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OZET

DERMAL UYGULAMA AMACIYLA DNA TASIYICI SISTEMLERIN
HAZIRLANMASI

Tez caligmamizin amaci dermal uygulamaya uygun 0&zelliklere sahip
DNA(deoksiriboniikleik asit) tastyici sistemler gelistirerek, 6zelliklerini belirlemek;
optimal olarak segilen formiilasyonlarin transfeksiyon etkinliklerini ve dermal

uygulanabilirliklerini saptamaktir.

On formiilasyon denemelerinde mikroemiilsiyon formiilasyonu igin Labrafac
PG, Labrafac Lipophile ve Peceol yaglar ile Plurol Oleique CC, Lauraglycol FCC,
Lauraglycol 90, Capryol PGMC, Labrafil M siirfaktan olarak kullanilmigtir. KLN
(Kat1 lipit nanopartikiil) formiilasyonu i¢in yag olarak Precirol ATO 5, katyonik
Ozellik kazandirmak icin Esterquat-1, CTAB, DDAB katyonik maddeleri ile
calisilmistir. Faz diyagramlart olusturulduktan sonra, berrak sistemler olusturan
formiilasyonlar segilerek karakterizasyon g¢aligmalar1 yapilmigtir. Mikroemiilsiyon
formiilasyonlarinda damlacik boyutu, KLN’lerde partikiil boyutu 100 nm’nin altinda
olan formiilasyonlar secilerek, salim caligsmalar1 ve hiicre kiiltiirtinde transfeksiyon

gerceklestirilmistir.

Mikroemiilsiyon formiilasyonu i¢in katyonik madde olarak kitozan
se¢ilmistir. Kitozan, dogal bir biyopolimer olmasi, toksik olmamasi nedeniyle ve
deriye kolayca adsorbe olabilme yeteneginden dolay1 tercih edilmistir. Olusturulan
mikroemiilsiyonun i¢ sulu fazina kitozan eklenerek karakterizasyon calismalari
yapilmistir. KLN formiilasyonu i¢in EQ1(Esterquat-1) en uygun katyonik madde
olarak saptanmistir. Mikroemiilsiyon formiilasyonuyla S/Y tiiriinde oldugu, yiiksek
oranda yag igerdigi i¢in  jel  goriintiilemesi  gerektiren  denemeler
gergeklestirilememistir. KLNeq (EQ1 igeren KLN formiilasyonu) formiilasyonu igin
karakterizasyon c¢alismalarinin ardindan SDS tesvikli DNA salim ¢aligmasi
yapilarak, formiilasyonun DNA’y1 salma etkinligi test edilmistir. Daha sonra DNazl|
(Deoksiriboniikleaz) koruma calismasiyla formiilasyonun DNA’y1 niikleaz
parcalamasindan koruyup korumadigi arastirilmistir. Deneylerin sonucunda KLNeq

formiilasyonun DNA’y1 hem korudugu, hem de SDS’e maruz kaldiginda salabildigi



belirlenmistir. Bu denemelerde optimal komplekslesme orani DNA:KLN 1:1 (h/h)

olarak saptanmustir.

In vitro salim ¢alismalariyla KLNeq formiilasyonun seliilloz membrandan
gecisi arastirilmistir. Franz difiizyon hiicreleriyle yapilan bu denemede reseptor
kompartmandan alinan Orneklerde ilk yarim saat sonucunda 5 pg/mL
konsantrasyonunda DNA saptanmistir. 24 saatlik denemenin ardindan 0,5, 1, 2, 3, 4,
6, 8, 24. saatlerde alinan Ornekler liyofilize edilerek 10 kat konsantre hale
getirildikten sonra DNA konsantrasyonlar1 tekrar olglilmistiir. Bu olgimlerde ilk

yarim saat icin DNA konsantrasyonu 18,1 pg/mL bulunmustur.

L929 fare fibroblast hiicre kiiltiirii ¢alismalariyla formiilasyonlarin toksisitesi
arastiritlmig, toksik olan dozlar belirlenmistir. KLNct (CTAB igeren KLN
formiilasyonu) formiilasyonunun uygulanan tiim dozlarinda formiilasyonun toksik
oldugu saptanmig, KLNeq ve ME (Mikroemiilsiyon) formiilasyonlarinda uygulanan
dozlar iginde 5 pL doz uygun kabul edilmistir. Toksik olmayan formiilasyonlar hiicre
kiiltirine uygulandiktan sonra floresan mikroskopta goriintiileri alinmistir. pPEGFP-
C1 plazmit DNA’nin hiicrelere aktarildigi, yesil floresans proteinin varliginin

gozlenmesiyle belirlenmistir.

KLNeq ve KLNeg.DNA (EQI igeren ve DNA ile komplekslestirilmis KLN
formiilasyonu) formiilasyonlarimin TEM (Transmisyon Elektron Mikroskobu)
goriintiilemeleri yapilmistir, ancak ME (Mikroemiilsiyon) ve ME.DNA (DNA igeren
Mikroemiilsiyon formiilasyonu) formiilasyonlar1 yiiksek yag icerikleri sebebiyle
goriintilenememistir. KLNeq formiilasyonunun stabilitesi 2 ay boyunca takip
edilmistir. Bu siire boyunca partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyel Olg¢iimleri
alimmistir. ME formiilasyonu da ayni siire zarfinda gorsel olarak izlenmis ve

yapisinda hicbir degisme goriilmemistir.

Sonu¢ olarak, gelistirilen kiigiik partikiil boyutuna sahip ME.DNA ve
KLNeq.DNA sistemler, gen tedavisi amaciyka transdermal uygulamalar igin

Onerilebilir.

Anahtar Kelimeler: mikroemiilsiyon; kat1 lipit nanopartikiil;, DNA tasiyici sistem;

salim ¢alismasi; transfeksiyon



ABSTRACT

PREPARATION OF DNA DELIVERY SYSTEMS FOR DERMAL
APPLICATIONS

The aim of this study was to develop and characterize DNA delivery systems
suitable for dermal applications, and to determine transfection efficiacy of optimal

formulations.

In pre-formulation studies Labrafac PG, Labrafac Lipophile and Peceol were
used as oils, Plurol Oleique CC, Lauraglycol FCC, Lauraglycol 90, Capryol PGMC,
Labrafil M were used as surfactants for microemulsion formulation. Precirol ATO 5
was used as oil for solid lipid nanoparticle formulation, Esterquat-1, CTAB and
DDAB as cationic materials used for gaining cationic specialities. Transparent
formulations were selected for characterization studies after forming ternary phase
diagrams. Formulations which have droplet and particle sizes below 100 nm were

selected for further experiments such as in vitro release and transfection studies.

