TUBITAK

Tarak-tipi ve Lineer Etilen Glikol Polimerlerinin Hiicrelerle
In Vitro Etkilesimlerinin Incelemesi

Program Kodu: 1002

Proje No: 11372823

Proje Yurutucusu:
Prof. Dr. Esma Volga BULMUS ZAREIE

NISAN 2015
IZMIR



&)

TUBITAK

ONSOz

Polimer esasli ila¢ salim sistemlerinde bugiine kadar en ¢ok kullanilan polimerlerden
biri lineer poli(etilen glikol) (L-PEG)'dur. L-PEG, biyomolekul esasli tedavi edici ajanlar,
lipozom, polimerik ve inorganik nanopartikil sistemlerinin kan akisinda uzun sure sirklle
edebilmelerini saglamak amaciyla siklikla kullaniimaktadir. Ancak L-PEG'in hidrofilik yapisi
ve genis hidrodinamik hacmi nedeniyle, L-PEG ile modifiye edilmis biyomolekil veya
nanopartiklll sistemlerinin hicreler tarafindan taninmasi ve aliminin diger polimer esasli
sistemlere gbre daha duslk oldugu literatlirde bilinmektedir. Hlcre-disi uygulamalar igin bir
avantaj teskil eden bu durum, hicre-igi ilag salim sistemlerinde L-PEG'in kullanimini
kisitlayan énemli bir dezavantajdir.

Yakin zamanda yapilan arastirmalar, farmakolojik uygulamalar icin L-PEG'e bir
alternatif olarak tarak-tipi poli(etilen glikol) (T-PEG)'U 6ne ¢ikarmaktadir. T-PEG'in vicut
icinde bozunabilen ester yan zincirlerine sahip olmasi, semsiye-benzeri konformasyonu,
yasayan/kontrollli polimerizasyon teknikleri ile istenilen u¢ gruba ve mimariye sahip olarak
sentezlenebilmesi, T-PEG'in L-PEG'e gore avantajlari arasinda sayilmaktadir. Ancak T-
PEG’in hiicresel dizeyde L-PEG’e kiyasla avantaj ve/veya dezavantajlarini ortaya koyan
herhangi bir calisma literatlirde bildigimiz kadariyla heniz yoktur.

Bu projenin amaci, L-PEG ile karsilastirmali olarak T-PEG'in, vicut diginda kaltir
edilmis hicreler ile etkilesimini sistematik ve detayli olarak incelemektir. Bu amacla, dncelikle
degisen molekil agirliklarinda T-PEG polimerleri sentezlenmis ve esdeder molekul agirliga
sahip L-PEG'lerle karsilastirmali olarak, fizikokimyasal o6zellikleri, hicre canliigina ve
membranina etkileri, hicreler tarafindan alim miktarlari ve alim mekanizmalari, hlicre igi
dagihmlari gesitli teknikler kullanarak belirlenmistir. Ayrica iki polimer mimarisinin konjuge
edilmis hedefleyici bir molekuill perdeleme etkisi hiicre alimi deneyleri ile karsilastiriimistir.
PEG tlrevlerinin ilag salim sistemlerinde daha rasyonel kullanimini mimkin kilmaya yonelik
dénemli bulgular sadlamis olan bu proje kapsaminda yapilan bitin calismalar TUBITAK

tarafindan desteklenmistir.
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OZET

Polietilen glikol (PEG), ilag tasima sistemlerinde genis bir kullanim alanina sahiptir.
PEG, biyomolekll esasli ilaglarla konjugat halinde kullaniimasinin yani sira, lipozom,
polimerik ve inorganik nanopartikillerin kan akisinda uzun sure kalabilmelerini saglamak
amaciyla bu sistemlerin formulasyonunda da siklikla kullaniimaktadir. Uygulamalarda
genellikle lineer veya lineer PEG’den tiretilmis ¢ift dalli PEG yapilari kullaniimaktadir. Yakin
zamanda yapilan aragtirmalar, farmakolojik uygulamalar icin lineer PEG (L-PEG)'e bir
alternatif olarak tarak tipi poli(etilen glikol) (T-PEG)'U 6ne ¢ikarmistir. T-PEG’in vicut iginde
bozunabilen ester yan zincirlere sahip olmasi, semsiye-benzeri konformasyonu,
yasayan/kontrolli polimerizasyon teknikleri ile istenilen u¢ gruba ve mimariye sahip olarak
sentezlenebilmesi, T-PEG'in L-PEG'e gbre avantajlari arasindadir.

Bu projenin ana amaci T-PEG'in in vitro ortamda hayvan hucreleri ile etkilesimlerini
lineer eslenikleri ile karsilastirmali olarak incelemek ve béylece T-PEG'’in hicresel dizeyde
L-PEG’e kiyasla avantaj ve/veya dezavantajlarini ortaya koymaya ydnelik bulgular elde
etmektir.

Bu amagla, farkli molekil agirliklarda T-PEG (10,000 g/mol (10K) ve 20,000 g/mol
(20K)) polimerleri sentezlendi. Es molekil agirhga sahip L-PEG polimerleri ticari
kaynaklardan temin edildi. Polimerlerin fizikokimyasal 6zellikleri, NMR, GPC, AFM ve DLS
gibi farkh teknikler ile belirlendi. T-PEG polimerlerinin hidrodinamik c¢aplari L-PEG’e gore
daha kiglk gbzlenirken, T-PEG’in su icinde nanopartikiller, L-PEG’in ise tek birim zincirler
halinde bulundugu belirlendi. Polimerlerin hiicreler ile etkilesimi kanserojenik A549 ve saglikli
BEAS- 2B insan akciger hucreleri kullanilarak incelendi. Polimerler hicreler Uzerinde
sitotoksik veya hlicre membran gecirgenligini arttirnci 6zellik gostermedi. Heriki PEG
mimarisinin de hicreye enerji bagimh yolaklarla alindi§gi ve alimlarinda hicre iskeleti
elemanlarinin aktif rol oynadigi gézlendi. Onemli olarak, T-PEG'in L-PEG'e gdre hiicreler
tarafindan daha hizli alindi§i belirlendi. Ayrica a3 integrin pozitif hiicreleri hedefleyebilen
RGD peptidi T-PEG polimerine (10K) baglandiginda, polimerin A549 hicreleri tarafindan
alimiin arttigi, RGD baglanmis L-PEG polimerinin ise ayni hicreler tarafindan aliminin
azaldigi gozlendi.

Sonug olarak, bu proje ile T-PEG’in terapdtik uygulamalarda L-PEG’e alternatif

kullanilabilirliginin anlagiimasi yonunde 6nemli bulgular elde edilmistir.
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ABSTRACT

Poly(ethylene glycol) (PEG) has been widely used in drug delivery systems. In
addition to its use as conjugates of biomolecular therapeutics, PEG has been widely used in
formulations of nanocarriers to prolong the blood circulation half-life of these systems. In
general, linear PEG (L-PEG) or its derivatives, branched PEGs have been used in
biomolecule conjugates and patrticle-based dug carrier systems. However, recent studies
have revealed comb-type PEG (T-PEG) as an alternative to L-PEG for pharmacological
applications.

The overall aim of this project was to investigate interactions of T-PEG with in vitro
cultured cells and compare to L-PEG counterparts, and hence to obtain findings revealing
advantages and/or disadvantages of T-PEG, in comparison with L-PEG, at cellular level.

For this aim, T-PEGs (10,000 g/mol (10K) and 20,000 g/mol (20K)) were synthesized.
The L-PEG counterparts were purchased. Physicochemical characteristics of polymers were
determined via a variety of technigques including NMR, GPC, AFM and DLS. The
hydrodynamic diameter of T-PEGs was smaller than that of L-PEGs. In water, T-PEG self-
organized into nanopatrticles and L-PEG presented as unimeric chains. Human lung cancer
A549 and healthy BEAS-2B cell lines were used to determine polymer-cell interactions.
Polymers did not show cytotoxic or cell membrane permeability enhancing properties. Both
PEG architectures were observed to be taken up by cells through energy-dependent
pathways and cytoskeleton components appeared to take role in the uptake of polymers.
Importantly, T-PEGs were internalized by cells faster when compared with L-PEGs.
Additionally, when RGD peptide targeting a3 integrin positive cells was conjugated to T-
PEG (10K), the uptake of the polymer by A549 increased, whereas L-PEG conjugated with
RGD was taken up significantly less by the same cells.

As conclusion, in this Project, significant findings towards gaining better
understanding of the availability of T-PEG as an alternative to L-PEG in pharmaceutical

applications were obtained.
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1. GIRIS

Poli(etilen glikol) (PEG) amfifilik, suda ¢ozunebilir, inert, diguk immunojen ve duguk
sitotoksik 6zelliklerinden dolayi biyomedikal alanda yogun kullanima sahip bir polimerdir
(Hamidi vd., 2006; Knop vd., 2010). 1970'lerde Davis ve Abuchowsky tarafindan
Onerildiginden bu yana, biyomolekull-konjugatlarinda ve diger partikil-esasli ila¢g salim
sistemlerinde en ¢ok kullanilan polimer haline gelmistir (Hamidi vd., 2006; Veronese vd.,
2005).

Biyomolekiillerin diger partikil-esasli ilag salim sistemlerinin PEG ile baglanmasi,
biyomolekulin farmakolojik ve farmakokinetik Ozelliklerinde serbest (bagh olmayan)
proteinlere godre iyilesmelere neden olmaktadir. Yapilarin artan hidrodinamik hacimden
dolayi, biyomolekiller kan akisinda daha uzun slre kalabilmektedir. PEG ile modifiye
edilmesi, nanopartikil ve biyomolekiil esasli sistemleri vicudun retikiloendotelyal sistemi
tarafindan taninmaz hale getirir (Hamidi vd., 2006; Veronese vd., 2005).

Biyomolekullerin ve diger partikil-esash ilag salm sistemlerinin PEG ile
baglanmasinin avantajlarinin yaninda dezavantajlari da bulunmaktadir. Bu dezavantajlar
arasinda biyomolekil kararliligini daha etkili sekilde arttiran ylksek molekil agirlikli L-PEG’in
vicutta bozunabilir olmayan yapisindan dolay!r karacigerde birikme problemi, L-PEG
kullanilarak Uretilen konjugatlarda heterojenite olabilmesi ve L-PEG yapilarinin hiicreler
tarafindan alimi azaltmasi sayilabilir (Bailon vd., 2001; Boudadijne vd. 2009; Knop vd., 2010;
Kunath vd., 2003; Ryan vd., 2008; Veronese vd., 2005).

Son birka¢ yildir, L-PEG'e bir alternatif olarak, tarak-tipi PEG (T-PEG) one
cikmaktadir. T-PEG, c¢ok sayida lineer kisa PEG veya oligoetilenglikol zincirinin bir
poli(akrilat) veya poli(metakrilat) ana zincirinin tzerinde tekrarlanmasiyla olusan "asi" (graft)
tipi bir polimerdir (Sayers vd., 2009). Vicut icinde bozunabilen ester yan zincirlerine sahip
olmasi T-PEG’in, L-PEG’e gore en blylk avantaji sayilabilir. Béylece farmakolojik faydayi
arttiracak sekilde yuksek molekil agirhigina sahip T-PEG’ler uygulamalarda karaciger
birikimine yol agmadan kullanim bulabilir. Es molekil agirhkli L-PEG ile T-PEG'i
kiyasladigimizda, T-PEG'in semsiyeye benzeyen konformasyonu nedeniyle metabolik
enzimlere kargl daha gugli bir koruma sagladigi belirtiimistir. L-PEG'e goére T-PEG'in diger
onemli avantaji ise Tersinir Katilma- Ayrisma Zincir Transfer (RAFT-Reversible Addition-
Fragmentation chain Transfer) Polimerizasyonu ve Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu
(ATRP-Atom Transfer Radical Polymerization) gibi yasayan/kontrolli polimerizasyon
teknikleriyle kolayca elde edilebilmesidir (Boyer vd., 2009; Lundy vd., 2013; Moad vd., 2009;
Pissuwan vd., 2010).
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Bilindigi kadariyla literatirde lineer ve tarak-tipi PEG’in hlcre igi ilag salim
sistemlerinde karsilastirildiyi sadece U¢ tane galisma vardir. Ancak, bu yayinlarin higbiri
dogrudan L-PEG ve T-PEG’in hicreler ile etkilesimleri hakkinda karsilastirici bir bilgi
vermemektedir. Bu projenin amaci, L-PEG ile karsilastirmali olarak T-PEG'in, vicut diginda
kultar edilmis hacreler ile etkilesimini sistematik ve detayli olarak incelemektir.

Bildigimiz kadariyla literatiirde bir ilk olan bu c¢alismanin kapsaminda &ncelikle
degisen molekdl agirliklarda ve dar molekul agirhgr dagihmina sahip (PDI<1.2) T-PEG'ler
Tersinir Katilma-Ayrisma Zincir Transfer (RAFT) Polimerizasyonu ile sentezlenmigtir. T-
PEG'lerin, esdeger molekll agirligina sahip L-PEG'lerle karsilastirmali olarak, hidrodinamik
blyUklik, morfoloji ve konformasyon gibi fizikokimyasal dzellikleri ¢esitli teknikler kullanarak
belirlenmigtir. Bu karsilastirmali inceleme, bildigimiz kadariyla literatirde bir ilk olarak
gergeklestiriimistir. Buradan elde edilen bilgiler, sonraki adimlarda incelenmis olan hicre
etkilesimlerini yorumlamaya yardimci olmustur. Fizikokimyasal Ozellikleri belirlenmis T-
PEG'lerin, esdegeri L-PEG'lerle karsilastirmali olarak, vicut-diginda (in vitro) biyuttlilmas
normal ve kanserli hiicreler lizerine toksik etkileri, hiicreler tarafindan alimlari, hiicre icinde
dagilimlari, hiicre alim mekanizmalari ve hiicre membranina etkileri incelenmistir. Bdylelikle
tarak ve lineer yapidaki PEG esasli polimerlerin, molekdl agirliklarina bagh olarak, normal ve
kanserli hucreler ile etkilesimlerindeki farkliliklar ve benzerlikler ortaya konulmaya
calisiimistir.

Son olarak, polimer-esasli ilag salim sistemlerinde daha énceden kullaniimis ve hiicre
icine polimer alimini kolaylastirdidi ispatlanmis, avBs integrin reseptért olan RGD (arjinin-
glisin-aspartik asit) peptidi, polimerlerin zincir ucglarina baglanmis ve elde edilen konjugatlarin
kanserli hiicreler tarafindan alimi, RGD baglanmamis polimerler ile karsilastirmali bir sekilde
nicel olarak belirlenmistir. Boylece, L-PEG ile T-PEG’in, u¢ gruplarina konjuge edilmis

hedefleyici molekuli perdeleme etkisi bir 6n ¢alisma ile incelenmistir.
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2. LITERATUR OZETi

ilag taginim ve salim sistemlerinde modern yaklasimlar nanopartikillerin, lipozomlarin
ve polimer esasl sistemlerin kullanimini igermektedir. Suda ¢bzlnen, polar, ylksiz bir
poli(eter) olan polietilen glikol (PEG) (Sekil 1), nanopartikuller, lipozomlar ve polimerik
sistemlerin timdnde, disuk toksisitesi, ¢ok disuk protein adsorplama 6zelligi, immunojenik
olmamasi, kan akigi iginde uzun sure kalabilmesi sayesinde genis bir kullanim alanina
sahiptir (Hamidi vd. 2006; Veronese vd., 2005).

