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ONSOz

Gen terapisi, gen sessizlestirme terapisi, DNA asilari ve kanser kemoterapisi gibi gok
sayida dnemli tedavi stratejisinde kullanilan etken maddelerin ve ila¢ tagima sistemlerinin
bircogu hicrelerin membranlarindan yeterli miktarlarda gecemezler ve tedavi edici aktivitelerini
gbsteremeden bozunurlar. Bu durum ¢ok sayida énemli tedavi stratejisinin, klinikte insanlar ve
hayvanlar Uzerinde uygulanabilen gercek tedavilere donusmesini 6nemli dlgude
sinirlamaktadir.

Onerilen proje ile hiicre membranini gegemeyen etken maddelerin ve ilag tagima
sistemlerinin hlicre sitozoline tasinmasini mimkin kilacak, endozom ve/veya lisozom
membraniyla etkilesebilen, iyi tanimlanmis polimerlerin Uretilmesi amacglanmistir. Bu amagla
molekiler seviyede tasarlanmis arjinin, yag asidi veya kolesterol iceren (ko)polimerler tersinir
katilma ayrisma zincir transfer (RAFT) polimerizasyonu Uretilmis ve in vitro deneyler ile hicre
membraniyla etkilesimleri belirlenmigtir. Elde edilen bulgular, yad asidi ve arjinin
(ko)polimerlerinin toksik etki géstermeden hiicre membraniyla etkilestigini gostermistir. Sonug
olarak, bu proje ile potansiyel olarak hlicre sitozolline etken maddelerin gegisini saglayabilecek
yeni polimerler Uretilmistir. Boylece ¢ok sayida tedavi stratejisinin insan ve hayvanlar igin
gercek tedavilere dénlismesine bir adim daha yaklasiimistir.

Bu proje kapsaminda yapilan biitiin calismalar TUBITAK tarafindan desteklenmistir.
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OZET

Gen terapisi, gen sessizlestirme terapisi, DNA asilari ve kanser kemoterapisi gibi gok
sayida dnemli tedavi stratejisinde kullanilan etken maddelerin ve ilag tasima sistemlerinin
bircogu hicrelerin membranlarindan yeterli miktarlarda gecemezler ve tedavi edici aktivitelerini
gbsteremeden bozunurlar. Bu durum ¢ok sayida énemli tedavi stratejisinin, klinikte insanlar ve
hayvanlar Uzerinde uygulanabilen gercek tedavilere donusmesini 6nemli dlgude
sinirlamaktadir.

Onerilen proje ile hicre sitozoliine etken maddelerin taginmasini kolaylastiracak,
endozom ve/veya lisozom membraninin yapisal kararliligini veya butunligunu bozabilen, iyi
tanimlanmig, amino asit, peptit veya lipit iceren biyosentetik hibrit polimerlerin Tersinir Katiima
Ayrisma Zincir Transfer (RAFT) polimerizasyon ydntemiyle Uretilmesi, bu polimerlerin
membran aktivitesinin bilinen ve yeni gelistirilecek olan yontemlerle karakterize edilmesi ve
polimerlerin hdcre alimlarinin ve hicre-i¢i dagilimlarinin in vitro deneyler ile belirlenmesi
amaglanmistir.

Bu amacla, molekil agirliklari iyi kontrol edilmis dar molekul agirhdi dagihmina sahip
arjinin amino asidi, oktaarjinin peptidi, undekanoik asit veya kolesterol iceren metakrilat
(ko)polimerleri RAFT polimerizasyonu ile tretilmistir. Uretilen polimerlerin gesitli teknikler ile
ayrintil olarak fizikokimyasal karakterizasyonu yapildiktan sonra hicre membranlariyla
etkilesimleri, literatiirde bu amag icin yaygin olarak kullanilan hemoliz deneyleriyle ve ayrica
yluzey plazmon rezonans (SPR) kullanilarak yeni geligtirilen bir yontem ile incelenmistir.
Bunlara ek olarak in vitro hicre kultirlerinde, Gretilen kopolimerlerin hiicre canliligina etkileri,
hicreler tarafindan alimlari ve hicre icinde dagilimlari belirlenmistir. Tim deneylerin
sonucunda elde edilen bulgular; arjinin veya undekanoik asit iceren polimerlerin hiicre
canhhgina belirgin bir etki gostermeden hicre igine alinabildigini, hiicre/endozom membrani
ile etkilesebildigini ve hicre sitozollne yayilabildigini gostermistir.

Sonug olarak, potansiyel olarak hiicre igine etkili bir sekilde ilag tasinimi mimkin
kilacak polimerler Uretilmigtir. Boylece ¢ok sayida potansiyel tedavi stratejisinin gergek

tedavilere donigmesine bir adim daha yaklasiimigtir.
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ABSTRACT

In numerous treatment strategies such as gene therapy, gene silencing therapy, DNA
vaccines and cancer chemotherapy therapeutic agents are required to show activity inside the
cells. However, most therapeutic molecules and delivery systems used in these strategies
cannot cross through cellular membranes at therapeutic quantities and get degraded before
displaying therapeutic activity. This barrier limits the translation of such potent therapeutic
strategies into clinically applicable treatments for animal and human use.

This project aims to synthesize via Reversible Addition Fragmentation Chain Transfer
(RAFT) polymerization endosomal/lysosomal membrane-disrupting, well-defined biosynthetic
hybrid polymers containing amino acid, peptide or lipid moieties to enable the effective
cytoplasmic delivery of therapeutics; characterize the membrane-disruptive activity of the
polymers and determine the in vitro cell uptake and intracellular distribution profile of the
polymers.

For this purpose, well-defined methacrylate copolymers of arginine amino acid,
octaarginine peptide, undecanoic acid and cholesterol were synthesized via RAFT
polymerization. Physicochemical characterization of polymers were performed via various
characterization techniques. Interactions of polymers with cell membrane were analyzed via
hemolysis experiments and also a newly developed method using surface plasmon resonance
(SPR). Additionally; cytotoxicity, cell uptake and intracellular distribution of synthesized
polymers were determined using in vitro cultured healthy and cancer cells. The overall results
have shown that arginine and undecanoic acid containing polymers are efficiently taken up by
cells without having significant cytotoxicity, and interact with celllendosome membrane and
distrubute into cell cytosol.

In conclusion, polymers that would potentially enable the intracellular delivery of
therapeutics were successfully developed. This potentially takes many potential therapeutic

strategies one step further towards becoming clinically applicable real treatments.
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1. GIRIS

DNA, RNA ve proteinler gibi biyolojik makromolekillerin klinikte etkili ilaclar olarak
kullanimlarinin 6nuindeki 6nemli engellerden biri, bu molekullerin hiicre membranindan yeterli
miktarlarda gegememeleridir (Pack vd., 2005; Bulmus, 2005). Gen susturma stratejisinde
kullanilan kiicik RNA dizilerinin (siRNA) ve protein asilarinin hicrelerin sitoplazmasina, gen
transferinde ve DNA asilarinda kullanilan DNA’nin ise hulcrelerin g¢ekirdegine ulagsmasi
gereklidir. Bu makromolekiller, buylk boyutlari ve yUkld, hidrofilik yapilar nedeniyle lipid
esasli olan hiucre membranindan pasif difizyon ile gecemezler. Ayrica kanser
kemoterapisinde kullanilan doksorubisin gibi kiigcik molekul adirlikliilaglarin da hiicrenin igcinde
cekirdegine ulasmasi gerekmektedir. Bu tir gorece hidrofobik ve kiglik boyutta molekdller,
hicre membranindan pasif diflizyon ile gecebilmektedir. Ancak bu tir kanser ilaglarinin,
vucuttan kolay atilmalarini énlemek, biyolojik sivilarda ¢ézunurligunu arttirmak ve kanser
hicrelerine hedefleme yapabilmek amaclariyla genellikle makromolekil veya nanopargacik
esasli tagiyicilarla birlikte kullaniimalar gerekmektedir. Bu durumda yine hiicre membrani bu
makromolekiil veya molekul Gstl yapilarin hiicre icine gecisinde énemli bir engeldir.

Yukarida bahsedilen biyolojik makromolekiiller ve nanopargacik/makromolekil esasl
ilag salim sistemleri genellikle endositoz mekanizmasi araciligiyla hiicreler tarafindan alinir ve
endozom ve lisozom gibi membranla gevrili vesikuller icinde pargalanip etkisiz hale getirilirler
(Pack vd., 2005; Bulmus, 2005; Jones vd., 2003). Tedavi edici etkinin gosterilebilmesi icin
etken maddenin endozom veya pargcalanmadan 6nce lisozomdan kagip sitozole ulagsmasi
gerekmektedir.

Kisaca, kanser kemoterapisinden gen susturma stratejisine kadar birgok yaklagsim ¢ok
cesitli hastaliklarin tedavisinde umut vaat etmekle beraber, bu yaklasimlarin kullandigi etken
maddelerin tedavi icin yeterli olamayacak kadar az miktarlarda hucre igine ulasmasi bu
stratejilerin gergek tedavilere dénismesi 6niinde énemli bir engeldir (Ranucci vd., 2008; Min
vd., 2006). Bu engeli asmada endozom veya lisozom membraniyla butlinlesebilen flizojenik
peptitler ve katyonik lipidler, veya endozom/lisozom membraninin yapisal butinliguna
bozabilen pH'ya duyarli sentetik polimerler kullaniimistir (Meyer vd., 2008; Torchilin, 2008;
Stewart vd., 2004; Huang vd., 2005; Wolfrum vd., 2007; Bulmus vd., 2003; Hoffman vd., 2007;
Murthy vd., 1999; Grube vd., 2008; Yessine vd., 2007; Funhoff vd., 2005; Convertine vd., 2009;
Henry vd., 2006; Foster vd., 2010).

Gerceklestirilen projeyle, sentetik polimerler ile fizojenik peptit/amino asit veya lipidleri
biraraya getiren, endozom veya lisozom membranini kararsiz hale getirebilen polimerlerin

gelistiriimesi amaglanmigtir. Bu tur polimerler fonksiyonel olarak klasik ila¢ salim sistemlerinin
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Otesinde yapilardir. Rasyonel bir tasarim ve fizikokimyasal 6zelliklerin hassas bir sekilde
kontrolli, bu yapilarin biyolojik dzellikleri ve aktivitesi icin hayati bir Sneme sahiptir. Ozellikle
polimerlerin molekul agirigr ve molekdl agirligr dagilimlari, polimerlerin kan akisinda kalis
sureleri, vicut igcinde dagildiklari organlar, hlicre membrani ile etkilesimleri ve hicre igine giris
karakteristiklerini dogrudan etkiler (Caliceti vd., 2003; Ali vd., 2006). Dolayisiyla bu proje
kapsaminda molekul agirliklari kontrol edilebilen ve dar molekdl agirligi dagilimlari olan
polimerlerin sentezi bir kontrolli/yasayan (controlled/living) polimerlestirme teknigi olan
Tersinir Katilma Ayrisma Zincir Transfer (RAFT) polimerizasyonu kullanilarak
gerceklestirilmistir. RAFT polimerizasyonu, ¢ok ¢esitli monomerlerle uyumu, yumusak kosullar
altinda (sulu ¢ozeltilerde ve oda sicakliginda) gergeklestirilebilmesi, metal katalizérler gibi
ekstra bilesenlere ihtiya¢c duymamasi gibi 6zellikleri nedeniyle biyolojik uygulamalar icin iyi
tanimlanmis polimerlerin sentezi igin en uygun teknik olarak kabul gérmektedir (Boyer vd.,
2009). RAFT teknidi ile istenen molekul agirlikta, dar molekul agirhidr dagihimina (£1.2) sahip,
uc-grup fonksiyonel ve cgesitli yapilarda (blok kopolimerler, yildiz polimerler vb.) polimerler
kolaylikla sentezlenebilmektedir.

Projede polimerler biyolojik bilesenden tiretilmis 4 farkh yapidan birini icerecek sekilde
sentezlenmistir. Bu yapilar: 1) arjinin amino asiti; 2) oktaarjinin peptidi; 3) yag asidi (undekanoik
asit); 4) kolesterol.

Arjinin esasl peptitlerin hicre membraniyla etkilestigi ve hulcre-igi ilag salim
uygulamalarinda kullanimi literatlirde daha dnce rapor edilmistir (Szabo vd., 2010). Ancak
arjinin amino asitini igeren monomerlerin RAFT teknidi ile iyi-tanimlanmis polimerlerinin
sentezi projenin baslangicindan sonra yayinlanmis iki makalede rapor edilmistir (Treat vd.,
2011, Kim vd., 2012)Projede arjinin iceren homopolimerler ve polietilen glikol (met)akrilat ile
birlikte hazirlanmis kopolimerler iki farkli yontem ile sentezlenmistir. Yontemlerden ilkinde
arjinin amino asitinden dogrudan metakrilat monomeri sentezlenmis ve bu monomerin RAFT
polimerizasyonu calisiimistir. Diger yontem de ise fonksiyonel gruplara sahip bir polimer RAFT
teknigi ile Uretilmis ve polimerizasyon sonrasi arjinin amino asiti polimere baglanmistir.
Oktaarjinin iceren polimerler de ikinci ydntem takip edilerek tretilmistir.

Projede ayrica bir ya§ asidi olan undekanoik asitten metakrilat monomeri sentezlenmis
ve bu monomerin homopolimerleri ve metakrilik asit ile kopolimerleri RAFT teknigi kullanilarak
sentezlenmistir. Bildigimiz kadariyla yag asidi polimerlerinin hlcre i¢ine ilag salim amaciyla
kullanimi literatlirde henlz yer almamistir. Son olarak hticre icine siRNA gibi makromolekiil
esasl ilaglarin girmesini kolaylastirdigi bilinen kolesterol kullaniimistir (Huang vd., 2005;
Wolfrum vd., 2007). Kolesterolden turetilmis metakrilat monomeri 6nce metakrilik asit ile daha
sonra etilaminetilaminmetakrilat (Kurtulus vd., 2014) ile yine RAFT teknigi kullanilarak

kopolimerlestiriimistir.
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Bdylece bu proje ile biyolojik ve sentetik bilesenler RAFT teknigi kullanilarak
birlestiriimis ve iyi tanimlanmis yeni hibrit polimerler Gretilmistir. Polimerlerin gesitli tekniklerle
detayh olarak fizikokimyasal karakterizasyonu yapildiktan sonra hicre membranlariyla
etkilesimleri, kirmizi kan hicreleri hemoliz deneyleriyle ve ayrica endozom/lisozom membrani
benzeri sentetik lipid tabakalar kullanilarak ylzey plazmon rezonans ile incelenmigtir. Ayrica
polimerler fluoresans ile isaretlenerek viicut disinda kiltlr edilmis hticreler tarafindan alimlari

ve bu hicreler igindeki dagilimlari tespit edilmigtir.
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2. LITERATUR OZETi

Gunumuzde kullanilan bir¢ok tedavi stratejisi, etken ajanlarin hedeflenen hicrelerin
icine tagsinmasini gerektirir. Ornek olarak, kanserli hiicrelerin 8limiini baslatmak igin kansere
kars! kullanilan kemoterapi ajanlarindan paklitaksel ve platin etken maddelerinin sirasiyla,
hicre icindeki microtlbullere ve hucre gekirdegdi icindeki DNA'ya etki etmesi gerekir. Gen
terapisinde kullanilan DNA plazmidlerin hasta hucrenin ¢ekirdegine ulagsmasi gerekmektedir.
Protein/peptit agilarin, temel histokompatibilite sinif 1 yolagiyla sunulabilmesi icin makrofajlarin
sitoplazmasina girmesi gerekmektedir. TUum bu tedavi stratejilerinin ve burada bahsedilmeyen
diger yaklasimlarin kanser ve viral enfeksiyonlar dahil gok c¢esitli hastaliklarin tedavisinde
blylk bir potansiyele sahip olmalarina ragmen, klinikte uygulanan gercek tedavilere
doénusmesini engelleyen ortak en dnemli problemlerinden biri, ilgili etken maddelerin hedef
hicrelerin plazma zarindan verimsiz taginmalaridir (Pack vd., 2005; Bulmus, 2005; Jones vd.,
2003; Ranucci vd., 2008; Mukherjee vd., 1997). Verimsiz hicre membrani tasinimi, etken
ajanlarin konsantrasyonlarinin hedef hiicrelerin iginde tedavi i¢in gerekli konsantrasyonlarin
cok altinda kalmasina sebep olmaktadir. Bu durum, gereken konsantrasyonlari tutturmak icin
daha sik ve yiksek dozlarda ilag uygulamasi yapilmasina sebep olur. Bu da ilaglarin zararh
ve toksik yan etkileriyle beraber ilaca karsi direnclilie neden olur. Sonug olarak masrafli,
istenmeyen yan etkilere sahip, tedavi etkisi olmayan uygulamalar ortaya cikar.

Protein ve DNA gibi biyolojik makromolekiiller, sentetik polimerler ve nanopartikiller
gibi buyik hidrodinamik hacime sahip yapilar 6karyotik hiicrelerin plazma membranindan pasif
difiizyon ile tasinamazlar (Pack vd., 2005; Bulmus, 2005; Jones vd., 2003; Ranucci vd., 2008;
Mukherjee vd., 1997). Bu tur yapilar hiicre icine endositoz mekanizmasi ile alinir. Endositoz
ile alinan materyaller dnce endozom ve sonra lisozom gibi vesikuiller ile gevrelenir ve lisozom
icindeki enzimler ve disiik pH nedeniyle sitozole ulasamadan bozunurlar. Ornek olarak, fare
fibroblast hiicreleri tarafindan endositoz ile alinan protein ve nikleik asit ilaglarin sitoplazmaya
ulagsan yuzdesinin sirasiyla %5 (Ranucci vd., 2008) ve %20'den (Min vd., 2006) daha dusuk
oldugu tahmin edilmektedir. Kisaca endositoz ile alinan molekullerin veya ¢oklu molekullerden
olusan yapilarin bozunmadan 6nce endozom/lisozom membranindan gegerek hicrenin
sitozoliine gegmesi gerekmektedir. Endozom ve lisozomlarin membrani, genel olarak hicrenin
plazma membranindan olugur, ancak kompozisyonlarinda kuguk farkhhklar gorulebilmektedir.

Makromolekul ve molekuler Ustu yapilarin endozom veya lisozom membranindan
tasinmasi icin virts ve toksinlerin hicreleri enfekte ederken kullandiklari peptitlere benzeyen
sentetik peptidler (fizojenik peptidler) kullanilmistir. Hiicre membraniyla etkilesebilen flizojenik
peptidlerin cesitli etken maddelerin sitoplazmaya tasiniminda olumlu etkisi kanitlanmigtir
(Meyer vd., 2008; Torchilin vd., 2008; Stewart vd., 2004; Subbarao vd., 1987). Bu tur peptitlerin
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kompozisyonunda genelde asidik, bazik ve hidrofobik amino asitler yer alir. Ayrica arjinin
esasl peptidlerin hicre membranina baglanma ve hucreler tarafindan alinmayi arttirdigi
literatlirde yaygin olarak rapor edilmistir (Szabo vd., 2010; Fei vd., 2011) .

Hlcre membranindan segici olarak gecgebilen flizojenik peptidler ilk olarak 1980’lerin
sonunda, AIDS’e yol agan immun yetmezlik virisunin (HIV-1) hicre igine girme mekanizmasi
dikkate alinarak kesfedilmigtir. Virlsten izole edilen, hiicre membrani ile etkilesimi saglayan
transkripsiyon aktive edici (TAT) protein kilifinin dig ortamdan hucre icerisine girisi verimli bir
sekilde ve birgok hlcre hatti icin artirdigi géralmastir (Wagstaff vd., 2006). Bu o6zellikleri
sebebiyle fuzojenik peptidler ilag salim sistemlerinde, ézellikle biyolojik ilaglari hiicre igerisine
glvenli ve verimli bir sekilde ulastirabilmek icin kullaniimaya baslanmistir (Fonseca vd., 2009).
TAT protein kilifinin hicre membrani ile etkilesen kismi incelendiginde arjinin amino asidince
zengin oldugu ve mekanizmanin éncisl olan bilesenin arjinin oldugu goérilmustar (Futaki,
2005) Bu mekanizma arjinin amino asidinin fosfolipid yapiya sahip hucre zarindaki fosfat
gruplariyla etkilesmesi sonucunda olusmaktadir (Herce vd., 2009). Bu etkilesimin
sebeplerinden biri olarak ise arjinin Uzerinde bulunan, vicut pH’sinda pozitif yukli guanidin
gruplarinin olabilecedi dustnilmektedir. Ayni zamanda arjinin peptidleri igin; tekrar eden
arjinin birimleri sayisinin hlcre zarindan gegisi etkiledigi ve en uygun arjinin yapisinin
oktaarjinin oldugu gértlmastir (Nakase vd., 2012).

Flzojenik peptitlerin disinda, lipidler hiicre membranindan tasinimi saglamak amaciyla
cesitli etken maddelere veya tagsima sistemlerine konjuge edilerek kullaniimislardir. Ornegin,
kolesterol-siRNA konjugatlarinin, serbest siRNA'ya gére hiicre icine daha kolaylikla girdigi ve
yuksek biyolojik aktivite gosterdigi literatlirde bildiriimistir (Huang vd., 2005; Wolfrum vd.,
2007).

Peptit ve lipitlerin disinda hicre-ici ilag salim uygulamalari icin membran-bozucu veya
endozomolitik sentetik polimerler de kullaniimaktadir. Bu polimerler arasinda asidik ve
hidrofobik monomerlerden olusan kopolimerler (6rnegdin: poli(metakrilik asit-ko-bitil metakrilat;
poli(maleik asit-ko-stiren)), asidik hidrofobik monomerlerin homopolimerleri (6rnegin:
poli(etilakrilik asit), poli(propilakrilik asit)) gelistiriimistir (Meyer vd., 2008; Torchilin, 2008;
Stewart vd., 2004; Huang vd., 2005; Wolfrum vd., 2007; Bulmus vd., 2003; Hoffman vd., 2007,
Murthy vd., 1999; Grube vd., 2008; Yessine vd., 2007; Funhoff vd., 2005; Convertine vd., 2009;
Henry vd., 2006; Foster vd., 2010).

Ayrica kisith sayida galismada (Funhoff vd., 2005; Johnson vd., 2010; Lee vd., 2008;
Yin vd., 2009) sentetik polimerler ile fuzojenik peptitlerin birlestirildigi hibrit yapilar
kullaniimigtir. Dolayisiyla peptit ve lipitlerle sentetik birimleri birlestiren bu proje literatirdeki
boslugu doldurmasi agisindan énemlidir. Ozellikle tiimiyle sentetik polimerlerin membran

bozucu aktivitesinin peptit ve lipit esasli sistemlerin aktivitesine kiyasla daha disuk oldugu
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dikkate alinirsa, projede uretilen hibrit yapilarin, sentetik polimerlerin fiziksel ve kimyasal ¢ok
yonlualugu ile biyolojik molekullerin etkinligini sinerjetik birsekilde birlestirerek hucre igi ilag

tasima uygulamalarinda membran taginimi engelini asabilme potansiyelleri ylksektir.
2.1 Arjinin/Oktaarjinin Polimerleri

Bu projenin amagclarindan biri arjinin amino asitini veya oktaarjinin peptitini iceren
polimetakrilat ve polietilen glikol metakrilat (PEGMA)Ydan olusmus iyi-tanimlanmis
kopolimerleri RAFT teknigi ile hazirlamaktir. Bunun igin iki farkli yontem ile izlenmistir.
Yontemlerden ilkinde arjinin amino asitinden dogrudan metakrilat monomeri sentezlenmis ve
bu monomerin RAFT polimerizasyonu ¢alisilmistir. Diger yontem de ise aktif ester grubuna
sahip bir polimer olan pentaflorofenilmetakrilat (PFMA) polimeri RAFT teknidi ile Gretilmis ve
polimerizasyon sonrasi arjinin amino asiti polimere segici olarak baglanmigtir. Oktaarjinin
iceren polimerler de ikinci yontem takip edilerek uretilmistir. PFMA’'nin projede 6n-polimer
olarak secilmesinin sebebi Gzerindeki pentaflorofenilester grubunun birincil aminlere karsi ¢ok
reaktif olmasidir (Gibson vd., 2009; Batz vd., 1973). Proje kapsaminda yapilmis olan arjinin
amino asidinden dogrudan tlretiimis monomer sentezine daha ©Once literatiirde
rastlanmamistir. Guanidin grubu benzeri bir yapiya sahip monomer sentezi ve bu monomerin
RAFT polimerizasyonu daha énce calisiimistir (Treat vd., 2011). Bu polimerlerin hiicre alimi
deneyleri umut vaat edici sonuclar vermistir. Projede arjinin/oktaarjinin polimerlerinde
kullanilan komonomer polietilen glikol (met)akrilat (PEGMA)In (tarak tipi PEG'in), protein,
peptit, oligontkleotid gibi biyolojik makromolekdllerin immuinojenik ézelliklerini maskeleme ve
yapisal kararhliklarini arttirma 6zelliklerine sahip oldugu yayinlarda rapor edilmistir (Gao vd.,
2010; Gao vd., 2009; Gunasekaran vd., 2011). Proje kapsaminda sentezlenen PFMA ve
PEGMA kopolimerlerinin sentezi daha dnce literatlirde yayinlanmistir (Nuhn vd., 2012). Proje
kapsaminda oktaarjinin igeren polimerler, PEGMA-PFMA kopolimerlerine polimerizasyon
sonras| oktaarjinin konjuge edilerek uretilmistir. Buglne kadar oktaarjinin gesitli ilag tasiyici
sistemlerde kullanimis ve genel olarak hiicre alimini arttirici yénde sonugclar vermistir (Biswas
vd., 2013; O’Donnell vd., 2015). Ornegin, oktaarjinin konjuge edilmis N-(2-
hydroxypropyl)methacrylamide (HPMA) kopolimeri galismalari oktaarjinin igeriginin polimerin
hicre gecirgenligini attirdigi kanitlamistir (Shamay vd., 2014). Bu proje kapsaminda PEGMA -

PFMA kopolimerine oktaarjinin baglanmasi literatirde ilk defa gergeklestiriimistir.
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2.2 Yag Asidi Polimerleri

Gergeklestirilen projenin bir diger amaci, yag asidi birimlerini iceren iyi-tanimlanmis
kopolimerlerin RAFT teknigi ile sentezidir. Projede én denemeler sonucunda yag asidi olarak
undekenoik asidin kullaniimasina karar verilmistir. Oncelikle undekenoik asit trevi bir
metakrilat monomeri (undekanoik asit metakrilat, UDAMA) sentezlenmistir. RAFT teknigi ile
Uretilen homopolimerlerin suda ¢dzinurliglinin olmamasi ve pH hassasiyetinin arttirimasi
icin bir sonraki adimda metakrilik asit (MAA) ile poli(MAA-ko-UDAMA) kopolimerleri Uretilmistir.
Onemli bir nokta olarak, undekanoik asit monomerinin RAFT polimerizasyonunun hentiz
literatlirde yeralmamis oldugu not edilmelidir. Kisaca, projenin bu kismindaki ¢alismalar, hem
sentetik hem de uygulama agisindan, bildigimiz kadariyla literatur icin yenidir.

Yag asitleri, gida takviyesi, kaplama, plastik ve ilag gibi birbirinden farkli alanlarda
kullaniimaktadir. Ozellikle, doymamis yag asitlerinin, geri dénustirilebilir malzeme kaynagi
olarak modifiye edilmesiyle, cevreye yonelik kullanimi olan ¢alismalar vardir (Meier vd., 2007).
Tiyol-ene katilma kimyasiyla, Hint yagindan turetilmis olan metil-10-undekenot yag asidi ile
farkh  yapilar olusturan monomerler sentezlenmistir. Elde edilen monomerler,
polikondenzasyon polimerizasyonu ile termal 6zellik iceren polimerlere donustiraimuslerdir.
Bu yapilar petrol bazli plastik yapilara alternatif olan ve ¢evreye zarar vermeyen polimerlerdir
(Tardng ve Meier, 2010).

Diger bir calismada ise, yine bir doymamis yag asidi olan oleik asit, poliliretan sentezi
icin polimerlestiriimistir. Bu sentezde, oleik asit, UV 1s1§1 kullanilarak, 2-merkaptoetanol ile
radikalik eklenme reaksiyonuyla modifiye edilmistir. Elde edilen monomer polikondenzasyon
ile polimerlestiriimistir. Elde edilen polimerlerin, ticari olarak kullanilan poliollere alternatif
olarak uretilmesi gerceklestirmistir (Desroches vd., 2011).

Yukarida bahsedilen érnekler, yag asitlerinin malzeme alaninda kullanimlarina dair
orneklerdir. Ya§ asitleri, icerisinde bulunan uzun alkil karbon zinciri ve karboksilik asit
gruplarindan dolayr amfililik 6zellik gostermektedir. Endositoz vesikulinde bulunan pH
degisiminde, yag asitlerinin karboksilik gruplarinin protone olmasi ve uzun alkil zincirlerinin
yarattigi hidrofobik etkilesimlerin membran bozucu 6zellik gbstererek, yag asidi polimerlerinin
sitoplazmada dagilmasi dngdrulmektedir. Wolfrum’un galismasinda, hicre igi gen susturma
tedavisine yoOnelik kullanilan siRNA molekullerinin, etkin bir bigimde taginimi igin lipofilik
konjugatlar sentezlenmistir. Kolestrol bazli siRNA tasinimina alternatif olarak, oleik, docosanik,
miristoleik, lithokolik-oleik, palmitik ve laurat yaglan kullanilarak farkl hidrofobik zincir
uzunluklari iceren konjugatlar hazirlanmigtir. Bu ¢alismada, kolestrol iceren konjugatin en etkili
siRNA tasiyici ajan oldugu gdsterilmistir. Ayrica, diger farkh zincir gruplarina sahip yaglarinda

etkili bir hiicre ici siRNA tasiyici oldugu bulunmustur (Wolfrum vd., 2007).
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Tiyol-ene eklenme kimyasi kullanilarak, farkli tiyoeter gruplari iceren yaglarin
kullaniimasiyla, biyomimetik katyonik ila¢ tasiyici ajanlar sentezlemigtir. C6 ve C16 arasinda
degisen tiyoether yag, 2 farkh alkin grubu igeren karboksilik asit baglayici ve 7 farkli katyonik
amin iceren gruplarla birlikte 100 yeni molekdl igeren bir kiitiphane olusturulmustur. Sentezler,
fosfolipitlerin gliserol ¢ekirdegini taklit eden bir yapiya benzemesi géz &énine alinarak
tasarlanmistir. Yapilan hticre i¢ci denemeler sonucunda, 11 karbon zincirine sahip undekanoik
asitin en etkili transfeksiyon etkisine sahip oldugu bulunmustur (Li, vd., 2012).

