmalarin azaldigi,

buna bagli olarak hidrojellerin mekanik dayaniminin zayifladig: ifade edildi.

Hidrojellerin DDS igerisinde 25 °C'deki su diflizyon mekanizmalar1 ve 37 °C'deki L-
AA salim kinetikleri de ¢apraz baglayici ve katyonik monomerin tiiriine bagl olarak
degerlendirildi. S3 ve S5 no.lu 6rneklerde suyun ag yapiya niifus etmesinin diflizyon
kontrollii bir sekilde gerceklestigi ve bu durumun sirastyla DMAEMA birimlerindeki
ester gruplarmin hidrofobik katkilarindan ve MAPTA+CI- birimlerinin olusturdugu
iyonomer-multiplet gecislerinden kaynaklandig1 ifade edildi. Ote yandan,
hidrofilik/iyonlasabilen komonomer olarak DMAPMAAm ve/veya iyonik c¢apraz
baglayict olarak TAB iceren S1, S2 ve S4, S6 no.lu 6rneklerin su difiizyonu Fick

yasasina uymadig1 bulgulanda.

S6 ve S7 no.lu 6rneklerden L-AA saliminin, sirasiyla TAB ve askorbat iyonlarinin
kuaterner amin gruplan ile aralarindaki elektrostatik ¢ekim kuvvetleri ve MAPTAC
birimleri arasindaki multiplet olusumlar1 nedeniyle, diflizyon kontrollii oldugu ifade

edildi. BIS c¢apraz bagh hidrojeller S3 ve S1 no.lu hidrojeller de ise bu durumun
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degistigi ila¢g salimm hem difiizyon hem de relaksasyon kontrollii gerceklestigi
belirlendi.

Katyonik PNIPAAm hidrojellerindeki farkli yapisal kombinasyonlar, ayni1 uyaranlara
ve biyoaktif molekiile farkli tepkiler verebildiginden, c¢esitli polimerizasyon
¢oziiclisii/baslatict sistemleri kullanilarak belirli bir hastaligin tedavisi igin 6zel

polimerik tasiyicilarin tasarlanabilir.

Tez ¢alismasinin ikinci kisminda sentezlenen CsgD as1 kopolimerlerinin ise diisiik
hemolitik aktiviteleri, siRNA ile kii¢iik boyutlu ve diisiik polimer:siRNA baglanma
oranina sahip olusturmalari, diisiikk polimer konsantrasyonunda (0,5 pg/mL)
olusturulan poliplekslerinin %70’in {izerinde hiicre canliligina sahip olmalar1 ve
GAPDH protein seviyesini diisiirebilmeleri, gen tasiyici sistem olarak umut vadeden

yapilar oldugunu gostermektedir.

Bagta KPS konsantrasyonu olmak iizere, kitosanin tiiriiniin/deasetilasyon derecesinin,
D:Cs(t) mol oraninin degistirilmesi ile hem kitosanin par¢alanma miktart hem de
sonu¢ Uriinlerinin molekiil agirliklarinin, dal sayis1 ve uzunluklarinin gibi zincir
parametrelerinin degistirilebilmektedir. Bu sayede, farkli 6zelliklere ve katyonik
karaktere sahip gen tasiyici sistem olarak kullanilabilecek as1 kopolimerlerinin
sentezlenmesi miimkiindiir. Yapilan karakterizasyon deneyleri sonucunda, 6zellikle
KPS konsantrasyonunun CsgD as1 kopolimerlerinin yapisal 6zellikleri {iizerinde
onemli bir etkisi oldugu gozlemlenirken, KPS konsantrasyonu arttikga hem kitosan

zincirlerinin kisaldig1 hem de as1 yerine blok kopolimerlerin (CsgDS8) belirlendi.

Cs tiirii (LpCs) ve D:Cs orani (8:1) ayni olacak sekilde sirastyla 4,75 x1073,9.00 x 10°
3 ve 7,2x102 mol/L KPS kullanilarak sentezlenen CsgD2, CsgD5 ve CsgD8 asi/blok
kopolimerlerinin zeta potansiyelleri ve tanecik boyutlarimin birbirinden farkli ve
siRNA ile olusturulan poliplekslerden daha yiiksek oldugu belirlendi. Bu durum, CsgD
kopolimerlerinin siRNA’y1 giiclii bir sekilde baglandigi ve enzimatik bozunmadan
koruyabilecegini isaret etmektedir. Ayrica 6rneklerin MDA-MB-231 hiicrelerinin
canliligint %70 seviyelerinde tutabildigi ve CsgD5 ve CsgD8 kopolimerlerinin
GAPDH protein seviyeleri lipofektamin ile benzer miktarlarda diisiirdiigti, molekiil
agirhgr ve dal uzunlugu arttikga yapilarin transfeksiyon etkinliginin azaldigi

bulgulandi.

132



Tim bu bilgiler 15181nda, bu g¢aligmada sentezlenen ve gen terapisi uygulama
potansiyeline sahip oldugu bulgulanan CS-g-PDMAPMAAmMm as1 kopolimerlerinin,
baslangic adimi oldugu diisiiniilerek devam eden siirecte sentez kosullar
degistirilerek, daha diisiik molekiil agirligina ve dal uzunluguna sahip, hidrofobik
etkileri ve katyonik yiikleri dengelenmis tiirevlerini sentezleyip karakterize ederek

daha etkili gen tasiyici sistemler olusturulmasi yoniindeki ¢caligsmalar devam edecektir.

Tez ¢alismasinin bu kismindan elde edilen bu bulgular 1s181nda, CS-g-PDMAPMAAmM
as1 kopolimerleri RAFT polimerizasyonu ile sentezlenerek yukarida isaret edilen
zincir parametrelerinin kontrol edilebilecegi ve gen terapisi i¢in daha etkin vektorlerin
tasarlanabilecegi diisiiniilmektedir. Bu amag¢ dogrultusundaki ¢alismalar TUBITAK
1001 projesi (Proje No: 1227565) kapsaminda devam etmektedir.

Ayrica bu iki kisimdan ortaya ¢ikan bulgular sayesinde farkli dogal/sentetik polimer
kombinasyonlar1 ile hem ilag hem de gen tasiyan sistemlerin tasarlanmasi
hedeflenmektedir. Calismanin devaminda, PNIPAAm tabanli DMAPMAAm igeren
hidrojeller ve kitosan tabanli PDMAPMAAm igeren hibrit yapili as1
kopolimerlerinden elde edilen sonuglar bir araya getirilerek, biyouyumlu, sicaklik ve
pH duyarli ilag ve/veya gen tasiyan (Cs-g-PNIPAAm-g-PDMAPMAAmM gibi) ast

kopolimerlerinin ve hidrojellerinin sentezi ve karakterizasyonu da planlanmaktadir.
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