PEG'in ilag sanayindeki dnemli kullanim alanlarindan biri terapétik protein-PEG
konjugatlaridir. 5000 — 40000 g/mol molekill agirliginda lineer veya lineer PEG’den tlretilmis
¢ift dalli PEG baglanmis proteinlerin vicut igindeki farmakokinetik profillerinin, serbest (bagli
olmayan) proteinlere goére iyilesmis oldugu literatiirde bilinmektedir (Jokerst vd., 2011;
Veronese vd., 2005). Buna ek olarak, lineer PEG'in baglandigi molekullerin
immunojenikliginin de PEG'in sagladidi perdeleme etkisi dolayisiyla azaldigi da rapor
edilmistir (Hamidi vd., 2006; Knop vd., 2010). Yaklasik son yirmi yildir, terapétik protein-PEG
konjugatlarindan olusan 12 farkli ticari Griin, hepatit C ve kanser gibi ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde ila¢ olarak kullaniimaktadir (Knop vd., 2010). Ayrica son yillarda ¢ok cesitli
hastaliklarin tedavisi icin buylik umutlar baglanan kisa inhibe edici RNA (short interfering
RNA) (siRNA) ile PEG konjugatlari hazirlanmistir. Kisa inhibe edici RNA' ya PEG'in kovalent
olarak baglanmasi biyolojik molekili proteaz ve nlkleaz gibi metabolik enzimlere karsi
korur, biyomolekilin kan ve vicut igindeki kararlihdini artirir, immunojenik ozelliklerini
azaltir, kan akisinda yarilanma 6émrina uzatir ve vicut-icinde dagilimini degistirir (Knop vd.,
2010; Veronese vd., 2005). Bdylece farmakokinetik oOzellikleri iyilestiriimis terapétik
biyomolekiiller tedavi icin yararli hale getirilir.

Benzer sekilde bir¢ok lipozom veya nanopartikil esasli ilag salim sistemlerinde, bu
sistemlerin kan akisinda uzun sure kalabilmesini saglayabilmek icin molekil agirliklari 1000
ila 20000 g/mol araliginda degisen lineer veya dallanmis PEG’ler kullaniimistir (Hamidi vd.,
2006; Jokerst vd., 2011; Knop vd., 2010; Torchilin vd., 2007; Veronese vd., 2005). PEG ile
modifiye edilmesi, nanopartikiil esasli sistemleri vicudun retikiloendotelyal sistemi
tarafindan taninmaz hale getirir (Hamidi vd., 2006; Jokerst vd., 2011; Knop vd., 2010).

L-PEG'in, biyomolekul-konjugatlarina ve diger partikil-esasli ila¢g salim sistemlerine
sagladig ¢cok sayida avantajin yani sira dezavantajlar da vardir. Bu dezavantajlar arasinda
biyomolekul stabilitesini daha etkili sekilde arttiran ylksek molekul agirlikli L-PEG’in vicutta
bozunabilir olmayan yapisindan dolay! karacigerde birikme problemi, L-PEG kullanilarak
uretilen konjugatlarda heterojenite olabilmesi ve L-PEG yapilarinin hicreler tarafindan alimi

azaltmasi sayilabilir.
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Molekul agirhgi arttikgca L-PEG’in kan sirkllasyon slresinin ve konjuge oldugu
biyomolekuliin sirktlasyon suresini arttirdigi bilinmektedir (Caliceti ve Veronese, 2003;
Veronese vd., 2005). Bununla birlikte, 20 kDa’nun ustinde molekul agirhidina sahip L-
PEG’ler zamanla karacigerde birikim yapip makromolekiler sendroma sebep olurlar
(Bouladijne vd., 2009; Knop vd., 2010; Veronese vd., 2005). Benzer sekilde, yiksek molekil
agirhda sahip L-PEG, bagl oldugu biyomolekul terapdtiklerini dis etmenlere karsi daha iyi
korurken, karacigerde birikim problemi yuksek molekul agirlikli L-PEG kullanimini kisitlar.

PEG'’in konjugatlarinin hazirlanabilmesi veya PEG’in nanopartikul yuzeylerine
baglanabilmesi icin, L-PEG zincirinin monofonksiyonel olmasi gerekir. Yani polimer zincirinin
sadece bir ucunda kovalent baglanmayr mimkin kilacak fonksiyonel bir kimyasal gruba
sahip olmasi gerekir. Ancak 6zellikle 5000 g/mol'in Uzerinde molekul agirigina sahip L-
PEG'ler genellikle fonksiyonel olmayan, monofonksiyonel olan ve bifonksiyonel olan
zincirlerin bir karisimindan olusur. Bu durum konjugasyon basamagindan sonra ekstra
saflastirma iglemlerini gerektirir (Ryan vd., 2008).

L-PEG'in diger 6nemli dezavantaji ¢ok hidrofiik ve genis hidrodinamik hacmi
nedeniyle hucreler tarafindan taninmasi ve aliminin az olmasidir. Bu dezavantaj PEG'in
Ozellikle hicre ici ilag salim sistemlerinde kullanildigi durumlarda énemli bir sorun teskil
etmektedir. SIRNA gibi hiicre iginde aktivitesini gostermesi gereken aktif biyomolekdllerin
PEG ile konjugatlari, farmakokinetik acidan 6nemli avantajlar saglamasina ragmen bu
konjugatlarin hiicre icine az miktarlarda alinmalari uygulamada 6énemli bir problemdir
(Caliceti ve Veronese, 2003; Kunath vd., 2003). Yuksek derecede hidrofilik ve nétr bir
makromolekil olan PEG'in veya PEG-kaplanmis sistemlerin hiicre alimini arttirmak icin PEG
ile birlikte membran-fuzojenik peptidler veya pozitif yukli polimerler ile kopolimerleri
kullaniimaktadir (Eto vd., 2005; Jokerst vd., 2011; Knop vd., 2010; Lee vd., 2001; Lee vd.,
2002; Torchilin vd., 2007). Ancak PEG'in bu molekdlleri perdeledigi (shielding), bu nedenle
bu molekdllerin bile hicre-icine alimlarinin azaldigi literatlirde rapor edimistir (Bailon vd.,
2001; Eto vd., 2005; Kunath vd., 2003; Ryan vd., 2008; Veronese vd., 2005).

Son birka¢ yildir, L-PEG'e bir alternatif olarak, tarak-tipi PEG (T-PEG) one
cikmaktadir (Heredia vd., 2008; Ryan vd., 2009). T-PEG, cok sayida lineer kisa PEG veya
oligoetilenglikol zincirinin bir poli(akrilat) veya poli(metakrilat) ana zincirinin Uzerinde

tekrarlanmasiyla olugan "graft" tipi bir polimerdir (Sekil 1).
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Sekil 2. 1. Lineer (L-PEG) ve tarak-tipi (T-PEG) polimerlerinin kimyasal yapilari

Vicut icinde bozunabilen ester yan zincirlerine sahip olmasi T-PEG’in, L-PEG’e gore
en blylk avantajl sayilabilir. Bdylece farmakolojik faydayi arttiracak sekilde yiksek molekiil
agirhgina sahip T-PEG’ler uygulamalarda karaciger birikimine yol agmadan kullanim bulabilir.
Es molekll agirhikh L-PEG ile T-PEG'i kiyasladigimizda, T-PEG'in semsiyeye benzeyen
konformasyonu nedeniyle metabolik enzimlere karsi daha gugcli bir koruma sagladigi
ispatlanmistir. L-PEG'e gére T-PEG'in diger 6nemli avantaji Tersinir Katilma- Ayrisma Zincir
Transfer (RAFT-Reversible Addition-Fragmentation chain Transfer) Polimerizasyonu ve
Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu (ATRP-Atom Transfer Radical Polymerization) gibi
yasayan/kontrollli polimerizasyon teknikleriyle elde edilebilmesidir. Bu teknikler, L-PEG'in
sentez tekniklerinin aksine 6zel deney dlizenekleri gerektirmez ve bu nedenle her tirli kimya
laboratuvarinda gercgeklestirilebilecek pratik polimerizasyon teknikleridir. Ayrica bu teknikler
ile sentezlenen polimerlerin molekdl agirliklari ve molekul agirhgi dagilimlari kontrol edilebilir.
Daha da 6énemlisi polimer zincir ug gruplari istenen fonksiyonel gruplar ile verimli bir sekilde
donanabilir. Sonug olarak bu gibi 6zellikler sayesinde, RAFT ve ATRP teknikleri ile Gretilen
polimerler terapotik amach biyomolekul-polimer konjugatlari veya polimerik ilag salim
sistemleri Uretmek igin son derece elverigli bir platform olustururlar (Boyer vd., 2009; Lundy
vd., 2013; Moad vd., 2009; Pissuwan vd., 2010).

Yakin zamanda grubumuz tarafindan gergeklestirilen bir calismada literatiirde ilk defa
siRNA'nin serum ve nukleazlara kargi kararhhdinin T-PEG ile konjuge edildikten sonra
onemli dlgude arttigi rapor edilmistir (Gunasekaran vd., 2011). Ayni sekilde yakin zamanda
farkli gruplar tarafindan yayinlanmis g¢alismalarda T-PEG'in protein konjugatlarinin, serbest
proteine gore daha iyi farmakokinetik 6zelliklere sahip oldugu vicut-digi (in vitro) ve vicut-igi

(in vivo) deneylerle ispatlanmigtir (Gao vd., 2010; Gao vd., 2009; Mathew vd., 2012; Ryan
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vd., 2009; Ryan vd., 2011). Ornegin, Gao vd. dogal ve rekombinant proteinlerin T-PEG ile
konjugatlarini hazirlamiglar ve bu konjugatlarin modifiye edilmemis proteine gore vucut
icindeki farmakokinetik &zelliklerinin daha iyi oldugunu yaptiklari fare deneylerinde
g6zlemislerdir. Bu arastirmacilar, lineer ve ¢ift dalll PEG' e gére T-PEG'in biyolojik sivilarda
¢6z0narlGgundn daha farkh oldugunu rapor etmiglerdir. Ayrica T-PEG-protein konjugatlarinin
hldcrede uzun sure kalarak bozunma hizinin daha digsik oldugunu rapor etmislerdir. T-PEG-
rekombinant-protein konjugatlarinin, fare timor hicrelerinde daha ¢ok biriktigi gdézlenmis ve
bu durum T-PEG'in proteinin yari émrinu daha fazla uzatmasina baglanmistir (Gao vd.,
2010; Gao vd., 2009). Ryan vd. (2009, 2011) ise L-PEG ve T-PEG'i kemik dokusunun
olusumunda rol alan kalsitonin hormonuna baglamiglar ve L-PEG ile kiyaslandiginda, T-
PEG'in ‘semsiye' sekli konformasyonu dolayisiyla kalsitonin'in proteolitik direncliligini daha
fazla arttirdigini ve vucut tarafindan taninmasini daha fazla engelledigini belirtmiglerdir. Daha
da onemlisi T-PEG konjugatinin L-PEG konjugatina goére kalsitoninin biyolojik aktivitesini
%35 daha fazla korudugu gézlenmistir.

Biyomolekul konjugatlari disinda T-PEG, kontrolli ila¢ salim icin hazirlanan
nanopartikil ve misellerin ylzeylerinde de hidrofilik bir kabuk olarak yakin zamanda
yayinlanan sinirli sayida ¢alismada kullaniimistir (Desphande vd., 2004; Desphande vd.,
2002; Mathew vd., 2012; Srividhya vd., 2006). Bu calismalardan bir tanesinde T-PEG'in
hidrofobik monomerlerle hazirlanan kopolimerlerinden olusan misellerin icine kanser ilaci
yuklenerek yumurtalik kanseri huicreleri o6ldurtilmeye calisiimistir (Kim vd., 2011). Bu
calismada ylzeyleri T-PEG kapl nanopartikil sistemin partikil konsantrasyonuna bagli bir
sekilde hicreler tarafindan alindigi not edilmistir. Ayni ¢calismada, bazi kanser hicrelerinin
yluzeyinde normalden fazla miktarda Uretilen avB3 integrinlerinin ligandi olan RGD (arjinin-
glisin-aspartik asit) peptidinin T-PEG kapl nanopartikiil sistemin ylzeyine tutturulmasiyla
hicreler tarafindan aliminin arttigr gézlenmistir (Kim vd., 2011). Tedja vd., (2012) titanyum
oksit nanopartikillerin ytzeylerini PEG monomeri (Mn.: 475 g/mol) ve T-PEG ile modifiye
etmisler ve daha sonra nanopartikillerin A549 ve H1299 hiicre hatlari tarafindan alimlarini
incelemisler ve ylizeyi sadece silan ile modifiye olmus nanopartikillerin alimina goére oldukca
dusik oldugunu tespit etmiglerdir.

Bilinen kadariyla literatirde lineer ve tarak-tipi PEG’in hicre ici ilag salim
sistemlerinde karsilastinldigi sadece U¢ tane c¢alisma vardir (Deshpande vd., 2004;
Deshpande vd., 2002; Venkataraman vd., 2011). Bu calismalarin hepsi DNA-polielektrolit
komplekslerinden olusan poliplekslerin hicre icindeki transfeksiyon aktivitelerinde ve hiicre
alimlarinda PEG molekiler mimarisinin etkilerini incelemistir. Bu calismalarda PEG iceren
kopolimer poliplekslerinin timinun, sadece poli(katyon) ve DNA’dan olusan poliplekslere

gbre hucre alimlarinin daha az oldugu rapor edilmistir. Bununla birlikte L-PEG ve (7-8 adet
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etilenglikol tekrari iceren) kisa PEG graftlarina sahip T-PEG’den olusan kopolimerlerin
benzer oranlarda transfeksiyon aktivitesi ve hiicre alimi oldugu gdsterilmistir. Buna karsilik
(45 adet etilen glikol tekrari iceren) uzun PEG graftlarina sahip T-PEG’den olusan
kopolimerlerin poliplekslerinin belirgin sekilde daha distk hicre alimi ve transfeksiyon
aktivitesi oldugu goézlenmistir. Ancak bu ¢alismalara konu olan poliplekslerin hiicre alimlari;
sadece igeriklerindeki PEG’in molekuler mimarisinden degil olusan nanopartikil boyutlari ve
nanopartikdl ylzey yukinden de 6nemli dlcude etkilenmektedir. Dolayisiyla bu yayinlarin
higcbiri dogrudan L-PEG ve T-PEG’in etkileri hakkinda karsilastirici bir bilgi vermemektedir.
RGD peptidi ve L-PEG'in birlikte kullaniimasi ve L-PEG'in dezavantajlarindan birini
ortaya koymasi agisindan gizel bir érnek, alanda 6nde gelen bir isim olan Kissel vd.
tarafindan not edilmistir. Bu c¢alismada RGD peptidi baglanmis poli(etilenimin)'in kanser
hicreleri tarafindan aliminda RGD-bagh olmayan polimere gére artis goérulirken, PEG'in
RGD ile baglanmasi hiicre icine alimda olumlu sonu¢ vermemistir (Kunath vd., 2003). Bu
durum L-PEG'in bagh oldugu molekullleri perdeleme (shielding) etkisinden
kaynaklanmaktadir. T-PEG igeren tasiyici sistemler lzerine yapilan bazi yeni ¢alismalarda,
hicre taniyici ligandlarin bu sistemlerin hiicre alimini spesifik olarak arttirdigi rapor edilmistir.
Ornegin, T-PEG ile olusturulmus amfifilik blok kopolimer misellerinin yumurtalik kanser
hlcreleri tarafindan doza bagli hiicre alimi nicel olarak belirlenmis olup, hiicre aliminin misel
yuzeylerine RGD peptid eklendikten sonra arttigi rapor edilmistir (Kim vd., 2011). Literatlirde
T-PEG ve L-PEG'i, baglandiklari hedefleyici molekili perdeleme agisindan karsilastirilan

herhangi bir galisma bulunmamaktadir.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1 Kullanilan Kimyasallar

Oligo(etilen glikol) metil eter metakrilat (OEGMA) monomeri (M:475 g/mol) ve 4-
Cyano-4-(fenilkarbontiyoiltiyo) pentanoik asit (CPADB) zincir transfer ajani Aldrich'den satin
alinmiglardir. L-PEG 20K (O-[2-(3-mercaptopropinoilaminoetil]-O-metil polietilen glikol
(20,000 g/mol, PDI< 1.08)) Fluka'dan, L-PEG 10K (mPEG-SH (M,:10,000 g/mol, PDI<1.08))
ise NanoCS'den temin edilmistir. RAFT polimerizasyon baslaticisi olan 2,2,azoisobdutironitril
(AIBN) kullanilmadan 6nce iki kez metanol kullanilarak kristalize edilmistir. Dietileter,
asetonitril, N,N-Dimetilformamid (DMF), tris(2-karboksietil) fosfin hidroklorir (TCEP), N-
Hidroksislksinimid (NHS), N'-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilkarbonimide hidroklortr (EDC),
hekzilamin (HEA), trietlamin (TEA) kimyasallari Sigma'dan satin alinmistir. N-y-
maleimidobdtiril-oksisliksinimid ester (GMBS) baglanti ajani ve poliakrilamid jel filtrasyon
kolonlari (1.8kDa) Pierce'dan satin alinmistir. MWCO degeri 1000 ve 3500 Da olan diyaliz
membranlari Spectrum Laboratories'den temin edilmistir. Jel filtrasyon kromatografisinde
hareketli faz olarak kullanilan N'N-dimetilasetamid (DMAc) VWR BDH Prolabo'dan satin
alinmistir. Proje boyunca kullanilan deutere kloroform, su ve DMSO Merck'den temin
edilmistir. Cys-RGD peptidi ise Bachem'den satin alinmistir.