Chitosan was selected as cationic substance for microemulsion formulation
because of it’s ability to easily adsorb to the skin and it’s non-toxic natural
biopolymer character. Characterization studies were carried out after adding chitosan
to internal water phase of microemulsions. Esterquatl was the most suitable cationic
material for solid lipid nanoparticle formulation. Experiments that requiring gel
imaging could not be carried out for microemulsion formulation because of it’s type
(w/o) and high oil content. DNA release capacity of KLNeq.DNA formulation was
examined with SDS-induced release study after its characterization studies. Then,
protection from nuclease degredation was investigated with DNasel protection study.
As the result of all studies, release of DNA from KLNeq.DNA complexes in the
presence of SDS and protection against DNasel were proven. Optimal complexation
ratio of DNA:KLN was determined as 1:1 (v/v).

In vitro release of DNA from KLNeg.DNA system through cellulose
membrane was investigated. 5 ug/mL DNA was found in the samples that was taken
from receptor compartment at the 30th minute from the beginning of Franz diffusion
cell trials. Release study was repeated with 10 fold concentrated samples, and then in

30th minute 18,1 pg/mL DNA concentration was determined.



Toxicity of formulations was investigated on L929 mouse fibroblasts cells.
All applied doses of the KLNct formulation were found toxic. 5 pL dosage of
KLNeg.DNA and ME.DNA was found non-toxic and applicable. Fluorescent images
of non-toxic formulations taken after applying cell culture study. Transfection of
PEGFP-C1 plasmid DNA to cells were determined by observing the presence of

green fluorescent protein.

TEM imaging of KLNeq and KLNeq.DNA formulations were carried out, but
because of microemulsions high oil content, their TEM images could not be
obtained. Stability of KLNeq formulation was observed for 2 months by measuring
particle size, PDI and zeta potential values. Microemulsion formulation was visually

monitored at the same time and no changes were determined.

As the result, developed ME.DNA and KLNeq.DNA sytems with particle

sizes below 100 nm may be suggested for transdermal gene therapy applications.

Keywords: microemulsion; solid lipid nanoparticle; DNA delivery system; release

study; transfection
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GIRIS
DNA aktarimi ile tedavi yontemleri son yillarda 6zellikle eczacilik ve tip
alaninda biiyiik 6nem kazanmaktadir. Gen tedavisinin genel amaci, hastalikli genleri
tespit edip yerine saglikli kopyalarmi yerlestirmektir. Bu yontemdeki temel sorun
gen aktarimi yollaridir. Gen aktarimi igin viral ve non-viral sistemler gelistirilmistir.

Viral yollarin immunojeniteye yol agabilmesi yiiziinden non-viral sistemler daha ¢ok

tercih edilmektedir.

Calismamizda da tercih ettigimiz non-viral sistemler, DNA ile
kompleksleserek veya DNA’y1 igerisine alip tasimasi, bu yol ile dig etkenlerden
korumasi1 ve saklama kolayliklar1 sebebiyle secilmistir. Kati lipit nanopartikiiller ve
mikroemiilsiyonlar non-viral DNA aktarimi i¢in olduk¢a uygun yontemlerdir. Bu
sistemlere katyonik madde ilavesi miimkiin oldugundan DNA’y1 sisteme entegre

etmek zor degildir.

Dermal yolla DNA aktarimi uygulama kolaylig1 agisindan, oral ve parenteral
yola gore daha istlindiir. Kat1 lipit nanopartikiiller ve mikroemiilsiyonlar,
blinyelerinde bulunan deriden gecisi arttirict maddeler ve kontrollii salim

saglayabilmeleri nedeniyle bu yol i¢in en uygun sistemlerdir.

Bu tez calismasinin amaci, dermal verilise uygun katyonik kati lipit
nanopartikiil ve mikroemiilsiyon sistemleri hazirlayarak bu sistemlere DNA entegre

edip 6zelliklerini belirlemek, DNA salim ve transfeksiyon etkinliklerini test etmektir.



I. GENEL BILGILER
1. Deri Hakkinda Genel Bilgiler

Deri, viicudu dis ¢evreden koruyan bir kilif olusturur ve altindaki dokularin
su kaybini 6nler. Deri viicut hareketi sonucunda kalici kivrimlar olusturmayacak
kadar esnek ancak uyarilar1 algilayabilecek kadar incedir. Derinin ayni zamanda
sentez, metabolizma ve viicut sicaklik kontroliinii saglayan ter salgisinin tiretimi ve
terleme yoluyla atik su iirtinlerinin atilimi gibi ek gorevleri de vardir. Deri viicudu

antijenik uyarilardan korur (1).

Deri, insan viicudundaki en biiyiik organdir. Enjeksiyonlar ve oral aktarim
yollarina kiyasla, ila¢ uygulamasinda acisiz bir arayliz saglar (2). Deri, 0.5-3 mm
kalinhiginda bir organdir. 1.7-2 m? biiyiikliigiindedir. Biitiin viicudu fiziksel, kimyasal
ve mikrobiyal dis etkenlere karsi korur. Viicut sicakligini korumada termostat gibi
rol oynar. Kan basincini denetler. Ayrica UV 1sinlarina karsi iyi bir koruma saglar.
Derinin ylizeyi bir asit mantosuyla kaplidir. pH’1 5.2-5.6 arasindadir. Ayrica yiiksek

miktarda kalsiyum iyonu igerir (3). Derinin yapis1 Sekil 1°de gosterilmistir.
1.1. Derinin Yapisi
Deri baglica 3 tabakadan meydana gelir. Bunlar distan ice dogru:

e Epidermis
e Dermis

e Hipodermis

Derinin tabakalar1 Sekil 2°de gosterilmistir.



Ter kanzh

Demma sinisler
;l.'er kanal:

Kal kékii

Deri aits vas dokusu
Sekil 1: Derinin Yapisi (1).
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Sekil 2: Derinin Tabakalari (4).

