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1. GIRIS

1.1. Giris ve Amag

21. yiizyilda ilag ve tibbi biyoteknoloji alanlarindaki en 6nemli yeri teskil eden
aragtirma konulari nanoteknolojinin faydalarindan yararlanarak sentetik ilag
molekiillerinin veya genetik materyallerin secici olarak insan viicudundaki hedef
organlara/hiicrelere taginarak kanser gibi tedavisi heniiz kesinlesememis hastaliklar
icin kullanimi olmustur. Son 20 yilda biyiik bir hizla gelisen polimerizasyon
tekniklerinin yardimiyla tiretilen kopolimerlerin kullanimiyla elde edilen polimerik
vezikiillerin tip/saglik alaninda kullanilmasiyla hazirlanan nanotasiyicilar bu

teknolojilerden en 6nemlisidir.

Polimerik vezikiiler tastyici sistemler olan polimerzomlarin 1999 yilinda
kesfedilmesinin ~ ardindan, gerek kimyasal etkin madde gerekse de
biyomakromolekiillerin tasinmasinda kullanilmasina yonelik ¢alismalar yapilmistir.
Yapisi geregi hidrofilik ve hidrofobik molekiilleri, kopolimerin yapisinda herhangi bir
degisiklik yapilmadan tasiyabilen polimerzomlar, lipozomlarin daha dayanikli
analoglaridir. Tez kapsaminda tretilen polimerzomlarin ylizeyinde, prostat kanseri
hiicrelerine 6zgii olan prostat spesifik membran antijeni (PSMA)’ne afinitesi olan

peptit563 bulunacak sekilde formiilasyonlar1 gergeklestirilmistir.

Bu doktora tezi ¢alismasi kapsaminda baglica; biyouyumlu ancak biyoparcalanir
olmayan Poli[oligo(etilenglikol)  metakrilat]-ko-poli[2-(diisopropilamino) etil
metakrilat] (POEGMA-PDPA) ve hem biyopargalanir hem de biyouyumlu olan poli(2-
etil-2-oksazolin)-b-poli(laktik  asit) (PEtOx-b-PLA) kopolimerlerinin  sentezi,
saflagtirilmasi, karakterizasyonu yapilmis ve bu polimerlerden hareketle farkli
morfolojilerdeki polimerzomlar iiretilmistir. Uretilen polimerzomlara prostat
kanserine karst etkili olan BikDDA geni yiiklenmis ve genetik materyal yiikli

polimerzom formiilasyonlar1 hazirlanarak karakterizasyonlar1 gerceklestirilmistir.



Daha sonrasinda, sentezlenmis polimere, polimerzomlari viicuda uygulandiklarinda
sadece prostat kanserine yonlendirecek hedefleyici peptit sekansinin baglanmasi
amaclanmis ve bu amagla ilgili peptit sekansinin sentezlenmesi, saflastirilmasi ve
karakterizasyonu yapilmistir. Sentezlenen polimer ve peptit sekansi farkl
konjugasyon teknikleri ile birbirine kimyasal olarak baglanmis ve bu yap1 da
karakterize edilmistir. Hazirlanan peptit-polimer konjugatlar1 ile polimerzomlar
yeniden iiretilerek genetik materyal yiiklenmistir. Uretilen polimerzom
formiilasyonlarmin toksisiteleri saglikli kontrol hiicre hatti, saglikli prostat epitel
hiicreleri ve kanserli prostat hiicreleri iizerinde denenmis ve toksik olmayan
polimerzom formiilasyonlarinin dozu belirlenmistir. Dozu belirlenen polimerzom
formiillerinin kanser secici hiicre tasinim deneyleri ve tasidigi genetik materyali

transfekte etme yetenekleri arastirilip degerlendirilmistir.

Ayrica poliester bazli biyouyumlu ve biyopargalanir PEtOX-b-PLA
kopolimerlerinden hareketle farkli morfolojilerdeki nano-yapilar elde edilip
karakterize edilmis ve bu yapilara pro-apoptotik BikDDA geni ve kemoterapdotik
dosetaksel etkin maddesi yiiklenerek, gerekli hiicresel ¢alismalar gergeklestirilmistir.

Bu tez kapsaminda prostat kanserine yonelik aktif hedeflendirilmis, dosetaksel ve
BikDDA yiiklii farkli kopolimerlerden {iretilmis polimerzomlarin gelistirilmesi

amagclanmistir.

1.2. Polimerzomlar

Gilinlimiiz teknolojisi ve bilimsel gelisme, insanoglunun dogay taklit etme ¢abalar1
sonucunda elde edilen verilerin birikerek yorumlanmas: ile ortaya g¢ikmaktadir.
Yasamin yapr taslarmin ayristirllip izole edilmesinin ve herhangi bir canh
sistemin/organizmanin karmagik yapisini olusturmus dinamik doganin saglanmasinin

ilk adimi “boliimlendirme”dir (compartmentalization) (Massignani ve ark., 2010).



Boliimlendirme, bir bagka deyisle kontrol edilebilir hacimler yaratma ve molekiilleri
birbirinden ayirma yetenegi, karmasik uygulamalar i¢in en 6nemli gereksinimdir.
Biyolojik béliimlendirme, boyutlar1 nanometreden mikrometreye kadar degisebilen,
sulu bir ortam1 g¢evreleyen birkag nanometre kalinligindaki membranin olusturdugu
yapilarin kullanilmas: ile gerceklesmektedir. Membran olusumu, kapali sulu
boliimlerin meydana gelisinin temel yapitagidir. Farkli birimlerden olusan bu tasarim,
hiicre i¢indeki diizenlenmenin ve insan viicudu gibi kompleks bir makinenin kontrolii
i¢cin gerekli evrimsel bir adimdir. Hiicre seviyesinde protein taginiminin, endozomal
membranin  tomurcuklanarak  tasinacak  proteini tamamen  ¢evreleyerek,
gerceklesebilmesi veya bazi hiicre organellerinin kendilerine 6zgii membranlar ile
cevrelenmesi bolimlendirmeye oOrnek verilebilir (Alberts ve ark., 2002). Bilim
adamlar1 onlarca yildir bu yetenegi taklit etmek icin ¢cok sayida sentetik yaklasimlar
denemistir ve bu sentetik yaklasimlarin en basarilis1 bélimlendirmeden sorumlu
biyolojik yap1 tasinin taklit edilmesi ile elde edilen “fosfolipit” lerdir. Halihazirda,
fosfolipitlerin makromolekiiler analoglari, polimer kimyasinin derin bir sekilde
anlasilmasiyla ve gelismis kopolimerizasyon tekniklerinin kullanilmasiyla basarili bir
sekilde sentezlenebilmektedir. Yapisinda hidrofilik ve hidrofobik kisimlari tagiyan
(amfifilik) kopolimerler, “kendiliginden olusum™ (self-assembly) ile bir membranin
cevreledigi cesitli yapilara doniisecek sekilde tasarlanabilmektedirler. Bunlarin en
basitleri, bir membranin kiiresel sekilde i¢ine kapanmasi ile meydana gelen keseler ile

temsil edilir ki bunlarda vezikiiller olarak adlandirilir.

Amfifilik kopolimerlerden olusmus vezikiiller, yaygin olarak bilinen ismiyle
“polimerzom” lar ya da “sentetik viriisler” olarak tanimlanmislardir. Polimerzomlar
kimyasal etkin madde (Ahmed ve ark., 2006) / gen (Lomas ve ark., 2010) /protein
(Rameez ve ark., 2008) gibi ¢esitli kargo tasiyici arag, nanoreaktor (Gaitzsch ve ark.,
2012), medikal goriintiileme ve teshis ajam1 (Huang ve ark., 2015) olarak
kullanilmaktadir. Kelime olarak polimerzom; ingilizce “polymer” kelimesi ve yunanca
“some” (...govdesi) kelimelerinin bir arada kullanilmasi ile ortaya ¢ikmistir ve ilk
olarak 1999 yilinda Dennis Discher ve ark. tarafindan tanimlanip isimlendirilmistir
(Discher ve ark., 1999). 5-15 nanometre kalinligindaki polimerik bir membranin sulu

bir liimeni ¢evrelemesi ile meydana gelen mikroskobik/nanoskopik partikiillerdir.



Membranin esas yapisini, sulu ortam ile temasini en aza indirgemek i¢in bir araya
gelmis, kopolimerin hidrofobik blogu olusturmaktadir. Buna ek olarak kopolimerin
hidrofilik blogu ise hem polimerzom liimenine hem de dis sulu ortama dogru dallanmis

pozisyonda bulunmaktadir.

PP  Hidrofobik Blok (PDPA, PLA ya da PCL)

Wiy Hidrofilik Blok (POEGMA ya da PEtOx)

[ 2 2 Hedeflendirici Grup (Peptid)

Sekil 1.1. Polimerzom yapisinin sematik gosterilisi.

Amfifilik kopolimerlerin sulu ortamlarda kendiliginden olusum prensibiyle
meydana getirdigi polimerzomlar, yapilari itibariyle lipozomlari andirmaktadir.
Lipozomlarin sergiledikleri biitiin avantajlara sahip olmasinin haricinde ayrica
lipozomlara kiyasla membran kalinliklar1 ¢ok daha fazla olan polimerzomlarin bu
ozellikleri nedeniyle kolloidal stabiliteleri hem kinetik hem de termodinamik agidan
cok daha fazladir (Discher ve Eisenberg, 2002). Ayrica yapilari itibariyle ¢ok ¢esitli
kimyasal modifikasyona uygun oldugu igin farkli amaglar igin kullanimlart
miimkiindiir. Avantajlarinin yani sira polimerzom formiilasyonlarinin dezavantaj
olarak degerlendirilebilecek tek yonleri ise, tiretimleri i¢in gerekli kopolimerlerin hayli
gelismis kopolimerizasyon bilgisi ve zorlu reaksiyonlar sonrasinda elde edilebilir
olmasi ve ¢cok dar bir molekiiler mimari alanda polimerzom yapilarina dontismeleridir.
Uretim ydntemi ve kullanilan kopolimerlerin benzerligi nedeniyle polimerzomlar,
miseller yapilara kismen benzemektedir. Miseller yapilara gore en 6nemli tistiinliikleri
ise kimyasal olarak cesitli maddeleri (hidrofilik ve hidrofobik) herhangi bir
elektrostatik etkilesim ya da fazladan baska bir mekanizmaya ihtiyag duymaksizin

tagtyabilmeleridir. Standart matris ya da kapsiil tipi kat1 nanopartikiillere gore tiretim
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yontemleri kolay ve 6lgek biiyiitmeye uygun olup, agregasyon gostermezler ve farkli
kimyasal yapidaki maddelerin taginimina elverislidirler. Polimerzomlarin bu
avantajlari ve amacglanan uygulamaya yonelik olarak boyutlarinin mikrometre
seviyesinden nanometre seviyesine degisecek sekilde iiretilebilir olmalari,
biyomedikal ve elektronik uygulamalara kadar farkli alanlarda galisan bilim insanlari

ve mithendislerin dikkatini ¢ekmektedir.

1.3. Polimerzom Olusum Prensipleri

Son 20 yildir biyouyumlu kopolimerlerin insan viicudunun temel yapitasi olan su
ile temastyla olusturduklari nano-yapilar biyomedikal alanda dikkatleri iizerine ¢eken

bir konu olmaya baglamistir.

Kovalan baglanmis hidrofilik ve hidrofobik bloklardan olusan kopolimerler,
molekiiliin bir kismi i¢in segici ¢oziiciilere maruziyet sonucunda nanometre skalasinda
agrege olurlar. Bu durum, kopolimerlerin yapisi, ¢esitli molekiiler agirlik araligi ve
dolayisiyla membran kalinligi tizerinde farkli bilesimleri gz oOniine alindiginda,
islevsel olarak sinirsiz uygulamalara izin vermektedir. Dolayisiyla kopolimerlerin
farkli ¢oziiciilere maruziyetlerinde, kendiliginden olusum ile meydana getirdikleri
degisik geometri ve morfolojideki mikro- / nano-yapilarin meydana gelme

mekanizmalarinin bilinmesi 6nem tagimaktadir.

Amfifilik kopolimerlerin su i¢indeki liyotropik (¢6ziicii ile uyarilmis) davranislari
temel olarak hidrofobik etkiye dayanmaktadir. Amfifilik kopolimerin su ile temasinda
hidrofobik zincirler birbirlerine yakinlasarak su molekiileri ile temaslarin1 en aza
indirirken hidrofilik kisimlar ise polar olan sulu ortama dogru yonlenerek
pozisyonlanirlar (Malinova ve ark., 2010). Hidrofobik zincirlerin birbirine yaklagsmasi
hidrojen baglari, - © etkilesimleri, kolombik (coulombic) ve dipolar etkilesimler veya
diger ikincil birlesme degerli etkilesimler gibi birbirini tamamlayict etkilesimler

aracilifiyla olugsmaktadir. Bu etkilesimler su icerisindeki kopolimerin konsantrasyonu



ile yakim iligkilidir. Kritik agregasyon konsantrasyonu olarak bilinen belirli bir
konsantrasyonda amfifilik kopolimerler kendiliginden olusum ile iyi bilinen yapilara
dontismektedir. Amfifilik kopolimerlerin polimerzomlara doniismesi ilk olarak
misel>¢ubuk«—vezikiil seklindeki kinetik faz degisimleri (Shen ve Eisenberg, 1999)
ile kabaca ifade edilmis olsa da, 2005 yilinda bu doniisiim detayl1 bir sekilde ortaya
konulmustur (Battaglia ve Ryan, 2005b). Bu son degerlendirmeye gore amfifilik
kopolimerlerin molekiil agirligi ve sulu ortamdaki konsantrasyonlarina goére dort
morfolojik kendiliginden olusum bolgesine sahip olduklar1 gosterilmistir; Liyotropik
fazlar (altigen bi¢imli ¢ubuklar ve lameller), Stirekli fazlar (stinger fazi1), Vezikiiler
jeller (birbirine baglanmis ¢ok tabakali vezikiiller ve altigen seklinde paketlenmis
vezikiiller) ve Izotropik vezikiil dispersiyonu (tek ve ¢ok tabakali) (Battaglia ve Ryan,
2006a) (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Poli(etilen  oksit)-ko-poli(biitilen oksit) kopolimerinin su igerisindeki

konsantrasyonu ve molekiil agirligina bagh faz diyagranu (Battaglia ve Ryan, 2006a).



Sistemdeki kopolimer konsantrasyonu, kritik agregasyon konsantrasyonunu
asmaya basladik¢a olusan kiiresel miseller kiibik olarak paketlenmis yapilara,
silindirik miseller ise altigen seklinde paketlenmis yapilara doniismektedir ve
membranlar ise lameller yapilar liretmek iizere istiflenmeye baslar. Ortaya ¢ikan bu
yapilart igeren sistemin seyreltilmesi sonucunda ise lameller yapilarda, tabakalari
birbirine baglayan delikler olusur ve bu yapilara siinger fazi denir. Bir siinger fazi
kompleks topolojiye sahip sonsuz membran igerir ve bu membranin i¢inde bulundugu
ortami ikiye boldigi bilinmektedir. Bu durumun akabinde ise lameller yapinin
tabakalar1 vezikiiller halinde pargalanir. Seyreltmeye devam edilmesiyle membranlar
birbirinden ayrilmaya ve ortamdaki suyu cevrelemeye baslayip, termodinamik /
kinetik agidan en stabil ve denge durumunda olan tek tek dagilmis vezikiilleri ortaya
cikar (Battaglia ve Ryan, 2005b). Diisiik molekiil agirhigina sahip kopolimerler ilk
olarak altigen sekilli evrik yapilar1 olusturduktan sonra lameller faza gegis yaparken,
yiiksek molekiil agirligina sahip kopolimerler ise dogrudan lameller fazi1 olustururlar.
Lameller fazdan silinger faza gecisler kopolimerin molekiil agirligindan
etkilenmemektedir. Ancak siinger fazdan sonraki gecisler yine kopolimerin molekiil
biyiikliigiine bagimlidir. Kiigiik molekiil agirliklt kopolimerler siinger fazdan sonra
disperse olmus vezikiilleri yiiksek konsantrasyonda olustururken, yiiksek molekiil
agirligina sahip kopolimerler ise baslangicta vezikiiler jel kiimelerini olusturur ve

sonunda disperse olmus vezikiillere ayrilir (Massignani ve ark., 2010).

Sulu ortamdaki kopolimerlerin, nano boyuttaki yapilara evriminin altinda
“paketleme parametresi”, “kendiliginden egrilme”, “kopolimer bloklar1 arasindaki
yiizeyler arasi enerji” ve “hidrofobik blogun diizeni ve kristalligi” gibi olgular
yatmaktadir (Antonietti ve Forster, 2003). Bunlar, tipik olarak polimerzom olusum
siirecini  yoneten baslica faktorlerdir. Bu faktorleri “Geometrik Sartlar” ve

“Termodinamik Sartlar” olmak iizere iki sinifta degerlendirebiliriz.

- Geometrik Sartlar:

Polimerzomlarin 1999 yilinda kesfedilmesinin ardindan, bu vezikiiler yapilarin

ozellikle lineer kopolimerlerden hareketle nasil olustuklari konusunda en kabul géren



kuram, amfifilik kopolimer molekiiliindeki hidrofilik blogun molekiiler agirliginin,
kopolimerin toplam agirligina oranlanmasi sonucunda elde edilen f degerinin

yorumlanmasi ile ortaya ¢ikmistir.

Molekiil agirliklart 2 kDa ile 20 kDa arasinda degisen kopolimerlerden, Sekil

1.3.’te gosterildigi iizere:

- f degerinin = % 35 + 10 oldugu durumlarda vezikiillerin olustugu,

- > % 45 oldugunda miseller yapilarin elde edildigi ve

- f <% 25 oldugunda ise evrik yapilara ulasildigi, Prof. Dennis Discher ve ekibi
tarafindan belirlenmistir (Discher ve ark., 1999; Discher ve Ahmed, 2006).

25-40% 40-50% > 50%
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Sekil 1.3. f degerinin, amfifilik kopolimerlerden elde edilen yapilarin morfolojisi tizerine

etkisi (Discher ve Ahmed, 2006).

Yukarida detaylandirilan kuramda f degeri, kopolimer agregatlarinin morfolojisini
belirlerken, kopolimerin molekiil agirligi da membran kalinhigin1 belirlemektedir.
Kopolimerin molekiil agirlig1 arttik¢a, meydana gelen vezikiillerin membran kalinlig
da orantisal olarak artmaktadir. Kriyojenik ge¢irimli elektron mikroskobu goriintiileri
100-200 nm boyutundaki polimerzomlarin membran kalinliklarinin 2-50 nm (Aranda-
Espinoza ve ark., 2001; Bermudez ve ark., 2002) arasinda degistigini gosterirken,

lipozomlarin membran kalinliklart 3-5 nm (Chapman, 1988) ile sinirlidir.



Ayrica, yiiksek molekiil agirligina (~ 50 kDa) sahip lineer kopolimerlerde f < %
20 oldugu durumlarda da polimerzom yapilarinin elde edilebildigi ortaya konulup
(Meng ve ark., 2005) kimyasal etkin madde tasiniminda kullanilabilecegi
gosterilmistir (Lee ve Feijen, 2012).

Lipitler ve yiizey aktif maddelerde yaygin olarak uygulanan ve asagida anlatilan
kurala benzer sekilde, kopolimerlerden evrimlesen nano-yapilarin morfolojisi,
boyutsuz "paketleme parametresi (P) ile tarif edilebilmektedir. Paketleme parametresi
amfifilik molekiiliin hidrofobik blogunun hacmi (v), hidrofilik blogun denge halinde
kapladigi optimal alan (ao) ve hidrofobik blogun uzunlugu (lo) ile, Sekil 1.4.’te
gosterildigi bicimde, iliskilidir.

Genellikle P degerinin;

- P <1/3 oldugu durumlarda kiiresel miseller,

- 1/3 <P < 1/2 oldugu durumlarda silindirik miseller ve

- 1/2 <P <1 oldugu durumlarda ise vezikiiler sistemlerin olustugu kabul edilir.

- P =1 oldugu zaman ise lameller yapilarin olustugu gézlemlenmistir.

Klilrcsel Silindirik Polimerzom
Miseller N
Miseller

Yiiksck Derecede Orta l_)ffl'_et‘ede Diisiik Derecede
Egrilik Egrilik Egrilik
P<1/3 13<P<12 12<P<1

Sekil 1.4. Paketleme parametresi dogrultusunda amfifilik kopolimerlerden elde edilen yapilar

(Blanazs ve ark., 2009) .



Polimerik vezikiillerin olusumu, oncelikle amfifilik molekiiliin ¢ifte tabakayi
olusturmasi ve ardindan ikinci asama olarak vezikiilii olusturacak sekilde kapanmasi
olmak tizere iki asamali kendiliginden olusum siireci olarak degerlendirilebilir. Bu
nedenle, dnce ¢ifte tabakalarin olusumuna yol agan kosullar ve ardindan vezikiillerin
kapanmasi i¢in gerekli sartlar hesaba katilmalidir. En genel tanimlama ile
kendiliginden olusma prensibi ile meydana gelen amfifilik yapilarin seklini belirleyen
faktor, kopolimerin hidrofilik blogunun boyutu ile hidrofobik blogunun boyutsal
oranidir. Bu durum, Sekil 1.5.'de gosterildigi gibi R1 ve R egrilik yarigaplar1 olarak
verilen ortalama egriligin (H) ve Gauss egriliginin (K) hidrofobik-hidrofilik ara

yiizeyin egriliginin belirlenmesinde kullanilir.

A . | L
: “2|R, R, RyR,

Re PG _ O Kk
_aolc_ £ 3

Sekil 1.5. Paketleme parametresi ile ortalama egrilik (H) ve Gauss egriligi (K) arasindaki iligki
(Antonietti ve Forster, 2003).

- Termodinamik Sartlar:

Blok kopolimerleri igeren bir sistemin serbest enerjisi, hidrofilik / hidrofobik
bloklar arasindaki ara yiizey enerjisine ve sonug olarak hidrofilik blogun hidrasyonuna
baglidir. Bu ara ylizey enerjisi, blok kopolimerler iyi diizenlenmis mikro alanlara
toplandiginda meydana gelen entropi kaybini telafi etmek igindir (Balasubramanian
ve ark., 2016).

Vezikiil sekli belirlenirken bir diger 6nemli parametre kopolimer cifte tabakasinin
“kendiliginden egrilmesi”dir. Bu parametredeki degisim vezikiiliin morfolojisini

belirler ve farkli geometrik formlar ile sonuglanan degisimlere neden olabilmektedir.
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Diisiik konsantrasyonlarda ¢ozelti icinde lameller agregatlar olusur. Bu agregatlarin
boyutlarinin biiylimesinin ardindan, ylizey gerilimi etkilerine bagli enerji kaybi
agregatlarin vezikiiler formda kapanmasina neden olur. Kopolimer ¢ifte tabakasinin
kapali kabuklar halinde biikiilmesinde bir biikiilme enerjisi gerckmektedir (Epend).
Belirli bir lameller disk alani igin disk yarigapi, vezikiil yarigapinin iki kati kadar
olmaktadir ve bu nedenle dogrusal gerilim ve biikiilme enerjisinin dengesi ‘minimal
vezikiil boyutuna’ karsilik gelen minimum agregat sayisini tanimlamaktadir.
Dolayisiyla ortaya ¢ikan vezikiil yarigapi, k’nin biikiilme katsayisi ve y’nin yiizey
gerilimi oldugu, Ry = 2k/y ile tanimlanir (Sekil 1.6). Vezikiiller, tercihen kopolimer
cifte tabakasinin biikiilme esnekliginin diisiik yiizey geriliminin yiliksek oldugu

sistemlerde ortaya ¢ikmaktadirlar (Malinova ve ark., 2010).

- = —————
R,
E, . =2nRy E,, =8tk

Sekil 1.6. Kopolimer ¢ifte tabakalarinin olusumu ve vezikiiller halinde kapanmasinin sematik

gosterimi (Antonietti ve Forster, 2003).

Termodinamik agidan amfifilik kopolimerlerin kendiliginden olusum siireci,
sistemin serbest enerjisine etki eden iki faktor ile agiklanabilmektedir. Bunlar
hidrofilik / hidrofobik ylizeydeki ara ylizey gerilimi ve polimerik zincirlerin daha
diizenli bir yapiya zorlandiginda olusan entropi kaybidir. Ara ylizey gerilimi ile
kopolimer zincirlerinin uzayarak gerinimi sonucunda olusan entropi kayb1 arasindaki
bir uyumsuzluk durumunda, kendiliginden olusum termodinamiklerini ylizeyler arasi
alanin minimizasyonu yonetmektedir (Battaglia ve Ryan, 2005a). Gii¢lii ayrigsma
limiti (strong segregation limit) olarak bilinen bu noktada hidrofilik ve hidrofobik
fazlar birbirinden net bir sekilde ayrilmistir ve kopolimer zincirleri fazlasiyla

gerinmislerdir. Lameller yapilar ve membranlardaki ayrisma kuvveti, lameller
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mesafenin (d) ve ya membran kalinliginin (t), molekil agirligit (Mw) ile nasil
degistigine dayanarak olgiilebilmektedir. t ile My arasinda, t ~ My gibi bir gii¢ yasasi
oldugu varsayildiginda, tissel b degeri ayrisma kuvvetini géstermek igin kullanilabilir
(Sekil 1.7.). Amfifil zincirlerinin tamamen gerindigi durumlarda b, 1 degerini alir ve
bu fosfolipitlerin yaklasabilecegi teorik limittir. Kopolimerin rastgele sarim
konformasyonunda bulundugu durumlarda b = 1/2 degerini almaktadir ve blok
kopolimer eriyiklerindeki zayif ayrisma olarak bilinmektedir. b’nin 2/3 oldugu ara
kosullarda, gii¢lii ayrisma durumu s6z konusudur ve bu sartlarda polimerzom yapilari

gozlemlenebilmektedir.

Hidrofilik Hidrofobik Hidrofilik Gerinmisg
Korona Membran Korona Hidrofilik
t polimer
d d
oo™
d
Makromolekdl
t alani, a

taMw%

E.D./a.u.

da My

1
aaMw/3

-10-9-8-76-54-3-2-1012345678910
nm

Sekil 1.7. Dar agili X-151n1 sagilmasindan yararlanarak hesaplanmis polimerzom membraninin
elektron dansite profili ve hidrofobik / hidrofilik bloklarin konformasyonunu sematize eden

sekil (E.D.: elektron dansitesi) (Massignani ve ark., 2010).

Sulu ortamda bulunan kopolimerlerin hidrofobik kisimlar1 saf halde belirli bir
yapisal diizeni benimsemistir. Bu diizenin kendiliginden olusum stirecinde sergiledigi
davranig, siirecin dengeye ulasma kosullarin1 dogrudan etkilemektedir. 2013 yilinda,
polimerzom iiretiminde kullanilan farkli kristal yapisindaki kopolimerlerin yapisal
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degisimler ve sicaklik bagimli kontrollii salim iizerine etkileri degerlendirilmistir
(Hocine ve ark., 2013). Bu amagla sivi benzeri polimerler (polibiitilakrilat,
polikaprolakton), kati benzeri polimer (polistiren) ve sivi kristal polimerler
(poliakrilat, polimetakrilat) kullanilarak iiretilen polimerzomlar arasinda kiyaslamali
degerlendirmeler yapilmistir. Sonug¢ olarak polimerzomlarin sicaklik bagimli etkin
madde salim ve yapisal degisim 6zelliklerinin sivi kristal gecislerinden etkilenmedigi
(nematik-izotropik ve simektik-nematik gegisler) ancak sivi kristal yapilarina ve

membranin mekanik 6zelliklerine bagli olduklar1 agiklanmustir.

Yukaridaki hususlar; kopolimerler, siirfaktanlar, dendronlar, (poli)peptitler,
niikleik asitler ve poliiyon kompleksleri gibi esnek olan gruplardaki molekiiler
yonlenmeleri yumusak molekiiler diizenlemeler araciligiyla egrilik ve sekil
degisiklikleri ile dengeleyebilmesi agisindan 6nemlidir. Dolayisiyla bu maddeler
kullanilarak elde edilen polimerzomlar, filomiseller, lameller elipsoidler,
kolloidozomlar, polielektrolit kapsiilleri, oblatlar, prolatlar, kendiliginden olusan
polimerik nanotiipler/cubuklar ve miseller “yumusak madde” (soft matter) gatisi

altinda siniflandirilirlar.

1.4. Polimerzom Hazirlama Yontemleri

Polimerzom hazirlama yontemleri “organik ¢oziicii kullanilan yontemler” ve

“organik ¢oziicii kullanilmayan yontemler” olmak tizere iki sinifta gruplandirilabilir.

13



1.4.1. Organik Coziicii Kullanilan Polimerzom Hazirlama Yontemleri

1.4.1.1. Coziicii Degisimi Yontemi

“Coziicli Degisimi Yontemi” ya da bir diger adiyla ko-solvan yontemi ¢ogunlukla
suda ¢oziinmeyen kopolimerlerde kullanilan hazirlama yontemidir (Sekil 1.8). Tipik
bir ¢oziicii degisimi yonteminde (Ayen ve ark., 2011) oncelikle, kopolimerler,
tetrahidrofuran, dioksan, dimetilformamid veya dimetilsiilfoksit gibi kopolimerin tiim
bloklarii1 ¢dzen ortak bir ¢oOziicii igerisinde ¢oOziindiiriiliir. Ardindan, bir blok ile
uyusmayip sadece diger blok i¢in segici bir ¢oziicii, kopolimer ¢ozeltisine yavas yavas
ilave edilir ya da tersi olarak kopolimer ¢ozeltisi bu ¢oziicii igerisine yavasca ilave
edilir. Yaygin olarak kullanilan bir blok seg¢ici ¢o6ziicti, hidrofilik bloklar icin segici ve
hidrofobik bloklar ig¢in uyumsuz bir sulu ¢6zeltidir. Hidrofobik bloklar, vezikiile ait
membrant olusturacak sekilde bir araya gelme egilimi gosterirken ¢oziinmiis haldeki
hidrofilik bloklar vezikiilii stabilize eden membranin dig kismini olustururlar. Organik
¢coziici ile su arasindaki oran kendiliginden olusan yapilarin morfolojisini
etkileyebilir. Bununla birlikte, vezikiil olusumunu desteklemek igin, su igerigi genel
olarak kritik su konsantrasyonundan daha yiiksek olmalidir. Bu teknikte, artan su orani
ile daha biiyiik hidrofob-su arayiizey geriliminin bir sonucu olarak, sulu bir ortamin
ilavesiyle kiiresel misellerden silindirik misellere ve son olarak vezikiillere gecis
tetiklenmektedir (Shen ve Eisenberg, 1999). Son olarak, organik ¢oziicii, suya karsi
diyaliz edilerek ortamdan uzaklastirilir. Coziicii degisimi yOntemiyle iiretilen
polimerzomlar, kullanilan kopolimere bagli olarak, daha dar partikiil biiytkligi
dagilimina ulasmak i¢in sonikasyon ve ekstriizyon gibi iiretim sonrasi islemlerle

maruz birakilabilmektedirler (Axthelm ve ark., 2008).
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Sekil 1.8. Coziicii degisimi yonteminin sematik gosterilisi.

1.4.1.2. Mikroakiskan Yontemi

Organik c¢oziicii kullanilan bir diger polimerzom hazirlama yoOntemi ise
“Mikroakigkan (Cift Emiilsiyon Sablonu) Yontemi” dir (Sekil 1.9.). Esas olarak
mikroakigkan cihazi kanallar1 icerisinde su i¢inde yag iginde su (s/y/s) tipi
mikroemiilsiyon olusturma temeline dayanmaktadir (Lorenceau ve ark., 2005).
Prensip olarak, kopolimer bloklarini ¢ézen bir organik ¢oziicli iginde ¢Ozlinmiis
kopolimerin mikroakiskan sistem ¢ipinin mikro kanallarinda sulu ¢6zelti ile bir araya
gelip ¢ift emiilsiyonu olusturmasi ve sonrasinda da organik ¢oziicliniin polimerik ¢ift
tabakay1 olusturmak i¢in yapidan uzaklastirilmasi seklinde Ozetlenebilir. Bu
yontemde, organik ¢dziiciiniin se¢imi ¢ok dnemli bir faktordiir. Uygun bir organik
¢Oziicii veya bunlarin bir karisimi, belirli bir buharlasma hizin1 karsilayacak sekilde
secilmelidir ¢iinkii bdylece olusan cift emiilsiyon buharlastirma islemi boyunca
dengede kalmasi istenmektedir (Ho ve ark., 2008). Bununla birlikte, buharlastirmadan
baska, organik fazinin ¢ift emiilsiyon damlaciklarindan manyetik nanopartikiillerin
kullanilmasiyla uzaklastirildigi yontemlerde bildirilmistir (Habault ve ark., 2013).
Mikroakiskan yontemi, ¢ift emiilsiyon yaklasimi ile polimerzom iiretimi i¢in son
derece hassas bir aractir. Olusturulan polimerzomlarin biiyiiklik dagilimlar ve
bilesimi olduk¢a homojen ve tekrarlanabilir niteliktedir. Bu teknik sayesinde etkin
maddeler ve ¢oziiciiler dogru secilirse, % 100 enkapsiilasyon etkinligi kolayca elde

edilebilir. Bunun nedeni diger tekniklerde oldugunun aksine, ortaya ¢ikan yapilarin

15



kendiliginden olusum esasina dayanmayan iiretim siirecidir. Bununla birlikte,
mikroakigkan yonteminin en biiyiikk dezavantaji, sablonun boyut kisitlamasindan
dolay1, nanometre Ol¢eginde polimerzomlarin iiretilememesidir. Ancak daha sonra
gelistirilen mikroakiskan ¢iplerde “hidrodinamik akis odaklama” yontemiyle
nanometre biiyiikliigiinde polimerzomlarin {iretimi gergeklestirilebilmistir (Brown ve
ark., 2010; Thiele ve ark., 2010). Hidrodinamik akis odaklanmasinda, kopolimerin
organik ¢oziiclideki ¢ozeltisi ve kopolimer bloklarindan birisi i¢in segici bir ¢ozelti
olmak iizere birbiriyle karigabilen iki sivi beraber akis halinde olup, difiizyon bagh
karisma ve sonrasinda da kendiliginden olusum siirecini saglayan laminar bir akis
saglamaktadirlar. Bu gelismelere ragmen mikroakiskan yonteminin en biiylik problemi
hala yiiksek verimde polimerzom firetiminin saglanamamis olmasidir. Bu problemi
asmak icin tretimi paralel hale getirme (Romanowsky ve ark., 2012) iizerinde
calismalar olsa da, bu calismalarin yiiksek verimde polimerzom liretimi {izerine etkisi

heniiz gézlemlenmemistir.

VT ——

.-.'01010.‘ ' b

200 pm
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(b) Selective solvent

¥

Laminar flow

Diffusion based mixing and self-
assembly

Sekil 1.9. Mikroakigkan teknolojisine ait fotograflar. Cift emiilsiyon sablonuna dayanan
polimerzom iiretimi (a) (Ho ve ark.,, 2008). Hidrodinamik akis odakli mikroakigkan

yontemiyle polimerzom iiretimi (b) (Thiele ve ark., 2010).
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1.4.2. Organik Coziicii Kullanilmayan Polimerzom Hazirlama Yontemleri

1.4.2.1. Film Hidrasyonu Yontemi

“Film Hidrasyonu Yonteminde” kopolimerler oncelikle bir organik c¢oziiciide
coziiliirler. Bu ¢ozelti bir vial ya da alt1 yuvarlak bir balon igerisine konularak organik
¢Oziicli ugurulur. Sonrasinda, hidrofilik zincir i¢in segici olan su veya sulu bir tampon
film tabakasinin iizerine eklenir. Burada polimerzom olusumunu tetikleyen durum, su
icine difiize olan kopolimer fazi ile kopolimere difiize olan su fazi arasindaki
konsantrasyon gradyanidir. Bu gradyan, zamanla orantili olarak azalmaktadir.
Konsantrasyon gradyan1 degistikce, lameller yapilarin tamamen gevseyerek
polimerzomlari olusturmaya zamani olmayabilir (Battaglia ve Ryan, 2006b). Karsilikli
difiizyonu saglamak ve konsantrasyon gradyanini sabit tutmak igin manyetik
karigtirma, vorteks ya da sonikasyon gibi bir harici enerji kaynagi uygulanabilir.
Polimerzom olusumu igin kullanilan en yaygmn yontem olan film hidrasyonunda,
onceden dokiilmiis ince kopolimer filmin mekanik karistirma altinda hidrasyonuyla bu
kinetik engelin iistesinden gelinir. Ancak bu yontemle yaygin biiytlikliik dagilimina
sahip ve metastabil fazlar1 icerebilen bir polimerzom siispansiyonu elde edilir. Bu
siispansiyona uygulanacak sonikasyonu takip eden dondur-¢6z dongiisii ve
sonrasindaki, istenilen por biylikliigline sahip ekstriiderden polimerzom
stispansiyonunu belirli sayida gec¢irme islemi, partikiil biiyiikliigiinii daraltarak

kiiciiltmektedir (Photos ve ark., 2003).

1.4.2.2. Elektroformasyon Yontemi

Lipozomlarin elektroformasyonunu (Angelova ve Dimitrov, 1986) adapte eden
“elektroformasyon yontemi”, suyun kopolimere difiizyonunu artiran, bir elektrik alan
uygulamasiyla amfifilik kopolimer filminin hidrasyonu esasina dayanmaktadir (James

ve ark., 2001). Bu yontem genellikle tek tabakali polimerzomlarin olusumunu garanti
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altina almasina karsin, yiiksek miktarda iiretime izin vermez ve ¢ogunlukla deneysel

bir ara¢ olarak kabul edilir.

1.4.2.3. Dogrudan Hidrasyon Yoéntemi

“Dogrudan Hidrasyon” metodunda, kati haldeki kopolimerin dogrudan su veya
sulu tampon ¢ozeltisi igerisinde ¢oktiiriilmesi ve takibinde vezikiillerin olugmasi i¢in
kendiliginden olusum siirecine izin verilmesi adimlart izlenmektedir (O'Neil ve ark.,
2009). Siinger fazin, yiiksek sicakliklarda, hizli olusumu ile etkin bir polimerzom
tiretimi saglanmistir. Sonrasinda ise karistirma islemi ile sogutularak oda sicakligina
getirilen sisteme ayni sirada, hem kopolimerin hidrofilik kismi ile uyumlu hem de
ortamdaki sulu faz igerinde ¢oziinebilen diger bir sulu polimer ¢ozeltisi damla damla
eklenmistir. Amfifilik kopolimerin yavas hidrasyonu ile Sekil 1.2.’de gosterilen
siinger fazindan, istenilen disperse haldeki vezikiiler yapilara gec¢is saglanarak
polimerzomlar elde edilmistir. Bu ydntem hi¢bir asamasinda organik ¢oziicii
kullanim1 igermemektedir. Dogrudan hidrasyonu isleminde kopolimerlerin
hidrasyonu, olusmus vezikiillerin morfolojisini ve boyut dagilimini etkileyebilen, daha

uzun siire ve daha yiiksek ajitasyon veya karistirma hizi gerektirmektedir.

1.4.2.4. pH Degisimi Yontemi

Polimerzomlar, pH duyarli kopolimerlerin sulu ¢ozeltilerinin pH degeri basit bir
sekilde kontrol edilerek hazirlanabilmektedir (Du ve ark., 2005). “pH Degisimi
Yonteminde” pH duyarli kopolimerler dncelikle diisiik pH (pH ~ 1-2) degerine sahip
sulu bir ¢ozeltide ¢oziiliir ve ardindan sistemin pH degeri sodyum hidroksit gibi bazik
bir maddenin ¢6zeltisinin yavasca ilavesi ile artirilip, kopolimerin vezikiiler yapilari
olusturmasina izin verilir. Bu yontem sadece pH duyarli kopolimerlere

uygulanabilmektedir.
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Bu yontemlerin haricinde, iki farkli yiik tagiyan kopolimer karisiminin sulu ¢6zelti
icerisinde elektrostatik etkilesimler araciligiyla polimerzom yapilarini olusturdugu

bildirilmistir (Kishimura ve ark., 2007).

1.4.3. Polimerizasyona Bagh Kendilig¢inden Olusum

Polimerizasyona bagli kendiliginden olusum (Polymerization Induced Self-
Assembly, PISA) (Wan ve ark., 2009), tersinir eklenme-par¢alanma zincir transferi
(Reversible Addition Fragmentation chain Transfer, RAFT) polimerizasyonu
esnasinda, polimerizasyon isleminin in-situ olarak kendiliginden olusan yapilarin
ortaya ¢ikmasina izin vermesiyle meydana gelmektedir. RAFT polimerizasyonu igin
baslaticilar secici bir ¢oziicliye ilave edilir ve ¢dziinmeyen blok giderek polimerize
edilir, boylece farkli yapilarin olusumu ve gecisine yol acar. Zincir sentezi
tamamlanmis bir blogun, diger blogun zincir uzamasinda makro baslatic1 olarak
kullanilmasi ve zincir uzamasi baslayan bu ikinci blogun polimerizasyon derecesi
kendiliginden olusum siirecini yoneterek, ortaya ¢ikan yapilarin morfolojini belirler.
Prof. Steven Armes’in grubu 2011 yilinda, zwitter iyonik PMPC blok zincirinin, 2-
hidroksipropil metakrilat kullanilarak sulu ortamda uzatilmasiyla hidrofobik poli(2-
hidroksipropil metakrilat) blogunun iiretimini saglamiglardir ve boylece in-situ olarak
kendiliginden olusan diblok kopolimer kiireleri, solucanlari (worms) ya da
vezikiillerinin olusumunu tetikleyerek 1yi tanimlanmis yapilari elde edilmistir

(Sugihara ve ark., 2011).

1.5. Polimerzomlarin Uygulama Alanlari

Polimerzomlar ¢ogunlukla medikal alanda, tedavi edici amaglarla kimyasal etkin
madde taginimi ve hedefendirilmesinde, gen tedavisinde viral olmayan vektor olarak,
viicut / doku / hiicre goriintiilemelerinde, yapay hiicre caligmalar1 ve modelinde
nanoreaktor olarak veya kendiliginden ¢alisan nanomotor (self-propelled nanomotors)

uygulamalarinda kullanilmaktadir.
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Sentetik Hiicre

Hedefleme

Nanoreaktorler

Sekil 1.10. Polimerzomlarin uygulama alanlari1 (Balasubramanian ve ark., 2016).

1.5.1. Kimyasal Etkin Madde / Biyomakromolekiil Tasinimi ve Hedeflendirilmesi

1.5.1.1. Kimyasal Etkin Madde Tasinim

Kimyasal etkin maddelerin in-vivo stabilitelerini yiikseltmek, etkinlikte artig
saglamak, biyoyararlanimi1 artirmak, farmakokinetik profili iyilestirmek, salim
profilini modifiye etmek gibi nedenlerle polimerzomlar igerisine yiiklenebilmektedir.
Genel olarak polimerzomlardan kimyasal etkin madde molekiillerinin salim kinetigi,

etkin maddenin membrandan difiizyonuna bagimlidir ve bu durumda vezikiil liimeni
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ile polimerzomu c¢evreleyen ortam arasindaki konsantrasyon gradyani araciligiyla
yonetilmektedir. Bununla birlikte, lipitlere kiyasla daha kalin olan polimerik
membranlardan difiizyon oldukga sinirlidir ve dolayisiyla difiizyon ancak membranin
biitlinliigiiniin bozulmas1 veya morfolojik degisiklikleri ile basarilabilmektedir.
Poli(laktik asit) (PLA) ve poli(kaprolakton) (PCL) gibi poliester bloklar1 igeren
amfifilik kopolimerlerden olusan polimerzomlar, cogunlukla bir hidrolitik mekanizma
yoluyla bozunmalari nedeniyle, ila¢ tasinimi uygulamalar1 i¢in yaygin sekilde
kullanilmaktadirlar.  Poli(laktik asit)-b-poli(etilen glikol) (PLA-PEG) veya
poli(kaprolakton)-b-poli(etilen glikol) (PCL-PEG) blok kopolimerlerinin zincir
uclarmin hidrolizi, blogun hidrofobik fraksiyonunun kisalmasina ve dolayisiyla
hidrofilik-hidrofobik blok oranin degismesine neden olur (Ahmed ve Discher, 2004).
Bu mekanizma, kopolimerin molekiiler seklinde ve sonug¢ olarak da vezikiillerin
morfolojik faz gegisinde degisiklige neden olur. Bu nedenle, vezikiiler yapi igerisinde
enkapsiile olan hidrofilik veya hidrofobik etkin maddelerin salim profili, blok
kopolimerlerin hidrolitik bozunumu ve dolayisiyla agregatlarin morfolojik faz

degisimleriyle yakindan ilgilidir (Geng ve Discher, 2006).

Poliesterlerin  hidroliz ile bozunmasi, pH gibi dis kosullardan da
etkilenmektedir. Ornegin, asidik pH, hidroliz oranin1 daha hizlandirip kopolimerin
bozunmasini artirmakta ve dolayisiyla da enkapsiile olmus etkin maddenin saliminin
da artmasma neden olur. Ayrica, biyolojik olarak pargalanmayan kopolimerler
(poli(biitadien)-b-poli(etilen glikol), PBD-PEG) ve parcalanabilir kopolimerlerin
(PLA-PEG veya PCL-PEG) farkli molar oranlarda karigimindan iretilmis
polimerzomlardan etkin madde salim oranlarinda dogrusal bir artis gozlemlemistir
(Ahmed ve Discher, 2004). Bununla birlikte, hidrofobik polimerin asit katalizi ile
hidrolizi saatler ila giinler ve hatta aylarca siirebilmektedir (Guan ve ark., 2015).
Polimerzomlardan etkin maddelerin salim orani, polimerzom membranin
permeabilitesine, kopolimerlerin molekiil agirligima ve hidroliz oranmna bagiml
oldugu her zaman gbz 6niinde bulundurulmalidir. Buna bagl olarak, uygulanan ilag
yiiklii polimerzomlardan hizli bir erken etkin madde saliminin sistemik toksisiteye
neden olabilecegi, buna karsin yavas salim hizinin da etkin maddenin etki alanindaki

terapotik etkinligini engelleyebilecegi i¢in polimerzom zarinin gegirgenligi, molekiil
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agirhigr ve hidroliz orani, sadece polimerzomlar hedef bolgeye ulastiktan sonra

kontrollii etkin madde salimina izin verecek sekilde tasarlanmalidir.

Bu agidan, uyariciya duyarli kopolimerler pH, sicaklik, 1sik, redoks ve
manyetik alanlardaki degisiklikler gibi bazi uyarilardan sinyal almak {izere tasarlanir.
Bunlar daha sonra polimerzomlara aktarilip uyaranlara cevap verilerek terapdtik etkin

maddenin salimin tetikler.

Polimerzomlarin uyariciya cevap verme Ozelliklerini tasarlamak igin ¢esitli
stratejiler gelistirilmistir ve bunlar su sekilde gibi 6zetlenebilir:

(i) kopolimer zincirinin hidrofobik-hidrofilik dengesinin degistirilmesi;

(i) wuyaranlara yanit olarak bir blok kopolimerin ¢oziiniirliigiiniin
degistirilmesi;

(ii1) terapotik etkin maddenin salimi i¢in polimerzomu ¢ozmek ya da
parcalamak;

(iv) uyarilara kars1 kararsiz olan kimyasal bag agilmasiin kullanilmasi ve

(v) polimerzomlarin sismesine veya yikilmasina yol agmak.

Terapotik maddenin tetiklenmis salimi, bu maddenin istenilen viicut
bolgesindeki spesifik birikimine dayanarak, farmakokinetik ve giivenlik profillerini
lyilestiren programlanmis etkin madde salimi saglar. Bu durum 0zellikle,
kemoterapétik etkin maddeler gibi, dar terapotik pencereli kimyasal etkin maddeler

i¢in gegerlidir (Balasubramanian ve ark., 2016).