RPMI-1640 ve DMEM hiicre kultir ortamlari, sigir serumu ve tripsin enzimi Biological
Industries'den temin edilmistir. 3-(4,5-dimetil-2-thiazol)-2,5-difenil-2H-tetrazolyum bromid
(MTT), nokadazol, sitokalasin D, dimetilsulfoksit (DMSO) ve gentamisin Sigma'dan satin
alinmistir. Oregon Green® maleimide, Hoechst 33342 (3,5'-Bi-1H-benzimidazol, 2'-(4-
etoksifenil)-5-(4-metil-1-piperazinil), Lysotracker Red DND-99° floresan boyalari Invitrogen-
Molecular Probes'dan, Laktat dehidrogenaz (LDH) testi ise Promega'dan temin edilmistir.

BEAS-2B ve A549 hiicrelerinin stoklari sirasiyla Prof. Dr. Serdar Ozgelik ve izmir
Yuksek Teknoloji Enstitist Biyomuhendislik ve Biyoteknoloji Arastirma Merkezi'nden temin
edilmigtir.

Niikleer Manyetik Rezonans oélctimleri izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisi'nde bulunan
Varian VNMRJ 400 spektrometresi kullanilarak gerceklestiriimistir.  Jel filtrasyon
kromatografisi deneyleri igin laboratuvarimizda bulunan RID-10A kirilma indisi dedektoru
iceren Shimadzu moduler sistem kullaniimistir. Dinamik isik sacilimi deneyleri izmir Yiiksek
Teknoloji Enstitisi'nde bulunan Malvern Zetasizer Nano ZS cihazi kullanilarak
gergeklestirilmistir. Atomik kuvvet mikroskobu deneylerinde izmir Yiksek Teknoloji
Enstitisi'nde bulunan NT-MDT Nanomagnetics Instruments Solver Pro 7 cihazi

kullanilimistir. UV-Vis spektroskopi analizleri laboratuvarimizda bulunan Thermo Scientific
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Evolution 201 ve izmir Yiksek Teknoloji Enstitisii Biyomihendislik ve Biyoteknoloji
Arastirma Merkezi'nde bulunan Thermo Electron Corporation Microplate Reader ile
gergeklestirilmistir.  Polimerlerin  hiicre alimini ve hlcre ici lokalizasyonu belirleme
deneylerinde sirasiyla izmir Yiksek Teknoloji Enstitlisii Biyomiihendislik ve Biyoteknoloji
Arastirma Merkezi'nde bulunan BD FACSCanto™ akis sitometrisi ve izmir Yiiksek Teknoloji

Enstitiisi'nde bulunan Olympus 1X81 floresan mikroskobu kullaniimigtir.

3.2 Tarak-tipi PEG’in Sentezi ve Karakterizasyonu

iki farkli molekil agirlikta (10,000 g/mol ve 20,000 g/mol) ve dar molekiil agirig
dagilimina (<1.2) sahip tarak-tipi PEG polimerleri, polietilen glikol metil eter metakrilat (Mn=
475 g/mol, n=8-9)) monomerinin RAFT polimerizasyonu ile sentezlenmigtir (Sekil 3.1).

RAFT zincir transfer ajani (CPADB) ve polietilen glikol metil eter metakrilat monomeri
asetonitril iginde ¢dzilmuslerdir. Polimerizasyon baglaticisi olarak azo-baslaticisi (2,2'-
azobisisobutironitril (AIBN)) kullaniimistir. [CPADB]/[AIBN]/[Monomer] orani ve monomer
konsantrasyonu sirasiyla 50/1/0.25 ve 1 M’dir. Cdzeltiden oksijeni uzaklastirabilmek igin buz
Uzerinde 30 dakika slre ile azot gazi ile ¢bzelti stpurilmis ve sonrasinda polimerizasyon
65°C sicaklikta baslatiimistir. Yapilan seri denemeler ile 10,000 g/mol molekil agirliga sahip
tarak-tipi PEG polimerini elde etmek icin gerekli reaksiyon siresi 100 dakika, 20,000 g/mol

molekil agiriga sahip polimeri elde etmek icin gerekli reaksiyon siresi 225 dakika olarak

belirlenmistir.
= CHs CHs
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Sekil 3.1 Tarak-tipi PEG polimerinin sentez reaksiyonu semasi.

Polimerizasyon ortaminda reaksiyona girmemis olan monomer, baslatici ve RAFT
ajaninin  saflastinimasi igin 6ncelikle reaksiyon ¢dzgeni asetonitrii vakum altinda
uzaklastinlmigtir. 20,000 g/mol agirhgindaki tarak-tipi PEG polimeri soguk dietileter
kullanilarak ¢okturalmustir. 10,000 g/mol molekil agirlida sahip tarak-tipi PEG polimeri ise
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MWCO degeri 3500 Da olan diyaliz membrani kullanilarak 5 gun sire ile diyaliz edilmis ve

sonrasinda dondurularak kurutulmustur.

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

Proton niikleer manyetik rezonans (*H-NMR) spektroskopisi sentezlenen polimerlerin
kimyasal vyapisini, teorik molekuler agirhklarint ve safliklarini analiz etmek Uzere
kullaniimistir. NMR 6rnekleri 8 mg/ml konsantrasyonda deutere ¢ézgen iginde (CdCls;, DMSO
veya D,0) ¢6zilmis ve Varian VNMRJ 400 cihazi kullanilarak 64 spin sayisinda

Olctimustir. ACD/SpecManager yazilimi kullanilarak elde edilen sonuglar analiz edilmistir.
3.2.2 Jel Gegirgenlik Kromatografisi Yontemi ile Molekiiler Agirhik Analizi

Jel gegirgenlik kromatografisi sentezlenen polimerlerin molekil agirliklari ve molekdl
agirhk dagilimlarini analiz etmek Gzere kullaniimistir. Bu analizler icin Shimadzu marka RID-
10A kiriima indisi detektoru kullanilmistir. Shimadzu jel gegirgenlik kromatografisi cihazi SIL-
10AD otomatik enjektér, PSS Gram 30 A° ve 100 A°(10 um, 8x300 mm) kolonlari ve
koruyucu kolon icermektedir.

Bu analizler igcin polimer érmekleri 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.
3.2.3 Dinamik Isik Sa¢ilimi Yontemi ile Hidrodinamik Cap Analizi

Polimerlerin molekul buyuklikleri (bir baska deyisle hidrodinamik c¢aplari) hicre
alimini etkileyen énemli parametrelerden biridir. Sentezlenen T-PEG’ler ve satin alinan L-
PEG’lerin hidrodinamik caplari, farkli ortamlarda (su, fosfat tamponu, hticre kultir ortami, ve
%10 serum igeren hucre kiltir ortami) dinamik 1sik sagilimi (dynamic light scattering, DLS)
teknigi ile Olculmis ve molekiler mimarinin hidrodinamik boyutlara etkisi belirlenmistir.
istatiksel analiz iki yonli T-test ile gerceklestirilmistir.

Polimer sollsyonlari 0.05 mM konsantrasyonda farkli ortamlarda (su, fosfat tamponu,
hicre kultar ortami (DMEM ve RPMI) ve %10 serum igeren hicre kultar ortami (DMEM ve
RPMI)) hazirlanmiglar ve 0.22 pym filtre ile filire edilmislerdir. Dinamik 151k sagilimi élgtimleri
Malvern ZetaSizer Nano ZS (Isik kaynagi He-Ne lazer 633 nm, Max 5mW, gug¢ 100 V) cihazi
ile tek kullanimlik polistren kuvetlerde, oda sicakhdinda gerceklestiriimigtir. Kullanilan

¢ozuculerin kirllma indisi ve viskoziteleri Tablo 3.1'de verilmistir.
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Tablo 3.1. Dinamik 1sik sac¢ihmi Olcimlerinde kullanilan c¢dzicilerin kirilma indisi ve

viskoziteleri
Cozuci Kirllma Indisi | Viskozite (cP) Referans
Su 1.333 0.880 (Abilez vd., 2006)
Fosfat tamponu 1.338 0.899 (Abilez vd., 2006)
(PBS)
PBS + %10 Serum 1.338 0.899 (Abilez vd., 2006)
RPMI 1.330 1.010 (Yunus vd., 1988)
RPMI + %10 Serum 1.330 1.100 (Yunus vd., 1988)
DMEM 1.345 1.010 (Dardik vd., 2005)
DMEM + %10 Serum 1.520 1.100 (Gauggel vd., 2012)

3.2.4 Atomik Kuvvet Mikroskobu ile Molekiillerin Morfoloji ve Konformasyon Analizi

Tarak-tipi ve lineer PEG polimerlerinin morfolojileri ve konformasyonlarinin analizi
atomik kuvvet mikroskobu (AFM) araciligiyla gergeklestiriimistir. Polimerlerin sivi ortamdaki
morfolojilerini belirlemek igin 2.10° M konsantrasyonda hazirlanan polimer 6rneklerinden
10ul solisyon mika ylzey Uzerine damlatilmig, polimerlerin ylzey ile etkilesime ge¢cmeleri
icin 30 dakika bekletilmis ve daha sonra yiizeye 100 pl su damlasi birakilmistir. Orneklerin
faz-kontrast ve topografik mikroskop goérintileri Nanosurf Instrument Taramali Prob

Mikroskobu kullanilarak hafifce dokunma modunda (tapping mode) elde edilmistir.

3.3 Tarak- tipi ve Lineer PEG Polimerlerinin U¢ Grup Modifikasyonlari

3.3.1 Tiyokarboniltiyo RAFT U¢ Grubunun Uzaklastinimasi ve Tiyol U¢ Grubunun
Deaktivasyonu

RAFT zincir transfer ajaninin reaktif tiyolkarboniltiyo grubunun énemli bir sitotoksisite
kaynagi oldugu ve bu grubunun uzaklastinimasi icin bircok yontem literatirde belirtilmistir
(Barner-Kowollik, 2008).

Bu cgalismada, tarak-tipi PEG polimerlerinin reaktif tiyolkarboniltiyo u¢ grubunun
polimerden uzaklastirlmasi amin varliginda yudrutilen ve tiyol grubunun olugmasiyla
sonuglanan aminoliz yOntemiyle gerceklestiriimistir (Sekil 3.2). Oksijensiz ortamda
gercgeklestirilen aminoliz reaksiyonuna takiben ortama PEG-metakrilat monomeri eklenerek

ayni zamanl olarak tiyol gruplarina Michael katilmasi ile bir monomer Unitesi daha eklenmis
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ve olusan aktif tiyol u¢ grubu kapatimistir (Sekil 3.3). Benzer sekilde lineer PEG

polimerlerinin tiyol u¢ grubu da PEG-metakrilat monomeri ile kapatiimistir.

S CHs CHa CHs CHs
OH OH

S c HS c

H; m CN ACN N, H2 m CN
B —
o) HEA TEA 0
(0] O (0] (0]
89 89
9) 0)
CH3 CH3
Sekil 3.2. Tarak-tipi PEG polimerinin aminoliz reaksiyonu semasi.
CH:
3 CH]
H;C CH'! CH] CHJ
OH CH. |
HS c 3 CH _sS OH
H, ™ CN +HO ACN N, B el
0 HEA TEA /' H, Hp = CN
o 0 ;0 0 ;0 o o ©
? 0) (©)
o e e -
QCH CH4 CHj4 CH4
3

Sekil 3.3. Tarak-tipi PEG polimerinin tiyol grubunun deaktive edilmesi.

Bu reaksiyon icin, tiyolkarboniltiyo grubu iceren tarak-tipi PEG polimeri, PEG-
metakrilat monomeri, trietilamin (TEA) ve hekzilamin (HEA) asetonitril icinde sirasiyla
1/5/10/10 mol oraninda ¢ozulmusglerdir. Polimer konsantrasyonu 4 mM olarak kullaniimistir.
Reaksiyon azot altinda ve oda sicakhdinda 2 saat surdurilmuastir. Reaksiyon sonunda
asetonitrii  vakum altinda ugurulmustur. Reaksiyon karisimi soguk dietileter icinde
coktirilerek saflastinimistir. Saflastirilan polimerlerde bulunan eser miktarda eter vakum

altinda uzaklastiriimis ve polimerlerin safligi *H-NMR ile belirlenmisgtir.
Lineer PEG polimerlerinin aktif tiyol grubunu kapatmak igin gergeklestirilen

reaksiyonda polimer dncelikle tris(2-karboksietil) fosfin hidroklortr (TCEP) varhginda PEG-

metakrilat monomeri ile reaksiyona sokulmustur. Bu amagla polimer, TCEP ve PEG-
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metakrilat fosfat tamponunda (pH 7.1, 0.5 M) sirasiyla 1/20/20 oraninda ¢dzilmuslerdir.
Polimer konsantrasyonu 10 mM olarak kullaniimistir. Reaksiyon 20 saat boyunca oda
sicakliginda azot altinda surdartldikten sonra ortama 0.2 M TCEP eklenmis ve reaksiyon 4
saat daha devam ettirilmistir. Reaksiyon sonunda solisyon MWCO degeri 3500 Da olan

diyaliz membrani kullanilarak 4 giin boyunca suya karsi diyaliz edilmigtir.

3.3.2 Polimerlerin Floresan Boya ile Etiketlenmesi

T-PEG ve L-PEG’lerin hicre alimlarinin ve hucre igi dagihmlarinin akis sitometresi ve
floresan mikroskobu ile incelenebilmesi igin dncelikle polimerlerin uygun bir floresan etiket ile
isaretlenmesi gereklidir. Floresan etiket olarak literatiirde daha énce polimerlerin hiicre alim
deneylerinde kullanilmis, genis bir pH araliginda (pH 3 - pH 10) kararl floresan yapida olan
Oregon Green boyasi kullaniimigtir.

Maleimid ug¢ grubu fonksiyonelligine sahip olan Oregon Green etkiketinin tarak-tipi
PEG'lere baglanmasi polimerin u¢ grup olarak tagidigi RAFT ajaninin kirilmasi ile olusan
tiyol grubunun etiketin maleimid grubu ile katilma reaksiyonuna girmesi ile gergeklestirilmistir
(Boyer vd., 2009a; 2009b, 2009c). U¢ grup tiyol-fonksiyonel L-PEG'ler (10,000 ve 20,000
g/mol) de benzer sekilde maleimid u¢ grup fonksiyonelligine sahip Oregon Green floresan
etiket ile isaretlenmistir.