1.1.1. Epidermis

Derinin en disg tabakasidir. Deri ylizeyine ila¢ uygulandiginda, ilag ya
epidermisten ya da kil ve ter kanallar1 gibi uzantilardan deri altina gegecektir (5).
Kan damari ve lenfatik sistem igermez. Agrinin algilanmasi igin bazi sinir
sonlanmalart igerir. Kalinlig1 bulundugu bolgeye gore 150-180 um arasinda degisir
(1). Yaklasik olarak ti¢ haftada epidermisin tiimii yenilenir (3). Epidermis 5

tabakadan olugmaktadir. Bu tabakalar icten disa dogru su sekilde siralanirlar:

e Bazal tabaka (stratum germinativum)
e Prickle tabakasi (stratum spinosum)

e QGraniiler tabaka (stratum granulosum)
e Stratum lucidum

e Boynuzsu tabaka (stratum corneum)



1.1.1.1.Bazal Tabaka (Stratum Germinativum)

Epidermisin en derin tabakasidir. Diger tabakalara gore daha hizli boliinen,
cogalabilen hiicreleri icerir ve bu bitigik hiicreler deri ylizeyine dogru ilerleyerek
farklilasir ve diger tabakalari olusturacak sekilde yer degistirir. Bu hiicreler bu
tabakada iken yuvarlak veya yumurta seklindedirler. Dermise, hemidesmosom adi
verilen baglant1 birimleri ile, birbirlerinde de desmosom denilen baglanti birimleri ile

baglanmislardir. Deri pigmentini olusturan melanositler de bu tabakada mevcuttur

(1).
1.1.1.2.Prickle Tabakasi (Stratum Spinosum)

Bazal tabaka hiicreleri stratum spinosum’a g¢iktikca, sekilleri daha da
yuvarlaklagir. Bunlar komsu hiicrelerle baglantiyr saglayan, keratin filamentler

iceren, hiicrelerarasi baglanti yapilaridir (1).
1.1.1.3.Graniiler Tabaka (Stratum Granulosum)

Bu tabakadaki ili¢ ya da bes hiicre kalinhiginda diizlesmis hiicreler,
keratinizasyonun ilk bulgularin1 gosterir. Bu tabaka canli epidermisin en dis siniridir.
Hidrofilik maddelerin difiizyonu i¢in 6nemli bir bariyer degildir. Ancak stratum

corneum zedelenirse diflizyonu sinirlayan bir bariyer haline gelebilir (1).
1.1.1.4.Stratum Lucidum

Bu hiicreler, sadece avug i¢i ve ayak tabami gibi derinin ¢ok kalin oldugu

belirli bolgelerde goriilebilir (1).

1.2.1.5.Boynuzsu Tabaka (Stratum Corneum)

Epidermisin en dig tabakasidir ve 6-15 um kalinligindadir. 15-25 kat 6li,
yassilagmig, uzamis ve tamamen keratinize olmus korneositleri icerir. Bazal tabakada
stern hiicreleri denilen ana hiicrelerin mitoz bdliinme ile ¢cogalmasiyla geng, yeni
hiicreler olusur ve yash hiicreler deri yiizeyine dogru yonlendirilir. Bu hiicreler
farklilasma (differensiasyon) asamalarina ugradik¢a epidermisin iist tabakalarma
gecerler. Farklilasma 30-40 pum ¢apinda, ancak 0.5 pum’den daha az kalinlikta
boynuzsu hiicrelerin olusumu ile sonlanir. Yeni boynuzsu hiicreler stratum

corneum’a geldiklerinde iistteki hiicreler pul pul deri yiizeyinden atilirlar. Stratum



corneum 15 giinde bir kendini yeniler. Stratum corneum’un %40°’1 proteindir. Bunun

da %801 fibroz (lifsi) protein olan keratindir.

Stratum corneum’daki lipit miktar1 ve cinsi bulundugu viicut bolgesine gore
degisir. Genel olarak permeabilitenin stratum corneum’daki lipitlere gore

belirlendigi/degistigi kabul edilir (1).

Stratum corneum deri i¢in en dis ve ana fiziksel bariyerdir, bu yiizden derinin
altina bir maddenin ge¢isi i¢in limitleyici basamaktir. Bunun tersine deriden su
atilim1 i¢in de ana bariyer stratum corneum’dur. Stratum corneumdaki diizlesmis,
aniikleer, proteince zengin korneositler extraseliiler lipid matrikste sikica paketlenmis
halde ikili tabaka halindedirler. Bu diizene ‘bricks and mortar’ (tugla ve harg) diizeni
denmektedir (6).

1.1.2. Dermis

Dermis, epidermisin altinda yer alir. Ondan 5-10 misli daha kalindir. Burada
hiicre sayist azdir; buna karsilik kollajen denen olusumlar vardir. Bunlar, lif
demetleri seklindedir. Gorevleri, kan ve lenf kapillerlerini fiziksel olarak destek ve
korumadir. Ayrica bazi bezler, bagisiklik yoniinden etkin hiicreler ve sinir uglar1 da

buradadir (3).

Nispeten daha az yag hiicresi iceren fibroz bir yapidadir. Dermis, mast
hiicreleri ve makrofajlar yoluyla enflamatuvar reaksiyonun ve immiin yanitin

olusumunu saglar. Dermiste 3 tiir bez vardir:

e Pilosebase bezler (sa¢ folikiilleri ve yag bezleri)
e Ekrin bezler (terlemeden sorumludur)
e Apokrin bezler (1).

1.1.3. Hipodermis

Bu doku dermisin hemen altindadir ve biliyiik miktarda yag {iireten ve
depolayan hiicrelerden olusur. Fiziksel destek verir, kolajenler yoluyla deriye
esneklik saglar ve 1s1 yalitmimi temin eder (1). Ayrica ana sinirler, ter bezleri,
arterler, venler ve lenfler hipodermiste yer alir (3). Kalinligi birka¢ milimetreye
kadar olabilir. Deri ile alt katmanlarindaki yapilar arasindaki baglantiyr saglar (kas

ve kemik gibi) (5).



1.2. Deriden Gegis Yollar:
Deriden gegis 3 yol ile olmaktadir (1). Bunlar;

e Transseliiler yol

e Interseliiler yol

e Porlardan gecis ‘tir (Sekil 3).

Stratum corneum __
(20 pm)

Epidermis o
(100 pm)

Dermis —

Sekil 3: Deriden gegis yollari (7)

A-Transsiiliiler yol, B-Interseliiler yol, C-Porlardan gegis

1.2.1. Transseliiler Yol

Bu yolda madde bariyer hiicrelerin icinden geger. Hiicreler biiyiik oOlcilide

korneositlerden olugmustur. Keratin ve keratohiyalin bu hiicreleri hemen hemen



gecirmez yapar. Bu yoldan daha ziyade polar olmayan maddeler gegebilir (1). Fazla
tabakay1 gecmek zorunlulugu, bu yolu “yavas” bir gegis yolu yapar. Kii¢iik molekiil
agirlikli maddeler i¢in uygun olabilir (3).