1.5.1.2. Biyomakromolekiil Tasinimi

Protein yapisindaki maddeler kanser, diyabet, kardiyovaskiiler ve birgok
metabolik bozukluklarinda dahil oldugu ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilabilen,
giiclii terapotik etkiye sahip makromolekiillerdir. Terap6tik proteinlerle yapilan tedavi
enzimatik bozunma ve bobrek klirensi araciligiyla hizli eliminasyon, viicudun farkli

bolgelerine spesifik olmayan giris, immiin yanitin indiiklemesi durumu ve hiicresel
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alim ile ilgili sinirlamalardan dolay1 hizla ortadan kaldirilmasindan dolayi halen zorlu
bir gorev olarak degerlendirilmektedir (Torchilin ve Lukyanov, 2003). Bu sorunlari
gidermek  igin, terapOtik  proteinler  polimerlere  konjuge edilebilmekte,
PEG'lenebilmekte ve ayrica lipozomlara, misellere ve terapdtik etki bolgelerine
giivenli bir sekilde ulastirilmalarina yonelik diger tasiyicilara yiiklenebilmektedirler.
Ancak protein tasiyicilarinin  kullanimi, hazirlaniglarinda organik ¢oziiciilerin
kullanilmasindan kaynaklanan protein denatiirasyonu, proteinlerin kKimyasal
modifikasyonu, diisiik protein yiiklenmesi ve fizyolojik ortamdaki instabiliteleri gibi
bu tastyicilart sistemik uygulama i¢in uygun olmayan hale getiren bazi dezavantajlari
kapsayabilmektedir (Liu ve ark., 2010). Bahsedilen bu ¢ikmaz noktalarin iistesinden
gelebilmek i¢in, farkli proteinlerin yiiklenmesinde polimerzomlar basariyla

kullanilmuastir.

Polimerzomlarin sulu limenine proteinleri yiikklemek, sayisiz kopolimer ve
kompozisyon segme imkani ile proteinlere uzatilmis kan dolasim siireleri ve kontrollii
salim profilleri saglamaktadir. Polimerzomlara, insiilin gibi proteinler, siiperoksit
dismutaz (SOD), yaban turpu peroksidazi (HRP) veya glikoz oksidaz (GOx) gibi
biiyiime faktorleri veya enzimler enkapsiile edilebilmistir. Enzim aktivitesinin
vezikiillerin kapali sulu bolmesinde daha uzun siire korunmas1 dikkat ¢ekicidir. Ek
olarak, kopolimerler ile enzimler arasindaki etkilesim faydali etkilere sahip olabilir.
Polimerzom boyutunun, igerisine yiiklenmis enzimlerin enzimatik aktivitesini de
etkiledigi bildirilmistir. Daha kiiglik vezikiillerin daha biiyiikk bir enzim aktivitesi
sagladigi gosterilmistir (Van Dongen ve ark., 2009).

Polimerzomlar ayrica as1 tasiyict araglar / adjuvanlar olarak da
kullanilmaktadir. 2011 yilinda yayinlanig bir ¢alismada (Barnier Quer ve ark., 2011),
influenza virlisii hemagliitinin antijenini yiiklemek igin poli(y-benzil glutamat)-b-K
(PBLG-K) polimerzomlarinin kullanilmasinin, enkapsiile olmak yerine vezikiil
yiizeyine adsorbe olmasina ragmen, viral antijenin in-vivo immiinojenisitesini artirdigt
ortaya ¢ikmuistir. Poli(etilen glikol)-bl-poli(propilen siilfit) (PEG-PPS) esash
oksidasyona duyarli polimerzomlarin, 2009 yilinda, dentritik hiicre endozomlarina

hem antijen hem de adjuvan taginimi i¢in kullanimi1 ortaya konulmustur (Scott ve ark.,
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2012). Bu amagla, toll benzeri reseptdr agonisti olan gardikimod enkapsiile edilmis
polimerzomlarin interlokin-6 ve interlokin-12 sitokin ekspresyonunu 10 kat artirdig
gozlemlenmistir. Sonuglar, oksidasyona duyarli polimerzomlarin hiicre aracili antijen
spesifik bagisiklik yanitlarini indiiklemek igin bir as1 tasinim platformu olarak islev

gorebildigini gostermektedir.

Polimerzomlarin, yeni oksijen tasiyici araglar olarak kullanimi 2005 yilinda
ortaya konulmustur (Arifin ve Palmer, 2005a). PBD-PEG kopolimerinden
olusturulmus monodispers polimerzomlar film hidrasyonu yontemi ile {iiretilerek
igerilerine, oksijen tasinimindan sorumlu protein olan hemoglobin yiiklenmistir. Bu
calismada, PEGile edilmis lipozomlara kiyasla, daha kiiclik ortalama partikiil
biiyiikliigiine sahip polimerzomlarin daha yiliksek konsantrasyonda hemoglobin
tasiyabildigi ifade edilmistir. Polimerzom igerisine alinacak oksijenin, yani oksijen
baglama kapasitesinin ise kopolimer membranin kalinlig1 ile iliskili oldugu ifade
edilmistir. Ayrica dogal fosfolipitler ile {iretilmis lipozomlara kiyasla
polimerzomlarin, hemoglobin oksidasyonunu tetikleyip artirmadigi gézlemlenmistir.
Ayni grubun 2008 yilinda (Rameez ve ark.,, 2008) yaymladigi bilgilerde ise
hemoglobin tagiyan PEG-PLA / PEG-PCL bazli polimerzomlarin iskemik dokulari

oksijence zenginlestirebilecegi sonucuna varilmistir.

1.5.1.3. Polimerzomlarin Hedeflendirilmesi

Polimerzomlar, kimyasal etkin maddeler / biyomakromolekiillerin terapdtik
etkilerini arttirmak ve toksisitelerini azaltmak icin, farkli aktif hedefleme
mekanizmalar1 vasitasiyla terapotik kargonun spesifik dokulara veya hiicrelere
taginimi amaciyla, kiigiik molekiillerden (Pang ve ark., 2011) polisakkaritlere (Huang
ve ark., 2012), antikorlara (Lee ve ark., 2011), peptitlere (Pangburn ve ark., 2012),
proteinlere (Egli ve ark., 2011) veya bunlarin kombinasyonuna (Chen ve ark., 2014;
Robbins ve ark., 2010) kadar degisen farkli hedefleme ligandlar ile islevsel hale
getirilebilmektedir. Bu anlamda, farkli patolojik durumlar i¢in spesifik olan hiicresel

reseptorleri veya sinyal yolaklarini tanimak ve etkilesimde bulunmak i¢in hedeflenmis
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polimerzomlar tasarlanmistir. Bunun haricinde 6zellikle kanser teshisli hastalardaki
tiimdr gelisen bolgelerdeki vaskiiler damar yapisinin bozulmasi ve bu bozuk endotel
araciligiyla tiimor dokusunda nanopartikiillerin birikim durumu (Artirilmis
Gecirgenlik ve Alikoyma, Enhanced Permeation and Retention, EPR), pasif
hedeflendirme olarak adlandirilmaktadir (Sekil 1.11). Dikkat ¢eken uygulamalar
halihazirda mevcut olan kemoterapinin iyilestirilmesi ve kanser hedeflemesine yonelik
olmakla birlikte, nérodejeneratif bozukluklar, iltihaplanma ve isitme kaybi1 dahil diger

baz1 hastaliklar1 hedeflemek icin de polimerzomlarin kullanimi aragtirilmistir.

Tumor

Angiogenic
vessels

oy
BN =
X :

Ineffective
lymphatic drainage

Sekil 1.11. Hedeflendirilmis polimerzomlarin tiimér bolgelerinde EPR etkisinin araciliiyla

pasif hedeflendirilmesi (Guan ve ark., 2015).
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Polimerzomlarin yiizeyini, ¢esitli baglanma kimyasi stratejileri kullanilarak,
hedefleyici gruplar / molekiiller ile islevsellestirmek icin iki genel yaklagim
kullanilmaktadir. Bunlardan ilki hedefleyici ligandin kopolimere, kendiliginden
olusum siireci ile polimerzom yapist iiretilmeden 6nce baglanmasidir. ikinci strateji
ise halihazirda {iretilmis polimerzomlarin yiizeyini hedefleyici ligandlar ile
islevsellestirmektir. Konjugasyon yolunun se¢imi, genellikle, baglanacak hedefleme
grubun fizikokimyasal 6zelliklerine baglidir. Kiigiik molekiiller ve peptitler de dahil
olmak tizere kiicliik ligandlar ile polimerzomlarin dekorasyonu, her iki yaklasimi
kullanarak miimkiin goriinsede, genellikle proteinler veya antikorlar gibi daha biiytlik
biyomolekiillerle islevsellestirme tercihen polimerzomlarin sulu ortamda
kendiliginden olugmasindan sonra gergeklestirilir. Bu gercek, sadece bu blok
kopolimerleri ¢ozilindiirmek i¢in rutin olarak kullanilan organik ¢oziiciilerdeki
biyomakromolekiillerin konformasyonel katlanma durumlarina degil ayn1 zamanda bu
biiyiik ligandlar 6nceden baglantili oldugu zaman polimerzomlarin olusumunda
kendiliginden olusma siirecini diizenleyen parametrelerden polimerik bloklarin
hidrofilik / hidrofobik dengesinin ve yiikiiniin degistirilmesine de dayanmaktadir.
Dahasi, yukarida belirtilen konjugasyon stratejilerinin  her biri avantaj ve
dezavantajlar1 da beraberinde getirmektedir. Vezikiil olusumundan 6nce hedefleyici
ligandlarin kopolimer molekiilleri ile reaksiyonu, elde edilen konjugatlarin kimyasal
karakterizasyonu ve reaksiyon veriminin tayinine olanak saglar. Bu bilgi
kendiliginden olugma islemi sirasinda, hedefleyici ligandlar ile konjuge edilmis ve
konjuge edilmemis kopolimer bloklar1 arasindaki orani kontrol etmek ve sonug olarak
polimerzom yiizeyindeki ligand yogunlugunu hassas bir sekilde ayarlamak igin
kullanilabilir. Buna karsin, kendiliginden olusum islemi sonrasinda gergeklestirilen
polimerzom yiizeyinin islevsellestirilmesi, nihai nano-yapilarin saflagtirilmasi ve

kimyasal karakterizasyonu ile ilgili baz1 kisitlamalar1 ortaya koymaktadir.

2011 yilinda, tiimorlerde asir1 eksprese olan epidermal biiylime faktori
reseptoriinii (EGFR) hedeflemek i¢in kombine hedeflenmis polimerzomlara dayali bir
sistem gelistirilmistir (Lee ve ark., 2011). PDLLA-PEG blok kopolimeri, bu bloklar
arasindaki bir baglant: olarak, lizozomal enzim katepsin B (Cath B) ile ayrilabilir bir

peptit sekansi (Gly-Phe-Leu-Gly-Phe, GFLGF) ile tasarlanmigtir. Bir anti-EGFR
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antikoru, lizozomal enzim ile par¢alanabilir polimerzomlarin ytlizeyine konjuge edilip,
blok kopolimer birimleri arasindaki baglayic1 peptidin, Cath B enzimi araciligiyla
boliindiigi gosterilmistir. SKBR3 hiicreleri ile yapilan in-vitro deneyler, anti-EGFR
antikoru ile konjuge polimerzomlarin hiicresel alimlarinin, hedeflendirilmemis

muadillerine kiyasla daha yiiksek oldugunu ortaya konulmustur.

Yakin zamanda yayinlanan diger bir arastirmada, beyin kanseri hedeflemesi
i¢in des-oktanoil grelin (ghrelin) ve folat ile dekore edilmis, doksorubisin yiiklenmis
polimerzomlarin etkinligi gosterilmistir (Chen ve ark., 2014). Yazarlar, des-oktanoil
grelin ve folat konjuge edilmis poli(etilen glikol-g-glutamat)-ko-poli(distearin-g-
glutamat) (folat-PEGGM-PDSGM ve des-oktanoil-PEGGM-PDSGM) kopolimer
kombinasyonlarint ~ kullanarak ~ doksorubisin  yiiklenmis  polimerzomlari
hazirlamiglardir. Penetre edici ligand olarak islev goren des-oktanoil grelin,
polimerzomlarin kan beyin bariyeri (BBB) yoluyla beyine tasginmasini saglamis ve
folat ise glioma hiicreleri i¢in kanser hiicresi hedefleme ligandi olarak kullanilmustir.
In-vitro ve in-vivo deneyler, doksorubisin yiiklii polimerzomlarin hem des-oktanoil
grelin hem de folat ile dekore edildiginde, hedeflendirilmemis esdegerlerine kiyasla,
BBB’den gecisi ve glioma biiyiimesinin engellenmesini 6nemli 6lgiide artigini

gostermistir.

2012 yilinda, ilaglarim i¢ kulaga kontrollii olarak verilmesini ve hedef
alinmasini saglayan, sinirsel isitme kaybini etkili bir sekilde tedavi etmeyi saglayan
yeni terapOtik stratejilerin gelistirilmesi i¢in giincel bir ihtiyaca yonelik polimerzom
esasl yeni bir strateji gelistirilmistir (Zhang ve ark., 2012). Bununla ilgili olarak, PCL-
PEG polimerzomlari, spesifik olarak spiral gangliyon hiicrelerinde ve kohlear sinirde
ifade edilen GT1b reseptorlerini hedef alan Tet-1 peptidi ile fonksiyonalize edilmistir.
Hem hedeflendirilmis hem de hedeflendirilmemis polimerzomlar siganlara
kokleostomi (i¢ kulaga pence agilmasi) ile verilmistir. Kokleostomi ile uygulandiginda
yapildiginda, hem spiral gangliyon sinirleri hem de norofilamentler iginde,
hedeflendirilmis ve hedeflendirilmemis nano-tasiyicilarin 6nemli ve benzer bir
birikimi gbézlemlenmistir. Tet-1 peptidi araciligiyla hedeflendirilmis polimerzomlar

hedeflendirilmemis muadillerine kiyasla, gangliyon hiicrelerinin aksonal bdliimiinde
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daha yiiksek birikim sergilemistir. Bu nedenle de aksonal hedefleme ve ilag verme
uygulamalar1 i¢in Tet-1 ile dekore edilmis nano-tasiyicilari kullanmanin miimkiin

oldugu ifade edilmistir.

1.5.2. Gen Terapisi Amac¢h Viral Olmayan Vektor / Sentetik Viriis Olarak

Polimerzom Kullanimi

Uluslararasi insan genomu projesinin sonuglari, genetik miithendisligi ve gen
tedavisi yontemleri ile birgok hastaligin iyilestirilebilmesi ihtimalini ortaya
cikartmigtir. Halihazirda 4000'den fazla genetik kaynakli insan hastaligi oldugu
bilinmektedir ve pratik olarak da her hastalik genetik faktorlerden temelde etkilendigi
icin, gen tedavisinin insanoglunun hastaliklara kalic1 bir ¢6ziim bulabilmesi agisindan
gen tedavisi ¢ok 6nem tagimaktadir. Bu amagla genler, eksik veya kusurlu bir genin

yerini almak veya arizal1 bir blogu bloke etmek i¢in hiicrelere dahil edilir.

Gen tedavisinde gilinlimiizde genellikle genetik olarak modifiye edilmis
adenoviriisler ve/veya retroviriisler kullanilmaktadir. Gen tedavisinde kullanilan
modifiye edilmis viriisler “viral vektdrler” olarak anilmaktadir. Ornegin kistik
fibrozda, kusurlu geni degistirmek i¢in DNA'nin hedef hiicrelerdeki belirli bolgelere
yerlestirildigi gen tedavisi irilinleri bulunmaktadir. Viriisler, genomlarini yasam
dongiisiiniin bir pargasi olarak konake1 hiicrenin genetik materyaline entegre ederek
transfeksiyona neden olur. Viral vektorler ile genetik tedavinin dezavantajlarini
yiiksek antijen reaksiyonu, vahsi tip virlislerle rekombinasyon riski ve viral vektorlerin
neden oldugu hiicre hasar1 olusturmaktadir. Bu nedenle bilim insanlari, modern
fermantasyon teknolojisi ile liretilebilen ve konak hiicrede bagimsiz olarak ¢ogalabilen
kiiciik, dairesel ekstra kromozomal DNA molekiilleri olan plazmid DNA’nin (pDNA)
kullanildigi, viral olmayan (viral olmayan vektorler) gen aktarim sistemleri arayisi
icerisine girmislerdir. Bununla birlikte, viral olmayan vektorler ile aktarilan genlerin
gecici ifadesi ve diislik transfeksiyon etkinligi bu sistemlerde karsilagilan iki biiyiik
zorluk olarak kalmaktadir. Geleneksel olarak, bu vektorler, lipidik (lipopleksler),

polimerik (polipleksler) veya her ikisinin bir kombinasyonu (lipopoli-kompleksler)
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olabilen, katyonik bir tasiyict ile komplekslesmis negatif yiiklii bir genetik materyali
(yani DNA, siRNA vb.) kapsamaktadir. Bu agidan, sulu liimeninin yiiksek yiikleme
kapasitesi ve lipidik tasiyici sistemlere kiyasla membraninin sizdirmazligi agisindan
saglamliklarina bagl olarak ¢esitli kopolimerlerden olusan polimerzomlar hayli ilgi
cekici gen tedavi vektorii olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bununla birlikte, etkin bir gen
transfeksiyonu elde etmek igin, enkapsiile edilmis genetik materyalin kontrollii

salinmasini da saglanmaktadirlar.

Battaglia arastirma grubu, pDNA’nin yapist bozulmadan PDPA bazh
polimerzomlar ile enkapsiilasyonunu ve tasinmasini detayli olarak gostermis ve pDNA
yiiklii polimerzomlarin piyasada bulunan transfeksiyon iiriinleri ile kiyaslamal1 olarak
cesitli hiicre hatlar1 iizerindeki transfeksiyon etkinliklerini degerlendirmistir. Grubun
2007 yilindaki ¢alismasinda, poli(2-(metakriloiloksi)etil fosforilkolin)zs-ko-poli(2-
(diisopropilamino)etil  metakrilat)7o (PMPC25-PDPA70)  polimerzomlarinin
transfeksiyon araci olarak kullanimi test edilmistir. (Lomas ve ark., 2007). Bu amagla,
insan derisi fibroblast (HDF) hiicreleri ile ¢in hamster’t yumurtalik (CHO) hiicreleri
tizerinde yaptiklari transfeksiyon ¢alismalarinda PMPCzs5-PDPA7g polimerzomlarinin,
lipofektamin / kalsiyum fosfat partikiilleri gibi piyasada kullanilan tiriinlere gore daha
yiiksek transfeksiyon etkinligi gosterdigini saptamislardir. Ayni1 grubun 2010 yilinda
yaymlanmig ¢aligmasi ise (Lomas ve ark., 2010), PDPA blok uzunlugunun pDNA’ya
baglanma afinitesi ve enkapsiilasyon etkinligi {izerine etkisi degerlendirilmis olup,
PMPC:25-PDPA70 polimerzomlarina % 50-60 oraninda pDNA 'nin bagartyla ytliklendigi
belirtilmistir. PDPA blogunun pH hassasiyeti, tersiyer amin gruplarmin fizyolojik
ortamdaki 6,2 olan pKa degeri altindaki pH degerlerinde protonlanmasi sonucunda, bu
blok kopolimerlerinin endositik pH'daki niikleik asitler ile elektrostatik etkilesimini
sagladigi vurgulanmistir. PDPA blogunun bu 6zelligi, polimerzomlara yiiklenen
genetik materyalin sitozole salinmasini da beraberinde getirmektedir. Hiicre icine
endositoz ile alinan polimerzomlar dncelikle endozomal membran ile ¢cevrelenirler ve
daha sonra erken endozomlar yoluyla sitozolik yolculuk baglar. Bu arada, erken
endozomlarin limeninin asitligi (pH ~ 6), polimerzomlarin hizla pargalanmasini saglar
(PDPA pKa = 6,2). Fizyolojik ortamin tuz konsantrasyonuna ek olarak, bir vezikiiliin

monomer bloklarina ayrilmasindan kaynaklanan tiir sayisindaki ¢arpici artig, ozmotik
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bir sok olusturur. Bu durum, endozomal membranin gegici olarak par¢alanmasina ve
ardindan sitoplazma igine herhangi bir enkapsiile olmus genin salimina neden
olmaktadir (Tian ve ark., 2015). Literatiirdeki gen tasiyici vektorlerinin birgogu,
PDPA bazl1 polimerzomlarin aksine, niikleik asidi vektérden serbest birakmak ig¢in
endozomal pH da bozunabilir baglarin kullanimimi ve / veya endositik yolaktan
kurtulabilmek i¢in endo-ozmotik ajanlarin kullanimini gerektirmektedir. Bu
nedenlerden dolayi, PDPA esasli polimerzomlarin hiicre icerisine ilag / gen /
biyomakromolekiil tasiniminda kullanimi hayli umut verici bir yaklasim olarak

degerlendirilmektedir.

Viral olmayan diger bir gen tasiyici sistem, poli (amino asit) bazli amfifilik
triblok kopolimerlerinin kendiliginden olusum siireci ile gelistirilmistir (Brown ve
ark., 2000). Bu kopolimerler hem metoksi poli (etilen glikol)’iin (MPEG) hem de
palmitik asidin hidrofobik kisminin, bir poli-l-lisin veya poli-l-ornitin polimer
zincirlerine konjuge edilmesi ile {iretilmistir. Polimerzomlarm kendiliginden olusum
siireciyle olugmasi1 bu ii¢ bilesenin belirli bir oranda bulunmasiyla gerceklesmis ve
polimer: DNA oran1 da gen vektorlerinin yiizeyini belirleyen faktor olarak
bulunmustur. Bu gen tasiyici sistem, kontrol gruplariyla karsilastirildiginda, iki farkl
hiicre hattinda tistiin DNA transfeksiyonu sunmustur. Dahasi, DNA enkapsiile edilmis
kismen anyonik polimerzomlar, benzer DNA-polimer konjugatlarina kiyasla daha az
sitotoksisite ile karaciger ve akcigerlerde basarili bir in-vivo gen aktarimi gostermistir

(Brown ve ark., 2003).

A ve C niikleer proteinleri (lamin A / C) i¢in sorumlu olan geni susturan siRNA
ve antisens oligoniikleotidleri (AON), PLA-PEG polimerzomlar1 (OLA olarak
adlandirilir) i¢ine sirasiyla % 30 ve % 20 enkapsiilasyon etkinligi ile enkapsiile
edilmistir (Christian ve ark., 2009). Dahasi, A549 hiicrelerinde siRNA yiiklii OLA'nin
in-vitro inkiibasyonu, etkili gen transfeksiyonunu ve sonug olarak Lipofectamine 2000
icin elde edilen seviyeye kiyasla 72 saat sonra lamin A / Cnin yaklasik % 40
susturulmasiyla sonuglanmistir. Yine de, her iki vektoriin in vivo olarak uygulanmasi

g0z oniine alindiginda, siRNA igeren polimerzomlarin PEG'lenmis nétr yiizeyi, bilinen
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uzun sistemik dolasim siireleri ve {istlin biyouyumluluk 6zelliklerinden 6tiirii lipopleks

ve polipeptit gibi alternatiflerine agik bir avantaj olugturmaktadir.

1.5.3. Polimerzomlarin Goriintiilleme Alaninda Kullanim

Milkkemmel bir kargo tastyict sistem olan polimerzomlarin goriintiileme
uygulamalar1 i¢in de hayli kullanigh sistemler oldugu, son arastirmalar 1s1ginda
yayinlanan makaleler ile ortaya ¢gikmaktadir. Ornek olarak, Peter Ghoroghchian ve ark.
kisa siire once poli(etilen oksit)-b-poli (e-kaprolakton) (PEO-b-PCL) ve poli(etilen
oksit)-b-poli(y-metil-e-kaprolakton) (PEO-b-PMCL) kopolimerlerinden hareketle
0zel 151k absorblayici ozelliklere sahip polimerzomlar olusturmayr basarmislardir
(Ghoroghchian ve ark., 2007). Bu, polimerik membrana porfirin esasli floresans veren
maddelerin dahil edilmesiyle elde edilebilmektedir. Ortaya ¢ikan son yapi, goriiniir
bolgeden kizildtesi bolgesine kadar, kuantum noktaciklarina benzer optik 6zellikler
gostermektedir. Bu ¢alismalar, poli(etilen oksit)-b-poli(etil etilen) (PEO-b-PEE)
kopolimeri uygulamalarina da yansitilmistir. Hiicresel alimi artiran bir peptit ile
konjuge edilmis NearInfraRed polimerzomlar1 (NIRpolimerzomlari), bu optik
problarla gelecekteki dendritik hiicre izlemede etkin hiicre i¢i taginimi saglamak i¢in

Christian ve ark. tarafindan kullanilmistir (Christian ve ark., 2007).

Benzer bir amagla, PMPC-PDPA polimerzomlar: araciligiyla floroforlarin
taginimi Battaglia arastirma grubu tarafindan incelenmistir (Massignani ve ark., 2010).
Detayina bakildiginda, amfifilik floresan molekiilleri polimerzom membraninin iginde
olacak sekilde formiile edilmis ve sitotoksik / immiinojenik olmayan bir hiicresel takip
sistemi liretmek icin hiicre i¢ine tasinmistir. Dolayisiyla, bu tiir floroforlar ile yiikli
polimerzomlar, "nanometre boyutundaki goriintiileme ajanlar1" olarak kullanilmak
icin umut vadeden adaylardir (Duncan ve ark., 2008). Floroforlarin polimerzomlar
icine enkapsiilasyonuna ilaveten bu tasiyicinin goriintiileme alaninda kullanim
potansiyeli, gozenekli PEO-PBD polimerzomlar: i¢ine manyetik rezonans (MR)
kontrast ajanlarinin enkapsiile edilmesiyle, Cheng ve Tsourkas tarafindan yiiriitiilen

arastirmalarda 6rneklenmistir (Cheng ve Tsourkas, 2008). Polimerzomlar, 1-palmitoil-
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2-oleoil-sn-glisero-3-fosfokolin (POPC) fosfolipidi ile PEO-PBD blok kopolimerinin
85:15 molar oranindaki karisimindan hareketle film hidrasyonu yontemi kullanilarak
hazirlanmistir. Bir dendrimere kovalan olarak tutturulmus selat halindeki gadolinyum
(Gd), polimerzom liimeni i¢ine yiiklenmis ve daha sonra polimerzom membraninin
stabilitesini arttirmak i¢in bir kimyasal baslatici eklenerek serbest radikal
polimerizasyonu ile diblok kopolimerin ¢apraz baglanmasi saglanmistir. Triton X-100
gibi bir siirfaktan ilave edildikten sonra, polimerzom membranindan fosfolipit bileseni
uzaklastirilmis ve suyun kolay akisi i¢in membran igerisine delikler olusturulmustur.
Goriintilleme amaciyla Gd iyonlari tarafindan saglanan sinyalin kuvveti, Gd’ye bagh
su molekiilleri ile bunlar1 ¢evreleyen su arasindaki hizli degisim kinetiklerine baglidir
ve bu durum da polimerzom membranindaki gozeneklerin varligi ile kolaylagtirtlmigtir
(Cheng ve Tsourkas, 2008). Polimerzom membranindaki gézeneklerden olasi kagis,
Gd selatlariin dendrimerler ile konjugasyonu ile engellenmistir. Polimerzom igerisine
enkapsiile edilmis Gd serbest Gd'ye kiyasla, Gd iyonlar tarafindan iiretilen sinyal
yogunlugunu biiyiikk 6l¢iide arttirma avantajina sahiptir, ¢linkii ortalama her bir

polimerzom igerisine neredeyse 44000 Gd iyonu yiiklenmistir.

Benzer bir sekilde Yang ve ark., amfifilik folat-poli(etilen glikol)-poli (D,L-
laktit) (folat-PEG-PDLLA) ve NH2-PEG-PDLLA kopolimerlerinin ikili karigimini
kullanarak, hidrofilik siiperparamanyetik demir oksit nanopartikiilleri (SPIONs) yiikli
polimerzomlari ¢ift emiilsiyon yoluyla elde etmislerdir (Yang ve ark., 2009). Sonuglar,
enkapsiilasyonun, SPION partikiillerinin yiiksek bir yiikleme seviyesine ve ardindan
sulu ¢ekirdegin iginde kiimelenmesine imkan verdigini gostermektedir. Bu veriler,
kanser teshisi ve tedavisi i¢in etkili bir kontrast probunun ortaya ¢ikarildigini

gostermektedir.

PEO-PBD kopolimerlerinin bagka bir goriintilleme uygulamasi, polimerzom
membrani i¢indeki kuantum noktaciklarinin uygulamasini kapsar ve Maskos aragtirma
grubu tarafindan bulunmustur (Mueller ve ark.,, 2009). Kuantum noktacigi
nanokristalleri genis goriintiileme uygulamalari nedeniyle simdiye kadar biiyiik oranda

incelenmistir. Kuantum noktaciklariin bu inorganik 6zellikleri, daha biyouyumlu
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olan organik bazli floroforlara kiyasla biyolojik uygulamalarini smirlayan hiicresel

toksisiteye neden olmaktadir (Duncan ve ark., 2008).

1.5.4. Polimerzomlarin Yapay Hiicre / Nanoreaktor Olarak Kullanimi

Sentetik biyoloji, hiicre fonksiyonlar1 i¢in gerekli temel biyolojik siirecler
(yasamin kokeni) ve daha derin anlayiglara sahip olmak i¢in heyecan verici potansiyel
imkanlar1 sunmaktadir (P. Stano, 2010). Canli hiicrelerden ilham alan bilim insanlari,
hayatin devamuyla ilgili karmasik biyolojik siiregleri anlamak igin sentetik hiicresel
yapilar yaratmayi diisiine gelmistirler. Bu sentetik hiicresel sistemler, “yapay hiicreler
/ sentetik hiicreler” (protocells) olarak isimlendirilmektedir (Dzieciol ve Mann, 2012).
Tanim olarak ideal yapay hiicreler, bilgi materyallerini (DNA, RNA, Protein)
boliimlendirerek yerlestirme, biiyiime ve kendini onarma, kendini kopyalama siireci
araciligiyla evrim ve maddelerin/bilgilerin transferi gibi temel hiicre fonksiyonlarini
gosteren Dbiyotik, abiyotik materyallerden veya bunlarin kombinasyonundan
tiretilebilen sentetik hiicre benzeri sistemlerdir (Szostak ve ark., 2001). Yapay
hiicreler, hiicresel islevleri incelemek veya biyoteknolojik biyoreaktorler / ilag tasiyici
sistemler olarak kullanilmak {izere biyolojik hiicrelerin ozelliklerini taklit etmeyi
amaglayan yapay yapilardir. Su bazli bir béliimde belirli biyolojik siirecler igin
tasarlanmig sentetik sistemi igeren bu yapay hiicreler, disar1 kisim ile iletisim saglamak
igin tercihen yar1 gegirgen veya segici olarak gegirgen olmasi gereken bir membran ile
sinirlandirilmigtir. Bu yapay hiicrelerden, biyolojik bir siireci istenmeyen dis
faktorlerden izole etmek lizere veya biyolojik bir siirecin unsurlarini birbirine yakin
tutmak tizere ya da bazi molekiillerin tasarlanan mikro ¢evreye girip ¢ikmasini

diizenlemek iizere yararlanilmaktadir.

Prensipte ilkel hiicreler, karmasik biyolojik sistemlerden (makinelerden)
yoksun hiicrelerin temel birimleri olup, esas olarak bilesenlerinin kendiliginden
olusum o6zelliklerine dayanmaktadir ve hiicre iletisimi, biiylimesi ve boliinmesi de
dahil olmak iizere temel hiicre fonksiyonlarin1 elde etmek igin ¢evre ile

etkilesimdedirler (Hanczyc ve Szostak, 2004). Bu nedenle, kendiliginden olusan
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vezikiiler yapilar, ilkel hiicrelerin ana bilesenleri olduklart igin, yapay hiicre
gelistirmek icin ideal adaydir. Yapisal bloklarin yag asitleri, fosfolipitler, protein-
polimer konjugatlar1, polielektrolitler veya polimerler oldugu kendiliginden olusu
veya mikro faz ayrimina dayanan sentetik hiicre modelleri insas1 i¢in gesitli stratejiler
arastirilmistir (6rnegin: Kendiliginden olusan blok kopolimerler ). Yapay hiicrelerin
olusumu i¢in, polimerzomlar (Martino ve ark., 2012), kolloidozomlar (Huo ve ark.,
2014), koaservatlar (Williams ve ark., 2014), lipit esasli vezikiiller (Adamala ve
Szostak, 2013), membransiz peptit / niikleotid yapay hiicreleri (Tang ve ark., 2013),
proteinozomlar (Huang ve ark., 2014) ve bunlarin kombinasyonlar1 (Tang ve ark.,
2014; Huang ve ark., 2013) gibi ¢ok cesitli molekiiler olusumlar uygulanmustir.
Bugiine kadar, rapor edilen model yapay hiicre bolmelerinin biyolojik fonksiyonlari,
(1) bolimlendirilmis yapay hiicreler, (ii) gen ve protein ifade eden yapay hiicreler ve
(iii) kendiliginden c¢alisan motorlar (otonom hareketli nanoreaktorler), olarak

smiflandirilabilir (Balasubramanian ve ark., 2016).

1.5.4.1. Polimerzomlarin Boliimlendirilmis Yapay Hiicreler Olarak Kullanimi

Biyo-boliimlendirme, gesitli proteinlerin ve enzimlerin hiicrenin islevleri igin
gerekli olan gesitli metabolik (biyokimyasal) reaksiyonlari gergeklestirmek igin
molekiilleri ve sinyalleri kolayca iletebildikleri hiicrelerin temel gereksinimidir.
Doganin boliimlendirme stratejisini taklit etmek amaciyla polimerzomlar, i¢ sulu
liimeninde ve polimer membran ile dis kisim arasindaki ara yiizeyde bulunan
reaksiyon alani nedeniyle biiyiik ilgi gormektedir. Polimerzomlar belirli biyokimyasal
reaksiyonlar i¢in proteinleri ve enzimleri belirli bir mikro / nano alana kapatip, disarist

ile iletisimi saglamak i¢in de bir membran ile ¢cevreleyebilmektedirler.

Hiicrelerin boliimlendirme stratejilerini taklit etmek i¢in gelistirilen model
yapay hiicreler, polimerzom alaninda yaygin olarak incelenen kavramlardan biridir
(Palivan ve ark., 2012; Roodbeen ve Van Hest, 2009). Cogu durumda, boliimlendirme
stratejilerini temsil etmek iizere gelistirilen polimerzom esasli yapay hiicreler,

nanoreaktorler olarak degerlendirilmektedir. Nanoreaktorlerin kendini onarma ve
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kendini kopyalama 6zelliklerine sahip olmalarina ragmen, hiicrelerin baz1 biyolojik
ozelliklerini / iglevlerini taklit edebilmeleri noktalarinda yapay hiicre tanimini yerine
getirdikleri goriilmektedir. Bu nedenle, yapay hiicreler ile nanoreaktdrler es anlaml

olarak kullanilabilmektedir.

Polimerzom esasli nanoreaktorler, sulu boliimlerindeki enzimatik reaksiyonlari
saglamak icin cesitli enzimleri enkapsiile eden ve bu enzimlerin kopolimer
membrandan salimina izin vermeyen polimerzomlardir. Bu sekilde, nanoreaktorlerin
tasarimi hassas enzimleri proteolitik bozulmadan korumakta ve ayni zamanda sulu
limendeki Katalitik reaksiyonlara veya reaksiyon sonu {riinlerden istenilen
bilesiklerin polimerzom disarisina tasinmasina izin vermektedir. Genel olarak
nanoreaktorler, polimerzomlarin membran gecirgenligine bagl olarak iki sinifa
ayrilabilirler: (i) segici veya yart gecirgen nanoreaktdrler ve (ii) kanal donanimli

nanoreaktorler.

1.5.4.1.1. Nanoreaktor Olarak Secici ve Yar1 Gecirgen Polimerzomlar

Secici / yar1 gegirgen polimerzom nanoreaktorlerde kopolimer membran;
oksijen tiirleri, glukoz, tetrametilbenzidin, pirogallol, glukonolakton ve laktonlar gibi
¢ok kiiciik molekiillere karsi gegirgendir (Axthelm ve ark., 2008; Tanner ve ark.,
2013). Basit oksijen gegirgen nanoreaktorler, PBD-PEO ve PCL-PEQ'dan hareketle
tiretilmis ve hemoglobin enkapsiile edilmis polimerzomlarin kullanimiyla elde
edilebilmektedir (Arifin ve Palmer, 2005b; Rameez ve ark., 2008). Bu 6rneklerden
ikincisinde oksijen gegirgenligi, polimerzomlarin (~ 8 ve 18 nm) artan membran
kalinlig1 ile % 57'ye kadar diismiistiir. Hemoglobinin enkapsiilasyonunun oksijen
baglama kapasitesini degistirmedigini, ancak nanoreaktorlerin azalmis aktivitesinin

esasen sinirli membran gegirgenliginden kaynaklandigi belirtilmistir.

Stiper oksit dismutaz (SOD) enkapsiile edilmis poli(2-metil oksazolin)-b-
poli(dimetil siloksan)-b-poli(2-metil oksazolin) (PMOXA-PDMS-PMOXA) dan

olusan polimerzomlar, antioksidan nanoreaktorler olarak bildirilmistir (Axthelm ve
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ark., 2008). Kopolimer membranin siiperoksit radikallerine gegirgen oldugu, boylece
hidrojen peroksit halinde detoksifikasyonun saglandigi gosterilmistir. Stabilite ve
bozunmaya kars1 korumaya ek olarak, enkapsiile edilmis SOD'un birkag hafta boyunca
etkinligini korudugu goézlemlenmistir. Bununla birlikte, nihai triin olan H2O, hala

biyolojik kosullarda zararli etkilere neden olabilecek bir reaktif oksijen tiirtidiir.

Alternatif bir stratejide hem SOD hem de, peroksidazi taklit eden ¢ifte enzim
gorevi yapabilen, kii¢iik bir molekiil (metal kompleksi) enkapsiile edilmis benzer
PMOXA-PDMS-PMOXA polimerzomlarmin kullanimini incelemistir. Bu yolla
stiperoksit radikalleri, polimerzom membranina niifuz ederek 6ncelikle H2O2'ye ve
daha sonra toksik olmayan bir nihai iriin olan suya detoksifiye edilebilmektedir
(Balasubramanian ve ark., 2011). Bununla birlikte, PMOXA-PDMS-PMOXA
membrani, suya gegirgen degildir (Kumar ve ark., 2007) ve bu durum belirli bir siire
sonra, bir nihai {iriin olarak suyun stirekli birikimi iizerine nanoreaktorlerin ozmolizine
yol agabilir. Siiperoksit radikallerinin PMOXA-PDMS-PMOXA triblok kopolimer
membrandan gecebilmesinin, kopolimerin hidrofobik bdliimiiniin blok uzunluguna

oldukga bagimli oldugu bildirilmistir.

Poli(stiren)-b-poli(izosiyano alanin (2-tiyofen-3-il-etil) amit) (PS-PIAT) bazli
polimerzomlardan olusan nanoreaktorleri gelistirmek i¢in GOx, at HRP’si,
Kloroperoksidaz (CPO) ve kandida antarktika lipaz B (CalB) gibi farkli enzimler
kullanilmistir (de Hoog ve ark., 2009; Kuiper ve ark., 2008; Tanner ve ark., 2013; Van
Dongen ve ark., 2009; Vriezema ve ark., 2007). Enzim enkapsiile edilmis PS-PIAT
polimerzomlari, enzim reaksiyonlar1 igin gerekli olan bir dizi kiigiik molekiile kars1
secici olarak gegirimlidir. Nanoreaktorlerdeki enzimatik kaskad reaksiyonlari,
oncelikle ayr1 olarak hazirlanmis GOx ve HRP iceren nanoreaktorlerin karistirilmasi
ile gosterilmistir. Substratin ve iriiniin membrandan gegebilmesi, bu iki farkh
nanoreaktér bdlmesi arasinda basarili kaskad reaksiyonlarinin gerceklestigini
gostermistir. Daha karmasik {ic asamali kaskad reaksiyonlari, ilk enzimin (GOx)
polimerzom igine enkapsiile edildigi, ikinci enzimin (CalB) kopolimer membranin

yapisina katildig1 ve l¢iincii enzimin de (HRP) polimerzom ylizeyine sabitlendigi,

36



farkli konumlandirilmis ¢ farkli enzimden olusan PS-PIAT nanoreaktorleri

kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 1.12) (Van Dongen ve ark., 2009).

Combined with
polymers in THF

In aqueous buffer

Sekil 1.12. Ug basamakl1 kaskad reaksiyonunu gergeklestirmek amaciyla tasarlanmis

PS-PIAT polimerzomlar: (Van Dongen ve ark., 2009).

Uc asamali kaskad su sekilde gerceklesmektedir: ilk olarak substrat, yani
glikoz asetat, CalB tarafindan glikoza donistiiriiliir ve daha sonra GOx tarafindan
oksitlenir. Tkinci asamadaki H20> reaksiyonunun nihai iiriinii de daha sonrasinda 2,2-
azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS)’yi, ABTS(+) 'e oksitlemek i¢in
kullanilir. {lging olarak, planlandig: gibi ilk iki enzim reaksiyonu gdzlemlenmis ancak
HRP, muhtemelen polimerzomlarin dis yiizeyindeki konumundan 6tiirii, genel enzim
kinetigini etkilememistir. Nanoreaktorlerdeki ii¢ asamali basamakli reaksiyonun
enzim aktivitesi, li¢ enzimin karigimindan daha diisiik olmasina ragmen, polimerzom
membraninin substrat gegirgenligi smirlamalari, enzimlerin polimer bdlmelerine
hapsedilmesi ve organik ¢oziiciiniin (tetrahidrofuran) varligi gibi faktorlerin hepsi

enzimatik aktiviteyi etkilemistir.

1.5.4.1.2. Nanoreaktor Olarak Membram Kanallar ile Donatilmis Polimerzomlar

Battaglia aragtirma grubu tarafindan 2016 yilinda yapilan arastirmada, segici

gecirgenlige sahip olan ve 1,5 nm boyutundaki organik molekiillerin taginmasina izin
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veren hibrid nano-tasiyicilar gelistirilmistir (Messager ve ark., 2016). Boyutca biiyiik
enzimlerin (yaklagik 5 nm), bu vezikiillerin i¢ine enkapsiile edilebilip, islemden
sonrada katalitik olarak aktif kalabilecekleri ve bu hibrid yapilarin yeni bir enzimatik
nanoreaktor tliriini olusturdugu ifade edilmistir. Arastirmanin temelinde, membran
yapisinda DNA nano-gozenekleri olan PMPC-PDPA esasli polimerzomlar
gelistirilmesi amaglanmistir. Polimerik vezikiillerin ve DNA gozeneklerinin
amaclanan hedef dogrultusunda yiiksek ayarlanabilirligi; ilag tasinimi, biyolojik
gorlintiileme, biyo-kataliz ve yapay hiicre uygulamalari i¢in nano-tastyicilarin
hazirlanmasinda anahtar oldugu gosterilmistir. Oncelikle polimerzomlar ve DNA
nano-gozenekleri ayr1 ayri hazirlanip, sonrasinda bir arada inkiibe edilerek, ortalama
her bir polimerzomun 7 DNA nano-gozenegi tasiyacagi sekilde, nano-goézeneklerin
polimerzom membranina eklenmesi gergeklestirilmistir. Nano-gozenekler ile dekore
edilmis polimerzomlarin islevselligi, hibrid tasiyicilarin enzimatik nanoreaktorlere
dontistiiriilebilecegini gosteren bir enzimatik deneyle gosterilmistir. Deney, florojenik
enzim substrati B-NAR-AMC'nin DNA go6zenekleri boyunca tasinmasit ve
polimerzom igerisine enkapsiile edilmis tripsin ile floresan iiriin AMC'ye boliinmesine
dayanmaktadir (Sekil 1.13). Enzim substratinin uzunlugu 1,5 nm olup yiikii pozitiftir
ve oOzellikle 2 nm’lik DNA nano-gozeneginden gecip gegemeyeceginin saptanmasi
amactyla secilmistir. Cilinkii pozitif yiiklii, 1 nm’lik organik molekiillerin gozenek
boyunca niifuz ettigi bilinmektedir. DNA nano-gdzenegi tasiyan polimerzomlardaki
enzimatik aktivitenin, tagimayanlara oranla 10 kat daha hizli oldugu belirtilerek hem
sistemin basariyla calistigit hem de PMPC-PDPA membraninin substrata karsi

tamamen geg¢irimsiz olmadigi bulunmustur.
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iiriin (B-NAR + AMC)

|

Ne

DNA esasli kanal
NP-3C

PMPC-b-PDPA

e — substrat (B-NAR-AMC)

B-NAR-AMC B-NAR

Sekil 1.13. DNA nano-gozenegi tastyan PMPC-PDPA polimerzomlarinin sematize ifadesi
(Messager ve ark., 2016).

1.5.4.2. Gen ve Protein ifade Eden Yapay Hiicreler

Yapay hiicrelerin yaratilmasinda 6nemli olan hiicrelerin yasami bakimindan
gerekli olan bilgilendirme bilesiklerini, replikasyon siireci boyunca iiretmektir.
Hiicrenin kendini onarmasi ve ¢ogalmasi i¢in, enzimatik reaksiyonlarin aracilik ettigi

gen (DNA / RNA) ve protein ifade etme yetenekleri, hayati 6nem tasimaktadir. Cesitli
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sentetik hiicresel sistemlerde RNA replikasyonu, DNA ¢ogaltilmas: (polimeraz zincir
reaksiyonu), DNA transkripsiyonu ve mRNA translasyonu gibi biyolojik islemleri
taklit eden model yapay hiicreler farkli arastirma gruplar tarafindan kapsamli olarak
incelenmistir (Hammer ve Kamat, 2012; Kamat ve ark., 2011; Li ve ark., 2014,
Roodbeen ve Van Hest, 2009; Stano ve Luisi, 2010). Genel olarak protein ekspresyon
stireci, bir proteine doniisen mRNA {iretimi ile sonlanan DNA transkripsiyonundan
olusur. Bu islem, DNA, RNA, niikleotidler, enzimler (polimerazlar), fosfatlar, vb. gibi
bilesenlerin bir havuzunu gerektirir. Dolayisiyla, komple bir biyolojik makinelerin tek
bir yapay hiicreye dahil edilmesi olduk¢a karmagiktir. Bununla birlikte, piyasada
bulunan protein sentez kitleri, bu bilesenlerin yapay hiicrelere dahil edilmesini siradan
hale getirmektedir. Ancak, tim bu maddelerin karisimmin geleneksel yontemlerle
enkapsiilasyonunda karsilasilan karmasiklik, yapay hiicreler ile protein sentezinin
verimliligini etkileyen sinirlayici faktordiir. Alternatif olarak, yiiksek enkapstilasyon
etkinligini saglayan mikroakigkan teknolojisi, enkapsiilasyon siirecini kontrol etmek
icin kullanilmaktadir. Model yapay hiicrelerin ¢ogu, protein sentezi igin gerekli
biyolojik sisteminin enkapsiile edilmesinden (biyolojik makinenin ¢aligmasi igin
gerekli yem bilesenleri) olusan bir protein ifade sistemi olarak gelistirilmistir. Bu
sistemin beslenmesinde kullanilan tiim bilesenler protein sentezi i¢in kullanildiktan
sonra, yem bilesenlerinin disariya transferine izin vermeyen gecirimsiz sentetik
membranlar nedeniyle zamanla protein tiretimi doygunluga ulasir. Bu nedenle, yapay
hiicrelere kontrollii membran gegirgenligi kazandirmak, daha uzun siire siirekli protein

tiretilmesini saglamaktadir.