Nukleik asitlerin tasinimi igin yag ve polimer yapilarin birlikte kullanildigi bir sistem
geligtirilmistir. Bu sistemde, polietileniminin, oleik ve stearik yag asitleriyle modifiye
edilmesiyle, hicre i¢i siRNA taslyici ajanlar sentezlenmistir. Yag asitleriyle kullanilan
polietilenimin, tek basina kullanilan polietilenimine kiyasla hiicre igi tasinim igin %90 daha etkili
oldugu bulunmustur (Alshamsan, vd., 2008).

Yagsayan bir polimerizasyon teknigi olan RAFT polimerizasyonu ile 2-
metakriloliletilfosforilkolin yagdi kullanilarak bir homopolimer elde edilmigtir. Tiyoester kapal
gruba sahip olan polimerler makro RAFT ajani olarak kullaniimis ve n-butil metakrilat
monomeri kullanilarak diblok kopolimerler sentezlenmistir. Elde edilen polimerlerin miselik
yapida olmasi sebebiyle, suda az ¢6zinlir oldugu bilinen paklitakselin bu misellere
yuklenmesiyle, bu kanser ilacinin suda ¢6zinur olarak kullanilabilmesine olanak saglanmistir
(Yusa vd., 2005).

2.3 Kolesterol Polimerleri

Projede bir diger hedefimiz, nétr bir lipit olan kolesteroliin sadece endozom veya
lisozom membraniyla etkilesmesini saglamak icin metakrilik asit ile iyi-tanimlanmis kolesteril
metakrilat-metakrilik asit kopolimerlerini (P(MAA-CMA)) hazirlamak ve hicre-ici ilag salim
uygulamalari amaciyla hiicre membranlariyla etkilesimlerini incelemektir. Bununla birlikte proje
surecinde P(MAA-CMA) kopolimerleri ile alinan sonuglar dikkate alinarak ayrica katyonik
karaktere sahip kolesterol iceren polimerler de sentezlenmistir. Bunun igin grubumuzun daha
once sentezlemis oldugu etilaminetilamin metakrilat (AEAEMA) ile kolesteril metakrilat (CMA)
RAFT teknigi araciligiyla kopolimerlestirilmistir.

ilag taslyici sistemlerde kolesterol hiicre membranini gecebilme yetenegine sahip
olmasi nedeniyle genel olarak kullaniimistir (Sevimli vd., 2012). siRNA tasinimi igin
sentezlenen lifofilik sSiRNA konjugatlari arasinda apoB mRNA seviyesini en ¢ok baskilayabilen
kolesterol konjugatinin oldugu gdézlemlenmistir (Wolfrum vd., 2007). Farkh hidrofobik zincir
uzunluklarina sahip olan bu konjugatlardan kolesterol konjugati ayrica plasma apoB ve serum

kolesterol seviyesini azaltabilen en etkili konjugattir. Ayrica dokosanil konjugati da kolesterole



&)

TUBITAK

benzer etkiler gostermistir. Stearoil ve lithokoleik-oleoil konjugatlarn kolesterol ve dokosanil
konjugatlarindan daha az etkiye sahiptir. Bunun yaninda, kolesterol vicutta amfifilik
fosfolipitler igeren lipoproteinler tarafindan tasinirlar. Bu lipoproteinler sayesinde sirklilasyonda
kolesterollin ¢ézunurliglu saglanmaktadir. HDL lipoproteini kolesteroll periferal dokulardan
baska dokulara endositoz ve endositoz olmaksizin tasimaktadir. LDL lipoproteini ise
kolesteroll hicreler arasi tasimaktadir. Hepatositler LDL-kolesteroliini LDL reseptor-
endositozunun apoliprotein B100 etkilesimi araciigiyla alir. Endositoz sonrasi serbest
kolesterol lisozom enzimleri tarafindan salgilanir ve LDL reseptdrleri araciligiyla hicre
ylzeyine tekrar tasinirlar. Bu c¢alismada HDL tarafindan tasinan kolesterol-siRNA
konjugatlarinin, serbest kolesterol-siRNA konjugatlarindan in vivo apoB protein ekpresyonunu
susturmada yaklagik 15 kat kadar daha etkili oldugu gézlemlenmigtir (Wolfrum vd., 2007).

Kolestrol kullanilarak yapilan diger bir galismada ise, pH’ya duyarli, Gronik asit konjuge
edilmis pullulan ve kolesterol esasli nanoparcaciklar sentezlenmistir. Elde edilen
nanoparcgaciklar, kansere karsi ajan olarak kullanilan doksuribisin ile kullanildiginda MCF7
meme kanseri hiicreleri Gstlinde yiiksek toksisite gostermistir (Wang vd., 2014).

Hucre ici ilag salim uygulamalarinda viral vektorlere alternatif olarak sentetik amfifilik
yapida polikatyonlar ve polianyonlar kullaniimaktadirlar. Fonksiyonel grup olarak asidik gruplar
iceren polianyonlar 6érnedin poli(akrilik asit) ya da poli(metakrilik asit) icermektedirler. Bu tir
anyonik polimerler asidik gruplarin yani sira asidik ortamda membran-bozucu etkiyi
artirabilmek icin hidrofobik gruplar icerecek sekilde tasarlanirlar. pH-duyarl poliasitler disik
pH’da protonlanmis asit gruplarina sahiplerken; yiksek pH’lara ¢ikildikg¢a protonlarini salmaya
baslarlar (Almeida vd., 2012). Fonksiyonel asit gruplarin pKa degerlerini gecen pH
degerlerinde iyonik itme gergeklesir ve uzun zincir konformasyonuna sebep olur. pKa
degerinden disuk pH degerlerinde ise aksine lipid membranlari ve polimerler arasinda
hidrofobik etkilesimler sayesinde cekici kuvvetler olusur (Tonge ve Tighe, 2001). Membran-
bozucu polianyonlara 6érmek olarak farkli molekiler agirliklarda sentezlenen poli(stiren-alt-
maleik anhidrat) (PSMA) alkilamid; propilamin, buitilamin ve pentilamin tlrevleri gosterilebilir.
Propilamin tirevleri hemolitik aktivite géstermezken, alkil zincirindeki artis pH 5.8’de hemolitik
aktivite artisina sebep olmustur. Polimerlerin azalan hidrofobisiteleri sayesinde nétral pH
degerlerinde hemolitik aktivite gorulmez. Molekuler agirhgindaki artis hemolitik aktivitenin de
artmasina sebep olur (Henry vd., 2006).

Poli(etilakrilik asit) (PEAA) pH’ya bagimli bir sekilde lipozomlari pargalamistir. Asidik
kosullarda, bu polimer lipid membranlarla kuvvetli etkilesim gostermistir. Alkil gruplarin
artinlmasi ile hidrofobisitenin artinimasinin pH’ya bagli membran bozucu davranisi nasil
etkilediginin aciklanmasi i¢in bir seri polimer sentezlenmistir. PEAA, melittin peptidi ile es deger

etkide hemolitik aktivite gostermistir. NOtr pH ortaminda bu polimer hemolitik aktivite
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gOstermemektedir. Ayrica, bir metil grubu fazlasi ile daha hidrofobik olan poli(propil akrilik asit)
(PPAAc), PEAAc polimerinden 15 kat daha fazla hemolitik aktivite gostermekredir (Murthy vd.,
1999).

Piridil disulfid, metakrilik asit ve batil akrilatin kopolimeri (poli(MAA-ko-BA-ko-PDSA))
pH’ya duyarli membran bozucu &zellik gdstermistir. Bu polimerler, disik pH’larda hemoliz
yaparlarken, 3T3 fibroblast ve THP-1 makrofaj hlcrelerinde toksik etki gdstermemislerdir
(Bulmus vd., 2003).

Polikatyonlar sahip olduklari amin gruplan sayesinde nukleik asitlerle kolaylikla
elektrostatik kompleksler olusturabildikleri icin genlerin hicre i¢ine tagsiniminda yaygin olarak
kullanilmiglardir. Yaygin olarak bilinen polikatyonlar polietilenimin (PEI); poli(diamino)etil
metakrilat) (PDMAEMA); bir polisakkarit olan kitosan ve spermin-modifiye dekstran genellikle
genlerin taginimlari i¢in kullaniimiglardir.

Farkh molekuler agirlikta sentezlenen polietilenimin polimerleri arasinda gen
tasiniminda en uygun molekdler agirliklar 5 ve 25 kDa arasindadir. Bu polimerlerde molekiil
agirhk arttikga sitotoksisitenin de arttigi gézlemlenmistir. Dlsik molekul agirhktaki polimerler
ise daha az sitotoksisite gdsterirken gen tasiniminda daha az etki géstermistir. Disik molekdl
agirhktaki polimerler daha az pozitif yik tasidiklar icin negatif ylkli DNA ile kompleks
olusturmada gugclikler yagsanmistir (Godbey vd., 1999).

Dogal bir amin olan spermin fizyolojik pH’'da pozitif yikli amin grubuna sahiptir ve
bltin 6karyotlarin hiicre blylmesi igin gereklidir. Biyouyumludur ve niikleik asitlerle kompleks
olusturma yetenegi yuksektir (Du vd., 2012). Dekstran-spermin polimerleri plazmid DNA'nin
gen ekspresyonunun kosullarini belirleyebilmek icin sentezlenmistir (Abdullah vd., 2010).
Dekstran-spermin konjugatlari spermin icerigine bagh olarak transfeksiyon etkisi gostermistir.
Sperminin birincil ve ikincil amin gruplari proton-stinger etkisini saglamaktadirlar.

Grubumuzca sentezlenen bir monomer; 2-((t-butoksikarbonil) amino) etil) amino) etil
metakrilat (Boc-AEAEMA) kullanilarak yeni spermin benzeri polimerler sentezlenmistir.
Grubumuzca sentezlenmis bu polimerin P(AEAEMA); polietileniminden daha fazla proton-
stinger kapasitesine sahip ve daha az sitotoksik oldugu gézlenmistir (Kurtulus vd., 2014). Bu
umut verici sonuglar ve projenin baslangicinda tasarlanmis olan kolesterol iceren anyonik
kopolimerlerin olumsuz hicre alimi sonuglarn vermesi Uzerine, proje kapsaminda katyonik
kolesterol kopolimerleri, P(AEAEMA-CMA) Uretilmis ve hicre alimlari ve hicre igi dagilimlari

arastinimistir.
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2.4 Tersinir Katilma Ayrigsma Zincir Transfer (RAFT) Polimerizasyonu

Projede Onerilen polimerlerin fizikokimyasal 6zelliklerinin rasyonel tasarimi ve tam
kontrolU, biyolojik 6zellikleri ve aktivitesini belirlemesi nedeniyle son derece dnemlidir. En son
bulunan yagayan radikal polimerizasyon teknidi tersinir Katilma-Ayrisma Zincir Transfer
(RAFT) polimerizasyonudur. ilk defa 1998 yilinda rapor edilen RAFT polimerizasyon teknigi,
tiyokarboniltiyo (thiocarbonylthio, -C(=S)S) grubu iceren zincir transfer ajanlar kullanir. Bu
teknik ile istenen molekudl agirlikta, dar molekul agirhgr dagihmina (<1.2) sahip, fonksiyonel ug
gruplu ve istenen mimaride ¢ok cesitli, iyi tanimlanmis polimerlerin sentezlenmesi mimkun
olmustur (Moad vd., 2009; Bulmus, 2011; Boyer vd., 2009). Ayrica bu teknik ile sulu
¢cozeltilerde ve oda sicakliklarinda, herhangi bir katalizére ihtiyag duymadan polimerler
uretilebilir. Bu 6zellikleri nedeniyle RAFT teknigi, biyolojik uygulamalara yénelik polimerlerin
hazirlanmasi igin en uygun teknik olarak gérilmustir ve bu projede 6nerilen polimerlerin

sentezi i¢in kullaniimistir.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1 Kullanilan Kimyasallar

Trietilamin (Aldrich,%99), kloroform (Aldrich,%99.5), kloroform-d (100%, 99.96 atom %
D, 0.03 % (v/v) TMS, Aldrich), H-D-Arg-Pbf-Allil ester.HCI (Bachem,%98.7), H-D-Arg-Pbf-
tBuO.HCI (Bachem,%98.7), L-Arjinin (98.5% Sigma), pentaflorofenil metakrilat (Santa Cruz
Biotechnology), metakriloil klorir (99.3% Sigma), metanol (99.7% Sigma), sodyum klortr
(Sigma Aldrich), sulfirik asit (95%  Sigma) temin edildigi sekilde kullanildi. 2,2 —
Azobisisobutironitril (AIBN) (Wako Chemicals) hediye olarak temin edildi ve kullaniimadan
once metanolde iki kere rekristalize edildi. 2,2 azobis(2-metilpropionamidin).2HCI (AMPA),
N,N-Dimetilasetamid (DMAc, Sigma-Aldrich, HPLC grade >99.9%, Alfa Easer HPLC grade >
99.5%), GPC mobil faz olarak kullanildi. 10-undekenoik asit (%98, Aldrich), hexane
(Aldrich,%99), toluen (Riedel de haen), metanol (Carlo elba, HPCL grade ultragradient),
metakriloil klortr (Sigma), tetrahidrofuran (THF) (Sigma aldrich), dimetilformamid (DMF, Sigma
Aldrich), diklorometan (DCM, Sigma Aldrich), kolesteril (Sigma Aldrich >99%), toluen (Sigma
Aldrich>99.7%), 1,4-dioxane anhydrous (99.8% Sigma), 2-merkaptoetanol (Aldrich) temin
edildigi sekilde kullanildi. t-BMA (Sigma Aldrich, Fluka 98%) bazik alimina kolondan
gegirilerek kullanildi.  Raft ajani  (4-siyano-4-(fenilkarbonotiyoiltiyo)pentanoik asit ve
hekzandekanetiyol (Sigma Aldrich) temin edildigi sekilde kullanildi. 4-siyano-4-
(etiltiyokarboniltiyoiltiyo) sulfanil pentanoik asit (ECT) RAFT ajani olarak sentezlendi ve
kullanildi. 4, 4'-Azobis (4-siyanovalerik asit) (275%)(Sigma Aldrich) (ACVA) baslatici olarak
kullanildi. Silika jel (g6zenek blyUkligi 60 A, 70-230 mesh) Fluka’dan temin edildi. Asetik asit,
sodyum asetat, sitrik asit, mono ve dibazik fosfat tuzlari Merck firmasindan temin edildi.
Polietilen glikol metil eter metakrilat (Mn 475, Sigma) kullaniimadan énce bazik aliminyum oksit
kolondan gecirilerek kullanildi. Metakrilik asit (MAA, Sigma) inhibitori uzaklastirildiktan sonra
kullanildi. DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), L-glutamine, tyripsin ve FBS (Foetal
Bovine Serum) Gibco’dan temin edildi. RPMI-1640 Biological Industries'den temin edilmistir.
Oregon Green® maleimide ve DAPI (4',6-Diamidino-2-fenilindol Dilaktat) floresan boyalari
Invitrogen-Molecular Probes'dan temin edilmigtir. PBS (fosfat tampon ¢ozeltisi, pH 7.1, 0.1
mM) mono ve dibazik tuzlar ve sodyum Kklortr kullanilarak hazirlandi. Thiazolyl Blue
Tetrazolium Blue (MTT) Sigma- Aldrich firmasindan alindi. Fare fibroblast hiicre hatti (NIH
3T3) ve akciger kanseri epitel hiicre hatti (A549), IYTE-Biyoteknoloji ve Biyomiihendislik

Arastirma ve Uygulama Merkezi tarafindan saglanmgtir.
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3.2 Kullanilan Enstriimental Karakterizasyon Metodlari

Sentezlenen polimerlerin asagdidaki cihaz ve metodlar kullanilarak karakterizasyonlari

yapilmistir.
3.2.1 Nukleer Manyetik Rezonans (NMR) Analizi ile Kimyasal Yapi Analizi

Sentezlenen polimer ve monomer yapilari, polimerlerin molekiler agirliklari ve
safliklarinin analizinde proton niikleer manyetik rezonans (*H-NMR) spektroskopisi
kullanilmistir. Ayrica arjininin pentaflorofenil ester ile reaksiyonlarinin verimi °*F-NMR
spektroskopisi ile analiz edilmistir. Ornekler, deutere ¢ézgen iginde (CDClz, DMSO-ds veya
D,0) ¢6zllmis ve Varian VNMRJ 400 cihazi kullanilarak analiz edilmistir. ACD/SpecManager

yazilimi kullanilarak elde edilen sonugclar analiz edilmistir.
3.2.2 Jel Gegirgenlik Kromatografisi Yontemi ile Molekiiler Agirhk Analizi

Jel gegirgenlik kromatografisi sentezlenen polimerlerin molekil agirliklari ve molekil
agirhk dagilimlarini analiz etmek zere kullaniimistir. Bu analizler i¢cin Shimadzu marka RID-
10A kirilma indisi detektord kullaniimistir. Shimadzu jel gegirgenlik kromatografisi cihazi SIL-
10AD otomatik enjektor, PSS Gram 30 A° ve 100 A° (10 um, 8x300 mm) kolonlari ve koruyucu
kolon icermektedir.

Bu analizler icin polimer 6érnekleri 2 mg/ml konsantrasyonda N,N-dimetilasetamid
(DMACc) ¢dzgeni icinde hazirlanmig ve 0.45 um filtreler kullanilarak filtre edilmistir. %0.05 LiBr
(1 mg/ml) iceren DMAc mobil faz olarak kullanilmistir.

Kolesterol polimerlerinin analizinde Bogazigi Universitesinde bulunan, mobil faz olarak
THF kullanan GPC Viscotek GPCmax VE-2001 cihazi kullanilmistir..

3.2.3 Dinamik Isik Sagilimi Yontemi ve UV-Goriinir Spektroskopisi ile Hidrodinamik

Boyutlar ve pH-Duyarh Davranisin incelenmesi

Sentezlenen polimerlerin, hidrodinamik caplari farkli pH’larda hazirlanan tampon
¢ozeltilerde dinamik 1sik sagilimi teknigi ile olgUlmustir. Dinamik 1sik sagihmi dlgumleri
Malvern ZetaSizer Nano ZS (Isik kaynagi He-Ne lazer 633 nm, Max 5mW, gug¢ 100 V) cihazi
ile tek kullanimlik polistren kivetlerde, oda sicakhdinda gerceklestiriimigtir.

Polimerlerin pH duyarli davraniglari ve floresan boya ile etiketlenme dereceleri Thermo
Scientific Evolution 201 UV-goérunur spektrofotometre ile kuartz kivetler kullanilarak analiz

edilmiglerdir.
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3.2.4 Atomik Kuvvet Mikroskobu ile Molekullerin Morfoloji ve Konformasyon Analizi

Arjinin ve yag asidi polimerlerinin morfolojileri ve konformasyonlarinin analizi atomik
kuvvet mikroskobu (AFM) araciligiyla gerceklestirilmistir. Polimerlerin morfolojilerini belirlemek
icin, 10”° M konsantrasyonda hazirlanan polimer érnekleri 15 dakika sonike edilmistir. Ardindan
20 ul solisyon mika yuzey Uzerine damlatimis ve liyofilizasyon ydntemi ile su
uzaklastinimistir. Orneklerin faz-kontrast ve topografik mikroskop gorintileri Nanosurf
Instrument Taramali Prob Mikroskobu kullanilarak hafifge dokunma modunda (tapping mode)

elde edilmistir.
3.2.5 Yiuzey Plazmon Rezonans Analizi

Polimerlerin membran aktiviteleri dedisen pH tampon ¢zdeltilerinde, ylzey plazmon
rezonans kullanilarak belirlenmistir. Bu yontemde, altin slaytlar (zerinde hekzandekantiyol
molekulleri, kendi kendine organizasyonu ile tek tabaka olarak kaplanmgtir. Literatlrde yer
aldig1 dzere, hicre membraninin iki temel bileseninden olan fosfatidilkolin ile kolesterol
(kolesterol:fosfatidilkolin mol orani= 0.42) iceren kloroform ¢dzeltisi buharlastirilarak ince film
tabakasi olusturulur. Elde edilen film, uygun pHdaki tampon c¢oézeltisi ile hidrate edilir ve
vorteks/sonikasyon ile unilamelar vesikuler lipozomlar olusturulur.

SPR kullanilarak altin yizey lGzerinden olusturulan lipid cift-tabakasi ile polimerlerin
etkilesimi  incelenmisti. Bu deneyler kisaca asadida 6zetlenmistir.  Oncelikle
(kolesterol/fosfatidilkolin mol orani= 0.42-lisozom benzeri membran éncelikle hazirlanmigtir.
Kiguk unilamelar vesikuller (small unilamellar vesicles) literattirde rapor edilmis yéntemler ile
hazirlanmistir (Morrissey, 2001). Lipozomlar, SPR'a 20 uL/dk akis hizi ile, 6.5 dk boyunca
yuzeyler doygunluga ulasincaya kadar enjekte edilmistir. 20 dk boyunca akis durdurulmustur.
Bu slre zarfinda lipozomlar ylzeye baglanarak lipid cift-tabakasi olusturmuslardir. Cok kereler
pH 5.0 veya pH 7.4 tampon ¢ozeltisiyle yuzeyler yikanmis ve stabil hale getirilmiglerdir. Polimer
cozeltileri 0.1 mM konsantrasyonda ve istenilen pH'daki tampon ¢ozeltide hazirlanip, 20 uL/dk
akis hizi ile SPR hicresine 6.5 dk boyunca enjekte edilmistir. Polimer, ylizey baglanmalari
SPR kaymalarindan takip edilmistir. Bu calismada Nanodev sirketinin SPR sivi algilama

sistemi kullanilarak deneyler gerceklestirilmistir.
3.2.6 Akis Sitometresi ve Floresans Mikroskobu

Polimerlerin hiicre alimini ve hicre i¢i lokalizasyonu belirleme deneylerinde sirasiyla
izmir Ylksek Teknoloji Enstitisii (IYTE) Biyomihendislik ve Biyoteknoloji Arastirma
Merkezi'nde bulunan BD FACSCantoTM akis sitometrisi ve [YTE Molekdler Biyoloji ve Genetik

Bolumi’nde bulunan Olympus 1X81 floresan mikroskobu kullaniimigtir.
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3.3 Polimerlerin Sentezi ve Karakterizasyonlari

Bu proje kapsaminda sentezlenen arjinin, yag asidi ve kolesterol polimlerlerinin sentez

ydntemleri ve karakterizasyon teknikleri asadida verilmistir.
3.3.1 Arjinin Polimerlerinin Sentezi
Pentaflorofenil Metakrilat Sentezi

Pentaflorofenol (5.4 g, 29.3 mmol) ve 3.5 ml 2.6-lutidin (3.5 ml, 30.0 mmol) kuru
diklorometanda (50 ml) azot altinda ¢dzlldikten sonra buz banyosundaki karisima metakriloil
klortr (2.6 ml, 30 mmol) damla damla eklendi. Reaksiyona gece boyunca oda sicakliginda
devam edildi. Olusan lutidin-hidrojen klorur tuzu filtre edilip filtrat 3 defa su (30ml) ile yikand.
Toplanan organik faz magnezyum silfatla kurutuldu. Karisimin icerisinde bulunan ¢ézicu
diklorometan vakumda ugurulup, reaksiyon karisimi °F NMR ile analiz edildi. Daha sonra
karisim vakum altinda distile edildi. Distilasyon sonrasi elde edilen Urin (Sekil 3.1), saf
pentaflorofenil metakrilat (PFMA) *H NMR ile karakterize edildi.

o CHs
OH
(0] H
F . 2-6 Lutidin Q
Kuru DCM
+ o —» F F
0°C 3 saat
F F
F F

F

Sekil 3.1. Pentaflorofenolden pentaflorofenil metakrilat (PFMA) sentezi semasi.

Arjinin Metil Ester Metakrilamid (AMME) Monomerinin Hazirlanmasi

Arjinin metil ester hazirlanmig ve pentaflorofenil metakrilat ile reaksiyona sokularak L-
arjinin metil ester metakrilat (AMME) monomeri hazirlanmistir. Kisaca, L-arjinin metanol igcinde
sUspansiyonu elde edildikten sonra i¢erisinden 10 dakika boyunca sodyum klorir ve %96’lik
sulffirik asit reaksiyonu sonucu olusan hidroklorik asit gazi cam pipet yardimi ile gegirildi.
Sonrasinda 15 dakika 100°C yag banyosunda isitildiktan sonra ¢ézgen ugurulup prosedir
bastan alinarak tekrarlandi. Cdzgen tekrar ugurulduktan sonra Urtine (metanol igcinde) dietileter
eklenip oda sicakliginda 5 saat bekletildi. Ardindan kristallestirmek amaciyla bir gece 4°C’de
bekletildi. Son olarak Uriin soguk eter ile ile yikandi ve *H NMR ile analiz edildi. Hazirlanan
arjinin metil ester (AME, 400 mg, 1.53 mmol) ve PFMA (275 pl, 1.53 mmol), trietilamin (TEA)

15



&)

TUBITAK

(534 pl, 3.83 mmol) varliginda DMF icinde (3.60 mL) gece boyunca, oda sicakliginda
reaksiyona sokuldu (Sekil 3.2). Reaksiyon sonrasi, olusan arjinin metil ester metakrilamid,
(AMME) dietileter/su ile ekstrakte edilip vakum altinda kurutulduktan sonra *H NMR ve MALDI-
ToF spektrometreleriyle analiz edildi. Reaksiyon sonucu olusan tuz stzildikten sonra ¢dzgen

ugurulup Uriin *H NMR ile analiz edildi.

F
F F
NH o
DMF
* — I
/ tea
HN N O
H F F
NH; QIO

L-Arjinin Metil
Ester

Pentaflorofenil Metakrilat

F
NH o
PN M oo F
HaN N o
HN F F
OH

Istenilen Uriin

o

Sekil 3.2. L- Arjinin Metil Ester (AME) ile Pentaflorofenil Metakrilat (PFMA) reaksiyonunun

sematik gosterimi.

Arjinin Metil Ester Metakrilamid (AMME) Monomerinin Serbest Radikal Polimerizasyonu

Polimerizasyon denemelerinde ACVA serbest radikal baslaticisi kullaniimistir. Bu
polimerizasyonlarda ¢b6zgen olarak sodyum asetat-asetik asit tamponu (pH 5.2)/metanol
(65:35 v:v) karisimi kullaniimistir. Kisaca, tampon icinde ¢dzilmus arjinin metakrilat metil ester
monomeri ile metanol iginde ¢dzliinmls baslatici olarak kullanilan ACVA karistiriimistir.
Sonucta olusan ¢ozeltideki monomer konsantrasyonu 0.2 M, monomer/baslatici mol orani
200/1°dir. Karisimdaki oksijen daha sonra 20 dakika azot ile stpurilmustir. Bu slire sonunda
polimerizasyon karisimi azot atmosferi altinda 70°C’ye isitilmis yag banyosu icinde degisen
surelerle (4, 8, 10 ssat) reaksiyona sokulmustur. Polimerizasyon sonrasi, polimerizasyon
cozeltileri 5 glin boyunca 1000 MW COQO’luk membranlarla, tampon ¢ozelti (pH 5.2) kullanilarak
diyaliz edilip saflastirimigtir. Diyaliz sonrasi gozeltiler liyofilizatérde kurutularak érnekler *H
NMR ile D>O ¢dzgeninde analiz edilmigtir.

Bir sonraki set deneyde AMME’nin polimerizasyon denemelerine daha dusik
sicaklklarda serbest radikal olusturabilen bir azo baslaticisi olan 2,2 azobis(2-
metilpropionamidin).2HCI (AMPA)'nin varliginda devam edilmistir. Kisaca, AMME (0.2 M),
hacimce %35 metanol igceren asetat tampon ¢ozeltisinde (pH 5.2) ¢6zullp, suda ¢ézinmus
baslaticic AMPA eklendikten sonra (AMME: AMPA mol orani= 200/1) g¢Ozelti azot ile

sUpurtlmis ve 50°C’ye ayarlanmis yag banyosunda degisen surelerde (2, 4 ve 7 saat)
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polimerizasyonlar gerceklestiriimistir. Polimerizasyon ¢dzeltileri ve diyaliz sonrasi toplanan

saflastiriimis polimer érnekleri *H NMR ile analiz edilmistir.
AMME Monomerinin RAFT Polimerizasyon Calismalari

AMME’nin RAFT polimerizasyonu ¢alismalarina baslamadan énce, kullanilacak zincir
transfer RAFT ajanin planlanan polimerizasyon ortamindaki aminolizinin kinetigi UV-VIS
spektrofotometre ile belirlendi. Bu amagla 4-siyano-4-(fenilkarbonotiyoiltiyo) pentanoik asit
veya siyano-4- (etiltiyokarboniltiyoiltiyo) sulfanil pentanoik asit (ECT) (0.0055 M, 3.4 mg) ve
AMME monomeri (0.2 M, 138 mg), sodyum asetat tampon ¢dzeltisi (pH 5.2)/metanol (65:35
v:v) karisimi iginde ¢ézulip 70°C veya 50°C’de bulunan yag banyosunda inklibe edilmistir. O,
2, 4,5, 6 ve 7. saatlerde ¢dzeltiden 6rnekler alinmis ve gerekli seyreltme sonrasi UV-VIS
spektrometrede 302.6 nm’de absorbans degerleri kaydedilmistir.