Etiketin polimerlere baglanma reaksiyonu i¢in Oregon Green boyasi 100 mM
konsantrasyonda DMF ile ¢ozulmustir. Tiyol ug grup fonksiyonelligine sahip tarak-tipi veya
lineer PEG polimerleri, 0.1 mM konsantrasyonda fosfat tamponunda (pH: 7.1, 0.5 M)
¢6zllmus ve 5 dakika sure ile TCEP (0.02 M) ile reaksiyona sokulmuslardir. DMF icinde
¢6zllmus boya solisyonu (100 mM) polimer c¢ozeltisine damla damla ve final boya
konsantrasyonu 0.5 mM olacak sekilde karistirma altinda eklenmistir. Reaksiyon azot altinda
2 saat sure ile gercgeklestiriimis ve bu slirenin sonunda sollisyona azot altinda 0.01 M TCEP
eklenmistir. Bunu takiben reaksiyona gece boyunca devam edilmistir.

inkiibasyon siresinin sonunda elde edilen ¢dzelti MWCO 3500 Da diyaliz membrani
kullanilarak 5 gun boyunca diyaliz edilmis ve sonrasinda dondurularak kurutulmustur.
Polimer  zincirlerinin  floresan etiketlerce isaretlenme orani 33 puM  polimer
konsantrasyonunda, kuvarz kuvet kullanilarak UV-Vis spektrometre (Thermo Scientific
Evolution 201 Spektrofotometre) ile 300-800 nm araliginda tarama ile belirlenmistir. Floresan
etiketin polimere baglanma derecesi, 491 nm dalga boyundaki absorbans degeri (A),
polimer konsantrasyonu (C)(mg/ml), polimerin molekul agirhidr (Mw) (g/mol), 1sik yolu (L)(cm)
ve sOnme katsayisi (e= 81000 M*cm™) kullanilarak Denklem 3.1' de gosterildigi sekilde

hesaplanmistir.
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_ AxMy,
T Cel

Npye (Denklem 3.1)

/ Polymer

3.3 Hucre Kulturiu Deneyleri

Hucre kaltird deneylerinde insan brons epitelyum saglikli hiicre hatti (BEAS-2B) ve
insan akciger adenokarsinom epitelyum hacre hatti (A549) kullaniimistir. BEAS-2B hucreleri
%4.5 glukoz, % 10 sigir serumu ve %1 gentamisin iceren DMEM ortaminda buyutulirken,
A549 hucrelerinin buyutilmesinde RPMI-1640 huacre kultar ortamina ek olarak % 10 sigir
serumu ve %1 gentamisin kullaniimistir. Hicreler yizeyi % 90 oraninda kapladiklarinda
EDTA igeren tripsin enzimi kullanilarak ylzeyden kaldiriimiglar ve belirlenen oranlarda yeni

ylzeylere aktariimistir.
3.3.1 Polimerlerin Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

Farkh molekll agirliklarindaki T-PEG ve L-PEG polimerlerinin hicreler tzerindeki
toksik ozelliklerinin karsilastirmali olarak belirlenebilmesi igin 3-(4,5-dimetil-2-thiazol)-2,5-
difenil-2H-tetrazolyum bromid (MTT) deneyleri gerceklestiriimistir. MTT metodu ile hicre
canhhginin belirlenmesi, mitokondriyal enzimlerinin tetrazolyum boyasini indirgemesine
dayanir ve enzimlerin konsantrasyonu reaksiyon sonucu olusan renk yogunlugu ile dogru
orantihdir.

96-haneli mikroplakaya 10* hiicre/lhane konsantrasyonda A549 veya BEAS-2B
hicreleri uygun besi ortami icinde yerlestiriimis ve 24 saat boyunca 37 °C ve %5'lik CO»
atmosferinde bulyutlilmuslerdir. Tarak-tipi ve lineer PEG polimerleri etanol ile sterilize
edildikten ve etanol kurutulduktan sonra fosfat tamponunun iginde 25, 50, 100 ve 200 uM
konsantrasyonda hazirlanmiglardir. Polimerler her bir haneye belirlenen konsantrasyonlari
olusturacak sekilde, fosfat tamponunun hicre kultir ortamindaki orani %0.5 hacim/hacim
degerini gecmeyecek sekilde aktariimislardir. Her bir hanenin son hacim degeri 200 pl olarak
ayarlanmistir ve hicreler 24 veya 72 saat boyunca 37 °C ve %5'lik CO, atmosferinde inkibe
edilmiglerdir.

inkiibasyon sonrasinda 5 mg/ml konsantrasyonda hazirlanmis MTT boyasi %10
hacim/hacim oraninda hicre kultir ortamina eklenmis ve hiicreler 4 saat boyunca 37 °C ve
%5'lik CO, atmosferinde inkibe edilmiglerdir. MTT boyasi ile inkibasyon sonrasinda
mikroplakalar 1800 rpm'de 10 dakika boyunca santrifij edilmisler ve supernatantlar
uzaklastirilarak, pelletler 100 yl DMSO ile ¢ozilmuslerdir. Hicre canlihgi 570 ve 690 nm
dalga boyunda, Varioskan Flash, Thermo Electron Corporation cihazi kullanilarak

gerceklestirilen spektroskopik analiz ile dl¢cliimustir. Belirtilen dalga boylarinda A549 ve
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BEAS-2B igin 6nceden belirlenmis dedisen hlicre sayilarina denk gelen absorbans
degerlerini iceren kalibrasyon egrisi araciligiyla canl hicre sayisi belirlenmistir. Canli hicre
sayisinin toplam hlicre sayisina orani ile ylUzde hiicre canliik degeri hesaplanmistir.

istatiksel analiz iki yonlii t-test ile gergeklestirilmistir.
3.3.2 Polimerlerinin Hiicre Zarina Etkilerinin Belirlenmesi

Hucre zar butlnligd, hdcrenin canlihdi acisindan en énemli parametredir ve bazi
polimerler membranin gegirgenligini arttirarak veya daha ileri bir etki olarak membranin
bGtlinliguni yitirmesine neden olarak hicreye zarar vermektedir. Tarak- tipi ve lineer PEG
polimerlerinin hicre zarinin gegirgenligine olan etkisinin belilenmesi, sitozolik enzimlerin
hicre digina salinmasini membran gegirgenliginin artigi ile iligkilendiren testlerden biri olan
Laktat Dehidrogenaz Enzimi (LDH)’nin belirlenmesine dayanan test ile gergeklestirilmistir.

96-haneli mikroplakaya 10* hlicre/hane konsantrasyonda A549 veya BEAS-2B
hlcreleri uygun besi ortami icinde yerlestiriimis ve 24 saat boyunca 37 °C ve %5'lik CO.
atmosferinde bulyutllmuslerdir. Tarak-tipi ve lineer PEG polimerleri etanol ile sterilize
edildikten ve etanol kurutulduktan sonra fosfat tamponunun iginde 25, 50, 100 ve 200 uM
konsantrasyonda hazirlanmiglardir. Polimerler her bir haneye belirlenen konsantrasyonlari
olusturacak sekilde, fosfat tamponunun hicre kultir ortamindaki orani %0.5 hacim/hacim
degerini gegcmeyecek sekilde aktariimiglardir. Spontane LDH salinimini ve maksimum LDH
salinimini belirlemek amaci ile bazi hanelere polimer eklenmemistir. Maksimum LDH
salinimi ise belirli hanelerdeki hicrelerin membranlarinin patlatilip, tim LDH enzimlerinin
ortama dagilmasi ile elde edilmistir. Her bir hanenin son hacim degeri 200 pl olarak
ayarlanmistir. Hicreler 24 ve 72 saat boyunca 37 °C ve %5'lik CO, atmosferinde inkibe
edilmiglerdir.

inkiibasyon sonrasinda LDH testi Ureticisinin protokolii uygulanmis ve 490 nm dalga
boyunda, Varioskan Flash, Thermo Electron Corporation cihazi kullanilarak spektroskopik
Olcim gerceklestirilmistir. Toplam LDH salinimi artis degeri asagidaki belirtiien Denklem

3.2'ye gore gerceklestirilmistir. istatiksel analiz iki yonli t-test ile gerceklestirilmistir.

A%LDH salimum artist = [M}

AbSmax

(Denklem 3.2)

Denklem 3.2'de Absy hicrelerin absorbans degerlerini, Abss spontan olarak
gerceklesen LDH enziminin absorbans dederini ve Absmax belirli sayida hicreden

gerceklesen en fazla LDH enzimi saliniminin absorbans degerini gdstermektedir.
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3.3.3 Hiicre Alimi Deneyleri

Floresan boya ile isaretlenmis polimerlerin hicre hatlarn tarafindan alimlar akis
sitometresi yontemi ile belirlenmistir. 2-haneli mikroplakaya 10° hiicre/hane konsantrasyonda
A549 veya BEAS-2B hucreleri uygun besi ortami icinde yerlegtiriimis ve 24 saat boyunca 37
°C ve %5'lik CO, atmosferinde biyutlimuslerdir. Floresan boya ile isaretlenmis tarak-tipi ve
lineer PEG polimerleri her bir haneye 12.5 ve 25 pM konsantrasyonlarini olusturacak sekilde,
fosfat tamponunun hicre kultir ortamindaki orani %0.5 hacim/hacim degerini gegcmeyecek
sekilde aktariimiglardir. Her bir hanenin son hacim degeri 500 ul olarak belirlenmistir ve
hicreler 1 veya 3 saat boyunca 37°C ve %5'lik CO. atmosferinde inkibe edilmiglerdir.

Floresan boya ile isaretlenmis, polimerlerin A549 ve BEAS-2B hicre hatlar tarafindan
alimlarinin  enerjiye bagimliiginin  belirlendigi deney setinde, hucrelerin membran
aktivitelerini durdurabilmek icin mikroplakalar 1 saat 4°C'da inkube edilmisler ve daha sonra
floresan boya ile isaretlenmis polimerler 12.5 veya 25 yM konsantrasyonda olacak ve fosfat
tamponunun hucre kiltir ortamindaki orani %0.5 hacim/hacim degerini gegmeyecek sekilde
aktarilmiglardir. Her bir hanenin son hacim degeri 500 ul olarak ayarlanmigtir. Hicreler 1
veya 3 saat boyunca 4°C ve %5'lik CO; atmosferinde inkibe edilmislerdir.

Floresan boya ile isaretlenmis, polimerlerin A549 ve BEAS-2B hicre hatlar tarafindan
endositoz araciligiyla alimlarinda hiicre iskeletinin rolinin belirlenmesi deney setinde,
hlcrelerin aktin filamentlerinin ve mikrotlbul aktivitelerini durdurabilmek igin hiicreler 1 saat
37°C'da 20 uM nokodazol ve sitokalasin D kimyasallari ile inklibe edilmigler ve daha sonra
floresan boya ile isaretlenmis polimerlerler 12.5 veya 25 uM konsantrasyonda ve fosfat
tamponunun hucre kiltir ortamindaki orani %0.5 hacim/hacim degerini gegcmeyecek sekilde
aktariimiglardir. Her bir hanenin son hacim degeri 500 ul olarak ayarlanmistir. Hicreler 1
saat boyunca 37°C ve %5'lik CO, atmosferde inkibe edilmiglerdir.

Floresan boya ile isaretlenmis ve Cys-RGD peptidi baglanmis polimerlerin A549
hicre hatti tarafindan alimlarinin belirlenmesi deney setinde, 12-haneli mikroplakaya 10°
hicre/hane konsantrasyonda A549 veya BEAS-2B hicreleri uygun besi ortami iginde
yerlestirilmis ve 24 saat boyunca 37°C ve %5'lik CO, atmosferinde buyutulmuslerdir.
Floresan boya ile isaretlenmis ve Cys-RGD peptidi baglanmis tarak-tipi veya lineer PEG
polimerleri her bir haneye 25 uyM konsantrasyonda olacak ve fosfat tamponunun hicre kultir
ortamindaki orani %0.5 hacim/hacim degerini gegmeyecek sekilde aktariimiglardir. Her bir
hanenin son hacim degeri 500 ul olarak ayarlanmistir ve hticreler 1 saat boyunca 37°C ve

%5'lik CO2 atmosferinde inklbe edilmiglerdir.
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Her bir deney setinde inkibasyon sonrasinda, hicre kiltir ortami her bir haneden
uzaklastinlmis ve hucreler fosfat tamponu ile iki kez yikanmiglardir. Hucreler yuzeyden
tripsin enzimi ile muamele sonucu ayriimis ve serum igeren hicre kiltir ortaminin eklenmesi
ile toplanarak 1000 rpm, 4°C'da 5 dakika boyunca santriflij edilmiglerdir. Supernatant
atildiktan sonra hiicre pelleti 200 ul fosfat tamponunda asili hale getirilmistir. Oregon Green
488 kati faz lazerine ve 530/300 filtre konfiglirasyonuna sahip olan BD FACSCanto™ (BD
Biosciences, San Jose, USA) akis sitometrisi cihazi ile 10,000 hlicre analiz edilerek, elde
edilen data Denklem 3.3'e gore analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.2'deki
normalizasyon katsayilar kullanilarak normalize edilmigtir. Polimerlerin hucreler tarafindan
aliminin ayrintih hesap yoéntemi Ek A'da verilmistir. istatiksel analiz iki yénli t-test ile

gerceklestirilmistir.

0G ortalamapz* Hlcre Sayisips

% Hicre Alimi = (Denklem 3.3)

0G ortalamap,* Hlcre Sayisipy
3.3.4 Polimerlerin Hiicre ici Dagihimi

T-PEG ve L-PEG polimerlerinin htcre i¢i dagilimi floresan mikroskobu (Olympus
IX81) kullanilarak belirlenmistir. Hicrelerin nikleus ve lizozomlari, sirasiyla mavi renkte
Hoechst 33342 (3,5'-bi-1H-benzimidazol, 2'-(4-etoksifenil)-5-(4-metil-1-piperazinil) ve kirmizi
renkte Lysotracker DND-99 floresan boyasi ile isaretlenmistir.

4 haneli, cam ylzeyli plakaya (1.7 cm?hane) hicrelerin daha iyi tutunmasi igin
oncelikle ylzey modifikasyonu yapilmistir. A549 hicrelerinin  ylzeylerinde integrin
reseptdrleri oldugundan, bu hicreler icin ylizey modifikasyonu fibronektin proteini ile, BEAS-
2B hicreleri igin ise poli-L-lisin ile gerceklestiriimistir. Fibronektin ile ylizey modifikasyonu igin
1 mg/ml konsantrasyondaki fibronektin proteini PBS ile seyreltilerek 2.5 pg/cm?
konsantrasyonda cam haneli plakanin ylzeyini kaplayacak sekilde konulur. Cam ylzeyli
plaka en az 45 dakika boyunca steril hava akisina birakilir ve bu slire sonunda sivi yluzeyden
bosaltilir. Poli-L-lizin ile ylizey modifikasyonu icin 0.1 mg/ml konsantrasyondaki poli-L-lizin
proteini steril su ile seyreltilerek 4 pg/cm? konsantrasyonda cam haneli plakanin yiizeyini
kaplayacak sekilde konulur. Cam ylzeyli plaka tzerinde 5 dakika boyunca inktbe edilen poli-
L-lizin sollisyonu, bu slire sonunda bosaltilir ve ylzey steril su ile yikanir. Cam yuzeyli plaka
daha sonra en az 2 saat boyunca steril hava akisina birakilir ve ylizeyin kurumasi saglanir.

Cam ylzeylerin modifikasyonundan sonra 3.10% hiicre/hane konsantrasyonda A549
veya BEAS-2B hicreleri uygun besi ortami iginde yerlestiriimis ve 24 saat boyunca 37 °C ve
%5'lik CO, atmosferinde buyuatulmuslerdir. Floresan boya ile isaretlenmis tarak-tipi veya

lineer PEG polimerleri her bir haneye 50 uM konsantrasyonda olacak ve fosfat tamponunun

17



&)

TUBITAK

hiacre kualtir ortamindaki orani %0.5 hacim/hacim degerini gecmeyecek sekilde
aktarilmiglardir. Her bir hanenin son hacim degeri 200 pl olarak ayarlanmistir ve hicreler 1
saat boyunca 37°C ve %5'lik CO; atmosferinde inkiibe edilmislerdir. Hlcrelerin polimerler ile
inkibasyonu sonrasinda haneler steril PBS ile iki defa yilkanmiglardir. Daha sonra Hoechst
33342 nukleus spesifik boyasi 1 ug/ml final konsantrasyonda olacak sekilde 200 ul hicre
kiltir ortami igeren haneye aktariimis ve 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonrasinda haneler steril PBS ile iki defa yikanmiglardir. Son olarak lizozom organeli
spesifik Lysotracker DND-99 boyasi 50 nM final konsantrasyonda olacak sekilde 200 pl
hidcre kaltir ortami iceren haneye aktariimis ve 5 dakika boyunca inklibe edilmistir.
inkiibasyon sonrasinda haneler steril PBS ile iki defa yikanmislardir.