1.2.2. interseliiler Yol

Bu yolu izleyebilmek i¢in, molekiiller 6nce derideki lipit faza gecmelidirler

(partisyon) sonra da difiize olmalidirlar (3).

Stratum corneum’daki lipit bilesenlerine partisyon Yyeteneginin stratum
corneum’dan permeabiliteyi saptamada Onemli bir parametre oldugu ileri
stiriilmigtiir.  Oktanol/su  dagilimma dayali ¢alismalar interseliiler yolun,

penetrasyonun ana yolu oldugunu desteklemektedir (1).
1.2.3. Porlardan Gegis

Etkin maddeler kil folikiilleri ve ter bezi yoluyla deriden gecebilirler.
Ozellikle yiiklii molekiiller bu yolu kullanirlar (3). Diisiik direngli, kisa bir yan gegit
yoludur. Kil folikiillerinin kesit alanlar1 deri ylizey alaninin %0,1-0,2” sini kapsar.
Deride kil folikiilii sayis1 fazla oldugunda, deriden penetrasyonda belirgin bir artma
saptanmistir. Ayn1 zamanda ter ve yag kanallarindan olusan yollarin, ge¢iste onemli

bir yol olusturabilecegi iddaa edilmistir (1).
2. Gen Tedauvisi

Bir ¢ok hastalik, kalitsal metabolik hasarlar ve tiimorler de dahil, hala tam
olarak tedavi edilememektedir. Yaklasik 15 yil 6nce, bu tiir hastaliklara yonelik,
ilgili bolgelere gen transferi yoluyla tedavi amagli projeler liretilmeye baslanmistir.
Gen tedavisi, hiicrelere genetik bir materyalin uygun bir yontemle transfer edilerek
hastanin tedavi edilmesidir. Eger bir mutasyon, enzimin islevini engelleyecek bir
hasara yol agarsa, o enzimin substrati iirline doniisemeyecektir. Bu durum hiicre
hasarina veya toksik bir iiriin olusumuna yol acabilir. Enzimin bozulmamis haliyle
tedavi miimkiin  olmayacaktir, ¢linkii ~ proteinler  hiicre = membranini
gecememektedirler. Bunun aksine teoride; yabanci genleri, viriisleri vektor olarak
kullanarak (genellikle adenoviriisler veya retroviriisler) hiicre iginde tasiyabilmek
miimkiindiir. Bunlarin gen {iriinleri hasarli enzimi yenileyebilir veya toksik {riinii

zararsiz bir lirline doniistiirebilir. Bir baska yaklasim da antisens DNA kullanimidir.



Bu yaklasim spesifik seliiler proteinler ve bdylece onlarin translasyonunu énlemek

icin mRNA ile hibridize olan poliniikleotitleri kapsamaktadir (8).

Adenoviriis

Viral gen niikleusa

$ dogru ilerler
|
|

MRNA  s— DNA kopyalari

Kapsid ° O 0
proteinlesi 00

Yeni viral partikillerin
olusumu

ﬂ

Sekil 4: Adenoviriis'iin yasam dongiisii (9).



Retrovirus

Viral DNA niikleusa
dogru ilerler

Sekil 5: Retroviriis'iin yagam dongiisii (9).

2.1.Gen Tedavisi Yontemleri

2.1.1. Esey Hiicre Gen Tedavisi

Genetik bir bozuklugu 6nlemek i¢in esey hiicrelerinin (sperm ya da yumurta)
genleri degistirilmesi seklinde olan tedavidir. Bu tip tedavide genlerde yapilan
degisiklik kusaktan kusaga aktarilabilir. Bu yilizden bir ¢ok etik ve teknik sorun
sebebiyle bir ¢ok iilkede yasaklanmistir (10).

2.1.2. Somatik Hiicre Gen Tedavisi

Bu yontemde hedef doku hastanin somatik hiicreleridir. Yani tedavi tamamen

hastanin kendisine yoneliktir ve gelecek nesiller lizerinde kalici bir etkisi yoktur.
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Bu tedavi ex-vivo ve in-vivo olmak iizere iki sekilde yapilir. Ex-vivo tedavide
hastadan alinan hiicreler bir laboratuvar ortaminda ¢ogaltilir ve iyilestirici genler bu
hiicrelere bir vektdér yardimiyla aktarilir. lyilestirici genleri basariyla i¢ine almis
hiicreler segilir ve ¢ogaltilir. Cogaltilan bu hiicreler tekrar hastaya nakledilir. In-vivo

tedavide ise iyilestirici genler dogrudan hastaya aktarilir (11).

2.2.Gen Tedavisinde Kullanilan Vektorler
2.2.1. Viriisler

Tim virGsler konakg¢ilarina baglanir ve genetik materyallerini  kendi
replikasyon dongiilerinin bir pargasi olarak konakgr hiicreye tanitirlar. Bu genetik
materyal, daha fazla virlis kopyasimnin olusturulmast i¢in gerekli bilgileri
icermektedir. Konakgi hiicre bu bilgileri uygular ve viriis kopyalarini olusturur. Bazi
viriis tilirleri genomlarmi konak¢inin sitoplazmasina aktarirlar, fakat hiicreye
girmezler. Digerleri hiicre membraninin protein molekiilleri gibi goriinerek penetre

olur ve hiicreye girerler.