Aminoliz deneylerinin sonuglari 1s1ginda, AMME’nin RAFT polimerizasyonu 4-siyano-
4-(etiltiyokarboniltiyoiltiyo) sulfanil pentanoik asit (ECT) kullanilarak gergeklestiriimesine karar
verilmistir. Bu RAFT ajaninin yapilan aminoliz deneyleri sonucunda 70°C’de oldukga yavas
aminoliz oldugu gdézlemlenmistir. AMME’'nin RAFT polimerizasyonu; baslatici olarak 2,2
azobis(2-metilpropionamidin).2HCI (AMPA) veya 2,2—azobisisobutironitril (AIBN) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Polimerizasyon icin AMME (6.49x10-3mol), ECT (5.90x10-5 mol) ve
baslatici (1.19x10-5 mol) 2.5 mL ¢dzgen igerisinde ¢dzilmustir. Reaksiyon ortami buz
banyosu icinde 20 dakika azot ile supurildikten sonra 50°C’de Tablo 3.1'de gosterilen
kosullarda polimerizasyona birakilmistir. Polimerler, polimerizasyon karisiminin 1 kDa
membran ile diyaliz edilmesi sonucu saflastiriimistir. Diyaliz icin kullanilan sistem metanol ve
asidik su karisimidir. Bu karisimin metanol icerigi dereceli bir sekilde azaltiimistir. Dért gln

sonunda saf suya karsilik diyaliz yapilmis ve érnekler *H-NMR ve GPC ile analiz edilmistir.

Tablo 3.1. AMME’nin RAFT polimerizasyonu kosullari

[AMME] [AMME]o/ [ECT]of Baslatici Cozgen Sire

(molll) [Baslatici]o (saat)
0.4 250/3/1 AIBN DMAC 2
0.4 250/3/1 AIBN DMAC 4
0.4 250/3/1 AIBN DMAC 6
0.4 250/3/1 AIBN DMAC 8
0.4 250/3/1 AIBN DMAC 12
0.2 545/5.5/1 AMPA Metanol- 22

Asetat
Tamponu
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Poli(pentaflorofenil metakrilat) Polimerlerinin Sentezi

Arjinin - monomerinden  polimerlerin  Uretimi  ¢alismalarina  paralel olarak
pentaflorofenilmetakrilat (PFMA) aktif ester polimerinin RAFT teknidi ile sentezi ve korumasiz
arjinin ile modifiye edilmesi Ustline calismalar da gergeklestiriimistir. PFMA’nin tGm RAFT
polimerizasyonu ¢alismalari Tablo 3.2’de dzetlenmistir. Deneylerde kisaca, PFMA (2M, 3.9 x
10 mol), RAFT ajani (4-siyano-4-(fenilkarbonotiyoiltiyo)pentanoik asit) ve AIBN dioksanda
(200 pL) ¢dzllmustar. Polimerizasyon ortami azot ile sUpUrildikten sonra 90°C veya
80°C’deki yag banyosunda birakiimistir. Monomer/RAFT ajani/Baslatici ([M]J/[R]/[I]) mol
oranlar Tablo 3.2'de belirtildigi sekilde degistirilmistir. Polimerizasyon karisimi *H NMR ile
analiz edilerek monomer doéntsimi degerleri elde edilmistir. Polimerizasyon karigiminin
hekzan igerisinde 3 defa saflastirimasindan elde edilen polimerler (PPFMA) GPC ve *H NMR

ile karakterize edilmistir.

Tablo 3.2. PFMA RAFT polimerizasyonu sartlari. [M]= 2M, ¢6zgen= dioksan, RAFT ajani (R)=
4-siyano-4-(fenilkarbonotiyoiltiyo)pentanoik asit, baslatici (I)= AIBN

[MV/[R)[I] | Polimerizasyon slresi (dak) | Polimerizasyon Sicakligi (°C)
50/1/0.25 15 90
50/1/0.25 30 90
50/1/0.25 60 90
50/1/0.25 120 90
25/1/0.25 7 90
25/1/0.25 15 90
25/1/0.25 22 90
25/1/0.25 30 90
100/1/0.25 7 90
100/1/0.25 15 90
100/1/0.25 22 90
100/1/0.25 30 90
100/1/0.125 7 80
100/1/0.125 15 80
100/1/0.125 22 80
100/1/0.125 30 80
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25/1/0.25 7 80
25/1/0.25 15 80
25/1/0.25 22 80
25/1/0.25 30 80
25/1/0.125 7 80
25/1/0.125 15 80
25/1/0.125 22 80
25/1/0.125 30 80

Fonksiyonel Polimer PPFMA’dan Arjinin Polimerlerinin Turetilmesi

Polimerizasyon ¢alismalarinin ardindan elde edilen PPFMA polimerleri ile arjinin metil
ester (AME) reaksiyona sokularak arjinin iceren polimerlerin sentezi denenmistir. Bu
reaksiyonlarda kisaca, PPFMA (0.16 mmol pentafluorofenil gruplari) kuru DMF iginde (3 mL)
¢6zllmustar. Ayrica AME (72 mg; 0.32 mmol) ve baz olarak kuru TEA (258 mg; 2.56 mmol)
kuru DMF (3.2 mL) icinde ¢6zUlmustir. Son olarak polimerli ¢ozelti, AME ¢dzeltisinin icerisine
siringa ile yavasga eklenmistir. 50°C’de 16 saat boyunca reaksiyon gergeklestiriimistir.
Reaksiyon sonrasi, karisim dietileter (DEE) icinde ¢oktarGlmastir. Cdéken kisim
uzaklastirildiktan sonra toplanan dietileter fazi su ile ekstrakte edilmistir. Tim fazlar toplanmis,
kurutulduktan sonra GPC ve 'H NMR ile D.O, DMSO-ds veya CDCl; iginde analiz edilmistir.

PPFMA-b-PPEGMA Kopolimerlerinin RAFT Polimerizasyonu ile Sentezi

Makro-zincir transfer ajani olarak PPFMA (0.0035mmol), AIBN ve PEGMA monomeri
(0.5M), dioksanda (700 uL) cozulip 65°C’de 2, 4 ve 8 saat slre ile polimerizasyona
birakilmistir. Baslangis monomer/RAFT/baslatici mol oranlari  100/1/0.1 seklindedir.
Polimerizasyon sonrasi, polimerizasyon karisimi U¢ defa hekzanda c¢oOktirtlerek

saflastirimistir. *H-NMR ve GPC ile érnekler analiz edilmistir.
PPFMA-b-PPEGMA Blok Kopolimerlerinin Arjinin ile Modifikasyonu

Onceki raporda verildigi sekilde Uretilen PPFMA-b-PPEGMA kopolimerleri, Sekil 3.3'de
goruldugu gibi arjinin ile modifiye edilmistir. PPFMA-b-PPEGMA kopolimeri (Mn: 14000, PDI:
1.60, PFMA birimleri 0.14 mmol) 264 uyL DMF igerisinde ¢dzuldu. Arjinin metil ester (AME) (0.5

M) ve trietilamin (TEA), DMF’de ¢ozllerek stok ¢dzelti hazirlandi. Pentaflorofenil gruplarinin
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bir kati olacak sekilde AME stok ¢dzeltisinden kopolimer ¢dzeltisine eklendi. 16 saat boyunca
50°C’de reaksiyon gergeklestirildi. Reaksiyon sonrasi karigim, verim hesabi igin **F-NMR ile
analiz edildi. Daha sonra reaksiyon ortami su icerisinde ¢dzllerek dietileter ile ekstraksiyon

yapildi. Ekstraksiyon sonrasi 6rnek *H-NMR ile analiz edilmistir.

Arjinin
TEA
—_—
50°C
16 saat
o]
F F
T
F F o @]
F 2 CHs : CHs

Sekil 3.3. PPFMA-b-PPEGMA kopolimerlerinin ajinin ile reaksiyon semasi.

PPFMA-b-PPEGMA Blok Kopolimerlerinin Oktaarjinin (R8) ile Modifikasyonu

Projenin bu kisminda oktaarjinin peptidi iceren polimerlerin sentezi amaciyla PPFMA -
b-PPEGMA kopolimerlerin oktaarjinin (R8) ile reaksiyonu, AME ile gerceklestirilen reaksiyon
kosullarinin aynisi kullanilarak denenmistir. Reaksiyon sonrasi yapilan analizlerde oktaarjinine
ait guanidin gruplarinin hepsini protonlayabilmek adina Polimer/R8/TEA oranlari 1/1/10 olarak
denenmistir. Malzeme miktarlari **F-NMR gorintileme igin yeterli olmadigindan reaksiyon

diyaliz ile saflastirma sonrasi *H-NMR ile analiz edilmistir.
Arjinin Polimerlerinin Karakterizasyonu

Polimerler Kisim 3.2’de bahsedilen karakterizasyon tekniklerinden NMR, GPC, AFM,
SPR ve DLS metodlan ile karakterize edilmislerdir. Elde edilen arjinin polimerlerinin
hidrodinamik gap 6lgimleri, dinamik 1sik sagilimi yéntemiyle belirlenmigtir. Polimerin dinamik
IStk sagiimasi (DLS) élgumleri, Malvern ZetasizerNano ZS Particle Analyzer cihazi kullanilarak
gercgeklestirildi. 2 farkl tampon ¢ozelti icinde (pH 5 ve pH 7.4), polimerlerin konsantrasyonlari

10° mM olacak sekilde polimerler ¢ozildl. DLS olgimleri 3 kez tekrarlandi.
3.3.2 Yag Asidi Polimerlerinin Sentezi

Yag Asidi Monomerinin Sentezi ve Serbest Radikal Polimerlesmesi
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Bu kisimdaki ilk c¢alismalara literatirdeki yayinlar takip edilerek oleik asit ile
baslanmistir (Desroches vd., 2011). Oleik asidin merkapto grubu igeren bir monomer ile
katilma reaksiyonu sonucu istenen yad asidi monomerinin sentezlenmesi amaclanmistir.
Monomerler kullaniimadan dnce oleik asit ile model bir merkapto bilesigi (merkaptoetanol)
kullanilarak katilma reaksiyonu i¢in uygun sartlarin belirlenmesine karar verilmistir. Bununla
birlikte 6n denemeler sonucunda literatlirde de belirtildigi gibi oleik asit gibi i¢ karbonlarinda
"en" grubu iceren yag asitlerinin dusuk reaktifligi gdzlenmis ve oleik asit ile beraber 10-
undekenoik asit de denenmistir (Sekil 3.4 ve 3.5) (Turunc vd., 2010). Model merkapto bilesigi

ile Michael katilma, termal ve radikalik katilma reaksiyonlari denenmistir.

OH
o
OH
o
"HO_~
SH
HO S

oleik asit merkaptoetanol istenilen Grtin O\/S H

T

istenmeyen yan Uriin esterlesme

Sekil 3.4. Oleik asitin, model bilesik merkaptoetanol (ME) ile katiima reaksiyonu genel semasi.

10-undekenoik asit

éﬁ
o
T

istenilen Grdn

istenmeyen yan Urlin ester

Sekil 3.5.10-undekenoik asitin, merkaptoetanol (ME) ile katilma reaksiyonu.
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Monomer sentezine yodnelik yapilan én denemeler sonucunda 10-undekenoik asitin
termal eklenme reaksiyonunun verimli oldugu belirlenmistir. Bu dogrultuda, 10-undekenoik asit
kullanilarak termal katilma reaksiyonu esas alinarak 10-undekenoik asit esasli metakrilat
monomeri sentezine ve polimerlestiriimesine yonelik ¢alismalar gergeklestiriimistir. Kisaca ilk
adimda, merkaptoetanol (ME) ve 10-undekenoik asit (UDA) (1M) tollen iginde ¢dzinmis ve
75°C”de 48 saat reaksiyona sokulmustur. Reaksiyonda UDA:ME mol orani 1:3’tlr. Reaksiyon
sonrasi, reaksiyon karisimi diklorometan (DCM)-su ile 3 kere ekstrakte edildikten sonra
organik faz kurutulup elde edilen Griin *H NMR ile analiz edilmistir. Bu Griin daha sonra
metakrilatlama reaksiyonunda kullaniimistir.

ikinci adimda, termal katilma reaksiyonuyla elde edilen, merkaptoetanol eklenmis 10-
undekanoik asit, metakrilattama reaksiyonu ile polimerlesme icin uygun bir metakrilat
monomeri haline getirilmistir. Kullanilan sentez ydntemi literatlirde sik¢a kullanilan bir
yontemdir. Kisaca; ilk basamakta elde edilen Urin (1 br); tetrahidrofuranda ¢ozuldikten sonra,
trietilamin (3 br) ile karistirildi. Buz banyosuna konulan bu ¢ézeltiye metakriloil klorlr (3 br)
damla damla eklendi. Bu adimdan sonra reaksiyon ¢ozeltisine istenmeyen polimerizasyonu
engellemek igin inhibitér BHT eklendi. Reaksiyon karisimi ertesi gln filtre edildikten sonra
kurutulmus ve DCM-su ile ekstrakte edildi. Organik faz kurutulduktan sonra *H NMR ile analiz
edilmistir. Reaksiyon semasi Sekil 3.6’da gdsteriimektedir. Elde edilen reaksiyon uring,
degisen oranlarda etil asetat/hekzan karisimlari kullanilarak silika jel kolon kromatografisi ile

saflagtinimistir. Saflastirma sonra toplanan son triin *H NMR ile analiz edilmistir.

0.. OH
0
0. _OH :2*“
/\/\A/\j/ S '
S ) ~ "o |
I\/OH |
Metakloril Klorit 0
10 undekenoik asit 11-[2-(2-metill-akriloksil)-etil

stlfanil]-undekanoik asit

Sekil 3.6. 11-[2-(2-metill-akriloksil)-etil sulfanil]-undekanoik asit (UDAMA) sentezi sematik

gOsterimi.

istenilen 10-undekanoik asit metakrilat (UDAMA) monomerinin sentezinden sonra bu
monomerin polimerlesmesi 6ncelikle serbest radikal polimerizasyon yontemiyle denenmistir.
Kisaca, monomer (UDAMA), radikal baslatici olarak AIBN, degisen oranlarda asetonitril veya

THF iginde ¢dzlUnmus ve cam bir viale aktanimigtir. Vialin kapagi iyice kapatildiktan sonra buz
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banyosu icindeki ¢ézelti azot ile slpUrilmistir. Daha sonra polimerizasyon viali 65°C’ye
Isitilmis  yag banyosuna konularak polimerizasyon 24 saat boyunca surdUrdlmuastdr.
Homopolimerizasyonlara ek olarak, yag asidi monomeri, bir komonomer ile (t-butilmetakrilat,
t-BMA) ile de kopolimerlestiriimistir. Tablo 3.3’de gergeklestiriimis olan polimerizasyon
reaksiyonlarinin sartlari verilmigtir. Ayrica Sekil 3.7 ve 3.8 ile gerceklestirilen polimerizasyonlar
sematik olarak gdsterilmigtir. Polimerizasyon sonrasi, ¢dzgen uzaklastirildiktan sonra

polimerizasyon karisimlari *H NMR ile analiz edilmistir.

o OH O OH
(\AA/\j/ AIBN
> s
S\/\Oﬂ N, \/\l\\oﬁ o

(0]

Sekil 3.7. 11-[2-(2-metil-akriloksil)-etil sulfanil]-undekanoik asitin (UDAMA)

homopolimerizasyon semasi.

O _OH
o)
. YJ\ )< AIBN .
S O —_— x (o)
\/\O (o)
N> o] o)
o S )V
% s

HOJ\/\AA/\I

Sekil 3.8. 11-[2-(2-metil-akriloksil)-etil sulfanil]-undekanoik asitin  (UDAMA) ile tert-

batilmetakrilat (t-BMA) ile kopolimerizasyon semasi.

Tablo 3.3. Yag asidi monomeriyle gerceklestirilen serbest radikal polimerizasyonlari

Monomer Ko- [Toplam Monomer:AIBN Cozicu Polimerizasyon
monomer Monomer] (M) mol orani suresi (saat)
UDAMA - 0.5 124:1 asetonitril 18
UDAMA - 0.5 31 asetonitril 18
UDAMA - 1.0 20:1 THF 24
UDAMA - 1.0 200:1 THF 24
UDAMA t-BMA 3.0 (UDAMA:t- 20:1 THF 24
BMA=1:1)
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Yag Asidi Polimerlerinin RAFT Polimerizasyonlari

Yag asidi monomerinin serbest radikal polimerizasyonu ile yapilan ¢alismalar
sonrasinda, RAFT teknigi ile homopolimerizasyonu ve kopolimerizasyonu denenmistir. Tablo
3.4 ve 3.5'de homopolimerizasyon ve kopolimerizasyon icin kullanilan sartlar belirtiimistir.
Polimerizasyonlar sematik olarak Sekil 3.9, 3.10 ve 3.11°de gdsterilmigtir. Kisaca; UDAMA (ve
komonomer) belirtilen oranlarda ve belirtilen ¢ézgen icinde ¢bzindi. Polimerizasyon
baslaticisi olarak AIBN (veya ACVA) ve RAFT ajani olarak 4-siyano-4- (fenilkarbonotiyoiltiyo)
pentanoik asit ¢ozeltiye eklendi. Karisimlarin adizlari septum yardimiyla kapatildiktan sonra
buz banyosu icinde ¢ozeltilerdeki oksijen, azot gazi yardimiyla uzaklastirildi. Takiben,
¢cozeltiler  belirtilen slreler boyunca 65 (homopolimerizasyon) veya 70 °C
(kopolimerizasyonda)deki yad banyosu icinde tutuldu. Polimerizasyon suresi sonunda,
karisimlar sogutulduktan sonra havaya maruz birakilarak polimerizasyonlar durduruldu.
Polimerizasyon sonrasi, ¢gézgen uzaklastirildiktan sonra polimerizasyon karigimlari *H NMR
ve GPC ile analiz edilmisgtir.

Tablo 3.4. UDAMA monomerinin RAFT homopolimerizasyon sartlari, T= 65 °C

Polimerizasyon
suresi (saat) [Monomer] (M) | [MJ/[RAFT]/JAIBN] Cozicu
2 2 200/4/1 Toluen
4 2 200/4/1 Toluen
8 2 200/4/1 Toluen
24 2 200/4/1 Toluen
4 200/4/1 THF
4 4 200/4/1 THF
4 200/4/1 THF
24 4 200/4/1 THF
4 400/4/1 Asetonitril
4 400/4/1 Asetonitril
8 4 400/4/1 Asetonitril
24 4 400/4/1 Asetonitril
1 3 200/4/1 Toluen
2 3 200/4/1 Toluen
3 3 200/4/1 Toluen
4 3 200/4/1 Toluen
6 3 200/4/1 Toluen
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Tablo 3.5. UDAMA’nin RAFT kopolimerizasyonlari

Ko- Baglatici | Sicaklik | [Toplam [UDAMA]/[komonomer]/ Cozicl Polimerizasyo

monomer (°C) Monomer] [RAFT]/[Baslatici] n Sdresi (Saat)
(M)

t-BMA AIBN 70 3 240/160/4/1 Asetonitril | 2, 4,6, 8, 10

MAA ACVA 70 1 40/160/4/1 Metanol 2,4,6,8,10

MAA ACVA 70 1 100/100/4/1 Asetonitril | 2, 4,6, 8,10

Toluen/AIBN/N, T/\/\/\/v
S

sulfanil]-undekanoik (p(UDAMA)yYnin RAFT

N
o. OH Il
S o HO s
S
o) i o o
s\/\oﬁ‘/K O.__OH

o

Sekil 3.9. Poli(11-[2-(2-metill-akriloksil)-etil

polimerizasyonu ile sentezi.

[0} OH

N
S |l
-+ S4\/\’(OH o
(0] Oo
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S\/\o s
o Toluen/AIBN/N, O O
w4l 0. ok

o)

Sekil 3.10. Poli(UDAMA-ko-t-butiimetakrilat) (p(UDAMA-ko-t-BMA)) kopolimerlerinin RAFT

polimerizasyonu. ile sentezi.
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Sekil 3.11. Poli(UDAMA-ko-metakrilik asit) (p(UDAMA-ko-MAA)) kopolimerlerinin  RAFT

polimerizasyonu ile sentezi.

Yag Asidi Kopolimerlerinin pH Duyarh Davraniglarinin Karakterizasyonu

P(MAA-ko-UDAMA) kopolimerlerinin sulu ¢ozeltilerinin pH’ya duyarl faz ayriima
davraniglar UV-vis spektrofotometre ile belirlendi. Bu amagla, 2 farkli pH degerinde (pH 5.0
ve 7.4), fosfat ve sitrat tampon ¢oézeltileri hazirlandi. Elde edilen tampon ¢dzeltilerin, iyonik
dengesi ise 0.1 M sodyum klorlr kullanilarak esitlendi. Polimerizasyon beslemesinde molce
%20 (Mn: 5870 g/mol, PDI: 1.21; kopolimer UDAMA igeridi molce %23) ve %50 (Mn: 10900
and PDI: 1.25; kopolimer UDAMA igerigimolce %65) UDAMA igeriklerine sahip olan
kopolimerler, degisen pH’larda tampon c¢ozeltiler iginde ¢o6zlldi. Polimerlerin
konsantrasyonlari 4 mg/ml olarak ayarlandi. Bu polimerler ¢ézeltilerinin absorbanslari UV-Vis
spektrometresi ile 500 nm dalga boyunda 6él¢uldi. Tum dlgimler 3 kez tekrarlandi. Polimerin
dinamik 1sik sacilmasi (DLS) ol¢cimleri, Malvern ZetasizerNano ZS Particle Analyzer cihazi
kullanilarak gerceklestirildi. 2 farkh tampon ¢ozelti icinde (pH 5.5 ve pH 7.4), polimerlerin

konsantrasyonlari 4 mg/ml olacak sekilde polimerler ¢ézildi. DLS dlguimleri 3 kez tekrarlandi.
3.3.3 Kolesterol Polimerlerinin Sentezi
Kolesterilmetakrilat Monomerinin ve Polimerinin Sentezi

Kolesterol (0.02 mol), tolien (12 ml) ve trietilamin (3.75 ml) karisimi iginde ¢6ziindu ve
60°C 1 saat sire ile geri dongu ile 1sitildi. Metakriloil kloriir (0.6 mol) damla damla ¢ozeltiye
eklendi. 12 saat boyunca geri dénguye devam edildi. Daha sonra reaksiyon karigimi oda
sicakhgina getirildi ve metanol de ¢6zinmus hidroklorik asit (1.6 N) icinde ¢oktirtlerek filtre
edildi. Uriin kurutulduktan sonra *H NMR ile analiz edildi. Reaksiyon semasi Sekil 3.12'de
gOsterilmistir.

Monomer sentezinden sonra, proje onerisinde verildigi sekilde kolesteril metakrilat
monomerinin t-butiimetakrilat ile degisen molekul agirliklarinda kopolimerleri hazirlanmasina

yonelik deneyler gergeklestiriimistir. Polimerizasyonlar sematik olarak Sekil 3.13'de
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gOsterilmigtir. Kisaca; kolesteril metakrilat ve tert-butil metakrilat Tablo 3.6’da verilen oranlarda
tolien icinde ¢dzlndU. Polimerizasyon baglaticisi olarak AIBN ve RAFT ajani olarak 4-siyano-
4- (fenilkarbonotiyoiltiyo)pentanoik asit ¢ozeltiye eklendi. Karisimlarin agizlar septum
yardimiyla kapatildiktan sonra buz banyosu icinde ¢Ozeltilerdeki oksijen, azot gazi yardimiyla
yarim saat boyunca uzaklastirildi. Takiben, ¢ozeltiler belirtilen streler boyunca 68°C’deki yag
banyosu icinde tutuldu. Polimerizasyon siresi sonunda, karisimlar sogutulduktan sonra
havaya maruz birakilarak polimerizasyonlar durduruldu. Cézgen uzaklastirildiktan sonra
polimerizasyon karigimlari, monomer dénisiminiin belirlenmesi igin H-NMR analizine tabi
tutuldu. Daha sonra polimerizasyon karisimlari metanol igerisinde ¢oktirilerek donismemis

monomer ve diger ajanlar uzaklastirildiktan sonra polimerler GPC ile analiz edildi.

Metakriloil Klorar

o Trietilamin
_ >
' })kc' Toluen Q
68°C ﬁ)‘\
O
K

olesteril Metakrilat

Kolesterol

Sekil 3.12. Kolesteril metakrilatin olusma reaksiyonunun sematik gosterimi.

S
CN
o o ) 5 °
o g

)< o

})‘\o s cN
S
OH
t-Butil Metakrilat \6\)1\

Toluen, AIBN

Kolesteril Metakrilat

Kolesteril —ko-t-Butil Metakrilat

Sekil 3.13. Poli(kolesteril metakrilat-ko-t-bitil metakrilat) (p(CMA-ko-t-BMA)) kopolimerlerinin

sentezi.
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Tablo 3.6. Kolesteril metakrilat (CMA) ve t-butil metakrilatin (t-BMA) kopolimerizasyon gartlari.
T=68 °C. Cozgen: Toluen

Toplam Monomer [t-BMA]/[CMAJ/[RAFT]/[AIBN] Polimerizasyon

Konsantrasyonu Mol Orani suresi (saat)
4.2 M 490/10/1/0.2 2,4,6,8,18
59M 200/4/1/0.2 2,4,6,8,18

Gerceklestirilen %2 kolesteril metakrilat (CMA) iceren CMA ve t-butil metakrilat (t-BMA)
kopolimerizasyonunun kinetik ¢alismasindan elde edilen sonuglara gbére 490/10/1/0.2 mol
oraninda [t-BMAJ/[CMA]/[RAFT]/[AIBN] igeren kinetik polimerizasyonla arzu edilen yiksek
molekiler agirliklara ¢ikildigi gdézlemlenmistir. Bu kinetik sonuglar gézdnine alinarak degisen
molekdl agirliklarinda %2 CMA igeren kopolimerler fizikokimyasal karakterizasyonlarda
kullaniimak Gzere daha blyuk dlgekte Gretilmistir. Ayrica 4%,%8 ve %10 CMA icerigine sahip
kopolimerlerin kinetik ¢alismalari tamamlanmis ve degisen molekil agirliklarinda kopolimerler
Uretilmistir. Bdylece degisen kompozisyonlarda ve molekil agirliklarinda CMA-ko-t-BMA
kopolimerleri Gretilmistir. Kopolimerizasyon sartlari Tablo 3.6’da verilmistir.

Daha sonra bu uretilen kopolimerlerin asit hidroliz ile tert-butil gruplar uzaklastirilarak
CMA-metakrilik asit kopolimerleri (p(CMA-ko-MAA)) Uretilmistir. Hidroliz deneyleri kisaca soyle
gerceklestirilmistir: Kolesteril metakrilat-ko-t-butil metakrilat polimerleri (0.46 M t-butil ester)
diklorometanda ¢6ziindi. Cozelti hizlica kanistirilirken t-bitil esterin molce 50 kat fazlasi kadar
trifloroasetik asit eklendi. Reaksiyona 32 saat devam edildi. Reaksiyon sonrasi, TFA azot gazi
ile stpurilerek ucuruldu. Reaksiyon karisimi 10 mM NaOH ¢oézeltisinde ¢ozildikten sonra
diyaliz tiplerine (MWCO:3500 veya MWCO:1000) transfer edildi. Son uriin P(MAA-ko-CMA),

ultra saf suya karsi 3 gun suren diyalizden sonra liyofilizatérden beyaz toz olarak elde edildi.
Kolesterilmetakrilat Polimerinin Karakterizasyonu

Degisen molekil agirliklarda ve kompozisyonlarda P(MAA-ko-CMA)'larin DLS analizi
icin polimerler 0.125 mM olacak sekilde pH 5.5 ve pH 7.4’deki 150 mM fosfat tampon ¢ozeltisi
icinde hazirlanmislardir. Malvern NanoZS Particle Analyzer cihazi ile DLS olgimleri
gergeklestirilmistir. Olgimler 3 kez tekrarlanmistir. Polimerlerin bulaniklik testi deneyi su
sekilde yapilmigtir: Oncelikle, iki farkli pH degerinde (5.5 ve 7.4 arasi) fosfat tampon gozeltileri
hazirlandi. 2% CMA igeren polimerler son derisimleri 0.125 mM olacak sekilde tampon
¢Ozeltileri iginde ¢dzinduler. Bu polimerlerin farkli tampon ¢ozeltiler icindeki absorbanslari UV -

Vis spektrometresi ile 400 nm dalga boyunda 6lc¢uldu.
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Katyonik Kolesterol Kopolimerlerinin Sentezi

2-(Amino etil) amino) etil metakrilat (AEAEMA), literatlrde rapor edilen prosedur takip
edilerek sentezlenmistir (Kurtulus vd., 2014). Kopolimerizasyonlar yukarida verilen prosedir
takip edilerek gergeklestiriimistir. Kopolimerizasyon sartlari Tablo 3.7’de verilmektedir.
Polimerler diklorometan icinde ¢6zillp, hekzan icerisinde c¢oktirtlerek saflastiriimiglardir.
Urtinler, GPC ve *H-NMR ile analiz edilmistir.