Lipozom tabanli yapay hiicreler ile karsilastirildiginda, gen ekspresyonu ve
protein sentezi i¢in polimerzom esasli yapay hiicrelerin gelistirildigi 6rnek sayis1 hayli
azdir. 2012 yilinda PLA-PEG'den olusan polimerzomlar igerisine, bakteri membrani
iligkili hiicre iskeleti aktin benzeri proteinin (MreB) hiicresiz olarak ekspresyonu i¢in
gerekli biitiin biyolojik gereksinimler (6rnegin E. coli'den elde edilmis ribozomal
ekstre ve pDNA) basariyla enkapsiile edilmistir (Martino ve ark., 2012). Bu ¢alismada,
polimerzomlara iliskin genel bir smirlama olan polidispers biyiikliik dagilimi ve
diisiik enkapsiilasyon etkinligi, % 100 enkapsiilasyon etkinligi ile beraber olduk¢a

monodispers polimerzomlarin ede edilebildigi mikroakiskan teknolojisi kullanilarak
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gelistirilmistir. Dev boyutlu polimerzomlar (126 um) i¢inde MreB-kirmizi floresan
proteininin (RFP) birkag saat i¢indeki yiiksek verimli hiicre dis1 ifadesi, 32°C'deki
floresans ile kanitlanmistir. Protein ekspresyon kinetigi, istatistiksel olarak anlamli
olmayan bir sekilde on adet polimerzoma dayali olarak gosterilmistir. Yine de, hassas
olarak kontrol edilen ve tekdiize edilmis enkapsiilasyondan o&tiirii bu polimerzom
popiilasyonundaki ifade seviyelerinin benzer oldugu kabul edilmistir. Ilging bir
sekilde, yar1 gegirgen kopolimer membrandan 6tiirii, stirekli bir sekilde ozmotik olarak
tetiklenen protein salimi  gosterilmistir. Aynmi  zamanda, ozmotik basing,
polimerzomlarin i¢ ve dis taraflar1 arasinda esitlendiginde, hidrolitik gozenekler
iyilesmeye (kapanmaya) baslamis ve proteinlerin polimerzomlardan tamamiyla

serbest birakilmamasina yol agmustir.

1.5.4.3. Kendiliginden Calisan Motorlar

Hiicrelerin otonom hareketi, diger hiicreler ile iletisim kurmak ve kendi
aralarinda koordine olmak i¢in gerektigi kadar, ¢evresel degisikliklere tepki olarak, ya
belirli bir bolgeye dogru ya da bu bolgeden uzaklasarak hiicre gogiinii diizenlemek igin
de vazgecilmez bir islemdir. Bu nedenle, bilim adamlar1 hiicre i¢i ve hiicresel
motiliteyi anlamak ve otonom olarak hareket eden biyolojik motorlar olarak islev
gorebilecek yapay hiicreleri tasarlamak igin kendiliginden hareket eden hiicrelerin
hareketini taklit etmek i¢in ¢aba gostermektedirler. Ortam sinyallerine cevap olarak
herhangi bir dis kuvvet olmadan gé¢ etmeye yonlendirilebilen kendiliginden hareket
ozellikleri, tamamuyla sentetik polimerzom esasli nanoreaktérlerin olugturulmasinda

onemli bir adimdir (Balasubramanian ve ark., 2016).

Temel olarak hiicresel motilite, hiicresel iskelet polimerleri ve motor
proteinlerin birlestirilmesi ve ayrilmasi ile yonetilmektedir. Bu baglamda sentetik
hiicresel sistemlerde membran hareketini olusturmak ic¢in aktin filamentleri ve
mikrotiibiillerin dinamik olarak birlesmesini ve ayrilmasim1 gosteren az ¢alisma
bulunmaktadir. Ornegin, aktin filamentleri, hiicrenin motilitesinde 6nemli bir rol

oynayan membran ¢ikintilarina yol agan kuvveti olusturur (Pollard ve Borisy, 2003).
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Daha erken asamalarda, proteinlerle kapli polistiren mikrokiireler, aktin
polimerizasyonunu katalize ederek aktin filamentlerinin  simetrik  olarak
diizenlenmesine yol a¢gmustir. Bu simetrinin kendiliginden kirilmasinin ardindan,
mikrokiireler tek yonlii hareket géstermistir (van Oudenaarden ve Theriot, 1999).
Lipozomlar igerisindeki aktin polimerizasyonu, yapay hiicre hareketliliginin gelisimi
i¢in gerekli olan, hiicre iskeletine benzer aglar olusturmak i¢in arastirilmistir (Cortese

ve ark., 1989; Stachowiak ve ark., 2009).

Son zamanlarda, membranin ileri dogru itilmesini saglayan membrandaki aktin
polimerizasyonunu taklit etmek i¢in, membranin lamellipodyum (Lamellipodium:
Hiicrenin hareketini saglayan, yiizeylerindeki aktin proteini igerikli hiicre iskeleti
uzantisidir.) uzantisinin hiicresel mekanizmasi ile benzer, hiicre boyutunda lipozomlar

gelistirilmistir (Lemiére ve ark., 2015).

Otonom hareket, sadece aksiyon polimerizasyonu ve motor proteinler gibi
biyolojik ilkeler kullanilarak elde edilmemektedir. Asimetrik ortamlardaki brownian
hareketler ve difiizyonel etki gibi tamamen abiyotik fiziksel prensipler, sentetik
hiicresel sistemlerin hareketliligini yonlendirmek i¢in itici gii¢ iiretmek {iizere
ayarlanabilmektedir. Yapay hiicrelerde yonlendirilmis hareketi basarmak igin iyon
gradyaninin, ¢esitli kimyasal reaksiyonlarin ve adezyonun kullanimi gibi farkli

yaklagimlar onerilmektedir (Kamat ve ark., 2011).

1.6. Kargo Enkapsiilasyon Yontemleri

Polimerzom esasli formiilasyonlar aragilifiyla taginabilen kimyasal etkin
maddeler, proteinler ve genetik materyaller gibi ¢esitli terapdtik etkisi olan maddeler
“kargo molekiili” olarak adlandirilmaktadir. Kargo molekiilii, ya polimerzom
olusturma islemi sirasinda ya da polimerzomlar olusturulduktan sonra enkapsiile

edilebilmektedir.
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1.6.1. Polimerzom Olusumu Esnasinda Kargo Enkapsiilasyonu

Kargonun enkapsiilasyonu polimerzom olusumundaki iki ana stratejiden yola
¢ikarak basarilabilmektedir: y1gin polimerlerden hareketle (top-down yaklasim) ya da
unimerlerden yani tekli blok kopolimer zincirlerinden hareketle( bottom-up yaklasim).

Ik gelistirilmis strateji top-down yaklasimi olarakta degerlendirilebilen, bir
polimer y1gininin veya film tabakasinin, sulu bir ¢6zeltiyle siispande edilmesidir. Tipik
olarak su veya tampon ¢Ozeltisi, kayma hizi (6rnegin karistirma), ultrason veya
elektrik akimi gibi bir enerji kaynagiin varliginda polimerik film tabakasina ilave
edilir. Filmin hidrasyonu {izerine polimerik pargaciklar asamali olarak ayrilir ve
yiikksek polimer konsantrasyonunda goriilen lameller fazlardan diisiik polimer
konsantrasyonunda goriilen vezikiillere kadar degisen fazlar bildirilmistir (Battaglia
ve Ryan, 2006b). Bu islemi kullanarak suda ¢oziiniir bilesikler, bu bilesikleri igeren
bir sulu c¢ozeltinin polimerik filmine eklenmesiyle enkapsiile edilebilmektedir.
Ornegin, sulu ¢ozelti doksorubisin hidrokloriiriin polimerzomlar igerisine enkapsiile
edilebildigi bildirilmistir (Colley ve ark., 2014). Diger yandan hidrofobik bilesiklerin,
polimerik film tabakasi i¢ine eklenebilmesi i¢in organik bir ¢oziicii iginde kopolimer
ile onceden karigtirtlmalidir. Organik ¢oziiciilerin kullanimi hasssas biyoaktif
bilesiklerin enkapsiilasyonunda uyumlu olmasa bile, paklitaksel, flutaks veya
kamptotesin polimerzom membrani igerisinde enkapsiile edilebilmistir (Lee ve Feijen,
2012; Li ve ark., 2007; Thambi ve ark., 2012). Bu formiilasyonlarin oda sicakligi
altinda aylarca stabil kaldig1 da gdsterilmistir.

Yaygin olarak kullanilan ve bottom-up yaklagimi olarak degerlendirilen ikinci
stratejide ise, kopolimer zincirlerinin tek tek bulundugu ¢6zeltisinden kendiliginden
olusum siirecinin tetiklenmesini kapsamaktadir. Genel olarak, kopolimer ilk &nce
yapisindaki her iki blok i¢in uygun bir ¢oziicii i¢inde ¢oziiliir ve daha sonra bu ¢oziicii
sistemi, yalnizca hidrofilik blok i¢in uygun olan bir ¢oziicii ile degistirilir. Bu
degisimin ardindan sistemdeki organik ¢oziicii, buharlastirma veya diyaliz yontemleri

kullanilarak ortamdan uzaklastirilmaktadir. Bu degisim ya c¢oziiciiniin baska bir
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¢oziicii ile fiziksel bir degisimi (Zhang ve Eisenberg, 1995) ya da ¢dziici
kosullarindaki (6rnegin pH veya sicaklik) bir degisiklik seklinde olabilmektedir
(Brown ve ark., 2010; Lomas ve ark., 2010). Coziici degisimi aracili
enkapsiilasyondan simdiye kadar yapilan g¢alismalarda hem hidrofobik (6rnegin:
Lipofilik anti kanser bilesikler) hem de hidrofilik etkin maddeler polimerzomlara
enkapsiile edilebilmistir (Du ve ark., 2012; Van Dongen ve ark., 2009). pH veya
sicaklik degisimi yontemi kullanildiginda (6rnegin pH duyarli bir kopolimer varsa),
formiilasyon tiim siire¢ boyunca sulu bir ¢ozeltide kaldig: i¢in polimerzom olusumu
sirasinda  DNA ve proteinler gibi suda ¢Ozliniir bilesiklerin yliksek verimli

enkapsiilasyonu miimkiin olmaktadir (Lomas ve ark., 2007; Matini ve ark., 2014).

Cozilicii degisimi ve pH degisimi yontemleri, bir emiilsiyon sablonu
kullanilarak daha da gelistirilmistir. Ornegin, ¢oziicii degisiminin gelismis bir
versiyonu emiilsiyon-santrifiij yontemiyle polimerzom olusumunu temel alir. Bu
yaklagimda, membran tabakali olacak sekilde olusturulmustur (Pautot ve ark., 2003).
Kisaca, sulu bir siikroz ¢ozeltisi 6ncelikle blok kopolimer zincirlerini igeren organik
bir ¢ozelti ile emiilsiyon haline getirilir. Blok kopolimer zincirleri, yag i¢inde su ara
yiiziinii kaplar ve bdylece, i¢ polimerzom katmani olusturulur. Bu emiilsiyon daha
sonra sulu glikoz ¢6zeltisi ve blok kopolimer zincirlerinin organik ¢ozeltisinden olusan
cift fazli bir karigima aktarilarak santrifiij edilir ve boylece de dis polimerzom
katmanmin olusumu saglanir. Bu yontem, stabilitenin kontrol edilmesi ve salim
ozellikleri acisindan zorlayici olabilecek, bir¢ok bolmeli yapiin tek bir bolme igine
enkapsiilasyonu imkani sunmaktadir. Bu stratejiyi kullanan Marguet ve ark.,
doksorubisin igeren polimerzomlari, yiiksek enkapsiilasyon etkinligi ile dev
polimerzomlar (“vezozom” olarakta adlandirilir) igerisine enkapsiile etmeyi
basarmistir (Marguet ve ark., 2012). Boylece doksorubisinin bu dev ¢oklu

kompartimanlardan salimi kontrollii bir sekilde uzatilmistir.

Coziicli degistirmenin oldukga gelismis bir diger yolu ise vezikiil olusumunu
ve kargo bilesigi enkapsiile etmeyi ayni anda saglama avantajini sunan mikroakiskan
sistemlerdir. Siirekli bir islem oldugundan endiistriyel 6lgekte, partikiil biiytikligi ve

tekrarlanabilirlik agisindan ¢ok iyi bir kontrol imkani sunan, polimerzom iiretimi
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potansiyeli saglamaktadir. Ik olarak Weitz ve arkdaslari, Forster ile beraber ¢oziicii
degisimi yontemi ile PEG-PLLA polimerzomlarini (Thiele ve ark., 2010) ve Battaglia
arastirma grubu ise pH degisimi yontemi ile PMPC-PDPA polimerzomlarini (Brown
ve ark., 2010), mikroakiskan teknolojisini kullanarak elde edebilmislerdir. Brown ve
ark. kiigiik bir model etkin maddenin (pH indikatorii) ve model bir protein olarak sigir
serum albiimininin (BSA) (Brown ve ark., 2010), Kim ve ark. ise PEG-PLLA sistemini
kullanarak hidrofobik boyalarin ve 6rnek hidrofilik molekiillerin (Kim ve ark., 2011)
ayni yontem ile enkapsiilasyonunu gostermislerdir. Bununla birlikte, mikroakiskan
yontemi kullanilarak polimerzomlarin igerisine tibbi uygulamalara yonelik etkin
madde enkapsiilasyonu iizerinde yogun c¢alisma olmayan bir alandir. Bu teknigi
kullanmanin bir diger onemli 6zelligi, vezikiillerin boyutunu 200 nm'den birkag
mikrometreye (dev polimerzomlar) kadar ayarlama yetenegidir (Kim ve ark., 2013;
Thiele,Abate ve ark., 2010). Bu sonuglarin ardindan Kim ve arkadaslari ¢ap1 5 pm olan
vezikiilleri, 30 um’lik dev vezikiiller i¢ine enkapsiile etmeyi basarmiglardir (Kim ve
ark., 2013). Bu yontemin hiicre iskeletinin enkapsiilasyonu igin potansiyel kullanimi

arastirtlmistir (Martino ve ark., 2012).

1.6.2. Polimerzom Olusumu Sonrasinda Kargo Enkapsiilasyonu

Kargo bilesikleri polimerzomlara yiiklemenin farkli bir yolu o6nceden
olusturulmus bos vezikiilleri sonradan doldurmaktir. Boyle bir enkapsiilasyon
stirecinin ilk bildirimi, Discher ve arkadaslar1 tarafindan paklitakselin, bir PEG-PLA
polimerzom siispansiyonuna enjekte edilmesi suretiyle yerlestirilmesi seklindendir
(Ahmed ve ark., 2006). Battaglia arastirma grubu, morfolojisini ve boyutunu
koruyarak ¢esitli biyo(makro)molekiilleri (6rnegin: Proteinler, DNA, mRNA veya
biyoaktif ilaglar) polimerzomlar i¢inde enkapsiile etmek icin elektroporasyon
(elektropermeabilizasyon) islemini kullanmayi onermistir (Wang ve ark., 2012).
Elektroporasyon, harici molekiillerin hiicrelere sokulmasi i¢in gelistirilmis olan ve
molekiiler biyolojide siklikla kullanilan bir tekniktir. Bu teknikte temel olarak, elektrik

iletkenliginde siirekli bir artis saglayan ve dolayisiyla membranin gegirgenligini
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arttiran harici bir elektrik alani uygulanmaktadir (Ho ve Mittal, 1996; Neumann ve
ark., 1982).

Etkin maddeleri polimerzomlar igerisine enkapsiile etmek i¢in fiziksel olarak
yonlendirilmis yollarin yan1 sira, dogada hiicrelerin molekiilleri nasil aldigina iliskin
yollara da bakmak gerekmektedir. Bu baglamda, bir membranla ¢evrili bolme igine
enkapsiilasyondan olusan bir endositoz tarafindan yonlendirilen mekanizma, ilgi
konusu haline gelmistir. Kroeger ve ark. PDMS-PMOXA polimerzomlarini kullanarak
bu prensibi taklit etmeye calismistir (Jaskiewicz ve ark., 2012). Calismalarina gore,
kiigiik polistiren veya silisyum dioksit nanopartikiilleri, bir egriligi zorlayacak ve daha
sonra bir endositoz benzeri verim saglayacak sekilde membran ile etkilesime
gecebilmektedirler. Sonug olarakta nanopartikiiller iki katmanla ¢evrelenip enkapsiile

edilerek kiiciik polimerzomlar elde edilmistir (Jaskiewicz ve ark., 2012).

Top-down yaklagimu Bottom-up yaklagimi Olusum sonrasi yontemler
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Sekil 1.14. Kargo bilesiklerin polimerzomlar igerisine enkapsiile edilme y&ntemlerinin

sematize edilmis hali (Messager ve ark., 2014).
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1.7. Polimerzomlarin Stabilitesi

Polimerzom esasli kargo tasiyicit sistemlerin, oOzellikle alternatifi olarak
gorildiikleri lipozomlara gore en biiytik tistiinliikleri kolloidal stabilitelerinin daha iyi
olmast ve igerisindeki kargo bilesigi zamanla sizdirma dezavantajin
gostermemeleridir. Bu iistiin 6zelliklerin esasinda temel nedeni lipozomlardaki lipidik
membranlara (3-5 nm) kiyasla polimerzomlarin polimerik membranlarinin (3-15 nm)
daha kalin olmalaridir. Bu durumun en biiyiik nedeni ise bilim adamlarinin gelisen
polimerizasyon teknikleri iizerindeki artan kontroliidiir ve hedeflenen vezikiiler
yapimin elde edilmesine yonelik olarak, lipitlere gore ¢cok daha biiyiikk uzunluklarda

kopolimerik zincirlerin iiretilebilir olmasidir.

Film hidrasyonu ile hazirlanmis POEGMA-PDPA polimerzomlarinin
stabilitesi, Simon-Garcia ve ark. tarafindan incelenmistir (Simon-Gracia ve ark.,
2016). Herhangi bir bilesik yiiklenmemis bos polimerzom (PS) dispersiyonunun
+4°C’deki 4 aylik ve 37°C’deki 24 saatlik stabiliteleri ile paklitaksel yiiklii
polimerzom dispersiyonunun (PTX-PS) 37°C’deki 24 saatlik stabilitesi incelenmistir.
Sekil 1.15°deki wveriler dogrultusunda, polimerzomlarin ilag tasimiminda
kullanilabilecek stabil bir tasiyici olduklar1 anlagilmaktadir. Aymi grubun 2008
yilindaki ¢aligmasinda ise PMPC-PDPA polimerzom disperisyonunun oda
sicakliginda kolloidal stabilitesini 3 ay siiresince korudugu belirtilmistir (Lomas ve
ark., 2008).

12 PS . Sample Size (nm) PDI
> — — - PS,24hat37°C oS 19 019
s sssensenes PS4 months at 4° C :

g 8 PS-PTX PS,24hat37°C 226 0.19
5 — ——-PS-PTX,24hat37°C PS, 4 months at 4° C 221 0.2
PR K PS—-PTX 225 0.2
PS-PTX ,24 hat37°C 231 0.2
0 - v B . \
0 200 400 600 800 1,000 1,200

Size (nm)

Sekil 1.15. POEGMA-PDPA polimerzomlarinin bos ve paklitaksel yiiklii haldeki stabiliteleri
(Simon-Gracia ve ark., 2016).
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Battaglia arastirma grubunun 2016 yilinda yayimladig1 arastirmada ise PEO-
PBD polimerzomlari, su veya fizyolojik kosullar1 taklit etmesi agisindan tuzlu fosfat
tamponu (PBS) kullanilarak film hidrasyonu yontemi ile hazirlanmigtir (Bartenstein
ve ark., 2016). Polidispers olan bu polimerzom dispersiyonlarinin partikiil biiytikligi
dagilimi, boyut dislama kromatografisi veya ekstriizyon yontemi ile daha monodispers
hale getirilmeye ¢alisilmigtir ve dispersiyon halindeki stabiliteleri 3 ay siiresince hem
oda sicakliginda hem de +4°C’de test edilmistir. Sonu¢ olarak su veriler ortaya
cikmistir: (i) diisiik sicakliklarda saklanan Ornekler, oda sicakliginda saklanan
orneklere gore daha stabil bulunmuslardir, (i) su ile hazirlanan 6rneklerin stabilitesi,
PBS ile hazirlanan 6rneklere gore daha diisiiktiir ve bu durumun muhtemel nedeni ise
PEO blogu ile fosfat molekiillerinin etkilesiminin polimerzomlarin birleserek fiizyona
ugramasini engellemesi oldugu diisliniilmistiir, (iii)) polimerzom dispersiyonunun
seyreltilmesi stabilitesini azaltmakta ve polimerzom flizyonunu desteklemektedir.

Polimerzomlarin flizyon mekanizmasi ise Sekil 1.16’te gosterilmektedir.

(i) Kissing (ii) Adhesion (iii) Hemifusion (iv) Fusion

Sekil 1.16. Polimerzomlarin flizyon mekanizmasinin sematize edilmesi (Chang ve ark., 2014).

Polimerzomlarin stabilitesinde zaman haricinde, partikiil boyutu {izerine etkili
bir diger faktdr ise mekanik ve kimyasal dayanikliliktir. Bu amacgla Lee ve ark.,

hazirladiklar1 farkli blok uzunluklarina sahip PEG-PLLA polimerzomlarinin (PEGas-
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PLLA264: EG-LAL; PEG114-PLLASs6: EG-LA3) mekanik dayanikliligini santrifiij gibi
bir mekanik stres kaynagi kullanarak ve kimyasal stabilitelerini ise ortama % 1
oraninda sodyum dodesil siilfat (SDS) ekleyerek degerlendirmislerdir (Lee ve ark.,
2006). Sekil 1.17.’den de anlasilacagi tizere elde ettikleri sonuglar, lipozomlarin aksine

polimerzomlarin mekanik dayanikliliklarinin ¢ok daha fazla oldugunu gostermektedir.
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Sekil 1.17. a) Polimerzomlarin farkli santrifiij hizlarindan sonraki tiirbidite degerleri, b)
Polimerzomlarin 14000 rpm santrifiijden 6nceki boyut dagilimi, ¢) Polimerzomlarin 14000
rpm santrifiijden sonraki boyut dagilimi, d) Polimerzomlarin SDS ilavesinden 6nce ve sonra
olciilen tiirbidite degerleri, e) Polimerzomlarin SDS eklenmeden 6nceki boyut dagilimlari, f)

Polimerzomlarm SDS ilavesinden sonraki boyut dagilimlar1 (Lee ve ark., 2006).
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1.8. Polimerzomlardan Kargo Bilesiklerinin Salimi

Enkapsiilasyon polimerzomlar agisindan 6nemli bir konu olmakla birlikte, tim
ilag tastyici sistemlerin nihai hedefi olmast bakimindan, salim mekanizmalarindan ayr1
olarak tartisilamaz. Bu baglamda, polimerzomlarin lipozomlara gore yiiksek membran
saglamliklari, kargo bilesiklerin hiicrelere tasinimi i¢in asilmasi gereklidir. Literatiirde
su anda ii¢ genel salim mekanizmasi bulunmaktadir. Bunlardan en belirgin olani, daha
once agiklanan bottom-up olusumu yaklasimini tersine ¢evirmek ve polimerzomlari
bir kimyasal reaksiyon ile pargalanmaya zorlamaktir. Bir bagka yol da membrani
gevsetmek ve etkin maddenin salimimi tetiklemek i¢in fiziksel bir uyarinin
kullanilmasidir. Enkapsiile edilmis bir etkin maddenin saliminin yani sira salim
profilinin de kontrol edilebilmesi i¢in, ayarlanabilir salim &zellikli polimerzomlar
gelistirilmistir. Son zamanlarda polimerzom membran1 gecirgen hale getirilmeye
calisilmaktadir ve bu tiir bir sistem substrata dogru yonlenebilir hale getirilerek

enzimlerin tasiniminda kullanilabilmektedir (Messager ve ark., 2016).

- Kimyasal Olarak Tetiklenmis Salim:

Kargo molekiiliin polimerzomlardan salimimni saglamak igin kullanilan en
yaygin yaklagim polimerzomun parcalanmasini tetiklemektir. Olusum siirecinin
tersine ¢evrilmesi, spesifik polimerlerin birbirinden ayrilmasinin harici tetikleyicisi
olarak pH (Lomas ve ark., 2007), sicaklik (Qiao ve ark., 2013), CO> (Yan ve ark.,
2013) veya oksidatif ajanlar (Stano ve ark., 2013) kullanilarak yaygin sekilde
incelenmistir (Sekil 1.18.). Bu harici tetikleyicinin uygulanmasi {izerine, blok
kopolimerin hidrofobik blogu hidrofilik hale gelerek membranla olan giiglii hidrofobik
etkilesimlerin koparilmasiyla vezikiil yapisinin bozulmasina ve dolayisiyla da
kargonun salimina yol agar. pH'ya duyarli polimerlerden yapilmis polimerzomlar,
endozomal alim esnasinda parcalanirken, sicakliga duyarli vezikiiller kullanilan
polimere bagl olarak 6nemli dl¢iide daha soguk veya daha sicak bolgelere ulastiginda
parcalanirlar (Akinc ve Battaglia, 2013; Canton ve Battaglia, 2012). Bir blokun

¢cOzlinirligiiniin degistirilmesinin yani sira, polimerlerin hidrofilik ve hidrofobik
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bloklarmin bir 151k kaynagi (Cabane ve ark., 2010) veya disiilfit bagi (Cerritelli ve ark.,
2007) ile ayrilmasi da kullanilabilmektedir.

- Fiziksel Uyaran Aracili Salim:

pH degisiminin yani sira, biyolojik agidan énemli bir salim mekanizmasi, kan
damarlarinda olustugu kayma kuvvetlerinin kullanilmasi olacaktir. Voit ve ark. hem
capraz bagli hem de ¢apraz baglanmamis vezikiillerin basinca bagimli saliminm
aragtirmiglardir (Huang ve ark., 2013; Yassin ve ark.,, 2012). Bu mekanizma,
nanopartikiillerin yan1 sira kimyasal etkin maddelerin salimi ile de ilgilidir.
Polimerzomlar mekanik olarak stabil olmalarma ragmen, kayma kuvveti
uygulandiginda membran iizerinde gegici kirilmalar meydana gelebilmektedir ve bu
islem enkapsiile edilmis molekiillerin sikismasini beraberinde getirir. Sonug olarak,
boyuta bagli etkin madde salimi, molekiiller siinger benzeri bir etki ile membrana
dogru sikistirildiginda spesifik kayma hizlar1 ve capraz baglanma durumu altinda
tetiklenebilir (Gaitzsch ve ark., 2012). Ayrica, enkapsiile edilmis bir etkin maddenin
salimimi saglayan, gecirgen bir membran olusturmak i¢in UV radyasyonu da
kullanilabilmektedir (Wang ve ark., 2014). Bu 6rnekte, membrani ¢apraz baglamak ve
gecirgenligini bir adimda degistirmek icin UV radyasyonu kullanilmistir. Ayrica,
Blasco ve ark. membrandaki konformasyonel bir kayma sayesinde, isiga duyarli
polimerzomlarin 1ginlama sonrasinda gegirgen olduklarint géstermislerdir (Blasco ve
ark., 2013).

- Ayarlanabilir Salim:

Kargonun ilk ¢ikis etkisiyle salimi yerine, belirli bir zaman gecikmeli salim
profilinin polimerzomlara kazandirilmasi da miimkiindiir. Bu baglamda, fiziksel (Yu
ve ark., 2009) veya kimyasal ¢apraz baglama (Chambon ve ark., 2012) ile birlikte pH
veya sicaklik duyarli polimerlerin kullanimi (Sekil 1.18) uygulanmistir. Boyle bir
ozellik kombinasyonu, vezikiillerin harici uyaran degisimi iizerine parcalanmasini

onler ancak polimerzomlarin geri doniisiimlii olarak sigsmesine neden olur.

51



Polimerzomlar bir kez sistikten sonra, enkapsiile edilmis kargo vezikiili, ¢apraz
baglanma yogunlugu ile kontrol edilebilen bir diflizyon hiziyla terk etmektedir (Yassin
ve ark., 2012).

Kimyasal Mekanik Fiziksel/Kimyasal
pH switch Pressure Tunable permeability
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Sekil 1.18. Polimerzomlarin tasidiklari kargolari salim mekanizmalar: (Messager ve ark.,
2014).

1.9. Deneysel Calismalarda Kullamlan Kopolimer, Peptit ve pDNA Hakkinda
Bilgiler

1.9.1. Prostat Kanseri

Deneysel ¢alismalarda kullanilan polimerler ve terapétik bilesiklerden dnce bu
materyallerin neden kullanildigini1 anlayabilmek icin Oncelikle mevcut ihtiyac

doguran kanser vakalar1 ve kanser hakkinda genel bir bilgi verilmesi uygun olacaktir.
Prostat kanseri her 100.000 kisi arasinda 25 bireyde goriilme oranina sahip olan

ve genellikle 50 yasindan sonra goriilmekte olup, iilke ya da popiilasyona gore de

goriilme sikligr degismektedir. Risk faktorleri, genetik yap1 ve ¢evre kosullar1 goriilme
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sikligini etkilemektedir (Siegel ve ark., 2012). Giinlimiizde prostat kanseri tedavisi igin
gelistirilmis pek ¢ok metot bulunmaktadir. Tek basina radyoterapi, kemoterapi ya da
operasyon basarili olmazken, tedavi metotlarinin kombine edilmesi basarili sonuglar
elde edilmesini saglamaktadir. Kanser, prostat dokusu i¢ine hapsolmus durumda ise
operasyon ile ¢ikarilmasi miimkiindiir (Fournier ve Narayan, 1993). Tiimor dokusunun
cikarilmas1 sonrasinda radyoterapi ya da kemoterapi kullanilarak ek bir tedavi
yapilmasi gerekmektedir. Hormon seviyelerinin azaltilmasi i¢in hormon agonist ya da
antogonistlerinin  tatbiki ve testislerin operasyonla ¢ikarilmast islemleri

uygulanmaktadir.

Prostat kanserinde kemoterapi, kombinasyon terapisi kadar etkili bir tedavi
metodu degildir. Hormon bagimsizligi kazanmis prostat kanserinde kemoterapi etkili
olamamaktadir ve sadece rahatlatici tedavi metodu olarak uygulanmaktadir (Yagoda
ve Petrylak, 1993). Hormon seviyelerinin diisiirilmesine yonelik uygulanan tedaviler
sonrasinda kemoterapi uygulamasi yapilabilmektedir. Prostat kanseri heterojen
hiicrelerden olusmus bir kanser tiiriidiir ve her hiicrenin kanser ilacina karsilik verdigi
cevap farklt oldugu icin tek basmma kemoterapi uygulamasi yapmak ise
yaramamaktadir (Beer ve Raghavan, 2000). Gelistirilen pek ¢ok kanser ilact i¢erisinde
prostat kanserinde etkili oldugu belirlenen kemoterapik ilaclar taksan grubuna aittir.
Dosetaksel ve paklitaksel taksan grubuna ait olan ve etkileri en iyi bilinen kanser
ilaglaridir. Her ikisi de hiicre iskelet molekiilleri olan mikrotiibiilleri stabilize ederek
hiicre boliinmesini durdurmaktadir. Mikrotiibiiller ile iligkili olan proteinlere
baglanarak mikrotiibiilleri inhibe eden bu iki ilag, farkli bagka bazi kemoterapik ilaglar
(estramusin) ile kombine edilerek kullanilabilmektedir (Dahllof ve ark., 1993).
Dosetaksel de, kemoterapik ilaglar i¢inde prostat kanserine karsi en etkili olan ilagtir
ve estramusin ile kombine edilerek kullanilabilmektedir (Pienta, 2001). Dosetakselin
genel etki mekanizmasi mikrotiibiil depolimerizasyonunun engellenmesi seklinde
gerceklesmektedir. Tubulin B alt iinitelerine baglanarak mikrotiibiilleri polimerize
diizeyde tutar. Ayrica anti-apoptotik proteinleri (bcl-2) fosforlayarak apoptozdan
korunma mekanizmalarini ortadan kaldirmakta ve hiicre 6liimiinii hizlandirmaktadir

(Kraus ve ark., 2003).
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1.9.2. BikDDA Geni

Programli hiicre 6liimiinden (apoptozdan) kaginmak kanser hiicresinin hayatta
kalma mekanizmalarinin basinda gelmektedir (Hanahan ve Weinberg, 2000). Apoptoz
sinyal platformu, hiicre 6liimiinii indiikleyici olgunun geldigi kaynak olarak igsel
(intirinsik) ve digsal (ekstrinsik) yolak olarak ikiye ayrilir. Digsal yolak Tiimor Nekroz
Faktorii (TNF), FAS ligant1 ve TNF-ilintili apoptoz-indiikleyici ligant (TRAIL)larin
Oliim reseptorlerine baglanmalari ile tetiklenir. Aktive olan 6liim reseptorleri kazpaz 8
proteazini aktive eder; aktive olan kazpaz 8 hiicre ve ¢ekirdek iskeletini parcalayan ve
hiicre DNA’sinin pargalanmasina neden olan DNAse enzimlerini aktive eden cellat
kazpaz zincirinin aktive olmasini saglar (Mehmet, 2000). igsel yolakta ise DNA hasari,
oksidatif stres ve onkogen aktivasyonundan dolay1 pro-apoptotik bcl-2 proteinleri
Bax/Bak’1 aktive olarak mitokondri membraninda Bax/Bak go6zenekleri acilmasina
neden olur. Acilan bu gozeneklerden ¢ikan sitokrom-c proteinin sitoplazmadaki
apoptoz uyarict faktor (AIF) ve kaspaz-9 ile apoptozom kompleksini olusturarak cellat
kazpaz zincirinin aktivasyonuna neden olur (Youle ve Strasser, 2008). Bax/Bak
proteinlerini aktive ederek mitokondri membran gegirgenligini arttiran proteinlerden
biri de Bik proteinidir (Chinnadurai ve ark., 2009). I¢csel gelen bir apoptotik sinyal
sonucunda aktive olan kazein benzeri kinaz-II tarafindan fosfatlanan Bik (Thr(33) ve
Ser(35)) proteinin meskeni olan endoplazmik retikulumdan ayrilarak mitokondriye
giderek orda bulunan anti-apoptotik Bcl-2 ve Bcl-xL proteinlerine baglanir. Bcl-2 ve
Bcl-xL proteinleri saglikli hiicrelerde Bax ve Bak proteinlerine baglanarak bu
proteinlerin bir araya gelip mitokondri iizerinde gozenek olusturmalarina engel
olmaktadirlar. Apoptotik sinyalin gelmesi sonucu Bik proteininin Bel-2 ve Bcl-xL
proteinlerine baglanmas ile 6zgiir kalan Bax ve Bak proteinleri bir araya gelerek
Bax/Bak gozeneklerini olustururlar. Bu nedenle Bik aktivasyonunun apoptozu
tetikleyici bir etkisi vardir. Ik defa Li ve ark. (Li ve ark., 2003) tarafindan tespit edilen
bir mutant Bik formu olan BikDD’nin (T33D, S35D) Bik proteininin fosfatli formunu
taklit ederek Bcl-2 ve Bcl-xL proteinlerine baglandigi ve dolayisi ile apoptoz yolagini
aktive ettigi gosterilmistir. Takibinde yapilan calismalarda BikDD’nin kanserli
hiicrelere aktarimi sonucu pankreas (Xie ve ark., 2007), akciger (Sher ve ark., 2009)
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ve meme (Lang ve ark., 2011) kanseri tiimorlerinin eradikasyonuna sebebiyet verdigi

gosterilmistir.

Ozetlemek gerekirse, Bcl-2 pro-apoptotik gen ailesi iiyesi olan Bik geni, diger
pro-apoptotik Bcl-2 genlerinin aktivitesini indiikleyerek veya anti-apoptotik Bcl-2
proteinlerini inhibe ederek islev goriir. Bu nedenle insan kanserlerinde apoptozu
giiclendirici bir terapotik gen olarak 6nerilmistir. Bik proteininin mutant bir formu olan
BikDD proteini, anti-apoptotik tiyelere arttirtlmis baglanma afinitesi ile, Bik
proteininin yapisal olarak fosforile edilmis ve aktif hali gibi davranir. insan kanseri
hiicrelerinde asir1  eksprese edildiginde, BIKDD vahsi tipteki muadili ile
kiyaslandiginda daha biiyiik bir pro-apoptotik aktivite gosterir ve bu da in-vivo
deneylerde tiimor biiytimesinde 2 kat azalmaya yol agmistir (Lang ve ark., 2011; Y.
M. Li ve ark., 2003). BikDD sadece apoptozu kuvvetlice indiiklemekle kalmaz ayni
zamanda goglis, pankreas, karaciger ve prostat kanserinde eksprese edildiginde hiicre
proliferasyonunu da inhibe eder (Xie ve ark., 2014). BikDD proteininin yar1 dmriinii
artirmak icin, BikDDA geni, BikDD'nin 124 numarali serinini degistirerek tiretilmistir,
bdylece ticlii negatif meme kanserinde BikDD'den daha etkili bir terapotik gen elde
edilmistir (Jiao ve ark., 2014). Yakimn tarihli bir ¢alismada, erkek nude farelerin
BikDD'yi eksprese eden prostat kanseri hiicreleri ile asilanmasi, tiimor bitylimesinde
bir azalmaya ve dusiik toksisite ile yasam siiresinin uzatilmasina yol agmistir (Xie ve
ark., 2014). BikDD'nin mutasyona ugramis bir bi¢imi olan BikDDA, vahsi tipteki
BikDD6 tarafindan kodlanan iiriinden daha uzun bir yarilanma omriine sahiptir ve

daha yiiksek terapotik etkinlik sergileyen bir proteini ifade etmektedir.

1.9.3. Dosetaksel Trihidrat

Dosetaksel, paklitaksel benzeri yari sentetik bir taksan tiirevidir. Avrupa
porsuk agaci Taxus baccata’nin ignelerinden elde edilmis taksan baslaticisindan
hareketle {iretilmektedir. Dosetaksel, ileri seviye veya metastatik prostat/meme
kanserinde kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda lokal olarak cerrahi olarak alinamayan

akciger kanserinin teshisinde sisplatin ile birlikte veya dnceden uygulanmis platinyum
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esaslt kemoterapinin basarisiz oldugu durumlarda kullanilabilmektedir. Hormona
dayanikli metastatik prostat kanserinde prednizon veya prednizolon ile beraber
kullanilabilmektedir. Gastrik adenokarsinomanin tedavisinde sisplatin ve florourasil
ile beraber kullanilmaktadir. Bu kombinasyon lokal olarak ileri seviyedeki bas ve
boyun  skuamoz  hiicre  karsinomasina  sahip  hastalarin  tedavisinde

kullanilabilmektedir.

Dosetaksel % 5 glikoz ¢ozeltisi veya % 0,9 sodyum kloriir (NaCl) ¢ozeltisi
icinde, 0,74 mg/mL konsantrasyonu ge¢meyecek sekilde intravendz (iv) inflizyon
olarak verilmektedir. Infiizyon normalde 1 saati geckin siirede gergeklestirilmektedir.
Dosetaksel kullanimindan 1 giin 6nce baslanilan oral kortikosteroid on tedavisi
gerekmektedir. Ornegin giinliik 16 mg dozdaki deksametazon uygulamasina,

dosetaksel uygulanmasindan 1 giin 6nce baglanir ve 3 giin siiresince devam edilir.

Prostat kanserindeki dosetaksel kulanim dozu, giinde iki kez 5 mg oral olarak
kullanilan prednizon veya prednizolon ile beraber, 3 haftada bir 75 mg/m? dir.
Prednizon veya prednizolon kullanimi, 6n tedavi olarak deksametazon gibi

kortikosteroidlerin kullanimina olan ihtiyac1 azaltmaktadir.

Intravendz uygulamanin ardindan dosetaksel hizl1 bir sekilde viicut dokularma
dagilmaktadir. Dosetaksel % 95 oraninda plazma proteinlerine baglanmaktadir.
Cogunlukla hepatik sitokrom P450 izoenzimi olan CYP3A4 ile metabolize
edilmektedir ve metabolitleri viicuttan feges ile atilmaktadir. Uygulanan dozun sadece
% 6’s1 lire ile atilmaktadir. Terminal eliminasyon yari omrii yaklasik 11 saattir.

Hepatik bozukluklarda klirensi azalmaktadir (Moffat ve ark., 2011; Sweetman, 2009).

Dosetakselin ¢alismada kullanilan trihidrat tuzu ise (DTX) kloroform, metanol

ve etanol gibi organik ¢oziiciilerde ¢oziiniir olup molekiil agirlig1 861,93 g/mol’diir.
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Sekil 1.19. Dosetaksel trihidratin kimyasal yapisi.

1.9.4. Uzerinde Arastirma Yapilan Kopolimerler

Giliniimiizde tizerinde en gok ¢alisma yapilan ve kanser tedavisinde umut verici
olan yaklagim, etkin maddelerin Nanoteknolojinin faydalar1 kullanilarak, ila¢ tasiyici
sistemler ile tasinmasidir. Polimerzomlar, lipozomlar, miseller ve polimerik
nanopartikiilleri i¢eren gesitli nano-tasiyicilar bu amagla kullanilmaktadir (van Rooy
ve ark., 2011). Nano-tasiyicilar ilag tasiyici sistem olarak pek ¢ok avantaja sahip
olmakla birlikte, sistemik uygulandiklarinda hizla (yaklasik 30 dakika i¢inde) basta
karaciger olmak tizere retikiilo endotelyal sistem (RES) organlarinda opsonin olarak
adlandirilan plazma proteinleri tarafindan tutulurlar. Bu durum RES disindaki
organlara ila¢ tasinmasinda ilagtan beklenen etkinin saglanamamasina neden
olmaktadir. Nano-tasiyicilarin dolasimda kalis siirelerini uzatmak i¢in uygulanan en
onemli yaklasimlardan birisi, nano-tasiyicilarin yilizeyinin hidrofilik bir polimer ile
kaplanmasidir. Nano-tasiyicilarin ylizeyini modifiye ederek dolasimda kalis stirelerini
artirmak amaciyla polietilen glikol (PEG), poli(2-etil-2-oksazolin) (PEtOx),
POEGMA, Kkitozan, ipekfibroin, polivinil alkol (PVA) gibi dogal veya sentetik
kaynakli hidrofilik polimerler kullanilmistir. PEG bu amagla en yaygin olarak
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kullanilan hidrofilik polimer olmakla birlikte oksidasyona ugramasi en Onemli
dezavantajint olusturmaktadir. PEtOx ve POEGMA birimleri, PEG ile yasanan
sorunlar1 ortadan kaldirmak igin, istenilen Ozellikleri ile olasi bir aday olarak
distiniilmektedir. Yiiksek biyouyumluluk, goriinmezlik (stealth) etkisi, diisiik
ortalama molekiiler dagilim, yanit olugturma, yiiksek fonksiyonellestirme 6zelligi ve
kopolimerizasyon ile ¢cok yonliiliik 6zellikleri ile biyomedikal uygulamalar i¢in yeni

bir polimerik platform olusturmaktadir.

Uzerinde arastirma yapilan poli(2-etil-2-oksazolin)s7-b-poli(laktik asit)200
(PEtOxs7-b-PLA200) kopolimerinin (Sekil 1.20.) hidrofilik ve hidrofobik bloklari
oncelikle ayr1 ayr1 olarak halka acilma polimerizasyonu ile iiretilmis ve ardindan klik
kimyasi ile birlestirilmistir. Bu kopolimerin hidrofobik blogu olarak se¢ilen poli(laktik
asit) polimeri, FDA tarafindan biyomedikal uygulamalar i¢in onay almis bir
polimerdir. Polyester tiirevi olan bu polimer, saglik sektoriinde 6zellikle biyomedikal
miihendislik uygulamalarinin gelismesi ile glinlimiizde ¢ogunlukla viicutta rezorbe
olabilen siitur malzemesi olarak kliniklerde tercih edilmektedir. Ayrica ilag tasiyici
sistemlerin 6nem kazanmasinin ardindan biyouyumlu ve biyopargalanir polimerlerin
onem kazanmasinin ardindan {izerinde en ¢ok arastirma yapilan polimerlerin basinda
gelmektedir. Yogun hidrofobik yapisi, viicutta (pH ~ 7,4) uzun siire biitiinliigliniin
bozulmadan kalma 6zelligini getirmektedir. Ancak daha diisiik pH degerlerinde (pH ~
5,5) asidik ortam ester baglarimin hidrolizini tetikler ve polimerin biitlinliigi

bozulmaya baslar (Discher ve Ahmed, 2006).

AT

(o}

Sekil 1.20. PEtOxs7-b-PLA20 kopolimerinin kimyasal yapist.
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Calismada kullanilan diger bir polimer olan ve atom transferi radikal
polimerizasyonu (ATRP) ile sentezlenen P(OEG10MA)20-ko-PDPA100 kopolimerinin
(Sekil 1.21.) biyouyumlu PDPA blogu, polimerzomlara pH duyarliligi
kazandirmaktadir ve pKa degerinin yaklasik 6,4'(n iistiinde oldugu durumlarda bu blok
hidrofobiktir. Bu pKa degerinin altinda, tersiyer amin gruplarinin deprotonasyonu
normalde hidrofobik PDPA blogunun hidrofilik hale gelmesine neden olur ve boylece
sekil 1.22.'de gosterildigi gibi molekiiller aras1 kuvvetlerdeki bir degisime bagli olarak
polimerzomlarin hizli bir sekilde par¢alanmasina neden olur. Polimerzomlar hiicreler
tarafindan alindiginda, endolizozomal trafige maruz kalirlar. Endozomlarin asidik
pH's1 (5,5-6,1) pKa'da bir diisiise neden olur ve bu da pH'ya duyarli polimerzomlarin
hizli bir sekilde ayrilmasini saglar. Endozomal kompartiman igerisindeki unimerlerin
konsantrasyonunda meydana gelen artig, ozmotik bir soka neden olur ve gegici olarak
endozomal membran1 pargalaylp unimerlerin ve kargonun hiicre sitozoliine

salimmasina izin verir (Lomas ve ark., 2008).

A

Sa e s
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Sekil 1.21. P(OEG10MA)20-ko-PDPA100 kopolimerinin kimyasal yapist.

59



PMPC-b-PDPA Hidrofilik Molekiiler PMPC-b-PDPA
(katyonik) ¢oziinmiis Hidrofobik ~ Membran formuna

(l::::::llf:) M{jﬁ kendiliginden olusur
0

gomt ¢ = s

RS

“o—r—o
@) :
il Hidrofilik % s Hidrofobik
pH<6.4 pH>6.4
~"T T2
0 L\Q% 0”0
T ,HJ r} 0 ;
Y '
b T el
0
0
‘9
Hidrofilik Hidrofobik
pH < 6.4 :
pH > 6.4 £

» »
Hidrodinamik Cap (nm)

Hidrofilik Hidrofobik

Sekil 1.22. PDPA esash ¢esitli kopolimerlerin pH duyarli kendiliginden olusum ve ayrilma

stireci (Lomas ve ark., 2010; Lomas ve ark., 2008).

1.9.5. Hedefleyici Peptit Sekansi

Bugiine kadar prostat kanseri i¢in belirlenen spesifik ajanlar arasinda prostat
spesifik antijen (PSA), prostein, prostat kok hiicre antijeni (PSCA), prostatik asit
fosfataz (PAP) ve prostat-spesifik membran antijeni (PSMA) yer almaktadir. Son
yillarda yapilan ¢alismalarda PSMA reseptoriine karsi gelistirilen radyoaktivite ile

etiketlenmis monoklonal antikorlarin prostat kanserini goriintiilemede basarili
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sonuclar vermesi PSMA’y1 diger prostat kanseri spesifik ajanlara kiyasla one
cikarmustir (Shen ve ark., 2013). ilk defa Kawakami ve ark. tarafindan kesfedilen ve
prostat kanseri dokusunda overeksprese olan Prostat-Spesifik-Membran antijeni
(PSMA) ilk defa 1997 yilinda tanimlanmistir. Prostat kanserinin erken teshisinde
prostat spesifik antijen (PSA) goriintiilenmesi mortalitenin azalmasini saglamistir.
Ancak PSA seviyesi kanserli hasta ve negatif biyopsiye sahip olanlar1 ayirmak i¢in
kesin sonu¢ verememektedir. Aksine prostat kanseri hastalarinda tiim asama ve
derecelerde yiiksek siklikta prostat spesifik membran antijeni (PSMA)
overekspresyonu vardir. Bu nedenle PSMA diagnostik biomarker olarak PSA’ya
alternatiftir. PSMA folat hidrolaz aktivitesine ve NAALADaz (N-asetil-L-aspartil-L-
glutamat peptidaz) aktivitesine sahip bir 100 kDa transmembran glikoproteindir.
Sadece normal prostat epitelinde bulunmayip ayni zamanda santral sinir sistemi ve

proksimal gastrointestinal kanalda da bulunur.