Yapilan boyama iglemi sonrasinda cam yilzeyli hanelere hicre kiltir ortami
eklenmistir ve goérintileme boyunca 37°C'de inkibe edilmiglerdir. Hoechst 33342,
Lysotracker DND-99 ve Oregon Green boyalarinin sdnme ve emisyon dalga boyu degerleri
sirasiyla 358-461 nm, 577-590 nm ve 496-524 nm’dir. Floresan mikroskobu ile belirtilen
sonme ve emisyon degerlerine uygun filtreler kullanilarak gekilen fotograflar, CellSense™

Olympus programi kullanilarak birlestiriimiglerdir.
3. 4 Polimerlere Cys-RGD Peptidinin Baglanmasi

Cys-RGD peptidinin tarak-tipi ve lineer PEG polimerlerine baglanmasi bir dizi
kimyasal reaksiyon ile gerceklestiriimistir. Bu reaksiyonlar suresince iki ucunda farkl
fonksiyonel gruplar iceren (heterotelekelik) T-PEG (10,000 g/mol) ve L-PEG (10,000 g/mol)
kullanimustir.

Omega u¢ grubununun modifikasyonu ile Oregon Green floresan etiket baglanan
tarak-tipi PEG polimerine Cys-RGD peptidinin baglanmasi icin, alfa u¢ grubunda bulunan
karboksilik asit grubu 6ncelikle EDC/NHS reaksiyonu ile aktiflestiriimis ve etilendiamin ile
amin grubuna donUsturilmustar. Karboksilik asit grubu iceren, floresan etiket bagh polimer (1
mM) fosfat tamponunda (0.5 M, pH 7.1) ¢ozilmistir. EDC (2 mM) ve NHS (5 mM)
kimyasallari polimer ¢ozeltisine katilmistir. EDC ve NHS ile karboksil grubunun
aktiflestiriimesi 10 dakika boyunca surdlrilmis ve aktiflesen u¢ grubu amin u¢ grubuna
donusturmek icin etilendiamin (10 mM) reaksiyon ortamina eklenmistir (Sekil 3.4). Oda
sicakliginda 5 saat surdurtlen bu reaksiyon sonrasinda reaksiyona girmemis molekullerin
uzaklastinimasi icin MWCO degeri 3500 Da olan diyaliz membrani ile 5 gin suya karsi
diyaliz gergeklestiriimistir. Diyaliz sonunda polimer ¢ozeltisi dondurularak kurutulmus ve

kimyasal yapi *H-NMR ile analiz edilmistir.
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CHsy

CHj
Sekil 3.4. Tarak-tipi PEG'in karboksilik asit u¢ grubunun aktiflestirimesi ve amine

donustirilmesi

Amin u¢ grubuna sahip tarak-tipi ve lineer PEG polimerlerine sistein iceren RGD siklik
peptidinin baglanabilmesi icin, polimerler éncelikle N-y-maleimidobutiril-oksisliksinimid ester
(GMBS) ajani ile modifiye edilmistir. Bunun icin amin u¢ grubuna sahip polimerler (1 mM)
fosfat tamponunda ¢o6ztlmus (pH 6.8, 0.5 M) ve GMBS (10 mM) ortama eklenmistir (Sekil
3.5). Reaksiyon 4 saat surdurildikten sonra GMBS'in reaksiyon ortamindan ayrilmasi igin
MWCO degeri 1800 Da olan jel filtrasyon kolonu ile saflastirma gergeklestirilmistir. Kolonda
mobil faz olarak asidik su (pH 6.8) kullaniimis ve fraksiyonlar dondurularak kurutulmustur.

Saflastiriimis polimerlerin kimyasal yapisi *H-NMR ile tayin edilmistir.
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Sekil 3.5. Amin ug grubuna sahip tarak-tipi PEG'in GMBS baglanti ajani ile reaksiyonu

Son adimda Cys-RGD peptidi (10 mM) fosfat tamponunda ¢ozilmis (pH 7.1, 0.5 M)
ve 5 dakika slre ile TCEP (0.1 M) ile reaksiyona sokulmustur. Maleimid u¢ grubuna sahip
polimer reaksiyona eklenmistir. Reaksiyon azot altinda 2 saat surdurilmustir. Bu strenin
sonunda c¢ozeltiye azot altinda 0.05 M TCEP eklenmis ve reaksiyon gece boyunca,
karistirma saglanarak surdurtlmastir (Sekil 3.6). Reaksiyon sonrasinda reaksiyona
girmemis reaktantlarin uzaklastiriimasi icin MWCO degeri 3500 Da olan diyaliz membrani ile
3 gun diyaliz gergeklestiriimistir. Diyaliz sonunda polimer ¢dzeltisi dondurularak kurutulmus

ve kimyasal yapi *H-NMR ile analiz edilmistir.
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Sekil 3.6. Tarak-tipi PEG polimerinin Cys-RGD peptidi ile reaksiyonu
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4. BULGULAR

4.1 Tarak-tipi PEG (poli(polietilenglikol metil eter metakrilat)in Sentezi ve
Karakterizasyonu

Tarak-tipi PEG (poli(polietilenglikol metil eter metakrilat) (p(PEG-MA) (T-PEG) iki
farkli molekdl agirhgr (10,000 g/mol ve 20,000 g/mol) ve dar molekul agirhdr dagilimina
(<1.2) sahip olacak sekilde, ticari kaynaklardan temin edilen polietilen glikol metil eter
metakrilat (p(PEGMA) (Mn= 475 g/mol, n=8-9)) monomerinin RAFT polimerizasyonu ile
sentezlenmistir. Sentezlenen polimerlerin kimyasal yapi, molekuler agirlik, molekuler
blyUklik (hidrodinamik hacim) ve konformasyonlari asagdida aciklandigi sekilde karakterize

edilmistir.
4.1.1 Kimyasal Yapi ve Molekiil Agirhik Karakterizasyonu

Sentezlenen polimerlerin kimyasal yapisi nukleer manyetik rezonans (NMR)
spektroskopisi yontemi ile belirlenmistir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2). *H-NMR spektrumunda 4.00
ve 4.4 ppm degerleri arasinda tespit edilen sinyallerin oligo(etilen glikol) yan zincirlerindeki
metilen grubunun iki protonunu, 7.4, 7.5 ve 7.9 ppm degerlerinde tespit edilen sinyallerin ise

RAFT ajaninin bes protonunu temsil ettigi belirlenmigtir.

Sentezlenen polimerlerin sayica ortalama molekul agirliklari (M,) ve molekuler agirlik
dagilimlari (PDI) jel gegirgenlik kromatografisi ile belirlenmigtir. Analiz sonucunda tespit
edilen molekul agirlik degerleri Tablo 4.1'de belirtiimistir. Ek olarak 10,000 ve 20,000 g/mol
molekil agirigina sahip olan T-PEG polimerlerinin disuk molekiler agirlik dagilimina sahip
oldugu (PDI< 1.2) belirlenmistir.

Tablo 4.1. Sentezlenen p(PEG-MA) polimerlerinin molekil agirhigi ve molekiler agirhk

dagihmi degerleri

Polimer Numarasi Polimer Tipi Mn®FC (gimol) PDI
1 10K 9700 1.12
2 20K 20300 1.18
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Sekil 4.1. Calhigsmada sentezlenen T-PEG (p(PEG-MA))’in (Mn 10,000 g/mol) saflastirma
sonrasi alinmis *H-NMR spektrumu
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Sekil 4.2. Caligmada sentezlenen T-PEG (p(PEG-MA))in (Mn 20,000 g/mol) saflastirma
sonrasi alinmis 1H-NMR spektrumu
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4.1.2 Hidrodinamik Biiyukliik (Hidrodinamik Gap-(Dy)) Karakterizasyonu

Polimerlerin  hidrodinamik c¢aplart (Dn), polimerlerin hicreler ile etkilesimlerini
belirlemede en Onemli faktorlerden biridir (Armstrong vd., 2004). Tarak- tipi ve L-PEG
polimerlerinin farkl ortamlarda (fosfat tamponu, hicre kiltir ortami (RPMI ve DMEM), ve
%10 serum igeren hicre kiltar ortami) hidrodinamik ¢aplari dinamik i1sik sagilimi (dynamic
light scattering, DLS) teknigi ile 6lgulmus ve molekller mimarinin hidrodinamik buyukluge
etkisi belirlenmigtir. Farkli molekuler agirliklardaki (10,000 ve 20,000 g/mol) tarak-tipi ve
lineer PEG'lerin farkli ortamlardaki hidrodinamik ¢aplari nanometre (nm) biriminde Sekil 4.3'
de gosterilmigtir.

Su ortaminda, ayni molekiler agirliktaki tarak- tipi PEG'in hidrodinamik ¢apin, L-
PEG'in hidrodinamik ¢apindan belirgin bir sekilde kiglk oldugu tespit edilmistir (p<0,05- t-
test). iki farkli mimarideki polimerlerin hidrodinamik ¢aplarinda tespit edilen bu fark, T-PEG'in
L-PEG’e gbre daha yogun yapiya sahip olmasina atfedilmigtir. Su ortaminda farkli molekuiler
agirhklara (10,000 ve 20,000 g/mol) sahip tarak-tipi ve L-PEG polimerlerinin hidrodinamik
caplarinda, caligilan aralikta molekuiler agirligin belirgin bir etkisinin olmadidi tespit edilmistir
(p>0,05- t-test).

Fosfat tamponu ve hicre kiltlir ortamlarinda tarak-tipi ve L-PEG polimerlerinin
hidrodinamik ¢aplarinda, polimerlerin ylksiz olmasi nedeniyle 6énemli bir degisim
g6zlenmemistir (p>0,05- t-test).

%10 serum iceren ortamda yapilan DLS deneyleri sonucu, serumun T-PEG'in
hidrodinamik hacmi Uzerinde 6nemli bir etkiye sahip iken (p<0,05- t-test), L-PEG'in
hidrodinamik hacmi Ulzerinde etkiye sahip olmadigi belirlenmistir. T-PEG'in, sahip oldugu
hidrofobik metakrilat ana zincirinden dolayr serum proteinleriyle hidrofobik kuvvetler
aracihgiyla etkilestigi ve bunun sonucunda da serum varliginda hidrodinamik c¢aplarinin
arttigi disinidlmektedir. L-PEG'in proteinlerle etkilesmedidi literatirde de yaygin olarak
bilinmektedir. Dolayisi ile L-PEG’e ait sonug literatir bilgileri ile uyumludur. Ek olarak, serum
iceren ortamda molekuler agirhdin, tarak- tipi ve L-PEG'in hidrodinamik hacmine c¢alisilan

aralikta etkisi olmadigi belirlenmistir (p>0,05- t-test).
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Sekil 4.3. (a) Tarak-tipi PEG'in (10,000 g/mol) (b) Tarak-tipi PEG'in (20,000 g/moal) (c) Lineer
PEG'in (10,000 g/mol) (d) Lineer PEG'in (20,000 g/mol) dinamik 1sik sacilimi (DLS) yontemi

ile belirlenmis farkli ortamlardaki hidrodinamik caplari (Dn).

4.1.3 Molekiiler Konformasyon Karakterizasyonu

Tarak-tipi ve lineer PEG'lerin (20,000 g/mol) molekiler konformasyonlari atomik
kuvvet mikroskobisi yontemi ile belirlenmigstir (Sekil 4.4). Tarak-tipi PEG'ler sahip olduklari
hidrofobik iskelet ve tekrarlayan hidrofilik PEG zincirlerin sivi ortamda ¢ boyutlu olarak
dizenlemesi sonucunda partikil benzeri yapi gostermistir (Sekil 4.4a). Lineer PEG'ler ise
sadece tekrarlayan hidrofilik PEG birimlerinin, sivi ortamda ¢ boyutlu olarak dizenlemesi

sonucunda duz zincirler olarak gézlemlenmislerdir (Sekil 4.4b).
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Sekil 4.4, (a) Tarak-tipi PEG (20,000 g/mol) ve (b) Lineer PEG'in (20,000 g/mol) atomik
kuvvet mikroskobu gdrintileri. Skala 100 nanometredir.

4.2 Polimerlerin Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

4.2.1 RAFT U¢ Grubunun Uzaklastiriimasi ve Tiyol Grubunun Deaktivasyonu

RAFT polimerizasyonu ile sentezlenmis polimerlerin zincir ucunda tasidiklari
tiyokarboniltiyo aktif grubunun reaktivitesi ve dekompozisyonu nedeniyle hiicreler Gzerinde
onemli bir sitotoksik etkisi bulunmaktadir (Pissuwan vd., 2010; Wilcock vd., 2010). RAFT
polimerizasyonu ile sentezlenmis T-PEG'de olusabilecek bu potansiyel etkiyi ortadan
kaldirmak ve sadece polimerik yapinin sitotoksisitesini belirleyebilmek icin, T-PEG'den
aminoliz yontemi ile tiyokarboniltiyo gruplan sitotoksisite deneyleri 6ncesinde
uzaklastinimigtir. 10,000 g/mol molekul agirligindaki T-PEG polimerinin aminolizi sonucunda
elde edilen H-NMR analizi sonucu Sekil 4.5'de gosterilmistir. Tiyokarboniltiyo grubunun
uzaklastinldigi, 7.3- 7.9 ppm araligindaki sinyalin ortadan kaybolmasi ile ispatlanmistir.
Tiyokarboniltiyo grubunun uzaklastirildigi pembe renkli polimer solisyonunun sari renk

almasi ile gorsel olarak da kanitlanmgtir.
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Sekil 4.5. Aminoliz reaksiyonu ile RAFT u¢ grubu uzaklastirilmis 10,000 g/mol agirhgindaki
T-PEG'in H-NMR spektrumu
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Sekil 4.6. Tiyol-en reaksiyonu sonucunda elde edilen ve toksisite deneylerinde kullanilan
10,000 g/mol agirhgindaki T-PEG'in *H-NMR spektrumu
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T-PEG polimerlerinin aminoliz sonucunda olusan reaktif tiyol u¢ gruplari, tiyol-en
reaksiyonu ile polimere bir monomerik birim daha eklenerek etkisiz hale getirilmigtir. Boylece
test edilecek polimerlerin zincir uglarinda ana zincirde yer alan monomer birimin aynisi yer
almistir. Ticari olarak temin edilmis reaktif tiyol grubu tagiyan L-PEG polimerlerine ise benzer
sekilde tiyol-en reaksiyonu ile PEG-metakrilat monomer birimi eklenmistir. Tiyol grubunun
monomerik birim ile kapatiimasi *H-NMR spektroskopisi yontemiyle kanitlanmistir (Sekil 4.6
ve Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Tiyol-en reaksiyonu sonucunda elde edilen ve toksisite deneylerinde kullanilan
10,000 g/mol agirhgindaki L-PEG'in *H-NMR spektrumu

4.2.2 Tarak-tipi ve Lineer PEG'in Hiicre Canhiligina Etkisi

Polimerlerin sitotoksisitelerinin belirlenmesinde ve diger hicre kultiri deneylerinde
insan akciger adenokarsinom epitel hicreleri (A549) ve saglikli eslenikleri olan insan brons
epitel hdcreleri (BEAS-2B) kullaniimistir. Bu hlcre hatlar 6zellikle akciger kanserinin
ulkemizde en yaygin gorilen kanser turlerinden biri oldugu ve PEG esasli bir ilag salim
sisteminin akciger kanserine yonelik tasarlanmasi g6zonline alinarak segilmistir. Buna ek
olarak, projede hedefleyici ligand olarak segilen RGD peptidinin A549 hucreleri tarafindan
alimi (Meng vd., 2011; Renigunta vd., 2006; Ye vd., 2012) ve PEG’in RGD'’yi perdeleme
etkisi (Kunath vd., 2003) literatlirde daha 6nce rapor edilmistir. Dolayisiyla T-PEG’in konjuge
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oldugu ligandi perdeleme etkisinin belilenmesi amaciyla A549 hicrelerinin model olarak bu
projede kullaniimasi uygun bulunmusgtur.

Farkli molekil agirliklardaki T-PEG ve L-PEG’in hlcreler Uzerindeki toksik
Ozelliklerinin karsilagtirmali olarak belirlenebilmesi igin 3-(4,5-dimetil-2-thiazol)-2,5-difenil-2H-
tetrazolyum bromid (MTT) deneyleri gerceklestiriimistir. MTT metodu ile hiicre canhiliginin
belirlenmesi, mitokondriyal enzimlerinin tetrazolium boyasini indirgemesine dayanir ve
enzimlerin konsantrasyonu reaksiyon sonucu olugan renk yogunlugu ile dogru orantilidir.