Tablo 3.7. Kolesteril metakrilat (CMA) ve AEAEMA kopolimerizasyon sartlari. T=68°C;

Cozgen: Toluen

[(AEAEMA)J/[CMA)/[RAFT]/[AIBN] Monomer Polimerizasyon
Mol Orani Konsantrasyonu Siresi
(M) (Saat)
90/10/4/1 15 2,4,6,8
100/100/4/1 15 2,4,6,8
75/50/5/1 15 2,4,6,8
225/25/5/1 15 12
450/50/5/1 15 12
900/100/5/1 1.5 12
200/50/5/1 15 12
400/100/5/1 15 12
800/200/5/1 1.5 12

Kopolimerlerin  sentezinden sonra Boc- gruplarinin  ve RAFT gruplarinin
uzaklastiriimasi (aminoliz) literatiirde rapor edilen prosedur takip edilerek gerceklestiriimistir
(Kurtulus vd., 2014).

3.4 Sentezlenen Polimerlerin Hiicre Kiiltiirii ve Hemoliz Deneyleri

3.4.1 Hiicre Kiltiiri

Proje boyunca sentezlenen tum polimerlerin hdcre kaltird deneyleri asagidaki
prosedurler kullanilarak gergeklestirilmistir. Hicre kaltart deneylerinde insan brons epitelyum
saglikli hiicre hatti (BEAS-2B), insan akciger adenokarsinom epitelyum htcre hatti (A549) ve
fare fibroblast hicre hatti (NIH 3T3) kullaniimigtir. BEAS-2B ve NIH 3T3 hicre hatlari, %4.5
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glukoz, % 10 sigir serumu ve %1 pen-strep iceren DMEM ortaminda, , A549 hiicre hatti ise
RPMI-1640 htcre kultir ortamina ek olarak % 10 sigir serumu ve %1 pen-strep kullanilarak,
37 °C ve %5'lik CO, atmosferinde buyutlilmuslerdir. Hucreler ylzeyi % 90 oraninda
kapladiklarinda EDTA igeren tripsin enzimi kullanilarak yuzeyden kaldiriimiglar ve belirlenen
oranlarda yeni vyizeylere aktariimisti. Hemoliz deneyinde ise kirmizi kan hucreleri

kullaniimistir.
3.4.2 Sentezlenen Polimerlerin RAFT U¢ Grubunun Kirilmasi

Polimerlerin toksisite deneylerinin yapilmasi amaciyla o6ncelikle, polimerlerin ug
grubunu olusturan ve olasi toksik 6zellik gdsterebilen, tiyokarboniltiyo u¢ grubu, literatiirde
yaygin olarak uygulanan aminoliz reaksiyonu ile kaldinimistir. Kisaca, polimerler (4 mM)
metanol iginde ¢dzllerek, ug grubunun kapatiimasi igin uygun monomer birimi eklenerek (12
mM) ile hekzilamin (40 mM) ve trietilamin (40 mM) varlidinda 3 saat azot altinda tutularak
reaksiyona sokulmustur. Reaksiyon tamamlandiktan sonra polimerler suya kargi yapilan
diyaliz ile saflastinimiglardir. Polimerlerin u¢ grubunun kaldiriimasi, UV- Vis spektroskopisi
yontemi ile gozlenmistir. Son adimda toksisite deneyleri dncesi PBS icinde degisen
konsantrasyonlarda polimer ¢ozeltileri hazirlanarak 0.45 um filtreden gecirilerek sterilize

edilmiglerdir.
3.4.3 Polimerlerin Toksisitesinin incelenmesi

Polimerlerin hiicreler Gzerindeki toksik dzelliklerinin belirlenebilmesi icin 3-(4,5-dimetil-2-
thiazol)-2,5-difenil-2H-tetrazolyum bromid (MTT) deneyleri gerceklestiriimistir. MTT metodu ile
hicre canliiginin belirlenmesi, mitokondriyal enzimlerinin tetrazolyum boyasini indirgemesine
dayanir ve enzimlerin konsantrasyonu reaksiyon sonucu olusan renk yogunlugu ile dogru
orantiidir. 96-haneli mikroplakaya 10* hilicre/hane konsantrasyonda hicreler uygun besi
ortami icinde vyerlestiriimis ve 24 saat boyunca 37°C ve %5'lik CO, atmosferinde
buyutulimuslerdir. Polimerler her bir haneye belirlenen konsantrasyonlari olusturacak sekilde,
fosfat tamponunun htcre kiltir ortamindaki orani %0.5 hacim/hacim degerini gegmeyecek
sekilde aktanimiglardir. Her bir hanenin son hacim degeri 200 pl olarak ayarlanmigtir ve
hicreler 24 veya 72 saat boyunca 37 °C ve %5'lik CO; atmosferinde inktbe edilmislerdir.

inkiibasyon sonrasinda 5 mg/ml konsantrasyonda hazirlanmis MTT boyasi %10
hacim/hacim oraninda hicre kultir ortamina eklenmis ve hicreler 4 saat boyunca 37°C ve
%5'lik CO, atmosferinde inkiibe edilmiglerdir. MTT boyasi ile inkibasyon sonrasinda
mikroplakalar 1800 rpm'de 10 dakika boyunca santrifij edilmigler ve slpernatantlar

uzaklastinlarak, pelletler 100 yl DMSO ile ¢6ziUImuslerdir. Hicre canliligi 570 ve 690 nm dalga
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boyunda, Varioskan Flash, Thermo Electron Corporation cihazi kullanilarak gergeklestirilen

spektroskopik analiz ile dlgtlmastar.
3.4.4 Polimerlerin Floresan Boya ile Etiketlenmesi

Polimerlerin htcre alimlarinin ve hucre igi dagilimlarinin akig sitometresi ve floresan
mikroskobu ile incelenebilmesi igin 6ncelikle uygun bir floresan etiket ile isaretlenmesi
gereklidir. Floresan etiket olarak literatirde daha 6nce polimerlerin hiicre alim deneylerinde
kullaniimig, genis bir pH araliginda (pH 3 - pH 10) kararli floresan yapida olan Oregon Green
boyasi kullanilimigtir.

P(AEAEMA-ko-CMA)) kopolimerleri diginda tim polimerler maleimid ug¢ grubu
fonksiyonelligine sahip olan Oregon Green boyasi kullanilarak etiketlenmistir.

Oregon Green maleimid etiketinin arjinin ve yag asidi polimerlerine baglanmasi
polimerin ug grup olarak tasidigi RAFT ajaninin kirilmasi ile olusan tiyol grubunun maleimid
grubu ile katilma reaksiyonuna girmesi ile gergeklestirilmistir (Boyer, 2009a; 2009b, 2009c).
P(AEAEMA-ko-CMA)) polimerleri ise Oregon Green 488 carboxylic asit siksinimidil ester *5-
isomer floresan boyasi kullanilarak etiketlenmistir.

Etiketin polimerlere baglanma reaksiyonu igin Oregon Green maleimid boyasi 100 mM
konsantrasyonda DMF ile ¢oézulmustir. Tiyol ug grup fonksiyonelligine sahip polimerler, 1 mM
konsantrasyonda fosfat tamponunda (pH: 7.1, 0.5 M) ¢ézllmis ve 5 dakika stire ile TCEP (10
mM) ile reaksiyona sokulmuslardir. Polimer ¢dzeltisine, DMF icinde ¢6zulmus boya sollisyonu
(100 mM) karistirma altinda eklenmistir. Reaksiyon azot altinda 2 saat sure ile gerceklestiriimis
ve bu sirenin sonunda sollisyona azot altinda 10 mM TCEP eklenmistir. Bunu takiben
reaksiyona gece boyunca devam edilmistir.

P(AEAEMA-ko-CMA)) kopolimerleri (0.0435 mol, Mn= 15500 Da, %10 CMA icerikli)
200 pl DMF iginde ¢ozunup 1.5 mg Oregon Green 488 carboxylic acid,succinimidyl ester *5-
isomer floresan boyasi eklenerek 24 saat oda sicakliginda reaksiyona tabii tutulmustur.

p(CMA-ko-MAA)) kopolimeri ise o6ncelikle karboksil gruplarinin %2'si tiyole
donustirilmustir. Kisaca, kopolimer N-hidroksisulfosukkinimid (Sulfo-NHS) ve 1-etil-3-(3
dimetilaminopropil)karbodiimid (EDC) varliginda pH 5.5 tamponu iginde sisteamin ile 3 saat
boyunca reaksiyona sokulmustur. Reaksiyon sonrasi diyaliz ve liyofilizasyon ile elde edilen
tiyol modifiye polimer ile esdeger molde Oregon Green Maleimid tris(2-karboksietil)fosfin
(TCEP) varlidinda azot altinda 2 saat suresince reaksiyona sokulmustur.

inkiibasyon siresinin sonunda elde edilen polimerler MWCO 3500 Da diyaliz
membrani kullanilarak 5 gun boyunca diyaliz edilmis ve sonrasinda dondurularak
kurutulmustur. Polimer zincirlerinin floresan etiketlerce isaretlenme orani 10 yM polimer

konsantrasyonunda, kuvarz kivet kullanilarak UV-Vis spektrometre (Thermo Scientific

31



&)

TUBITAK

Evolution 201 Spektrofotometre) ile 300-800 nm araliginda tarama ile belirlenmigtir. Floresan
etiketin polimere baglanma derecesi, 491 nm dalga boyundaki absorbans degeri (Ax), polimer
konsantrasyonu (C)(mg/ml), polimerin molekul agirhg: (Mw) (g/mol), i1sik yolu (L)(cm) ve
sonme katsayisi (e= 81000 Mcm?) kullanilarak Denklem 3.1' de gosterildigi sekilde

hesaplanmistir. Proje de yer alan polimerlerin timtnde ayni mol oranlari kullanilimigtir.

_ AxMy,

Npye (Denklem 3.1)

/Polymer ~ Cel
3.4.5 Hucre Alimi Deneyleri

Floresan boya ile isaretlenmis polimerlerin hiicre hatlarn tarafindan alimlar akis
sitometresi yontemi ile belirlenmistir. 24-haneli mikroplakaya 5.10* hiicre/hane
konsantrasyonda A549 hucreleri uygun besi ortami icinde yerlestiriimis ve 24 saat boyunca
37°C ve %5'lik CO; atmosferinde buyUtilmuslerdir. Polimerler ayri ayri her bir haneye uygun
konsantrasyonlarini olusturacak sekilde, fosfat tamponunun hicre kultir ortamindaki orani
%0.5 hacim/hacim degerini gegcmeyecek sekilde aktariimiglardir. Her bir hanenin son hacim
degeri 500 pl olarak belirlenmistir ve hucreler 1 veya 3 saat boyunca 37°C ve %5'lik CO;
atmosferinde inklibe edilmiglerdir.

Floresan boya ile isaretlenmis, polimerlerin A549 hicreleri tarafindan alimlarinin
enerjiye bagimlihginin belirlendigi deney setinde, hicrelerin  membran aktivitelerini
durdurabilmek icin mikroplakalar 1 saat 4°C'da inkibe edilmigler ve daha sonra floresan boya
ile isaretlenmis peptid ve polimerler uygun konsantrasyonlarda olacak ve fosfat tamponunun
hicre kualtir ortamindaki orani  %0.5 hacim/hacim deg@erini gegmeyecek sekilde
aktariimiglardir. Her bir hanenin son hacim degeri 500 ul olarak ayarlanmistir. Hicreler 1 saat
boyunca 4°C ve %5'lik CO, atmosferinde inkiibe edilmiglerdir.

Floresan boya ile isaretlenmis peptid ve polimerlerin, A549 hucreleri ve NIH/3T3
hicreleri tarafindan endositoz araciligiyla alimlarinda hicre iskeletinin rolindn belirlenmesi
deney setinde, hicrelerin aktin filamentlerinin ve mikrotibul aktivitelerini durdurabilmek icin
hicreler 1 saat 37°C'da 20 yM nokodazol ve sitokalasin D kimyasallari ile inklibe edilmigler ve
daha sonra floresan boya ile isaretlenmis polimerler 40 veya 100 uM konsantrasyonda ve
fosfat tamponunun hiicre kultir ortamindaki orani %0.5 hacim/hacim degerini gegmeyecek
sekilde ayr hanelere aktarilmiglardir. Her bir hanenin son hacim degeri 500 pl olarak
ayarlanmistir. Hucreler 1 saat boyunca 37°C ve %5'lik CO, atmosferde inkube edilmislerdir.

Her bir deney setinde inklbasyon sonrasinda, hicre kultur ortami her bir haneden
uzaklastinimis ve hicreler fosfat tamponu ile iki kez yikanmiglardir. Hiicreler yizeyden tripsin

enzimi ile muamele sonucu ayrilmig ve serum igeren hicre kiltir ortaminin eklenmesi ile
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toplanarak 1000 rpm ve 4°C'de 5 dakika boyunca santrifiij edilmislerdir. Supernatant atildiktan
sonra hicre pelleti 200 pl fosfat tamponunda asili hale getirilmistir. Oregon Green 488 kati faz
lazerine ve 530/300 filtre konfiglirasyonuna sahip olan BD FACSCantoTM (BD Biosciences,
San Jose, USA) akis sitometrisi cihazi ile 10,000 hiicre analiz edilerek, elde edilen veri
Denklem 3.2'ye gore analiz edilmistir. Elde edilen sonugclar polimerlerin etiket derecesi ile

normalize edilmistir. Istatiksel analiz iki yonlii t-test ile gerceklestirilmistir.

0G ortalamapz* Hiicre Sayisips

% Hiicre Alimi = (Denklem 3.2)

0G ortalamap,* Hiicre Sayisipq

3.4.6 Hiicre igi Dagiim Deneyleri

Polimerlerin hiicre i¢i dagihmi floresan mikroskobu (Olympus 1X81) kullanilarak
belirlenmistir. Hlcrelerin nikleuslari mavi renkte DAPI (4',6-Diamidino-2-fenilindol Dilaktat)
floresan boyasi ile isaretlenmistir. Bu deneylerde A549 hiicreleri kullanilmistir.

4 haneli, cam ylizeyli plakaya (1.7 cm?hane) hiicrelerin daha iyi tutunmasi igin
oncelikle ylizey modifikasyonu yapilmistir. A549 hiicrelerinin ylzeylerinde integrin reseptorleri
oldugundan, bu htcreler icin ylizey modifikasyonu fibronektin proteini ile gerceklestirilmistir.
Fibronektin ile ylizey modifikasyonu igin 1 mg/ml konsantrasyondaki fibronektin proteini PBS
ile seyreltilerek 2.5 ug/cm? konsantrasyonda cam haneli plakanin ylizeyini kaplayacak sekilde
konulur. Cam yulzeyli plaka en az 45 dakika boyunca steril hava akisina birakilir ve bu sure
sonunda sivi ytzeyden bosaltilir.

Cam yizeylerin modifikasyonundan sonra 3.10% hiicre/hane konsantrasyonda A549
hicreleri uygun besi ortami icinde yerlestiriimis ve 24 saat boyunca 37°C ve %5 'lik CO»
atmosferinde buyltilmuslerdir. Floresan boya ile isaretlenmis polimerler, hanelere 40 uM
konsantrasyonda olacak ve fosfat tamponunun hicre kualtir ortamindaki orani %0.5
hacim/hacim degerini gegmeyecek sekilde aktariimiglardir. Her bir hanenin son hacim degeri
200 pl olarak ayarlanmistir ve hicreler 3 saat boyunca 37°C ve %5'lik CO. atmosferinde
inklbe edilmislerdir. Hiicrelerin polimerler ile inkiibasyonu sonrasinda haneler steril PBS ile iki
defa yikanmiglardir. Hucreler 200 pl, %4 oraninda paraformaldehit igeren fiksasyon
solisyonunda oda sicakliginda 20 dakika inkibe edilerek fikse edilmiglerdir. Hicrelerin
fiksasyon solusyonu ile inkibasyonu sonrasinda haneler PBS ile iki defa yikanmiglardir. Daha
sonra DAPI nukleus spesifik boyasi 150 nM final konsantrasyonda olan 200 ul PBS hanelere
aktariimig ve 5 dakika boyunca oda sicakhiginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
haneler steril PBS ile iki defa yikanmiglardir. Prolong Gold floresan boya solma Onleyici

kimyasal hicrelerin bulundugu yizeye damlatilmigtir ve ylizey lamel ile kapatiimistir.

33



&)

TUBITAK

DAPI ve Oregon Green boyalarinin sénme ve emisyon dalga boyu degerleri sirasiyla
358-461 nm ve 496-524 nm’dir. Floresan mikroskobu ile belirtlen sdnme ve emisyon
degerlerine uygun filtreler kullanilarak ¢ekilen fotograflar, CellSenseTM Olympus ve Image J

programi kullanilarak birlegtirilmiglerdir.
3.4.7 Hemoliz Deneyi

Degisen molekul agirliklarda ve kompozisyonlarda P(MAA-ko-CMA) ve P(MAA-ko-
UDAMA) polimerlerinin kirmizi kan hlicre membranina etkileri hemoliz deneyleri ile test edildi.
Hemoliz deneyi kisaca asagida verildigi gibi yapildi: 150 mM tuzlu su ¢dzeltisi ile yikanan
kirmizi kan htcreleri, pH 5.5 veya pH 7.4'deki 100 mM fosfat tampon ¢oézeltisi iginde
slispansiyon haline getirildi ve 108 hiicre/200 ul konsantrasyonda olacak sekilde seyreltildi.
Hucre ¢ozeltisinden 200 pl, farkl konsantrasyonlarda polimer iceren pH 5.5 veya pH 7.4 fosfat
tampon c¢ozeltisinden 800 pl karistirilip 1 saat 37°C'de inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi tiipler
santrifiij edildi. SGpernatant ¢ozeltileri temiz tlplere alinip absorbanslari 541 nm'de dl¢uld.
Triton X-100 ¢ozeltisi (ad. %1) pozitif kontrol ve fosfat tampon ¢dzeltisi negatif kontrol olarak

kullanildi. Her deney 3 kez tekrarlandi.
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4. BULGULAR

4.1 Arjinin igeren Polimerlerin Sentezi

Ara raporlarda anlatildigi Gzere iyi tanimlanmis arjinin polimerlerinin sentezi icin bir seri
on deneme yapilmistir. Bu 6n denemeler karboksilik asit ve guanidin grubu, sirasiyla alil ester
ve pentametil-2,3-dihidrobenzofuran-5-silfonil (Pbf) korumali H-arjinin(Pbf)-alil esterin
dogrudan polimerlestiriimesini, H-Arg(Pbf)-2-klorotritil reginesinin arjinin monomeri sentezinde
kullaniimasini ve H-Arg(Pbf)-alil esterin metakriloil klorur ile reaksiyonuyla arjinin monomeri
sentezini icermektedir. On denemeler sonrasi birincil aminlerle spesifik olarak reaksiyona
girebilen bir aktif ester olan, pentaflorofenil metakrilat (PFMA) monomerinin kullaniimasiyla
arjinin iceren polimerlerin sentezlenmesi gerceklestiriimistir. Arjinin iceren polimerler iki ayri
yontem ile sentezlenmigtir. Bu yontemler; (1) arjinin metil ester metakrilat monomerinin
PFMA’dan turetilerek sentezlenmesi ve RAFT teknigi ile polimerlestirimesi ve (2) PFMA
monomerinin RAFT polimerizasyonu ile aktif ester polimerlerinin sentezi ve elde edilen

polimerlerin arjinin metil ester ile modifiye edilmesidir.
4.1.1 Arjinin Monomeri Sentezi

Calismada oncelikle PFMA monomeri sentezlenmigstir. Birincil aminlere reaktivitesi
bilinen PFMA monomerinin sentezi literatlrde belirtildigi gibi gerceklestirilmistir (Eberhardt vd.,
2005). Vakum distilasyon sonrasi elde edilen saflastiriimis PFMA monomerinin *H ve **F NMR

spektrumlari Sekil 4.1°de verilmektedir. Sentezde toplam verim %57°dir.
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ekil 4.1. Vakum distilasyon sonrasi PFMA monomerinin °F NMR ve 'H ve spektrumlari.
y p

ikinci adimda, sentezlenen PFMA ile guanidin grubu koruma grubu icermeyen arjinin
metil ester (AME) dogrudan reaksiyona sokulmustur. Sekil 4.2 - 4.4’de reaksiyon éncesi AME,
reaksiyon karisimi ve saflastirma sonrasi arjinin metil ester metakrilamid (AMME)
monomerinin *H NMR spektrumlari veriimektedir. Serbest AME'nin 4.07 ppm’deki -CH,-CH (-
C=0)-NH, kaymasinin reaksiyon sonrasi tamamen kaybolmasi ve 4.34 ppm’'de -CH,-CH(-
C=0)-NH-C(=0)- protonuna spesifik kaymanin olusmasi reaksiyonun 100% verimle ve segici
olarak alfa primer aminden gerceklestigini géstermistir. Bu bulgu ayrica Sekil 4.5’de verilen
MALDI-ToF spektrumuyla da desteklenmistir. Teorik molekil kitlesi 256.30 olan AMME

monomerinin deneysel kitlesi 255.70 amu olarak bulunmustur.
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Sekil 4.2. L-Arjinin metil ester (AME)'nin *H NMR spektrumu.
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Sekil 4.3. L-Arjinin metil ester (AME) ve PEMA'nIn reaksiyonu sonrasi elde edilen karisimin *H
NMR spektrumu.
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Sekil 4.4. Arjinin metil ester metakrilamid (AMME) monomerinin saflastirma sonrasi *H NMR

spektrumu.
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Sekil 4.5. Elde edilen AMME monomerinin MALDI-ToF spektrumu.

Sonug olarak; arjinin metil ester metakrilamid (AMME) monomerinin sentezi literattrde

olmayan yeni bir sentez yontemi ile PFMA aktif ester monomeri ve guanidin grubu korumasiz

arjinin amino asitinin dogrudan reaksiyonu ile tek adimda basgariyla gergeklestiriimigtir.
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4.1.2 Arjinin Monomerinin Serbest Radikal Polimerizasyonu

Oncelikle sentezlenmis AMME monomerinin serbest radikal polimerizasyonu
denenmistir. Arjinin monomerinin serbest radikal polimerizasyonu DMF, asetonitril ve metanol
gibi polar organik ¢ozgenlerde, ACVA baslaticisi ile beslemedeki monomer/baslatici mol
oranlari [M]/[l] 50/1 ve baslangic monomer konsantrasyonu [M]= 0.2-0.5 M olacak sekilde
denenmis ancak tim polimerizasyonlar jellesme ile sonuglanmigtir. Daha sonra serbest radikal
polimerizasyon denemeleri ¢bdzgen olarak sulu tampon ¢bzeltisi  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu polimerizasyonlarda ¢ézgen olarak sodyum asetat-asetik asit tamponu
(pH 5.2):metanol (65:35 v:v) karisimi kullaniimistir. Baglangis monomer konsantrasyonu [M]=
0.2 M, [MJ/[I] orani 200/1 olarak tutulmustur. Sulu ortamdaki polimerizasyon denemelerinin ilk
setinde baslatici olarak ACVA kullaniimigtir. ACVA'nin kullanildigi polimerizasyonlarda
sicaklik 70°C’dir. Bu polimerizasyonlardan elde edilen polimerlerin diyalizi sonrasi alinan 'H
NMR spektrumlarina érnekler Sekil 4.6'da verilmektedir. Spektrumlarda karakteristik polimer
pikleri 0.5-2.0 ppm’de gorulmektedir. Ayrica karakteristik arjinin sinyalleri de 3.6 ve 4.15

ppm’de acik sekilde gorilmektedir. Spektrumlarda monomer piklerinin olmadigi not edilmelidir.
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Sekil 4.6. AMME’nin sulu ortamda gergeklestirilen serbest radikal polimerizasyonu sonuglari.
Diyaliz sonrasi drneklerin *H NMR spektrumlari (D20). Ust: 4 saatlik polimerizasyon; Alt: 10

saatlik polimerizasyon.
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Sulu ortamdaki polimerizasyon denemelerinin ikinci setinde baslatici olarak AMPA
kullaniimigtir. AMPA’nin  kullanildi§i polimerizasyonlarda sicaklik 50°C’dir. RAFT ajani
aminoliz deneyleri sonuglarindan RAFT ajani degradasyonunun 70°C’de oldukga ylksek
oldugu belirlenmigtir. Bu nedenle AMME’nin polimerizasyon denemelerine daha disik
radikal AMPA’nIn

polimerizasyonlardan elde edilen polimerizasyon karigimlarinin *H NMR spektrumlarindan

sicakliklarda olusturabilen varhiginda devam edilmigtir. Bu
monomerin polimere doénlisim degerleri hesaplanmistir. Dénldslimler Tablo 4.1'de
veriimektedir. Buradan gorulecedi Uzere 4 saatlik polimerizasyon sonucunda dahi %81 gibi
oldukga ylksek déntsim degerleri elde edilmistir (Sekil 4.7 Gst spektrum). Diyaliz sonrasi elde
edilen polimerlerin spektrumlarina bir érnek Sekil 4.7’de verilmektedir. Bu spektrumda

karakteristik polimer ana zincir ve arjinin sinyalleri acik bir sekilde gértulmektedir.

Tablo 4.1. Baslatici olarak AMPA ile gergeklestirilien AMME’'nin serbest radikal

polimerizasyonlarindan elde edilen monomer dénisim degerleri

Polimerizasyon Siresi (saat) Monomer Dénusumu (%)
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Sekil 4.7. Baslatici olarak AMPA ile gergeklestirlen AMME monomerinin 4 saatlik
polimerizasyonu sonrasi elde edilen polimerizasyon karisiminin (Ust) ve saflastinimis
polimerin (alt) *H NMR spektrumlari (D;O).

Serbest radikal polimerizasyon sonuglari elde edildikten sonra, projede asil
kullaniimasi amaglanan; iyi-tanimlanmis polimer eldesi saglayan RAFT teknigi ile AMME
monomerinin polimerizasyon denemelerine gecilmistir. RAFT polimerizasyon deneylerinde
oncelikle zincir transfer ajani (RAFT ajani) olarak kullaniimasi planlanan 4-siyano-4-
(fenilkarbonotiyoiltiyo) pentanoik asitin, arjinin metil ester metakrilat (AMME) monomeri
varliginda aminoliz ¢alismasi yapilmistir. Bu ¢alismaya goére kullanilan ditiyo esasli RAFT
ajaninin 50°C’de aminolizinin 7 saat icinde %45 oldugu belirlenmistir (veri sunulmamistir). Bu
oldukca yuksek degradasyon dikkate alinarak, AMME’nin iyi tanimlanmis yapida polimerlerin
uretiminin 4-siyano-4-(fenilkarbonotiyoiltiyo) pentanoik asitin RAFT ajani olarak kullaniimasiyla
yapillamayacagina karar verilmigtir. Dolayisiyla yeni bir RAFT ajani, 4-siyano-4-
(etiltiyokarboniltiyoiltiyo) sulfanillpentanoik asid (ECT) literatlirde yayinlanmis bir prosedur
takip edilerek sentezlenmistir (Moad vd., 2004). ECT tritiyo esasli bir RAFT ajani olup, sulu
¢Ozeltilerde hidroliz ve aminolizinin gok yavas oldugu bilinmektedir. Emin olmak icin AMME’nin
ECT ile RAFT polimerizasyonu deneyleri 6ncesi ECT’nin AMME monomeri varliginda 70°C’de
aminolizi UV-vis spektroskopi ile incelenmistir. Bu deney sonuglari ECT’nin 24 saat iginde
70°C’de aminolizinin %10’nun altinda oldugunu gdstermigtir (veri gdsterilmemistir). Boylece
ECT’nin, proje kapsaminda arjinin igeren iyi tanimlanmig polimerlerin tretiminde RAFT ajani
olarak kullanilmasina karar verilmistir. Buna uygun olarak yapilan bir seri polimerizasyon
optimizasyon deneyi sonucu Tablo 4.2'de verilen sartlar altinda 250/3/1’lik [AMME]o/

[ECT]o/[Baslatici]o oraninda kinetik galismalar yapilmistir. Tabloda elde edilen polimerlerin
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ozellikleri verilmistir. Monomer donlisim degerleri *H-NMR spektrumundan, molekdl agirlik

bilgileri GPC ile belirlenmistir.

Tablo 4.2. AMME’nin RAFT polimerizasyonu sonuglari

[AMME] [AMME]o/ Baslatici | Cobzgen Sire | Donusum. Mn PDI
(molll) [ECT]of (saat) (%) (GPC) | (GPC)
[Baglatici]o (NMR) (9/mol)
0.4 250/3/1 AIBN DMAc 2 19 1800 1.03
0.4 250/3/1 AIBN DMAc 4 19 1817 1.01
0.4 250/3/1 AIBN DMAc 6 25 1982 1.00
0.4 250/3/1 AIBN DMAc 8 29 2362 1.03
0.4 250/3/1 AIBN DMAc 12 32 2508 1.03
0.2 545/5.5/1 AMPA Metanol- 22 57 17000 1.27
Asetat
Tamponu

Polimerlerde dlsUk polariteye sahip RAFT u¢ gruplarinin varligi polimerlerin
¢6zunurlik 6zelliklerinin degismesine sebep olmustur. Bu sebeple; polimerlerin saflastiriimasi
icin serbest radikal polimerizasyon calismalarindan farkli olarak yeni bir yontem gelistiriimistir.
Polimerizasyon karisimi, metanol:su (50/50 v/v) (pH 4.0) karisimi i¢inde diyaliz edilmigtir.
Saflastirma sonrasi alinan NMR spektrumu Sekil 4.8'de verilmektedir. Spektrumda monomer
sinyallerinin (5-6 ppm) yoklugu saflastirma yénteminin basarisini gostermistir. Sekil 4.9'da
RAFT polimerizasyonu kinetik galisma sonugclari verilmigtir. Dondsumun zamanla ve Mn
degerlerinin monomer donusumu ile lineer iligkisi, ayrica dusuk PDI degerleri, AMME

polimerlerinin basariyla RAFT kontrolli olarak sentezlendigini gdstermistir.
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Sekil 4.9. AMME’nin RAFT polimerizasyonu sonugclari. [AMME]o/ [ECT]o/[Baslatici]o = 250/3/1;
sicaklik= 50°C; ¢dzgen= DMAc.