Shen ve ark. (2013) PSMA’ya yiiksek afiniteye sahip peptit sekanslari
gelistirmis ve nanopartikiillere konjugasyon i¢in uygun oldugunu belirtmistir.
Aggarwal ve ark. (Aggarwal ve ark., 2006) antikor bazli anti-PSMA terapilerine
alternatif olarak, PSMA iireten hiicrelere segici olarak baglanan kiigiik peptitlerin
malignant bolgelere secici verilis i¢in kullanilabilecegini belirtmistir. Bu amacla
calismada 12 aminoasitten olusan bir peptit kullanilmigtir. Bir seri monomerik peptit
arasindan SIRLLRGTGGTLFRG (Peptit563) sekansina sahip olan peptidin PSMA’ya
baglandig1 belirtilmistir. Bu peptidin dimerik versiyonu PMSA’ya baglanmasini
onemli derecede artirmigtir. Floresans ajanlarla isaretledikleri dimerik peptit PSMA
tireten prostat kanser hiicrelerine (LNCaP, CWR22R) in-vitro ortamda spesifik olarak
baglanmis, PSMA {iretmeyen hiicrelere (PC-3, DU-145) 6nemsiz derecede baglanma
gostermistir. DiPaola ve ark. (DiPaola ve ark., 2002) tarafindan prostat kanseri
hastalarinda PSMA’y1 hedefleyen peptit-doksorubisin konjugatinin  etkinlik,
giivenilirlik ve farmakokinetigi incelenmistir. Gerekli doz belirlenerek, konvansiyonel
dozdan 1,5 kat fazla doz uygulamas: yapilabilmis, bu kii¢iik miktardaki doz artig1 bile

onemli derecede etki artis1 (4,9 kat) saglamstir.
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Bu calismada hedefleme ajani olarak kullanilmasi diisiiniillen, PSMA’y1
hedefleyen, peptidin prostat kanseri hiicrelerine karsi spesifik olarak baglanmasi ve
literatiirde var olan klinik ¢alismasinda olumlu sonuglar vermesi nedeniyle bu peptit
ile dekore edilecek polimerzomlarin prostat kanseri hiicreleri tarafindan, normal
prostat hiicrelerine gore daha fazla oranda alinabilecegi ve daha yiiksek bir etkinlik

gosterecegi fikrini ortaya ¢ikartmistir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

BikDDA
Dosetaksel trihidrat
PEtOx-b-PLA
Bakar (I) bromiir
2,2’-bipiridin

Metanol, Etanol, Kloroform, 1,4-Dioksan

OEGMA

Trifenilfosfin

Silika Jel

Trifluroasetik asit
4-[N-malemidometil]sikloheksan-
1-karboksilat (SMCC)

Rejenere seliiloz diyaliz membran
Malemid uglu peptit sekansi
Malemid uglu Siyanin3 (Cy3)
Label IT Tracker Kit

PNTI1A hiicreleri

LNCaP hiicreleri

RPMI 1640, DMEM

Vivaspin

X-tremeGENE HP reajan

PBS tableti

Aminoasitler

TEM gridleri

DNA merdiveni

: Kocak Farma
: Tibitak-MAM
: Sigma Aldrich
: Sigma Aldrich
: Sigma Aldrich
: Sigma Aldrich
: Sigma Aldrich
: Sigma Aldrich
: Sigma Aldrich
: ThermoFisher

. SpectraPor

: Proteogenix

: Lumiprobe

: Mirus

: American Type Culture Collection
: American Type Culture Collection
. Invitrogen

: Sartorius

: Roche

: ThermoFisher

: Sigma Aldrich

: Agar Scientific

: Sigma Aldrich

: Yeditepe U. Biyomiihendislik Boliimii
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2.1.2. Kullanilan Cihazlar

HPLC (DAD dedektorlii)
HPLC (DAD+Floresans dedektorlii)
HPLC (preperatif)

GPC (triple dedektor)

NMR 600 MHz

Maldi-TOF

TEM

Dinamik Isik Sagilimi Cihazi
Nanodrop 6000

Glow Discharge

Florimetre

Peptit Sentezleme Cihazi
Siringa Pompast

pH Metre

Elektroporasyon cihazi

: Agilent 1100

: Dionex 3000

: Varian ProStar

: Viscotek GPCmax

: Bruker Avance Il

: Waters Micromass Maldi-TOF
: Tecnai 10, Philips

: Malvern Zetasizer

: Thermo Fisher

: Quorum

: Varian Carry Eclipse

: Syro-1 Peptide Synthesizer

: World Precision Instruments

: Mettler Toledo

: Eppendorf Electroporator 2510
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2.2. Yontemler

2.2.1. P(OEG10MA)20-PDPA100 Polimeri ile Yapilan Calismalar

POEG10MA-PDPA polimeri ile yapilan c¢alismalar, Tirkiye Bilimsel ve
Teknolojik arastirma Kurumu (TUBITAK) Bilim Insan1 Destekleme Daire Baskanlig
(BIDEB), doktora siras1 yurt dis1 arastirma bursu (2214-A) ile desteklenmis ve bir
kism1 University College London (UCL) Kimya Departmani laboratuvarinda, bir
kismi1 Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi laboratuvarlarinda ve hiicresel
aragtirmalar ise Yeditepe Universitesi Biyomiihendislik ve Genetik Béliimii

laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.
Onceden yapilmis optimizasyon calismalarinda, hidrofilik POEGioMA
blogunun 20 tekrarlayan birimde ve hidrofobik blogun ise 100 tekrarlayan birimde

bulundugu durumlarda polimerzom yapisina ulasilabildigi bilgisinden hareketle

caligsmalara baslanmustir.

2.2.1.1. BikDDA Geninin Floresans Ajan Ile Isaretlenmesi ve Kalibrasyonu

BikDDA geninin miktar tayini i¢in, yapist floresans ajan ile isaretlenmistir.

Bunun i¢in Siyanin5 (Cy5) esash Label IT® Tracker ajan1 kullanilmistir.

Isaretleme prosediirii su sekilde gergeklestirilmistir:

- Asagida belirtilen miktarlar ile isaretleme reaksiyonu gerceklestirilmistir:

Steril H20 4043 uL
10x Isaretleme Tamponu : 50 L
1506 pg/mL pDNA Cozeltisi : 33,2 uL (50 pg)

Label IT® Tracker Isaretleme Ajan1 (Cy5) : 12,5 uL

65



- Yukarida belirtilen miktarlardaki maddeler bir ependorf tiipe yine yukaridaki sira ile
eklenir. Tiip aliminyum folyo ile sarilir ve 37°C de 1,5 saat siiresince inkiibe edilir.
(Bu reaksiyon islemi esnasinda tiip ilk 30 dakika sonrasinda mini santrifiijde ¢evrilir.

Boylece buharlasip tiip duvarina tutunan maddeler yeniden reaksiyon ortamina alinir)

- 1,5 saat sonrasinda reaksiyona girmemis ajani ortamdan uzaklastirmak ig¢in etanol
presipitasyonu yapilir. Bu amagla, 50 uL 5 M NaOH ve 1 mL buzda sogutulmus saf
etanol ¢ozeltinin {lizerine eklenip birkag¢ defa pipetlenir. Bu karisim -80°C de 2 saat

suresince inkiibe edilir.

- Bu islemin ardindan ise tlip sogutmali santrifiijiin en yiiksek devirindel0 dakika
stiresince santrifiij edilir. Ardindan tiipiin dibindeki pellet 500 puL % 70’lik etanol ile

yikanip yine 10 dakika siiresince santrifiij edilir.

- Son olarak bir mikropipet yardimiyla siipernatant ortamdan alinir ve geriye kalan

pellet laminar kabin altinda 1- 1,5 saat siiresince kurumaya birakilir.

- Final asama olarak tampon veya su ile, isaretlenmis BikDDA pelleti, istenilen
konsantrasyona seyreltilir ve DNA gibi biyomakromolekiillerin tayini i¢in spesifik
olarak iiretilen mikro spektrofotometre (Nanodrop) cihazi ile konsantrasyonu tayin
edilir.

- Bu ¢ozelti -20°C de ve 1s1ktan uzakta saklanir.

Isaretleme reaksiyonu ardindan, floresans spektroskopisi ile, 0,39 — 50,00

ng/mL konsantrasyon araliginda kalibrasyonu gergeklestirilmistir.
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Cizelge 2.1. Floresans spektroskopisinin islem ayrintilari.

Degisken Uygulanan Deger
Eksitasyon Dalga Boyu (nm) 635.00
Emisyon Dalga Boyu (nm) 674.00
Baglangi¢ (nm) 650.00
Bitig (nm) 770.00
Voltaj (V) Medium
Hiz Medium

Bu yontemin validasyonu yapilamamaktadir c¢linkii her bir isaretleme
reaksiyonu farkli verimde gergeklestigi icin, her bir ayri reaksiyondan elde edilen

floresans isaretli BikDDA i¢in her seferinde yeniden kalibrasyon yapilmaktadir.

2.2.1.2. P(OEG10MA)20-PDPA100 Kopolimerinin Sentezi ve Karakterizasyonu

Sekil 2.1’de sematize edildigi iizere, ATRP baslaticis1  4-(2-
bromoizobiitiril etil)morfolin (ME-Br) (0,194 mmol, 1 ekivalan) ve OEGMA (1,940 g,
3,88 mmol, 20 ekivalan) bir reaksiyon balonuna yerlestirilir. 1,5 mL metanol
eklenmesiyle tamamen ¢oziinme saglanir ve N2 gazi ile 1 saat siiresince ortam,
oksijeninden arindirilir. Sonrasinda katalizor olarak CuBr (27,83 mg, 0,194 mmol) ve
ligand olarak 2,2’-bipiridin (bpy) (60,6 mg, 0,388 mmol) karisimi hazirlanir ve tstteki
cozeltiye eklenip bir gece boyunca 30 °C’de karigtirilir. Viskoz POEGioMA
polimerizasyon karisimindan 6rnek alinarak, polimerizasyonun asamasini goérebilmek
icin 'H-NMR analizi gerceklestirilir. Ayr1 bir reaksiyon balonunda ise DPA (4,13 g,
19,4 mmol) 3,5 mL etanolde ¢oziiliir ve N2 gazi ile 1 saat siiresince ortamin
oksijeninden arindirilir. Degaze edilen DPA ¢ozeltisi, elde edilen viskoz ¢ozeltiye

damla damla eklenir. 24 saat sonrasinda reaksiyon balonunun agzi agilip metanol ile
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seyreltilerek reaksiyon sonlandirilir. Bu karisimin rengi bakir katalizoriiniin okside
olmasi nedeniyle zamanla yesile doner. Ardindan 100 mL etanol eklenerek saydam bir
cozelti elde edilir. Bu ¢ozelti silika kolondan gegirilerek bakir ortamdan uzaklastirilir.
Elde edilen ¢ozelti doner buharlastiricida konsantre edilir ve 1 kDa MWCO rejenere
diyaliz membran kullanilarak 2 kez kloroform/metanol’e (3:1, v/v) karsi, 3 kez
metanole kars1 ve 4 kez ise suya kars1 diyaliz edilir. Diyaliz isleminde her bir degisimin

arasinda en az 4 saat bulunmaktadir.

Elde edilen dispersiyon liyofilize edilerek beyaz toz halindeki kopolimere
ulagilmig olunur. Toz halinde kopolimerin bilesimi, kloroform/metanol (3:1, v/v) de
¢oziilerek (Img/mL) *H-NMR analizi ile tayin edilmistir. Polidispersite indeksi ise, %
0,25 trifloroasetik asit (TFA) i¢inde ¢oziilereck GPC de analiz edilmistir.

ME-Br OEG1oMA ME-P(OEGmMA)ZO—PDPAﬂ\ J\
N
fe) Cu(l)Br
N
(\N Br .o + 100 Blpyrldln
o
0.
N

oﬁi
/—\
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Sekil 2.1. P(OEG10MA)20-PDPA1g kopolimerinin sentez semasi.

2.2.1.3.  PDPA100-P(OEG10MA)20-S-S-P(OEG10MA)20-PDPA100  Kopolimerinin

Sentezi ve Karakterizasyonu

Sekil 2.2°de sematize edildigi lizere, bis[2-(2'-
bromoizobutiriloksi)etil]disiilfit (0,34 g, 0,075 mmol, 1 ekivalan) ve OEGMA (1,5 g,
3mmol, 40 ekivalan) bir reaksiyon balonuna yerlestirilir. 1,5 mL metanol
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eklenmesiyle tamamen ¢oziinme saglanir ve N2 gazi ile 1 saat siiresince ortam
oksijeninden arindirilir. Sonrasinda katalizor olarak CuBr (21,52 mg, 0,15 mmol) ve
ligand olarak bpy (49,2 mg, 0,32 mmol) karigimi hazirlanir ve tistteki ¢6zeltiye eklenip
bir gece boyunca 30 °C’de karstirthr. Viskoz POEG10MA polimerizasyon
karisimindan &rnek almarak, polimerizasyonun asamasini gorebilmek icin *H-NMR
analizi gerceklestirilir. Ayr1 bir reaksiyon balonunda ise DPA (3,4 g, 15 mmol, 200
ekivalan) 3,5 mL etanolde ¢oziiliir ve N2 gazi ile 1 saat siiresince ortam, oksijeninden
arindirilir. Degaze edilen DPA ¢ozeltisi, elde edilen viskoz ¢6zeltiye damla damla
eklenir. 24 saat sonrasinda reaksiyon balonunun agzi acilip metanol ile seyreltilerek
reaksiyon sonlandirilir. Bu karisimin rengi bakir katalizoriiniin  okside olmasi
nedeniyle zamanla yesile doner. Ardindan 100 mL etanol eklenerek saydam bir ¢ozelti
elde edilir. Bu ¢ozelti silika kolondan gegirilerek bakir ortamdan uzaklastirilir. Elde
edilen ¢ozelti doner buharlastiricida konsantre edilir ve 1 kDa MWCO rejenere diyaliz
membran kullanilarak 2 kez kloroform/metanol’e (3:1, v/v) karsi, 3 kez metanole kars1
ve 4 kez ise suya karsi diyaliz edilir. Diyaliz isleminde her bir degisimin arasinda en

az 4 saat bulunmaktadir.

Elde edilen dispersiyon liyofilize edilerek beyaz toz halindeki kopolimere
ulagilmig olunur. Toz halinde kopolimerin bilesimi, kloroform/metanol (3:1, v/v) de

coziilerek (Img/mL) *H-NMR analizi ile tayin edilmistir.

PDPA 150-P(OEG19MA),4-S-S-P(OEG1)MA)2-PDPA 499
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Sekil 2.2. PDPA15-P(OEG10MA)2-S-S-P(OEG10MA)20-PDPA1oe  kopolimerinin  sentez

semast.
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2.2.14. H2N-P(OEG10MA)20-PDPA100 Kopolimerinin Sentezi ve

Karakterizasyonu

Sekil 2.3’te sematize edildigi {izere, 2-aminoetil 2-bromo-2-
metilpropanoat (0,194 mmol, 1 ekivalan) ve  OEGMA (1,940 g, 3,88 mmol, 20
ekivalan) bir reaksiyon balonuna yerlestirilir. 1,5 mL metanol eklenmesiyle tamamen
¢oziinme saglanir ve N2 gazi ile 1 saat siiresince ortam, oksijeninden arindirilir.
Sonrasinda katalizor olarak CuBr (27,83 mg, 0,194 mmol) ve ligand olarak bpy
(60,6 mg, 0,388 mmol) karisimi hazirlanir ve fstteki ¢ozeltiye eklenip bir gece
boyunca 30 °C’de karistirilir. Viskoz POEG10MA polimerizasyon karisimimdan 6rnek
alinarak, polimerizasyonun asamasini  gorebilmek i¢in H-NMR analizi
gerceklestirilir. Ayri bir reaksiyon balonunda ise DPA (4,13 g, 19,4 mmol, 100
ekivalan) 3,5 mL etanolde ¢oziiliir ve N2 gazi ile 1 saat siiresince ortamin oksijeninden
arindirilir. Degaze edilen DPA ¢ozeltisi, elde edilen viskoz ¢ozeltiye damla damla
eklenir. 24 saat sonrasinda reaksiyon balonunun agzi agilip metanol ile seyreltilerek
reaksiyon sonlandirilir. Bu karisimin rengi bakir katalizoriiniin  okside olmasi
nedeniyle zamanla yesile doner. Ardindan 100 mL etanol eklenerek saydam bir ¢ozelti
elde edilir. Bu ¢ozelti silika kolondan gegirilerek bakir ortamdan uzaklastirilir. Elde
edilen ¢ozelti doner buharlastiricida konsantre edilir ve 1 kDa MWCO rejenere diyaliz
membran kullanilarak 2 kez kloroform/metanol’e (3:1, v/v) kars1, 3 kez metanole kars1
ve 4 kez ise suya karsi diyaliz edilir. Diyaliz isleminde her bir degisimin arasinda en

az 4 saat bulunmaktadir.
Elde edilen dispersiyon liyofilize edilerek beyaz toz halindeki kopolimere

ulasilmis olunur. Toz halinde kopolimerin bilesimi, kloroform/metanol (3:1, v/v) de

coziilerek (Img/mL) *H-NMR analizi ile tayin edilmistir.
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Sekil 2.3. H2N-P(OEG10MA)20-PDPA g kopolimerinin sentez semast.

2.2.1.5. CGRFLTGGTGRLLRIS Peptit Sekansimin Sentezi ve Karakterizasyonu

Peptit sekansinin (CGRFLTGGTGRLLRIS, 1707 g/mol) sentezi, Syro-I
Peptide Synthesizer cihazi aracilifiyla, standart HBTU kenetlenme reaksiyonu
(Kenetlenme siiresi: 40 dakika; florenilmetiloksikarbonil (Fmoc) deproteksiyonu: 3
dakika % 40 piperidin, 10 dakika % 10 piperidin) ile 150 mg sistein recinesinden
hareketle 2 giin siiresince gergeklestirilmistir (Mustapa ve ark., 2009). 2 giiniin
sonrasinda elde edilen {riin sirasi ile 3 kez metanol, 3 kez diklorometan ve 3 kez de
dietileter ile yikanir. Ardindan, TFA:Su:Triizopropilsilan (95:2,5:2,5) dan olusan 2 mL
ayirma ¢ozeltisi ile 3 (tam bir ayrilmayi saglamak i¢in, sekansta bulunan her bir arjinin

amino asiti i¢in bu siireye 1 saat eklenmelidir) saat siiresince karigmaya birakilir.

Sentezlenen iiriiniin saflastirilmasi preperatif HPLC ile, Reprosil-Gold 200 C8,
5 um, 150x10mm kolon araciligiyla gerceklestirilmistir. Oncelikle, her seferinde 250
uL iriin enjekte edilerek biitiin piklerin ayrimi, Cizelge 2.2°deki sekilde optimize
edilen gradient metodu ile saglanmus ve her bir pike ait fraksiyon toplanmustir. Uriiniin
kromatograminda bulunan 100 mAu iizerindeki her bir pik dncelikle LC-MS ile tayin
edilmeye ¢alisilmistir. Ancak yaklasik 1700 g/mol’liikk molekiil agirligina sahip peptit
sekansinin, LC-MS’in teorik dedeksiyon sinir1 olan 2000 g/mol’liik sinirma yakin
olmast nedeniyle yliksek kesinlikte bir analiz gergeklestirilememistir. Bu durumu

ortadan kaldirmak i¢in Micromass MALDI-TOF (matrixs assisted laser desorbtion
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ionization-time of flight, matriks aracili lazer dezorpsiyon iyonizasyon ugus zamani
kiitle spektrometresi) cihazi kullanilip her bir kromatogram piki analiz edilerek
istenilen peptit sekansi elde edilmistir. Son olarak, saflastirilan peptit sekansinin safligi

analitik HPLC ile tayin edilmistir.

Saflastirilmis peptit sekanst liyofilize edilerek toz halinde elde edilmis ve -80

°C’de saklanmustir.

Cizelge 2.2. Preperatif HPLC’nin detaylari.

Zaman (dakika) Akis Hizi (mL/dakika) Coziicii A (%) Céziicii B (%)
15,00 8,00 65,00 35,00
16,00 8,00 12,00 88,00
20,00 8,00 12,00 88,00
21,00 8,00 96,00 4,00
25,00 8,00 96,00 4,00

Coziicii A: Su (0.1% TFA, v/v), Coziicti B: Asetonitril (0.1% TFA, v/v).

2.2.1.6. Peptit ile Kopolimerin Farkh Stratejiler ile Konjugasyonu ve

Karakterizasyonu

Peptit ile kopolimerin konjugasyonunda iki farkl: strateji izlenmistir. {1k strateji
olarak malemid ile modifiye edilmis peptit ile tiyol tagiyan kopolimerin konjugasyonu
gerceklestirilmistir. Ikinci stratejide ise amino grubu tasiyan kopolimer ile tiyol grubu
tagiyan peptit sekanst, bifonksiyonel capraz baglayici 4-[N-
malemidometil]sikloheksan-1-karboksilat (SMCC) kullanilarak reaksiyona sokulmus

ve konjugasyon gerceklestirilmistir.
Ik strateji olarak sekil 2.4’te gosterildigi iizere, malemid uclu hedefleyici
peptit sekans1 (2,0 mg, 0,00087 mmol, 2 ekivalan) ile PDPA100-P(OEG10MA)20-S-S-

P(OEG10MA)20-PDPA100 kopolimeri (27,0 mg, 0,00044 mmol, 1 ekivalan) bir
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reaksiyon balonuna konarak etanol igerisinde ¢oziiliir ve 1 saat siiresince N2 gazi akisi
altinda karigtirilarak ortam, oksijeninden arindirilir. Sonrasinda ortama PPhs (0,2 mg,
0,00076 mmol, 1,5 ekivalan)eklenir ve ¢ozelti oda sicakliginda 48 saat boyunca
karigtirilir. Sonrasinda bu ¢ozelti 10 kDa MWCO rejenere diyaliz membran

kullanilarak 2 kez etanole karsi, 3 kez de suya kars1 diyaliz edilmistir.

Elde edilen dispersiyon liyofilize edilerek beyaz toz halindeki kopolimere

ulasilmis olunur.

PDPA 199-P(OEG 1gMA)0-S-S-P(OE 1(GMA),,-PDPA 19 PDPA 199-P(OEGoMA),-PEPTIT

AL AL .
H \ PPh; _s
+ 5-Tamra-PEPTIT-Malemid =~ — PDPA409-P(OEG1;MA);o N

0.0 050 “SKSIRLLRGTGGTLFRG-Tamra-5
Br- o\/\S*S/\/O Br
100/ 29 0 | 100 o

o ; 0 © o\ 0

9 g,

PEPTIT: GRFLTGGTGRLLRISK

Sekil 2.4. Hedefleyici peptit sekansi ile PDPA1g-P(OEG10MA)20-S-S-P(OEG10MA)20-

PDPA10 kopolimerinin konjugasyon semasi.

Ikinci peptit kopolimer konjugasyonu stratejisinde kullanilmak iizere dncelikle
sistein aminoasidi ile sonlanmis hedefleyici peptit sekansinin sentezlenip

saflastirilmasi, boliim 2.2.1.5°te anlatildig: sekilde gergeklestirilmistir.

Sekil 2.5’te sematize edildigi {izere, ilk olarak amino uglu P(OEG10MA)20-
PDPA1o kopolimeri SMCC ile reaksiyona sokularak u¢ grubu malemid ile
fonksiyonellestirilir. Bu amagla, ilk adim olarak, H>N-P(OEG10MA)20-PDPA100
(0,0075 mmol, 1 ekivalan), 2 mL DMF igerisinde ¢oziiliir ve 1 saat siiresince N2 gazi
akis1 altinda karistirilarak ortam, oksijeninden arindirilir. 0,5 mL DMF igerisinde
¢oziiliip taze olarak hazirlanan SMCC ¢ozeltisi (0,015 mmol, 2 ekivalan), kopolimer

¢ozeltisi lizerine eklenir ve 30 dakika daha N2 gazi akisina maruz birakilir. Bu ¢ozelti
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tizerine birka¢ damla N,N-diizopropiletilamin (DIPEA) eklenir ve 2 saat siiresince
25°C’de reaksiyona devam edilir. Sonrasinda 1 kDa’lik diyaliz membran kullanilarak,
DCM’ ye kars1 diyaliz islemi en az 4 degisim yapilarak gerceklestirilerek, reaksiyona
girmeyen SMC ve DIPEA ortamdan uzaklastirilip saflagtirma iglemi tamamlanir. Son
olarak DCM doner buharlastiricida ugurulup, elde edilen iirlin tekrar DMF iginde

¢Ozilir.

Ikinci adimda ise malemid ile fonksiyonellestirilmis kopolimer, hedefleyici
peptit sekansi ile konjuge edilmistir. Bu amagla, toz halde elde edilmis peptit (2
ekivalan), SMCC-H:N-P(OEG10MA)2-PDPA10o (1 ekivalan) kopolimerinin DMF
icerisindeki ¢ozeltisine eklenir ve 1 saat siiresince N2 gazi akisi altinda karistirildiktan
sonra ortama PPh3 (1,5 ekivalan) eklenir. Reaksiyon 48 saat siiresince N2 gazi akisi
altinda gergeklestirilir. Peptit konjuge edilmis kopolimer, pH’1 7,4’e ayarlanmis suya
kars1 10 kDa’lik diyaliz membran kullanilarak ve en az 4 degisim gerceklestirilerek

saflastirilir. Sonug {iriin liyofilize edilerek toz halinde elde edilir.

PDPA 15y-P(OEG )M A),y-NH, smcc
(suksinimidil 4-[N lemid til]sikloheksan-1-karboksilat)

100 oNH2 0] O\ O\

0% 9 Yo + QN*O : : ﬁo %’PDPAloo-P(OEQUMA)zO*NH < > ﬁo
( J\ \7 o o o

N o)

/\ 1 l Saflastirma

CSIRLLRGTGGTLFRG

S +
Oﬁ/I " CSIRLLRGTGGTLFRG PPh3 O\
PDPA (,-P(OE MA),g—
100-P(OEG{MA),, N;_<:>_/N 5 <~ PDPAgPOEG,MA) . —NH N

g (DMF)
(0]

Sekil 2.5. Hedefleyici peptit sekansi ile P(OEG10MA)20-PDPA1ge kopolimerinin SMCC

aracilifiyla konjugasyon semasi.

74



2.2.1.7. P(OEG10MA)2-PDPA100 Kopolimerinin Kalibrasyon Dogrusunun

Olusturulmasi

Saflastirma islemleri sonrasinda elde edilen polimerzom dispersiyonunun
konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla P(OEG10MA)20-PDPA100 kopolimerinin
kalibrasyonu yapilmistir. P(OEG10MA)20-PDPA100 kopolimeri pH 2,0 PBS icerisinde
¢oziillmiis ve seri diliisyon yontemi ile farkli konsantrasyonlardaki (0,089-10,14
mg/mL) cozeltileri hazirlanmistir. 220 nm dalga boyunda Nanodrop 8000 cihazi
kullanilarak analizler gergeklestirilmis ve konsantrasyona karsilik absorbans degeri

grafige gecirilerek kalibrasyon dogrusu ve denklemi elde edilmistir.

2.2.18. P(OEG10MA)20-PDPA100 Polimerzomlarinin Formiilasyonu,
Saflastirilmasi ve BikDDA Yiiklenmesi

P(OEG10MA)20-PDPA100 polimerzom formiilasyonlart pH degisimi (Tian ve
ark., 2015) ve film hidrasyonu (Lomas ve ark., 2008) yontemleri ile hazirlanmustir.

Film  hidrasyonu yonteminde, P(OEG10MA)20-PDPA10  kopolimeri
kloroform:metanol (3:1) igerisinde 10 mg/mL konsantrasyonunda, cam bir vial
igerisinde ¢oziilmiistiir. Bu ¢ozelti vakumlu etiivde ~ 400 mbar basingta 4 saat
siiresince ve sonrasinda 1 giin boyunca ~ 50 mbar basingta bekletilerek ¢oziiciiniin
tamamen u¢masi saglanarak vialin duvarlarinin kopolimer ile kaplanmasi saglanmaistir.
Vakumlu etlivden alinan viale, 10 mg/mL konsantrasyon saglanacak sekilde pH 7,4
PBS eklenip ~ 800 — 1000 rpm de 4 hafta siiresince manyetik olarak karigmasi saglanir.
Belirli araliklarla alinan 6rnekler ile kopolimerin ge¢irdigi morfolojik evrimler ve

farkli geometrik yapilar incelenip degerlendirilmistir.

pH degisimi yonteminde oncelikle kopolimer, pH 2,0 PBS tamponu igerisinde
10 mg/mL konsantrasyonunda ¢oziilmiistiir. pH, 0,5 M NaOH ¢6zeltisinin bir siringa
pompast yardimiyla 10 pl/dakika hizinda ilavesi ile yiikseltilir. pHnin 6,0’a
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yiikselmesinin ardindan NaOH’1n akis hiz1 10 pL/dakika’ya disiiriilir ve pH 7,4’e
kadar bu hizda devam edilir (Sekil 2.6). Bu islemin ardindan dispersiyon 1 giin

boyunca, vezikiillerin stabilize olmasi i¢in karistirilmaya devam edilir.

Sekil 2.6. pH degisimi yontemi ile polimerzom hazirlanmasina ait deney diizenegi.

Gerek film hidrasyonu gerek ise ¢oziicli degisimi yontemi ile hazirlanmis
polimerzom formiilasyonlar1 sonucunda elde edilen bulanik dispersiyon, 45 dakikalik
yatak sonikasyonu islemine maruz birakilarak tiibiiler yapilarin kiiresel vezikiillere
parcalanmasi saglanir. Sonikasyonun ardindan 750 G de 10 dakikalik santrifiij islemi
ile biiyiik partikiiller ve agregatlar ortamdan uzaklastirilir. Elde edilen nanopartikiiler
dispersiyonda bulunan miseller yapilar, Sepharose 4B ile paketlenmis kolon
kullanilarak boyut dislama kromatografisi (Size Exclusion Chromatography, SEC) ile,
vezikiiler yapilardan ayrilir. Bodylece sadece nanometre boyutundaki saf

polimerzomlardan olusan dispersiyon elde edilmis olur.
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Hedeflendirilmis  polimerzomlarin  hazirlanmasinda ~ 9:1  oraninda
P(OEG10MA)20-PDPA10o / peptit563-P(OEG10MA)20-PDPA100 kopolimer karisimi

kullanilmistir

BikDDA geninin polimerzomlarin igerisine yiiklenmesi Battaglia arastirma
grubu tarafindan 6nceden optimize edilen elektroporasyon yontemi (L. Wang ve ark.,
2012) ile gergeklestirilmistir. Herhangi bir madde enkapsiile edilmemis bos
polimerzom dispersiyonu (6 mg/mL, 133 pL), PBS ¢ozeltisi (187 uL) ve Cyb5 ile
isaretlenmis BikDDA geni (80 pL) 400 pL’lik elektroporasyon kiivetine eklenip
birkag defa pipetlenir. Sonrasinda, 2500 V’luk akim 5 defa uygulanir. Her
uygulamanm arasinda 30 saniye beklenir. Islem bittikten sonra en az 1 saat,

polimerzomlarin yiizeyindeki deliklerin kapanmasi i¢in beklenilir.

Enkapsiile olmamis BikDDA geni, DNA pargalanmasi ile ortamdan
uzaklastirilir. Bu yontemde kisaca, 65 pL 10% reaksiyon tamponu [100 mM Tris HCI
(pH 7,5), 25 mM MgCl, ve 5 mM CaCl;], 18 uL DNAse I (90 IU) ve 167 uL DPBS
(Ca?*/Mg?* igermeyen PBS) ile elektropore edilen polimerzom dispersiyonu (400 uL,
0.045 mg/mL BikDDA) karstirilir. Bu karisim 37 °C de 10 dakikaligina inkiibe
edilerek DNA sarmalinin iskeletindeki fosfodiester baglarinin parcalanmasi saglanir.
Sonrasinda ise enkapsiile olmayan BikDDA kalintilari, Sepharose 4B ile paketlenmis

kolondan gecirilerek uzaklastirilir.

Saflastirilmis ve BikDDA enkapsiile edilmis polimerzom dispersiyonu, gerekli

analizler i¢in 4 °C de saklanmustir.

2.2.1.9. P(OEG10MA)20-PDPA100 Polimerzom Formiilasyonlarinin

Karakterizasyonu

Uretilen polimerzom formiilasyonlari {izerinde ortalama partikiil biiyiikliigii ve
dagilimi, yilizey yiki, elektron mikroskopu aracili morfolojik incelemeler ve

enkapsiilasyon etkinligi agisindan karakterizasyonlar gerceklestirilmistir.
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Ortalama partikiil biiytikliigii analizleri dinamik 151k sagilimi yontemi ile tayin
edilmistir. Uretilen polimerzom formiilasyonlar1 0,5 mg/mL konsantrasyona, pH 7,4
PBS ile seyreltildikten sonra 6 tekrar halinde ol¢iimler gergeklestirilmistir. Yiizey
yiikii tayini ise 5 tekrar olarak, 0,5 mg/mL konsantrasyonda elektroforetik 151k sagilimi

yontemi ile gergeklestirilmistir.

Polimerzomlarin morfolojik incelemesi ge¢irimli elektron mikroskopu (TEM)
ile 80 kV de gergeklestirilmistir. Polimerzomlarin membrani goriintiileme 6ncesinde
negatif boyama yontemi ile, fosfotungustik asit (PTA) ile boyanmistir. TEM numunesi
hazirlanmasinin kisaca prosediirii su sekildedir: Oncelikle TEM grid’leri akkor
bosaltma (glow discharge) yontemi ile hidrofilik hale doniistiiriilmiistiir; Ardindan 0.5
mg/mL konsantrasyondaki polimerzom dispersiyonundan 5 pL alinarak, karbon kapli
grid’in iizerine 1 dakikada kaplanir; Kaplanmis grid 0,75% (a/h) PTA c¢ozeltisine
maruz birakilir; Fazla PTA ¢ozeltisi filtre kagidi ile silinerek uzaklastirilir ve 6rnek

vakum altinda kurutulup analize hazir hale getirilir.

Polimerzomlarin igerisine enkapsiile edilen Cy5 isaretli BikDDA miktar
florimetre yardimiyla analiz edilmistir. Polimerzom membrani floresans 1s1may1 analiz
etmede herhangi bir engel teskil etmedigi i¢in, CyS isaretli BlkDDA enkapstile edilmis
polimerzom formiilasyonlar1 herhangi bir par¢alama islemine maruz birakilmadan,
dogrudan floresans Olglimiine tabi tutulmustur. Enkapsiile edilen miktar,
elektroporasyona eklenen ilk miktara, denklem 2.1.’de oldugu sekilde oranlanarak,

yiizde cinsinden enkapsiilasyon etkinligi ortaya konulmustur.

Polimerzomlara enkapsiile edilmis BikDDA miktar1

Enkapsiil Etkinligi (%) = x
nkapsiilasyon Etkdnligi (%) Elektroporasyonda kullanilan toplam BikDDA miktari

Denklem 2.1. BikDDA’nin enkapsiilasyon etkinliginin % olarak gosterilmesinde kullanilan

denklem.
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2.2.1.10. P(OEG10MA)20-PDPA100 Polimerzomlarimin Hiicrelerde Yapilan

Cahismalan

PNT1A (saglikli prostat dokusu hiicresi) ve LNCaP (kanserli prostat dokusu
hiicresi) hiicreleri % 10 fetal sigir serumu igeren RPMI 1640 ortaminda, HUVEC
(insan umbilikal ven endotel hiicresi) hiicreleri ise % 10 fetal sigir serumu (FBS) iceren

DMEM ortaminda ¢ogaltilmistir.

Hiicre canlilig1 MTS reajani (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-siilfofenil)-2H-tetrazolyum)  yardimiyla  kolorimetrik
olarak, 25, 50, 75 and 100 pg/mL polimerzom konsantrasyonlar: ile muamele edilmis
LNCaP, PNT1A ve HUVEC hiicrelerinde tayin edilmistir. Yontemin esasi, canli
hiicrelerin  mitokondrisindeki dehidrojenaz  enziminin, tetrazolyum halkasini
indirgeyerek kirmasi ve formazan olarak adlandirilan renkli bilesiklerin olusumuna yol
acmasina dayanmaktadir. Bu bilgilerden hareketle her bir kuyucugunda 5 x 10° sayida
hiicre igeren 96 kuyucuklu plakanin her bir kuyucugu belirlenen siire boyunca
kopolimer/polimerzom ¢ozeltisi/dispersiyonu ile inkiibe edilmistir Ardinda ise MTS
reajan1 uygulanarak 4 saat siiresince karanlik inkiibatorde bekletildikten sonra,

kolorimetrik olarak 490 nm dalga boyunda analiz edilmistir.

Transfeksiyon etkinligi deneylerinde kullanilan floresans mikroskopi analizleri
icin LNCaP ve PNT1A (1 x 10* hiicre/kuyucuk) hiicre hatlar1 25, 50, 75 ve 100 pg/mL
konsantrasyonlardaki polimerzom formiilasyonlar1 ile muamele edilmis ve piyasada
transfeksiyon ajani olarak yer alan X-tremeGENE HP DNA transfeksiyon reajani
kullanilarak 0,1 pg BikDDA ile transfekte edilmistir. Hiicre gorintiileri (100
hiicre/alan konsantrasyonunda hiicre iceren en az dort farkli rastgele alandan elde
edilen) Zeiss Axio Vert.Al floresans mikroskop kullanilarak 20x biiyiitmede 24, 48

ve 72inci saatlerde ¢ekilmistir.

Konfokal mikroskopi ve akis sitometrisi analizleri i¢inse, LNCaP ve PNT1A
(3 x 10° hiicre/m?) hiicreleri % 1 FBS RPMI 1640 de 60 pug/mL konsantrasyondaki

polimerzom formiilasyonlar1 ile muamele edilmistir. 72 saatlik inkiibasyon sonunda,
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konfokal mikroskop tek tabakalari serum igermeyen ortam ile yikanip % 2 formaldehit
ile fikse edilmis ve 5 ug/mL DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) ile boyanarak
Zeiss LSM 700 konfokal mikroskop ile goriintiilenmistir. Akis sitometrisi analizleri
i¢in, inkiibasyon sonrasi hiicreler tripsinizasyon ile substratindan ayrilmis ve hizlica

BD FACS Calibur akis sitometrisi cihazi ile analiz edilmistir.

2.2.2. PEtOX-b-PLA Polimeri ile Yapilan Cahismalar

PEtOx-b-PLA polimeri ile yapilan ¢alismalar, 213M760 numarali TUBITAK
1003 projesi kapsaminda desteklenerek gerceklestirilmistir. Polimerin sentezi
TUBITAK-MAM laboratuvarlarinda gergeklestirilerek tarafimiza teslim edilmis,
saflastirilmas1 ise Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi laboratuvarlarinda ve
hiicresel arastirmalar ise Yeditepe Universitesi Biyomiihendislik ve Genetik Boliimii

laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

2.2.2.1. Dosetaksel I¢in Yapilan Kalibrasyon ve Validasyon

Oncelikle DTX’in pH 7,4 asetonitril igerisinde 100 pg/mL konsantrasyona
sahip stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden hareketle hazirlanan ve
seyreltmede fosfat-salin tamponu kullanilarak 10 pg/mL konsantrasyondaki ¢dzeltinin
200-400 nm araliginda UV spektrumu taranmis ve maksimum absorbansin karsilik

geldigi dalga boyu (Amax) tayin edilmistir.

pH 7,4 fosfat-salin tampon ¢ozeltisi hazirlanirken 2,38 g disodyum hidrojen
fosfat, 0,19 g potasyum dihidrojen fosfat ve 8 g sodyum kloriir distile su igerisinde
¢cOziilmiistiir. Cozelti 1000 ml’lik balon jojeye alinarak distile su ile 1000 ml’ye

tamamlanir. Elde edilen ¢ozeltinin pH’s1 6lgiilerek 7,4’e ayarlanir.
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Kalibrasyon i¢in DTX’in asetonitril i¢inde 100 pg/mL konsantrasyonda
¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden alinan numuneler, PBS ile seyreltilerek 3
ug /mL ve 10 ug /mL konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri hazirlanmis ve HPLC’de mobil
faz oranlari, akis hizi, enjeksiyon hacmi gibi parametreler degistirilerek calismamiza
en uygun pik belirlenerek, analiz sartlar1 optimize edilmistir. Sonrasinda 0,4 - 30
pg/mL araliginda 9 farkli konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltiler HPLC’de analiz
edilmistir. Bilinen konsantrasyonlara (x) karsi elde edilen alan (y) degerleri grafige
gecirilerek kalibrasyon dogrusu ¢izilmistir. Ayni islem ayn1 konsantrasyona sahip ti¢
farkl1 stok ¢oOzelti lizerinde tekrarlanmis ve elde edilen sonuglarin ortalamasi

alinmistir.

Analitik yontemin validasyonu, tasarlanan analitik uygulamalar i¢in istenen
sartlar1 saglayan metodun performans karakteristiklerinin laboratuvar ¢alismalariyla
belirlendigi bir islemdir. Performans karakteristikleri analitik parametrelere dayanarak
aciklanir. Miktar tayininin validasyonunda ICH Q2(R1) kilavuzunda yer alan

parametreler incelenmistir.

2.2.2.1.1. Dogruluk

Bir analitik yontemin dogrulugu, o yontemle elde edilen test sonuglarinin
gercek degere yakinligidir. Gergek / teorik degerlerin, pratikte bulunan degerlere
yakinligini dogrulugu saptamamizi saglar. Dogruluk, belirli aralig1 kapsayan en az ii¢
konsantrasyon noktasinda en az {i¢er kez hazirlanan numune miktarlarinin yiizde geri
elde degerlerinin belirlenmesiyle tayin edilmektedir. Bu amagla DTX’in 1 pg/mL, 3
pg/mL ve 10 pg/mL konsantrasyonlarinda ¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan
¢ozeltilerin HPLC analizi sonucunda elde edilen alanlardan hareketle pratik
konsantrasyon ve yiizde geri elde degerleri hesaplanmistir. Ortalama yiizde geri elde,

standart sapma ve ylizde bagil sapma degerleri belirlenmistir.
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2.2.2.1.2. Kesinlik

Bir analitik yontemin kesinligi, ayn1 homojen ornekten ¢oklu 6rneklemeyle
elde edilen 6l¢im serileri arasindaki yakinligi ifade eder. Kesinlik, normal islem
kosullar1 altinda, yontemin tekrarlanabilirliginin, ara kesinliginin ve tekrar elde

edilebilirliginin dl¢limidiir.

2.2.2.1.2.1. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, kisa zaman araliklarinda ayni islem kosullar1 altindaki
kesinligi tanimlamaktadir. Belirli aralig1 kapsayan en az ii¢ konsantrasyon noktasinda
en az liger kez ya da test konsantrasyonunun % 100’iinde en az alt1 61¢iimle belirlenir.
Bu amagla DTX’in 1 pg/mL, 3 ug/mL ve 10 pg/mL konsantrasyonlarinda ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerden HPLC analizi sonrasi elde edilen alanlardan
hareketle pratik konsantrasyon degerleri hesaplanmistir. Ortalama, standart sapma ve

yiizde bagil sapma degerleri belirlenmistir.

2.2.2.1.2.2. Ara Kesinlik

Ara kesinlik; farkli giinler, farkli analistler, farkli teknik donanimlar gibi
laboratuvar varyasyonlarmin incelenmesini ifade eder. Bu etkilerin her birinin

incelenmesinin gerekli olmadig: belirtilmistir.

DTX’in PBS igerisindeki ara kesinliginin belirlenmesi amaciyla 1 pg/mL, 3
pg/mL ve 10 ug/mL konsantrasyonda hazirlanan ti¢ farkli ¢ozelti birbirini takip eden
tic farkli giinde HPLC analizleri yapilarak konsantrasyonlara karsilik gelen alanlar
bulunmustur. Alan verilerinin kalibrasyon denkleminde yerine konmasiyla elde edilen
pratik konsantrasyonlardan hareketle, her bir farkli konsantrasyon icin anova testi

yapilarak, % 95 giliven sinirlari i¢inde ii¢ giinliik veriler karsilastirilmistir.
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2.2.2.1.2.3. Tekrar Elde Edilebilirlik

Tekrar elde edilebilirlik, laboratuvarlar arasindaki kesinligi ifade eder (Isbirligi

ile yapilan ¢alismalar, genelde yontemin standardizasyonu i¢in uygulanir).

2.2.2.1.3. Secicilik

Segicilik, analiz edilen maddeyi diger bilesenler varliginda tayin edebilme
ozelligidir. Secicilik testi i¢in formiilasyonda kullanilan maddelerin tek bagina ve etkin
madde ile hazirlanan karigimlart HPLC ile analiz edilmis, piklerde herhangi bir

girigsimin olup olmadig1 kontrol edilmistir.

2.2.2.1.4. Teshis Simir1 (LOD) ve Tayin Sinir1 (LOQ)

Teshis sinir1, belirli kosullar altinda 6rnek iginde analiz edilen maddenin teshis
edilebilen fakat tayin edilemeyen en diisiik konsantrasyonudur. Tayin simir1 ise
ornekteki analiz edilen maddenin kabul edilebilir dogruluk ve kesinlikle kantitatif
olarak tayin edilebilen en diisiik miktaridir. Teshis ve tayin simir1 ICH kilavuzunda
verilen formiillere gore kalibrasyon denkleminin egim ve kesisim degerleri

kullanilarak hesaplanmaistir.

2.2.2.1.5. Dogrusallik

Bir analitik yontemin dogrusalligi, verilen bir aralikta 6rnek i¢indeki analiz
edilen maddenin konsantrasyonu ile dogrudan orantili olan test sonuglarinin elde
edilebilmesidir. Eger lineer bir iliski varsa, test sonuglari, en kiiciik kareler yontemiyle

regresyon dogrusunun hesaplanmasit gibi uygun istatistiksel yOntemler ile
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degerlendirilebilir. Korelasyon katsayisi, kesisim, regresyon dogrusunun egimi ve
artik kareler toplam1 hesaplanmalidir. Buna ek olarak regresyon dogrusundan gercek
veri noktalarinin sapma analizi dogrusalligi hesaplamak i¢in yararli olabilir.

Dogrusalligin saptanmasinda en az 5 konsantrasyon gereklidir.

DTX’in PBS igerisindeki miktar tayini yOnteminin dogrusallifinin
belirlenmesi amaciyla 1 - 10 pg/mL konsantrasyon araliginda 9 farkli konsantrasyonda

coOzeltileri hazirlanmis ve degerlendirilmistir.

2.2.2.2. Kopolimerin Blok Uzunluklarinin Belirlenmesi ve Saflastirma

Calhismalan

Lineer diblok kopolimer olan PEtOx-b-PLA ile literatiirde simdiye kadar
vezikiiler yapilarin  ¢aligmasit yapilmadigi i¢in, bu polimerden hareketle
polimerzomlarin elde edilmesine yonelik gerek formiilasyon c¢aligmalar: gerek ise de
formiilasyon c¢aligmalarmin geri bildirimleri 1ile yiiriitilen polimer sentez
calismalarinin  optimizasyonu hayli uzun slrmiis ve bilime yeni veriler

kazandirilmstir.

PEtOx-b-PLA polimerinin sentezi, sekil 2.7 de goriilecegi lizere, dncelikle
hidrofilik PEtOx blogunun ve hidrofobik PLA blogunun halka agilma polimerizasyonu
ile ayr1 ayr1 sentezlenmesi ve daha sonrasinda ise bu bloklarin klik kimyasi (azid-alkin

siklokatilim reaksiyonu) ile blok haline getirilmesi ile elde edilmistir.
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Sekil 2.7. PEtOx-b-PLA blok kopolimerinin sentez semasi.

PEtOx-b-PLA polimerinden hareketle vezikiiler sistemlerin olusumuna dair
herhangi bir bilgi bulunmadig1 i¢in, benzer olarak kabul edilebilecek PEG-b-PLA
polimerzomlarin hangi blok uzunluklarinda olustugu arastirmasi yapilmistir. Bununla
beraber, polimerzomlarin olusumdaki en Onemli parametrelerden birisi olan f
degerinin (hidrofilik blok uzunlugunun toplam kopolimerin uzunluguna oraninin
yiizdesi) PEG-b-PLA polimerzomlar: i¢in hangi aralikta oldugu arastirmasi yapilip,
ulagilan bilgiler dogrultusunda PEtOx-b-PLA polimerinin uzunluklarinin belirlenmesi

amagclanmistir.