Iki ana tip viriis enfeksiyonu mevcuttur: litik ve lizogenik. DNA’nin
aktarilmasindan kisa siire sonra litik dongiideki virtisler hizlica daha fazla viriis tretir
ve hiicreden tasarak daha fazla hiicreyi etkiler. Lizogenik virlisler kendi DNA’larim
konakg¢1 hiicreye sokarlar ve bir tetikleyici ile karsilasana kadar yillarca burada

kalabilirler. Bir tetikleyici ile karsilagildiginda DNA salinir ve yeni viriisler tiretilir.
2.2.2. Non-Viral Yontemler

Non-viral yontemler, viral yontemlere gore bir takim avantajlara sahiptir.
Basit biiyiik 6lgekli iiretim ve diisiik konak immunojenitesi bunlardan sadece ikisidir.
Transfeksiyon ve gen ekspresyonundaki disiiklik non-viral ydntemlerin
dezavantajlar1  sayiliyordu, fakat vektor teknolojisindeki son gelismelerle

transfeksiyon etkinligi viral yontemler seviyesine ilerlemistir.
2.2.2.1.Ciplak DNA Enjeksiyonu

Non-viral yontem transfeksiyon i¢in en uygun yontemdir. Klinik deneyler
¢iplak DNA’nin intramuskiiler enjeksiyonunda basarili sonuglar vermistir, yine de
ekspresyon diger yontemlere gore daha diisiiktiir. Plazmitlerle yapilan denemelere ek

olarak, ¢iplak PCR (polimeraz zincir tepkimesi) iiriinii ile de deneme yapilmistir.
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Bunun sonucunda da benzer ya da daha iyi sonuglar elde edilmistir. Ciplak DNA’nin
hiicreye alim1 genelde verimsizdir. Bunun igin bir ¢ok yontem gelistirilmistir ve hala
yeni yontemler ortaya konmaktadir. Bu yontemlerden bazilari; elektroporasyon,

sonoporasyon, gen tabancasi yontemleridir (12).
3. Kati Lipit Nanopartikiiller (KLN)

Kati1 lipit nanopartikiiller, 1991 yilinda mevcut kolloidal sistemlere alternatif
bir tagiyici sistem olarak ortaya atilan, yag/su emiilsiyonundaki sivi yagin kat1 lipitle
degistirilmesiyle olusan kati nanopartikiillerdir. Yag/su tipi mikroemiilsiyonlarin
dondurarak kurutulmasi veya kati lipit ve lipit karigimlarinin yiiksek basingla
homojenizasyonu sonucu olusan, kolloit boyutta, yiizeyinde tek tabaka halinde
fosfolipit molekiilii bulunan bir kat1 hidrofobik ¢ekirdekten ibaret, lipozom ve
nanopartikiil arasinda bir yap1 olan, ilag tasiyicisi olarak kullanilan kati1 partikiillerdir
(13).

3.1.Kat1 Lipit Nanopartikiillerin Ozellikleri

Kat1 lipit nanopartikiiller, parenteral, oral, okiiler ve topikal olarak
uygulanabilen, partikiil boyutu 50-1000 nm arasinda olan, otoklavda sterilize
edilebilen, kontrollii ve siirekli dagilim saglayan, fiziksel stabilitesi yiiksek olan
tastyicilardir (13). KLN’ler genel olarak kati lipitler, emiilgatorler ve sudan
olusmaktadirlar. Lipit dispersiyonu stabilize etmek i¢in yiiklerine ve molekiil
agirliklarina bagli olarak biitiin emiilgator tipleri kullanilabilmektedir. %1-5 oraninda
emiilgator/yardimc1 emiilgator kompleksi ile stabilizasyon saglanabilmektedir.
Emiilgator, uygulama yoluna gore segilir. Emiilgator olarak kullanilan maddelere

ornek olarak; lesitinler, poloksamerler, polisorbatlar verilebilir (14).
3.2.Kat1 Lipit Nanopartikiillerin Avantaj ve Dezavantajlari

Bu sistemlerin iistiinliikleri arasinda, kolloidal biiyiikliikte olmalari, biyolojik
olarak ge¢imli olmalari, hidrofilik ve lipofilik ilaglarin yiiklenebilmesi, liretim ig¢in
gerekli aletlerin basit olmasi, sterilize edilebilir olmalar1 ve dondurarak kurutulabilir
olmalar1 sayilabilir. Limitasyonlar1 arasinda ise hazirlamada kullanilan sicak
homojenizasyon yonteminde kullanilan yiiksek sicakligin her etkin madde i¢in uygun
olmayis1 ve yiiksek konsantrasyonda yiizey etkin madde ve yardimci yiizey etkin

madde kullanimi gosterilebilir (13).
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KLN’ler ilk olarak lipozomlara ve emiilsiyonlara alternatif olarak
gelistirilmiglerdir. Lipozomlarin bazi avantajlari olmasina ragmen (hem hidrofilik
hem hidrofobik aktif maddelerin enkapsiilasyonu, diisiik toksisite ve yiiksek terapotik
etkinlik) uygulamada basari orani yiiksek degildir. Bunun nedenleri lipozomlarin
elde edilme yollarindaki karmasiklik, ol¢ekleme zorlugu, kisitli stabilite ve
tiretiminin pahali olmasidir. KLN’lerin diger sistemlere gore iistiinliigl ise yukarida
sayllan olumsuzluklari minimuma indirmesidir (disiik sitotoksisite, yiliksek
transfeksiyon kapasitesi, biyolojik sistemlerde iistiin stabilite, gelistirilmis

slgeklenebilirlik) (15).

3.3.Kat1 Lipit Nanopartikiil Hazirlama Yoéntemleri

3.3.1. Yiiksek Basinch Homojenizasyon Yontemi

Yiiksek basin¢li homojenizasyon yontemi KLN {iretimi i¢cin en uygun ve
etkili yontemlerden biridir. Yiiksek basin¢li homojenizasyon yontemi, sicak
homojenizasyon ve soguk homojenizasyon olmak {izere 1iki sekilde

gerceklestirilebilir.
3.3.1.1.S1cak Homojenizasyon

Etkin madde, erime noktasinin 5-10°C iizerinde bir sicakliga getirilmis lipit
icerisinde ¢Ozilindiiriiliir veya ¢oziiliir. Etkin madde igeren eriyik, sicak sulu yiizey
etkin madde ¢ozeltisi icinde dagitilir. Elde edilen 6n-emiilsiyon homojenizatérden
gecirilir. Elde edilen yag/su nano-emiilsiyonu oda sicakligina sogutulur. Bu sekilde

lipit katilagarak kati lipit nanopartikiiller elde edilir.

Sicak homojenizasyon yontemi, yiiksek sicakliga maruz kalinan siirenin ¢ok
kisa olmasi1 nedeniyle 1s1ya duyarli maddelere de uygulanabilir. Yiiksek sicakliga ¢cok
duyarli olan maddeler ile hidrofilik 6zellikteki maddeler iceren KLN’ler soguk

homojenizasyon yontemiyle hazirlanirlar (13).
3.3.1.2.Soguk Homojenizasyon

Etkin madde igeren lipit eriyigi sogutulur. Bu islem i¢in kuru buz ya da siv1
nitrojen kullanilabilir. Kat1 lipit yaklastk 50-100 pm boyutundaki lipit
mikropartikiillere 6gitiiliir ve soguk yilizey etkin madde ¢ozeltisinde dagitilir. Elde

edilen On-siispansiyon oda sicakliginda veya oda sicakliginin altinda homojenize
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edilir. Sonugta kat1 lipit nanopartikiiller elde edilir. Bu yontem, lipitlerin erimesini

Onler veya en aza indirirken, hidrofilik ilaglarin sulu fazda kaybini da engeller (13).