4.1.3 Amin Reaktif PFMA Monomerinin RAFT Polimerizasyonu

Amin-reaktif bir aktif ester olan pentaflorofenil metakrilat (PFMA) monomerlerinin
sentez sonuclari Bolim 4.1.1°de sunulmustur. Monomer sentezinin ardindan, PFMA
polimerlerinin hazirlanmasi ve arjinin amino asidi ve oktaarjinin peptidi ile modifiye edilmesine
yonelik calismalar gergeklestiriimistir. Bu kapsamda ©Oncelikle bir dizi PFMA
homopolimerizasyonu gergeklestiriierek RAFT mekanizmasi kontrolli polimerizasyon

optimizasyonu yapilmistir. Bu denemelerin bazilarinin sonuglari Tablo 4.3’de sunulmaktadir.
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Tablo 4.3. PFMA monomerinin RAFT polimerizasyon sonuglari [Monomer]= 2 M; Cbzgen:

Dioksan
IMVIRVI] Polimerizasyon | Monomer Mn D¢ Mn PO
sUresi (dak) Dondsim? | Teorik® (GPCQ)
90°C
50/1/0.25 15 0,32 4307 23 6000 1,30
50/1/0.25 30 0,64 8403 31 8000 1,40
50/1/0.25 60 0,65 8511 32 8100 1,33
50/1/0.25 120 0,90 11638 | 38 9600 1,30
90°C
25/1/0.25 7 0,38 2690 21 5400 1.26
25/1/0.25 15 0,65 4391 26 6500 1.34
25/1/0.25 22 0,67 4517 26 6700 1.27
25/1/0.25 30 0,75 5006 27 6800 1.28
90°C
100/1/0.25 7 0,39 10252 | 37 9300 1,34
100/1/0.25 15 0,48 12556 | 40 10000 | 1,74
100/1/0.25 22 0,59 15297 | 44 11100 | 2,08
100/1/0.25 30 0,81 20897 | 51 12800 | 1,69
80°C
100/1/0.125 7 0,24 6388 35 8980 1,42
100/1/0.125 15 0,27 7284 37 9540 1,43
100/1/0.125 22 0,31 8100 41 10540 | 1,44
100/1/0.125 30 0,36 9325 46 11710 | 1,28
80°C
25/1/0.25 7 0,26 1964 20 5085 1,13
25/1/0.25 15 0,44 3069 21 5320 1,22
25/1/0.25 22 0,65 4399 23 5850 1,25
25/1/0.25 30 0,71 4787 27 6800 1,27
80°C
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25/1/0.125 7 0,30 2204 21 5370 | 1,10
25/1/0.125 15 0,41 2899 22 5500 | 1,21
25/1/0.125 22 0,48 3298 22 5500 | 1,25
25/1/0.125 30 0,83 5558 28 7030 | 1,33

Tablo 4.3'de belirtilen polimerlerin monomer dénusumu ile sayica molekul agirhgi
iliskisi Sekil 4.10’da géruldugu gibi lineerdir. Ayrica Monomer/RAFT orani arttikga polimerlerin
molekdl agirhklarinin arttigr  gézlenmigtir. Bu sonuglar PFMA'nin  RAFT kontrollu  bir
polimerizasyon mekanizmasi ile polimerlestigini gdstermektedir. Monomer/RAFT/Baslatici mol
oraninin 100/1/0.25 oldugu durumda polimerlerin molekdl agirhidr dagiimlarinda artig

g6zlenmistir. Bu, RAFT kontrolinin kaybolmaya basladigini ve polimerlesme sirasinda yan

reaksiyonlarin oldugunu gésterebilmektedir.

3

In{Mo/Mt)

Mn

Sekil 4.10. PFMA’nin RAFT polimerizasyonu. Monomer konsantrasyonu=2M; ¢dzgen=

2000
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dioksan; polimerizasyon sicakhgi 90°C.
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4.1.4 Fonksiyonel Polimer PPFMA’nin Arjinin Amino Asiti ile Modifiye Edilmesi

Arjinin  iceren polimerler, dogrudan arjinin iceren monomerin  (AMME)
polimerlestiriimesine alternatif olarak aktif ester polimeri PPFMA’nin arjinin metil ester (AME)
ile modifikasyonu ile de Gretilmigtir. PPFMA’nin AME ile modifikasyonu verimi **F NMR analizi
ile belirlenmistir. Reaksiyon sonrasi higbir islem yapilmadan reaksiyon karigimi *°F-NMR ile
incelenmistir (Sekil 4.11). Reaksiyon sonrasinda PPFMA’ya ait polimerik flor pikleri
g6zikmemektedir. Polimerin yapisinda olan -153 ppm, -158 ppm ve — 162 ppm sinyalleri, -163
ppm, -166 ppm ve -172 ppm degerlerine kaymistir. Yeni spektrumda gorulen sinyaller,
reaksiyon yan Urind pentafluorofenol’e aittir. Bu sonu¢ PPFMA’nin tim pentafluorfenil
gruplarinin AME ile reaksiyona girdigini PAMME polimerinin olugtugunu gdstermektedir.

Dolayisiyla modifikasyon verimi %100°ddr.
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Sekil 4.11. (Ust) PPFMA’nin modifikasyon éncesi *°F-NMR spektrumu. (Alt) PPFMA’nin AME

ile reaksiyonu sonrasi alinan °F-NMR spektrumu.
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4.1.5 PPFMA-b-PPEGMA Kopolimerlerinin RAFT Polimerizasyonu ile Sentezi

Proje basvurusunda O&nerildigi sekilde Gretilen polimerlerin kompozisyonu (belirli
kimyasal gruplarin varlidi, hidrofobik ve hidrofilik gruplarin orani, yik yogunlugu vb.),
polimerlerin toksik 6zelliklerini dogrudan etkileyen bir 6zelliktir. PPFMA’dan turetilecek arjinin
polimerlerinin potansiyel in vivo kullanimlarini dikkate alarak ve olasi toksisitelerini azaltmak
icin PPFMA’nin biyolojik olarak uyumlu bir polimer olan poli(oligoetilen glikol metakrilat)
(PEGMA) ile blok kopolimerleri hazirlanmistir. Bu amagla énce PPFMA makroRAFT ajani
hazirlanmig ve bu makroRAFT ajandan PEGMA monomeri ile uzatimigtir. Sekil 4.12,
kopolimerizasyon sonrasi alinmis 'H NMR spektrumunu gostermektedir. PEGMA

komonomerinin polimere dénisimi burada agikga gérilmektedir.
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Sekil 4.12. PPFMA makroRAFT ajani ile PEGMA'nin kopolimerizasyonu sonrasi alinmis H
NMR spektrumu. Monomer/MakroRAFT/Baslatici= 100/1/0.1. Polimerizasyon suresi 8 saat.

Tablo 4.4, kopolimerizasyonlardan elde edilen polimerlerin 6zelliklerini vermektedir.
Gorulecegi uzere zaman ile monomer donlisumu ve polimerlerin molekdl agirliklarn artmistir.
Molekudl agirhgi dagihimlari oldukga yuksektir. Ancak PPFMA’nin fonksiyonel yapisi sonucu
makroRAFT ajanin molekul agirhdi dagiliminin yiksek oldugu gozoénune alinirsa blok
kopolimerizasyon sonrasi PDI de@erlerinin artigi beklenen bir sonuctur. Bu sonuglar literatir
ile uyumludur (Eberhart vd., 2005). Sekil 4.13, olusan kopolimerlerin monomer déndsumu ile

lineer sekilde arttigini gostermektedir. Bu sonug, PPFMA ve PEGMA kopolimerizasyonunun
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RAFT kontrolli karakterini ve blok kopolimerlerin olustugunu gostermektedir. GPC élgimleri

kopolimerizasyonun gercgeklestigini ve monomodal dagilima sahip kopolimerlerin olustugunu
ispatlamistir (Sekil 4.14). Sonug olarak PPFMA-b-PEGMA kopolimerleri RAFT teknigi ile

basariyla hazirlanmigtir.

Tablo 4.4. PPFMA makroRAFT ajani (Mn:8000 PDI:1.40) kullanilarak PEGMA komonomeri ile

blok kopolimerizasyon sonuglari

Polimerlestirme | Monomer M PPEGMA
n .
Zamani Doéndsima PDI Icerigi
(GPC)
(saat) (%) mol%
0.5 1 8220 143 |1
1 18 8900 150 |32
2 34 9780 1.54 |40
4 60 11140 1.65 |67
12000
1,96
11000 .
1,88
10000
. - 1,8
E 9000 e 172 -
S soo0 *7 . er
7000 156
. £
6000 - 1,48
L ]
5000 14
0 10 20 30 40 50 60 70
Dénidsim %

Sekil 4.13. PPFMA makroRAFT ajanindan PEGMA zincir uzatma kopolimerizasyonu sirasinda

monomer donisumune kargi kopolimerin molekul agirligr (M») ve dagilimi (PDI) degisimi.
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Sekil 4.14. PPFMA makroRAFT ajanindan PEGMA ile zincir uzatma polimerizasyonu sonucu

olusan kopolimerlerin jel gegirgenlik kromatogramlari.

4.1.6 PPFMA-b-PPEGMA Kopolimerlerinin Arjinin ile Modifikasyonu

Arjinin polimerlerinin kuvvetli katyonik 6zelliginin in vivo uygulamalarda yaratabilecegi
sorunlari dikkate alarak arjinin polimerini maskelemek amaciyla PPFMA polimerinin PEG
esasli PEG-metakrilat polimeri (PPEGMA) ile blok kopolimerleri bir dnceki bélimde agiklandigi
gibi sentezlendi. Sonraki adimda bu kopolimerlerin arjinin metil ester (AME) ile modifikasyonu
calismalari yapildi. Deneysel olarak PPFMA homopolimerinin modifikasyonu ile ayni kosullar
altinda denenmis kopolimer modifikasyonu sonrasi alinan °F-NMR spektrumu Sekil 4.15'de
gosterilmektedir. Bu sonuca gore reaksiyon verimi yaklasik 100% olarak hesaplanmigtir.
Polimere ait herhangi bir flor piki gézilkmemektedir. Sekil 4.15’e gore reaksiyon ortaminda
baglanmamis arjinin molekullerinin varli§i gbézikmektedir. Bu sebeple reaksiyon karisimi
diyaliz edilmis ve saf arjinin bagli kopolimer elde edilmistir. Saflastirma sonrasinda alinan H-
NMR spektrumunda ise (Sekil 4.16) arjinin baglanmis kopolimer yapisinin son hali
gorulmektedir. Bu sonuca goére 3.60 ppm’deki sinyal arjinin baglanmis polimerin yapisindaki
amid bagina komsu (COO-CH-NH-C=0) yapisini gostermektedir. Bu sonuglar aktif ester

homopolimerlerinin arjinin modifikasyonu sonuglari ile tutarlidir.
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Sekil 4.15. PPFMA-b-PPEGMA blok kopolimerinin arjinin metil ester (AME) ile reaksiyonu

karisiminin **F-NMR spektrumu.
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Sekil 4.16. P(AMME)-b-PEGMA, arjinin metil ester ile modifiye edilmis PPFMA-b-PPEGMA,
blok kopolimerinin saflastirma sonrasi alinmisg *H-NMR spektrumu (D-0).
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4.1.7 PPFMA-b-PPEGMA Kopolimerlerinin Oktaarjinin ile Modifikasyonu

Projenin bu kisminda PPFMA-b-PPEGMA kopolimerlerin oktaarjinin (R8) ile
modifikasyonu, AME ile gergeklestiriimis olan reaksiyon ile benzer kosullarda denenmistir.
Modifikasyon igin PFMA aktif ester gruplar/R8/TEA mol oranlari 1/1/10 olarak sabit
tutulmustur. Modifikasyon sonrasi kopolimer *H-NMR ile analiz edilmistir. Sekil 4.17'de yer
alan NMR spektrumunda oktaarjinine ait proton pikleri agikga gorulmektedir. Ayni zamanda
kopolimer ana zincir (0.5-1.0 ppm) ve oligoetilen glikol (3.58 ppm) birimlerine ait sinyaller de
goOrilmektedir. Kopolimerin reaksiyon sonrasi suda ¢6zinlr hale gelmesi modifikasyonun
olduguna dair en 6nemli gostergedir. Sekil 4.18 kopolimerin reaksiyon dncesi ve sonrasinda
alinmis GPC kromatogramlarini géstermektedir. Oncelikle modifiye edilmis polimerin diyaliz
ile saflastirma sonrasi alinmig GPC kromatograminda 11000 g/mol agirligina tekabul eden tek
bir pikin olmasi baglanmamis peptidin (Mw 1514 g/mol) tamamen uzaklastiriimis oldugunun
kanitidir. Modifikasyon éncesi 14000 g/mol olan kopolimerin, modifikasyon ve takip eden
diyaliz islemi sonrasi molekidl agirhginin Mn 11000 g/mol degerine dismus olmasi amfifilik
yapida olan PPFMA-b-PPEGMA kopolimerinin oktaarjinin peptidi ile modifikasyon sonrasi
amfifilik yapidan cift hidrofilik yapiya gectigini ve bu nedenle molekiiler hidrodinamik hacminin
klguldiginin godstergesi olabilir. Sonug¢ olarak; GCP kromatograminda sadece bir pikin
olmasi, reaksiyon sonrasi saflastirildiktan sonra alinan érnegin NMR spektrumunda hem R8
hem PEGMA bloguna ait sinyallerin varli§i ve son olarak suda ¢éziinmeyen polimerin suda

¢6zUinulr hale gelmesi oktaarjinin baglanmasinin basariyla gergeklestigini goéstermektedir.
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Sekil 4.17. Oktaarjinin ile modifiye edilmis PPFMA-b-PPEGMA blok kopolimerinin saflastirma
sonrasi alinmis *H-NMR spektrumu (D20).
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Sinyal

PPFMA-B-PPEGMA
Muw: 14000

PPFMA-b-PPEGMA-RBC
Muw: 11000

Zaman [dak)

Sekil 4.18. PPFMA-b-PPEGMA blok kopolimerinin oktaarjinin ile modifikasyonu 6ncesi ve
sonrasi alinmis GPC kromatogramlari.

4.2 Arjinin igeren Polimerlerin Karakterizasyonu

Basariyla sentezlenen polimerlerin  yapilarinin  daha iyi anlasiimasi ve
karakterizasyonlarinin tamamlanmasi amaciyla polimerler, AFM ve DLS teknikleri ile

incelenmistir. Sekil 4.19 polimerlerin iki farkli pH dederinde AFM gorintilerini géstermektedir.
Gorlntilerde PAMME-b-PPEGMA ve PAMME polimerlerinin her iki pH degerinde de

partiklller ve agregat benzeri yapilar olusturdugu goézlenmistir.
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Sekil 4.19. PAMME (Mn:9500) ve PAMME-b-PPEGMA (Mn:14000) polimerlerinin pH 5.0 ve
7.4’de alinmis AFM gorintleri.

Benzer sekilde DLS sonuglari da polimerlerin sulu ¢ozelti icinde kendi kendine organize
oldugunu gdstermistir (Sekil 4.20). Polimerlerin sayica ortalam hidrodinamik caplari 300 ile
600 nm arasinda bulunmustur. Kopolimerlerin hidrodinamik capi, homopolimere gére daha

yuksektir.
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Sekil 4.20. PAMME (Mn:9500) ve PAMME-b-PPEGMA (Mn:14000) polimerlerinin iki farkh pH
degerinde (pH 5 ve pH 7.4) DLS olgcumleri ile elde edilmis sayica ortalama hidrodinamik

caplari.
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4.3 Arjinin igeren Polimerlerin Membran Aktivitelerinin incelenmesi

Arjinin iceren polimerlerin membran aktiviteleri yuzey plazmon rezonans (SPR)
Olcimleri ile incelenmistir. Bu o6lgimlerde dnce SPR c¢ipi Uzerinde endozom membrani
kompozisyonuna benzer sekilde hazirlanmis fosfatidilkolin ve kolesterol iceren lipid tabakasi
olusturulmustur. Daha sonra polimerler, SPR cihazi hiicresi icinde bu ¢ip ylzeyi ile iki farkli pH
ortaminda etkilestiriimis ve polimerlerin yiizeye baglanmalari irdelenmistir. ki farkl pH'da (pH
7.4 ve pH 5) PAMME ve PAMME-b-PPEGMA ve pH 5 icin iki farkli molekul agirliktaki PAMME
(Mn:9500 ve Mn:12000) denenmigtir. Sonugclar Sekil 4.21 ve 4.22’de gdosterilmigtir. SPR
sonuglarindan hem PAMME hem de PAMME-b-PPEGMA polimerlerinin her iki pH degerinde
de lipid tabakasiyla belirgin bir sekilde etkilestigi anlasiimaktadir. Molekll agirhk artinca
etkilesim azalma géstermistir. Onemli bir nokta kopolimer yapisindaki PEGMA blogu etkilesimi
belirgin bir sekilde azaltmamistir. Sonu¢ olarak uretilen arjinin homo- ve kopolimerleri hiicre
membrani ile etkilesim potansiyeline sahip olarak gérulmus ve bu polimerlerin canh hicre

hatlariyla etkilesimleri incelenmistir.

PAMME PAMME
(Mn:9500) ™~

pHS5

RIU Kaymasi

L PAMME
PAMME  (Mn:12000)
(Mn:12000) PHS
PHS

xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

Sekil 4.21. PAMME (Mn:9500 ve Mn:12000) polimerinin SPR ¢ipi tzerindeki lipid katmaniyla
etkilesmesi (A) Mn:9500 pH 7.4, (B) Mn:9500 pH 5 ve (C) Mn:12000 pH 5.0.
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Sekil 4.22. PAMME-b-PPEGMA (Mn:14000) blok kopolimerinin SPR ¢ipi Uzerindeki lipid
katmaniyla etkilesmesi (A) pH 7.4 ve (B) pH 5.0.

4.4 Arjinin igeren Polimerlerin Hiicre Canlihgina Etkileri

Arjinin iceren polimerlerin hiicre canhhidina etkileri 3-(4,5-dimetil-2-thiazol)-2,5-difenil-
2H-tetrazolyum bromid (MTT) deneyleri ile gerceklestiriimisti. MTT metodu ile hicre
canlihginin belirlenmesi, mitokondriyal enzimlerinin tetrazolyum boyasini indirgemesine
dayanir ve enzimlerin konsantrasyonu reaksiyon sonucu olusan renk yogunlugu ile dogru
orantihdir. Bu amagla arjinin metil ester metakrilat polimeri P(AMME) (Mn 17000 g/mol, PDI
1.27) A549 insan akciger kanser hiicre hatti ile 24 veya 72 saat siresince sekiz farkh
konsantrasyonda (0.1 — 500 uM) inklibe edildi. Polimerin toksisitesi RAFT u¢ grubu aminoliz
ile uzaklastirma 6ncesinde ve sonrasinda incelenerek RAFT ug¢ grup varliginin toksisiteye
etkisi de ayrica belirlendi. Sekil 4.23’de 72 saat inklibasyon sonrasi dlgilen hiicre canlihgi
degerleri gosteriimektedir. Gorllecegi lUzere aminoliz éncesi RAFT u¢ grubunun hicre
canhhigina negatif etkisi acik bir sekilde gézlemlenmistir. Literatirde RAFT ug¢ grubunun toksik
etkileri bilindiginden, sonuglar literatir ile uyumludur (Pissuwan vd., 2010). Aminoliz sonrasi
elde edilen polimerin 500 uM gibi yliksek konsantrasyonlara ¢ikildiginda dahi hicre canliligina

etkisinin olmadidi agikga gorulmektedir.
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Sekil 4.23. Arjinin metil ester metakrilat polimeri P(AMME) (Mn 17000 g/mol, PDI 1.27)'nin
insan akciger kanser hlcre hatti A549 hicre hattinin canhhgina etkisi: RAFT ug grubu aminoliz

edilmis (siyah ¢ubuklar) ve edilmemis (beyaz gubuklar) polimerler.
4.5 Arjinin igeren Polimerlerin Hiicreler Tarafindan Alimi ve Hiicre igi Dagilimlar

Proje kapsaminda gelistirilen polimerlerin hiicre igine alinmasinin nicel tayini hiicre igi
ilag tayisici sistemlerin bilesenleri olarak tasarlanan membran aktif polimerlerin etkinligini
belirlemek adina oldukg¢a énemli bir basamaktir. Proje kapsaminda gelistirilen tim polimerler
Oregon Green boyasi ile isaretlenmis ve hicre icine alimlari ve alim mekanizmalari akis
sitometri yontemi ile incelenmistir. Polimerlerin hiicre icine aliminda enerjiye bagh
mekanizmalarin ve/veya hlicre iskeleti bilesenlerinin etkinligi arastiriimistir.

Literatir goz 6nune alindiginda, hicre iskeleti bilesenlerinin endositoz aktivitesinde
vezikullerin olusumu ve tasinmasinda c¢ok onemli rol oynadigi bilinmektedir. Endositoz
vezikullerin olusmasinda aktin onemli bir rol oynarken, olusan vezikullerin hicre igine
tasinmasinda mikrottbdullerin gorev aldigi bilinmektedir (Vercauteren vd., 2010). Transport
inhibitorleri olarak belirtilen nokodazol ve sitokalasin D kimyasallarinin sirasiyla mikrotiballerin
depolimerizasyonunu saglayarak ve aktin polimerizasyonunu engelleyerek hucrelerin
endositoz aktiviteleri Uzerinde olumsuz etki yarattidi belirtiimistir (Khalil vd., 2006) Bu
sebeplerle, hicre iskeletinin temel iki bileseni olan mikrotibll ve aktin filamentlerinin
polimerlerin alimina olan etkisi incelenmistir. Burada énemli olan bir nokta proje kapsaminda
kullanilan hicre hattinin canlihdi Gzerine kullanilan transport inhibitérlerinin 6nemli dl¢tde etki
gostermeyecek inkiibasyon kosullari, grubumuz tarafindan yapilmis olan diger bir galigmada

belirlenmis olmasidir (Ozer, 2014). Bu galismaya gére nokodazol ve sitokalasin D ajanlarinin
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her ikisinin de 20 yM konsantrasyonda ortamda bulundugu durumda hicre canliligi halen %50
degerinin Gzerindedir. Dolayisiyla bu proje kapsaminda 20 uM sitokalasin D ve nokodazol ile
¢alisma konsantrasyonu olarak secilmigtir.

Oregon Green boyasi ile isaretlenmis PAMME ve PAMME-b-PPEGMA polimerlerinin
hdcre igine alimlari ve PAMME-b-PPEGMA polimerlerinin alim mekanizmasi akis sitometri
ydntemi ile belirlenmistir. Arjinin polimerlerinin hicre icine alimlari, negatif kontrole (polimer
ile inklibe edilmemis hicrelere) gbre ortalama floresan degeri olarak belirtilmigtir.

PAMME ve PAMME-b-PPEGMA polimerlerlerinin hlicre igine alim miktarinin, polimer
konsantrasyonuna ve inkibasyon slresine bagl degisimleri Sekil 4.24°deki Ust ve orta
grafiklerde gosterilmisti. PAMME ve PAMME-b-PPEGMA polimerlerinin hicreler tarafindan
alim degerleri karsilagtirildiginda PAMME-b-PPEGMA polimerlerinin PAMME polimerine gore
cok daha fazla hicre igine alindid1 tespit edilmistir.

pAMME ve pAMME-b-PPEGMA polimerlerinin hicreler tarafindan alim kinetigi
incelendiginde, hiicre aliminin polimer konsantrasyonuna bagli olarak artis goésterdigi (p<0.05,
t-test), fakat calisilan inkiibasyon sirelerinin (1 ve 3 saat) hiicre aliminin tzerinde istatistiksel
olarak o6nemli bir etkisi olmadigi tespit edilmistir (p>0.05, t-test) (1 saat sonucu
gOsterilmemistir). Bu duruma ise pAMME ve pAMME-b-PPEGMA polimerlerinin hiicreler
tarafindan ¢ok hizli ve etkin olarak alinmasinin sebep oldugu disunulmektedir.

pAMME ve pAMME-b-PPEGMA polimerlerinin  hlicreler tarafindan alim
mekanizmasinin enerjiye bagimliligi ise hicrelerin polimerlerle 4°C ve 37°C'de inklibe edilmesi
ile belirlenmistir. Hicrelerin 37°C'den diusuk sicakliklarda inkiibasyonu sonucunda, enerjiye
bagdimh endositoz olaylarinin azaldigi bilinmektedir (lacopetta vd., 1983; Khalil vd., 2006).
Buna karsilik literatiirde 8 adet arjinin molekiliinden olusan peptidin (R8) hucreler tarafindan
enerjiden bagimsiz yolaklar ile alindigi da belirtilmistir (Futaki vd., 2001). A549 hicrelerinin
floresan boya ile isaretli pAMME ile 4°C ve 37°C'de 3 saat inklibasyonu sonucunda ayni
konsantrasyon degerinde (10 uM) ortalama floresans siddeti degerlerinde istatistiksel olarak
anlamh bir degisim gézlenmemistir (p>0.05, t-test) ve pAMME polimerlerinin hiicreye temel
olarak enerjiden bagimsiz yolaklar ile alindigi belirlenmistir. A549 hicreleri floresan boya ile
isaretli yiksek konsantrasyonda (50 uM) pAMME ve pAMME-b-PPEGMA polimerleri ile 4°C
ve 37°C'de inkube edildigi zaman ise 37°C'de ortalama floresans siddeti degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlenmistir (p<0.05, t-test). Bdylelikle, ortamda ylksek
konsantrasyonda arjinin bazli polimerlerin bulunmasi durumunda enerjiden bagimsiz
membran aktivitelerinin yani sira endositoz aktivitelerinin de etkin oldugu sonucuna varilmistir
(Sekil 4.240st ve Sekil 4.24orta). pAMME-b-PPEGMA kopolimerlerinin hiicre alimi disuk
konsantrasyonda (10 uM) endositoz inhibitorlerinden etkilenmezken, yliksek konsantrasyonda

(50 pM) endositoz inhibitorleri ile inkibasyonun hucre alimini azalttigi goérdlmustir (Sekil
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4.24alt). Bu durum, kopolimerlerin disik konsantrasyonlarda kismi de olsa endositoz digi
yollardan alindiginin dogrudan bir gdstergesidir.

Yuksek konsantrasyonda pAMME ve pAMME-b-PPEGMA polimerlerinin hiicre
aliminda etkin rol oynayan endositoz aktivitelerinde hlcre iskeletinin rolu, htcrelerin nokodazol
(Noc) ve sitokalasin D (CytD) kimyasallarinin varliginda polimer alimlarin belirlenmesi ile
gerceklestiriimigtir. Buna goére, pAMME-b-PPEGMA polimerinin endositoz yolagi araciligiyla
aliminin sitokalasin D ve her iki inhibitdran birlikte kullanildiginda istatistiksel olarak anlaml bir
azalma gdsterdigi belirlenmigstir (p<0.05, t-test). Bunun sonucunda da pAMME-ko-PEGMA
polimerlerinin endositoz ile hiicre alinmasinda aktin filamentlerinin aktif rol Ustlendigi sonucuna
varimistir.

pPAMME-b-PPEGMA polimerlerlerinin hicre icinde dagilimlari floresans mikroskobi
yontemi ile belirlenmigtir. Oregon Green boyasi ile isaretli polimerler (yesil renk) bu deneylerde
kullanilmigtir. Nukleus mavi renkte isimaya sahip olan DAPI floresan boyasi ile isaretlenmistir.
Hucrelerde lisozom vezikillerini boyamak amaciyla ayrica Lysotracker boyasi da kullaniimaya
cahisilmistir. Ancak, canli hiicrelerde kullaniimasi gereken bu boya ile yapilan denemelerde
hlcrelerin mikroskop alttaslari Gstiinde canhligini saglamakta ve boyanin segici olarak lisozom
vezikilllerini boyamakta dnemli sorunlar ile karsilasiimistir. Bu nedenle fikse edilmis hicreler
ile floresans mikroskobu deneyleri gergeklestiriimis olup organel spesifik boya olarak sadece
cekirdek secici DAPI boyasi kullaniimigtir.  A549 hicrelerinin pAMME-b-PPEGMA
polimerlerleri ile inkiibasyonu sonucunda alinan mikrograflar Sekil 4.25'de gosterilmistir. Buna
gére sentezlenen pAMME-b-PPEGMA polimerlerin hicre iginde vezikillerde birikmedidi,
sitozole dagildigi sonucuna ulasiimistir. Floresans mikroskop ile elde edilen mikrograflar akis

sitometrisi deneyleri ile ulasilan sonuglari dogrular niteliktedir.
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Sekil 4.24. Floresan boya ile isaretlenmis PAMME (Mn:9500) (Ust) ve PAMME-b-PPEGMA
(Mn:14000) (orta) polimerlerinin 3 saat boyunca insan akciger kanser hlcre hatti (A549)
tarafindan alimlarinin endositoz inhibitorleri varliginda (alt) ve yoklugunda akis sitometresi ile
1 saat boyunca incelenmesi. Ornek akis sitometresi diyagramlari Eklerde verilmektedir.
Noc:Nokodazol; CytD: Sitokalasin D.

60



v

TUBITAK

Sekil 4.25. Floresan (yesil) boya ile isaretlenmis PAMME-b-PPEGMA (Mn:14000)
polimerlerinin insan akciger kanser hucre hatti (A549) tarafindan almlarinin floresans
mikroskobu ile incelenmesi. (a) Hucrenin faz-kontrast gértntistu (b) DAPI ile boyanmis
hlcrelerin ¢ekirdekleri (¢) p(AMME)-ko-PEGMA polimerinin hticre icinde dagihimi (d) Farkli

kanallarla ¢ekilmis a, b ve ¢ mikrograflarinin ¢cakistiriimasi. Skala uzunlugu 10 pm'dir.