Oncelikle belirli sayida A549 ve BEAS-2B hiicrelerinin MTT y6ntemi ile 570 nm ve
690 nm dalga boylarindaki absorbans farklarina dayanan kalibrasyon egrisi olusturulmustur
(Sekil 4.8). Olusturulan bu kalibrasyon egrisi dlgtilen absorbans degerinden, hlicre sayisinin

belirlenmesinde kullaniimistir.
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Sekil 4.8. MTT yontemi ile BEAS-2B ve A549 hicreleri icin olusturulan kalibrasyon grafigi.

MTT yontemi ile hiicre sayisina bagh olarak elde absorbans degisimi.

10,000 ve 20,000 g/mol molekil agiriga sahip T-PEG ve L-PEG polimerlerinin 24
saat ve 72 saat inkiibasyon sonucunda BEAS-2B ve A549 hiicrelerinin canlihgina etkileri
Sekil 4.9' da goésterilmistir. Elde edilen bulgular polimerlerin hiicre canlilijina etkisinin polimer
konsantrasyonu ve inklibasyon suresi ile orantili olarak arttigini géstermistir. (p<0.05- t-test).
20,000 g/mol molekil agirhgina sahip T-PEG ve L-PEG polimerleri, 200 pM
konsantrasyonda ve 72 saat slre ile inkube edildiklerinde hicre canhhdr her iki hicre
hattinda da 6nemli dlguide dusmesine ragmen, hala %50'nin Gzerinde bulundugundan T-PEG
ve L-PEG polimerlerinin A549 ve BEAS-2B hcreleri Uzerinde sitotoksik etkisinin olmadigi

sonucuna variimistir (p<0.05- t-test).
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Serum igeren hicre kiltir ortaminda hidrodinamik hacimleri arasinda istatistiksel
olarak fark bulunmayan 10,000 g/mol ve 20,000 g/mol molekuler agirhga sahip T-PEG ve L-
PEG polimerlerinden, 20,000 g/mol molekul agirhgina sahip olanlar hucre canhhdini daha
cok dusuirmusgtur. Bu durum 20,000 g/mol molekdl agirhdina sahip olan polimerlerin hicreler
tarafindan alimlarinin daha ylksek olmasina atfedilmistir. Asagida sunulan hicre alimi

deneyleri bu hipotezi desteklemektedir.
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Sekil 4.9. Tarak-tipi ve lineer PEG polimerlerinin (a) A549 hucrelerinin canliiyina 24 saat (b)
A549 hicrelerinin canhhgina 72 saat (c) BEAS-2B hicrelerinin canliligina 24 saat (d) BEAS-
2B hucrelerinin canliiyina 72 saat inkibasyon sonucundaki etkisi.
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4.3 Polimerlerinin Hiicre Zarina Etkilerinin Belirlenmesi

Hucre zari batanligu, hicrenin canhligi agisindan en énemli parametrelerden biridir.
Bu caligmada, tarak-tipi ve lineer PEG polimerlerinin hicre zar gecirgenligine olan etkisi
belirlenmigtir. Tarak tipi ve lineer PEG polimerlerinin, hiicreye toksik olmadigi bilinen 25 pyM-
200 pM konsantrasyon araliginda ve 24 ve 72 saat inkubasyon sureleri sonunda hucre zari

gegirgenligine olan etkileri belirlenmis ve sonuglar Sekil 4.10- Sekil 4.11'de gosterilmistir.
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Sekil 4.10. T-PEG ve L-PEG polimerleri ile 24 ve 72 saat inkilbbasyon sonrasinda A549
hlcrelerinin membranindan LDH enzimi salinimindaki artis (polimerler ile etkilestiriimeyen

hicrelere kiyasla).
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Polimer Konsantrasyonu

Sekil 4.11. T-PEG ve L-PEG polimerleri ile 24 ve 72 saat inklibasyon sonrasinda BEAS-2B
hicrelerinin membranindan LDH enzimi salinimindaki artis (polimerler ile etkilestiriimeyen

hicrelere kiyasla).
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Tarak-tipi ve lineer PEG polimerleri, doza ve inkubasyon suresine bagli olarak
hidcrelerden LDH salinimini arttirsa da, LDH enzimi saliniminin artisi en yiksek %3 olarak
g6zlemlendiginden, tarak-tipi ve lineer PEG polimerlerinin A549 ve BEAS-2B hicrelerinin
membranlarinin gegirgenliginin Uzerinde o6nemli bir etkiye sahip olmadigi sonucuna
variimistir (p>0.05- t-test). Tarak-tipi ve lineer PEG'in hlicre membrani gegirgenligine olan
etkileri, hticre canliligina olan etkileri ile uyumludur. Ayrica LDH enziminin hicre disi ortama
salinimina bagli olarak hiicre membran gegirgenligindeki degisimi dlcen bu testin sonugclari
literatur bilgileri ile de uyum gdstermektedir. T-PEG polimerine benzer yapida olan PEG-
akrilat'in (p(PEG-A)) yluksek konsantrasyonda (500 uM) ve uzun inkiibasyon siresinde (24 h)
bile CHO-K1, NIH3T3 ve RAW264.7 hicrelerinin LDH salinimini sadece %0.4 - % 1
oraninda arttirdigi belirtilmistir (Pissuwan vd., 2010). Hidroksil grubu iceren Lineer PEG'in
(16300 g/mol, PDI: 1,22) de yapay membranlarda delik olusumuna neden olmadigi ve LDH
salinimini arttirmadidi belirtilmistir (Hong vd., 2006).

4.4 Polimerlerin Floresan Boya ile Etiketlenmesi

T-PEG ve L-PEG’lerin hiicre alimlarinin ve hicre i¢i dagihimlarinin akis sitometresi ve
floresan mikroskobu ile incelenebilmesi igin éncelikle polimerler, Oregon Green 488 adli
floresan boya ile isaretlenmistir. Isaretleme amaci ile maleimid fonksiyonelligine sahip
floresan boya, tiyol u¢ grubuna sahip polimerlere tiyol-en katiima reaksiyonu aracilidiyla
kovalent olarak baglanmistir.

RAFT metodu ile sentezlenen T-PEG polimerlerinin (10,000 ve 20,000 g/mol) ug
grubunda yer alan RAFT Z-grubu aminoliz ile aktif tiyol (-SH) gruplarina c¢evrilmis ve
maleimid grubu iceren floresan etiketi ile reaksiyona sokulmustur. U¢ grup tiyol-fonksiyonel
L-PEG'ler (10,000 ve 20,000 g/mol) ticari olarak mevcut oldujundan satin alinmiglardir ve
maleimid iceren floresan etiket ile isaretlenmislerdir. T-PEG polimerine Oregon Green 488
Maleimid boyasinin baglanmasi ile ilgili analiz sonuglari Sekil 4.12 ve Sekil 4.13'de

gOsterilmistir.
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Sekil 4.12. T-PEG 10K polimerine Oregon Green 488-maleimid floresan etiketinin

baglanmasi sonrasinda alinmis *H-NMR spektrumu

[o)Te]
<™
(%R
[
0.055 3
0.050 3
0.045 3 H,0 in DMSO
0.040 3
0.035 3 a 2
> 3 o
2 5.030 3
(4] =
£ 3
0.025
0.020 DMSO
0.015 1
ER- y X b
0.010 §
E N H®m @ 1o o) X1 I 2 PN
o053 2 22 % ¢ @ G@ o 3 S
3 [N |
3 l ll l l ¢ | S N K
03
1 o.060.28 0.10 031 225.00 007 025
[ O — [ u U
RN R S S
8 7 6 5 4 3 2 1 0

Chemical Shift (ppm)

Sekil 4.13. Lineer PEG 10K polimerine Oregon Green 488-maleimid floresan etiketinin

baglanmasi sonrasinda alinmis *H-NMR spektrumu
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Polimer zincirlerinin floresan etiketler ile isaretlenme derecesinin belirlenmesi
polimerlerin htcre alimlarinin nicel olarak belilenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Etiketin

polimerlere baglanmasi, UV-Vis spektrometresi ile nicel olarak tayin edilmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Oregon Green 488 Maleimid ile isaretlenmis polimerlerin UV-Vis spektrumlari

(Polimer dérnekleri 33 uM konsantrasyonda ultra-saf suda ¢ozullerek hazirlanmistir.)

Tarak-tipi ve lineer PEG polimerlerinin floresan ile isaretlenme derecesi, konjugatlarin
sahip oldugu floresan isaret molar konsantrasyonlarinin 491 nanometre dalga boyundaki
absorbanslarinin élgtilmesi ile belirlenmistir. Kullanilan floresan isaretin molar séniimleme
katsayisi (€), Ureticisi tarafindan 81000 MZ'cm™ olarak belirtiimistir. Polimerlerin floresan

etiketlerce isaretlenme derecesi Tablo 4.2'de belirtiimistir.

Tablo 4. 2. T-PEG ve L-PEG polimerlerinin floresan boya (OG) ile isaretlenme derecesi

Polimer M, ¢PC OG/Polimer Orani | OG/Polimer Orani | Normalizasyon
(g/mal) (mol/mol) (ug/mg) Katsayisi
T-PEG 10K 9,700 0,426 20,350 0,638
T-PEG 20K 20,300 0,587 13,394 0,970
L-PEG 10K 10,000 0,717 33,243 0,391
L-PEG 20K 20,000 0,561 12,995 1,000

Floresan isaretli polimerler ile gergeklestiriien hicre alimi deneylerinde hicre
alimlarinin nicel olarak tayini igin, Tablo 4.2’de verilen normalizasyon katsayilari

kullanilmigtir.  Polimerlerin  floresan boya ile isaretlenme derecesinin orani olan
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normalizasyon katsayisi, en az miktarda floresan etiket ile isaretlenen L-PEG 20K polimerinin
isaretlenme derecesi temel alinarak, L-PEG 20K isaretlenme derecesinin her bir polimerin

isaretlenme derecesine bolinmesi ile hesaplanmistir.
4.5 Polimerlerin Hiicre igine Alimi

Polimerlerin hlcre icine alinmasinin nicel tayini ve alimda etkin olan yolagin
belirlenmesi polimerlerin in vitro etkinligini belilemede oldukga 6nemli bir basamaktir.
Oregon Green boyasi ile isaretlenmis tarak tipi ve lineer PEG polimerlerinin hicre igine
alimlari ve alim mekanizmalari akig sitometri yontemi ile belirlenmigtir. Polimerlerin hlcre
icine aliminda enerjiye bagh mekanizmalarin ve hicre iskeleti bilesenlerinin etkinligi
arastinimigtir. Tum deneylerde polimerlerin hicre icine alim degeri, negatif kontrole (polimer

ile inklbe edilmemis hlcrelere) gére ortalama floresan ylzde degeri olarak belirtilmistir.
4.5.1 Polimerlerin Hiicre igcine Aiiminda Enerjiye Bagimli Mekanizmalarin Rolii

ilk olarak polimerlerin hiicreler tarafindan alim mekanizmasinin enerjiye bagimhlig
arastinlmigtir. Literatlirde hicrelerin 37°C'den dusuk sicakliklarda inkiibasyonu sonucunda,
enerjiye bagimh endositoz olaylarinin azaldigi bildiriimistir (lacopetta vd., 1983; Khalil vd.,
2006). A549 ve BEAS-2B hicrelerinin floresan boya ile isaretli tarak-tipi ve lineer PEG
polimerleri 4°C ve 37°C'de alim profilleri Sekil 4.15'de gdsterilmigtir.
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Sekil 4.15. Tarak-tipi ve lineer PEG polimerlerinin (a) A549 hicreleri (b) BEAS-2B tarafindan

4°C ve 37°C alimlari (Polimer konsantrasyonu 12.5 uM ve inkibasyon zamani 3 saattir.)

Tarak-tipi ve lineer PEG polimerlerinin saglikli BEAS-2B ve kanserli A549 hicreleri
tarafindan aliminin, hicrelerin 4°C'de inkibasyonu sirasinda enerjiye bagimli membran

aktivitelerinin inhibe olmasi sebebiyle 6nemli dlglide azaldigi tespit edilmistir. Bu sonuca
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dayanarak hem tarak-tipi hem de lineer PEG polimerlerinin hlcre igine alimlarinin enerjiye
bagimli bir membran aktivitesi, bir bagka deyisle endositoz araciliyi ile gergeklestigi
sonucuna varilmistir. PEG polimerlerin mimarisinin (lineer ve tarak-tip) ve molekuler
agirhklarinin (10,000 ve 20,000 g/mol) polimerlerin hiicre igine alim yéntemi Gzerinde dnemili
bir faktor olmadidi tespit edilmistir. Ulasilan bu sonuglar literatlr bilgileri ile de uyum
gOstermektedir. Lineer PEG'in hicre igine aliminin enerjiye bagimh oldugu ve 4°C'de
inkiibasyon sirasinda hicreler tarafindan L-PEG aliminin tamamen durdugu belirtilmistir (Yu
vd., 2004). Ayrica polimerlerin molekdl agirhginin 37°C’de hicre alimina énemli etkisi oldugu
gorulmastar. Yuksek molekul agirlikli polimerler (20,000 g/mol), mimariye bakmaksizin,

hlcreler tarafindan daha fazla alinmistir.
4.5.2 Hiicre Alimlarinda Polimer Konsantrasyonu ve inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Polimerlerin hicre igine alim miktarinin, polimer konsantrasyonuna ve inkiibasyon

suresine bagli degisimleri Sekil 4.16 ve 4.17'de gdsterilmigtir.
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Sekil 4.16. Tarak-tipi ve lineer PEG polimerlerinin A549 hiicreleri tarafindan alimlari: Polimer

konsantrasyonu ve inklbasyon suresinin etkisi
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Sekil 4.17. Tarak-tipi ve lineer PEG polimerlerinin BEAS-2B hcreleri tarafindan alimlart:

Polimer konsantrasyonu ve inkiubasyon suresinin etkisi

Tarak- tipi ve lineer PEG polimerlerinin hicre icine alimlarinin artan konsantrasyon ve
inkilbasyon siresi ile arttigi tespit edilmistir. Bulgular, genel olarak tarak-tipi PEG
polimerlerinin iki hiicre hatti tarafindan da lineer PEG’e gdre daha fazla ve daha hizli olarak

alindigini goéstermistir (p<0.05- t-test).

4.5.3 Polimerlerin Hiicre igine Alm Mekanizmalarinin Belirlenmesi

PEG polimerlerinin hiicre icine aliminda endositozun etkin rol oynadigi belirtilmisti.
Hucre iskeleti bilesenlerinin endositoz aktivitesinde vezikillerin olusumu ve tasinmasinda ¢ok
onemli rol oynadigi bilinmektedir. Literatlirde aktin hilicre iskeletinin endositoz vezikillerinin
olusmasinda etkin rol oynarken, mikrotlibll hicre iskeletinin olusturulan vezikilin hicre
icinde tasinmasinda ve veziklllerin olusmasinda yardimci olarak etkin rol oynadigi
belirtiimistir (Vercauteren vd., 2010). Literatlirde transport inhibitérleri olarak belirtilen
nokodazol ve sitokalasin D kimyasallarinin sirasiyla mikrottbullerin depolimerizasyonunu
saglayarak ve aktin polimerizasyonunu engelleyerek hicrelerin endositoz aktiviteleri Gizerinde
olumsuz etki yarattigi belirtiimistir (Khalil vd., 2006; Mager vd., 2010; Saha vd., 2013). Bu
sebeplerle, hiicre iskeletinin temel iki bileseni olan mikrotliblil ve aktin filamentlerinin
inhibiyonunun PEG polimerlerinin alimina olan etkisi incelenmistir.