Soguk homojenizasyon yontemi, sicak homojenizasyon yonteminde ortaya
cikan;sicaklikla etkin madde degredasyonunun indiiklenmesi, homojenizasyon
sirasinda etkin maddenin sulu fazda dagilmasi, nanoemiilsiyonun lipit
rekristalizasyonunun  giigliigii gibi  problemlerin  iistesinden gelmek igin

gelistirilmistir (16).
3.3.2. Mikroemiilsiyon Yontemi

Mikroemiilsiyon yonteminde yag asitleri ve trigliserit 50-70°C’de eritilir.
Su/yiizey etkin madde/yardimct yilizey etkin madde lipofilik faz ile ayni sicakliga
isitilir. Sulu fazin lipofilik faza eklenmesi sonucunda transparan, termodinamik
olarak dayanikli bir sistem olan Y/S mikroemiilsiyonu elde edilir. Olusan
mikroemiilsiyon 6zel bir sistem ile 1s1 kaybi olmaksizin, soguk su ortaminda (2-3°C)
dagitilir (13). Sicak mikroemiilsiyon:soguk su hacim orani 1:20 — 1:50 arasinda
degisebilmektedir. ihtiyaca goére dispersiyon 2-3 kez diafiltrasyon ve dia-
ultrafiltrasyon yontemiyle yikanir. Dispersiyon otoklavda (121°C/2 bar/15°) sterilize
edildikten sonra dondurularak kurutulur (16).

3.3.3. Coziicii Emiilsifikasyon-Evaporasyon veya Coziicii Difiizyon Yontemi

Lipit, su ile karigmayan organik bir ¢6ziiciide ¢6ziiliir ve bu ¢ozelti, bir sulu
faz i¢inde emiilsifiye edilir. Coziici vakum altinda buharlagtirilarak, lipit
nanopartikiilleri ¢oktiiriiliir. Bu yontemde 1s1 uygulanmamasi, yontemin en biiyiik
avantajidir. Bu nedenle yiiksek sicakliklarda bozunan maddeler igin uygun bir
yontemdir. Ancak organik ¢6ziicli kullanilmas1 yontemin biiyiik bir dezavantajidir.
Bu yontem ile elde edilen {irliniin ortalama partikiil biiytikliigii, organik fazdaki

lipitin konsantrasyonuna baghdir (16).

Coziicii diflizyon yonteminde su ile kismen karisabilen coziiciiler (benzil
alkol, etil format vb.) kullanilmaktadir. Lipit, su ile doyurulmus ¢oziiciide ¢oziiliir ve
yiiksek sicakliktaki, ¢oziicii ile doyurulmus sulu emiilgator ¢ozeltisi ile emiilsifiye
edilir. Asir1 miktarda (1:5 — 1:10 oranlarinda) suyun eklenmesinden sonra, organik

¢Oziiciinlin emiilsiyon damlaciklarindan siirekli faza difiizyonu nedeniyle KLN’ler
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coker. Oldukga seyreltik olan dispersiyon, ultrafiltrasyon veya diafiltrasyon ile daha
konsantre hale getirilebilir (17).

3.3.4. Yiiksek Hizda Karistirma ve/veya Ultrasonikasyon Yontemi

Bu iki yontem genellikle birlikte kullanilmakta ve yiiksek sicaklik
gerektirmektedir. Yiiksek hizda karistirma yonteminin mikrometre boyutuna varan
bliytikliiklerde partikiil boyutu dagilimi vermesi bu yontemin dezavantajidir. Ayrica
saklama sirasinda biiyiik partikiil boyutu, stabilite problemine yol agmaktadir.
Ultrasonikasyon yontemi kullaniliyorsa metal kontaminasyonu g6z Oniinde
bulundurulmalidir. KLN iiretimi i¢in bu iki yontem modifiye edilmistir (16). Organik
¢oziicliye ihtiya¢ duyulmayan, yiiksek kalitede KLN {iretimine uygun bir yontemdir
(17).

3.4.Kat1 Lipit Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

KLN’lerin karakterizasyonunda; partikiil biiytikligi ve dagilimi, partikiil

sekli, zeta potansiyel gibi 6zellikleri incelenmektedir.
3.4.1. Partikiil Biiyiikliigii ve Dagilim Tayini

Partikiil biyiikligii ve dagilimi, kolloidal tasiyic1 sistemlerin en Onemli
fizikokimyasal 6zelligidir. Hazirlama yontemi parametreleri, partikiil bliyiikligii ve
dagilimim1 etkileyen en Onemli parametrelerdir. Basincin ve devir sayisinin
arttirilmasi ile partikiillerin biiyiikliigiinde azalma oldugu gdzlenmistir. Uretimde
kullanilan emiilgatoriin tipi ve miktar1 da partikiil biiyiikliigiinii etkilemektedir.
Genellikle emiilgator miktarint belli bir orana kadar arttirmak, ortalama partikiil
biyiikliigiinii azaltmaktadir (14). KLN’lerin partikiill boyutlar1 foton korelasyon
spektroskopisi ve lazer difraksiyon yontemleriyle tayin edilir. Genellikle partikiil
boyutu 80-1000 nm arasinda olmaktadir. Atomik kuvvet mikroskobu ile ¢ekirdek ve

¢eperin ayrilmasi miimkiin olmustur (13).
3.4.2. Partikiil Sekli Tayini

KLN’lerin sekillerinin belirlenmesinde, atomik kuvvet mikroskopisi (AFM)

ve elektrom mikroskobu kullanilabilir.