4.6 Yag Asidi Polimerlerinin Sentezi

Projenin bu kisminda yag asidi birimlerini iceren iyi-tanimlanmis polimerlerin RAFT
teknigi ile sentezi ve bu polimerlerin membran aktivitelerinin belirlenmesi amaclanmaktadir.
Projede 6n diger yag asitleri ile yapilmis 6n denemeler sonucunda ve literatir (Li, vd., 2012)
Isiginda yagd asidi olarak undekenoik asidin kullaniimasina karar verilmistir. On denemeler
sirasinda oleik asit ve 10-undekenoik asit kullanilarak Michael katiima reaksiyonuyla termal ve
radikalik katilma reaksiyonlari incelenmistir. Bu incelemeler sonucunda termal katiima
reaksiyonuyla, doymamis bir yag asidi olan 10-undekenoik asit ve 2-merkaptoetanol
kullanilarak yapilan sentez sonucu basarili olmus ve monomer sentezine yonelik calismalar
bu ydnde ilerlemistir. 10-undekenoik asitin (UDA), 2-merkaptoetanol ile termal katiima
reaksiyonu sonucu Sekil 4.26’da gosterilmektedir. *H NMR spektrumu reaksiyon karisiminin
DCM ve su ile ektraksiyonundan sonra elde edilmistir. NMR spektrumundan katiima
reaksiyonu verimi hesaplandiginda ortamdaki yag asidinin molce %100’Unun tiyol-en katilma
reaksiyonuna girdigi gorulmektedir. Ayrica istenmeyen yan reaksiyon, ME’nin alkol grubu ile
UDA'nin karboksilik asit grubu arasinda esterlesme reaksiyonunun miktari hesaplandiginda

yag asidinin molce %24’Unun ester olusturdugu anlagiimistir. Bununla birlikte, yad asidi
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esterinin bir sonraki metakrilattama reaksiyonunda bir etkisi olmamasi nedeniyle, esteri
uzaklastirma yoninde bir tesebbiste bulunulmayarak metakrilattama reaksiyonuna
gecilmigtir. Literatirde yaygin olarak rapor edilmis prosedurler kullanilarak hidroksil grubu ile
modifiye edilmis yad asidi metakriloil klorir ile reaksiyona sokulmustur. Reaksiyon
karisimindan arun silika jel kromatografisi saflastinimigtir. Saflagtirma sonrasi elde edilen
ariiniin *H NMR spektrumu Sekil 4.27°de gosterilmistir. Gorilecegi lizere, hedeflenen 11-[2-
(2-metill-akriloksil)-etil sulfanil]-undekanoik asit (UDAMA) monomeri %100 saflikta elde
edilmistir.
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Sekil 4.26. 10-undekenoik asit ve 2-merkaptoetanolin termal katilma reaksiyonunun DCM-su

ekstraksiyonundan sonra ¢ekilmis *H-NMR spektrumu (CDCls).
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Sekil 4.27. 11-[2-(2-metill-akriloksil)-etil stlfanil]-undekanoik asit (UDAMA) monomerinin kolon
kromatografisi ile saflastirimasindan énce (lst) ve sonra (alt) alinmis *H-NMR spektrumlari
(CDCls).

istenen monomer yapisi saf bir sekilde elde edildikten sonra, yag asidi monomerinin
serbest radikal polimerizasyonu gerceklestirilerek 6n polimerizasyon denemeleri yapilmistir.
Bu 6n denemelerde monomer konsantrasyonu, ¢ozicu turli, monomer/baglatici orani gibi
parametrelerin yag asidi monomerinin homopolimerizasyonuna etkileri incelenmistir. Bu 6n
deneyler sonucunda; monomer konsantrasyonu 1 M ve ustinde iken ve THF ¢dzgen olarak
kullanildiginda homopolimerizasyonun yuksek donigstimlerle gerceklestigi gézlenmistir (Sekil
4.28). 1 M monomer konsantrasyonu kullanilarak gerceklestirilen iki farkli homopolimerizasyon

deneyinde monomer/AIBN orani 200/1 ve 20/1 iken, sirasiyla %44 ve %78 monomer
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doénistmu elde edilmistir. Monomerin polimere dénidsimud, monomerin karakteristik doymamis
bad proton sinyallerinin (a ve a’) polimertmonomer sinyaline (c) oranlamasiyla hesap
edilmistir. Homopolimerizasyon deneyleri yeni yag asidi monomerinin uygun sartlar
saglandiginda radikalik mekanizma ile polimerlestigini agikca ispatlamistir. Bdylece

monomerin blyUkliga dikkate alindiginda énemli bir asama kaydedilmistir.
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Sekil 4.28. UDAMA monomerinin serbest radikal polimerlesmesi sonrasi *H NMR spektrumu

(saflastinimadan énce) ( [Monomer] = 1M, monomer: AIBN = 20:1, ¢ézgen: THF).

Sonraki adimda UDAMA monomerinin  RAFT polimerizasyonu denemelerine
gecilmistir. Bu denemelerde RAFT ajani olarak -siyano-4-(fenilkarbonotiyoiltiyo)pentanoik asit
ve baslatici olarak AIBN kullanilimistir. Gergeklestirilien RAFT polimerizasyonlari ve elde edilen
monomer donlisim degerleri Tablo 4.5'de belirtilmistir. Sekil 4.29'da ise 6rnek olarak elde
edilen bir polimerizasyon karisiminin *H NMR spektrumu verilmistir. Polimerlerizasyon
karisimlari aseton iginde ¢ozUlUp hekzan iginde ¢okturuldikten sonra donismemis monomer
ve ajanlardan uzaklastirilarak GPC ile analiz edilmislerdir. Bir polimerizasyon setinin sonuglari
Sekil 4.30'da gOsteriimektedir. Gorulecegdi gibi monomer doénisimu ile sayica ortalama
molekdl agirlik (Mn) degerlerinin lineer artmis olmasi ve polidispersite indeks degerlerinin
(PDI) 1.5'ten dusuk olmasi RAFT kontrolli yag asidi polimerlerinin sentezlendigini
gostermektedir.
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Tablo 4.5. UDAMA’'nin RAFT polimerizasyonlari ve elde edilen monomer dénusum degerleri

Polimerlesme | [Monomer] | [MJ/[RAFT]/[AIBN] Gozucu Monomer
Suresi (Saat) | (M) Donugumi
(%) (NMR)
2 200/4/1 Toluen 33
4 2 200/4/1 Toluen 54
2 200/4/1 Toluen 55
24 2 200/4/1 Toluen 60
4 200/4/1 THF 45
4 200/4/1 THF 58
4 200/4/1 THF 63
24 4 200/4/1 THF 68
4 400/4/1 Asetonitril | 51
4 400/4/1 Asetonitril | 56
8 4 400/4/1 Asetonitril | 68
24 4 400/4/1 Asetonitril | 74
1 3 200/4/1 Toluen 42
2 3 200/4/1 Toluen 53
3 3 200/4/1 Toluen 55
4 3 200/4/1 Toluen 60
6 3 200/4/1 Toluen 62

65



Intersity

v

TUBITAK

b BEEA
| g .
e b, Eve diger alkil
T gruplari
ki ] e //
B
b g 27 A
B e 2
§ Nl__”Q L
I ol !
IJ
& g
L i T
g5 22 SR
T T T T T T T T T T T T T T T
g 7 & g 4 2 2 i -1

C herical Shit | pprm)

Sekil 4.29. UDAMA monomerinin RAFT polimerizasyonu deneyinde 8 saat sonunda elde
edilen polimerizasyon karigiminin *H NMR spektrumu ([M]o= 4 M; [M]o/[RAFT]o/[AIBN]o=

400/4/1, ¢bdzgen: asetonitril).
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Sekil 4.30. UDAMA’nin RAFT homopolimerizasyonu kinetik ¢alisma sonuglari; In (Mo/M) —

zaman, sayica ortalama molekul agirligr (Mn) — dénusim ve polidispersite indeks (PDI) —
donusum grafikleri [M]o= 4 M; [M]o/[RAFT]o/[AIBN]o= 400/4/1; ¢dzgen= Asetonitril.
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Sentezlenen UDAMA homopolimerlerinin  suda ¢6zUnmedigi gozlemlenmigtir.
Polimerlerin suda ¢o6zunurlGgunu arttirmak igin elde edilen yag asidi monomerinin farkh
komonomerlerle RAFT kopolimerizasyonlarinin denenmesine karar verilmistir. Oncelikle proje
Onerisinde yer aldigi sekilde PEGMA komonomeri ile kopolimerler Uretiimesine galisiimistir
ancak PEGMA ve UDAMA monomerlerinin her ikisinin de buyik molekiller olmasi nedeniyle
verimli bir kopolimerlesme elde edilememistir. UDAMA monomerinin igeriginde bulunan uzun
alkil zincirinin varligi nedeniyle hidrofobik karakterine uygun olarak t-bitil metakrilat (t-BMA) ile
kopolimerlestiriimesi denenmistir. Olusacak kopolimerlerden t-bitil grubunun uzaklastiriimasi
ile  UDAMA-metakrilik asit kopolimerlerinin Uretilmesi 6ngérulmistir. Suda ¢6zinurlGga
saglayabilmek adina o6ncelikle t-BMA: UDAMA mol orani 4: 1 olarak kopolimerizasyon
denemesi yapilmistir. Tablo 4.6’dan goérilecedi gibi t-BMA’'nin déntsimi, UDAMA’ya gore
oldukga yiksektir ve olusan Grindn rasgele kopolimer olmasi mimkin gériinmemektedir.
UDAMA’nin déntsiml de ilk saat icinde tamamlanmis goérinmektedir. Ayrica dontisumuin
lineer olarak artmamasi polimerizasyonun RAFT kontroll olmadan gergeklestigini gostermistir.
Bu deneylere paralel UDAMA monomerinin metakrilik asit (MAA) monomeriyle dogrudan
kopolimerlesme deneyleri de gerceklestiriimistir. Elde edilen kopolimerizasyon deneylerinin
sonuglari Tablo 4.7'de 6zetlenmistir. Bu kopolimerizasyonlarda komonomerlerin doniisim
degerleri birbirine paraleldir ve sonucta elde edilen polimerlerin birlikte amfifilik yapida ve suda
¢6zlnebilen 6zelliklere sahip oldugu gdzlenmistir. Boylece calismalara UDAMA ve MAA

komonomer cifti ile devam edilmistir.

Tablo 4.6. UDAMA ve tert-bitil metakrilat (t-BMA) kopolimerizasyon sonuglari. [Toplam
Monomer]= 3M. Beslemedeki [UDAMA]/[t-BMA]/[RAFT]/[AIBN] mol orani= 10/40/1/0.25

Sure Toplam UDAMA t-BMA
(Saat) Monomer Donudsima | DOndsimi
Donusima (%) (%)
(%)

2 90 58 98
3 93 66 99
4 90 58 99
6 94 55 99
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Tablo 4.7. UDAMA ve metakrilik asitin (MAA) kopolimerizasyon sonuglari. [Toplam Monomer]=
3M, Beslemedeki [UDAMA]/[MAAJ/[RAFT]/JAIBN] mol orani= 60/40/1/0.25

Sure Toplam UDAMA MAA
Monomer Dénlsuml | Dontsimu
Donlsumu (%) (%)
(%)
2 44 43 46
3 55 49 65
4 60 55 66
8 66 61 73

Farkh UDAMA icerigine sahip olan kopolimerler (molce %20 veya %50
UDAMA),degdisen [UDAMA]/[MAA]/[RAFT]/[BASLATICI] mol oranlarinda (10/40/1/0.25 ya da
25/25/1/0.25) monomer konsantrasyonu (1 M) sabit kalacak sekilde sentezlendi. Monomer
donusiimleri *H-NMR spektrumlari yardimi ile hesaplandi (Sekil 4.31). Tablo 4.8'de, (p(MAA-
ko-UDAMA)) kopolimerlerinin monomer dénisimleri, sayica ortalama molekdl agirhgr (My),
polidispersite indeksi (PDI) belirtiimistir. Tabloda belirtildigi Gzere monomer déntstmlerinin
benzer olmasina ragmen, beslemedeki UDAMA igeriginin artmasiyla birlikte,
polimerizasyonlarin RAFT kontrolli mekanizmalarini kaybettigi, PDI ve M, degerlerinde
belirgin bir artis oldugu goérilmektedir. Bu durum, UDAMA’nin kimyasal yapisindan kaynakli

zincir transfer reaksiyonlarina atfedilmistir.

Tablo 4.8. UDAMA ve MAA kopolimerizasyonlarinin zaman bagli monomer dénisumleri,

sayica ortalama molekil agirliklari (Mn), polidispersite indeksleri (PDI) ve kompozisyonlari

Polimerizasyon Doénudsim |% UDAMA
Suresi (saat) Mn (g/mol) |PDI | (%) igerigi
[UDAMA]/[MAA]/[RAFT]/[ACVA]= 10/40/1/0.25

2 4800 1,08 |48 34

4 4400 1,24 |65 32

6 5100 1,28 |66 32

8 5900 1,21 |70 16

10 6100 1,17 |71 10
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[UDAMA]/[MAA]/[RAFT)/[ACVA]= 25/25/1/0.25

2 3800 1,08 |48 70
4 6500 1,08 |53 97
6 10000 1,59 |64 52
8 11000 1,25 |62 59
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Sekil 4.31. 6 saatlik polimerlesme sonrasi, UDAMA ve MAA kopolimerizasyon karigsiminin H
NMR spektrumu (lstte); polimerizasyonun saflastinimis *H NMR spektrumu (altta).
([Monomer] = 1 M; beslemedeki [UDAMA]/[MAAJ/[RAFT]/[ACVA]= 10/40/1/0.25).

Sekil 4.32, RAFT kopolimerizasyonlarinin kinetik sonuglarini gostermektedir. Tim
polimerizasyonlarda, In [M]o/[M] degderi zamanla lineer artis géstermistir. Bu polimerizasyonun
pseudo birinci derece kinetige sahip oldugunu isaret eder. Ayrica monomer donustimuyle
molekdl agirhginin lineer artisi gozlenmigtir. Tum bu sonuglar, RAFT kontrolli

polimerizasyonun gergeklestigini géstermektedir.
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Sekil 4.32. UDAMA ve MAA komonomerlerinin RAFT kopolimerizasyonu kinetik ¢caligmalari.
(Ust) Ln [M]o/[M] zaman; (Orta ve Alt) Sirasiyla beslemede toplam monomer icinde %20 ve

%50 UDAMA igeren kopolimerlerin monomer dénusumine kargi M, ve PDI grafikleri.
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4.7 Yag Asidi Polimerlerinin Karakterizasyonu

P(MAA-ko-UDAMA) kopolimerlerinin sulu ¢dzeltilerinin pH’ya duyarli faz davraniglari
UV-vis spektrofotometre ile belirlendi (Sekil 4.33). Kopolimerlerin amfifilik karakteri ve asidik
pH’da MAA birimlerinin protone olup hidrofobisitenin artmasi nedeniyle kopolimer zincirleri
¢6z0ndr durumdan ¢dzinmez duruma gegis yaparlar. Bu da ¢oézeltilerin tlrbiditesini ve 1si1k
absorbansini arttirir. Bu durum Sekil 4.33’de acgikga iki kopolimer igin de gorilmektedir. Her iki
kopolimerin absorbans degerlerinin farklh olusu kullanilan kopolimerlerin molekdl agirliklarinin

dolayisiyla molar konsatrasyonlarinin farkli oimasindan kaynaklanmaktadir.

0.4

0.35 . mpH74
£ 03 pH 5.0
o
©0.25
o
© 02
2]
50.15 =
0
o 0.1
<0

0 ]
% 20 UDAMA % 50 UDAMA

Sekil 4.33. Degisen UDAMA igerigine sahip kopolimerlerin (beslemedeki toplam monomerin
%20 ve %50), pH 5.0 ve pH 7.4 tampon ¢ozeltiler igerisinde absorbans 6l¢climleri. Polimerlerin
konsantrasyonlari 4 mg/ml'dir. Besleme kompozisyonlari %20 ve %50 olan &rneklerin

kopolimer kompozisyonlari %23 ve %65’dir.

Polimerin dinamik 1sik sagilmasi (DLS) ol¢imlerinin  sonuglari Tablo 4.9'da
verilmektedir. MAA birimlerinin, pH 7.4’de deprotone olmasi sebepiyle polimerler unimer
yapidadir. pH 5.0’da polimerlerin hidrodinamik ¢aplarinin artmasi, MAA birimlerinin protone
olup hidrofobisitenin artmasi ve elektrostatik ylkinin azalmasi ile polimerlerin zincir arasi
etkilesimlerinin artmasindan kaynaklanabilir. Yuksek UDAMA igerigine sahip kopolimerlerin,
daha kiiguk gapa sahip olmalari, polimerlerin zincir-igi hidrofobik etkilesimlerinin arttigina isaret
eder.

Sekil 4.34, hafifce dokunma modunda alinmis molce %20 UDAMA igerigine sahip iki
farkh molekul agirliktaki (6000 ve 9000 g/mol) kopolimerlerin, pH 5.0 ve pH 7.4’de alinmig AFM

goruntulerini sunmaktadir. Gérulecegi Uzere ayni UDAMA igerigine sahip kopolimerlerden
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distk molekdl agirhga sahip olani her iki pH degerinde de zincir yapisini korumaktadir. 9

kDa’lik kopolimer her iki pH degerinde de acik bir sekilde kiresel partikiller olusturmustur.

Tablo 4.9. Molce %20 ve %50 UDAMA igceren kopolimerlerin tampon ¢ozelti igerisindeki DLS
sonuglar (pH 5.0 ve 7.4). Besleme kompozisyonlari %20 ve %50 olan érneklerin kopolimer

kompozisyonlari %23 ve %65’dir

pH7.4 pH 5.0
UDAMA igerigi 20 % 50 % 20 % 50 %
Hidrodinamik Gap (nm) 8,3+1,0 5,9+0,5 10,1£0,0 | 8,44 +0,5

6kDa pH 5.5 e 6kDa pH 7.5

9kDa pH&.5

300nm  * 540nm
- 1 . '

Sekil 4.34. Molce %20 UDAMA icerigine sahip iki farkh molekul agirliktaki (6000 ve 9000
g/mol) kopolimerlerin (besleme kompozisyonu %20), pH 5.0 ve pH 7.4'de alinmis AFM

goruntdleri.
4.8 Yag Asidi Polimerlerinin Membran Aktivitelerinin incelenmesi

P(MAA-ko-UDAMA) kopolimerlerinin kirmizi kan hicre membranina etkileri hemoliz
deneyleri ile belirlendi. %23 ve %65 UDAMA igerigine sahip kopolimerler (besleme
kompozisyonlari, sirasiyla %20 ve %50), triton x-100 (pozitif kontrol), polimer icermeyen
tampon ¢ozeltiler (negatif kontrol) kirmizi kan hucreleri ile 1 saat 37°C’de inklibe edildiler.

Hemolitik aktivite iki farkli kopolimer konsantrasyonunda (50 ve 100 pg/ml) belirlendi. Sekil
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4.35’de sonuglar goriilmektedir. iki konsantrasyon degerinde de %23 UDAMA icerigine sahip
olan kopolimerin (besleme kompozisyonu %?20) istenilen hemolitik aktiviteyi gosterdigi ve
potansiyel bir membran bozucu ajan olabilecegi goérllmektedir. Etkileyici bir sekilde bu
kopolimerin pH 5.0da %100, pH 7.4 ise %10un altinda hemolitik aktivite gdsterdigi
belirlenmistir. %65 UDAMA igerigine sahip olan kopolimer (besleme kompozisyonu %50) ise,
%23 UDAMA iceren kopolimere kiyasla, hidrofobik karakterinin fazla olmasindan dolay! her iki
pH degerinde de membran bozucu 6zellik géstermistir. pH 7.4’de asidik gruplarinin deprotone
olmasina ragmen, UDAMA icerigin yilksek olmasi sebebiyle yeterli hidrofilik 6zellik
gOsterememistir.

Proje kapsaminda P(MAA-ko-UDAMA) kopolimerlerinin membran aktiviteleri hemoliz
deneylerine ek olarak ylzey plazmon rezonans (SPR) dlcumleri ile de belirlenmigtir. Boylece
yeni geligtirilen bu ydntemin sonuglari hemoliz deneylerinden elde edilen sonuclar ile
karsilastiriimistir. Sekil 4.36, %20 UDAMA icerigine sahip kopolimerin (Mn 9000 g/mol)
(besleme komposizyonu %20) pH 5.0 ve pH 7.4’de lipid tabakasi kapl SPR ¢ipi Gzerinde
alinmis 6lcim sonuglarini géstermektedir. Cip Gzerinde hazirlanan lipid tabakasi endozom
membranini taklit edecek kompozisyonda hazirlanmistir. Sekil 4.36’da gorildigu gibi P(MAA-
ko-UDAMA) kopolimerleri pH 7.4'de negatif yUkli olmalari nedeniyle negatif yUkla
fosfatidilkolin lipid tabakasiyla etkilesmez. Ortamin asiditesi arttiginda, pH 5.0’da kopolimer
negatif yukini kaybeder, hidrofobisitesi artar. Kopolimerdeki lipofilik yapi, ¢ip ylzeyindeki
lipofilik yapi ile hidrofobik kuvvetler araciligiyla etkilesir. Bu etkilesim SPR sensograminda
polimerin ylzeye baglanmasi seklinde dlglilmektedir. Bu sonuglar, ayni kopolimerin hemoliz

deneyleri sonuglari ile uyum igindedir.
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Sekil 4.35. P(MAA-ko-UDAMA) kopolimerlerinin iki farkli kopolimer konsantrasyonunda pH’ya

bagimh hemolitik aktivitesi.

gosterilmistir. Besleme kompozisyonlari %20 ve

kompozisyonlari %23 ve %65'dir.
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Sekil 4.36. P(MAA-ko-UDAMA) kopolimerinin (Mn 9000 g/mol, PDI 1.6, molce %20 UDAMA)
pH 5.0 ve 7.4’de endozom membranini taklit eden lipid katmani ile etkilesiminin SPR ile

Olclilmesi.
4.9 Yag Asidi Polimerlerinin Hiicre Canlihgina Etkileri

Kopolimerlerden %20-23 UDAMA icerigine sahip olan istenen pH’ya bagimli membran
aktivitesini gosterdikleri icin sadece bu kopolimerin toksisitesi incelenmistir. NIH3T3 fare
fibroblast hiicre hatti ve A549 insan akciger kanseri hiicre hatti kullanilmistir. Kopolimerlerdeki
RAFT u¢ grubunun olasi toksik 6zelligi dikkate alinarak, toksisite deneyleri dncesi aminoliz
reaksiyonu yardimiyla polimerlerin RAFT u¢ grubu uzaklastiriimistir. UV- VIS spektroskopik
Olcimi, polimerlerin RAFT ug¢ grubunun uzaklastigini gostermistir (veri gosterilmemistir).
P(MAA-ko-UDAMA) kopolimerinin (Mn:10 kDa, PDI 1.3) 72 saat inkiibasyon slresi i¢in hicre
canhhgina etkisi MTT yontemiyle belirlendi (Sekil 4.37). Sonuclar bu kopolimerin ¢alisilan
konsantrasyon araliginda A549 kanser hicreleri Uzerinde toksik etkisinin olmadigini
goOstermistir. NIH3T3 hucrelerinde kopolimer doza bagh toksisite gostermistir. Ancak
kopolimer, 1000 ug/ml gibi yliksek konsantrasyonlarin Gzerinde toksik etkiye sahiptir. Sonug¢
olarak ylksek hemolitik aktivite gosteren yag asidi kopolimerinin (Mn 10 kDa, %20 UDAMA

icerigi) iki farkh hiicre hatti Ustinde 6nemli bir toksik etkisi olmadigi gérulmustur.
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Sekil 4.37. %20 UDAMA iceren P(MAA-ko-UDAMA) kopolimerlerinin NIH3T3 ve A549

hiicrelerinin canliigina etkileri. inkiibasyon siiresi 72 saat.

4.10 Yag Asidi Polimerlerinin Hiicreler Tarafindan Alimi ve Hiicre igi Dagilimlar

Elde edilen membran aktif yag asidi kopolimerinin (Mn:9000 g/mol, PDI= 1.6), hlicre igi
alimi ve alim mekanizmasi polimerin Oregon Green floresans boyasiyla isaretlenmesinden
sonra akis sitometrisi kullanilarak belirlenmistir. Polimerin, htlicre i¢i aliminda hicre iskeleti
bilesenlerinin etkinligi arastirilmistir. Yag asidi polimerlerinin hicre icine alim dedgeri, negatif
kontrole (polimer ile inkiibe edilmemis, hlicrelere) gére ortalama floresan ytizde degeri olarak
belirtiimistir. Hicre alimi deneyleri, bu kopolimerin ileride antikanser tedavi yéntemlerinde
tasiyici olarak kullaniimasi potansiyeli gézoninde bulundurularak insan akciger A549 hicre
hatti kullanilarak calisiimistir. Polimerin konsantrasyonu, inkibasyon suresi ve endositoz
inhibitorlerinin varhginin hicrelerin polimer alimina etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuclar
Sekil 4.38 ve 4.39°da gosterilmistir.
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Sekil 4.38. P(MAA-ko-UDAMA) kopolimerinin (9 kDa, %20 UDAMA) konsantrasyon ve

zamana bagl olarak hiicre aliminin akis sitometresi ile analizi.
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Sekil 4.39. P(MAA-ko-UDAMA) kopolimerinin (9 kDa, %20 UDAMA) endositoz inhibitorleri
varhginda hiicre aliminin akis sitometresi ile analizi. inkiibasyon siresi 1 saat; polimer

konsantrasyonu= 25 pM.
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Sekil 4.38’den gorulecegdi gibi yag asidi kopolimeri doza ve sureye bagli olarak hicre
icine etkili bir sekilde alinmaktadir. ilging olarak, endositoz inhibitérleri varliginda yapilan
deneylerde polimerlerin hlcre icine aliminin, inhibitér yoklugundaki alimina kiyaslandiginda
daha fazla oldugu bulunmustur.

Yag asidi polimerinin, hicre icinde dagilimi floresan mikroskobi yontemi ile
belirlenmigtir. Oregon Green boyasi ile isaretli polimerler (yesil renk) bu deneylerde
kullaniimistir. Nukleus mavi renkte iIsimaya sahip olan DAPI ile boyanmistir. Polimerin A549
kanser hucresi icerisinde dagihmini gésteren mikrograflar Sekil 4.40°da gdsterilmistir. Yesil
renkli olan yag polimerinin genel olarak sitozole dagildigi agik bir sekilde gértlmektedir. Bu da
endositoz yolu ile alinan polimerlerin etkili bir sekilde endozom ve/veya lisozom vezikillerinden

ctktiginin denmli bir gdstergesidir.

Sekil 4.40. A549 hicrelerinin Oregon Green (OG) ile isaretlenmis 20 % UDAMA iceren P(MAA-
ko- UDAMA)(Mw: 9 kDa) inkiibasyonundan sonra elde edilen floresan mikrograflari 40X
blyutme a)DAPI ile boyanan c¢ekirdek b) OG-isaretlenmis Kopolimer ile inkiibasyon c) a ve

b’'nin Ust Uste ¢akistiriimasiyla elde edilen gérintu.
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4.11 Kolesterol Polimerlerinin Sentezi
Kolesteril monomeri grubumuzun énceki ¢alismalarindaki prosedurler takip edilerek

sentezlendi. Sentezlenen monomerin *H NMR spektrumu Sekil 4.41°de gosterilmektedir.

istenen (riin 100% saflikta elde edilmistir.
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Sekil 4.41. Projede sentezlenen kolesteril metakrilat monomerinin *H-NMR spektrumu.

4.11.1 Anyonik Kolesterol Polimerlerinin Sentezi

Proje 6nerisinde belirtildigi gibi, proje kapsamindaki amaglarimizdan bir tanesi degisen
molekil agirliklarda ve kompozisyonlarda kolesteril metakrilat ve metakrilik asit kopolimerlerini
(P(CMA-ko-MAA)) sentezlemek ve bu kopolimerlerin hiicre membranlariyla etkilesimlerini test
etmektir. Bu amagla oncelikle degisen molekll agirliklarinda kopolimerlerin  sentezi
gerceklestirilmistir. P(CMA-ko-MAA) kopolimerlerinin sentezindeki ilk adim kolesteril metakrilat
ile uygun c¢Ozunurilige sahip t-batil metakrilatin  kopolimerlerini  (p(CMA-ko-t-BMA))
hazirlamak ve daha sonra bu kopolimerlerin asit hidrolizi ile P(CMA-ko-MAA) kopolimerlerini
olusturmaktir. Bu yaklagimla ilk olarak degdisen molekul agirliklarda p(CMA-ko-t-BMA)
kopolimerlerinin sentezine yonelik optimizasyon deneyleri gergeklestiriimistir (Tablo 3.6).
Degisen polimerizasyon sureleri ve degisen monomer konsantrasyonlari ile gergeklestirilen
tim deneylerde basarili polimerizasyon sonuglari alinmigtir. Ornek olarak, 4.2 M monomer
konsantrasyonu ile gercgeklestiriimis deneyde 8 saat sonrasi elde edilen polimerizasyon
karisiminin *H-NMR spektrumu Sekil 4.42'de gosterilmistir.
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Sekil 4.42. CMA ve t-BMA kopolimerizasyon deneyinde 8 saat sonunda elde edilen

polimerizasyon karigsiminin *H NMR spektrumu (Toplam monomer konsantrasyonu: 4.2 M, [t-
BMAJ/[CMA)/[RAFT]/[AIBN] mol orani= 490/10/1/0.2).