Transport inhibitérleri endositoz aktivitesi Uzerinde inhibe edici etki gosterirken
hicrelerin canhh@ini dasurtcl etkileri de olabilir. Bu sebeple transport inhibitorlerinin calisma
konsantrasyonlarinin belirlenmesi 6ncesinde hicre canliligina olan etkilerinin belirlenmesi

oldukg¢a dnemlidir.
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Transport inhibitorlerinin bazi hicre hatlari UGzerine olan toksik konsantrasyonlar
literatlrde belirtiimistir. A549 hicrelerinin 5 pg/ml sitokalasin A ve 20 yM nokodazol ile 30
dakika inkibasyonunun aktin polimerizasyonunu ve mikrotibul depolimerizasyonunu inhibe
ettigi literatlrde rapor edilmistir (Santos vd., 2011). Belirtilen konsantrasyonlarda nokodazol
ve sitokalasin A uygulamasindan sonra hlcre canliiginin yaklasik %75 ve %97 oraninda
oldugu da belirtilmigtir. Literatlirde insan solunum yolu epitel hiicrelerinin mikrotlibul yapisinin
33 uM nokodazol ile 30 dakika inkiibasyon sonunda depolimerize olurken, A549 hicrelerinin
aktin yapisinin 10 pg/ml sitokalasin D ile 1 saat inklibasyon sonucunda bloke oldugu da
belirtilmistir (Odrljin  vd., 2001). Ozetle, hiicre canliigi Uzerine ©nemli dlglide etki
gOstermeyecek transport inhibitérlerinin inkibasyon kosullarinin 6ncelikle belirlenmesinin
gerekli oldugu sonucuna varilmigtir.

Degisen konsantrasyonlardaki transport inhibitdrlerinin ve ayni konsantrasyon
degerlerinde iki inhibitdrin ayni anda hlcre canliligina olan etkileri 2 saat inkiibasyon
sonucunda belirlenmigtir (Sekil 4.18).

Nokodazol ve sitokalasin D A549 ve BEAS-2B hucrelerinin canliligi Gzerinde
gérildiglt gibi doza bagmh olarak etki goéstermektedir. 60 pM  nokodazol
konsantrasyonunda dahi, A549 ve BEAS2B hicre canlihgi halen %90 ve %80 degerinden
fazla oldugundan 20 uM nokodazol ¢alisma konsantrasyonu olarak secilmistir (Sekil 4.18a).
BEAS-2B hicreleri (izerinde A549'A gbre daha fazla toksik etki gosteren sitokalasin D'nin
calisma konsantrasyonu ise 20 uM olarak secilmistir (Sekil 4.18b). Her iki inhibitériin 20 uyM
konsantrasyonda ortamda bulundugu durumda hicre canliiginin halen %50 degerinin
Uzerinde olmasi ve her iki hiicre hattinin canlilik degerlerinin birbirine ¢ok yakin olmasindan
dolayl 20 uM sitokalasin D ve nokodazol ¢alisma konsantrasyonu olarak secilmistir (Sekil
4.18c).
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Sekil 4.18. A549 ve BEAS-2B hiicrelerinin degisen konsantrasyonlarda (a) nokodazol (b)

sitokalasin D (c) her iki transport inhibitéri ile (20 uM) 2 saat inklibasyon sonucunda canlilik

degerleri

Tarak- tipi ve lineer PEG'in hicreler tarafindan transport inhibitérleri varliginda hicre
alimlari Sekil 4.19'da gdsterilmigtir. Sekildeki kontrol deney gruplari, hicrelerin inhibitér
yoklugunda polimer alimlarini géstermektedir. Bulgular i1siginda hucre iskeletinin aktin ve
mikrotibul komponentlerinin polimerlerin endositoz ile hicre igine alinmasinda aktif olarak
gérev aldigi sonucuna varimigtir (p<0.05). Aktin filamentlerinin ve mikrotibdllerin
polimerlerin hicre igine alinmasinda etkin rol oynamasi, iglem sirasinda aktif olan endositoz

alt yolaginin vezikil olusumunu ve taginmasini igerdigi sonucuna isaret etmektedir.
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Sekil 4.19. T-PEG 10K (a), T-PEG 20K (b), L-PEG 10K (c) ve L-PEG 20K (d) polimerlerinin
12.5 UM konsantrasyonda 1 saat inkiibasyon sonucunda A549 ve BEAS-2B hicreleri

tarafindan transport inhibitérleri varliginda alim degerleri.

Aktin ve mikrotlibll inhibitérlerinin ayni anda ortamda bulundugu durumda ise PEG
polimerlerinin hicre igine alimi sadece A549 kanser hiicre hattinda istatiksel olarak anlamli
azalma gostermistir (p<0.05). Bu durum, kanser hicre hatti A549 ve saglikli hicre hatti
BEAS-2B arasinda PEG polimerlerinin hiicre igine aliminda aktive olan endositoz alt
yolaginin farklilik gdsterebilecegine isaret etmektedir. iki hiicre hattinda da endositoz alt

yolaklari agisindan polimer mimarileri arasinda belirgin bir farklilik gézlenmemistir.
4.6 Polimerlerin Hiicre i¢i Dagiliminin Belirlenmesi

Tarak tipi ve lineer PEG polimerlerinin hicre iginde dagilimlari floresan mikroskobi
yontemi ile belirlenmistir. Oregon Green boyasi ile isaretli polimerler (yesil renk) bu
deneylerde kullaniimistir. Nukleus mavi renkte isimaya sahip olan Hoechst 33342 floresan

boyasi ile isaretlenirken lizozom organeli kirmizi renkte iIsimaya sahip olan Lysotracker DND-
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99 floresan boyasi ile isaretlenmistir. A549 ve BEAS-2B hicrelerinin tarak tipi ve lineer PEG
ile inklbasyonu sonucunda alinan mikrograflar $Sekil 4.20'de gosterilmistir.

Floresan mikroskobi analizleri sonucunda yesil renkte olan tarak-tipi ve lineer PEG
polimerlerinin genel olarak sitoplazmada Ozellikle lizozomlarin iginde hapsoldugu
belirlenmigtir. Hlcre alimi mekanizmalarinin incelendigi deney sonuglari ile uyumlu olan
mikroskop sonuglari, PEG mimarisinin (tarak- tipi ve lineer) ve polimer molekiler agirhginin
(10,000 ve 20,000 g/mol) hiicre i¢i dagihm agisindan fark yaratan parametreler olmadigini

gOstermistir.
4.7 Polimerlere RGD Peptidinin Baglanmasi

Tarak-tipi ve lineer PEG polimerlerinin u¢ grubuna bagli ligandlarn “perdeleme”
(“shielding”) etkileri arasindaki fark, 10,000 g/mol molekuil agirliktaki polimerlerin u¢ grubuna
RGD peptidi baglanarak a3 integrin pozitif hiicreler tarafindan alimlarinin incelenmesi ile
belirlenmeye calisiimistir. RGD peptidin polimerlere konjuge edilmesi birgok asamadan
olusan sentetik bir yontem takip edilerek gergeklestiriimis ve her bir sentetik asama *H-NMR
spektroskopisi ile izlenmistir.

Oregon Green floresan molekull ile isaretlenmis tarak- tipi PEG polimerine RGD
peptidinin baglanmasinda ilk asama, RAFT ajaninin R grubunun sahip oldugu karboksil
(COOH) grubunun EDC/NHS kimyasi aracihdiyla aktiflestiriimesi ve etilendiamin varliginda
amin (NHz) grubuna donustirilmesidir. Bu reaksiyon sonucunda olusan drinin *H-NMR
spektrumu Sekil 4.22'de gosterilmistir. 5.04 ppm degerinde elde edilen pik, polimerin ucunda
olusan amin (-NH.) grubu protonlarindan kaynaklanmaktadir. Bir sonraki asamada, amin ug
grubu Uzerinden polimere maleimid ve NHS aktif gruplarina sahip bifonksiyonel bir ajan
(GMBS) baglanmistir. Bu reaksiyon sonucunda olusan Grinin *H-NMR spektrumu Sekil
4.23'de gosterilmistir. 6.97 ppm'de bulunan pik maleimide grubunda cift bagda bulunan 2
protonu gostermektedir. En son adimda floresan ve maleimid fonksiyonelligine sahip tarak-
tipi polimere Cys-RGD siklik peptidi baglanmistir. Konjugasyon sonrasi RGD peptidinin
polimere baglandigini gosteren *H-NMR spektrumu Sekil 4.24'de gosterilmistir. 7.22-7.15
ppm arasinda bulunan pik RGD peptidinde bulunan fenilalanin halkasindaki 5 protondan
kaynaklanmaktadir. Sekil 4.24'de gosterilen *H-NMR spektrumundaki integrasyon degerlerini
kullanarak polimer zinciri bagina disen RGD peptid sayisi hesaplanmigtir. Buna gére T-PEG

10K polimer zincirlerinin %24'Gnun RGD peptidi ile baglandigi anlasiimistir.
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Sekil 4.20. A549 hicresinin Oregon Green ile isaretlenmis T-PEG 20K ile inkiibasyonun
ardindan c¢ekilmis floresan mikrograflari. (a) Hoechst 33342 ile boyanmis nukleus (b) T-PEG
20K (c)Lysotracker Red DND-99 ile boyanmig lizozom (d) Farkl kanallarla ¢cekilmis a, b ve ¢

mikrograflarinin gakistiriimasi. Skala uzunlugu 20 pm'dir.

Sekil 4.21. BEAS-2B hucresinin Oregon Green ile isaretlenmis T-PEG 20K ile inkiibasyonun
ardindan g¢ekilmis floresan mikrograflari. (a) Hoechst 33342 ile boyanmis nukleus (b) T-PEG
20K (c)Lysotracker Red DND-99 ile boyanmis lizozom (d) Farkli kanallarla ¢ekilmis a, b ve ¢

mikrograflarinin gakistiriimasi. Skala uzunlugu 20 ym'dir.
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Sekil 4.22. Oregon Green etiketli tarak- tipi PEG 10K polimerinin EDC/NHS aktivasyonu ve

etilendiamin baglanmasi ve saflastirma sonrasi alinmig *H-NMR spektrumu
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Sekil 4.23. Oregon Green etiketli, amin u¢ gruplu tarak- tipi PEG 10K polimerinin GMBS

baglanmasi ve saflastirma sonrasi alinmis *H-NMR spektrumu
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Sekil 4.24. Oregon Green etiketli, maleimid u¢ gruplu tarak- tipi PEG 10K polimerinin RGD

peptidinin baglanmasi ve saflagtirma sonrasi alinmis *H-NMR spektrumu
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Sekil 4.25. Oregon Green etiketli, amin ug¢ gruplu lineer PEG 10K polimerinin GMBS

baglanmasi ve saflastirma sonrasi alinmis *H-NMR spektrumu
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Lineer PEG polimeri, heterobifonksiyonel olarak amin ve tiyol u¢ gruplar igerecek
sekilde ticari olarak temin edilmistir. Polimerin tiyol u¢ grubu maleimide-fonksiyonel Oregon
Green floresan boyasi ile reaksiyona sokulmustur (Sekil 4.13). Polimerin amin ug grubu ise,
tarak-tipi polimerin modifikasyonunda da kullanilan NHS ester ve maleimide fonksiyonel ug
gruplari iceren baglayici ajan (GMBS) ile reaksiyona sokulmustur. Bu reaksiyon sonucunda
olusan Uriiniin *H-NMR spektrumu Sekil 4.25'de gosterilmistir. 6.98 ppm degerinde goriilen

sinyal, polimerin ucunda olusan maleimide grubundan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.26. Oregon Green etiketli, maleimid u¢ gruplu lineer PEG 10K polimerinin RGD

peptidinin baglanmasi ve saflastirma sonrasi alinmis *H-NMR spektrumu

Takip eden adimda maleimid u¢ grup fonksiyonelligine sahip polimer, Cys-RGD
peptidi ile konjuge edilmistir. Bu reaksiyon sonucunda olusan Uriniin *H-NMR spektrumu
Sekil 4.26'da gosterilmistir. 7.23- 7.11 ppm arasinda bulunan pik RGD peptidinde bulunan
fenilalanin halkasindaki 5 protondan kaynaklanmaktadir. Sekil 4.26'de gosterilen *H-NMR
spektrumundaki integrasyon degerlerini kullanarak polimer zinciri bagina disen RGD peptidi
degeri hesaplanmistir. Buna gére L-PEG 10K polimer zincirlerinin %73,4 RGD ile baglandigi

sonucuna ulasiimistir.
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4.8 RGD-Konjuge Polimerlerin Hiicre Aliminin Belirlenmesi

Siklik yapidaki RGD peptidinin integrin reseptorlerine sahip belirli hiicre turlerinde
polimer-esash sistemlerin alimini arttirdigi literatiirde rapor edilmistir (Kang vd., 2008; Kim
vd., 2011; Lieb vd., 2005; Renigunta vd., 2006). Ayrica literatirde, diger hedefleyici
molekdiller gibi RGD peptidinin de L-PEG ile konjuge edildiginde hticre reseptorleri tarafindan
taninmasinin azaldigi rapor edilmistir (Kunath vd., 2003).

Lineer PEG ve tarak- tipi PEG polimerlerinin farkli mimarilere sahip olmalari
nedeniyle hedefleyici molekiller Uzerinde farkl etkilere sahip olabilecedi disiniimustar.
Literatiirde T-PEG ile ilgili bu konuda bir bilgi henliz mevcut degildir. Bu nedenle, lineer PEG
ve tarak-tipi PEG'in RGD molekilinin reseptér tanimasi sirasinda perdeleme (shielding)
etkisinin karsilastirnimasi amacglanmistir. Bunun igin, L-PEG ve T-PEG’in, yukarida ayrintilari
verildigi sekilde siklik RGD ile konjuge edildikten sonra A549 hicre hatti tarafindan alimlari
akis sitometresi yontemi ile belirlenmistir ve Sekil 4.26'da gdsterilmigtir. A549 hicre hattinin

ovfsintegrin pozitif oldugu literatlirde bilinmektedir (Danhier vd., 2012).
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Sekil 4.27. A549 hicrelerinin 12.5 yM konsantrasyonda 1 saat inkiibasyon sonucunda tarak-

tipi ve lineer PEG'leri ve RGD konjugatlarini alim degerleri.

Sekil 4.26'da da goruldigu gibi tarak-tipi PEG'in RGD ile konjuge oldugunda
yuzeyinde integrin reseptorleri olan A549 hucresi tarafindan alim degerlerinde %26 artis
gerceklesmistir. Bu deger, T-PEG’in RGD ile konjugasyon derecesi olan %24 dederine
oldukga yakindir. Dolayisyla T-PEG'in aliminda gergeklesen bu artisin  RGD
konjugasyonundan kaynaklandigi sonucuna varilabilir. L-PEG'in htcre igine alim degerleri
incelendiginde ise, hucre alim degerinin yaklasik % 31 degerinden RGD baglanmasindan

sonra %5 degerine dustugu goérulmektedir. Bu disus, hicrelerin 6zellesmemis yollar
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(nonspesifik) ile aldigi L-PEG polimerini, RGD baglanmasindan sonra reseptor araciligiyla
almasindan kaynaklanabilir. Reseptor araciligiyla alim miktarinin, spesifik olmayan alima

gore daha dusuk olmasi beklenen bir sonugtur (Lodish vd., 2000).
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu projenin amaci, lineer PEG (L-PEG) ile karsilastirmali olarak tarak-tipi PEG (T-
PEG)'in, vicut diginda kultir edilmis hucreler ile etkilesimini sistematik ve detayll olarak
incelemexktir.

Bu amagla T-PEG polimerleri Tersinir Katilma-Ayrisma Zincir Transfer (Reversible
Addition-Fragmentation Chain Transfer (RAFT)) Polimerizasyonu ile sentezlenmistir. L-PEG
ise ticari kaynaklardan temin edilmistir. Polimerlerin molekdl agirliklari, lineer PEG’in
terap6tik amacli kullanilan biyomolekul konjugatlarinda yaygin olarak kullanilan molekal
agirhklar dikkate alinarak 10,000 ve 20,000 g/mol olarak segilmistir.