Yapilan arastirmalarda f degerinin, ~ 2-20 kDa molekiil agirhigina sahip PEG-
b-PLA polimeri i¢in % 35+10 oldugu durumlarda polimerzom yapilarina ulasildig
Discher arastirma grubu tarafindan ortaya konulmus (D. E. Discher ve Ahmed, 2006)
ve f degerinin % 25’ten kii¢iik oldugu durumlarda evrik mikro yapilarin gozlemlendigi
bildirilmistir. Bunun yan1 sira ~ % 10’luk bir f degerine sahip 45-50 kDa molekiil
agirligindaki PEG-b-PLA polimerlerinin de polimerzom olusturdugu Feijen arastirma

grubu tarafindan bildirilmistir (Meng ve ark., 2005).
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Bu bilgiler 1s181nda yaklagik 30 adet, arastirmasi yapilan kopolimerlere benzer
blok uzunluklarina sahip PEtOx-b-PLA kopolimerler sentezlenmis ve tizerlerinde 6n
caligmalar yapilmistir. Bu caligmalar sonunda c¢izelge 2.3’te goriilen polimer serisi
lizerinde c¢alismalar yogunlastirllmis ve hangi morfolojik yapilara ulasildig

incelenmistir.

Cizelge 2.3. Sentezlenen PEtOx-b-PLA polimerlerinin listesi.

Kopolimer Bilesimi f Degeri (%)
PEtOXz2000-b-PLAss00 25
PEtOXz700-b-PLAss00 32
PEtOXa400-b-PLAsg00 45
PEtOX3000-b-PLAgo00 20
PEtOX4000-b-PLAgo00 25
PEtOx7500-b-PLAgo00 45
PEtOXxs600-b-PLA14400 20
PEtOXa600-b-PLAx14400 24
PEtOxs200-b-PLA14400 30

Tilibitak-MAM’da sentezlenmis bu kopolimerler ile c¢alisilmadan once
saflagtirma  iglemi  yapilmistir.  Saflagtirma islemi diyaliz  yontemi ile
gerceklestirilmistir. Tipik bir saflastirma islemi su sekilde gergeklestirilmistir:
Oncelikle kopolimer DCM igerisinde 3 saat siiresince tamamen ¢oziilmiistiir;
Ardindan bu kopolimer ¢ozeltisi uygun por biiyiikliigiine sahip diyaliz membranin
icerisine konulmustur (PEtOx blogunun uzunluguna gore 3,5 kDa ya da 6-8 kDa’lik
membranlar kullanilmistir.); Membran igerisine konulan ¢6zelti oncelikle DCM’ye
karsi, her bir degisimin arasinda en az 4 saatte olacak sekilde 3 kez diyaliz edilmistir;
Sonrasinda diyaliz islemi metanole karsi yapilmaya baglanmigtir ve yine her bir
degisimin arasinda en az 4 saatte olacak sekilde 3 kez diyaliz edilmistir; Son olarak
onceki diyaliz sartlari ile ayni sekilde olarak suya kars1 diyaliz edilmistir (her diyaliz

islemi yaklasik 1 litre ¢oziicli igerisinde gergeklestirilmistir). Elde edilen sulu
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kopolimer dispersiyonu dondurularak 4 giin boyunca liyofilize edilerek kuru toz

halinde elde edilmis ve kullanima hazir bir sekilde + 4°C’de saklanmustir.

2.2.2.3. PEtOx-b-PLA Polimeri ile Yapilan Polimerzom Formiilasyonu

Calismalan

Polimerzom formiilasyonu ¢alismalarinda film hidrasyonu yontemi ve ¢oziicii
degisimi yontemi tlizerinde arastirmalar gergeklestirilmistir. Bu 0n ¢aligmalarin
tamaminda sulu faz olarak PBS kullanilmistir ¢iinkii elde edilmesi amaglanan
polimerzom dispersiyonunun hiicresel ¢alismalar1 gerceklestirileceginden, fizyolojik
pH ve konsantrasyon ile ayni 6zelliklere sahip PBS’in, sulu faz olarak kullanilmasi

uygun gorilmistiir.

Film hidrasyonu yonteminde farkli polimer konsantrasyonlarina sahip (1
mg/mL, 3 mg/mL, 7 mg/mL, 10 mg/mL) farkli ¢oziiciiler ve ¢dziicli karisimlari
(dioksan, tetrahidrofuran, DCM, DCM:Metanol, Kloroform:Metanol) cam bir vialin
igerisine konulmustur. Bu vialleri vakumlu etiive konarak ¢oziiciileri kademeli olarak
1 giin i¢erisinde ugurulmustur. Elde edilen, i¢ duvari kopolimer tabakasi kapli viallere,
yukaridaki konsantrasyonlar ile ayn1 olacak sekilde PBS eklenmistir. Bu vialler belirli
stire (1 giin, 3 giin, 5 giin, 1 hafta, 2 hafta, 3 hafta) ile manyetik karistirictda 800-1000
rpm hizinda karistirilmistir. Bu siirelerde alinan 6rnekler TEM analizine tabi tutularak

ulasilan morfolojik yapilar belirlenmistir.

Film hidrasyonu ile elde edilen nano yapilarin analizi sonucunda tek tiir bir
yap1 yerine genellikle farkli yapilarin ayni anda bulundugu sistemlere ulasildig
belirlenmistir. Ayrica elde edilen nano yapilarin, partikiil biiyiikliigii agisindan oldukca
genis bir dagilim verdigi i¢in {iretim sonrasinda bu dagilimi daraltmak amaciyla
sonikasyon ya da homojenizasyon gibi ekstra bir fiziksel stres uygulanmasi
gereksinimi  bulunmaktadir. Partikiil buytikligi dagilimmi  daraltmak icin
uygulanabilecek diger bir yontem ise ekstriizyondur. Polimerzomlar, lipozomlar gibi

vezikiiler yapilar olduklart igin, belirli por biiylikligiine sahip (100-200 nm) bir
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membrandan belirli sayida gegirme islemi ile partikiil biyiikligi dagiliminin
daraltilmasi, polimerik membrandan sizintiya neden olabilmektedir. Bu durum ise
enkapsiile olan maddenin vezikiil disarisina ¢ikmasina ve enkapsiilasyon etkinliginde
diisiise neden olabilmektedir. Uretilecek polimerzomlara BikDDA gibi, fiziksel stres
kosullarinda stabilitesinin bozulma ihtimali olan bir biyomakromolekiil yiiklenecegi
icin, film hidrasyonu yontemi ile enkapsiilasyon g¢alismalar1 yapilmasindan vaz
gecilmistir.  Ancak bu yontemle elde edilen morfolojik yapilar ileride

degerlendirilecektir.

Partikiil biiytikliigli dagilimimin dar bir yelpazede elde edilmesinden dolayi,
film hidrasyonu yontemine alternatif olarak ¢oziicli degisimi yontemi secilmistir. Bu
yontemde temel olarak PEtOx-b-PLA polimeri dncelikle su ile karisabilen bir organik
¢oziiciide ¢oziiliir. Sonrasinda bu polimer ¢ozeltisi, su fazi olan PBS ile farkli oranlarda
ve hizlarda birbirleri ile karistirilir ve polimerzom yapist elde edilir. Sonrasinda
organik faz diyaliz ya da buharlastirma ile ortamdan uzaklastirilarak PBS icerisindeki
polimerzom dispersiyonuna ulagilir. Bu dispersiyonda gerekli analizler i¢in +4°C’de

saklanmistir.

Yapilan 6n calismalarda, ¢oziicii deg§isimi yontemi acisindan en Onemli
faktorlerin “organik fazdaki kopolimer konsantrasyonu”, “kopolimerin ¢6ziildiigii
¢Oziiniin se¢imi”, “sulu fazin hacminin organik fazin hacmine oran1” ve “iki fazin
birbirine karistirilma hiz1” oldugu gézlemlenmistir. Bu faktorlerin farkli degerlerde
kullanildig1 denemeler gercgeklestirilerek hangi aralik veya degerlerde polimerzom

yapisina ulasilabilecegi belirlenmistir.

On denemeler sonucunda elde edilen bilgiler 1s1ginda polimerzom

formiilasyonlar1 ¢6ziicii degisimi yontemi ile su adimlar takip edilerek iiretilmistir:
1) 12,5 mg PEtOx-b-PLA kopolimeri 1 mL dioksan igerisindeki manyetik olarak 1

gece siiresince 500 rpm hizinda karistirilarak ¢oziilmiistiir (DTX igeren formiillerde,

DTX bu faza eklenerek formiilasyon gergeklestirilir).
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2) Hazirlanan kopolimer ¢ozeltisi 6nceden dioksan ile islatilmis 0,2 pm’lik teflon
membrandan siiziilerek 10.3 mm ¢apindaki cam siringaya, icerisinde hava kabarcigi

kalmayacak sekilde doldurulur ve bu siringa bir siringa pompasi cihazina yerlestirilir.

3) 19 mm ¢apa sahip cam bir viale, 0,2 pum’lik membran siiziilmiis 1 mL pH 7,4 PBS
ve 13mmx5mm boyutlarindaki O halkali bir manyetik bar konularak 800-1000 rpm
hizinda karistiritlir (BikDDA igeren formiillerde BikDDA bu faza eklenerek

formiilasyon gergeklestirilir).

4) Kopolimer ¢ozeltisi, 1000 rpm de karigan PBS’in iizerine, 0,5 mm i¢ ¢apa sahip
teflon bir boru yardimiyla 50 pL/dakika hizinda aktarilir.

5) Aktarma islemi, aktarilan hacim 0,4 mL’ ye ulasinca durdurulur (aktarma islemi
sirasinda teflon borunu ucu PBS ¢dzeltisinin igerisinde, tabana yakin bir pozisyonda

olmalidir) ve manyetik karistirict kapatilir.

6) Boylece polimerzom yapisi elde edilir. Elde edilen polimerzomlarin membranini

dondurmak i¢in cam viale 1,5 mL PBS ¢6zeltisi hizlica eklenir.

7) Vialin igerigi diyaliz membrana konulup igerisinde hava kabarcigi kalmayacak

sekilde kapatilir.

8) Diyaliz islemi 1 litre suya karsilik gerceklestirilir. ilk 2 saatin ardindan ve sonraki
her 4 saatte bir diyaliz ortam1 su degistirilerek dioksan ve enkapsiile olmayan DTX

ortamdan uzaklastirilir.

9) Diyaliz sonrasinda, diyaliz membranin igerisindeki polimerzom dispersiyonu 1,5
mL’lik altt konik santrifiij tiiplerine konulur ve biiylik partikiillerin / agregatlarin
uzaklastirilmas: i¢in 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant alinir.

Boylece polimerzom dispersiyonu saflastirilmis olunur.

89



10) Biitiin bu tretim siireci 25 + 5 °C’de gerceklestirilir. Hazirlanan polimerzom

dispersiyonu gerekli analizlerde kullanim i¢in + 4°C’de saklanir.

11) BikDDA enkapsiile edilen polimerzom formiilasyonlarinda, 8 numarali
basamagin ardindan, yani diyaliz islemi sonrasinda diyaliz membranin igerigi bir cam
viale alinip lizerine BikDDA ile ayn1 miktarda DNAsel ile birlikte 10x reaksiyon
tamponu ve DPBS ilave edilip 37°C’de 10 dakika inkiibe edilir. Ardindan ise bu
karisim 100 kDa’lik diyaliz membrana konulup 1 L pH 7,4 PBS’e kars1 2 saat
stiresince iki kez diyaliz edilir. Bdylece kalinti BikDDA ve DNAsel ortamdan

uzaklagtirilmig olunur.

Hedeflendirilmis polimerzomlarin formiilasyonu i¢in peptit konjuge edilmis
PEtOx-b-PLA ve hiicresel alim ¢alismalarinda kullanilmak tizere sentezlenmis
kumarin konjuge PEtOx-b-PLA igeren polimerzom formiilasyonlar: tiretilmistir ve

sonugclar1 bulgular kisminda sunulmustur.
Formiilasyonun nasil olusturuldugu ve degiskenlerinin nasil se¢ildigi tartisma

boluminde anlatilmaktadir.

2.2.2.4. PEtOx-b-PLA Polimerzom Formiilasyonlarimin Karakterizasyonu

Uretilen polimerzom formiilasyonlari iizerinde ortalama partikiil biiyiikliigii ve
dagilimi, yiizey yiki, elektron mikroskopu aracili morfolojik incelemeler,
enkapsiilasyon etkinligi ve iretim yonteminin tekrarlanabilirligi agisindan

karakterizasyonlar gerceklestirilmistir.

90



2.2.2.4.1. Polimerzomlarin Ortalama Partikiil Biiyiikliigii ve Zeta Potansiyeli

Olciimleri

Ortalama partikiil biiyiikliigii analizleri dinamik 151k sac¢ilimi1 yontemi ile tayin
edilmistir. Uretilen polimerzom formiilasyonlar1 0,5 mg/mL konsantrasyona, pH 7,4
PBS ile seyreltildikten sonra 6 tekrar halinde dlglimler gergeklestirilmistir. Yiizey
yiikii tayini ise 5 tekrar olarak, 0,5 mg/mL konsantrasyonda elektroforetik 151k sagilimi

yontemi ile gerceklestirilmistir.

2.2.24.2. Gelistirilen Polimerzom Formiilasyonunun Tekrarlanabilirliginin

Tayin Edilmesi

Polimerzom formiilasyonunun tekrarlanabilirligi i¢in 3 adet formiilasyon i¢in
gerekli c¢ozeltiler ve maddeler ayr1i ayr1 olarak hazirlanmis ve iretim
gergeklestirilmigtir. PEtOx-b-PLA polimerzom formiilasyonlarin tekrarlanabilirligi
ayr1 ayri uretilen bu ii¢ formiilasyonun ortalama partikiil biiyiikliikleri ve DTX

enkapsiilasyon etkinlikleri kiyaslanarak gosterilmistir.

2.2.2.4.3. Polimerzom Formiilasyonlarinin Morfolojik Degerlendirilmesi

Polimerzomlarin morfolojik incelemesi gecirimli elektron mikroskopu (TEM)
ile 80 kV de gerceklestirilmistir. Polimerzomlarin membrani, goriintiileme 6ncesinde
negatif boyama yontemi kullanilarak fosfotungustik asit (PTA) ile boyanmistir. TEM

numunesi hazirlanmasinin kisaca prosediirii su sekildedir:
- Oncelikle 0.5 mg/mL konsantrasyondaki polimerzom dispersiyonundan 5 pL

alinarak, karbon kapli TEM grid’inin tizerine 1 dakika siiresince kaplanir;

- Kaplanmis grid 0,75% (a/h) PTA c¢ozeltisine maruz birakilir;
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- Fazla PTA ¢ozeltisi filtre kagidi ile silinerek uzaklastirilir ve 6rnek vakum altinda

kurutulup analize hazir hale getirilir.

2.2.2.4.4. Polimerzom Formiilasyonlarimin BikDDA Enkapsiilasyonu Ac¢isindan

Degerlendirilmesi

Polimerzomlarin igerisine enkapsiile edilen BikDDA miktari, DNA tayini i¢in
Ozellestirilmis mikrospektrofotometre cihazi (MultiskanGO, ThermoFisher Scientific)
ile tayin edilmistir. Bu amagla, BikDDA yiiklenmis polimerzom formiilii (0,5 mL) ile
DCM (0,5 mL) bir vial i¢erisinde 30 dakika siiresince vortexlenir. Sonrasinda iki fazin
birbirinden ayrilmast i¢in bir siire beklenilir. Iki fazl1 sistemin sulu kismindan (iistteki
kisim) alinan 5 pL’lik 6rnek cihaza uygulanir ve pg/mL cinsinden konsantrasyon
okunur. Enkapsiile edilen miktar, formiilasyona eklenen ilk miktara, denklem 2.2.’de
gosterildigi sekilde oranlanarak, yiizde cinsinden BikDDA enkapsiilasyon etkinligi

ortaya konulmustur.

Polimerzomlara enkapsiile edilmis BikDDA miktar1

Enkapsiil Etkinligi (%) = X
nkapsillasyon Etkinligi (%) Formiilasyonda kullanilan toplam BikDDA miktar1

Denklem 2.2. BikDDA’nin enkapsiilasyon etkinliginin % olarak gosterilmesinde kullanilan

denklem.

2.2.2.4.5. Polimerzom Formiilasyonlarinin Dosetaksel Enkapsiilasyonu

Agcisindan Degerlendirilmesi

Polimerzomlara enkapsiile edilmis DTX miktarinin tayini i¢in ise diyaliz edilip
ardindan saflastirilmis polimerzom formiilasyonundan 0,5 mL alinip liyofilize edilir.
Toz haline gelmis polimerzom formiilasyonu iizerine 0,5 mL asetonitril eklenip bir

gece 500 rpm de manyetik olarak karistirilir ve 0,45 um’lik membrandan siiziildiikten
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sonra tlizerine 1,5 mL PBS eklenip karistirilarak HPLC analiz gerceklestirilir.
Enkapsiile edilen DTX miktar formiilasyona eklenen ilk miktara, denklem 2.3.’te
oldugu sekilde oranlanarak, yiizde cinsinden enkapsiilasyon etkinligi ortaya

konulmustur.

Polimerzomlara enkapsiile edilmis DTX miktar1

Enkapsiilasyon Etkinligi (%) = *
nkapsiilasyon Etkinligi (%) Formiilasyonda kullanilan toplam DTX miktar1

Denklem 2.3. DTX’in enkapsiilasyon etkinliginin % olarak gosterilmesinde kullanilan
denklem.

2.2.2.4.5. Polimerzom Formiilasyonlarinin Stabilitesi

Gelistirilen polimerzom formiilasyonlarin stabilitesinin degerlendirilmesi
amaciyla, kolloidal haldeki polimerzom dispersiyonu +4°C’de 3 ay siiresince
saklanmistir. Ayrica kolloidal halde 37°C’de ki 24 saatlik stabilitesi de
degerlendirilmistir. Bu iki kosuldaki partikiil biiytikliigii verileri, formiilasyonun taze
tiretimi sonrasindaki partikiil biliyiikliigii ve partikiil biiytikliigii dagilimi profili ile

kiyaslanarak gdsterilmistir.

Ayrica enkapsiile edilen BikDDA geninin enkapsiilasyon isleminden etkilenip
etkilenmedigi ve 37°C’de 24 saatlik bekletilmenin ardindan yapisinda herhangi bir
degisiklik olup olmadigi agaroz jel elektroforez yontemi ile tayin edilmistir. Bu amagla
% 1’lik agaroz jel Trizma Baz-Borik Asit-EDTA tamponu igerisinde hazirlanmistir.
Sonrasinda ortama 12,5 pL etidyum bromiir ¢6zeltisi eklenmistir. Elde edilen ¢ozelti
jel diizenegine dokiilerek dondurulmus ve jelin katilagmasini ardindan yan destekler
ve kullanilan tarak diizenegi dikkatlice kaldirilmstir. Ilgili drnekler yiikleme tamponu
ile karigtirildiktan sonra (17 pL 6rnek + 3 pL yiikleme tamponu), taraklar vasitasiyla
acilan kuyucuklara uygulanmistir. BOylece hazirlanan jel, elektroforez tankina
koyularak koyulmus ve iizeri kaplanacak sekilde, 16 pL etidyum bromiir ¢ozeltisi
iceren Trizma Baz-Borik asit-EDTA tamponu eklenmistir. Tanka uygulanan 100 V’1lik
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akim ile jele uygulanan 6rnekler 35 — 40 dakika siiresince siiriiklenmistir. Jel distile su

ile yikanarak UV 15181 altinda goriintiilenmistir.

Agaroz jelin kuyucuklarina saf haldeki BikDDA geni, BikDDA enkapsiile
edilmis polimerzom formiilasyonu, polimerzom formiilasyonunun dioksan ilavesi ile
parcalanmasiyla agiga ¢ikarilmis BikDDA geni ¢ozeltisi ve 37°C’de 24 saat siiresince
bekletilen polimerzom formiilasyonunun parg¢alanmasi ile agiga ¢ikan BikDDA geni

¢Ozeltisi uygulanmistir.

Elektroforezde kullanilan tampon ve ¢ozeltiler:

Trizma Baz-Borik Asit-EDTA (TBE) Tamponu (10x%):

Trizma baz (MA:121,1 g/mol)...............ccoeevinnn.n. 108 g
Borik asit (MA: 61,83 g/mol).............ccoeeviiiinnnn. 57 mL
EDTA (MA: 37224 g/mol)......ccoooviiiiiiiiiiiiann. 100 mL
NaOH (MA: 39,9 g/mol)..........cceoivviriiiiiniinennn. 0,5¢g
Safsu.....oovviiiiiiii )28 11 DO 1000 mL

* pH, NaOH ile 8,3’e ayarlanmistir.

Yiikleme tamponu:
Bromfenol mavisi.............. % 0,25

Gliserol.....coovvvviiiiiiii. .. % 30

Boyama ¢ozeltisi (Etidyum bromiir ¢ozeltisi):

Etidyum bromiir................ % 10 (a/h)

Hazirlanan jele uygulanan etidyum bromiir, elektrik akimi uygulamas: ile

yiiriitiilen DNA fraksiyonlarinin UV 15181 altinda tayin edilmesini saglamaktadir.
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2.2.2.4.6. Polimerzom Formiilasyonlarina Enkapsiile Edilen Materyalin Ac¢iga

Cikisinin Incelenmesi

PEtOxs7-b-PLA200 polimerzomlarina yiiklenen bilesiklerin farkli sicaklikta
aciga cikis profillerinin incelenmesi i¢in, 0,5 mg/mL DTX iceren polimerzom
formiilasyonlar1 kullanilmistir. Bu amagla 2014’te Koopaei ve ark. tarafindan

yayinlanan makaledeki in-vitro salim prosediiri modifiye edilerek kullanilmistir

(Noori Koopaei ve ark., 2014).

Bu dogrultuda, 0,5 mg/mL DTX igeren 2 mL polimerzom formiilasyonu 6-8
kDa’luk diyaliz membrana konulur ve hi¢ bosluk/kabarcik kalmayacak sekilde
Klipslenir. Ardindan bu diyaliz membran, 0,2 um’lik filtreden siiziilmiis 50 mL pH 7,4
PBS tamponu igerisine konulur. Sicakligin 37°C’ye ayarlandigi 50 rpm de karigan
inkiibatore konulan bu diizenekten 0,25., 0,5., 1., 2., 4., 6., 8., 12. ve 24. saatlerde 1 er
mL numune ahnarak viallerine konulur. Alinan her numunenin ardindan yine ayni
hacimde ve sicakliktaki salim ortami sisteme ilave edilmistir. Toplanan Ornekler

HPLC de analiz edilmistir.

37°C’ye ek olarak, aynm konsantrasyondaki formiilasyonun salim profili
+4°C’de (buzdolabinda) de analiz edilmistir. Sonuglar zamana karsilik % aci8a ¢ikan

DTX miktarinin grafige gecirilmesi ile sunulmustur.

2.2.2.4.7. Laminar Kabin Altinda Aseptik Sartlarda Polimerzom Formiilasyonu

Uretimi

Gelistirilen polimerzom formiilasyonlarin, ileride yapilacak hiicresel
calismalarda kullamlabilmesi igin steril olmasi gerekmektedir. Uretim sonrasi
liyofilizasyon islemini takiben hiicresel uygulama Oncesinde toz halindeki

polimerzomlar1 PBS ya da serum igermeyen medium da disperse ederek 0,2 um’lik
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siringa ucu filtrede slizme islemi, genellikle nanopartikiillerin hiicresel ve in-vivo
uygulamalar 6ncesi steril edilme seklidir. Ancak bu durum, partikiillerin ortalama
partikiil biiyiikliigii her ne kadar 0,2 um’den kiiciik olsa bile, filtreden tutulma

nedeniyle doz degisimine neden olmaktadir.

Bu nedenle tez kapsaminda {iretilen biitlin polimerzom formiilasyonlari
laminar kabin altinda iiretilmistir. Kullanilan PBS, cam malzemeler, polipropilen
tipler, siringa ucu filtreler, mikropipet ve tipleri otoklavda 121 °C’de 30 dakika
siiresince sterilize edilmis ve sonrasinda kabin altinda kullanilmistir. Uretim esnasinda
kullanilan diyaliz membranlar, cam siringalar, teflon borular ise % 70 (h/h)’lik etanol
cozeltisi ile 1 giin sliresince temas edilerek sterilize edilmis ve kullanim oncesinde

steril distile su ile 3 kez yikanarak etanol artiklarindan kurtarilmistir.

Kullanilan polimer ¢ozeltisi 1 gece boyunca karistirilarak molekiiler seviyede
¢cOziinme saglanmis ve polimerzom formiilasyonu iiretimi 6ncesinde laminar kabin
altinda steril 0,2 pm’lik siringa ucu filtreden siiziilerek mikroorganizmalardan

kurtarilmis ve steril hale getirilmistir.

Boylece kullanilan biitiin malzemeler steril edilerek iiretilen polimerzom

formiilasyonununda steril olmasi saglanmaigstir.

2.2.2.5. PEtOXx-b-PLA Polimerzomlarimin Hiicrelerde Yapilan Calismalari

PNTZ1A (saglikli prostat dokusu hiicresi) ve LNCaP (kanserli prostat dokusu

hiicresi) hiicreleri % 10 fetal sigir serumu igeren RPMI 1640 ortaminda gogaltilmustir.

Hiicre canliligt WST-1 reajan1 (suda ¢oziiniir tetrazolyum tuzu) yardimiyla
kolorimetrik olarak, 0, 0,5, 1,0, 2,5 ve 5,0 pg/mL DTX enkapsiile edilmis ve 0, 0,5,
2,0 ve 5,0 ng/mL BikDDA enkapsiile edilmis, prostat kanserine spesifik hedeflendirici
peptit tastyan polimerzom formiilasyonlari ile muamele edilerek, LNCaP ve PNT1A
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hiicrelerinde tayin edilmistir. Her bir kuyucugunda 10 x 10® sayida hiicre igeren 96
kuyucuklu plakanin her bir kuyucugu 490 nm dalga boyunda analiz edilmistir.

Konfokal mikroskopi analizleri i¢in oncelikle, molar olarak %10 peptit563
konjuge edilmis kopolimerin kullanildigr PEtOxs7-b-PLA200 polimerzomlart igerisine
floresein (FITC) yiiklenerek floresans isima kazandirilmigtir. Ardindan, LNCaP ve
PNT1A (24 x 10° hiicre/kuyucuk) hiicreleri % 1 FBS RPMI 1640 ve 60 pg/mL
konsantrasyonda polimerzom formiilasyonu igcerecek sekilde inkiibe edilmistir. 4
saatlik inkiibasyon sonunda, konfokal mikroskop tek tabakalari serum igermeyen
ortam ile 3 kere 5 dakika siiresince yikanip % 2 formaldehit ile fikse edilmis ve 5
pug/mL DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) ile boyanarak Zeiss LSM 700 konfokal

mikroskop ile goriintiilenmistir.
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3. BULGULAR

3.1. P(OEG10MA)20-PDPA100 Polimeri ile Yapilan Calismalara Ait Bulgular

3.1.1. Sentezlenen P(OEG10MA)20-PDPA100 Esash  Kopolimerlere Ait

Karakterizasyon Bulgular

05 -
045 - y = 0,0457x - 0,0044
0,4 - R2=0,9982
0,35 -
0,3 -
0,25 -
0,2 -
0,15 -
0,1 -
005 |
0 = = T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12

Absorbans

Kopolimer Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 3.1. P(OEG10MA)20-PDPA1w kopolimerinin, pH 2,0 PBS igerisindeki kalibrasyonu
(n=3).

Sekil 3.1.°de sunulan P(OEG10MA)20-PDPA100 kopolimerinin kalibrasyon
denkelimindeki R? degerinin 1’e yakin bulunmasi, elde edilen kalibrasyon denklemi
kullanilarak ulasilacak kopolimer konsantrasyonunun yiiksek dogrulukta oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 3.2. P(OEG10MA)20-PDP A0 kopolimerine ait GPC analizi sonucu (PDI=1,2).

P(OEG10MA)20-PDPA100 kopolimerine ait, Sekil 3.2.’de sunulan GPC (Gel
Permeation Chromatography, Jel Permeasyon Kromatografisi) analizi sonucu,
kopolimerin molekiil agirligi dagilimmi gostermektedir. Elde edilen 1,2’lik PDI
degeri, sentezlenen kopolimerin molekiil agirligi dagilimimin hayli dar oldugunu

berlitmektedir.

Molekiil  agirlign  dagiliminin = ardindan,  P(OEG10MA)20-PDPA100
kopolimerinin yapisindaki protonlara ait piklerin tanimlanmasi ile kopolimer yapisi
aydinlatilmistir. Bu amagla Sekil 3.3.’te P(OEG10MA)20-PDPA100’iin, Sekil 3.4.’te
PDPA100-P(OEG10MA)20-S-S-P(OEG10MA)20-PDPA00’iin ve Sekil 3.5.’te ise . HoN-
P(OEG10MA)20-PDPA100’iin yapist tH-NMR ile aydinlatiimustir.
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Sekil 3.3. P(OEG10MA)20-PDP Ao kopolimerine ait *H-NMR kromatogrami.
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Sekil 3.4. PDPA100-P(OEG10MA)20-S-S-P(OEG10MA)20-PDPA100 kopolimerine ait *H-NMR

kromatogrami.
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Sekil 3.5. H,N-P(OEG10MA),0-PDPA 10 kopolimerine ait *tH-NMR kromatogramu.
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Yap1 aydinlatilmasi sonrasinda, farkli stratejiler ile konjuge edilen kopolimer-
peptit konjugatinin analizi i¢in kopolimer, peptit ve kopolimer-peptit konjugatlarinin
HPLC ile tayini yapilmistir. Elde edilen peptit-kopolimer konjugatlarinin (kirmizi
renkli pikler), kullanilan peptit ve kopolimere kiyasla farkli zamanda pikler verdigi

tespit edilmistir ve bu durum konjugasyonu ispatlamaktadir.
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Sekil 3.6. P(OEG10MA)20-PDPA10o kopolimeri ile floresans Tamra etiketli malemid-peptit 563
ve sistein-peptit563 konjugatlarinin HPLC kromatogramlari (a,b) ve kimyasal yapilar1 (c,d).
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3.1.2. BikDDA Geninin Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 3.7. Cy5 ile isaretlenmis BikDDA geninin, pH 7,4 PBS icerisindeki florimetrik
kalibrasyonu (n=3). R? degerinin 1’e yakin bulunmasi, elde edilen kalibrasyon denklemi
kullanilarak ulasilacak BikDDA konsantrasyonunun yiiksek dogrulukta oldugunu

belirtmektedir.

Sekil 3.7.’de sunulan, Cy5 ile isaretlenmis BikDDA geninin Kkalibrasyon
denkelimindeki R? degerinin 1’e yakin bulunmasi, elde edilen kalibrasyon denklemi
kullanilarak ulasilacak BikDDA konsantrasyonunun yiiksek dogrulukta oldugunu

gostermektedir.
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3.1.3. Sentezlenen Hedeflendirici Peptit Sekansina Ait Karakterizasyonuna ait

Bulgular
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Sekil 3.8. Sentezi gergeklestirilen, saflastirilmamis sistein uglu peptit563’iin, {iretim sonrasina

ait preperatif HPLC pikleri.

Konjuge edilecek, sistein uglu peptit563°iin sentezi sonrasinda yapilan
preperatif HPLC analizi sonucuna ait kromatogram Sekil 3.8.’de sunulmustur.
Kromatogramda goriilen her bir pike ait molekiil biiyiikliigi tayini yapilmis ve kirmizi

ile igaretlenmis pikin istenilen sekansa ait oldugu bulunmus ve bu pike ait fraksiyonlar

toplanmistir.
Peak2_Umut_Lin_POS.raw
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Sekil 3.9. Sentezlenen sistein uglu peptit563°iin molekiil agirligini gosteren MALDI-TOF

kromatogramiu.
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Sekil 3.9.’da Elde edilen pikin gosterdigi molekil agirligi, peptit563’in
molekiil agirligt olan 1707 gram/mol ile uyustugu i¢in istenilen peptit sekansinin elde

edildigi kabul edilmistir.

Bolim 2.2.1.5.°te anlatiladig1 sekilde preperatif HPLC ile saflastirilarak
elde edilen sistein uglu peptit563’iin safliginin kontrol edilmesi igin ise analitik HPLC
analizi gerceklestirilmistir. Sekil 3.10.’da sunulan analiz soucunda tek bir pikin
gozlemlenmesi, kiitle analizi sonuglari ile beraber yorumlandiginda, sentezlenen peptit

sekansinin yiiksek saflikta oldugunu gostermektedir.
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Sekil 3.10. Saflagtirma sonras1 analitik HPLC ile saflig1 kontrol edilen sistein uglu peptit563°e
ait kromatogram (280 nm).

3.1.4. P(OEGi10MA)2-PDPA100 Esash Polimerzom Formiilasyonlarina Ait

Karakterizasyon Bulgular

P(OEG10MA)20-PDPA100 kopolimerinden hareketle, pH degisimi yontemi
kullanilarak elde edilen yapilarin kiiresel oldugu goriilmiis (Sekil 3.11., Sekil 3.12 ve
Sekil 3.13.) ve polimerzomlarin membran yapilar1 ise, PTA boyamasi sonucu siyah

renk ile kontrast elde edilerek gdsterilmistir.
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Sekil 3.11. pH degisimi yontemiyle tiretilmis, bos P(OEG10MA)20-PDPA100 polimerzomlarina
ait TEM goriintiileri.
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Sekil 3.12. pH degisimi yontemiyle iretilen BikDDA yiiklenmis P(OEG10MA)20-PDPA100

polimerzomuna ait TEM goriintiisii.
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Sekil 3.13. pH degisimi yontemiyle iiretilen, peptit563 ile konjuge edilmis P(OEG10MA)20-

PDPAqy ile iiretilen polimerzomlara ait TEM goriintiileri.
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Sekil 3.14. P(OEG10MA)20-PDPAgs kopolimeri kullanilarak pH degisimi yontemiyle elde

edilen evrik yapilara ait TEM goriintiileri.
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P(OEG10MA)20-PDPAgs kopolimerinden hareketle, pH degisimi yontemi
kullanilarak elde edilen yapilarin kiiresel olmadig1 goriilmiis, aksine i¢ ice ge¢mis

halka goriiniimlii (high-genus) yapilara ve evrik yapilara ulasildigi tespit edilmistir.

-

Sekil 3.15. P(OEG10MA)20-PDPA1oo kopolimeri kullanilarak film hidrasyonu yontemi ile elde
edilen yapilara ait TEM goriintiileri (a: 4 giinliik manyetik karistirma sonrasi, b: 6 giinliik
manyetik karigtirma sonrasi, c: 8 giinliik manyetik karistirma sonrasi, d: 10 giinlitkk manyetik

karigtirma sonrasi, e: 12 giinlilk manyetik karistirma sonrast).
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Sekil 3.15.te P(OEG10MA)20-PDPA1o0 kopolimerinden hareketle, film
hidrasyonu yontemi kullanilarak elde edilen yapilarin morfolojisi gosterilmektedir.
Elde edilen TEM goriintiileri, kopolimer film tabakasinin hidrasyonu ile oncelikle
cubuk yapilariin elde edildigi, karistirma siiresinin uzamasi ile bu gubuklarin zamanla

vezikiiler yapilara evrildigi ispatlanmistir.

o

Sekil 3.16. P(OEG10MA)20-PDP A1 kopolimeri kullanilarak film hidrasyonu yontemi ile elde

edilen yapilara ait TEM goriintiisii (4 haftalik manyetik karistirma sonrasi).

Sekil 3.16.’da, 4 haftalik film hidrasyonu sonucunda elde edilen yapilarin
kiiresel oldugu goriilmiis ve polimerzomlarin membran yapilart ise, PTA boyamasi

sonucu siyah renk ile kontrast elde edilerek gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. P(OEG10MA)2-PDPA10o kopolimeri kullanilarak pH degisimi yontemi ile elde

edilen polimerzom formiilasyonlarina ait ortalama partikiil biyiikligii ve dagilimi verileri.

Ortalama Partikiil Partikiil Biiyiikliigii Dagilim
Biiyiikliigii (nm) (Polidispersite indeksi)
Bos POEGMA-PDPA polimerzom 181.6+3.351 0.277+0.019
formiilasyonu (PS)
BikDDA yiikli POEGMA-PDPA 191.5+4.424 0.426+0.011
polimerzom formiilasyonu (BikDDA-PS)
Peptit563 ile hedeflendirilmis POEGMA- 205.8+2.501 0.28540.003

PDPA polimerzom formiilasyonu (tPS)

Cizelge 3.1.’de sunulmus partikiil biiyiikligl verileri, peptit563’iin
P(OEG10MA)20-PDPA100’e konjuge edilmesinden sonra toplam molekiiliin boyutunun

artmasi sonucunda, elde edilen polimerzomlarin da daha biiyiidiigii gézlemlenmistir.

P(OEG10MA)20-PDPA100’dan hareketle elde edilen bos BikDDA yiiklii ve
peptit563 araciligiyla hedeflendirilmis polimerzomlara ait ortalama partikiil
biiytikligii dagilimi profillerini gosteren grafikler, Sekil 3.17.’de sunulmustur. Elde
edilen grafiklerden, polimerzomlarin hayli dar bir partikiil biiytkligi dagilimi

gosterdigi anlagilmaktadir.
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Sekil 3.17. P(OEG10MA)20-PDPA1o kopolimeri kullanilarak pH degisimi yontemi ile elde
edilen polimerzom formiilasyonlarina ait ortalama partikiil biiyiikligii (a) ve korelasyon

fonksiyonu (b) grafikleri.
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Cizelge 3.2. P(OEG10MA)20-PDPA10 kopolimeri kullanilarak pH degisimi yontemi ile elde
edilen polimerzom formiilasyonlarmma ait enkapsiilasyon etkinligi ve kopolimer

konsantrasyonu verileri.

BikDDA Enkapsiilasyon Kopolimer Konsantrasyonu
Konsantrasyonu Etkinligi (mg/mL)
(ng/mL) (%)
BikDDA-PS 1,75+0,11 3,9+0,04 1,14+0,03
tPS 3,43+0,19 7,6+0,07 1,95+0,04

Cizelge 3.2°den de anlasilacagi iizere, peptit563 konjuge kopolimerlerin,
polimerzom formiilasyonundan kullanilmasi ile enkapsiilasyon etkinliginin bir miktar

arttigi gozlemlenmistir.

Cizelge 3.3.’te ise, polimerzomlarin tespit edilen zeta potansiyeli degerlerinin
BikDDA enkapsiilasyonu veya peptit563 modifikasyonu ile ¢ok degismedigi

gorilmektedir.

Cizelge 3.3. P(OEG10MA)20-PDPA1oo kopolimeri kullanilarak pH degisimi yontemi ile elde

edilen polimerzom formiilasyonlarina ait zeta potansiyeli verileri.

Zeta Potansiyeli (mV)

PS -1,54+0,31
BikDDA-PS -1,75+0,27
tPS -2,49+0,18
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3.14. P(OEG10MA)2-PDPA10 Esash  Polimerzom Formiilasyonlarimin

Hiicrelerde Yapilan Calismalarina Ait Bulgular
Oncelikle, polimerzom iiretimi igin sentezlenen kopolimerin hiicreler iizerinde

herhangi bir toksik etkisinin olup olmadigmi anlayabilmek i¢in, hiicre canlilig1

analizleri yapilmstir.

15000- Bl 24saat 00 48 saat B 72 saat 15000~ mm 24saat @ 48saat @ 72 saat

10000+

:

5000+

Hiicre Sayisi
Hiicre Sayisi

S ® £ @ S e e $

POEGMA-PDPA Kopolimeri (ug/mL) POEGMA-FPDPA kopolimeri (ug/mL)

C

10000, W 24h W 48h EE 72h
8000+
6000

4000+

Hiicre Sayis1

2000

0-

POEGMA-PDPA Kopolimeri (ng/mL)

Sekil 3.18. PNT1A (a), LNCaP (b) ve HUVEC (c) hiicrelerinde MTS analizi araciligiyla
yapilan, P(OEG10MA)20-PDPA10 kopolimerine ait hiicre canlilik testi sonuglart.

Sekil 3.18.°dekil olarak grafikler incelendiginde, P(OEG1oMA)20-PDPA100
kopolimerinin, hiicreler {izerinde toksik etki yaratip canliliklarin1 azaltmadig: tespit

edilmistir.
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Sonrasinda  ise, = P(OEG10MA)2-PDPA1o’den  hareketle  firetilen
hedeflendirilmis ve BikDDA yiiklenmis polimerzom formiilasyonunun LNCaP

hiicreleri tizerindeki canlilik testi gerceklestirilmistir.

a b
150004 EH 24 saat 48 saat BN 72 saat 10000-
- 8000
w - *
= 10000 @
) % 6000
> )
g £ 4000
E 5000+ 3
= 2000+
0 0-
X = N
POEGMA-PDPA PS (ug/mL) 49‘\ 2 Nl
&

Sekil 3.19. Hedeflendirmenin yapilacagi LNCaP hiicrelerinde MTS analizi aracilifiyla
yapilan, P(OEG10MA)20-PDPA10 polimerzom formiilasyonuna ait hiicre canlilik testi
sonuglar (a). BikDDA yiiklii hedeflendirilmis polimerzomlarin LNCaP hiicreleri iizerindeki

hiicre canlilig1 testi sonuglari (b) (* anlamh farki géstermektedir P<0,05).

Sekil 3.19.’da, tiretilen polimerzomlarin, P(OEG10MA)20-PDPA100 kopolimeri
gibi hiicre canliligr {izerinde toksik etki gostermedigi ancak BikDDA yiikli
hedeflendirilmis polimerzomlarin ise hiicre canlilifini neredeyse yariya indirdigi

gozlemlenmistir.
Uretilen hedeflendirilmis polimerzomlarin, kanser hiicreleri tarafindan spesifik

alimmin gosterilmesi amaciyla, Sekil 3.20°de sonuglar1 verilen konfokal mikroskopi

analizi ve Sekil 3.12.’de sonuglar1 verilen akis sitometrisi ile gerceklestirilmistir.
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BIRLESTIRILMIS

BIRLESTIRILMIS

tPS
tPS

DAPI

PNTI1A LNCaP

Sekil 3.20. Peptit563 ile prostat kanserine spesifik hedeflendirilmis P(OE10GMA)2-PDPA100
polimerzomlarinin, 72 saatlik inkiibasyon sonrasinda PNT1A ve LNCaP hiicreleri tarafindan

alimin1 gdsteren konfokal mikroskop goriintiileri.

Elde edilen mikroskop goriintiileri, hedeflendirilmis polimerzomlarin (sar
renkli) saglikli hiicrelere kiyasla, kanserli hiicreler tarafindan daha fazla miktarda

hiicre i¢ine alindigin1 gostermektedir.
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Sekil 3.21. Peptit563 ile prostat kanserine spesifik hedeflendirilmis P(OE10GMA)20-PDPA100
polimerzomlarinin PNT1A ve LNCaP hiicreleri tarafindan alimin1 gosteren akig sitometrisi

verileri.

Akis sitometrisi degerleri, konfokal mikroskop goriintiileri ile uyusmakta ve
LNCaP hiicrelerinin, peptit563 araciligiyla hedeflendirilmis P(OEG10MA)20-PDPA100
polimerzomlarini, PNTIA hiicrelerine gore ¢ok daha fazla miktarda hiicre icgine

aldigin1 gostermektedir.
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P(OEG10MA)20-PDPA100 polimerzomlart ile ilgili son olarak, firetilen
polimerzomlarin transfeksiyon etkinligi, piyasada transfeksiyon ajanit olarak
kullanilan X-tremeGENE ile, Sekil 3.22.°de sonuglar1 sunuldugu sekilde
kiyaslanmistir. Sonug¢ olarak P(OEG10MA)20-PDPA1o0 polimerzomlarinin, X-
tremeGENE’den daha etkili transfeksiyon sagladigi goriilmistiir.

a X-EGFP BIRLESTIRILMIS

BikDDA-PS

B 24 saat 48 saat mm 72 saat

w &
o o
1 1

% Transfeksiyon EtKinligi
n
o
L

Sekil 3.22. Piyasada transfeksiyon ajani olarak kullanilan X-tremeGENE-GFP reajani ile
EGFP kodlanmis BikDDA yiiklii P(OEG10MA)20-PDPA1g polimerzomlarinin LNCaP
hiicreleri tizerindeki transfeksiyon etkinligi verileri (* anlamli farki gostermektedir P<0,05)

(Gorintiler 20x objektif ile floresans mikroskop ile elde edilmistir).
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3.2. PEtOxs7-PLA200 Polimeri ile Yapilan Calismalara Ait Bulgular

3.2.1. Dosetakselin Kalibrasyonu ve Validasyonuna Ait Bulgular

Oncelikle DTX’in HPLC ile analiz ydntemi gelistirilmis ve elde edilen

kromatogram Sekil 3.23.’te sunulmustur.

30 -

20

Sekil 3.23. Dosetaksel trihidratin HPLC kromatogrami (5. dakikadaki pik DTX e aittir).

Elde edilen DTX pikinin yakininda bir pikin goriilmemesi, yontemin ayirma
ozelligine isaret etmektedir. Elde edilen bu DTX pikinin tayin yoOntemine ait

parametrelerin degerleri Cizelge 3.4.’te sunulmustur.
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Cizelge 3.4. Dosetaksel trihidratin HPLC ile yapilan miktar tayini caligmasina ait

parametreler.

HPLC Bileseni Kullanilan Bilesen
Mobil faz Asetonitril : Su (54:46) (h/h)
Akis hiza 0,7 mL/dakika
Enjeksiyon hacmi 20 uL
Kolon ACE 5 C18 5um 3x250mm HPLC kolonu

Dedektor DAD dedektor, 229 nm

Sicaklik 25°C
900
800 y = 25,869x - 0,6873

R?=0,9981

700

Alan (mAu)
B w D
o o o
o o o

w
o
o

200
100

0 5 10 15 20 25 30 35
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 3.24. Dosetaksel trihidratin pH 7,4 PBS igindeki kalibrasyon grafigi.

Sekil 3.24.’te sunulan, DTX e ait kalibrasyon denkelimindeki R? degerinin 1’e
yakin bulunmasi, elde edilen kalibrasyon denklemi kullanilarak ulasilacak DTX

konsantrasyonunun yiiksek dogrulukta oldugunu gostermektedir.

Bu asamadan sonra ise, DTX’in miktar tayini yonteminin validasyonuna ait

calismalar gerceklestirilmistir.
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Cizelge 3.5. Dosetaksel trihidratin kalibrasyon dogrusuna ait parametreler.

Ortam pH 7,4 PBS Tamponu
Egim 25,869
Kesigim 0,6873
Dogru Denklemi y=25,869x-0,6873
Determinasyon katsayisi (r?) 0,9981

2

Cizelge 3.5.te 1’e c¢ok yakin bir r° degerinin bulunmasi, kalibrasyon

denkleminin yiiksek dogrulukta sonuglar verdigine isaret etmektedir.

Cizelge 3.6. Dosetaksel trihidratin pH 7,4 PBS igerisindeki LOD ve LOQ degerleri.

pH 7,4 PBS
Teshis Siir1 (LOD) (ug/mL) 0,127
Tayin Simir1 (LOQ) (ng/mL) 0,386

Cizelge 3.6.’da sunulan LOD ve LOQ degerlerinin, kalibrasyon denkleminde

kullanilan konsantrasyon araliginda oldugu tespit edilmistir.
Sonrasinda ise, Cizelge 3.7., Cizelge 3.8. ve Cizelge 3.9.°da sonuglari

sunuldugu sekilde, yontemin dogrulugu, tekrar edilebilirligi ve kesinligine dair

analizler gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.7. Dosetaksel trihidratin tayin yontemine ait dogruluk bulgulari.