Tablo 4.10’da polimerizasyon deneyleri i¢in belilenen monomerin polimere déntsim
yuzdesi, RAFT mekanizmasiyla sentezlenmis polimerlerin GPC’den elde edilmis deneysel
molekdl agirliklari ve molekdl agirhigr dagihmlarn (PDI) verilmistir. Toplam monomer
donlisimd, polimerizasyon karigsimlarinin *H NMR analizlerinden Denklem 4.1'e gore
hesaplanmistir (Harf kodlari icin bknz Sekil 4.42)

[(fa; b _ (.fq—zrfrJ]+ [(fm;fz)_ (.fj;fk)]

Donusum (%) = [(_[ a+ [b) . (fm+ jz)] x 100
2 9

(Denklem 4.1)
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Tablo 4.10. Kolesteril metakrilat (CMA) ve tert-butil metakrilat (t-BMA)'In RAFT teknigi ile

gerceklestirilen kopolimerizasyonlarinin sonuglari

,\/T:npé";‘n”;r [-BMAJ/[CMAJ/[RAFTJ[AIBN] | Siire | % Mn | oo,
Konsantrasyonu (saat) | Donugim | (g/mol)
42M 490/10/1/0.2 2 37 23300 | 1.13
42M 490/10/1/0.2 6 52 31300 | 1.09
42M 490/10/1/0.2 8 62 36500 | 1.09
42M 490/10/1/0.2 18 86 58400 | 1.11
5.9M 200/4/1/0.2 2 37 8433 | 1.30
5.9M 200/4/1/0.2 6 81 27000 | 1.13
5.9M 200/4/1/0.2 8 90 29000 | 1.20
5.9M 200/4/1/0.2 18 95 35500 | 1.20

Olgtimler, monomer déniisimlerinin (In Mo/M) zamanla dogrusal bir sekilde arttigini,
monomer doénusumleriyle molekil agirliklarinin dogrusal bir sekilde arttigini, baslangi¢
monomer/RAFT ajani oraninin artmasiyla molekil agirliklarinda artis oldugunu ve molekil
agirhgr dagilimlarinin 1.3’Gn altinda oldugunu gostermektedir (Sekil 4.43 ve 4.44). Tum bu
sonuglar Cma ve t-BMA kopolimerizasyonlarinin denenen sartlar altinda RAFT
mekanizmasiyla kontrol edilmis oldugunu ispatlar. Ayrica hedeflendigi sekilde 9,000 ile 60,000
arasinda degisen molekul agirliklarinda kopolimerler tretilebilmistir.

Sonug¢ olarak; kolesterilmetakrilat monomeri grubumuz tarafindan 6n calismalar ile
belirlenen prosedirleri uygulayarak basariyla sentezlenmistir. Bu monomer ve t-BMA
kullanilarak degisen molekul agirliklarda kopolimerler sentezlenerek kontrolli polimerizasyon
kosullari belirlenmistir. Daha sonra farkli kompozisyonlarda ve degisen molekil agirliklarda
kopolimerlerin sentezi gergeklestiriimistir. Proje 6nerisinde de belirtiimis oldugu Uzere, proje
baslamadan 6nce yapmis oldugumuz 6n c¢alismalarda yaklasik 15,000 g/mol agirliginda
p(CMA-ko-MAA) kopolimerlerinin %8 ve Uzeri kolesterol igerigine sahip kompozisyonlarda
suda ¢ozunarlagunian olmadigi gorulmastl. Bu proje kapsaminda yuksek molekul agirlikli
p(CMA-ko-MAA) kopolimerlerinin sentezi hedeflenmis ve 6ncelikle bu yiksek molekul agirlikh
kopolimerlerin suda ¢bzunebilen kompozisyonlarinin belirlenmesi gerekmistir. Bu baglamda
oncelikle %2, %4, %8 ve %10 kolesterol igeren 10,000 — 60,000 g/mol araliginda molekiil
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agirhgina sahip kopolimerler Uretilmis ve suda ¢ozindrlikleri belirlenmistir. Bu galismalar

kapsaminda Uretilen polimerlerin 6zellikleri Tablo 4.11-4.14°de verilmektedir.

42 M
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e
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% Dénligiim

Sekil 4.43. CMA ve t-BMA kopolimerizasyonunun; In M/M — zaman, Mn — déntusum ve PDI —
dénusum grafikleri ([M]o= 4.2 M; [M]o/[RAFT]o/[AIBN]o= 500/1/0.2).
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Sekil 4.44. CMA ve t-BMA kopolimerizasyonunun; In Mo/M — zaman, Mn — déntsim ve PDI —
dontstum grafikleri ([M]o= 5.9 M; [M]o/[RAFT]o/[AIBN]o= 204/1/0.2).
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Tablo 4.11. %2 kolesterol iceren kopolimerlerin zellikleri. Kopolimerizasyon sartlari: [Toplam
monomer]= 4.2 M; Beslemedeki [t-BMA]/ [CMA]/[RAFTJ/[AIBN] Mol orani= 490/10/1/0.2;
Sicaklik= 68°C; Cozgen: Toluen

Kopolimerin CMA
Ornek Kodu M”éggo') PDI icerigi (%mol)
(NMR)
10K 12400 1.30 1.7
20K 18200 1.30 1.9
40K 42000 1.08 1.6
30K 29000 1.12 1.7
45K 46750 1.09 1.7
50K 52100 1.10 1.7
60K 57200 1.12 1.4
49K 50600 1.16 1.9

Tablo 4.12. %4 kolesterol iceren kopolimerlerin 6zellikleri. Kopolimerizasyon sartlari: [Toplam
monomer]= 4.2 M; Beslemedeki [t-BMA]/ [CMA]/[RAFTJ/[AIBN] Mol orani= 480/20/1/0.2;
Sicaklik= 68°C; Cbozgen: Toluen

Polimerizasyon Mn(g/mol) Kopolimerin CMA
Siiresi (saat) (GPC) PDI igerigi (%mol)
(NMR)

2 425 -- --

4 2973 1.48 4.2
6 3758 1.52 3.7
8 12004 1.18 3.6
18 35255 1.19 4.1

Tablo 4.13. %8 kolesterol iceren kopolimerlerin 6zellikleri. Kopolimerizasyon sartlari: [Toplam
monomer]= 4.2 M; Beslemedeki [t-BMA]/ [CMA]/[RAFT}/[AIBN] mol orani= 460/40/1/0.2;
Sicaklik= 68°C; Cozgen: Toluen

Kopolimerin CMA
Ornek Kodu M?C(;gF/)g)ol) PDI igerigi (%mol)
(NMR)
9K 9250 1.31 7.2
22K 21900 1.18 7.8
27K 27000 1.18 8.2
17K 16800 1.01 7.3
66K 66100 1.48 8.2
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Tablo 4.14. %10 kolesterol iceren kopolimerlerin 6zellikleri. Kopolimerizasyon sartlari: [Toplam
monomer]= 4.2 M; Beslemedeki [t-BMA]/ [CMA]/[RAFTJ/[AIBN] Mol orani= 450/50/1/0.2;

Sicaklik= 68°C; Cozgen: Toluen

Ornek Kodu Mn(g/mol) PDI Kopolimerin CMA
(GPC) igerigi (%mol)
(NMR)
10K 9700 141 9.8
75K 75000 1.21 10.3
90K 89500 1.29 104
35K 34600 1.18 10.6

Sentezlenen kopolimerlerin t-butil gruplar TFA varhiginda hidroliz edilerek p(CMA-ko-
MAA) kopolimerlerine donusturaldd. Yapidaki tim t-batil koruma gruplarinin uzaklagtirildigi
'H-NMR analizi ile dogrulandi (Sekil 4.45). *H-NMR spektrumlarindan gérilecegi gibi t-BMA
polimerine ait z pik kaybolmus olup 12.30 ppm de bulunan pik, metakrilik asitin karboksilik asit
protonuna aittir. Bunun yaninda polimerin yapisinda herhangi bir degisiklik olmadigi

belirlenmistir.
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Sekil 4.45. Kolesterol igceren kopolimerlerin hidroliz 6ncesi ve sonrasi *H-NMR spektrumlari.
(Polimer 6zellikleri= Mn= 89500, PDI=1.29, Kolesterol igerigi= % 10).

Hidroliz edilmis polimerlerin 6ncelikle suda ¢ozunurltkleri test edildi. Bu calismalar
sonucunda galisilan molekul agirhgi araliginda %2 ve %4’luk kopolimerlerin tamamen ¢ézinlr
oldugu, %8’lik kopolimerlerin su iginde asili kaldidi (ancak c¢cokmedigi), ancak %10’luk
kopolimerlerin higbir sekilde su fazina gegmedidi belirlendi. Bu ¢6zunirlik bulgularinin
Isiginda %8 ve altinda kolesterol igeren kopolimerlerin ¢alismanin geri kalan kisminda
kullaniilmasina karar verildi.
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4.11.2 Katyonik Kolesterol Polimerlerinin Sentezi

Sentezlenmis olan anyonik kolesterol kopolimerleri (p(CMA-ko-MAA))'nin, asagida
ayrintili olarak anlatilan pH'ya bagimli membran aktivite ve hlicre i¢cine alim deneylerinin
sonucunda istenen aktiviteyi gostermedigi anlasiimistir. Bu nedenle, proje ara raporlarinda da
sunulmus oldugu gibi, kolesteril metakrilatin “proton slinger” etkisi gdsterebilecek katyonik
kopolimerlerinin hazirlanmasina karar verilmigtir. Proton stinger polimerler, birden fazla amin
icereren ve endozomall/lisozomal pH aralidinda proton tutabilme kapasitesine sahip
polimerlerdir. Bu tlr polimerlerin endozom membranini ozmotik basin¢ farki nedeniyle
bozdugu literattrde ispatlanmistir. Bu amagla 2-(amino etil) amino) etil metakrilat (AEAEMA)
katyonik monomer olarak kullanilarak %10, %20 ve %40 CMA iceren p(AEAEMA-ko-CMA)
kopolimerleri sentezlenmistir. Kopolimerler GPC ve NMR ile analiz edilmiglerdir. Tablo 4.15 ve
Sekil 46-48 elde edilen kopolimerlerin &zelliklerini sunmaktadir. Gorulecegdi Uzere,
kopolimerizasyonlar sirasinda monomer déntisimu sabit radikal konsantrasyonunun varligini
gOsterir sekilde zamanla lineer bir artis sergilemistir. Ayrica olusan kopolimerlerin molekdl
agirhklart monomer doénidsimui ile dogru orantili bir sekilde artmistir. Molekidl agirhgi
dagilimlari ise oldukga klguktir (PDI<1.2). Tim bu sonuglar RAFT kontrolli polimerizasyon
mekanizmasini gdstermektedir. Kopolimerlerin Boc-gruplarinin uzaklastiriimasinin ardindan
%40 CMA iceren katyonik kopolimerlerin suda ¢6ziinmedigi gézlemlenmistir. Bunun Gzerine
hicre deneylerine %20 CMA iceren 5000 Da agirligindaki kopolimerle devam edilmesine karar

verilmigtir.

Tablo 4.15. %10 kolesterol iceren p(AEAEMA-ko-CMA) kopolimerlerinin o6zellikleri.
Kopolimerizasyon sartlari: [Toplam monomer]= 1.5 M; Beslemedeki
[AEAEMA)/[CMAJ/[RAFT]/[AIBN] Mol orani= 22.5/2.5/1.0/0.25; Sicakhk= 68°C; Cobzgen:

Toluen

Polimerizasyon Donusim Mn (g/mol) PDI
Suresi (saat) (%) (GPC)

2 39 2900 1.10

4 52 4000 1.10

6 65 4800 1.17

8 69 5400 1.17
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Sekil 4.46. %10 CMA iceren p(AEAEMA-ko-CMA) kopolimerlerinin RAFT polimerizasyonu
kinetik calisma sonuglari. (Ust) In(Mo/M) — zaman; (Alt) sayica ortalama molekil agirigi (Mn)
— dénusim ve polidispersite indeks (PDI) — donustim grafikleri. Polimerizasyon Sartlari: [M]o=
1.5 M; [AEAEMAJ/[CMAY)/[RAFT]/[AIBN]= 22.5/2.5/1/0.25; C6zgen= Toluen.
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Sekil 4.47. %20 CMA iceren p(AEAEMA-ko-CMA) kopolimerlerinin RAFT polimerizasyonu
kinetik calisma sonuglari. (Ust) In (Mo/M) — zaman; (Alt) sayica ortalama molekil agirhgr (Mn)
— dénusim ve polidispersite indeks (PDI) — donustim grafikleri. Polimerizasyon Sartlari: [M]o=
1.5 M; [AEAEMA]/[CMAY)/[RAFT]/[AIBN]= 20.0/5.0/1.0/0.25; C6zgen= Toluen.
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Sekil 4.48. %40 CMA iceren p(AEAEMA-ko-CMA) kopolimerlerinin RAFT polimerizasyonu
kinetik calisma sonuglari. (Ust) In (Mo/M) — zaman; (Alt) sayica ortalama molekil agirhgr (Mn)
— dénusim ve polidispersite indeks (PDI) — donustim grafikleri. Polimerizasyon Sartlari: [M]o=
1.5 M; [AEAEMA]/[CMA)/[RAFT]/[AIBN]= 15.0/10.0/1.0/0.25; C6zgen= Toluen.

4.12 Kolesterol Polimerlerinin Karakterizasyonu

%2 ve %8 CMA iceren ve degisen molekil agirliklarda p(CMA-ko-MAA)
kopolimerlerinin su icindeki hidrodinamik caplari DLS ile 6lgildi. Sonuglar Tablo 4.16 ve
4.17°de 6zetlenmistir. Buradan gorulecegi Uzere, %2’lik kopolimerlerden 60kDa agirliga sahip
olan disinda hepsinin pH 7.4’de tek zincirler seklinde suda kaldigi, pH 5.5’'de ise kendi kendine
organize olarak nanopargaciklar olusturdugu goézlenmigtir. 60kDa agiriga sahip %2’lik
kopolimer ise her iki pH degerinde de nanopargaciklar olusturmustur. %2’lik kopolimerin suda
kendi kendine organize olmasi sonucu hiicre membrani ile etkilesimini azaltmasi ve boylece
hemolitik aktivitenin olmamasi beklenir. %8’lik kopolimer ise ¢cok daha ylksek agregasyon

egilimi géstermistir. Ozellikle asidik pH'da bu kopolimerin biitin molekiil adirliklarinda gok
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membrani ile hidrofobik kuvvetlerle etkilesimini arttirmasi beklenir.

Tablo 4.16. Dedisen molekul agirliklarinda %2 CMA iceren kopolimerlerin tampon ¢oézeltiler

icinde sayica ortalama hidrodinamik ¢aplari

Omek Kodu Hidrodinamik Cap (nm)
pH 5.5 pH 7.4
20K 19 5
30K 20 4
40K 25 6
50K 5 7
60K 71 109

Tablo 4.17. Degisen molekul agirliklarinda %8 CMA igeren kopolimerlerin tampon ¢ozeltiler

icinde sayica ortalama hidrodinamik ¢aplari

Ornek Kodu Hidrodinamik Cap (nm)
pH 5.5 pH 7.4
17K 1365 265
22K 1485 193
27K 1378 271
66K 1650 605

Ayrica %2 CMA iceren ve degisen molekul

spektrometre ile belirlendi. Sekil 4.49 bu deneylerden elde edilen sonuglari géstermektedir.
Grafikten gorilecegi Uizere, kopolimer molekil agirligr arttikga ¢ozeltilerin bulanikligr artmistir.

Ayni sekilde asidik pH'da polimer ¢ozeltilerin bulanikh§i pH 7.4’e gore yuksektir. Bu sonug DLS

sonugclarini desteklemektedir.
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Sekil 4.49 Degisen molekill agirliklarinda %2 CMA igeren kopolimer ¢ozeltilerinin pH bagimli
bulaniklik deneyi.

4.13 Kolesterol Polimerlerinin Membran Aktivitelerinin incelenmesi

Kolesterol iceren kopolimerlerin kirmizi kan hicrelerinin membranina etkisi iki farkli pH
degerinde (pH 5.5 ve 7.4) incelendi. Bu deneylerde degisen molekil agirliklarinda %2, %4 ve
%8 CMA iceren kopolimerler test edildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.50 — 4.53te
gosterilmektedir. Sonuclardan gorulecedi Uzere, %2’lik ve %4’luk kopolimerler, molekul
agirligina bagh olarak pH duyarli davranig sergilemistir. %8’lik polimerlerin test edilen molekul
agirhdr ve konsantrasyon araliginda her iki pH degerinde de kayda deder hemolitik aktivitesi
g6zlenmedi. %2’lik kopolimer igin hemolitik aktivite sadece 14-16 kDa agirhdinda elde
edilmistir. Bu hemolitik aktivite degeri de sadece %15 civarindadir. Daha yuksek molekul
agirliginda bu polimerin hemolitik aktivitesi sifilanmigtir. %4’k polimer ise 4 kDa agiriginda
yuksek konsantrasyonda pH 5.5’de yaklasik %50 hemolitik aktivite gdstermistir. Molekul agirlik
arttidiginda bu polimerin hemolitik aktivitesi kaybolmustur. Sonu¢ olarak %2 ve %4’lik
kopolimerler istendigi gibi pH bagimli hemolitik aktivite gostermekle beraber bu aktivite ylksek
degildir ve ancak ¢ok yliksek konsantrasyonlarda elde edilmistir. Bu nedenle P(MAA-ko-CMA)
kopolimerleri, hemoliz deneylerinin sonuglari esasinda hicre igi ilag salim uygulamalari igin
uygun bulunmamistir.

SPR sonuglari (Sekil 4.54), hemoliz deneylerine benzer sonuglar vermistir. Sadece
molce %2 kolesterol igeren kopolimerler hiicre membrani benzeri lipid tabakasi ile pH 5.0'da
etkilesim gostermistir. Endozom membrani benzer lipid tabakal yuzeylerle yapilan deneylerde
de %2'lik monomerin pH 5.0'da etkilesimi pH 7.4'e gbre daha belirgindir. Bununla birlikte SPR
deneylerinde %2'lik kopolimerin lipid tabaka ile pH 5.0'daki etkilesimi diger kopolimerlere gére
cok yuksektir. Yuzeye baglanan polimer zincir sayilari hesaplanmamis olmakla beraber,

SPR'in hemoliz deneyine gore ¢ok daha hassas bir 6lgim teknigi oldugu soylenebilir. Ayrica
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SPR deneyleri ile polimer-lipid tabaka arasindaki her tirlG etkilesim algilanmaktadir. Ancak
hemoliz deneylerinde polimerin kirmizi kan huacrelerinin  hicre membranini tamamen
parcalamasi veya gucli bir sekilde destabilize etmesi sonucu ortaya g¢ikan hemoglobin
Olctimektedir. Dolayisiyla polimer hicre membrani ile etkilesse bile membrani bozmadigi
strece hemoliz deneyleri sonu¢ vermeyecektir. Elde edilen bu bulgularin, polimerlerin hicre
ici sitoplazmik dagihmi ile iligskilendirilebilmesi i¢in bu kopolimerlerin hiicre i¢i alimlarinin ve

dagilimlarinin incelenmesine karar verilmigtir.
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Sekil 4.50 %2, 4 ve 8 (mol) kolesterol iceren p(MAA-ko-CMA) kopolimerlerinin (Mn= 16,000 -
18,000) hemolitik aktivitesi.
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Sekil 4.51. %2 CMA igeren kopolimerlerin degisen molekul agirliklarda ve konsantrasyonlarda

pH’ya bagimli hemolitik aktivitesi.
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Sekil 4.52. %4 CMA iceren kopolimerlerin degisen molekul agirliklarda ve konsantrasyonlarda

pH’ya bagimli hemolitik aktivitesi.
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Sekil 453. %8 CMA igeren kopolimerlerin degisen molekul agirliklarinda ve

konsantrasyonlarda pH’ya bagimli hemolitik aktivitesi.
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Sekil 4.54. (UST) P(MAA-ko-CMA) kopolimerlerinin (molce %2, 4 ve 8 kolesterol igeren) hiicre
plazma membrani benzeri lipid tabaka ile etkilesimlerinin SPR ile dlgtimesi, (ALT) molce %2
kolesterol iceren kopolimerin hiicre plazma membrani (PM) ve endozom membrani (EM)
benzeri lipid tabakalar ile etkilesiminin SPR ile 6lgiimesi. PM ve EM benzeri lipid tabakalar

sirasiyla 0.42 ve 0.80’lik kolesterol/fosfatidilkolin mol oranlarina sahiptir.
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4.14 Kolesterol Polimerlerinin Hiicre Canliigina Etkileri
%2 ve %8 CMA iceren p(MAA-ko-CMA) kopolimerlerinin hucre canhhgdina etkileri MTT
deneyleri ile incelendi. NIH3T3 fare fibroblast hiicreleri model hiicre hatti olarak kullanildi. 24,
48 ve 72 saat inkibasyon sureleri ve iki farkl kopolimer konsantrasyonu test edildi. Benzer
sonuglar alindigi icin sadece 72 saat inkibasyon sonuglari sunulmustur (Sekil 4.55).

Gorulecegdi Uzere anyonik kolesterol kopolimerlerin fare fibroblast hiicreleri Gzerinde toksik
etkiye sahip degildir.
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Sekil 4.55. Degisen molekul agirliklarda, %2 (ust) ve 8% (alt) CMA iceren p(MAA-co-CMA)
kopolimerlerinin NIH3T3 hiicrelerinin canlilijina etkileri. inkiibasyon siiresi= 72 saat.
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Benzer sekilde katyonik kolesterol kopolimerlerinin P(AEAEMA-ko-CMA) (Mn= 5000
Da, %20 CMA icerikli ve degisen molekul agirliklarda %10 CMA igerikli) MTT yontemi ile
NIH3T3 fare fibroblastlari ve A549 insan akciger kanseri hiicre hatlarina canliligi Gzerinde
etkileri test edildi. Yukarida verilen P(MAA-ko-CMA) kopolimerlerinin toksisite sonuglarina
paralel olarak sadece 2 farkli P(AEAEMA-ko-CMA) kopolimer konsantrasyonunda (25 ve 250
pg/ml) toksisite denemeleri yapildi. Sonuglar Sekil 4.56'da go6sterilmektedir. Calisilan
konsantrasyon, sure ve molekul agirhgi araliginda kopolimerlerin her iki hiicre hatti Gzerinde

de toksik etkisi olmadigi goruldu.
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Sekil 4.56 (UST) Degisen konsantrasyon ve siirelerde P(AEAEMA-ko-CMA) (Mn= 5000 Da,
%20 CMA icerikli) kopolimerin NIH 3T3 hucrelerinin canhhgina etkisi; (ALT) Degisen
konsantrasyonlarda ve molekul agirliklarda P(AEAEMA-ko-CMA) (%10 CMA igerikli)

kopolimerlerin A549 hicrelerinin canhhigina etkisi.
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4.15 Kolesterol Polimerlerinin Hiicreler Tarafindan Alimi ve Hiicre igi Dagilimlar

P(MAA-ko-CMA) kopolimerlerinin toksisite ve hemoliz deney sonuglarindan da
goérildigu Gzere istenilen hemoliz aktivitesi profilleri elde edilemedidi i¢in, bu kopolimerlerin
Oncelikle hicre i¢i dagilimlarinin incelenmesine karar verilmistir. Bu amacla %2 CMA iceren
kopolimerler (20 KDa ve 70 kDa) éncelikle Oregon green maleimide ile etiketlendi. Floresan
etiketli kopolimerlerin NIH3T3 fibroblast hicre ici dagilimlari floresans mikroskobu ile incelendi.
Sekil 4.57, 20 kDa’luk kopolimerin floresans mikroskop sonuglarini sunmaktadir. Hicre
cekirdegi DAPI (mavi) ile boyanmistir. Yesgil boyali polimerlerin hiicrelerin icine dagiimis oldugu
g6zlenmistir. Disik hemoliz aktivitesine ragmen polimerlerin hicre sitozolline difiz etmis
olmasi beklenmedik bir sonugtur. 70 kDa molekil agirhida sahip polimer ile de benzer sonuglar

elde edilmistir (veri gosterilmemigtir).

Sekil 4.57. NIH3T3 hucrelerinin Oregon Green (OG) ile isaretlenmis 2 % CMA iceren P(MAA-
ko-CMA) (Mn 20 kDa) inkiibasyonundan sonra elde edilen floresan mikrograflari 40X biylitme
a)DAPI ile boyanan c¢ekirdek b) OG-isaretlenmis kopolimer ile inkiibasyon c) a ve b’nin Ust

uste cakistiriimasiyla elde edilen géruntu.

Hucre ici dagihim sonugclarini dogrulamak amaciyla kopolimerlerin hiicreler tarafindan
aliminin akis sitometrisi ile de incelenmesine karar verilmistir. Akis sitometresi sonuglar Sekil
4.58'de verilmektedir. Gorulecegi Uzere NIH3T3 hucreleri, P(MAA-ko-CMA) kopolimerini (20
ve 70 kDa, %2 CMA) cok yuksek konsantrasyonlarda dahi (50 yM) hemen hemen hig
almamaktadir. Bu sonuglar hemoliz deneyleri sonugclarini aciklar nitelikte olup floresans
mikroskobu sonuglariyla ters dugsmektedir. Floresans mikroskop goruntulerinde hicrelerin dig
yuzeylerindeki boyayi, icindeki boyadan ayird etmek mumkin olmadigi icin goruntulerdeki
yesil floresaninin hiicre digina yapismis polimerlerden kaynaklanabilecegi digstnulmektedir.
Sonug olarak, dusik hemolitik aktivite sonuglarina paralel olarak, P(MAA-ko-CMA)
kopolimerlerinin hicreler tarafindan alinmadigi gérilmustir. Bu sonug kopolimerlerin kuvvetli

negatif yukli olmasindan kaynaklanabilir.
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Sekil 4.58 P(MAA-ko-CMA) kopolimerinin (20 kDa ve 70 kDa; %2 CMA) hicre aliminin akis

sitometresi ile 6lcimu (inkibasyon suresi 1 veya 3 saat).

Katyonik kolesterol kopolimerinin P(AEAEMA-ko-CMA) (Mn= 15500 Da, %10 CMA
icerikli) 5 mM ve 10 mM konsantrasyonlarda A549 hiicreleri ile inklibasyonlari sonucu hiicreler
tarafindan alimi akis sitometrisi ile incelenmistir (Sekil 4.59). Sonuclara goére katyonik
kopolimerler A549 hicreleri tarafindan belirgin bir sekilde hem 4°C hem de 37 °C’de alinmustir.
Endositoz inhibitérleri ile yapilan deneylerde inhibitérler varliginda dahi kopolimerin A549
hiicreleri ile 37°C’de 1 saatlik inkiibasyon sonucu hiicreler tarafindan alindi§i gézlenmistir
(Sekil 4.60).
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Sekil 4.59 P(MAA-ko-CMA) kopolimerinin (20 kDa ve 70 kDa; %2 CMA) hicre aliminin akig

sitometresi ile dlcimu (inklibasyon slresi 1 veya 3 saat).
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Sekil 4.60 Katyonik kolesterol kopolimerinin (Mn= 15500 Da, %10 CMA igerikli) endositoz
inhibitérleri varliginda A549 hicreleri tarafindan aliminin akis sitometrisi ile dlguma (1 saat

inklbasyon).
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu projenin amaci hicre iginde aktivitesini géstermesi gereken ilaglarin hticre igine
tasinmasini saglamak icin amino asit, peptit veya lipit iceren polimerleri Tersinir Katilma
Ayrisma Zincir Transfer (Reversible Addition Fragmentation Chain Transfer) (RAFT)
polimerizasyon teknigi ile sentezlemek ve fizikokimyasal ézelliklerini belirlemek, sentezlenen
polimerlerin hiicre membrani ve lipitler ile etkilesimlerini incelemek ve hiicre membraniyla
etkilesme kapasitesi ylksek olan polimerlerin vicut disinda (in vitro) kaltlr edilmis hticreler
tarafindan alimlarini ve hicre iginde dagihmlarini belirlemektir.

Bu proje kapsaminda 6ncelikle arjinin amino asiti iceren polimerler sentezlenmistir. Bu
amagla iki farkl sentetik strateji takip edilmistir. ilk strateji guanidin grubu korunmamis arjinin
metil ester (AME) amino asiti ile birincil aminlere karsi yliksek reaktivitesi olan pentafluorofenil
metakrilat (PFMA) monomerinin reaksiyonu sonucu arjinin metil ester metakrilamid (AMME)
monomerinin sentezini ve RAFT teknigi ile polimerlestiriimesini icerir. AMME monomerinin
sentezinde PFMA ve arjinin amino asidi arasindaki reaksiyonun 100% verimle ve secici olarak
alfa primer aminden gerceklestigi NMR ve MALDI-ToF analizleri ile gdsterilmistir. Sonug
olarak; AMME monomerinin sentezi literatlirde olmayan yeni bir sentez yontemi ile tek adimda
basariyla gerceklestiriimistir. Sentezlenen AMME monomerinin RAFT polimerizasyon
deneylerinde o6ncelikle zincir transfer ajani (RAFT ajani) olarak kullaniimasi planlanan 4-
siyano-4-(fenilkarbonotiyoiltiyo) pentanoik asitin, arjinin metil ester metakrilat (AMME)
monomeri varliginda aminoliz g¢alismasi yapilmigtir ve 7 saat igerisinde %45 bozunma
gorulmustur. Dolayisiyla dncelikle sulu ¢ozeltilerde hidroliz ve aminolizinin ¢cok yavas oldugu
bilinen tritiyo esasli bir RAFT ajani, 4-siyano-4-(etiltiyokarboniltiyoiltiyo) sulfanillpentanoik asid
(ECT), literatlirde yayinlanmis bir prosedur takip edilerek sentezlenmistir (Moad vd., Polymer,
2004). Aminoliz deneylerinin sonucu ECT’nin 24 saat iginde 70°C’de aminolizinin %10’nun
altinda oldugunu goéstermistir. Boylece ECT’'nin AMME’nin RAFT polimerizasyonunda RAFT
ajani olarak kullanilmasina karar verilmigtir. ECT varliginda AMME monomerinin RAFT
polimerizasyonu, ¢ozgen olarak organik (DMF) veya tampon cozelti (pH 5.0) kullanilarak
basariyla gerceklestiriimis ve molekdl agirligi kontrol edilebilen, dar molekul agirhigr dagihmina
sahip arjinin polimerleri basariyla sentezlenmistir.