3.4.3. Zeta Potansiyel Ol¢iimii
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KLN’lerin zeta potansiyelinin Ol¢iimii  kollaidal sistemlerde saklama
dayaniklilig1 hakkinda bilgi vermektedir. Yiiksek zeta potansiyel, partikiillerin yiiklii

olmasi nedeniyle partikiil agregasyonunu 6nlemektedir (13).
3.5.Kat1 Lipit Nanopartikiillerin Stabilitesi

Kimyasal ve fiziksel stabiliteden beklentiler, hidroliz gibi parcalanma
reaksiyonlarindan ve baslangi¢ parcacik boyutu degisiminden formiilasyonu
korumak olarak tanimlanabilir (16). Stabil KLN dispersiyonunun, sulu ortamda,
saklama siiresince agregatlar olusturmadan dispers halde bulunmasi gerekmektedir.
KLN siispansiyonlar1 {izerinde yapilan ¢alismalar optimum kosullar altinda (karanlik,
8°C sicaklik, 1. kalite cam, azot gazi atmosferi) 6 aydan 3 yila kadar kararh
kalabildiklerini gostermistir (18). KLN’lerin stabilitesi, siiper sogutulmus eriyikler
olmalari, farkli modifikasyonlar1 ve kiiresel olmayan sekilleri nedeniyle, diger
kolloidal sistemlerden farkli olarak degerlendirmek gereklidir. Jel yapinin olugmasi,
pargacik boyutundaki artig ve etkin maddenin tasiyici lipitten disar1 sizmasi, saklama

sirasinda karsilasilan en biiyiik sorunlardir (16).

Erimis lipitin, lipit kristaline donlismesi parcacik yiizeyinde artisa ve
hapsedilme oraninda azalmaya neden olarak stabilite problemlerini arttirmaktadir
(16).

Stv1 dispersiyonun, kuru toz seklinde bir tirline dontstiiriilmesi faydali ve
siklikla da gerekli olmaktadir. Elde edilen kuru iiriin, sivi haldeki seklinden daha iyi
fiziksel ve kimyasal stabiliteye sahip olmaktadir. Ayrica bu sekilde KLN tozlari,
kapsiiller i¢ine doldurulabilmekte tablet olarak basilabilmekte veya pelletler icerisine
hapsedilebilmektedir (16).

3.6.Kat1 Lipit Nanopartikiillerin Liyofilizasyonu

Sulu KLN siispansiyonlarina alternatif olarak, kimyasal ve fiziksel kararlilig
arttirmak i¢in kullanilabilen yontemlerden birisi dondurarak kurutmadir. Kati sekle

doniistiirmek formiilasyonlar1 Ostwald olgunlasmasina ve hidrolize karsi korur (16).

Dondurarak kurutma sirasinda osmolarite ve pH degerlerinde farkliliklar
ortaya cikabilir. Tekrar ¢oziinmede ise, parcacik agregasyonu ve parcacik boyutunda

artis gozlenebilmektedir (16). Dondurma sirasinda su kristallenirken, ¢6ziinmiis
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haldeki etkin madde konsantrasyonu 6tektik karisim diizeyine erigene kadar artar. Bu
durumda, ortamda elektrolit varligi ve zeta potansiyelin azalmasi agregasyonun en
onemli nedenleri olarak da kabul edilmektedir (19) ve dondurarak kurutmadan sonra

parcaciklarin tekrar dagitilmasi gerektigi durumlarda sorunlar yasanabilmektedir.

Sulu KLN dispersiyonlarin1 kuru hale getirmek i¢in bir diger yontem olarak
da puskiirterek kurutma kullanilabilir. Bu yontem dondurarak kurutmaya gore daha
ucuz bir yontemdir. Yiiksek sicaklik, kayma gerilimi ve kismi erime parcacik
boyutunda degisime neden olabilmektedir. Piiskiirterek kurutma yonteminin
70°C’nin {izerindeki lipitler i¢in uygun oldugu belirlenmistir (16). Piiskiirterek
kurutma sirasinda karsilagilabilecek en biiyiik sorun KLN dispersiyonunun

puskiirtme siiresi icinde donmasidir.
3.7. Kat1 Lipit Nanopartikiillerin Sterilizasyonu

Kati lipit nanopartikiillerin sterilizasyonunda formiilasyona baglu olarak
otoklav, gama 1sinlar1 veya filtrasyon kullanilabilmektedir. Bu yontemlerin uygun

olmadig1 durumlarda da aseptik iiretim 6nerilmektedir (16).
3.8.Kat1 Lipit Nanopartikiillerin Toksisitesi

Etkin madde tasiyici sistemler i¢in toksisite ve bilesenlerin durumu en 6nemli
konulardir. Bilesenlerin durumu KLN’leri uygulama yoluna bagli olarak
degerlendirilmelidir. Topikal ve oral uygulamalar en problemsiz yollardir. Ancak
kullanilan ylizey etkin maddenin cinsine ve miktarina gbre toksisite
degisebilmektedir. Uygulama yolu da gbéz Oniine alindiginda, az miktarda

mikropartikiil olusumunun toksik yanita sebep olamayacagi bildirilmistir (20).

Hem in-vitro hem de in-vivo c¢alismalarda KLN’lere karsi iyi tolerans
gozlenmistir. Hiicre kiiltiirinde KLN igeren silispansiyonlarin, KLN’siz olanlara

oranla canlilik oraninin daha yiiksek oldugu gozlenmistir (21).
3.9.Kat1 Lipit Nanopartikiillerden Etkin Madde Salim

KLN’lerden salim hiz1; genis ylizey alanina, kiiclik molekiil biiytikligi
nedeniyle yiiksek diflizyon katsayisina, matriksin diisiik viskozitesine ve kisa
difiizyon mesafesine baglanmaktadir. KLN’lerden etkin madde salimi, iiretim

yontemine ve kullanilan lipitlere bagli olarak farkliliklar gosterebilmektedir. Sicak
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homojenizasyon yontemiyle elde edilen KLN’lerde siirekli ve kontrollii salim ile
birlikte patlama etkisi goriilmektedir. Uretim sicaklign veya yiizey etkin madde
konsantrasyonu degistirilerek patlama etkisi degistirilebilmektedir. Artan sicaklik ve
artan ylizey etkin madde konsantrasyonuyla patlama etkisi de artmaktadir. Bu
sartlarda sulu fazda ilacin ¢oziiniirliigiinlin artmasi patlama etkisinin artmasina neden
olmaktadir. Yiizey etkin madde konsantrasyonu azaltilarak ve partikiil biiytikliigi
arttirilarak siirekli ve kontrollii salim ile minimum patlama etkisi goriilebildigi

gosterilmistir (13).