1 pg/mL 3 pg/mL 10 pg/mL
% % %
Konsantrasyon . Konsantrasyon . Konsantrasyon .
Geri Elde Geri Elde Geri Elde
(ng/mL) (ng/mL) (pg/mL)
1,008438672 100,8438672 3,103610499 103,4536833 10,32074297 103,2074297
1,012304302 101,2304302 3,080416715 102,6805572 10,07720824 100,7720824
1,016169933 101,6169933 3,092013607 103,0671202 10,32847424 103,2847424
1,008438672 100,8438672 3,061088562 102,0362854 10,27435541 102,7435541
1,004573041 100,4573041 2,99537284 99,84576134 10,28208667 102,8208667
1,00070741 100,070741 2,983775948 99,45919827 9,984433105 99,84433105
Ortalama 100,8438672 Ortalama 101,7571009 Ortalama 102,1121677
% Geri Elde % Geri Elde % Geri Elde
Standart 0,546682733 Standart 1,700519532 Standart 1,443214805
Sapma Sapma Sapma
% Bagil 0,542108061 % Bagil 1,67115564 % Bagil 1,413362224
Sapma Sapma Sapma

Cizelge 3.7.’de bagil standart sapmalarin % 2’den az bulundugu ve buna bagl

olarakta yontemin dogrulugunun yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 3.8. Dosetaksel trihidratin tayin yontemine ait tekrarlanabilirlik bulgular.

1 pg/mL 3 pg/mL 10 pg/mL
Konsantrasyon  Alan (mAu) Konsantrasyon Konsantrasyon Alan (mAu) ¥ Geri Elde
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
1,008438672 79,6 3,103610499 1,008438672 79,6 103,2074297
1,012304302 79 3,080416715 1,012304302 79 100,7720824
1,016169933 79,3 3,092013607 1,016169933 79,3 103,2847424
1,008438672 78,5 3,061088562 1,008438672 78,5 102,7435541
1,004573041 76,8 2,99537284 1,004573041 76,8 102,8208667
1,00070741 76,5 2,983775948 1,00070741 76,5 99,84433105
1,008438672 Ortalama 3,052713028 1,008438672 Ortalama 102,1121677
% Geri Elde % Geri Elde
0,005466827 Standart 0,051015586 0,005466827 Standart 1,443214805
Sapma Sapma
0,542108061 % Bagil 1,67115564 0,542108061 % Bagil 1,413362224
Sapma Sapma

Cizelge 3.8.’de bagil standart sapmalarin % 2’den az bulundugu ve buna baglh
olarakta yontemin dogrulugunun yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 3.9. Dosetaksel trihidratin tayin yontemine ait ara kesinlik bulgular.

Giin Alan Kons. Giin Alan Kons. Giin Alan Kons.
(MAU)  (ng/mL) (MAu)  (ng/mL) (mAu) (ng/mL)
1,00 25,40 1,01 1,00 79,60 3,10 1,00 266,30 10,32
1,00 25,50 1,01 1,00 79,00 3,08 1,00 262,00 10,15
1,00 25,60 1,02 1,00 79,30 3,09 1,00 266,50 10,33
1,00 25,40 1,01 1,00 78,50 3,06 1,00 265,10 10,27
1,00 25,30 1,00 1,00 76,80 3,00 1,00 265,30 10,28
1,00 25,20 1,00 1,00 76,50 2,98 1,00 257,60 9,98
2,00 25,40 1,01 2,00 79,40 3,10 2,00 265,40 10,29
2,00 25,30 1,00 2,00 79,60 3,10 2,00 266,30 10,32
2,00 25,60 1,02 2,00 79,20 3,09 2,00 265,30 10,28
2,00 25,40 1,01 2,00 78,50 3,06 2,00 266,00 10,31
2,00 25,50 1,01 2,00 76,70 2,99 2,00 265,30 10,28
2,00 25,20 1,00 2,00 76,40 2,98 2,00 257,60 9,98
3,00 25,40 1,01 3,00 79,30 3,09 3,00 265,40 10,29
3,00 25,50 1,01 3,00 78,50 3,06 3,00 266,30 10,32
3,00 25,60 1,02 3,00 76,80 3,00 3,00 265,30 10,28
3,00 25,40 1,01 3,00 76,50 2,98 3,00 257,60 9,98
3,00 25,30 1,00 3,00 79,40 3,10 3,00 265,40 10,29
3,00 25,20 1,00 3,00 79,60 3,10 3,00 266,30 10,32
Ortalama 1,01 Ortalama 3,05 Ortalama 10,24
Standart 0,01 Standart 0,05 Standart 0,12
Sapma Sapma Sapma
% Bagil 0,51 % Bagil 1,63 % Bagil 1,20
Sapma Sapma Sapma

olarakta yontemin dogrulugunun yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 3.9.’da bagil standart sapmalarin % 2’den az bulundugu ve buna bagl
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DTX miktar tayini yonteminin validasyonuna dair gerceklestirilen son analiz,

yontemin dogrusalliginin tespit edilmesine yonelik olmustur.

—— Lines Regression
----- 6% Corfiderce Interval

Alan (mAu)
R
\

0 0001 0003 0004 0005 0006 0005 0009 OO0V 0012 0013 04 ON5 07 OME 0019 002 0022 0023 0024 0026 007 0026 0029 0031 0032

Konsantrasyon (p1g/mL)

Sekil 3.25. DTX’in pH 7,4 PBS tamponu igerisindeki miktar tayinine iliskin dogrusallik
grafigi.

Cizelge 3.10. DTX’in miktar tayini yontemine ait dogrusallik parametreleri.

Parametre Deger

Egim 25,302

Kesigim -0,9261

Korelasyon katsayisi (1) 0,9992

Determinasyon katsayis (r?) 0,9986

Regresyon dogrusundan sapmalarin standart hatasi (Sy.x) 0,0064

Cizelge 3.10.’da sunulan r ve r? degerlerinin 1’ yakin olusu ve regresyon

dogrusundan sapmalarin standart hatasinin diisiik olmasi, yontemin dogrusalligina

isaret etmektedir.
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3.2.2. PEtOx-b-PLA Kopolimerinin Karakterizasyonu ve Blok Uzunluklarmnin
Belirlenmesine Ait Bulgular

PEtOx-b-PLA kopolimerleri ile ilk olarak farkli molekiil agirlig1 ve farkli blok
uzunluklarinda ¢alismalar yapilmis ve hangi molekiil agirlig1 ve blok uzunluklarinda
hangi morfolojideki yapilarin elde edildigi, sonuglar1 Cizelge 3.11.’de sunuldugu
sekilde tespit edilmistir.

Cizelge 3.11. Farkli blok uzunluklarindaki PEtOx-b-PLA kopolimerinden elde edilen yapilar.

Kopolimer Bilesimi f Degeri (%) Elde Edilen Yap:
PEtOX2000-b-PLAss00 25 Misel-Evrik Yapilar
PEtOX2700-b-PLAsso0 32 Misel-Cubuk-Evrik Yapilar
PEtOXa400-b-PLAss00 45 Evrik Yapilar
PEtOX3000-b-PLAgo00 20 Cubuk-Misel
PEtOX4000-b-PLAgo00 25 Misel-Cubuk-Evrik Yapilar
PEtOX7500-b-PLAgo00 45 Misel-Cubuk-Evrik Yapilar
PEtOxX3600-b-PLAx14400 20 Polimerzom
PEtOXa4600-b-P L Ax14400 24 Polimerzom
PEtOXs200-0-PLAx14400 30 Polimerzom

PEtOX3600-b-PLA14400 (PEtOX37-b-PLA200) kopolimerleri ile bundan sonraki
calismalara devam edilmesine karar verilmistir. Dolayisiyla PEtOXz7-b-PLA200
kopolimerinin yapisinin aydinlatilmas1 ¢alismalar1 yapilmistir. Bu kapsamda,
sonuglart Sekil 3.26.’da sunulmus FTIR ve sonrasinda ise, sonuglar1 Sekil 3.27.’de

sunulan *H-NMR ¢alismalar1 gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.26. PEtOxs7-b-PLA200 kopolimerine ait FTIR spektrumu.

Sekil 3.26.’da goriilecegi tizere, kopolimerin en dominant FTIR piki,
beklenilen iizere yaklasik 1700 cm™’de gdzlemlenen C=O bagina ait piktir. PEtOX
polimerindeki N3 grubuna ait ~2200 cm™’de gozlemlenen pik, PEtOxs7-b-PLA20
kopolimerine ait kirmiz1 renkli spektrumda, konjugasyon sonrast kaybolmustur. Bu

durum, PEtOx blogu ile PLA blogunun konjugasyonun basarisin1 gdstermektedir.

Sekil 3.27.’de ise PEtOxa7-b-PLA200 kopolimerinin yapisindaki protonlara ait

piklerin tanimlanmasi ile kopolimer yapist aydinlatilmistir.
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Sekil 3.27. PEtOx-b-PLA kopolimerine ait *H-NMR kromatogrami.
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PEtOX3000-b-PLAgo0o kopolimerinden hareketle, ¢oziicii degisimi ydntemi
kullanilarak elde edilen yapilarin neredeyse tamaminin c¢ubuk seklinde oldugu

gorilmistiir (Sekil 3.28.).

———i 100 nm

Sekil 3.28. PEtOX3000-b-PLAgoo kopolimeri ile elde edilen yapilarin TEM goriintiileri.
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PEtOXa000-b-PLAgo0o kopolimerinden hareketle, ¢oziicii degisimi ydntemi
kullanilarak elde edilen yapilarin bir kisminin gubuk bir kisminin ise misel yapisinda

oldugu gorillmiistiir (Sekil 3.29.).

Sekil 3.29. PEtOXa000-b-PLAgoo kopolimeri ile elde edilen yapilarin TEM goriintiileri.
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PEtOX7500-b-PLAgo0o kopolimerinden hareketle, ¢oziicii degisimi ydntemi
kullanilarak elde edilen yapilarin bir kisminin ¢ubuk bir kisminin ise misel yapisinda

oldugu gorilmiistiir (Sekil 3.30.).

Sekil 3.30. PEtOX7500-b-PLAgoo kopolimeri ile elde edilen yapilarin TEM goriintiileri.
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3.2.4. PEtOxs7-b-PLA200 Polimerzom Formiilasyonlarinin Karakterizasyon

Bulgular:

PEtOx37-b-PLA200 kopolimerinden hareketle hazirlanan polimerzomlarin
formiilasyon gelistirme ve gelistirilen formiilasyonlarin karakterizasyonlara ait

bilgiler bu béliimde sunulmaktadir.

Oncelikle, polimerzom formiilasyonundan kullanilan sulu PBS fazinin

miktariin, elde edilen yapilarin iizerindeki etkisi Cizelge 3.12.’de degerlendirilmistir.

Cizelge 3.12. Coziicli degisimi yonteminde kullanilan PBS miktarinin formiilasyon sonucu

iizerine etkisinin optimizasyonu.

Uzerine Polimer Cozeltisi Eklenilen PBS Elde Edilen Sistemin Goriiniisii
Hacmi (mL)
0,25 Cokelti olusumu
0,45 Cokelti olusumu
0,75 Cokelti olusumu
1,00 Homojen dispers sistem
1,50 Homojen dispers sistem
2,00 Homojen dispers sistem
3,00 Homojen dispers sistem
4,50 Homojen dispers sistem

Sulu faz olarak PBS’nin 1 mL altindaki hacimlerde kullanildig
formiilasyonlarda ¢okelti seklinde agragasyonlar oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle

1 mL’nin altindaki PBS hacimi, formiilasyon gelistirme kapsamindan ¢ikartilmigtir.

134



Cizelge 3.13. Coziicii degisimi yonteminde kullanilan PBS miktarinin formiilasyonun partikiil

biiytikligii tizerine etkisi (n=3).

Uzerine Polimer Cozeltisi Eklenilen Formiilasyonun Ortalama Partikiil Bityiikliigii
PBS Hacmi (mL) (nm)
1,00 90,35 + 0,860
1,50 86,37+ 1,129
2,00 80,38 + 0,625
4,50 60,32 + 0,382

Cizelge 3.13.’te sunuldugu tiizere, kullanilan PBS hacmi arttik¢a elde edilen
yapilar vezikiillerden misellere dogru gegis gozlemlenmistir. PBS hacmi arttikca
azalan ortalama partikiil biiylikliigii bu durumu gosteren en onemli belirtectir. Bu
tespitlerden sonra, iiretilecek biitiin polimerzom formiilasyonlarinda 1 mL hacminde

PBS kullanilmasina karar erilmistir.

PEtOxs7-b-PLA200  esasli  polimerzomlarin  gelistirilmesinde, DTX
enkapsiilasyonu siirecinin optimizasyonunda, {i¢ farkli DTX miktar1 denenmistir. Elde

edilen sonuglarin morfolojik degerlendirilmesi Cizelge 3.14.’te sunulmustur.

Cizelge 3.14. Polimerzom formiilasyonlarina yiiklenecek DTX miktarmin se¢iminde, elde

edilen formiilasyonun morfolojik degerlendirilmesi.

Kopolimer:DTX Oram Elde Edilen Yap1
10:1 (5mg:0,5mg) Homojen Vezikiiler Dispersiyon
10:2 (5mg:1mg) Homojen Vezikiiler Dispersiyon
10:4,5(5mg:1,5mg) Homojen Vezikiiler Dispersiyon

Cizelge 3.14.’te goriilecegi tlizere kullanilan biitiin DTX oranlarinda vezikiiler

yapiya ulagilmistir.
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Cizelge 3.15. Polimerzom formiilasyonlarina yiiklenecek DTX miktarmin se¢iminde, elde

edilen formiilasyonun kopolimer konsantrasyonu agisindan kiyaslanmasi (n=3).

Kopolimer:DTX Oram Saflastirma Sonrasi Kopoolimer Konsantrasyonu (mg/mL)
10:1 0,89 + 0,05
10:2 1,23 £ 0,09
10:4,5 1,33 +0,10

Polimerzom formiilasyonunda kullanilan DTX miktar1 arttikca daha fazla
oranda kopolimer monomeri vezikiiller yapiyr olusturmak igin polimerzom
membranina katilmig ve elde edilen kopolimer konsantrasyonunun bu nedenle arttig

distinilmiistiir.

Cizelge 3.16. Polimerzom formiilasyonlarina yiiklenecek DTX miktarmin se¢iminde, elde
edilen formiilasyonun partikiil biiyiikliigii, polidispersite indeksi ve enkapsiilasyon etkinligi

acisindan kiyaslanmasi (n=3).

Kopolimer:DTX Ortalama Partikiil Cap1 PDI Enkapsiilasyon Etkinligi
Orani (nm) (%)
10:1 90,09 +0,51 0,14 + 0,002 12,5+0,05
10:2 93,74 £0,79 0,13 +£0,02 17,9+0,11
10:4,5 99,92 +0,91 0,16 0,01 15,8 + 1,00

Cizelge 3.16.’da sunuldugu iizere, polimerzom formiilasyonunda kullanilan
DTX miktan arttikca elde edilen polimerzomlarin biiyiikliigi artmistir. En ytliksek
enkapsiilasyon etkinligi 10:2 kopolimer:DTX oraninda elde edilmistir. Bu nedenle

10:2 kopolimer:DTX orani ile caligmalara devam edilmesine karar verilmistir.

10:2 kopolimer:DTX oraninda iiretilen polimerzom formiilasyonunun zeta

potansiyeli degeri Cizelge 3.17.’de sunulmustur.
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Cizelge 3.17. 10:02 oraninda kopolimer:DTX kullanlan polimerzom formiilasyonunun zeta

potansiyeli degerlendirilmesi (n=3).

Kopolimer:DTX Oram Polimerzomlarin Yiizey Yiikii (mV)

10:2 -4,84+0,16

Geligtirilen ~ PEtOxa7-b-PLA200  esasli  polimerzom  formiilasyonunun
tekrarlanabilir oldugunun ortaya konmasi i¢in gergeklestirilen, ayr1 ayr1 olarak ayni
sartlarda hazirlanmis ili¢ polimerzom formiilasyonuna ait veriler Cizelge 3.18.’de

sunulmustur.

Cizelge 3.18.

tekrarlanabilirligine dair formiilasyon degiskenlerinin degerlendirildigi tablo (n=3).

Enkapsiilasyon  gerceklestirilmis  polimerzom  formiilasyonunun

1.Formiil

2. Formiil

3. Formiil

Ortalama Partikiil

Biyiikliigii: 94,39 + 0,42

Kopolimer:Etkin nm

Ortalama Partikiil
Biyiiklugi: 92,63 + 0,50

nm

Ortalama Partikiil
Biyiikligi: 93,74 + 0,79

nm

Madde — Oram PDI: 0,14 + 0,02 PDI: 0,14 + 0,01 PDI: 0,13 + 0,02
10:2 (5mg:1mg)
Kopolimer Kopolimer Konsantrasyonu: Kopolimer
Konsantrasyonu: 1,2 1,06 mg/mL Konsantrasyonu: 1,44
mg/mL mg/mL
DTX Enkapsiilasyon DTX Enkapsiilasyon DTX Enkapsiilasyon

Etkinligi: % 18,7+ 0,17

Etkinligi: % 16,4 + 0,06

Etkinligi: % 18,6+ 0,11

Elde edilen benzer sonugclar, gelistirilen PEtOXz7-b-PLA200 esasli polimerzom

formiilasyonunun tekrar edilebilir oldugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 3.31. Tekrar1 yapilan formiilasyonlara ait ortalama partikiil biiyiikligii ve PDI verilerinin
grafiksel ifadesi.
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Sekil 3.32. Tekrar1 yapilan formiilasyonlara ait ortalama DTX enkapsiilasyon etkinligi ve

kopolimer konsantrasyonu verilerinin grafiksel ifadesi.

Gelistirilen PEtOXxa7-b-PLA200 esaslt polimerzom formiilasyonunun Cizelge
3.18.’de ortaya konulan tekrarlanabilirligine ait bilgiler, Sekil 3.31. ve 3.32.’de

grafikler halinde sunulmustur.
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Geligtirilen ~ PEtOxa7-b-PLA200  esasli  polimerzom  formiilasyonunun
stabilitesini arastirmak icin, +4°C’de 3 aylik ve +37°C’de 24 saatlik stabilite testleri
gergeklestirilmistir. Bu sartlardaki partikiil biiytikliigi dagilimi profilleri Sekil 3.33.’te

sunulmustur.

16

14 = Uretim Sonrasi

—37C"'de 24 saat

10 —+4C'de 3 ay

Intensite (%)

1 10 100 1000 10000
Partikiil Biiyiikliigii (nm)

Sekil 3.33. Optimize edilen ¢ozici degisimi yontemi ile iretilen polimerzom
formiilasyonlarinin, kolloidal haldeki +4°C’de 3 aylik ve +37°C’de 24 saatlik stabilite
sonuclarina isaret eden partikiil biiyiikliigii dagilimi grafigi.

Sekil 3.33.’teki grafikte goriildiigii lizere, partikiil biiylikligli dagilimina ait
profilin degismemesi, polimerzomlarin yukarida incelenmis siire ve sicakliklarda
stabil oldugunu gostermektedir. Bu grafikteki partikiil biiyiikliigii dagilimi profilleri

sunulan formiile ait sayisal biiylikliik degerleri Cizelge 3.19.’da sunulmustur.

139



Cizelge 3.19. Kolloidal haldeki polimerzom formiilasyonlarina ait haldeki +4°C’de 3 ay ve
+37°C’de 24 saat sonrasinda 6lgiilen partikiil bityiikliigi sonuglari (n=3).

Polimerzom Formiilasyonu Ortalama Partikiil Biiyiikliigii PDI
(nm)
Uretim Sonrasi 90,35 + 0,86 0,150,014

(kolloidal halde)

37°C'de 24 saat sonrasinda 98,4 + 0,46 0,15+0,014
(kolloidal halde)

+4°C'de 3 ay sonrasinda 93,6 0,71 0,14 £0,023
(kolloidal halde)

PEtOx37-b-PLA200 esasli polimerzom formiilasyonlarina DTX
enkapsiilasyonunun karakterizasyonu ve optimizasyonu ardindan ikinci olarak, pro-
apoptotik BikDDA geni enkapsiile edilmeye ¢alisilmistir. Bu amagla 6ncelikle, DTX
enkapsiilasyonunda yapildigi lizere, enkapsiilasyon siirecinin optimizasyonu amactyla
¢ farkli BikDDA miktar1 denenmistir. Elde edilen sonuglarin morfolojik

degerlendirilmesi Cizelge 3.20.’de sunulmustur.

Cizelge 3.20. Polimerzom formiilasyonlarina yiiklenecek BikDDA miktarinin se¢iminde, elde

edilen formiilasyonun morfolojik degerlendirilmesi (n=3).

Kopolimer:BikDDA Orani Elde Edilen Yap1
10: 0,004 (5mg:20png) Homojen Vezikiiler Dispersiyon
10: 0,008 (5mg:40pug) Homojen Vezikiiler Dispersiyon
10: 0,014 (5mg:70ug) Homojen Vezikiiler Dispersiyon

Cizelge 3.20.’de goriilecegi iizere kullanilan biitiin BikDDA oranlarinda

vezikiiler yapiya ulasilmistir.
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Cizelge 3.21. Polimerzom formiilasyonlarina yiiklenecek BikDDA miktarinin se¢iminde, elde

edilen formiilasyonun kopolimer konsantrasyonu agisindan kiyaslanmasi (n=3).

Kopolimer:BikDDA Orani Saflastirma Sonrasi Kopoolimer Konsantrasyonu (mg/mL)
10:0,004 0,68 + 0,04
10:0,008 0,63 +0,07
10:0,014 0,55+ 0,06

Polimerzom formiilasyonunda kullanilan DTX miktar1 arttikca polimerzom
yapilarinin olusmasinda azalma oldugu (sulu limende enkapsiile edilebilecek
miktardan ¢ok daha yiiksek oranda BikDDA bulunmasi nedeniyle) ve bununla

baglantili olarak kopolimer konsantrasyonunun azaldig1 goriilmiistir.

Cizelge 3.22. Polimerzom formiilasyonlarina yiiklenecek BikDDA miktarinin se¢iminde, elde
edilen formiilasyonun partikiil biiyiikliigii, polidispersite indeksi ve enkapsiilasyon etkinligi

acisinda kiyaslanmasi (n=3).

Kopolimer:BikDDA  Ortalama Partikiil Capi PDI Enkapsiilasyon Etkinligi
Oram (nm) (%)
10:0,004 101,1 £0,71 0,14 + 0,02 75,1+ 5,84
10:0,008 104,3 £ 0,60 0,13 +0,01 65,03 £7,43
10:0,014 109,5 +1,45 0,13+0,01 62,65+6,23

Cizelge 3.22.’de sunuldugu iizere, polimerzom formiilasyonunda kullanilan
BikDDA miktari arttik¢a elde edilen polimerzomlarin biiytikligii artmistir. En yiiksek
enkapsiilasyon etkinligi 10:0,004 kopolimer:BikDDA oraninda elde edilmistir ancak
polimerzomlarin i¢ine yiiklenen BikDDA miktarinin 10:0,014 kopolimer:BikDDA
oraninda ¢ok daha yiiksek degerde olmasi nedeniyle, 10:0,014 orani ile ¢caligmalara

devam edilmesine karar verilmistir.

10:0,014 kopolimer:BikDDA oraninda iiretilen polimerzom formiilasyonunun

zeta potansiyeli degeri Cizelge 3.23.’te sunulmustur.
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Cizelge 3.23. 10:0,014 oraninda kopolimer:BikDDA kullanlan polimerzom formiilasyonunun

zeta potansiyeli degerlendirilmesi (n=3).

Kopolimer:BikDDA Orani Polimerzomlarin Yiizey Yiikii (mV)

10:0,014 -6,91 + 0,50

Sekil 3.34. BikDDA geni ve BikDDA yiiklii polimerzomlara ait agaroz jel goriintiileri (a: 2,54
mg/mL BikDDA geni, b: 0,2 ug/mL BikDDA igeren polimerzom formiilasyonu, c: taze olarak
hazirlanmis 1,02 mg/mL BikDDA igeren polimerzom formiilasyonunun igerisindeki BikDDA,
d: 37°C’de 24 saat bekletilmis 1,02 mg/mL BikDDA igeren polimerzom formiilasyonunun
icerisindeki BikDDA, e: bos polimerzom formiilasyonu, f: 2067-16210 baz ¢ifti araligindaki
DNA merdiveni (kirmiz1 dikdortgen ile isaretli bant ~ 5100 baz ¢iftine isaret etmektedir)).
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Sekil 3.34.°te polimerzom formiilasyonlarina enkapsiile edilen BikDDA’nin,
enkapsiile haldeki stabilitesi degerlendirilmistir. ¢ ve d kuyucuklarinda siiriiklenmis
bantlarin gézlemlenmesi, polimerzom formiilasyonu ile enkapsiile edilen BikDDA nin
stabil kaldigim1 gostermektedir. Bos polimerzom formiilasyonu uygulanmis b
kuyucugunda ve enkapsiile edilip saflastirilmis BikDDA enkapsiile edilmis
polimerzom formiilasyonu uygulanmis e kuyucugunda, BikDDA ya ait bir pik

gozlenmemistir.

Gelistirilen  PEtOxs7-b-PLA200 esasli  polimerzom formiilasyonlarinin
membran biitiinliigliniin (ya da stabilitesinin) sicakliga gore nasil degistiginin

anlasilmas1 amaciyla etkin madde ¢ikisi analiz gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.35. 500 pg/mL DTX igceren PEtOx-b-PLA polimerzom formiilasyonlarinin 37°C ve
+4°C deki etkin madde ¢ikis grafigi.

Sekil 3.35.’te sunulan, PEtOx37-b-PLA20 polimerzomlarindan farkli
sicakliklardaki etkin madde ¢ikis1 grafiginde +4°C de salim gozlenmemis bu nedenle
de polimerzomlarin membran yapisinda, +4°C de 24 saat sonunda porlarin olusmadigi
ve biitlinligiinii koruyarak DTX salimina izin vermedigi goriilmiistiir. 37°C’de ise

yavasca olusan porlardan DTX salim1 gézlenmistir.
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Gelistirilen PEtOXxs7-b-PLA200

esash

polimerzom formiilasyonlarinin,

peptit563 ve/veya kumarin konjuge edilmis PEtOxa7-b-PLA2o0 kopolimerinin % 10

molar oranda kullanilmasi ile yeniden formiile edilip karakterize edilmesi sonucunda

Cizelge 3.24.°deki bilgilere ulagilmistir.

Cizelge 3.24. Hedeflendirici peptit ve kumarin ile fonksiyonellestirilmis polimerzomlarin

ortalama partikiil biiyiikliigli, PDI ve enkapstilasyon etkinligi verilerinin sunumu.

Formiilasyon Ortalama PDI Zeta Enkapsiilasyon
Partikiil Potansiyeli Etkinligi
Biiyiikliigii (mV) (%)
(nm)
Kumarin tagiyan polimerzom 97,57 + 1,64 0,12 £ 0,02 -7,29 £0,75 -
formiilasyonu
BikDDA enkapsiile edilmis kumarin 110,45 +£1,32 0,16 £0,03 -8,51 £ 0,69 60,92 +£4,17
tagiyan polimerzom formiilasyonu
DTX enkapsiile edilmis kumarin 100,20 + 0,2,02 0,13 +£0,02 -5,81+£0,73 10,5+0,14
tastyan polimerzom formiilasyonu
Kumarin ve hedeflendirici peptit 100,90 + 0,99 0,12 +£0,02 -5,30 £ 0,90 -
tastyan polimerzom formiilasyonu
BIKDDA enkapsiile edilmis kumarin 118,1 £1,40 0,13 +0,01 -4,80 £+ 0,64 63,81 + 3,93
ve hedeflendirici peptit tasiyan
polimerzom formiilasyonu
DTX enkapsiile edilmis kumarin ve 111,00 £2,75 0,15+0,01 -5,89+0,91 12,4 +£1,22

hedeflendirici peptit tastyan

polimerzom formiilasyonu
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PEtOXas00-b-PLA14400 kopolimerinden hareketle, ¢oziicii degisimi yontemi
kullanilarak elde edilen yapilarin kiiresel oldugu goriilmiis ve polimerzomlarin
membran yapilar1 ise, PTA boyamasi sonucu siyah renk ile kontrast elde edilerek

gosterilmistir (Sekil 3.36.).

Vo Da% - ® *. 90 J
2:% 0 % g0 a0 . .0

Sekil 3.36. PEtOXss00-D-PLA14400 kopolimeri ile elde edilen polimerzom yapilarina ait TEM

goriintiileri.
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PEtOXa600-b-PLA14400 kopolimerinden hareketle, ¢oziicii degisimi yontemi
kullanilarak elde edilen yapilarin kiiresel oldugu goriilmiis ve polimerzomlarin
membran yapilar1 ise, PTA boyamasi sonucu siyah renk ile kontrast elde edilerek

gosterilmistir (Sekil 3.37.).

Sekil 3.37. PEtOXse00-b-PLAu4400 kopolimeri ile elde edilen polimerzom yapilarina ait TEM

goriintiileri.
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PEtOXg200-b-PLA14400 kopolimerinden hareketle, ¢oziicii degisimi yontemi
kullanilarak elde edilen yapilarin kiiresel oldugu goriilmiis ve polimerzomlarin
membran yapilart ise, PTA boyamasi sonucu siyah renk ile kontrast elde edilerek

gosterilmistir (Sekil 3.38.).

Sekil 3.38. PEtOXg200-b-PLAu14400 kopolimeri ile elde edilen polimerzom yapilarina ait TEM

goriintiileri.
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PEtOXas00-b-PLA14400 kopolimerinden hareketle, ¢oziicii degisimi yontemi

kullanilarak elde edilen DTX yiiklii polimerzomlarin morfolojik analizi, TEM

goriintiilemesi ile yapilmustir (Sekil 3.39.).

Sekil 3.39. DTX yiiklii PEtOxss00-b-PLA14400 polimerzomlarina ait TEM goriintiileri.
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PEtOXas00-b-PLA14400 kopolimerinden hareketle, ¢oziicii degisimi yontemi

kullanilarak elde edilen BikDDA yiiklii polimerzomlarin morfolojik analizi, TEM

goriintiilemesi ile yapilmustir (Sekil 3.40.).

Sekil 3.40. BikDDA enkapsiile edilmis PEtOxasoo-D-PLAu1ss00 polimerzomlarina ait TEM

goriintiileri.
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Polimerzom formiilasyonu fiiretimi Oncesinde, kullanilan kopolimerlerin
diyaliz ile saflagtirilmasinin, ortaya ¢ikan yapmin iizerindeki etkisinin
degerlendirilmesi  i¢in, sonuglart Sekil 3.41.’de sunulan TEM analizi

gergeklestirilmistir.

Sekil 3.41. Diyaliz saflastirilmasi yapilmamis (a) ve yapilmis (b) PEtOxs7-b-PLA20o

kopolimeri ile yapilan polimerzom dénformiilasyonlarina ait TEM goriintiileri.

Diyaliz ile saflagtirma oncesinde kiiresel olmayan, farli morfolojide yapilar
elde edilirken, saflastirma sonrasinda piirtizsiiz kiiresel yapilar elde edildigi tespit

edilmistir.

3.2.5. PEtOx-b-PLA Polimerzom Formiilasyonlarinin Hiicrelerde Yapilan

Calhismalarina Ait Bulgular

Peptit 563 araciligiyla hedeflendirilmis PEtOxs7-b-PLA200 polimerzom
formiilasyonlarina BikDDA ve DTX yiiklenmesinin ardindan, gelistirilen bu tasiyici
sistemlerin prostat kanserini hedefleme etkinlikleri, saglikli (PNT1A) ve kanserli
(LNCaP) prostat kanseri hiicreleri iizerinde yapilan hiicre canlilifi testleri ile

gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.42. BikDDA enkapsiile edilmis PEtOx-b-PLA polimerzom formiilasyonunun LNCaP

hiicrelerinin canlilig {izerine etkisi.
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Sekil 3.43. BikDDA enkapsiile edilmis PEtOx-b-PLA polimerzom formiilasyonunun PNT1A

hiicrelerinin canlilig: tizerine etkisi.

Hedeflendirilmis, BikDDA yiiklii PEtOXs7-b-PLA200 polimerzomlarmin,
LNCaP ve PNTI1A hiicreleri iizerinde ki canlilik analizleri sirastyla Sekil 3.42. ve
3.43.’te goriilmektedir. LNCaP hiicrelerinde 72 saatlik inkiibasyon sonrasinda, 5
ug/mL konsatrasyonda BikDDA igeren polimerzomlarin hayli sitotoksik etki

gosterdigi gozlenmistir. Ancak ayni formiilasyonun PNT1A hiicreleri iizerinde,
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LNCaP hiicrelerine kiyasla daha diisiik seviyede sitotoksisite gosterdigi tespit
edilmistir. Bu durum, hedeflendirilmis polimerzomlarin biyiikk oranda kanserli

hiicreler tarafindan alindigin1 géstermektedir.
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Sekil 3.44. DTX enkapsiile edilmis PEtOx-b-PLA polimerzom formiilasyonunun LNCaP

hiicrelerinin canlilig: tizerine etkisi.
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Sekil 3.45. DTX enkapsiile edilmis PEtOx-b-PLA polimerzom formiilasyonunun PNT1A

hiicrelerinin canlilig tizerine etkisi.
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Hedeflendirilmis, DTX yiikli PEtOxs7-b-PLA200 polimerzomlarinin, LNCaP
ve PNTIA hiicreleri ilizerinde ki canlilik analizleri sirastyla Sekil 3.44. ve 3.45.°te
gorilmektedir. 72 saat sonrasinda LNCaP hiicrelerinde, PNTIA hiicrelerine kiyasla
yaklasik 5 kat daha sitotoksisite gozlemlenmistir. Bu durum, hedeflendirilmis
polimerzomlarin  yiilksek oranda, kanserli hiicreler tarafindan alindigim

gostermektedir.

Hiicresel canlilik deneylerinden elde edilen sonuglar 1s181nda, hedeflendirilmis
polimerzomlarin saglikli PNT1A hiicrelerine kiyasla kanserli LNCaP hiicreleri
tarafindan ¢ok daha fazla oranda alindigr yorumu konfokal mikroskopi deneyi ile
saglamlastirllmak istenmistir. Elde edilen mikroskop goriintiileri (Sekil 3.46.),
hedeflendirilmis polimerzomlarin (yesil renkli) saglikli hiicrelere kiyasla, kanserli

hiicreler tarafindan daha fazla miktarda hiicre igine alindigini géstermektedir.
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BIRLESTIRILMIS

Peptid563-PEtOx,,-b-PLA,,

DAPI

LNCaP PNTI1A

Sekil 3.46. Peptit563 ile prostat kanserine spesifik hedeflendirilmis PEtOXs7-b-PLA2o0
polimerzomlarinin, 4 saatlik inkiibasyon sonrasinda PNT1A ve LNCaP hiicreleri tarafindan

alimini gosteren konfokal mikroskop goriintiileri.
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4.  TARTISMA

4.1. P(OEG10MA)20-PDPA100 Kopolimeri ile Yapilan Calismalar

4.1.1. BikDDA Geninin Floresans Ajan fle Isaretlenmesi ve Kalibrasyonuna Ait

Bulgularin Degerlendirilmesi

Uretilen POEGMA-PDPA polimerzomlarina yiiklenecek BikDDA geninin
yiiksek hassasiyet ve kesinlikte tayinini saglamak igin, BikDDA geni Cy5 floresans
boyasi ile isaretlenmistir. Polimerzom membraninin i¢indeki sulu liimene yiiklenecek
BikDDA geninin CyS5 ile isaretlenmesi spektrofotometrik analizlere kiyasla yaklasik
1000 kat daha diisiik konsantrasyonlar1 tayin etme avantaji saglamayip, ayni1 zamanda
da polimerzomlarin parcalanmasina gerek duyulmaksizin enkapsiile halde miktar
tayinini miimkiin kilmaktadir. Boylece enkapsiilasyon etkinligi ve polimerzomlara

yiiklenen BikDDA dozunu hesaplamada harcanan {iriin kayb1 yasanmamustir.

Bu sekilde yapilan miktar tayini i¢in gereksinim duyulan, BikDDA ile Cy5
arasindaki isaretleme reaksiyonu ihtiyact yOntemin dezavantaji  olarak
degerlendirilebilir. Hayli uzun ve dikkat isteyen bu reaksiyonun gergeklestirilmesinde
ithtiya¢ duyulan insan giiciine ek olarak reaksiyonun veriminin yaklagik % 35-50

arasinda olmasi da diger bir dezavantajdir.

Yontemin uygulanmasinda ihtiyag duyulan reaksiyonda her seferinde
DNA’nin farkli bolgelerindeki heteroatomlar ile kovalan olarak baglanma durumu s6z
konusu oldugu i¢in farkli verim degerinde reaksiyonlar ger¢eklesmektedir. Bu nedenle
her bir reaksiyon sonucunda elde edilen isaretlenmis DNA {iriiniinii kullanmadan 6nce

kalibrasyon tekrarlanmaktadir.

Ancak yontemin avantaj ve dezavantajlar1 kiyaslandiginda, hem yenilik¢i bir

yaklagim igermesi hem de iiretilen polimerzom formiilasyonunun herhangi bir
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parcalama, ekstraksiyon gibi ekstra bir isleme gereksinim olmadan dogrudan
florimetrede analiz edilebilir olmasi, her ne kadar bir reaksiyon gereksinimine ihtiyag

olmasina ragmen avantajli bir yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir.

4.1.2. Sistein Uclu Hedeflendirici Peptit Sekansinin Sentezi ve Saflastirillmasina

Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Sistein uglu hedeflendirici peptidin sentez reaksiyonlar1 peptit sentezleyici
cihazda gerceklestirildikten sonra elde edilen karistmin saflagtirilmasi uzmanlik

gerektiren ve zaman alic bir siirectir.

Bu siirecin dogasinda birbiri ucuna eklenen ve sirasi belirlenmis aminoasitlerin
olusturduklar1 yan iriinler, toplam {iriin kiitlesi icerisinde biiyiik yer tutmaktadir ve
saflastirmay1 zorlastiran temel neden budur. Bu agidan saflastirmanin en 6nemli
basamagi istenilen aminoasit sekansina sahip kiitlenin bu karigimin igerisinden
secilerek alinmasidir. Dolayisiyla, bu karisimi olusturan biitiin maddelerin birbirinden
tamamen ayrilmasi preperatif HPLC ile saglanmistir. Optimize edilen preperatif
HPLC sartlar1 sonucunda karisimi olusturan biitiin maddelere ait piklerin ayrilmasi ve
her bir pikin analiz edilmesi gerekmistir. Elde edilen biitiin piklere ait fraksiyonlar
toplanmis ve kiitlesel tayin agisindan LC-MS sistemi ile analiz edilmeye ¢alisiimistir.
LC-MS’in dedeksiyon {ist limiti olan 2000 g/mol’e hayli yakin olan hedeflendirici
peptit sekansinin molekiil agirlig: 1707 g/mol oldugu i¢in LC-MS sisteminden piklerin
analizi agisindan cevap almamamistir. Bu nedenle de MALDI-TOF ile her bir
fraksiyon kiitlesel olarak analiz edilmis ve Sekil 3.8’de kirmiz1 olarak isaretlenmis

pikin istenilen hedeflendirici peptit sekansina ait oldugu bulunmustur.

Peptit sekansinin tespitinin ardindan, bu iriiniin safligi analitik HPLC ile
kontrol edilmistir. Bu amagla, MALDI-TOF ile kiitlesel ayrimin ispatlandig1 (Sekil
3.9) preperatif HPLC fraksiyonu, analitik HPLC’ye enjekte edilmis ve
kromatogramdaki pikler incelenmistir. Elde edilen pikin Sekil 3.10.’da izlendigi gibi
sadece tek tip olmasi safligin yaklasik % 99 oldugunu géstermektedir.
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4.1.3. P(OEG10MA)20-PDPA100 Esash Kopolimerlerin Sentezi ve Hedeflendirici

Peptit Sekansi ile Konjugasyonlarina Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

POEGMA-PDPA esasli polimerzomlarin formiilasyonunda kullanilan
P(OEG10MA)20-PDPA1o0 kopolimerinin sentezi, bir kontrollii serbest radikal
polimerzasyon yontemi olan, atom transfer radikal polimerizasyonu (ATRP) aracilig
ile gerceklestirilmistir. ATRP yontemi genellikle stiren, akrilat veya metakrilat esash
monomerlerin polimerizasyonunda kullanilmaktadir ve polidispersite araliginin hayli
dar oldugu, molekiiler agirligin ¢ok iyi kontrol edildigi kopolimerlerin iiretiminde

kullanilmaktadir (Patten ve ark., 1996).

Polimerzomlarin iiretiminde kullanilan kopolimerin sahip olmasi gereken blok
uzunluklarinin, Bolim 1.3°te anlatildigi iizere hayli dar bir aralikta olmasi
gerekmektedir. Dolayistyla zaten dar bir alanda elde edilmesi hedeflenen kopolimer
uzunlugunun, kopolimer sentezinden kaynakli genis bir molekiil biiytikliigii dagilimi
gostermesi, polimerzom elde edilmesinde istenilen en son durumlardan biridir. Bu
nedenle polimerzom formiilasyonunda kullanilacak, metakrilat bazli bir kopolimer
olan POEGMA-PDPA’nin iiretiminde ATRP ydnteminin uygulanmasinin uygun
olacag diisiiniilmistiir. ATRP yonteminin esas avantaji ¢ok yonlii bir polimerizasyon
yontemi olmasi ve kullanilan katalizor ile baglantili olarak farkli amaclara yonelik
ithtiyaclarin karsilanabilir olmasidir. Bununla birlikte ATRP yontemini sinirlayan
etmenler, polimerizasyon reaksiyonunda kullanilan ligand ile kompleks olusturarak,
halojen iceren baglatici molekiilden halojen atomunu kopartarak, monomerin bu
baslatictya eklenip zincir uzamasinin baglamasmi saglayan Cu™, Cu*? gibi gegis
metallerinin  kullanilmas1 ve reaksiyon degiskeni sayisinin fazla olmasidir
(Matyjaszewski ve Xia, 2001). Bu smirlayicilarin, c¢alismada gergeklestirilen
reaksiyon sonucunda elde edilecek bakir igerigi, yan reaksiyon iiriinlerinin olugmasi,
zincir uzunluklarmin kontrol edilebilir olmasi gibi kopolimer 6zelliklerini her bir
reaksiyon isleminde etkilememesi icin, tek potada sentez yontemi kullanilmis ve
hidrofilik blok olan POEGMA grubunun sentezi ile hidrofobik blok olan PDPA ile
kopolimerizasyonu ayni reaksiyon ortami iginde gerceklestirilmistir. Reaksiyon

sonrasinda ortamda bulunan metal iyonlarinin uzaklastirilmasi igin ise daha ilkel ve
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etkisiz olan anti-¢oziiciide ¢oktiirerek saflastirma islemi yerine, hem silikajel kolondan
gecirerek saflastirma hem de diyaliz membran saflastirmasi uygulanmis ve ortamda
bakir iyonlarinin kalmadigi garanti altina alinmistir. Bu durum Sekil 3.18.‘deki hiicre
canliligi sonuglarindan da anlasilabilmektedir. POEGMA-PDPA kopolimerinin
PNT1A, LNCaP ve HUVEC hiicreleri lizerinde herhangi bir sitostatik veya sitotoksik
etkisi olmadig1 anlasilmistir. Bu durum, ortamdaki herhangi bir metal molekiiliiniin

kalintisinin bulunmadiginin gostergesi olarak yorumlanabilir.

ATRP yontemiyle tek potada sentezlenen POEGMA-PDPA bazlhi
kopolimerlerin molekiil biiyiikligii dagilimi GPC ile tayin edilmistir. Isik sagilimi
dedektorii (Sag Acili Isik Sagilimi1 — Right Angle Light Scattering) kullanilarak analiz
edilen dagilim sekil 3.2°de grafiksel olarak gosterilmistir. Sentezlenen POEGMA -
PDPA kopolimerlerinin, kopolimer molekiil biiyiikliigii dagilimi i¢in hayli dar bir
aralik olarak kabul edilen 1,2’lik bir PDI degerine sahip oldugu bulunmus ve
kopolimer sentez reaksiyonu ve sonrasindaki saflagtirmanin etkinligi bdylece ortaya
konulmustur. 2002 yilinda arasgtirmacilar, ATRP ile sentezledikleri polimerlerin
polidispersite indekslerinin 1,1-1,4 arasinda oldugunu tespit etmis ve bu aralig1 hayli
dar bir aralik olarak belirtmislerdir (Carlmark ve ark., 2002). Bu bilgiden hareketle,
sentezlenen POEGMA-PDPA kopolimerinin 1,2’lik PDI degeri de, kopolimerin

molekiil biiytikliigli dagiliminin dar bir alanda olduguna isaret etmektedir.

Kopolimerin molekiil agirligi dagilimmin tespitinde gegmiste en c¢ok tercih
edilen yontem vizkozimetrik analizlerdir. Ancak bu yontemle elde edilen bilgilerin
kesin olmadig1 ve yontemin kendisinin hayli empirik olmasi nedeniyle (analizde hayli
viskoz polimer ¢ozeltilerinin kullanilmasi kesin bir analizi engellemektedir) (Radke
ve Miiller, 2005), giiniimiizde artik ¢ok keskin sonuglarin elde edilebildigi, cok daha
seyreltik polimer cozeltileri ile yiiksek hassasiyette sonuglar elde edilen kiitle
spektroskopisi ve 1s1k sagilimi yontemleri tercih edilmektedir. POEGMA-PDPA
kopolimerlerinin molekiil biiyilikliigli dagiliminin tespitinde 151k sag¢ilim1 dedektorlii jel
gecirgenlik  kromatografisi (GPC) kullanilmistir. Yontemin uygulanmasindaki
sinirlama olarak nitelendirilebilecek etken ise halen pahali bir yontem olarak

degerlendirilmesidir.
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Sentezlenen POEGMA-PDPA esaslt kopolimerlerin 'H-NMR
kromatogramlari, Sekil 3.3. - 3.5. de goriilecegi lizere, hayli saf bir kopolimer {iriinii
elde edildigini gostermistir ve kopolimer yapismin detayli olarak aydinlatilarak
tanimlanmasinda kullanilmistir. Elde edilen kromatogramdaki hidrojen pikleri, 2015
yilinda yayinlanan POEGMA-PDPA kopolimerinin kromatogramindaki pikler ile
ortiismektedir (Tian ve ark., 2015).

Elde edilen POEGMA-PDPA kopolimerlerin, malemid ug¢lu hedeflendirici
peptit ile konjugasyon reaksiyonu malemid-tiyol reaksiyonu esas alinarak
gerceklestirilmistir. Bu amacla oncelikle tiyol uclu kopolimer sentezlenmis ve satin
alinan malemid uglu peptit sekansi ile etanol igerisinde reakte edilerek konjuge edilmis
ve konjuge olmayan peptit molekiillerinden saflastirilmistir. Sekil 3.6.a’da goriilen
HPLC kromatogramindaki floresans dedektor sinyaline ait veriler 1s1ginda peptit ile
konjuge edilmemis POEGMA-PDPA’in herhangi bir floresans 1s1ma vermedigi ancak
malemid uclu ve floresans Tamra grubu tasiyan hedeflendirici peptit konjuge edilmis
kopolimerin ise yaklasitk 17. dakikada kuvvetli floresans sinyal verdigi
gbozlemlenmistir. Bu durum konjugasyonun basarili bir sekilde yapildigin

gostermektedir.

Peptit kopolimer konjugasyonu amaciyla ayrica ikinci bir strateji
gelistirilmistir. Sekil 2.5’te 6zetlenen sekilde gergeklestirilen bu yeni yaklagim, NH>
uclu POEGMA-PDPA’in SMCC bifonksiyonel capraz baglayicist ile malemid
fonksiyonel haline getirilmesi ve ardindan ise sentezlenen tiyol uc¢lu hedeflendirici
peptit sekansi ile DMF igerisinde konjugasyonuna dayanmaktadir. Sekil 3.6.b’de
goriilen floresans HPLC kromatograminda kopolimerden, hedeflendirici peptit
sekansindan ve peptit-kopolimer konjugatindan elde edilen floresans veriler
sunulmustur. Peptit sekansindaki floresans 6zellikteki fenilalanin amino asitinin (F)
yaptig1 floresans i1simadan yararlanilarak gergeklestirilen bu analizde, tek basina
kopolimerin herhangi bir floresans sinyal vermedigi gozlemlenmistir. Buna karsilik
kendi basmna peptidin yaklasik 13. dakikada verdigi sinyalin, peptit-kopolimer
konjugatinda 17. dakikaya kaymasi, konjugasyon isleminin basar1 ile

gerceklestirildigini gostermektedir. Bu yeni yaklagimin sagladigi en 6nemli avantaj,
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malemid uglu peptit tedarigi gereksinimini ortadan kaldirmasi ve malemid uglu peptit
sekansinin kopolimer ile konjugasyonu icin gerekli olan disiilfit tagiyan kopolimer
sentezine olan ihtiyaci ortadan kaldirmasidir. Bu yontemin tek dezavantaji ise ancak

iki asamada konjugasyon isleminin gerceklestirilebilmesidir.