Arjinin polimerlerinin sentezinde izlenen ikinci strateji fonksiyonel PFMA polimerlerinin
RAFT teknidi ile hazirlanmasi ve polimerizasyon sonrasi AME ile modifikasyonunu igerir. Bu
kapsamda oncelikle bir dizi PFMA homopolimerizasyonu gerceklestirilerek RAFT
mekanizmasi  kontrolli polimerizasyon optimizasyonu yapilmistir. PFMA’'nin  RAFT
polimerizasyon calismalari literatir ile uyumlu olarak tamamlanmistir (Eberhardt vd., 2005).

lyi-tanimlanmis PFMA polimerlerinin eldesinin ardindan polimerler, arjinin metil ester (AME)
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ile reaksiyona sokulmustur. Bu reaksiyon igin literatlirde 6nerilen yéntem denenmis ve %60
olan reaksiyon verimi (Gibson vd., 2009) yapilan optimizasyon ¢aligmalari sonucu %100’e
cikarimistir.

Proje basvurusunda onerildigi sekilde Uretilen polimerlerin kompozisyonu (belirli
kimyasal gruplarin varlidi, hidrofobik ve hidrofilik gruplarin orani, yik yogunlugu vb.),
polimerlerin toksik 6zelliklerini dogrudan etkileyen bir 6zelliktir. Arjinin polimerlerinin kuvvetli
katyonik 6zelliginin in vivo uygulamalarda yaratabilecegi sorunlari dikkate alarak PPFMA’nin
biyolojik olarak uyumlu bir polimer olan poli(oligoetilen glikol metakrilat) (PEGMA) ile blok
kopolimerleri de proje kapsaminda hazirlanmistir. Bu amagcla yapilan ¢alismalar sonucunda
makroRAFT ajani olarak iyi-tanimlanmig PFMA polimerinden PEGMA monomerinin
bayutulmesi ve boylece PPFMA-b-PPEGMA kopolimerlerinin hazirlanmasi daha kontrollu
oldugu i¢in uygun bulunmustur. Blok kopolimerler sentezlendikten sonra AME ile reaksiyonlari
incelenmistir. Deneysel olarak PPFMA homopolimerinin modifikasyonu ile ayni kosullar altinda
denenmis kopolimer modifikasyonu sonrasi alinan NMR sonucu reaksiyon veriminin %100
oldugunu gostermistir. Bu reaksiyonun gergeklestigine dair en énemli géstergelerden bir digeri
ise; homopolimer modifikasyonunda oldugu gibi amfifilik kopolimerlerin, AME modifikasyonu
sonrasi tamamen suda ¢ozunur hale gelmesidir.

Oktaarjin bugtine kadar cesitli ilag taslyici sistemlerde kullaniimis ve genel olarak hiicre
alimini arttirici ydonde sonuglar vermistir (Biswas vd., 2013; O’Donnell vd., 2015). Bu amagla
proje Onerisinde belirtildigi gibi oktaarjinin polimerlerinin sentezine ¢alisiimistir. PPFMA-b-
PPEGMA kopolimerlerin oktaarjinin (R8) ile modifikasyonu, AME ile gergeklestiriimis olan
reaksiyon ile benzer kosullarda denenmistir. Modifikasyon sonrasi polimerin suda ¢ézinlr
hale gelmesi modifikasyonun olduguna dair en 6nemli gostergedir. Modifikasyon dncesi 14000
g/mol olan kopolimerin, modifikasyon ve takip eden diyaliz islemi sonrasi molekil agirliginin
Mn 11000 g/mol degerine dismis olmasi amfifiik yapida olan PPFMA-b-PPEGMA
kopolimerinin oktaarjinin peptidi ile modifikasyon sonrasi amfifilik yapidan c¢ift hidrofilik yapiya
gectigini ve bu nedenle molekiler hidrodinamik hacminin kiguldiginin gostergesi olabilir.
GPC kromatograminda 11000 kDa agirhgi disinda pik olmamasi baglanmamis peptidin (Mw
1514 g/mol) tamamen uzaklastiriimis oldugunun kanitidir. Deneylerde kullanilan oktaarjinin
peptidinin ticari yollardan eldesi oldukgca pahalidir. Konjugasyon verimi ve deney sonrasi
saflastirma basamaklari dikkate alindiginda elde edilen son Grtiniin yani oktaarjinin ile modifiye
olmus kopolimerin miktari membran aktivitesini belirmeye yonelik deneylerde kullaniimasina
izin vermeyecek kadar az bulunmustur. Ozellikle yiizey plazmon rezonans deneyleri akis
altinda gerceklestigi ve hicre alim/hicre ici dagilim deneyleri polimerin ek bir konjugasyon-

saflagstirma basamagindan gegerek floresans boya ile isaretlenmesini gerektirdidi icin proje
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kapsaminda oktaarjinin modifiye kopolimerlerin sadece Uretim metodu gelistiriimis ancak
membran aktivitelerini tayin etmeye ydnelik deneyler bu asamada gergeklestirilememigtir.

Arjinin polimerlerinin morfolojik 6zelliklerini incelemek amaciyla DLS ve AFM dlgumleri
yapilmigtir. Gorintilerde PAMME-b-PPEGMA ve PAMME polimerlerinin her iki pH degerinde
de partiklller ve agregat benzeri yapilar olusturdugu goézlenmistir. pH 7.4 ve pH 5.0
degerlerinde pozitif yukll hidrofilik guanidin gruplari ve hidrofobik ana zincir iceren PAMME
homopolimerlerinin konsantrasyona bagli olarak hidrofobik etkilesimler ile kendi kendine
organizasyonu sonucu partiktl olusumunun gerceklesebilecegi disiniimektedir. Dolayisiyla
partikil boyutlarinin daha ytksek olmasi beklenen bir sonugtur. Kopolimerlerin hidrodinamik
¢apl, homopolimere gore daha ylksektir. Bu partikil/agregatlar olusturan polimer zincinirin
daha uzun olmasina ve PPEGMA blogunun hidrofilik yapisina atfedilmigtir. DLS ile alinan
sonuglar, AFM sonuglari ile karsilastinldiginda daha buaylk partikilleri ortaya koymustur.
Bunun DLS'’in hidrodinamik ¢api, AFM’nin ise kuru durumdaki morfolojileri ortaya koyuyor
olmasindan kaynaklandigi disunulmektedir.

Arjinin iceren sistemlerin yapilari itibariyle membran bozucu degdil membran flzojenik
oldugu literatlirde bilinmektedir (Futaki vd., 2001). Dolayisiyla lipid membran ile etkilesmeleri
durumunda membranin yapisal butinligini bozmak yerine sadece membran icgine difiiz
etmeleri batinlesmeleri beklenir. Bu nedenle arjinin polimerlerinin membran aktivitelerinin
tayini icin hemoliz deneyleri uygun degildir. Bu duruma uygun olarak sentez ve karakterizasyon
asamalari tamamlandiktan sonra arjinin polimerlerinin, polimerlerin hicre membrani ile
etkilesimlerini incelemek i¢in SPR deneyleri yapilmistir. iki farkli pH'da (pH 7.4 ve pH 5)
PAMME ve PAMME-b-PPEGMA ve pH 5 igin iki farkli molekul agirliktaki PAMME (Mn:9500
ve Mn:12000) denenmistir. Bu deneylerde kullanilan arjinin igceren homopolimerler ve
kopolimerler iki farkli pH’da hliicre membrani benzeri lipozom yapilariyla etkilestiriimistir.
Molekll agirhk artinca etkilesim azalma gostermistir.  Arjinin iceren polimerler, guanidin
gruplarinin yliksek pKa (12) degeri nedeniyle denenen her iki pH dederinde de kuvvetli pozitif
yuklidur. Lipid tabaka Ustindeki negatif ylkli fosfat gruplariyla kuvvetli sekilde elektrostatik
etkilesime girerler. Onemli bir nokta kopolimer yapisindaki PEGMA blogu bu elektrostatik
etkilesimi belirgin bir sekilde azaltmamistir. Sonug olarak Uretilen arjinin homo- ve kopolimerleri
hdcre membrani ile etkilesim potansiyeline sahip olarak gorulmds ve bu polimerlerin canl
hdcre hatlariyla etkilesimleri incelenmigtir.

Arjinin polimlerlerinin hicre canliligi incelendiginde; aminoliz sonrasi elde edilen
polimerin 500 yM gibi yuksek konsantrasyonlara ¢ikildiginda dahi hicre canhliina etkisinin
olmadigi acgikga gortlmustir. PEG turevli bir polimer olan PPEGMA'nin toksik olmadigi
literatirde oldukca yaygin sekilde bilinmektedir (Pissuwan vd., 2010). Ayrica grubumuz

tarafindan dnceki galismalarinda ¢ok defalar PPEGMA’nin toksik olmadigi deneyler ile tespit
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edilmigtir (Ozer, 2014). Bu nedenle PAMME-b-PPEGMA kopolimeri igin ayrica bir toksisite
deneyi gerceklestiriimemigtir.

Bu galismalarin ardindan arjinin polimerlerinin htcre alimi ve hicre igi dagilim
deneyleri gerceklestiriimisti. pAMME ve pAMME-b-PPEGMA polimerlerinin hcreler
tarafindan ¢ok hizli ve etkin olarak alindigi tespit edilmistir. PAMME ve PAMME -b-PPEGMA
polimerlerinin hlcreler tarafindan alim degerleri karsilastinidiginda PAMME-b-PPEGMA
polimerlerinin PAMME polimerine gére ¢ok daha fazla hicre i¢ine alindigi tespit edilmistir.
Bunun sebebi PAMME ve PAMME-b-PPEGMA polimerlerinin hicreler tarafindan alim
mekanizmalarinin birbirinden farklh olmasi olabilir. Hiicreler tarafindan ana alim mekanizmasi
diftizyon olan PAMME’nin, PPEGMA ile blok kopolimerlestiriimesi sonucu bu 6zelligini kismi
olarak yitirmis ve endositoz yolu ile alimi artmisg olabilir. Bu durumu disuk polimer
konsantrasyonunda (10 pyM) hicre alimi dederleri ¢ok belirgin olmasa da desteklemektedir.
Soyle ki; 4°C ile 37°C’deki alimlar karsilastirildiklarinda PAMME’deki farkin, kopolimere goére
daha az oldugu gérulmektedir. Bu durum homopolimerin enerji gerektirmeyen pasif difizyon
yolunun baskin olan alim mekanizmasi oldugunu gostermektedir. Kopolimerde ise 4°C ile
37°C’deki alimlar arasindaki fark daha belirgindir. Bu durum PAMME iceren kopolimerin hala
daha eneriji gerektirmeyen pasif diftizyon yolu ile alindigini ancak aktif transport mekanizmalari
ile aliminin daha baskin hale geldigini gdstermektedir. Genel olarak aktif transport
mekanizmalari araciliiyla hiicre aliminin, pasif diftizyon yoluyla alima gére nicel olarak daha
yuksek olmasi beklenir. Ayrica kopolimerin molekil agirhiginin ve hidrodinamik ¢apinin daha
blylk olmasi daha fazla endositozu tetiklemis olabilir. PAMME ve pAMME-b-PPEGMA
polimerlerinin hicreler tarafindan alim mekanizmasinin enerjiye bagimhliginin incelendigi
deneylerin sonucunda pAMME polimerlerinin hicreye temel olarak enerjiden bagimsiz
yolaklar ile alindigi belirlenmistir. Hicre membrani lzerinde gergceklesen bu translokasyon
isleminde polimerde bulunan arjinin tekrarlayan birimlerinin guanido grubunun rol oynadigi
distnulmektedir. Literatiirde oktaarjinin (R8) hiicreler tarafindan enerjiden bagimsiz yolaklar
ile alindigi da belirtilmistir (Futaki vd., 2001). Yuksek konsantrasyonda pAMME ve pAMME-b-
PPEGMA polimerlerinin hiicre aliminda etkin rol oynayan endositoz aktivitelerinde hiicre
iskeletinin rolli, hucrelerin nokodazol (Noc) ve sitokalasin D (CytD) kimyasallarinin
varliginda polimer alimlarin belilenmesi ile gergeklestiriimistir. Hucre iskeleti bilesenlerinin
endositoz aktivitesinde vezikullerin olusumu ve taginmasinda ¢ok dnemli rol oynadigi
bilinmektedir. Literatlrde aktin hiicre iskeletinin endositoz vezikullerinin olusmasinda etkin rol
oynarken, mikrotubul hicre iskeletinin olusturulan vezikllin hicre iginde taginmasinda ve
veziklllerin olugmasinda yardimci olarak etkin rol oynadidi belirtiimistir (Vercauteren vd.,
2010). Literatlrde transport inhibitorleri olarak belirtilen nokodazol ve sitokalasin D

kimyasallarinin  sirasiyla mikrotibullerin  depolimerizasyonunu saglayarak ve aktin
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polimerizasyonunu engelleyerek hicrelerin endositoz aktiviteleri Uzerinde olumsuz etki
yarattigi belirtiimistir (Khalil vd., 2006; Mager vd., 2010; Saha vd., 2013). Deneyler sonucunda
pPAMME-ko-PEGMA polimerlerinin endositoz ile hicre alinmasinda aktin filamentlerinin aktif
rol Ustlendigi sonucuna variimistir. Fluoresans mikroskop ile elde edilen mikrograflar akis
sitometrisi deneyleri ile ulasilan sonuglari da dogrular niteliktedir. pAMME-b-PPEGMA
polimerlerinin hucre icinde vezikullerde birikmedigi, sitozole dagildid1 sonucuna ulagiimigtir
Arjinin  polimerlerine yodnelik gelecekteki c¢alismalarda sentezlenen oktaarjinin
polimerlerinin karakterizasyonu ve hicre deneyleri yapiimalidir. Hucre uygulamalarindan
alinan pozitif sonuglar dastnuldiguinde; arjinin polimerlerinin membran flizyojenik ve pozitif
yukli olmalari sebebiyle potansiyel gen tasima ajani olarak kullaniimasi uygun géziikmektedir.
Proje kapsaminda o6nerilen polimerlerden bir digeri olan yad asidi polimerlerinin
sentezine yonelik calismada dncelikli olarak, doymamig bir yag asiti olan 10-undekenoik asitin,
merkaptoetanol ile katilma reaksiyonundan elde edilen Grtin, metakrilatma proseduiru ile uygun
bir metakrilat monomeri haline getiriimistir. Monomer sentezi iki basamaktan olusmaktadir. ilk
basamakta tiyol-ene katiima reaksiyonu ile, 2-merkaptoetanol bileisiginin, 10-undekanoik asit
ile, katilma reaksiyonu gercgeklestiriimistir. Bu basamaktan elde edilen trin ile, metakrilatma
prosedirli takip edilerek RAFT polimerizasyonu igin uygun bir yad asidi monomeri
sentezlenmistir. % 92 verim ile saf olarak 11-[2-(2-metil-akriloksil)-etilsulfanil undekanoik asit
(UDAMA) monomeri basariyla elde edilmistir. Sonraki adimda UDAMA monomerinin RAFT
polimerizasyonu ile yag polimerleri sentezlenmistir. Farklh monomer konsantrasyonlari,
organik ¢ézgen ve [monomer])/[RAFT]/[baslatici] mol oranlari ile optimizasyon calismalari
yapilmistir. Bu calismalar sonrasi monomer konsantrasyonu 1 M ve 4. 2 M, ¢b6zgen olarak
asetonitril, ve [monomer])/[RAFT]/[baslatici] olarak ise 400/4/1 oranlarinin polimerlesmeler igin
uygun oldugu éngdrilmastir. RAFT homopolimerizasyonun, kinetik ¢izimlerinden, logoritmik
monomer donustumunun, (InN[M]o/]M]), lineer olarak zamana karsi arttigi gérilmustir. Bu sonug
RAFT mekanizmasi kontrolll polimerizasyonun gerceklestigini isaret etmistir. Elde edilen yag
asidi homopolimerleri suda istenilen ¢ozunurligu vermedidi igin, ek olarak tert-bitilmetakrilat
(t-BMA) ve metakrilik asit (MAA) komonomerleriyle ayri ayri rastgele kopolimerler
hazirlanmaya yonelik RAFT kopolimerizasyonlari gerceklestiriimistir. t-BMA ile yapilan
deneyler rastgele kopolimerlerin olusmadigini isaret ettigi icin UDAMA monomerinin, metakrilik
asit ile kopolimerlesme calismalar gerceklestiriimistir. Calismalarda monomer besleme
kompozisyonlari %20 ve % 50 UDAMA igerigine sahip olacak sekilde RAFT
kopolimerizasyonlari gergeklestiriimistir. MAA ile yapilan kopolimerlesmeler sonucu suda daha
iyi ¢cozllebilen ve pH’ya duyarli, amfililik kopolimerler, P(MAA-ko-UDAMA) elde edilmistir.
Kopolimerizasyonlarda, UDAMA monomerinin beslemedeki icerigi arttinldiginda, RAFT

kontrolli mekanizmanin gittikge kayboldugu, molekdl agirhidr dagilimi ve molekuiler agirliklarin
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arttigr bulunmustur. [UDAMAJ/[MAA]/[RAFT]/[Baslatici] mol oraninin 40/160/4/1 oldugu
durumda, agirliklari ve molekul agirligi dagiimi disik olan polimerlerin olustugu goézlenmistir.

Sentezlenen yag asidi kopolimerlerinin, pH’ya duyarliigi UV-vis spektroskopisi ve
dinamik 1sik sacihm (DLS) deneyleri ile test edilmistir. Bu deneylerin sonucunda asidik ortamda
kopolimer ¢dzelti tlrbitidesinin artmasi, kopolimerlerin asidik pH degerlerinde protone
olmasiyla kopolimer zincirlerinin hidrofilik durumdan hidrofobik duruma ge¢mesine
atfedilmistir. DLS sonuglari, ortam pH’sinin nétralden asidige dogru azalmasiyla kopolimerlerin
kendi kendine organize olarak, hidrofobisitesinin arttigi ve hidrodinamik c¢aplarinin
klguldigini kanitlamistir. UDAMA igerigi arttinldiginda hidrodinamik ¢apin kigllmesinin
hidrofobik etkilesimin artarak zincirler arasi kendi kendine organize olabilme &zelliginin sonucu
oldugu disinidlmektedir. AFM sonuglarina gére ayni UDAMA igerigine sahip kopolimerlerden
digsik molekdl agirhda sahip olani pH'ya duyarli olmaksizin genislemis zincir
konformasyonunu korumaktadir. Molekll agirlik arttikga, bir bagka deyisle zincir uzunlugu
arttikga, polimerlerin igerdigi hidrofobik UDAMA birimlerinin ¢dzelti icindeki mutlak miktari
artar. Bu durum hidrofobik etkilesimler ile polimer zincirlerinin biraraya gelip partikuller
olusmasini tetikleyebilir. Bunun sonucunda asidik ve nétral ¢dzletilerde 9 kDa’lik kopolimer
acik bir sekilde kiresel partikiiller olusturmustur.

Hemoliz deneyleriyle UDAMA icerigi % 23 ve % 65 olarak hesaplanan P(MAA-ko-
UDAMA) polimerlerin pH’ya duyarli membran bozucu aktivitesi incelenmistir. Yapilan
deneylerde %23 UDAMA icerigine sahip kopolimerlerin etkili olarak endozom pH degeri
araliginda olan pH 5.0’da kirmizi kan hicrelerinin membranini bozdugu ancak hicre digi pH
degeri olan pH 7.4’de etkisinin yok denecek kadar az oldugu belirlenmistir. Ayni kopolimerin
SPR ile yapilmis olan oélgiimleri, hemoliz sonuglarini destekler nitelikte olup bu kopolimerin
pH’ya duyarl bir sekilde lipid tabakasi ile etkilestigini gdstermistir. Ayni kopolimerin NIH3T3
fare fibroblast ve A549 insan akciger kanseri hiicrelerinin canliligi Gzerine ancak 1000 ug/mi
gibi ¢ok yiksek konsantrasyonlarda etki ettigi bulunmustur. Sonu¢ olarak, cok duslk
konsantrasyonlarda ylksek hemolitik aktivite gosteren yag asidi kopolimerinin (Mn 10 kDa,
%23 UDAMA icerigi) etkili oldugu konsantrasyon degerlerinde iki farkli hicre hatti Gstiinde
toksik etkisi yoktur. Yag polimerinin hicreler tarafindan alimi floresans boya ile etiketlenmis
polimerler kullanilarak akis sitometresi araciligiyla incelenmistir. Hiicrelerin 370C'deki alim
miktarlarinin konsantrasyona ve inkubasyon suresine bagl olarak degisimi incelendiginde,
tum polimerlerin hiicre aliminin polimer konsantrasyonu ve inklibasyon suresi ile arttigi tespit
edilmistir. Hlcre iskeletinin temel iki bileseni olan mikrottbul ve aktin filamentlerin belirli ajanlar
kullanilarak inhibisyonu sonucu yag polimerlerinin htcreler tarafindan aliminda degisiklikler
olup olmadigi akis sitometresi ile 6lgtilmustir. ilging olarak, endositoz inhibitdrleri varliginda

yapilan deneylerde polimerlerin hicre igine alimi, inhibitdr yoklugundaki alima kiyaslandiginda
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daha fazladir. Bu durum hucre iskeletindeki aktin ve mikrotubul komponentlerinin, yag asidi
polimerlerinin endositoz ile hiicre icine alinmasinda rol aldigini, ancak bu yolaklardan biri veya
ikisi kapatildiginda baska alt yolaklar ile polimerin daha fazla miktarlarda alindigina isaret
etmektedir. ileride yapilacak calismalarda farkli yolaklarin inhibisyonu ile bu polimerlerin alim
mekanizmalari daha ayrintili sekilde incelenebilir. Floresan mikroskop ile gerceklestirilen
incelemeler ise yag asidi polimerlerinin hicrelerin sitozolinde dagilabildigini gostermistir.
Boylece Uretilmis olan yag asidi kopolimerlerin membran aktif 6zellige sahip oldugu ve
endozom veya lisozom membranini destabilize ederek hicre sitozoline ulasabildigi
dusinilmektedir.

Yag asidi polimerleri ile ilgili olarak gelecekte yapilmasi Onerilen galismalar, bu
kopolimerlerin daha yiksek molekil agirliklarda ve degisen UDAMA igeriklerinde sentezlenip
membran aktivitelerinin optimize edilmesini ve optimize edilmis yapilarin hicre i¢i ilag salim
uygulamalari amaciyla uygun terapétikler ve sistemler ile formtle edilmesini igerir.

Bu projenin bir diger amaci potansiyel membran bozucu ajan olarak ylksek molekdl
agirhgna (>15,000 g/mol) sahip pH-duyarli, kolesterol iceren polimerleri RAFT
polimerizasyonuyla sentezlemek ve bu polimerlerin hicre membranlariyla etkilesimlerini
incelemektir. Bu amagla, kolesteril metakrilat (CMA) ve 2-((tert-bltoksikarbonil)(2-((tert-
bltoksikarbonil) amino) etil) amino) etil metakrilat monomerler olarak sentezlenmislerdir.
Amaclandigi gibi farkli molekul agirliklarda (4-60 kDa) ve kompozisyonlarda (% 2, 4, 8 ve 10
mol) CMA ve t-bitili metakrilat (t-BMA) kopolimerleri RAFT polimerizasyonu ile
sentezlenmislerdir. Test edilen kosullarda RAFT-kontrolli kopolimerizasyonlarin gerceklestidi,
GPC ve NMR analizleri ile kanitlanmistir. Sentezlenmis bu kopolimerler, kolesteril metakrilat-
ko-metakrilik asit p(MAA-ko-CMA) kopolimerlerine hidroliz edilerek suda ¢ézinir, pH-duyarh
polianyonlar elde edilmeye ¢alisiimistir. Hidroliz sonrasi, %10 mol CMA igeren kopolimerlerin
molekdl adirliklart farketmeksizin suda ¢6zinlir olmadiklari gézlemlenmigtir. UV-Vis
spektroskopi ve DLS o&lgumleri Uretilen kopolimerlerin pH’ya duyarli davranislarinin
bulundugunu gostermiglerdir. DLS ve hemoliz deney sonugclar birlikte degerlendirildiginde,
kopolimer zincirlerinin  molekil agirhdi, solisyonun pH’si ve solisyondaki kopolimer
konsantrasyonuna bagl olarak, kolesterol birimleri nedeniyle zincir i¢i ve zincirler arasi
etkilesimlerinin olustugu ve bu durumun membran aktivitesini guclu bir sekilde azalttigi
sonucuna variimistir. Hucre canlihidi deneylerinin sonuglari, 250 pyM konsantrasyondaki
p(MAA-ko-CMA) kopolimerlerinin  NIH3T3 fibroblast hicre hatti Gzerinde toksik etki
gostermedigini ortaya c¢ikarmistir. Akis sitometrisi ile P(MAA-ko-CMA) (20 ve 70 kDa, %2
CMA) kopolimerlerinin NIH3T3 hlcreleri tarafindan kayda deger bir alim godstermedigi
sonucuna ulagiimistir. Bu sonuglar pollimerlerin hemolitik aktivite gdéstermemis olmalari ile

uyumlu bulunmustur.
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P(MAA-ko-CMA) kopolimerleri ile ileride yapilacak calismalar bu kopolimerlerin
molekdl agirhdr ve ¢dzelti konsantrasyonunu iceren optimizasyon c¢alismalarinin yapilarak
hemolitik aktivite icin optimum polimer ézelliklerinin belirlenmesini icerebilir.

Proje oOnerisinde hedeflenen P(MAA-ko-CMA) kopolimerlerinin  hemolitik aktivite
gOstermediklerinin ve hlcre igine alinmadiklarinin anlasilmasi nedeniyle, ara raporlarda
belirtildigi Uzere, alternatif olarak kolesterol iceren polikatyon Uretimi igin 2-((tert-
bltoksikarbonil)(2-((tert-bitoksikarbonil) amino) etil) amino) etil metakrilat ile CMA RAFT
teknigi kullanilarak kopolimerlestirilmistir. Amin gruplari korunmus farkli CMA igerikli (%10, 20
ve 40) RAFT-kontrolli kopolimerler basariyla sentezlenmistir. Kopolimerizasyonlarda CMA
iceriginin artigi, RAFT kontrolli polimerizasyon mekanizmasinin kismi kaybedildigini
gOstermistir. Bir sonraki adimda katyonik kopolimerlerin elde edilmesi i¢in, kopolimerlerin amin
korumalari kaldirilmigtir.  Molce %40 CMA igerikli kopolimerlerin suda ¢6zundrliginin
olmadigi gozlemlenmistir. Farkli molekul agirlikh ve farkli CMA igerikli (molce %10 ve 20)
kopolimerlerin 250 pg/ml konsantrasyonda NIH3T3 ve A549 hiicre hatlarinda toksik etkilerinin
olmadigi gdzlemlenmistir. Hicre alim deneyleri katyonik kopolimerlerin A549 hucreleri
tarafindan belirgin bir sekilde hem 4°C hem de 37°C’de alindigini gostermistir. Bu sonug¢
katyonik kolesterol polimerlerinin arjinin polimerlerine benzer sekilde enerji gerektirmeyen
sekilde, endositoz disindaki yollardan da hiicreler tarafindan alindigina isaret etmektedir.
Endositoz inhibitérleri ile yapilan deneylerde inhibitérler varliginda dahi kopolimerin A549
hiicreleri ile 37°C’de 1 saatlik inkiibasyon sonucu hiicreler tarafindan alindigi gézlenmistir. Bu
sonug, katyonik kolesterol polimerinin hicreler tarafindan aliminin endositozun yani sira pasif
mekanizmalarla da gerceklestigini glicli bir sekilde 6nermektedir. Nokadozal varliginda alimda
gorilen hafif dists endositoz mekanizmasinin mikrotibduller Gstinden gerceklestigini isaret
edebilir.

Proje onerisi kapsaminda olmayan ancak projenin ilerleyen asamasinda anyonik
kolesterol kopolimerlerine alternatif olarak 6nerilmis olan katyonik kolesterol kopolimerleri ile
ileride gergeklestirilecek ¢alismalar, bu kopolimerlerin endositoz yolaklarini inhibe eden ajanlar
varliginda hicre alimi ve hicre ici dagilimi deneylerini igerebilir.

Sonug olarak, TUBITAK destegi ile gerceklestirilmis olan bu proje ile, literatiirde heniiz
yer almayan yeni polimerler Uretilmigtir. Bu polimerler amino asit, peptit, yag aside ve kolesterol
gibi biyolojik ve sentetik bilesenlerden olusan fonksiyonel hibrid yapilardir. Uretilmis olan bu
yapilar arasindan potansiyel olarak hiicre membranlari ile etkilesebilecek ve hiicre icine ilag
tasiyabilecek polimerler belirlenmistir. Gelecekte bu proje kapsaminda belirlenmis yapilarin
hicre igi ilag tasima sistemlerinin bilesenleri olarak kullaniimasini hedefleyen galismalarin

yapilmasi planlanmaktadir.
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Sagcilim diyagrami B) Histogram C) istatiksel analiz D) Hiicre alimi denklemi.
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