Sentezlenen T-PEG'lerin ve es molekul agirliga sahip L-PEG'lerin fizikokimyasal
karakterizasyonu Nikleer Manyetik Rezonans (NMR), Jel Filtrasyon Kromatografisi (GPC),
Dinamik Isik Sacilimi (DLS) ve Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) ydéntemleri kullanilarak
yapiimigtir. GPC ol¢cimlerinden ve NMR spektrumlarindan elde edilen bilgiler 1siginda, T-
PEG'lerin hedeflenen molekul agirhk (10,000 ve 20,000 g/mol) ve dar molekul agirlik
dagiliminda (PDI<1.2) basariyla sentezlendigi anlasilmistir. DLS deneyleri es molekil
agirhktaki T-PEG'lerin L-PEG'lere goére hidrodinamik c¢aplarinin daha kigik oldugunu
gOstermistir. Tarak benzeri mimari daha yogun bir zincir yapisi olusturdugu icin T-PEG’in
hidrodinamik ¢apinin daha distk olmasi beklenen bir sonugtur. Buna ek olarak, T-PEG'in
serum bilesenleri ile etkilestigi ve bunun sonucunda hidrodinamik capinda istatiksel olarak
onemli (p<0.05) artis gergeklestigi gorilmustir. Buna karsilik, L-PEG'in serum bilesenleri ile
etkilesmedigi belirlenmistir. T-PEG'in sahip oldugu hidrofobik anazincirin, ¢ozelti icerisindeki
proteinler ile hidrofobik olarak etkilesmesine neden olmasi beklenebilir. AFM deneyleri ile T-
PEG ve L-PEG'lerin molekiler morfolojisi ve konformasyonu belirlenmistir. Sivida alinmis
AFM mikrograflari es molekul agirhga sahip T-PEG ve L-PEG polimerlerinin tamamen farkh
konformasyona sahip oldugunu ortaya ¢ikarmistir. T-PEG’in muhtemelen zincir ici ve zincirler
arasi etkilesimler ile nanopartikiller olusturdugu, buna karsilik L-PEG'in tek birimlik zincirler
halinde bulundugu goézlenmistir.

T-PEG ve L-PEG polimerlerinin hicreler ile etkilesimlerinin in vitro incelenmesi
amaciyla insan akciger adenokarsinom epitel hicreleri (A549) ve bu hicrelerin saglikli
eslenikleri olan insan brong epitel hucreleri (BEAS-2B) model hiicreler olarak kullaniimigtir.
Bu hicre hatlar 6zellikle akciger kanserinin Glkemizde en yaygin gorulen kanser turlerinden
biri oldugu dikkate alinarak ve ileride PEG esash bir ilag salim sisteminin akciger kanseri
hlcrelerine yonelik tasarlanmasi agisindan uygun oldugu dusunulerek secilmistir. Buna ek
olarak, projede hedefleyici ligand olarak secilen RGD peptidinin A549 hucreleri tarafindan
alimi (Meng vd., 2011; Renigunta vd., 2006; Ye vd., 2012) ve PEG’in RGD'’yi perdeleme
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etkisi (Kunath vd., 2003) literatlirde daha 6nce rapor edilmistir. Dolayisiyla T-PEG’in konjuge
oldugu ligandi perdeleme etkisinin belirlenmesi amaciyla A549 hicrelerinin model olarak bu
projede kullaniimasi uygun bulunmustur.

ik olarak T-PEG ve L-PEG polimerlerinin A549 ve BEAS-2B hiicreleri izerindeki
sitotoksik etkileri MTT deneyleri ile incelenmistir. Polimerlerin hiicreler tizerine olan sitotoksik
etkilerinin, beklenildigi Uzere, doza bagimh olarak arttigi tespit edilmigtir. Bununla birlikte,
oldukga uzun inklibasyon siresi (72 saat) ve yiksek konsantrasyonda (200 uM) dahi hiicre
canhhgi kontrol hiicre canliiginin % 50'sinin Gstlinde oldugu igin her iki mimarideki PEG'in,
beklenildigi Gzere, sitotoksik etki gdstermedigi sonucuna varilmigtir.

Polimerlerin hicre membrani gecirgenligine olan etkileri LDH testi araciligiyla
karsilagtiriimistir. Polimerlerin hiicre membrani gecirgenligini doza bagiml olarak arttirdigi
tespit edilmigtir. Bununla birlikte, olduk¢a uzun inkiibasyon slresi (72 saat), yuksek polimer
konsantrasyonu (200 uM) ve yaklasik % 60 hiicre canliiginda dahi LDH salinimindaki artis,
kontrol hucrelerin LDH salinimindaki artigsin %3'Unun altinda kalmigtir. Dolayisiyla, her iki
mimarideki PEG'in hiicre membraninin gegirgenligini arttirici 6zellik gdstermedigi sonucuna
variimistir.

Polimerlerin hicreler tarafindan alimi floresan boya ile etiketlenmis polimerler
kullanilarak akis sitometresi araciliiyla incelenmistir. Deney sonuglari hiicrelerin polimerleri
almasinda enerjiye bagimli membran aktivitelerinin etkin oldugunu gdéstermistir. Hlcrelerin
37°C'deki alim miktarlarinin konsantrasyona ve inkiibasyon suresine bagli olarak degisimi
incelendiginde, tim polimerlerin hiicre aliminin polimer konsantrasyonu ve inkiibasyon suresi
ile arttigi tespit edilmistir. Es molekil agirhgindaki T-PEG ve L-PEG karsilastirildiginda, T-
PEG'in hicreler tarafindan daha fazla ve daha hizli alindi§i sonucuna ulasiimistir. T-PEG'in,
AFM ve DLS deneylerinin sonugclari 1siginda, nanopartikil yapida olmasi ve serum proteinleri
ile etkilesmesi hiicreler tarafindan algilanmasini kolaylastirarak daha kolay alinmasina sebep
olabilir. T-PEG ve L-PEG polimerlerinin farkh molekuiler agirliklarinin hicre alimi
incelendiginde, mimari ne olursa olsun, 20 000 g/mol molekul agirliktaki polimerlerin, 10 000
g/mol molekil agirliktaki polimerlere gére daha fazla alindigi goéralmastir. Uzun polimer
zincirlerinin, daha fazla igerdikleri kivriimalar (entanglement) nedeniyle, hucrelerin farkh
endositoz yolaklarini aktive etmeleri ve hicreler tarafindan daha kolay algilanip iclerine
alinmalari mumkun olabilir.

PEG polimerlerinin hicre icine aliminda endositozun etkin rol oynadigi hiicre alimi
deneyleri ile belirlenmistir. Hicre iskeleti bilesenlerinin endositoz aktivitesinde vezikullerin
olusumu ve tasinmasinda ¢ok Onemli rol oynadidi bilinmektedir. Literatirde aktin hicre
iskeletinin endositoz veziklllerinin olusmasinda etkin rol oynarken, mikrotibul hlcre

iskeletinin olusturulan vezikdlin hicre iginde tasinmasinda ve vezikillerin olusmasinda
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yardimci olarak etkin rol oynadidi belirtiimistir. Hicre iskeletinin temel iki bileseni olan
mikrotubul ve aktin filamentlerin belirli ajanlar kullanilarak inhibisyonu sonucu PEG
polimerlerinin hucreler tarafindan aliminda degisiklikler olup olmadigi akis sitometresi ile
Olchimustir. Bu deneyler, hiicre iskeletinin aktin ve mikrotibl bilesenlerinin her iki polimer
mimarisinin endositoz ile hicre igine alinmasinda aktif olarak goérev aldigini goéstermistir
(p<0.05). Aktin filamentlerin ve mikrottbdullerin polimerlerin hiicre icine alinmasinda etkin rol
oynamasil, iglem sirasinda aktif olan endositoz alt yolaginin vezikil olusumunu ve
tasinmasini icerdigine isaret etmektedir. Burada, hicrelerin  vezikil olusumunu ve
tasinmasini iceren ve icermeyen ¢ok cesitli farkli alim yolaklarini birbirine alternatif sekilde
etkin hale getirip polimerleri alabilecedi not edilmelidir. Bu yolaklarin her iki polimer mimarisi
icin farklilik gésterip gostermedigi ileride incelenmelidir.

Floresan mikroskop ile gergeklestirilen incelemeler ise T-PEG ve L-PEG
polimerlerinin genel olarak sitoplazmada Ozellikle lizozomlarin icinde hapsoldugunu
goOstermistir. Hucre alimi mekanizmalarinin incelendigi deney sonugclari ile uyumlu olan
mikroskop sonuglari, PEG mimarisinin (tarak- tipi ve lineer) ve polimer molekiler agirhdinin
(10,000 ve 20,000 g/mol) hiicre i¢i dagilim acisindan fark yaratan parametreler olmadigini
gOstermistir.

Literatirde L-PEG'in hedefleyici biyomolekillere baglandiginda, molekulu
perdeleyerek ("shielding"), hedefleme etkinligini dlstirdigl yaygin olarak bilinmektedir. Bu
calismada, RGD ile konjuge edilmis T-PEG'in, hedefleyici molekil tasimayan T-PEG’e gore,
ovfBsintegrin pozitif A549 hicreleri tarafindan aliminin arttigi gézlenmistir. Buna karsilik, RGD
ile konjuge edilmis L-PEG'in ayni hlicreler tarafindan aliminda énemli él¢gtide azalma oldugu
tespit edilmistir. Bu durumda L-PEG'in perdeleme etkisinin T-PEG'e gore daha fazla oldugu
yorumu yaplilabilir. Ancak, RGD baglanmis L-PEG'in hicre aliminin, RGD ile baglanmamis
L-PEG'den daha az olmasi, RGD modifikasyonun L-PEG'in hicre alim mekanizmasinda
degisiklik yaratmis olabilecegini akla getirmektedir. RGD bagh L-PEG'in hicre alimindaki
disus, hicrelerin 6zellesmemis (nonspesifik) yollar ile aldigi L-PEG polimerini, RGD
baglanmasindan sonra reseptdr araciliiyla almasindan kaynaklanabilir. Reseptor
araciligiyla alim miktarinin, spesifik olmayan alima gére daha disik olmasi beklenen bir
sonugctur. Bu noktada T-PEG ve L-PEG polimerlerinin perdeleme etkisinin belirlenebilmesi
icin gelecekte hicreler Gzerindeki RGD reseptdrinin inhibe edilerek RGD-bagli polimerlerin
hicreler tarafindan alimlari karsilastiriimalidir. Ayrica RGD bagl polimerler ile yapilan
deneylerin sonuglari dolayli olarak T-PEG ve L-PEG polimerlerinin hicreler tarafindan alim
mekanizmalarinin  farkhhk gdsterebilecedini 6ne strmektedir. Bu mekanizmalarin

belirlenmesi ileride yapilacak ¢alismalarin odaginda olacaktir.
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Sonug olarak, kismen biyopargalanabilir yapisi, istenilen mimaride, molekil agirlikta
ve u¢ grup fonksiyonellie sahip olarak kolay sentezlenebilir olmasi gibi nedenler ile T-PEG,
L-PEG’e alternatif olarak terapdtik amacli biyomolekll konjugatlarinda giderek artan bir
sekilde incelenmektedir. Bu proje ile literatlirde ilk defa T-PEG’in L-PEG’e gbre kanser ve
saghkli akciger epitel hdcreleri tarafindan aliminin daha hizli ve hedefleyici molekdl ile
aliminin daha yuksek oldugu belirlenmigtir.

ileriki calismalarda, T-PEG ve L-PEG'lerin hiicre igine hangi endositoz yolagi ile
alindig1 cesitli inhibitérler yardimiyla incelenebilir. Boylelikle T-PEG ve L-PEG'in hucre alim
profilindeki farkliliklarin sebebi aydinlatilabilir. Buna ek olarak, L-PEG-RGD konjugatinin
aliminin, RGD modifiye olmayan L-PEG' e gbére duslk olmasinin sebebinin aydinlatilabilmesi
icin, integrin reseptdr inhibitdrlerinin  kullanildigi durumda konjugatlarin hicre alimi
incelenebilir. TUm bu deneyler, T-PEG ve L-PEG polimerlerinin hiicreler ile etkilesmesinde
birbirinden ayrilan 6zelliklerinin daha iyi anlasilmasini saglayacaktir. Bdylece T-PEG’in
terapdtik uygulamalarda L-PEG’e alternatif kullanilabilirliginin anlasiimasi yoniinde énemli

bulgular saglanmis olacaktir.
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EKLER

EK A. HUCRE ALIMI ORNEK ANALizi
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Sekil A.1. 25 yM T-PEG'in A549 hucreleri tarafindan 1 saat sonucunda alimi. a) Contour plot

b) Sagihim diyagrami c) Dot plot d) Histogram f) istatiksel analiz g) Hiicre alimi

denklemi.
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EK B. HUCRE iCi DAGILIM GORUNTULERI

Sekil B.1. Oregon Green ile isaretlenmis polimerlerin floresan mikrograflari. (a) A549 hicresi
T-PEG 10K, (b) A549 hiicresi T-PEG 20K, (c) A549 hiicresi L-PEG 10K, (d)
A549 hiicresi L-PEG 20K, (e) BEAS-2B hiicresi T-PEG 10K, (f) BEAS-2B
hicresi T-PEG 20K, (g) BEAS-2B hicresi L-PEG 10K, (h) BEAS-2B hiicresi L-
PEG 20K. Nukleus mavi, lizozom kirmizi ve PEG polimerleri yesil ile
gosterilmistir. Skala uzunlugu 20 pm'dir.
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EK C. POLIMER KARAKTERIZASYONU
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Sekil C.1. T-PEG 10K ve 20K polimerlerinin GPC kromatogrami (a) T-PEG 10K elugrami
(Mn = 9700 g/mol, PDI =1.12) b) T-PEG 20K elugrami (Mn = 20 300 g/mol PDI =

1.18).
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Polietilen glikol (PEG), ilag¢ tasima sistemlerinde genis bir kullanim alanina sahiptir. PEG,
biyomolekil esasli ilaglarla konjugat halinde kullaniimasinin yani sira, lipozom, polimerik ve
inorganik nanopartikillerin kan akisinda uzun sure kalabilmelerini saglamak amaciyla bu
sistemlerin formulasyonunda da siklikla kullaniimaktadir. Uygulamalarda genellikle lineer
veya lineer PEG?den tiretilmis ¢ift dalll PEG yapilar kullaniimaktadir. Yakin zamanda
yapilan arastirmalar, farmakolojik uygulamalar igin lineer PEG (L-PEG)'e bir alternatif olarak
tarak tipi poli(etilen glikol) (T-PEG)?U 6ne ¢ikarmistir. T-PEG?in vu?cut ic?inde bozunabilen
ester yan zincirlere sahip olmasi, s?emsiye-benzeri konformasyonu, yas?ayan/kontrollu?
polimerizasyon teknikleri ile istenilen uc? gruba ve mimariye sahip olarak sentezlenebilmesi,
T-PEG'in L-PEG'e go?re avantajlari arasindadir.

Bu projenin ana amaci T-PEG'in in vitro ortamda hayvan hu?creleri ile etkiles?imlerini lineer
eslenikleri ile kargilastirmali olarak incelemek ve bdylece T-PEG?in hiicresel dizeyde L-
PEG?e kiyasla avantaj ve/veya dezavantajlarini ortaya koymaya y6nelik bulgular elde
etmektir.

Bu amac?la, farkli moleku?l ag?irliklarda T-PEG (10,000 g/mol (10K) ve 20,000 g/mol (20K))
polimerleri sentezlendi. Es molekul agirliga sahip L-PEG polimerleri ticari kaynaklardan temin
edildi. Polimerlerin fizikokimyasal 6zellikleri, NMR, GPC, AFM ve DLS gibi farkli teknikler ile
belirlendi. T-PEG polimerlerinin hidrodinamik ¢aplari L-PEG?e gbre daha kuglk gozlenirken,
T-PEG?in su iginde nanopartikiller, L-PEG?in ise tek birim zincirler halinde bulundugu
belirlendi. Polimerlerin hucreler ile etkilesimi kanserojenik A549 ve sag?likli BEAS- 2B insan
akcig?er hu?creleri kullanilarak incelendi. Polimerler hiicreler tizerinde sitotoksik veya hiicre
membran gegirgenligini arttirici 6zellik géstermedi. Heriki PEG mimarisinin de huicreye enerji
bagimli yolaklarla alindigi ve alimlarinda hiicre iskeleti elemanlarinin aktif rol oynadigi
gozlendi. Onemili olarak, T-PEG'in L-PEG'e gére hiicreler tarafindan daha hizli alindig
belirlendi. Ayrica ?v?3 integrin pozitif huicreleri hedefleyebilen RGD peptidi T-PEG polimerine
(10K) baglandiginda, polimerin A549 hucreleri tarafindan aliminin arttigi, RGD baglanmis L-
PEG polimerinin ise ayni hicreler tarafindan aliminin azaldigi gézlendi.

Sonug olarak, bu proje ile T-PEG?in terapétik uygulamalarda L-PEG?e alternatif
kullanilabilirliginin anlasiimasi yéninde énemli bulgular elde edilmistir.
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