4.1.4. P(OEG10MA)20-PDPA100 Polimerzomlarinin Formiilasyonu, Saflagtirilmasi
ve BikDDA Yiiklenmesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

P(OEG10MA)20-PDPA1p esasli polimerzomlarin iiretilmesinde iki farkli
yontem kullanilmistir.  Oncelikle kullamlan film hidrasyonu yontemi, sadece
polimerzom elde edilmesi agisindan hayli avantajli olarak degerlendirilmistir.
Hidrasyon siiresine bagli olarak farkli morfolojideki polimerzomlara ait TEM
goriinttileri Sekil 3.15.°te sunulmustur. TEM goriintiilerinde elde edilen sonuglar,
P(OEG10MA)20-PDPA 100 kopolimerinin morfolojik evriminin gubuklardan (silindirik
polimerzomlar) kiiresel polimerzomlara dogru oldugunu agikca gostermektedir.
Yaklasik 8 giinliik bir hidrasyonun ardindan nano boyuttaki ¢ubuklar elde edilirken, 4

haftalik hidrasyon ile kiiresel sekilli polimerzomlara ulasildig1 ispatlanmugtir.

Ancak peptit aracili hedeflendirilmis polimerzomlarin iiretilmesinde bu 4
haftalik hidrasyon siiresinin, peptidin yapisinda katlanmalara neden olabilecegi, sonug
olarak PSMA reseptorlerine yeterli afinite gostermeyecegi diisiiniilmiistiir. Dolayisiyla
bu yontem ile polimerzom iiretiminden vaz ge¢ilmis ve daha kisa siirede gergeklesen

pH degisimi yontemiyle polimerzom eldesi fikri 6n plana ¢ikmustir.

pH degisimi yontemi, film hidrasyonu yontemine gore ¢ok daha hizlh
gerceklesmektedir (yaklasik 1,5 giin). Hedeflendirilmis polimerzomlarin iiretimi
esnasinda, polimerzom ylizeyinde bulunacak olan peptit molekiillerinin katlanma
ihtimalini ortadan kaldirmak/en aza indirgemek i¢in bu yontem ile ¢alismalara devam
edilmistir. Ancak bu yontemin dezavantaji, polimerzom yapilari ile beraber miseller
yapilarinda elde edilmesidir. Dolayisiyla iiretim sonrasinda bir saflasgtirma iglemi
gereksinimi ortaya ¢ikmustir. Saflagtirma igin kiigiik boyutlu miselleri (~ 5-30 nm)

daha biiytik boyutlu polimerzomlardan ayirabilmek i¢in boyut dislama kromatografisi
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(SEC) uygulanmistir. Bu islem sonrasinda hayli dar bir partikiil biiylikligline sahip
polimerzom dispersiyonu elde edilmistir (Sekil 3.17.a). Fakat SEC islemi sonrasinda
polimerzom dispersiyonu 6nemli oranda seyrelmistir. Fakat P(OEG10MA)20-PDPA100
esasli polimerzomlarin iiretiminde kullanilan baslangi¢c konsantrasyonu hayli yiiksek
oldugu i¢in (~ 10 mg/mL) seyrelme durumu final iiriiniin elde edilmesinde bir sorun

teskil etmemistir.

pH degisimi yontemi, film hidrasyonu yonteminde oldugu gibi organik
¢oziiclilerin  kullanilmadigi bir yontem oldugu icin biyomakromolekiillerin

enkapsiilasyonunda giivenle kullanilabilecek bir yontem olarakta ortaya ¢ikmaktadir.

BikDDA geninin polimerzomlarin igerisine enkapsiilasyonunda, molekiiler
biyolojide istenilen molekiillerin hiicrelerin igine sokulmasinda siklikla kullanilan
elektroporasyon yontemi (Wang ve ark., 2012) uygulanmistir. Bu yontem kapsaminda
BikDDA ¢ozeltisi, 0nceden hazirlanmis polimerzom dispersiyonu ile karistirilip 2500
V’luk bir elektrik voltaj uygulanir. Uygulanan voltaj DNA’nin yapisinda herhangi bir
degisim olusturmaz iken, polimerzom membraninda gecici delikler meydana
getirmektedir. Ortamda bulunan BikDDA molekiilleri ise bu delikler araciligiyla
polimerzomlarin sulu liimenine dogru hareket ederler. Bu islemin, DNA’nin yapisinda
hasar meydana getirmeyecek belirli sayida tekrar edilmesi ile polimerzomlarin
igerisine giren DNA molekiilii sayisi artirilir. Son olarak ise polimerzom membraninda
meydana gelen deliklerin iyilesmesi/kapanmasi igin, ilerleyen kullanim 6ncesinde

polimerzom formiilasyonu belirli siire hareketsiz bekletilmistir.

Elektroporasyon sonrasinda ortamda bulunan enkapsiile olmamis DNA
molekiillerinin uzaklastirilmas1 icin yenilik¢i bir yontem uygulanmistir. DNA
molekiillerinin  sulu ortamda polimerzom biiyiikliigiine yakin biiytlikliikte
kendiliginden olusum siireci ile biiylik olusumlar meydana getirmesi, saflagtirma
isleminde dogrudan SEC’in, ultrafiltrasyonun veya diyaliz isleminin uygulanmasin
engellemektedir. Dolayisiyla, boliim 2.2.1.8.’de anlatildig: tizere, oncelikle DNAsel
ile fosfodiester baglar1 kirilan BikDDA, ortamdan SEC isleminin uygulanmasi ile

uzaklastirilmigtir. Hayli kalin ve saglam polimerzom membranindan igeri girme
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ihtimali olmayan DNAsel’in sadece 10 dakika siiresince polimerzomlar ile muamele

edilmesi bu ¢ok kiiciik ihtimali de ortadan kaldirmistir.

Elektroporasyon sonrasindaki saflastirmanin ardindan BikDDA enkapsiilasyon
etkinligi degerleri hesaplanmis ve hedeflendirilmemis polimerzomlar icin % 3,9,
hedeflendirilmis polimerzomlar i¢in ise % 7,6 olarak bulunmustur. Hedefleyici peptit
sekansinin hidrofilik yapisi, kopolimerin hidrofilik-hidrofobik dengesini hidrofilik
tarafa kaydirmistir. Dolayisiyla da elektroporasyon sirasinda polimerzom
membraninda olusan gecici porlardan gecen BikDDA molekiillerinin, hidrofilik
dengesi artmis bir yapidan ge¢mesi daha kolay oldugu igin, hedeflendirilmis
polimerzomlarin sulu liimenine daha fazla sayida BikDDA molekiilii ge¢mis ve sonug
olarakta enkapsiilasyon etkinligi, hedeflendirilmemis olanlara kiyasla daha yiiksek

bulunmustur (Cizelge 3.2.).

2010 yilinda bir arastirma ekibi, PMPC-PDPA polimerzomlarina % 50 - 60
enkapsiilasyon etkinligi ile pDNA ylikleyebilmislerdir. Ancak pDNA’y1 yiiklerken
polimerzom dispersiyonunun pH’sin1 ~ 6.0 diisiiriip vezikiiler yapiyr deforme ederek
enkapsiilasyon islemi gerceklestirmis, sonrasinda ise pH’yr tekrar 7,3 diizeyine
getirmislerdir (Lomas ve ark., 2007). pH 6,0 degerinde PDPA blogu, pH duyarli dogas1
geregi kismi pozitif ylik kazanmis ve negatif yliklii pDNA ile polimerin tersiyer amin
gruplart elektrostatik etkilesime ge¢cmistir. Bu etkilesim polimerzom membraninin i¢
sulu liimen tarafinda oldugu kadar, dis tarafinda da gergeklesmistir. Dolayisiyla,
pH’nin 7,3’e yiikseltilmesinin ardindan elde edilen pDNA yiiklii polimerzom yapisinin
dis yiizeyinde, membrana elektrostatik olarak baglanmig pDNA molekiilleri de
bulunmustur. Bu nedenle elde edilen enkapsiilasyon etkinligi degerleri sadece
polimerzom igerisine enkapsiile olan miktar1 yansitmamaktadir. 2012 yilinda yapilan
bir ¢alismada ise pDNA, PMPC-PDPA polimerzomlar: igerisine elektroporasyon
yontemi ile yapist bozulmadan enkapsiile edilerek % 5 - 9 arasinda bir enkapsiilasyon
etkinligi degerine ulasilmistir (Wang ve ark., 2012) ki bu degerler tez kapsaminda
ulasilan sonuglar ile ortiigmektedir. Elektroporasyon yontemi ve arkasindan uygulanan
saflastirma islemi ile elde edilen enkapsiilasyon etkinligi verileri her ne kadar diisiik

olarak goriinse de, sadece P(OEG10MA)20-PDPA1o0 polimerzomlarinin i¢ sulu
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limenine BikDDA yiiklenmesi hem de organik c¢oziicii kullanimina gerek

duyulmamasi agisindan avantaj saglamaktadir.

4.15. P(OEG10MA)2-PDPA100c Esash Polimerzomlarin Karakterizasyon

Bulgularinin Degerlendirilmesi

Calisma kapsaminda, P(OEG10MA)20-PDPA 100 kopolimerinden hareketle, film
hidrasyonu yontemi kullanilarak hem nano boyuttaki silindirik polimerzomlar (nano-
cubuklar) hem de kiiresel polimerzomlar fretilmis ve Sekil 3.16.’de TEM

goriintiilemeleri ile ispatlanmistir.

Uretilen kopolimerin blok uzunluklarmmn, elde edilecek nano yapimnin
morfolojisi tizerine dogrudan etkisinin oldugu tespit edilerek TEM goriintiilemeleri ile
ispatlanmistir. P(OEG10MA)20-PDPAsgg kopolimerinin kullanildigi, pH degisim ile
tiretilen formiilasyona ait goriintiiller Sekil 3.14’te sunulmustur. Goriintiilerde
gbzlemlenen yapilar literatiirde high-genus olarak adlandirilan ve pretzel goriiniimiine
sahip evrik yapilardir (Pearson ve ark., 2013). Ancak P(OEG10MA)20-PDPA100
kopolimerinin yine ayni kosullardaki pH degisimi yontemiyle formiile edilmesi ile
ulagilan kiiresel, tek tabakali polimerzom yapilart Sekil 3.11. — 3.13.’te rahatlikla
gozlemlenebilmektedir. Bu durum bdlim 1.3.’te anlatilan, polimerzomlarin dar bir f

degeri alanindaki kopolimerler ile elde edilebildigi bilgisi ile uyusmaktadir.

pH degisimi yontemiyle iiretilen BikDDA yiiklii polimerzomlara ait partikiil
blytikligl verileri, BikDDA enkapsiilasyonunun ortalama polimerzom biiyiikliigiinii
yaklasik 10 nm artirdigini gostermektedir (Cizelge 3.1.). Benzer sekilde BikDDA
yiiklii polimerzomlara kiyasla, hedeflendirici peptit sekansi tasiyan polimerzom
formiilasyonlariin ortalama partikiil blytikligl ise yaklasik 14 nm artmistir. Bu
durum peptit konjugasyonunun bir diger gostergesi olarakta degerlendirilebilir. Elde
edilen bu ortalama partikiil biiyiikliigii verileri, kansere yonelik hedeflendirilmis
nanopartikiillerin sahip olmasi gereken ~ 200 nm’lik partikiil biiytikliigii kistasini

karsilamaktadir ve amaclanan hedefin saglandigina isaret etmektedir.
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Sekil 3.17.b.’de bulunan korelasyon fonksiyonu grafigi, benzer partikiil
biiyiikliigiine sahip polimerzom formiilasyonlarinin yine benzer molekiiler hareketler
sergiledigini, eksponansiyel olarak azalan grafik sekli ile gostermektedir ve ortalama
partikiil biyiikligi verileri ile uyusmaktadir. Bu durum TEM gorintiileri ile
eslestirildiginde, dinamik 151k kirinimi cihazi ile elektron mikroskopu goriintiilerinin

birbirini tamamlamas1 seklinde yorumlanabilir.

416. P(OEG10MA)20-PDPA1c0 Esash  Polimerzom Formiilasyonlarinin

Hiicrelerde Yapilan Calismalarina Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Sentezlenen kopolimerlerin ve bu kopolimerlerden hareketle iiretilen
polimerzom formiilasyonlarinin hiicre calismalarinda kullanilacak
konsantrasyonlarinit belirlemek amaciyla, MTS testi araciligiyla hiicre canlilik
analizleri gerceklestirilmistir. Bu amagcla saglikli prostat epitel hiicresi olan PNT1A,
prostat adenokarsinoma hiicre hatt1 olan LNCaP ve saglikli kontrol hiicre hatt1 olarak
ise HUVEC hiicreleri kullanilmistir. Bu hiicre hatlar1 25 pg/mL, 50 pg/mL, 75 ng/mL
ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinda P(OEG10MA)20-PDPA 100 kopolimeri ile muamele
edilmistir. Sekil 3.18.’de grafikler halinde sunulan veriler sentezlenen kopolimerin,
hiicre hatlar1 lizerinde denenen tiim konsantrasyon ve zaman araliklarinda toksik
olmadigin1 géstermistir. Biyouyumlu olan P(OEG10MA)20-PDP A0 kopolimerinin bu
verileri, ayn1 zamanda sentez sonrasinda yapilan saflastirmanin etkinligini de

ispatlamaktadir.

Polimerzom tiretim yonteminde herhangi bir organik ¢oziicii ya da toksik bir
madde kullanilmadig1 igin, sentezlenen kopolimerler ile bu kopolimerlerden
hazirlanan polimerzomlarin hiicre canliliklar1 {izerinde benzer etkiler gostermesi
beklenmektedir. Ancak bu durumun ortaya koyulmasi i¢in, iiretilen polimerzom
formiilasyonunun, hedeflendirme yapilacak hiicre hatti olan LNCaP hiicreleri
tizerindeki hiicre canlilig1 analizi yapilmistir (Sekil 3.19.a.). Bu iddianin kanit1 olarak
Sekil 3.18.b ile Sekil 3.19.’daki benzer hiicre canlilik profilleri gosterilebilir.
Calismanin esas amaci olan BikDDA yiiklii hedeflendirilmis P(OEG10MA)20-PDPA100

polimerzomlarinin gelistirilmesi sonucunda elde edilen {iriiniin prostat kanseri
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hiicreleri iizerindeki etkinligi ise Sekil 3.19.b.’de goriilmektedir. Kontrol grubu ve
hedeflendirilmemis polimerzom formiilasyonuna gore kanserli hiicre sayisini yaklasik
% 47 oraninda azaltmasi, hedeflendirilmis polimerzom formiilasyonunun, pro-
apoptotik BikDDA genini basariyla kanserli hiicrelere tasidigini ve BikDDA geninin

ise bu hiicreleri apoptoza siiriikleyerek 61diirdiigii sonucuna varilmistir.

Prostat kanserine hedeflendirilmis olarak iiretilen POEGMA-PDPA
polimerzomlariin kanser hiicrelerine spesifik alimlar1 konfokal mikroskopi analizi ve
akis sitometrisi ile hem gorsel hem de kantitatif olarak ortaya koyulmustur. Sekil
3.20.’de LNCaP ve PNTI1A hiicreleri iizerinde yapilan hiicre i¢ine alim calismalari
gostermistir ki, prostat kanseri hiicrelerine aliman peptit563 araciligiyla
hedeflendirilmis polimerzom miktar1, saglikli prostat hiicrelerine gore ¢ok daha
fazladir. Mikroskop goriintiilerindeki turuncu renk, polimerzomlarin yiizeyindeki
peptit563 e bagli olan Tamra floresans boyasina aittir. Dolayisiyla turuncu rengin

ifadesinin artmasi, hiicre igerisine alinan polimerzom miktarinin belirtecidir.

Hedeflendirmenin kantitatif analizi i¢in ise akis sitometrisi yOntemi
kullanilmustir. Sekil 3.21.”deki akis sitometrisi verileri, konfokal mikroskop verileri ile
uyusarak, hedeflendirilmis polimerzomlarin saglikli prostat hiicrelerinden ziyade
kanserli prostat hiicreleri tarafindan alindigini ortaya koymaktadir. Hedeflendirilmis
polimerzom formiilasyonlarinin sadece % 3,62’si sagliklt PNT1A hiicreleri tarafindan
aliirken, kanserli LNCaP hiicreleri polimerzomlarin % 48,28’ini hiicre icine
almaktadir. Bu veriler gostermistir ki, PSMA’ya spesifik olarak baglanan peptit563
aracilifiyla prostat kanserine hedeflendirilmis POEGMA-PDPA polimerzomlari,
prostat kanseri hiicrelerinin ylizeyindeki PSMA tarafindan taninarak alinmaktadir.
Polimerzomlarin hiicre i¢ine aliminin ise reseptor aracili endositoz mekanizmasi ile

gerceklestigi diistiniilmektedir (Tian ve ark., 2015).
2016 yilinda yapilan bir ¢alismada, bizim buldugumuz veriler ile uyumlu

olarak, PSMA hedefli polimerzomlar gelistirilmis ve hedeflendirilmemis olanlara

kiyasla ¢cok daha fazla miktarda prostat kanseri hiicreleri tarafindan alinmis ve bu
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durum floresans 1s1manin siddetinin sunulmasi ile kanitlanmistir (Karandish ve ark.,

2016).

Prostat kanserine yonelik gelistirilen PSMA hedefli tedavi adaylarin gosterdigi
bu sonugclar, ileride prostat kanserinin tedavisinde diger dokulara zarar vermeden

gerceklesebileceginin habercileri olarak degerlendirilebilir.

2007 yilinda PMPC-PDPA polimerzomlarinin gen transfeksiyon etkinlikleri
eski nesil bir transfeksiyon ajani olan lipofektamin ile kiyaslanmis ve daha yiiksek
olarak tespit edilmistir (Lomas ve ark., 2007). Buradan hareketle, yukarida anlatildig:
tizere, hedeflendirilmis P(OEG10MA)20-PDPA100 polimerzomlarinin pro-apoptotik
BikDDA genini kanserli hiicrelere basariyla tasidiginin tespitinin ardindan, bu tasiyici
sistemin transfeksiyon etkinliginin piyasada ticari olarak kullanilan son jenerasyon
transfeksiyon ajanlarindan birisi olan X-tremeGENE ile kiyaslanmasi planlanmistir.
Polimerzomlara enkapsiile edilmis BikDDA ile esit konsantrasyonda BikDDA igeren
bu transfeksiyon ajanimin etkinlikleri LNCaP hiicreleri iizerinde test edilmis ve
hiicrelerin tirettigi GFP miktarlar1 floresans mikroskop altinda gézlemlenmistir. Sekil
3.22.a’da X-tremeGENE transfeksiyon ajani araciligiyla transfekte edilen LNCaP
hiicrelerini iirettigi yesil proteinler ve Sekil 3.22.b’de ise P(OEG10MA)20-PDPA100
polimerzomlar: araciligiyla transfekte edilen LNCaP hiicrelerinin irettigi yesil
proteinler sunulmustur. Bu resimlerden ve Sekil 3.22.c.’de sunulan, {iretilen yesil
proteinlerin verdigi floresans siddetlerinin kantitatif olarak kiyaslanmasi sonucunda,
72 saatlik bir inkiibasyonu takiben P(OEG10MA)20-PDPA100 polimerzomlarinin, X-
tremeGENE ajanina gore daha iyi bir transfeksiyon ajan1 oldugu goriilmektedir. Her
ne kadar 24. ve 48. saatlerde X-tremeGENE’e gore daha az transfeksiyon etkinligi
goriilmiigse de, transfeksiyon sonucunda protein iiretimi i¢in ihtiyag duyulacak
zamanin 72 saat oldugu 2009°da yayinlanan ¢alismada ortaya konmustur (D. A.

Christian ve ark., 2009).

Elde edilen transfeksiyon verilerinden hareketle, P(OEG10MA)20-PDPA100
polimerzomlarinin, en az piyasada kullanilan transfeksiyon ajanlar1 kadar basarili

oldugu sonucuna ulagilmistir.
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4.2. PEtOX-b-PLA Kopolimeri ile Yapilan Calismalar

4.2.1. Dosetakselin Kalibrasyonu ve Validasyonuna Ait Bulgularn

Degerlendirilmesi

Oncelikle, dosetaksel trihidrat (DTX)’in asetonitril icerisindeki stok
cozeltisinden (100 pg/mL) 1 mL alinip balonjoje icerisinde 10 mL’ye pH 7,4 PBS
tamponu ile tamamlanarak hazirlanan ¢ozeltinin maksimum absorbans verdigi dalga
boyu UV spektrofotometrede 229 nm olarak tayin edilmistir. Farkli yillarda yapilan
caligmalarda (Kim ve ark., 2017; Liu ve ark., 2010) dosetakselin tayininde kullanilan
dalga boyunun 230 nm oldugu ve degerin ¢alismamizda elde edilen deger ile Ortilistiig

tespit edilmistir.

DTX’in pH 7,4 PBS tamponu igerisinde olusturulan kalibrasyon grafigine
(Sekil 3.24.) ait denklemin parametreleri Cizelge 3.5.’te sunulmustur. Elde edilen r?
degerinin (0,9981) yiiksek olmasi, kesisim degerinin negatif olmasi, HPLC’deki her
bir DTX tayini i¢in elde edilen pik alanindan yola ¢ikilarak bulunan konsantrasyon

degerlerinin yiiksek hassasiyetli ve giivenilir sonuglar verdigini gostermektedir.

Cizelge 3.7., 3.8. ve 3.9.da DTX’in kalibrasyonuna ait validasyon
parametreleri olan dogruluga ve kesinlige (tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik) ait bilgiler
sunulmustur. Bu cizelgelerdeki bagil standart sapma degerlerinin % 2’nin altinda
bulunmasi, olusturulan kalibrasyon grafigine bagli kalibrasyon denkleminin dogru ve
kesin sonuclar verdigini ortaya koymaktadir. Tayin yontemi validasyonunun segiciligi,
ortamda bulunabilecek diger yardimci maddeler ile etkin maddenin pikinin girisim

yapmamasi nedeniyle, bu yontemin DTX i¢in segici oldugunu dogrulamustir.

DTX’in pH 7,4 PBS tamponu igerisindeki, kullanilan miktar tayini yontemine
iligkin hesaplanan teshis simir1 (LOD: 0,127 pg/mL) ve tayin smir1 (LOQ: 0,386
pg/mL) verilerinin, kalibrasyon denklemi olusturulurken kullanilan en kiigiik
konsantrasyon degeri olan 0,4 pg/mL’den kii¢iik olmasi, kalibrasyon araliginin

DTX’in bu yontem ile tayin edilebildigi aralikta oldugunu gostermektedir. Dogrusallik
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parametresinin analizi gergeklestirile ¢alisma sonucunda elde edilen grafik Sekil
3.25.te ve bu grafige ait veriler ise Cizelge 3.10.’da sunulmustur. Elde edilen
dogrunun r? degerinin 1’e hayli yakin olmas1 ve regresyon dogrusundan sapmalarin
standart hatasinin diisiilk olmasi, kalibrasyon denklemi ile ulasilan konsantrasyon

degerlerinin giivenilirligini gostermektedir.

4.2.2. PEtOx-b-PLA Kopolimerinin Blok Uzunluklarinin Belirlenmesi,

Saflastirilmasina ve Sentezine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Lineer alifatik bir blok kopolimer olan PEtOX-b-PLA’nin, su/sulu tampon
icerisindeki morfolojik degisimleri daha 6nceden literatiirde incelenmemis bir alandir.
Dolayisiyla hangi molekiil agirliginda ve hangi blok uzunlugu oranlarinda nasil bir
yapiya ulasilabilecegi bilinmemektedir. Onceden yapilmus bir arastirma PEtOx-b-PLA
kopolimerinden hareketle sadece miseller yapilar elde edildigini ortaya koymaktadir
(Lee ve ark., 1999). Bu nedenden 6tiirti, hem lineer hem de alifatik bir kopolimer olan
PEG-b-PLA’dan hareketle, hangi molekiil agirligi ve blok uzunluklarinda polimerzom
yapisina ulasildigi ¢alismanin baslangicinda kriter olarak alimmustir. Literatiirde bu
amagcla belirtilen genel kani, f degerinin (hidrofilik blogun agirliginin toplam
kopolimer agirligina orani) % 35+10 oldugu ve kopolimer agirliginin ~ 2-20 kDa
araliginda oldugu durumlarda vezikiiler polimerzom yapilarina ulasildig1 yontindedir

(Discher ve Ahmed, 2006).

Bu bilgilerden hareketle toplam molekiil agirligi ~ 6-20 kDa araliginda olan
PEtOx-b-PLA kopolimerlerinin sentezlenmesi sonrasinda, polimerzom yapisina
ulasabilmek amacli 6n calismalar yapilmustir (Cizelge 2.3.). Oncelikle PEtOx
blogunun 3 kDa (f ~ % 20), 4 kDa (f ~ % 25) ve 7,5 kDa (f ~ % 45) oldugu ve PLA
blogunun ise sabit olarak 9 kDa oldugu, yani toplam molekiil agirliginin 12 kDa ile
16,5 kDa arasinda degistigi blok kopolimerler lizerinde ¢alismalar gerceklestirilmistir.
Film hidrasyonu yontemi ile elde edilen morfolojik yapilarin TEM goriintiileri Sekil
3.28. —3.30.’da sunulmustur. Bu goriintiilerden hareketle f degerinin % 20’den % 45°¢
yiikselmesiyle beraber, elde edilen nano-yapilarin morfolojisinin ¢ubuktan miseller

yapilara kaydigi agik¢a goriilmiistiir. Bu durum f degerinin, blok kopolimer
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morfolojisini yonlendiren en 6nemli etmenlerden oldugu kanitlanmis ve daha once

yayinlanmuis bilgiler ile ortiismektedir (Shen ve Eisenberg, 2000).

f degerinin kopolimer morfolojisini yonlendirdigi bilgisi her ne kadar literatiir
bilgileri ile ortiigse de, bu degerin % 35+10 oldugu durumlarda polimerzom yapilari
gbzlemlenir iddiasin1 destekleyecek bulgular elde edilememistir. Bu durumun nedeni
olarak ise kopolimerin molekiill agirliginin, ortaya c¢ikan agregat morfolojisini
misellerden vezikiillere ye da c¢ubuklardan vezikiillere gecis agisindan yeterli
olmadigini diislindiirmiistiir. Bu nedenle daha az ve daha yiiksek molekiil agirligina

sahip kopolimerler ile denemelerin yapilmasi amaglanmigtir.

Elde edilen bu bilgiler 15181nda PEtOx blogunun 2 kDa (f ~ % 25), 2,7 kDa (f
~ % 32) ve 4,4, kDa (f ~ % 45) oldugu ve PLA blogunun ise sabit olarak 5,8 kDa
oldugu, yani toplam molekiil agirliginin 7,8 kDa ile 10,2 kDa arasinda degistigi blok
kopolimerler tizerinde arastirmalara gegilmistir. Ayn1 zamanda bu kopolimerlere gore
daha yiiksek molekiil agirligina sahip olan, PEtOx blogunun 3,6 kDa (f ~ % 20), 4,6
kDa (f ~ % 24) ve 6,2, kDa (f ~ % 30) oldugu ve PLA blogunun ise sabit olarak 14,4

kDa oldugu, yani toplam molekiil agirliginin 18 kDa ile 20,6 kDa arasinda degistigi
blok kopolimerler iizerinde ¢alismalar gergeklestirilmistir (Cizelge 2.3.).

Uzerinde galisma yapilan kopolimerlerden elde edilen sonuglar gostermistir ki,
PEtOx-b-PLA kopolimerinin molekiil agirligi azaldik¢a (~ 7,8 - 10,2 kDa), f degeri
her ne kadar % 35+10 sinirlart igerisinde de olsa, ortaya ¢ikan yapilar cogunlukla
evrik, misel ve bir miktarda ¢ubuklardan olusan morfolojiler sergilemektedir. Molekiil
agirliginin nispeten artirilmasi ise (~ 12-16,5 kDa), elde edilen morfolojilerin
cogunlukla misel ve cubuk olmak {izere daha diizenli oldugu ancak yine de vezikiiler
yapilara ulagilamadigi tespit edilmistir. Bunun {izerine kopolimerin molekiil
agirhiginin daha da artirillmasina karar verilmis ve 18 kDa ile 20,6 kDa arasinda
molekiil agirhigina sahip PEtOx-b-PLA  kopolimeri {izerinde c¢alismalar
gerceklestirilmistir. Molekiil agirligi, 6nceden galisilan PEtOx-b-PLA kopolimerlerine
gore daha yiliksek olan bu kopolimerlerin biitiin hepsinde vezikiiler polimerzom

yapilarina ulasilmistir (Sekil 3.36.-3.38.).
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Boylece literatiirde daha once arastirtlmamis bir konu olan PEtOX-b-PLA
esasli kopolimerlerin morfolojik degisimleri incelenmis ve degerlendirilmistir. Ayrica
literatiirde, lineer alifatik kopolimerlerin hangi f degerlerine sahip oldugunda
polimerzom yapilarim1 verdigine dair genel gecer kural olan % 35+10 kuraminin
PEtOx-b-PLA kopolimeri igin biitiiniiyle gecerli olmadigi ortaya cikartilmistir.
Ayrica, f < % 25 oldugu durumlarda evrik yapilarin ortaya ¢ikacagi teoremi de
(Discher ve Ahmed, 2006) ortadan kaldirilmistir. Elde ettigimiz veriler, PEtOX-b-PLA
kopolimerlerinin f degerinin 25+5 oldugu durumlarda vezikiiler polimerzom

yapilaria dontistiigiinii ispatlamistir.

Sonradan yapilacak peptit aracili hedeflendirilmis polimerzomlarin
gelistirilmesi ve formiilasyonu igin yapilacak ¢alismalarda kullanilacak peptit konjuge
PEtOx-b-PLA kopolimerlerinin kullanimi1 sirasinda, hidrofilik peptit sekansinin
PEtOx-b-PLA kopolimerinin hidrofilik-hidrofobik blok dengesini degistirecegi
Oongoriildiigi i¢in ve bu durumun polimerzom yapisinin elde edilmesinde problem
yaratabilecegi diistiniilmiistiir. Bu nedenle polimerzom yapisina ulasilan 3,6 kDa (f ~
% 20), 4,6 kDa (f ~ % 24) ve 6,2, kDa (f ~ % 30) oranlarinda PEtOx ve 14,4 kDa
biiyiikliigiinde PLA igeren kopolimerler arasindan 3,6 kDa (f ~ % 20) biiytikliiglinde
PEtOx igereni secilmistir. Boylece yaklastk 1,7-2,0 kDa biytkliigiindeki
hedeflendirici peptitlerin kopolimere konjugasyonu ile degisecek hidrofilik-hidrofobik
blok dengesinin (f ~ % 27 - % 28) polimerzom elde edilen aralikta (f ~ % 25+5)

kalacag1 ongoriilmiistiir.

PEtOxs7-b-PLA200  kopolimerlerinin  tanimlanmasi  ve yapisal olarak
aydinlatilmasi igin FTIR ve *H-NMR yéntemleri kullanilmistir. Sekil 3.26.’da sunulan
PEtOx ve PEtOx3z7-b-PLA200 polimerinin FTIR spektrumlari, bu polimerlerin yapisini
aydinlatmak i¢in kullanilmistir. Kirmizi siyah renk ile ¢izilen PEtOx polimerine ait
spektrumda, polimerin en dominant grubu olan C=0 bagina ait piki, yaklagik 1700 cm”
1de gozlemlenmistir. Ayni sekilde PLA blogundaki en dominant grupta C=0 bagidir
(Lizundia ve ark., 2016). Dolayisiyla sadece PEtOx polimerine gore PEtOxs7-b-
PLA200 kopolimerindeki C=O pikinin daha siddetli olmasi beklenmektedir. Bu
beklentiyi karsilayan Sekil 3.26.’daki spektrum PEtOx ile PLA bloklarinin
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konjugasyonuna isaret etmektedir. Ayrica PEtOx polimerindeki N3 grubuna ait
yaklasik 2200 cm™’de gdzlemlenen pikin, PEtOxa7-b-PLA20o kopolimerine ait kirmizi

renkli spektrumda kaybolmasi, konjugasyonun en 6nemli gostergesidir.

PEtOx37-b-PLA200 kopolimerinin yapisinin tamamen aydinlatilmasi i¢in ise,
'H-NMR spektroskopisi kullanilmistir. Kopolimerin yapisindaki, farkli yerlerde
bulunan karbon atomlarina bagl hidrojen atomlari, Sekil 3.27.’deki spektrum ile
aydinlatilmis ve literatiir ile uyumlu oldugu gézlemlenmistir (Gaspar ve ark., 2014).
PEtOx ile PLA bloklariin konjugasyonunun gostergesi olarak Sekil 3.27.’deki “d”
piki onem tagimaktadir ve PLA’nin varhigmi “f” ve “e” pikleri net bir sekilde
kanitlamaktadir. Sekil 3.27.de, PLA blokunun ucundaki —OH grubuna ait proton piki
ise proton NMR’da ¢ok ender goriilmektedir. Ciinkii H-NMR, karbon atomlarina bagh
protonlarin manyetik etkilesimi ile sonu¢ vermektedir. Bu nedenle oksijen ile bagl
protonun, H-NMR’da gozlenmesi yok denecek kadar az gerceklesmektedir. Ayrica
PEtOx37-b-PLA200 kopolimeri yaklasik 20 kDa’luk olduk¢a biiyiik bir molekiil
yapisina sahip oldugu i¢in molekiil agirlig1 yiiksek bir polimer zincirinde sadece bir
adet bulunan bir fonksiyon genelde gézlenmemektedir. Dolayisiyla hem tekrarlayan
tinitelerin olusturdugu yogun pikler hem de karbona bagli olmadigi i¢in, -OH

grubunun protonuna ait *H-NMR piki beklenilen iizere gdzlenmemistir.

PEtOxs7-b-PLA200 kopolimerinin sentezi i¢in Oncelikle PEtOXx ve PLA
bloklarinin halka ag¢ilma polimerizasyonu ile ayr1 ayr1 sentezi yapilmis ve takibinde
ise bu iki blogun azid-alkin siklokatilim reaksiyonu (klik reaksiyonu) ile konjugasyonu
seklinde tamamlanmistir. PEtOx polimerinin sentezi simdiye kadar halka acilmasi
polimerizasyonu (ROP) ile ger¢eklestirildigi i¢in (Sinai-Zingde ve ark., 1991), PEtOx
sentezinde ROP yontemi tercih edilmistir. PLA polimerinin sentezinde ise ¢cogunlukla
iki yontem tercih edilmektedir. Bu yontemler ROP ve polikondenzasyon yontemidir.
Polikondenzasyon yonteminde laktik asit monomerlerinin birlesmesiyle gergeklesen
reaksiyondan ayni zamanda —COOH ve —OH gruplarimin birlesmesiyle yan iiriin
olarak su olusmaktadir. Hayli viskoz polimerizasyon ortamindan bu yan iirlinlerin
uzaklastirllmasinin ¢ok zor olmasi, polikondenzasyon yontemi ile sadece molekiil

agirhgr disik PLA polimerlerinin  elde edilebilmesini ortaya ¢ikarmistir.
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Polikondenasyon yonteminin aksine, ROP yontemi ile spesifik ve arzu edilen
ozelliklere (6rnegin: kirilma indisi, molekiil agirligi) sahip polimer elde
edilebilmektedir ve bu durum, bugiin polimer sentezinde ¢ok onemli hale gelmistir.
Polikondenzasyon ile karsilastirildiginda ROP yonteminin kullanilmasi, zincir
baglama maddesi veya azeotropik sisteme gereksinim olmaksizin, laktit ve sentez
kosullarinin safligimin yiiksek hakimiyet ile kontrol edildigi ve daha genis molekiiler
agirlik araligina sahip polimerin elde edilmesinde biiyiik avantaj saglamaktadir (Hu ve
ark., 2016). Bu nedenle, Cargill Dow (Minnetonka, MN, ABD) ve Shimadzu (Kyoto,
Japonya) gibi bazi1 6nde gelen tireticileri PLA {iretim yontemi olarak, daha ilkel olarak
kabul edilen polikondenzasyon yerine ROP yontemini kullanmaktadir (J. Zhang ve
ark., 2009). Bu nedenle ¢alismamizda PLA sentez yontemi olarak ROP kullanilmistir.
Sonrasinda PEtOx ve PLA bloklarinin birlestirilmesinde ise klik reaksiyonu
kullanilmistir. Klik reaksiyonu su anda polimer teknolojisinde ve farmasoétik alanda
kullanilan en secici yontemlerin basinda gelmekte ve herhangi bir yan reaksiyon iirtinii
olusturma potansiyeli bulunmamaktadir (Hein ve ark., 2008). Dolayisiyla peptit,
protein ve kiiclik molekiillii yapilarin konjugasyonu i¢in son dénemde siklikla tercih
edilen bir yontemdir. Dezavantaj olarak bakir aracili katalizasyon gereksinimi
duyuldugu i¢in, hiicresel uygulamalar oncesinde bakirin ortamda uzaklastirilmasi
gerekmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda kopolimerin sentezinin ardindan hem silika

jel saflagtirilmas1 hem de diyaliz islemi uygulanmigstir.

Yapist aydinlatilmis PEtOxsz7-b-PLA200 kopolimeri, sentez reaksiyonu
sonucunda diklorometanda ¢oziiliip soguk dietileterde ¢oktiiriilerek kismi anlamda
saflastirma islemine tabi tutulmustur. Ancak bu sekilde saflastirilan kopolimerler ile
yapilan c¢alismalarda elde edilen formiilasyonlarin TEM gériintiilemeleri yapildiginda
istenilen yapilardan hayli uzak, kiiresel ve vezikiiler olmayan olmayan yapilarin elde
edildigi 6n sonuclara ulasilmistir (Sekil 3.41.a). Ancak ayni kopolimerin Bolim
2.2.2.2.°de anlatildig1 sekilde ikinci bir detayli ve uzun saflastirma islemine tabi
tutulmasi sonucunda hedeflenen yapilara ulasildigi anlasilmistir (Sekil 3.41.b). Bu
durumun nedeni olarak, dietileter ¢oktiirmesinin sadece ortamda bulunan katalizor ve
antioksidanlarin ortamdan uzaklastirilmasini kismi olarak sagladigi ancak diyaliz ile

saflagtirmanin hem kopolimerin molekiil biiyiikligi dagilimini daralttigit hem de
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reaksiyona girmemis monomerlerin, reaksiyon katalizdriiniin ve diger yan tirtinlerin

ortamdan uzaklastiritlmasinda ise yaradig tespitine varilmaigtir.

4.2.3. PEtOx-b-PLA Kopolimeri ile Yapilan Polimerzom Formiilasyonu

Cahismalarimin Degerlendirilmesi

Kendiliginden olusum mekanizmasi ile elde edilen polimerzomlarin, sulu
sistemler igerisinde kinetik olarak denge halinde bulunan sentetik kopolimer esasl
vezikiiler yapilar oldugu Boliim 1.3.te detayli olarak anlatilmistir. Bu sistemlerin
tiretiminde kullanilan yontemlere ise Bolim 1.4.1.’de deginilmistir. Yapilan
arastirmada, P(OEG10MA)20-PDPA100 polimerzomlarinda oldugu gibi film hidrasyonu
yontemi oncelikle denenmis ve polimerzom iiretiminde kullanilacak PEtOx-b-PLA
kopolimerinin blok uzunluklar1 bu yontem ile belirlenmistir. Ancak hedeflendirilmis
polimerzomlarin tiretiminde kullanilacak peptit sekansinin, uzun bir hidrasyon siireci
sonunda yapisinda meydana gelebilecek olasi katlanmalarin, hedeflendirme etkinligini
degistirebilecegi tizerine film hidrasyonu yontemi ile se¢ilen uzunluktaki PEtOXz7-b-
PLA200 kopolimeri ile ¢oziicii degisimi yontemi kullanilarak hedeflendirilmis

polimerzomlarin iiretimi gergeklestirilmistir.

Coziicii degisimi yontemi ile polimerzom iiretiminde, elde edilecek morfolojik
yapinin geometrisini belirleyen en kritik formiilasyon bilesenlerinin; kopolimer orani,
organik ve sulu faz miktarlar1 ve iki fazin nasil ve hangi hizda karistirildigi oldugu
tespitinde bulunulmustur. Bu amagla oncelikle PEtOXs7-b-PLA2oo’tin  hangi
¢oziiclilerde ¢oziindiigi tespit edilmistir. DCM, kloroform, THF ve 1,4,-dioksan
(dioksan) i¢cinde tamamen ¢6ziindiigli goriilmiistiir. Ancak bu ¢oziiciilerden DCM ve
kloroform su ile karismadigi i¢in THF ve dioksan ¢oziiniirliikleri degerlendirilmistir.
Daha polar dogasi nedeniyle PEtOXs7-b-PLA2oo’ii daha iyi ¢6zen dioksan ile

calismalara devam edilmesine karar verilmistir.

Polimerzom formiilasyonlariin hazirlanmasinda kullanilacak organik ¢oziicii

igerisindeki kopolimer konsantrasyonunun se¢iminden 6nce, PEtOXs7-b-PLA20o’lin
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PBS icerisindeki kritik agregasyon konsantrasyonunun, piren floresans prob yontemi
(Topel ve ark., 2013) kullanilarak 0,052 mg/mL oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla,
polimerzom formiilasyonlarinda kullanilacak kopolimer konsantrasyonlarinin tamami
bu konsantrasyondan daha yiiksek olacak sekilde secilmistir. Ciinkii kendiliginden
olusum siireci ile polimerzomlarin olusumu, kritik agragasyon konsantrasyonunun

tizerinde gergeklesmektedir.

Poliester esasli  kopolimerlerden hazirlanan polimerzom literatiirleri
incelendiginde kopolimerin organik c¢ozeltideki konsantrasyonunun genellikle 5
mg/mL (Nahire ve ark., 2014) veya 10 mg/mL (Lee ve ark., 2011) olarak kullanildigi
goriilmistiir. Bu bilgiden hareketle PEtOX37-b-PLA20o’lin dioksan igerisindeki 5 ve 10
mg/mL konsantrasyondaki ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler, farkli hacimlerdeki
PBS pH 7,4 tampon ¢dzeltisi lizerine eklenmis ve elde edilen sistemler gézlenmistir.
Organik faz ile sulu fazin karisimi esnasinda goriilecek bulaniklik, kendiliginden
olusum siirecinin baslangici olarak degerlendirilmistir. 5 mg/mL konsantrasyonundaki
kopolimer ¢ozeltisinden hareketle degisik hacimlerdeki PBS’in  karigiminin
sonucunda, sistemde herhangi bir bulaniklik/turbidite gézlenmemistir. Dolayistyla,
konsantrasyon 10 mg/mL’a artirilarak 6n denemeler gergeklestirilmistir. 10 mg
PEtOx37-b-PLA200 iceren 1 mL dioksan ¢ozeltisi damla damla olacak sekilde,
manyetik karistiricida karisan 2 mL PBS c¢ozeltisi tlizerine eklendikten sonra elde
edilen yapilar incelendiginde polimerzomlarin agirlhiklt olarak gozlendigi
bulunmustur. Bu bilginin devami olarak, litreratiirde sik rastlanmayan, 12,5 mg/mL,
15 mg/mL ve 20 mg/mL konsantrasyonlarindaki kopolimer ¢ozeltileri ile polimerzom
calismalar1 gergeklestirilmis ancak 20 mg/mL konsantrasyonda gerceklestirilen
calisma sonucunda biiyiilk kopolimer agregatlart elde edilmistir. 15 mg/mL
konsantrasyonun ise yine kismi ¢okelti ile sonuclandig1 gozlenmistir. Elde edilen bu
bilgiler, polimerzom formiilasyonunda kullanilan kopolimer miktarinin artmasina
bagl olarak elde edilecek partikiillerin giderek daha biiyiik olacagi ve bir noktadan
sonra kopolimer parcaciklari olarak agregasyona ugrayacagi bilgisi ile uyusmaktadir
(Sanson ve ark., 2010). 12,5 mg/mL konsantrasyonda yapilan ¢alismada ise vezikiiler
polimerzom yapilarinin, incelenen formiilasyonun biitiiniinii olusturdugu tespit

edilmistir. Bu nedenle, literatiirdeki sinirlarin aksine PEtOXs7-b-PLA20o’iin dioksan
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icerisindeki 12,5 mg/mL konsantrasyonundaki ¢ozeltisi ile caligmalara devam

edilmesine karar verilmistir.

Polimerzom formiilasyonundan kullanilacak organik faz ve sulu faz miktarlari,
yapilan literatlir taramasi ile sinirlandirilarak 6n g¢alismalar gergeklestirilmistir.
Yapilan arastirmada, ¢oOziici degisimi yontemi ile iretilen polimerzom
formiilasyonlarindaki organik fazin hacminin sulu fazin hacmine oraninin 0,02 (Lee
ve ark., 2011), 0,05 (Li ve ark., 2015), 0,11 (Sanson ve ark., 2010), 0,22 (Debets ve
ark., 2013), 0,25 (Georgieva ve ark., 2012) oldugu durumlara rastlanmistir.
Coziiniirlik ¢alismasindan elde edilen bilgiler 1s1¢inda ve PEtOX37-b-PLA2qo lizerinde
yapilan polimerzom yapilarinin elde edilmesine yonelik kullanilacak konsantrasyon
belirlendikten sonra, 5 mg PEtOXs7-b-PLA2o’iin 0,4 mL dioksan igerisindeki
¢ozeltileri hazirlanmis ve manyetik karistiricidaki 0,25 mL, 0,45 mL, 0,75 mL, 1,0
mL, 1,5 mL, 2,0 mL, 3,0 mL ve 4,5 mL hacmindeki pH 7,4 PBS tamponu ¢ozeltileri
lizerine eklenmistir (Cizelge 3.12.). Ust limit olarak 4,5 mL’nin se¢ilmesinin nedeni
ise alifatik polyester esasli kopolimerlerden elde edilen polimerzomlarin final
kopolimer konsantrasyonunun, literatiirde genellikle 1 mg/mL olmasidir. Elde edilen
ilk sonuglar, 0,25 mL ve 0,45 mL hacmindeki PBS iizerine eklenilen polimer
¢Ozeltisinin agregasyon ile sonuclandigi, polimer ¢ozeltisinin 3,0 mL ve 4,5 mL PBS
tizerine eklendiginde ise miseller sistemlerin gozlemlendigi tespit edilmistir (Cizelge
3.13.). Dolayisiyla formiilasyon caligsmalarinda kullanilacak PBS hacminin ¢alisma
aralig1 olarak 0,5 mL — 2,0 mL secilmistir. Bu hacimlerde elde edilen nano-yapilar
incelendiginde, kullanilan PBS hacminin artis1 ile miseller yapilarin ortaya ¢ikmaya
basladig1 goriilmiistiir. Bu nedenle, polimerzom yapisina ulagilan en diisiik PBS

haciminin se¢ilmesi uygun bulunmustur ve 1 mL PBS kullanimina karar verilmistir.

I mL PBS kullanilarak hazirlanan polimerzom formiilasyonlari, dioksanin
ortamdan uzaklastirilmasi icin diyaliz islemine tabi tutulmustur. Literatiirde organik
¢oziiclilerin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in manyetik karistirma ile buharlagtirma veya
azot gazi akis1 uygulanmasi gibi yontemler kullanilabilmektedir ancak bu yontemler
ile iretilen polimerzomlarin partikiil biiyikliigii dagilimi hayli genis olmaktadir (Jain

ve Kumar, 2010; Nahire ve ark., 2014). Sonrasinda, tiretilen polimerzomlarin diyaliz
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islemi sirasinda kismi olarak biiyiik agregatlar seklinde ¢okme egilimi gosterdigi tespit
edilmistir. Bunun nedeni olarak ise kendiliginden olusum siireci sonunda meydana
gelen kopolimer esasli s1v1 kristal polimerzom membraninin yeterince stabil olmadigi
seklinde yorumlanmistir. Bunun iizerine, formiilasyon asamasindaki organik fazin
sulu fazin fizerine eklenmesi tamamlandiktan sonra elde edilen polimerzom
dispersiyonunun {iizerine, polimerzom membranlarinin donmasini saglayarak stabil
hale getirecek PBS eklenmesi goriisii izerinde hemfikir olunmustur. Bu dogrultuda,
fazlarin karisiminin ardindan, 0,5 mL, 1,0 mL ve 1,5 mL hacminde PBS c¢ozeltileri
hazirlanan polimerzom dispersiyonlarinin iizerine eklenerek denemeler yapilmustir.
On denemesi yapilan bu hacimlerden 1,5 mL’nin kullanilmas1 uygun gériilmiistiir.
Bunun nedeni ise 1,0 mL PBS eklenmesin ardindan diyaliz asamasinda sinirli olsa bile,
yine c¢okeltilere rastlanmasidir. 1,5 mL PBS eklenmesi ile herhangi bir ¢okelti

gozlenmemistir.

Polimerzom formiilasyonlarinda diger bir dnemli parametre ise organik ve sulu
fazlarin karisim hizlaridir. Bu hizin orani organik ¢oziicii igerisindeki blok kopolimer
monomerlerinin, sulu faz ile karsilagmasindan sonra su molekiilleri ile temaslar
sonrasi, cekirdek olusumu seklinde diizenlenmeleri ve bu c¢ekirdegin vezikiiler
geometride biiylimesi (nucleation and growth) olarak 6zetlenebilecek kendiliginden
olusum islemini dogrudan etkilemektedir. Yukarida anlatildig: sekilde tespit edilen, 5
mg PEtOxs7-b-PLA200’lin 0,4 mL dioksan igerisindeki ¢ozeltisinin, manyetik olarak
karismakta olan 1 mL PBS iizerine iizerine aktarim hizinin optimize edilmesi, her
seferinde ayn1 6zellikteki polimerzom formiilasyonlarinin elde edilmesi agisindan ¢ok
onemli bir noktadir. On denemelerde sulu PBS fazinin iizerine damla damla olarak
eklenen organik fazin olusturdugu polimerzomlarin, tekrar edilebilir sonuglar
vermedigi tespit edilmistir. Damla damla ekleme yontemi ile bir tiretimde elde edilen
~ 90 nm ortalama partikiil biiytikliigiine sahip polimerzom formiilasyonunun bir diger
tiretimde ~110 nm olarak elde edilmesi, tiretilecek formiilasyonlari tekrar edilebilir
olmaktan ¢ikartmaktadir. Bu durumun nedeni olarak, damlatma sirasindaki damlacigin
biiyiikliigiiniin, damlatma esnasindaki ag¢inin degisimi sonucunda boyutunun
degistirmesi nedeniyle her damlacikta ve her iiretim tekrarinda farkli boyutlarda

damlaciklarin sulu faz ile karigmasi sonucunda, hayli degisken aralikta partikiillerin
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elde edilmesi seklinde yorumlanmistir. Dolayisiyla, sulu fazin igerisine, her seferinde
sabit miktarda ve sabit hizda kopolimer ¢ozeltisi aktarabilecek siringa pompasi sistemi
tercih edilmistir. Sitemin se¢iminin ardindan farkli hizlarda aktarimlar denenmistir. Bu
amagla literatiirde, 6 mL/dakika . (Sanson ve ark., 2010), 0,5 mL/dakika (Georgieva
ve ark., 2012), 0,6 mL/dakika (Upadhyay ve ark., 2010) ve 4,16 uL/dakika (Yu ve
ark., 2012) gibi birbirinde ¢ok farkli hizlarin kullanildigi goézlemlenmistir. Bu
bilgilerden hareketle, 1 uL/dakika, 10 uL/dakika, 50 pL/dakika, 250 uL/dakika, 500
uL/dakika, 1 mL/dakika, 5 mL/dakika ve 10 mL/dakika gibi genis bir aralikta, fazlarin
karistirilma hizimin  tespitine ait on calismalar gergeklestirilmistir. Uretilen
formiilasyonlardan, 1 - 10 pL/dakika hizi kullanilarak olusturulanlarda miseller
yapilara goriildii i¢cin bu aralikta caligmalarin yapilmamasina karar verilmistir. 500
pnL/dakika - 10 mL/dakika araliginda ise kismi agregasyon ve mikron seviyesindeki
polimerzom olusumlar1 gozlenmis ve bu nedenle bu araliginda ¢alisma kapsamindan
cikartilmast uygun bulunmustur. 50 pl/dakika ve 250 pL/dakika hizlarinin
kullanildig1r formiilasyonlarin her ikisinde de nano boyutlu polimerzom yapilarina
ulagilmistir. Ancak 250 pl/dakika hizinin kullanildigi formiilde elde edilen ortalama
partikdl biiytikliigi dagiliminin genisligi daha yiiksek olarak bulunmustur (PDI ~ 0,7).
Dolayisiyla standart bir polimerzom formiilasyonu i¢in, kopolimer ¢ozeltisini i¢eren
organik fazin sulu fazin iizerine eklenme hizinin 50 pL/dakika olarak secilmesine karar

verilmistir.

Calismalarin  tamaminda sulu faz olarak pH 7,4 PBS tamponunun
kullanilmasimin nedeni ise, steril sartlarda tiretilecek polimerzom formiilasyonunun
saflastirma isleminin ardindan in-vitro hiicre ¢aligmalarinda veya in-vivo ¢alismalarda,
PBS’in viicudun fizyolojik konsantrasyonunu ve pH’ii taklit etmesi nedeniyle

dogrudan kullaniminin miimkiin olmasidir.

Hedeflendirilmis polimerzomlarda % 20 molar oranda kullanilan peptit
konjuge kopolimerin miktarinin belirlenmesinde, yine literatiir caligmast yapilmistir.
2012 . (Stojanov ve ark., 2012) ve 2015 (Li ve ark., 2015)’te yapilan farkli
caligmalarda  polimerzom formiilasyonunda % 10 molar oraninda kullanilan

hedeflendirici peptidin, segici tasinimda etkili oldugu, 2016 yilinda yapilan ¢alismada
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ise % 25 oraninda hedeflendirici peptit kullanilmis ve basari elde edilmistir (Simon-
Gracia ve ark., 2016). Bu verilerden hareketle, gelistirdigimiz polimerzom
formiilasyonlarinda, peptit konjuge kopolimer sentezinin maliyetli ve ¢ok diisiik
miktarlarda gergeklestirilebildigi diistinildiigiinde, % 10 molar oranda peptit563

iceren kopolimer kullanilmasina karar verilmistir.

Yukarida, takip edilen bilgiler sonucunda alinan kararlar seklinde anlatilan
asamalar halinde gelistirilen PEtOX37-b-PLA200 esasli polimerzom formiilasyonunun,
Farmasotik Teknoloji agisindan en 6nemli kismi ise tekrar edilebilir olmasidir. Bu
sayede, belirlenen tiretim protokoliiniin takip edilmesi ile her seferinde ayni kalite ve
ozellikteki  formiillerin ~ {iretimi  saglanmaktadir.  Gelistirilen  polimerzom
formiilasyonunun tekrarlanabilirliginin ortaya konmasi i¢in, formiilasyonun en 6nemli
kalite parametreleri olan ortalama partikiil biiyiikliigii, partikiil biyiikliigii dagilima,
kopolimer konsantrasyonu ve etkin madde (DTX) enkapsiilasyon oranlar
degerlendirilmistir. Boliim 2.2.2.4.2.°de anlatildig1 sekilde gergeklestirilen ¢alismada,
birbirinden bagimsiz olarak {iretilen ii¢ polimerzom formiilasyonunun ortalama
partikiil biyiikliklerinin 92,6 nm — 94,3 nm arasinda degistigi, polidispersite
degerlerinin ise 0,13 — 0,14 arasinda oldugu Sekil 3.31.’de sunulmustur. Yapilan
varyans analizi calismasinda bulunan degerler arasindaki farkin anlamli olmadig
bulunmustur (P<0,05). Sekil 3.32.°de, ii¢ farkli formiilin DTX enkapsiilasyon
etkinliklerinin %16,4 - % 18,7 arasinda degistigi gosterilmis ve bu degerlerin arasinda
da istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir (P<0,05). Bu sonuclar
degerlendirildiginde, gelistirilen PEtOxa7-b-PLA200 polimerzomu formiilasyonunun

tekrar edilebilir oldugu sonucuna varilmistir.

4.2.4. PEtOx-b-PLA Polimerzom Formiilasyonlarin Karakterizasyon

Bulgularinin Degerlendirilmesi

Gelistirilen PEtOXxs7-b-PLA200 esasli polimerzom formiilasyonlar: 6ncelikli
olarak partikiil biiyiikliigii agisinda degerlendirilmistir. Bos polimerzomlarin dinamik

151k sagilimi yontemi ile Slgiilen ortalama partikiil biiyiikliigi ~ 90 nm olarak tespit
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edilmistir. DTX veya BikDDA enkapsiilasyonu ile beraber ortalama partikiil
biiyiikliigiiniin arttig1 gozlenmistir. DTX yiikli polimerzomlarin formiilasyonunda
kullanilan DTX miktar1 arttik¢a elde edilen polimerzomlarin daha biiyiik olarak elde
edildigi, ortalama polimerzom biiyiikliigiiniin ~ 99 kadar yiikseldigi Cizelge 3.16. ile
ortaya konmustur. DTX’in hidrofobik yapist nedeniyle, polimerzomlarin membran
yapisina katilarak enkapsiile edilmektedir. Bu nedenle artan DTX miktari ile beraber,
partikiillerin de ¢apinda artis meydana gelmistir. Benzer sekilde, BikDDA enkapstile
edilen formiilasyonlarda, kullanilan BikDDA miktarinin artis1 ile partikiil
biliylikliigiiniin ~ 109 nm’ye kadar yiikseldigi Cizelge 3.22.°de goriilmektedir.
BikDDA enkapsiile edilmis polimerzomlarin ortalama partikil biiyiikliigiiniin, DTX
enkapsiile edilen polimerzomlara gore daha yiiksek olmasinin nedeninin, BikDDA nin
polimerzom yapisinin sulu liimeni igerisine hapsedilerek enkapsiile edilmesi olarak
yorumlanmistir. Polimerzomlarin sulu liimeninin, membranlarina gore ¢ok daha fazla
hacim iggal etmeleri nedeniyle, hidrofobik molekiillere gore ¢ok daha fazla oranda
hidrofilik molekiil enkapsiile ettikleri bilinmektedir (Discher ve ark., 1999). Bu
nedenle, icerisine miktar olarak daha fazla sayida molekiil enkapsiile edildigi i¢in,
BikDDA yiiklenmis polimerzomlarin biiytikliikleri de, DTX yiiklii olanlara gore daha
bliyiik olarak bulunmustur.

Kumarin konjuge edilmis ve peptit563 araciligiyla hedeflendirilmis
polimerzomlarinin ~ partikiil ~ biiytikliikleri ~ degerlendirildiginde, ~ kumarin
konjugasyonunun bos polimerzomlarin biiyiikliigiinii yaklagik 7 nm artirarak 97 nm
yaptig1 Cizelge 3.24.°te goriilmektedir. Bu formiilasyona hedeflendirici peptit563
konjuge edilmis kopolimerlerinde dahil edilmesiyle partikiil biiytikliigii ~ 100 nm
olarak tespit edilmistir. Bu veriler, kopolimer uzunlugunun kumarin ve daha biiyiik
olan peptit563’in konjugasyonu ile artmasi ile, bu konjugatlarin kullanildig:
polimerzomlarin biiytlikliiklerinin artmasi ile sonuglandigi seklinde yorumlanmustir.
DTX veya BikDDA enkapsiile edilmis hedeflendirilmis  polimerzom
formiilasyonlarinin partikiil biiyiikliiklerinin kiyaslanmasinda ise, hedeflendirilmemis
polimerzom formiilasyonlarinda bulunan degerler ile ortiisecek sekilde, BikDDA
yiiklii polimerzomlar (118,1 nm) DTX yiiklii olanlara (111 nm) goére daha biiyiik
olarak elde edilmistir (Cizelge 3.24.). DTX yiiklii polimerzom formiilasyonuna ait
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TEM goriintiisti Sekil 3.39.’da, BikDDA yiiklii polimerzom formiilasyonuna ait TEM
goriintlisii ise Sekil 3.40.’da sunulmustur. TEM goriintiileri ile dinamik 11k sagilimi

yontemi ile elde edilen partikiil biiyiikliigii verileri birbiri ile ortiismektedir.

Polimerzom formiilasyonlarinin ortalama partikiil biiytikliigi ile beraber
degerlendirilmesi gereken diger bir degerlendirme parametresi ise partikiil biiyiikliigii
dagilimidir. Cizelge 3.16., 3.18., 3.19., 3.22. ve 3.24. degerlendirildiginde, iiretilen
biitiin formiilasyonlardaki partikiil biiytkligi dagiliminin, 0,12 ile 0,16 arasinda
degistigi gozlenebilmektedir. Bu degerlerin 0’a hayli yakin olmasi, polimerzom
formiilasyonlarinin dar bir partikiil biiyiikligli dagilimi sergiledigini ortaya

koymaktadir.

Polimerzomlar, formiilasyonlarinda kullanilan kopolimerlerin
modifikasyonuna gerek duymaksizin, ayni formiilasyon yontemi ve bilesenleri ile
hidrofilik ve/veya hidrofobik molekiillerin enkapsiilasyonu i¢in kullanilabilmektedir.
Yukarida anlatildigi tizere, hidrofobik molekiilleri membranlari i¢erisinde ve hidrofilik
molekiilleri ise biiylik sulu liimenlerinde enkapsiile edebildikleri i¢in, hidrofilik
molekiilleri miktar olarak enkapsiile edebilme yeteneklerinin, miktar olarak hidrofobik
molekiilleri enkapsiile edebilme yeteneklerinden, teorik olarak, daha fazla olmasi

beklenmektedir.

Bu bakis agisindan hareketle, PEtOx3a7-b-PLA200 polimerzomlarina yiiklenen
DTX miktart incelendiginde, % enkapsiilasyon etkinliklerinin % 10,5 (Cizelge 3.24.)
ile % 17,9 (Cizelge 3.16.) arasinda degistigi goriilmektedir. Formiilasyonda farkli
degerlerde kullanilan kopolimer:DTX oranmin 10:2 oldugu durumda en yiiksek
enkapsiilasyon etkinliginin elde edildigi gozlenmistir. Bu bilgi, 2010 yilinda
yayinlanan (Upadhyay,Bhatt,Castro ve ark., 2010) ve polimerzom formiilasyonunda
kullanilan kopolimer:DTX oraninin 10:1 oldugu durumda en yiiksek enkapsiilasyon
etkinliginin elde edildigi bilgisi ile birebir olmasa da, uyusmaktadir. Cizelge 3.24.’te
kumarin konjuge edilmis kopolimerlerin kullanildig1 polimerzom formiilasyonundaki

enkapsiilasyon etkinliginin ~ % 10 olarak bulundugu goriilmektedir. Bu

formiilasyonda enkapsiilasyon etkinliginin ~ % 17°den ~ % 10’a azalmasinin nedeni,
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hidrofobik kumarin molekiiliiniin kendiliginden olusum siirecinde polimerzom
membraninin yapisina katilmasi ve membranda, DTX molekiillerinin enkapsiile
olabilecegi hacmin azalmasi olarak agiklanabilmektedir. Peptit563 konjuge edilmis
kopolimerin kullanildig1 formiilasyonda ise DTX enkapsiilasyonu etkinliginin ~ %
12°’de oldugu goézlenmektedir. Bu formiilasyonda da kumarin konjuge edilmis
kopolimer kullanildig: i¢in enkapsiilasyon etkinliginin daha diisiikk bulunmasi dogal
karsilanmistir. Ancak peptit563 konjuge edilmis kopolimer ile beraber kullanildiginda,
~ % 10 olan enkapsiilasyon etkinliginin ~ % 12’ye yiikseldigi goriilmiistiir. Bu
durumun nedeni, peptit563 molekiillerinin, kopolimerin ug kisminda bulunan kumarin
molekiillerinin membran yapisina katilacak sekilde yonlenmesini kismi olarak

etkileyip azaltmasi olarak gosterilebilir.

BikDDA enkapsiilasyonu i¢in, yine farkli kopolimer:BikDDA oranlar ile
formiilasyon g¢alismasi yapilmistir. Formiilasyonda kullanilan BikDDA miktarinin
artis1 ile beraber enkapsiilasyon etkinliginin ~ % 75’ten ~ % 62’ye diistiigii Cizelge
3.22.’de sunulmustur. Elde edilen bu enkapsiilasyon etkinligi sonuglari, PMPC-PDPA
polimerzomlarina ~ % 50 — 60 oraninda pDNA’nin yiiklendigi ¢alismanin sonuglari
ile ortiismektedir (Lomas ve ark., 2007). Enkapsiilasyon etkinliginde gdzlemlenen bu
diisiis profili bizi daha diisiik miktarlarda BikDDA kullanmaya yoneltse de,
formiilasyonlarda DTX’e gore ¢ok daha diisiik konsantrasyonlarda BikDDA ile
calisildigi icin ve birim polimerzom basma yiikklenen BikDDA miktar
kopolimer:BikDDA oraninin yiiksek oldugu formiilasyonlarda ¢ok daha fazla oldugu
i¢in, en yliksek kopolimer:BikDDA orani olan 10:0,014’nin se¢imine karar verilmistir.
Kumarin tagiyan polimerzomlardaki BikDDA enkapsiilasyon etkinligi (~ % 60)
degerlendirildiginde ise, DTX te karsilasilan durumun aksine, formiilasyonda kumarin
konjuge kopolimer kullanilmasinin BikDDA enkapsiilasyonu iizerine herhangi bir
etkisinin olmadig1 Cizelge 3.24.’te goriilmektedir. Bu durumda, yukarida, kumarinin
kendiliginden olusum siirecinde polimerzom membraninin yapisina katildigi
yorumunun dogruluguna isaret etmektedir, ¢linkii BikDDA molekiilleri polimerzomun
membranina degil sulu liimeni igerisine enkapsiile olmaktadirlar. Peptit563 aracili
hedeflendirilmis polimerzomlarin BikDDA enkapsiilasyon degeri (~ % 63) ise, DTX

enkapsiilasyonunda oldugu gibi bir miktar artig gozlenmistir.
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Gelistirilen polimerzom formiilasyonlarmin stabilitesinin degerlendirilmesi
icin, taze olarak hazirlanan kolloidal polimerzomlarin, hazirlandiktan sonra 24 saat
siiresince 37°C’de kolloidal halde bekletilmis polimerzomlarin ve 3 ay siiresince
+4°C’de kolloidal halde bekletilmis polimerzomlarin partikiil biliylikliigii profilleri ve
ortalama partikiil biiyiikligli degerleri kiyaslanmistir. Sekil 3.33.’te partikiiler
stabilitesi incelenmis polimerzom formiilasyonlarinin partikiil biiyiikliigii profilleri
gorilmektedir. Sekil 3.33. incelendiginde, polimerzom formiilasyonunun partikiil
blytikligl profilinde, ne 24 saat siiresince 37°C’de ne de 3 ay siiresince +4°C’de
inkiibasyon sonucunda herhangi bir degisiklik gdzlenmemistir. Bu formiilasyonlarin
ortalama partikiil biiyiikliikleri incelendiginde ise, taze hazirlanmis polimerzomlarin
biiyiikliigiiniin ~ 90 nm oldugu, 3 ay siiresince +4°C’de kolloidal halde bekletilen
polimerzomlarin bilyiikliigiiniin ise ~ 94 nm’ye yiikseldigi gézlemlenmistir. Bununla
beraber 24 saat siiresince 37°C’de bekletilen polimerzomlar ise, ~ 98 nm’lik bir
ortalama biiyiiklige ulasmistir. Bu sonuglar dogrultusunda sicakligin, PEtOxas7-b-
PLA200 polimerzomlariin partikiiler stabilitesi lizerinde hayli etkili bir faktor oldugu
goriilmistiir. Bu bilgilerin, 2016 yilinda yapilan ¢alismada (Simon-Gracia ve ark.,
2016) gosterilmis, polimerzomlarin partikiil stabilitesi i¢eren ¢alismanin sonuglari ile

ortlistigli tespit edilmistir.

Polimerzom formiilasyonlarindan etkin made salimi profilinin tespiti igin DTX
yiiklii polimerzomlar kullanilmistir. 37°C’de ve +4°C’de yapilan salim ¢aligmalarinin
sonuglart Sekil 3.35.te sunulmustur. Elde edilen salim profilleri, stabilite test
sonuglart ile Ortlismektedir. +4°C’de yapilan DTX salimi ¢alismasinda, 24 saatin
ardindan neredeyse hicbir salimin gozlemlenmedigi tespit edilmistir. Bu durum,
+4°C’de bulunan polimerzomlarin membraninda 24 saatin sonucunda herhangi bir
deformasyonun meydana gelmedigi tespit edilmistir. 37°C’deki salim sonuglari ise,
daha sicak bir ortamda bulunan polimerzomlarin membraninda zamana bagh
porlar/deformasyonlar oldugunu gostermektedir. Elde edilen bu veriler, 2006 yilinda
PEG-PLA ve PEG-PCL polimerzomlari ile yapilan ¢alismada (Fariyal Ahmed ve ark.,
2006), gelistirdigimiz PEtOXs7-b-PLA200 polimerzomlarmin salim sonuglart ile uyusan

sonuglarin bulundugu tespit edilmistir.
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DNA gibi biyomakromolekiillerin, daha kii¢lik yapili kimyasal etkin maddelere
gore kimyasal stabilitesinin daha az oldugu ve pH, ¢oziicii, sicaklik, iyonik siddet gibi
degiskenlerden ¢ok daha fazla etkilendigi bilinmektedir. Bu noktadan hareketle,
polimerzom formiilasyonlarinin igerisine enkapsiile edilen BikDDA ’nin formiilasyon
isleminden ya da polimerzom igerisinde enkapsiile edilmis haldeki sicaklik baglantili
stabilitesi, agaroz jel elektroforezi ile aydinlatilmistir. Bu amagla, BikDDA geninin
kendisi, BikDDA enkapsiile edilmis polimerzom formiilasyonu, polimerzom
formiilasyonu igerisine enkapsiile edilen BikDA’nin polimerzom yapisi1 parcalanip
ekstrakte edilerek hazirlanan ¢ozeltisi, 37°C’de 24 saat bekletilmis polimerzom
formiilasyonunun i¢ine enkapsiile edilmis BikDA’nin polimerzom yapist parcalanip
ekstrakte edilerek hazirlanan c¢ozeltisi, bos polimerzom formiilasyonu ve DNA
merdiveni’nin % 1’lik agaroz jeldeki siirliklenmelerine ait bantlarin goriintiileri Sekil
3.34.’te sunulmustur. BikDDA’nin kendisine ait bantin, DNA merdiveni ile
kiyaslanmasi1 sonucunda 5208 baz ¢ifti biiyiikliiglindeki BikDDA’nin, DNA
merdiveninin 4. bant1 (~ 5100 baz ciftini isaret etmektedir) ile cok yakin mesafede
stiriiklendigi goriilmiistiir ve hem biiyiikliik olarak hem de yapisal olarak biitilinliigiine
isaret etmektedir. Taze olarak hazirlanmis polimerzom formiilasyonun igindeki
(3.34.c.) ve 37°C’de 24 saat bekletilmis polimerzom formiilasyonunun ig¢indeki
(3.34.d.) BikDDA’nin siiriiklenmesi sonucu elde edilen bantlar, BikDDA’nin
kendisine ait bantlar ile karsilastirildiginda hemen hemen ayni profilin elde edildigi
gozlemlenmistir. Bu bulgu, hem polimerzom formiilasyonunun hazirlanmasi
siirecinde BikDDA’nin yapisin1 koruyarak stabil kaldigina hem de formiilasyonun
37°C’de 24 saat bekletilmesinin ardindan da BikDDA’nin stabilitesini koruduguna
isaret etmektedir. BikDDA yiiklii polimerzom (3.34.b.) ve bos polimerzom
formiilasyonlarinin (3.34.e.) stiriiklenmesi ile herhangi bir bantin teshisi miimkiin
olmamistir. Bu bilgi, BikDDA enkapsiilasyonunun ardindan DNAsel ile yapilan
saflagtirma isleminin sonucunda, polimerzom formiilasyonu i¢inde enkapsiile olmamis
BikDDA molekiiliiniin kalmadigini ve etkin bir saflastirma islemi yapildigini
gostermektedir. Buna ragmen formiilasyonun uygulandigi kuyucugun sinirlarinda bir
miktar 151ma beklenmistir. Ancak 1simanin goriilmemesinin nedeni olarak, jelin
siiriklenme siiresi boyunca (~ 35 dakika) etidyum bromiiriin polimerzom

membranindan igeriye gecememesi ya da kuyucuga uygulanan formiilasyondaki
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BikDDA miktarinin diger kuyucuklara uygulanan miktarlardan daha seyreltik

olmasindan kaynaklanabilecegi diistintilmiistiir.

Uretilen biitiin PEtOXs7-b-PLA200 polimerzomu formiilasyonlarinda (Cizelge
3.17., Cizelge 3.23. ve Cizelge 3.24) yapilan zeta potansiyeli analizi sonuglarinin
incelenmesinin ardindan elde edilen degerlerin -4,80 mV ile -8,51 mV arasinda oldugu
gozlemlenmistir. Bu degerlerin, kolloidal sistemlerin stabil olarak bulundugu aralik
olarak kabul edilen = 30 mV araliginda oldugu tespit edilmistir. Zaten yapilan stabilite
testlerinde herhangi bir agregasyon sorunu ile karsilagilmamistir. Bunun haricinde,
negatif yikli BikDDA’nin enkapsiilasyonu sonucunda polimerzomlarin zeta
potansiyelinde, beklenildigi iizere, negatif tarafa kayma tespit edilmistir (Cizelge
3.24)).

4.2.5. PEtOx37-b-PLA200 Polimerzomlarimin Hiicrelerde Yapilan Cahsmalarina

Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Gelistirilen PEtOXs7-b-PLA200 polimerzomu formiilasyonunun prostat
kanserine se¢ici olarak hedeflendirilmesi i¢in, PSMA’y1 taniyarak baglanan peptit563
ile PEtOxs7-b-PLA200 kopolimeri konjuge edilmis ve polimerzom formiilasyonundan
% 10 molar oranda kullanilmistir. Hedeflendirilmis bu polimerzom formiilasyonunun,
prostat kanseri hiicrelerine segici olarak alindigini gostermek icin hiicre canlilig
analizleri ve konfokal mikroskopi ile hiicresel alim goriintiilemeleri
gerceklestirilmistir. Bu amacla oncelikle, DTX veya BikDDA enkapsiile eden
hedeflendirilmis polimerzom formiilasyonlarinin, hem saglikl prostat epiteli hiicreleri
(PNT1A) tizerindeki hem de kanserli prostat hiicreleri (LNCaP) iizerinde canlilik

analizleri gergeklestirilmistir.

BikDDA yiiklenmis, peptit563 aracili hedeflendirilmis polimerzom
formiilasyonlarinin PNT1A ve LNCaP hiicreleri ile 24 ve 72 saatlik inkiibasyonu
sonucunda analiz edilen hiicre canlilik seviyeleri Sekil 3.42. ve Sekil 3.43.°de
sunulmustur. 5 pg/mL konsantrasyonda BikDDA iceren hedeflendirilmis polimerzom

formiilasyonu, LNCaP hiicre canliligim1 24 saat sonucunda ~ % 57’ye disiiriip
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sitotoksik etki gosterirken, PNT1A hiicrelerinin canlilig1 izerinde herhangi bir azalma
goriilmemistir. Benzer sekilde, 72 saatlik inkiibasyon sonucunda 5 pg/mL
konsantrasyondaki hiicre canliligt ~ % 30 olarak tespit edilmistir. Ancak PNTIA
hiicrelerinde 72 saat sonrasinda, BiIKDDA konsantrasyonunun artmasi ile hiicre
canliliginda 6nemli bir diislis gézlemlenmemistir. Sonug olarak 72 saatin ardindan,
peptit563 aracili hedeflendirilmis ve BiKDDA yiiklenmis PEtOX37-b-PLA200
polimerzomlarinin prostat kanseri hiicre canliligint ~ % 30’a disiiriirken saglikli
prostat kanseri hiicre canliliginin ~ % 75 seviyesinde korundugu tespit edilmistir. Bu
tespitler, BikDDA’nin prostat kanseri hiicrelerine spesifik olarak tasindigini ve
beklendigi lizere kanser hiicrelerini apoptoza siiriikleyerek dliimlerine neden oldugu

tespitinde bulunulmustur.

DTX yiikli hedeflendirilmis polimerzom formiilasyonlarinin LNCaP ve
PNTI1A hiicreleri lizerindeki 24 saatlik hiicre canlilig1 analizi sonucunda ise canli
hiicre sayisinda anlamli bir azalma goriilmemistir. Ancak, 5 mg/mL konsantrasyonda
DTX igeren formiilasyonlarin LNCaP hiicrelerindeki sitostatik etkisi, PNT1A
hiicrelerinde gézlemlenmemistir. Sonrasinda, hiicrelerin polimerzom formiilasyonlari
ile 72 saat boyunca inkiibe edilmelerinin ardindan canlilik seviyelerinde azalma
gozlemlenmistir. 72 saatlik inkiibasyonun ardindan, 0,5 ng/mL konsantrasyonda DTX
iceren polimerzom formiilasyonunun LNCaP hiicre canliligim1 ~ % 8’e diisiirdiigii,
PNTI1A hiicre canliligini ise ~ % 40’a diisiirdiigii tespit edilmistir. Artan DTX
konsantrasyounun ise her iki hiicre hattinin canlilig1 tizerinde herhangi bir etkisinin
olmadig1 gozlemlenmistir (Sekil 3.44. ve Sekil 3.45.). Buradan yola g¢ikarak,
polimerzom esasli hedeflendirilmis tasiyict sistemin LNCaP hiicreleri tarafindan,
PNTI1A hiicrelerine kiyasla yaklagik 5 kat daha fazla alindig1 goriilmiistiir. Saglikli
hiicrelerde de goriilen hiicre canliligindaki azalmanin nedeni ise DTX’in kuvvetli

sitotoksik etkisinden kaynaklandigini diistindiirmektedir.

Konfokal mikroskopi ¢alismasi ile Sekil 3.46.’da gosterilen, hedeflendirilmis
polimerzomlarin kanser hiicrelerine spesifik olarak alimin1 gosteren goriintiiler, hiicre
canlilig1 sonuglar ile ortiismektedir. Yesil renkli floresein yiiklenmis hedeflendirilmis

polimerzom formiilasyonlari, LNCaP hiicreleri (mavi renkli) tarafindan yiiksek oranda
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alinirken PNT1A hiicreleri (mavi renkli) tarafindan hiicre igerisine alinmamis/gok az

miktarda alinmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu doktora tezi kapsaminda gergeklestirilen ¢alismalarin amaci, son 18 yilda ilag
tasiyic1 sistem olarak biiyiik ilgi ¢eken polimerzomlarin, prostat kanserine aktif
hedeflendirilmis kimyasal etkin madde /biyomakromolekiil tasinimi ig¢in
gelistirilmelerini, karakterizasyonlarin1 ve hiicresel etkilesimlerini incelemektir.
Kanser tedavisinin en biiylik problemi, kemoterapi ve radyoterapi gibi mevcut
tedavilerin kanserli hiicreler ile beraber saglikli hiicrelere de zarar vermesidir. Tez
kapsaminda yapilan calismalar sonucunda hedeflenen basari kriteri, gelistirilen
polimerzom esasli hedeflendirilmis tedavi formiilasyonlarinin kanserli hiicreler
tarafindan alinirken saglikli hiicreler tarafindan alinmamasidir. Kapsami bu dogrultuda
belirlenen c¢alisma sonunda elde edilen sonuglar, Oneriler ve ileride yapilmasi

planlanan ¢alismalar su sekilde 6zetlenebilir:

- Polimerzom formiilasyonlarinin iiretiminde gerekli olacak P(OEG10MA)20-
PDPA10, PDPA100-P(OEG10MA)20-S-S-P(OEG10MA)20-PDPA1c0 ve  H2N-
P(OEG10MA)20-PDPA100 kopolimerleri sentezlenip saflastirilarak karakterizasyonlari
yaptlmistir. Sonrasinda ise, film hidrasyonu ve pH degisimi yontemleri ile
P(OEG10MA)20-PDPA1o0 polimerzomlari firetilip, santrifiij ve SEC ydntemlerinin

kullanimu ile saflastirilmigtir.

- Sentezlenen PDPA100-P(OEG10MA)20-S-S-P(OEG10MA)20-PDPA100 kopolimeri
ile peptit563 konjuge edilip saflagtirllmis ve elde edilen konjugatin kromatografik
tayini gergeklestirilmistir. Benzer sekilde, HoN-P(OEG10MA)20-PDPA1o ile sistein
uclu peptit563°lin konjugasyonu i¢in yeni bir reaksiyon yaklagimi gelistirilmis ve
SMCC kullanimi ile bu konjugasyon da basar1 ile gerceklestirilip saflagtirilarak,

kromatografik olarak tayin edilmistir.
- BikDDA geni, Cys5 ile floresans olarak isaretlenmis, P(OEG10MA)20-PDPA100

polimerzomlarinin igerisine elektroporasyon yontemi ile enkapsiile edilmis ve

enkapsiile olmayan kismi ise SEC yontemi ile ortamdan uzaklastirilmistir. Peptit 563
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araciligiyla hedeflendirilmis P(OEG10MA)20-PDPA100 polimerzomlarina da BikDDA

geni ayn1 yontemle yiiklenmis ve karakterize edilmistir.

- Sentezlenen P(OEG10MA)20-PDPA1o kopolimerinin ve bu kopolimerden
hareketle iiretilen polimerzomlarin hiicresel canlilik testlerinde herhangi bir toksik
etkisine rastlanmamistir. Bununla beraber peptit563 aracili hedeflendirilmis
P(OEG10MA)20-PDPA100 polimerzomlarinin, LNCaP hiicrelerinin canliligini ciddi

miktarda distirdiigii tespit edilmistir.

- Hedeflendirilmis P(OEG10MA)20-PDPA100  polimerzomlarinin, PNT1A
hiicreleri tarafindan aliminin ¢ok diisiik seviyede oldugu (~ % 4), bunun aksine LNCaP
hiicreleri tarafindan ~ % 50 oraninda alindig: tespit edilmistir. Bu sonu¢ ¢alismanin
amaglanan hedef dogrultusunda sonug¢ verdigine isaret etmekte ve iretilen
hedeflendirilmis P(OEG10MA)20-PDPA10o polimerzomlarinin saglikli hiicrelerden

ziyade sadece kanserli hiicreler tarafindan alindig1 ortaya konmustur.

- Boylece literatiirde ilk defa, hedeflendirilmis polimerzomlar araciligiyla gen

tasinimi gerceklestirilmis ve etkili sonuglar bulunmustur.

- Ayrica, P(OEG10MA)20-PDPA100 polimerzomlarinin gen transfeksiyon ajani
olarak kullanim1 da ¢aligma kapsaminda degerlendirilmistir. PCOEG10MA)20-PDPA100
polimerzomlarinin transfeksiyon etkinligi, ticari olarak kullanilan X-tremeGene
transfeksiyon ajani ile kiyaslanmistir ve daha yiiksek transfeksiyon seviyeleri tespit
edilmigtir. Bu sonug, fretilen P(OEG10MA)20-PDPA10 polimerzomlarinin

transfeksiyon ajani olarak kullanim potansiyelinin oldugunu gostermektedir.

- P(OEG10MA)20-PDPA100 polimerzomlarinin yan1 sira PEtOx-b-PLA
kopolimeri esasli polimerzom formiilasyonlarmin gelistirilmesi g¢aligmalari
gerceklestirilmistir. Bu amagla, PEtOx ve PLA blok uzunluklari orani ile kopolimerin
molekiil agirliginin hangi degerde oldugunda vezikiiler polimerzom yapisina ulasildig

tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda literatiirde ilk defa PEtOx-b-PLA
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kopolimeri esasli polimerzomlar tiretilmistir. Literatiirde ilk olmasi nedeniyle, konu

ile ilgili patent bagvurusu yapilmasi planlanmaistir.

- PEtOxX3600-b-PLA 14400 (PEtOX37-b-PLA200), PEtOX4600-b-PLA14400 Ve PEtOXe200-
b-PLA14400 kopolimerlerinin kullanimi ile polimerzomlarin elde edilebildigi
bulunmustur. Bunun haricinde film hidrasyonu ve ¢oziicii degisimi yontemleri ile
miseller yapilar, ¢ubuk seklindeki nano-yapilar ve vezikiiler polimerzom yapilarina
ulasildigr gosterilmistir. Kopolimerin kullanimi 6ncesinde uygulanan saflastirma
isleminin, elde edilen yapmin geometrisi {lizerinde biiyiik etkisinin oldugu aciga

cikartilmigtir.

- Alifatik lineer kopolimerler i¢in genel kural olarak degerlendirilen, f degerinin
% 35+10 olmasi durumunda polimerzom yapilarina ulasilacagi ve f < % 25 durumunda
evrik yapilarin  olustugu kuralinin  bozuldugu, PEtOx-b-PLA  kopolimeri
kullanildiginda f degerinin % 2545 olmasi durumunda polimerzom yapilarina

ulagilabilecegi ortaya konmustur.

- PEtOx37-b-PLA200 esasli  polimerzom formiilasyonu gelistirilmis ve

tekrarlanabilir oldugu ispat edilmistir.

- Gelistirilen PEtOx37-b-PLA200 esasli polimerzom formiilasyonunun 37°C de 24
saat siiresince ve +4°C de 3 ay boyunca kolloidal halde stabil oldugu bulunmustur.
Polimerzom formiilasyonunun agregasyona egilimli olmadig ise Olciilen zeta

potansiyeli degerlerinin + 30 mV sinirlar1 icinde olmasi ile gdsterilmistir.

- PEtOxs7-b-PLA200 polimerzomlarmna, literatiir ile paralel enkapsiilasyon
etkinligi degerlerinde, DTX ve BikDDA basar ile yiliklenmistir. BikkDDA geninin
yapisini, hem enkapsiilasyon islemi sonrasinda hem de polimerzomlarin igerisinde
enkapsiile halde 37°C de 24 saat siiresince bekletilmesi sonucunda korudugu, jel
elektroforezi ile ortaya konmustur. Jel elektroforezinde ayrica, enkapsiile olmamis

BikDDA’nin ortamdan tamamen uzaklastirildig tespit edilmistir.
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- Peptit563 konjuge edilmis kopolimerler ile hazirlanan, PSMA hedeflendirilmis
PEtOXs7-b-PLA20o polimerzomlarina DTX ve BikDDA basari ile yiiklenmistir.

- 5 ng/mL BikDDA igeren, peptit563 aracili hedeflendirilmis PEtOxa37-b-PLA200
polimerzomlarinin LNCaP hiicreleri iizerinde 24 saat sonrasinda hiicre canliligini ~ %
57’ye disilirdiigl tespit edilirken, ayni konsantrasyonda PNTIA hiicreleri {izerinde
herhangi bir hiicre canliligini azaltan etki gézlenmemistir. Ayn1 konsantrasyonda 72
saatlik ¢alismalarda ise LNCaP hiicreleri ~ % 30 canlilik gosterirken, PNT1A hiicreleri
~ % 75 canlilik sergilemistir. Buradan hareketle, gelistirilen peptit563 aracili
hedeflendirilmis PEtOx37-b-PLA200 polimerzom formiilasyonunun prostat kanseri
hiicreleri tarafindan spesifik olarak alindigi ve hedeflendirme stratejisinin PEtOx37-b-

PLA200 polimerzomlari ile basaril1 bir sekilde gerceklestirildigi gosterilmistir.

- Hedeflendirilmis PEtOxs7-b-PLA200 polimerzomlar: ile DTX tasmimi
sonucunda ise PNTIA hiicrelerinin canliligt ~ % 40’a diigmiis, LNCaP hiicrelerinin
canlilig1 ise ~ % 8’e diismiistiir. Her ne kadar prostat kanseri spesifik tasinim elde
edilmis olsa da, canli hiicrelerinde zarar gordiigii tespit edilmistir. Bu nedenle, prostat
kanserinin hedeflendirilmis tedavisinde BIKDDA ’nin kullaniminin, DTX kullanimina
kiyasla, saglikli hiicrelere ¢ok daha az oranda zarar vermesi agisindan tercih

edilebilecegi sonucuna ulagilmistir.

- PEtOX-b-PLA kopolimerinden hareketle elde edilen ¢ubuk yapilar1 gibi farkli
geometriye sahip parcaciklarin etkin madde ya da biyomakromolekiil taginimindaki
kullanim potansiyellerinin, ileride yapilacak c¢aligmalar ile ortaya ¢ikarilmasi

amaclanmaktadir.

- Yapilan ¢aligmalar, peptit563 araciligiyla aktif hedeflendirilmis P(OEG10MA)20-
PDPA1o Vve PEtOxa7-b-PLA200 polimerzomlarinin prostat kanserinin spesifik
tedavisinde, hiicresel asamada, basar1 gosterdigi tespit edilmistir. PEtOX-b-PLA
kopolimeri, POEG10MA-PDPA kopolimerine kiyasla ¢ok daha camsi bir yapi
sergiledigi igin, PEtOx37-b-PLA200 polimerzomlart (~ 1 mg/mL) P(OEG1oMA)20-
PDPA1o polimerzomlarma (~ 7 mg/mL) kiyasla daha seyreltik konsantrasyonda
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hazirlanabilmektedir. P(OEG10MA)20-PDPA100 polimerzomlarinin = avantaji, pH
duyarli olarak tasidigi kargo molekiilii hiicre i¢ine salabilmesi ve iiretim yonteminde
organik ¢Oziici kullanimina ihtiyag duyulmamas: iken, PEtOx37-b-PLA200
polimerzomlarmin avantaji ise kopolimerin yapisindaki her iki blogunda
biyopargalanabilir olmasi nedeniyle ileride klinik kullanimda yer bulabilme
potansiyelinin olmasidir. Bunun yani sira, her iki polimerden hareketle polimerzom
tretiminde kullanilan gerek pH degisimi yontemi (P(OEG10MA)20-PDPA100
polimerzomlarinin {retiminde kullanilmistir) gerek c¢oziicli degisimi yOntemi
(PEtOx37-b-PLA200 polimerzomlarinin tiretiminde kullanilmistir) endiistriyel boyutta

polimerzom liretimine uygun yontemlerdir.

- Bu calismalar sonucunda elde edilen veriler, polimerzomlar ile insan viicuduna
ozellikle kan dolasiminda stabil olarak kalamayan peptit, protein ve genetik materyal
gibi  biyomakromolekiillerin ~ verilmesini  miimkiin  kilmaktadir.  Ayrica
polimerzomlarin yapisinin ve yiizeyinin kimyasal olarak modifikasyona uygun olmasi
nedeniyle kimyasal etkin maddelerin/biyomakromolekiillerin viicuttaki istenilen

dokuya, hiicre grubuna hedeflendirilmis taginimini miimkiin kilmistir.
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OZET

Hiicre Icine Gen/ila¢c Tasimmmina Yonelik Aktif Hedeflendirilmis Nano ila¢ Tasiyict

Sistemlerin Gelistirilmesi

Kendiliginden olusum siireci, canli sistemlerdeki (biyo)molekiillerin kendileri
aralarinda ve/veya su ile aralarindaki supramolekiiler etkilesimleri yonetip, hassas ve dengeli
hiyerarsik diizenlenmeleri ile sonuglanmasina yol acan en Onemli mekanizmadir.
Kendiliginden olusum siirecinin, gelisen polimerizasyon teknikleri kullanilarak yiiksek
molekiiler kesinlikte iiretilen sentetik kopolimerler iizerinde uygulanmasi ile “polimerzomlar”

olarak bilinen sentetik vezikiiller elde edilebilmektedir.

Bu tez caligmasi kapsaminda prostat kanseri hiicrelerine spesifik olarak kemoterapdtik
bir etkin madde olan dosetaksel (DTX)’in ve pro-apoptotik bir gen olan BikDDA’nin,
P(OEG10MA)2-PDPA1g0 Ve PEtOXar-b-PLAzo polimerzomlar: ile aktif hedeflendirme
stratejisi kullanilarak taginmistir. Aktif hedeflendirme stratejisinde prostat spesifik membran
antijenine (PSMA) spesifik olarak baglanan peptit563 ile formiile edilen polimerzomlar
gelistirilmigtir. Calisma kapsaminda literatiirde ilk defa, P(OEG10MA)20-PDPA1no
polimerzomlart kullanilarak, aktif hedeflendirilmis polimerzomlar ile gen tasinimi
gergeklestirilmigtir.  P(OEG10MA)20-PDPA1gy  polimerzomlar1  ile yapilan hiicresel
caligmalarda, polimerzomlarin LNCaP hiicreleri tarafindan yiiksek seviyede alimi
gozlenirken, PNT1A hiicreleri tarafindan ¢ok daha az seviyede hiicresel alimin gézlenmesi,
aktif hedeflendirmenin basarisim1 ortaya koymaktadir. Ayrica literatiirde ilk defa PEtOx-b-
PLA kopolimerinden hareketle polimerzom yapilart iretilmistir. Gelistirilen PEtOxsz-b-
PLA2o polimerzomlarma DTX ve BikDDA vyiiklenerek, peptit563 araciligiyla
hedeflendirilmistir. Hedeflendirilmis PEtOxs7-b-PLA2w polimerzomlarinin, LNCaP
hiicrelerinin canliligini, PNT1A hiicreleri canliligina gore ¢ok daha yiiksek oranda azalttig1

tespit edilmistir.

Sonug olarak bu doktora tezi ile elde edilen bilgilerin, ileride iiretilebilecek yan etkisi
en aza indirgenen hedeflenmis tedavilerin hastalarin kullanimina sunulacak gelismis tedavi ve

teshis tiriinlerine yon verici kaynak olacagi disiiniilmektedir.

Anahtar Soézciikler: Gen tedavisi, Hedeflendirilmis Tedavi, PEtOx-PLA,

Polimerzom, Prostat Kanseri.
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SUMMARY

Development of Active Targeted Nano Drug Delivery Systems for Intracellular
Gene/Drug Delivery

The self-assembly process which governs the biomolecules’ supramolecular
interaction between themselves and/or water resulting with precise and balanced hierarchical
organization, ,s one of the most important mechanisms in living systems. By applying the self-
assembly process on synthetic copolymers produced with high molecular precision using
developing polymerisation techniques, synthetic vesicles known as polymerzomes can be

obtained.

Within the scope of this thesis, docetaxel as a chemotherapeutic drug or BikDDA as a
pro-apoptotic gene was specifically delivered to prostate cancer cells via P(OEG10MA)20-
PDPAiw and PEtOxsr-b-PLA2o polymersomes by using active targeting strategy.
Polymersomes formulated with peptide563 that specifically binds to prostate-specific
membrane antigen (PSMA), have been developed as the active targeting strategy. For the first
time in the literature, gene delivery with active targeted polymersomes was performed using
P(OEG10MA)2-PDPA1w  polymersomes. The results of P(OEG10MA)2-PDPAg0
polymersomes’ cellular studies revealed the success of active targeting by observation of
cellular uptake at much lower levels by the PNT1A cells while high levels of polymersome
uptake was observed by the LNCaP cells. In addition, for the first time in the literature, of
PEtOx-b-PLA based polymersomes have been developed. The developed PEtOXs7-b-PLA0
polymersomes were loaded with DTX or BikDDA and targeted to prostate cancer via
peptide563. It has been found that the targeted PEtOXs7-b-PLA200 polymersomes reduced the
viability of LNCaP cells much higher than the viability of PNT1A cells.

As a result, it is thought that the information obtained by this doctoral dissertation

will be the source of advanced treatment and diagnostic products which will be offered to the

use of patients with the most reduced side effects, that can be produced in the future.

Key Words: Gene therapy, PEtOx-PLA, Polymersome, Prostate Cancer, Targeted
therapy.
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