Calismalarda karsilagilan en temel etkin madde salim probleminin, salimda
patlama etkisi oldugu gozlenmistir (22). Yumusak c¢eper/sert ¢ekirdek modelinde
ilacin salimi igin kisa mesafe oldugundan patlama etkisi gozlenir. Lipit matriks/kati
dispersiyon seklinde olan yapilarda ise yaklasik 6 haftaya kadar varan siirekli salim
gozlenmektedir (13). Yani ilag dis kabukta ise patlama etkisine, ¢ekirdege yerlesmis
ise uzatilmis salima neden olmaktadir. Bu nedenle, etkin maddenin sudaki
¢cozlinlirliigli, tretim esnasinda kontrol edilebilirse, salimda patlama etkisinin

engellenebilecegi diistiniilmiistiir (22).
3.10. Kati Lipit Nanopartikiilleri Uygulama Yollar:

KLN’ler topikal, oral, parenteral, pulmoner ya da okiiler olarak uygulanabilir.
3.10.1. Topikal Uygulama

Kimyasal olarak dayanikli olmayan ilaglarin korunmasi igin deride film
olusturma etkisiyle 6rtme 6zelliginden yararlanilir. Bu genellikle kozmetik tiriinlerde
tercih edilen bir yoldur. Okliizyon etkisiyle derinin hidrasyonunu arttirir ve
kirigikliklarin 6nlenmesini saglar (13). Giines kremleri, UV bloke ediciler KLN’lere
hapsedilebilmektedir. KLN’lerin kendilerinin de giinesten koruyucu etkisi oldugu
gozlenmis ve gilines kremleri ile sinerjistik etki gosterdigi belirlenmistir (23). Jenning
ve arkadaslar1 (13) ise A ve E vitaminlerini KLN’ler icerisine hapsederek topikal
olarak uygulamiglardir. Westesen ve arkadaglar1 da Retinol’ii KLN igerisinde

hapsederek topikal olarak uygulayabilmislerdir (13).

Topikal uygulamada KLN’lerin sagladigi en biiyiik avantajlar; kimyasal
olarak dayaniksiz bilesiklerin KLN’ler igerisinde hapsedilerek korunmasi ve etkin

maddenin kontrollii salimimin saglanmasidir (20). Diisiik partikiil agirliklar
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sayesinde stratum corneum ile yakin temas kurarak, enkapsiile edilen etkin maddenin
deriye transferini kolaylastirirlar. KLN’lerin deride olusturdugu film tabakasi
sayesinde transdermal su kaybin1 onledigi belirtilmistir. Bu sayede derideki su orani
yiikselerek, atopik egzema semptomlar1 azaltilir ve derinin saglikli goriiniimi
saglanir. KLN’ler aktif maddenin penetrasyonunu ve transportunu hizlandirirlar,
ozellikle lipofilik maddelerde, bdylece bu maddelerin derideki konsantrasyonu

yogunlasir. Bu da belirtilen tasiyicilar igin siirekli salimi miimkiin kilar (24).
3.10.2. Oral Uygulama

KLN’lerdeki kati yag, oral kullanim sonucunda normal besin yagi gibi
absorbe oldugundan yiiksek biyoyararlanim gosterir. Genellikle mide barsak sistemi
rahatsizliklarinda kullanilirlar (13). KLN’ler oral yolla dogrudan sulu dispersiyon
halinde, tablet, pellet, kapsiil, kase gibi dozaj sekillerine donistiiriilerek

uygulanabilir.
3.10.3. Parenteral Uygulama

Inraarterial uygulamada yagda ¢oziinen kortikoitler kullanilir. Bunlar kati lipit
nanopartikiillerin ¢ekirdeginde ¢oziiliir (13). Polimerik nanopartikiillerin kullanildigt

biitlin parenteral uygulamalarda KLN’ler kullanilabilir (20).
3.10.4. Pulmoner Uygulama

KLN’ler kiiciik boyutta olmalari, nefes verme ile hemen disar1 atilmalari
nedeniyle toz halde pilmoner yolla uygulanmazlar. Sulu dispersiyon seklinde
nebiilizer ile verilirler. Etkin madde bronslarda ve alveollerde depolanir ve kontrollii

olaral ilaci salarlar (13).
3.10.5. Okiiler Uygulama

KLN’lerin adezyonu sonucunda goézde daha uzun siire kalarak, goriintiiyi

bozmadan, yiiksek ilag konsantrasyonunun elde edilmesi saglanmaktadir (13).
3.10.6. As1 Adjuvam

Adjuvanlar, asilamada immiin cevabi arttirmak i¢in kullanilmaktadirlar. Etkin
madde yiiklenmis KLN’ler de as1 adjuvani olarak kullanilabilmektedirler (17). Kati

halde olan nanopartikiillerde lipit bilesenlerinin yavas degredasyonu immiin sistemde
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daha uzun siire kalmasimi saglamaktadir (13). Gelencksel adjuvanlara kiyasla
KLN’ler biyodegredasyona ugramalar1 ve viicut tarafindan iyi tolere edilebilmeleri

gibi avantajlara sahiptir (20).
4. Mikroemiilsiyonlar

Mikroemiilsiyonlar, i¢ faz damlacik c¢apt 10-200 nm biiyiikliigiine sahip,
termodinamik olarak dayanikli, diisiik viskoziteli, saydam ve kendiliginden olusan
sistemlerdir  (25). Tindal etkisi sonucu mavi goriiniime sahip olan
mikroemiilsiyonlarda dispersiyon c¢ok iyi demektir. Etkin madde ¢oziiniirligiinii
artirma potansiyelleri, sahip olduklart uzun raf 6miirleri, hazirlama kolayliklarindan
dolay1 ilag tasiyict sistem olarak sikca tercih edilmektedirler (26). Genellikle yag
faz1, su fazi, siirfaktan(ylizey etkin madde) ve ko-siirfaktan olmak {izere dort faz
igerirler (25). Siirfaktan ko-siirfaktan orani 1:1 ve 1:9 arasinda degisebilmektedir
(26). Bazen ko-stirfaktan kullanmadan da olusabilmektedirler. Bunlar kendiliginden
emiilsiyon olusturabilen sistemler (SEDDS- Self Emulsifying Drug Delivery System)
olarak tanimlanmaktadirlar. Bu sistemler yag ve siirfaktanin karistirilmasi ile

olusurlar ve emilimi diisiik olan etkin maddelerin biyoyararlanimini arttirirlar (25).

Mikroemiilsiyonlarin en biiyiik avantaji kolayca hazirlanip uygulanmalaridir.
Bunun yaninda, viicutta kalis siirelerinin uygun olmasi, ilag¢ ylikleme kapasitelerinin
yiiksek olmasi, siirfaktan ve kostirfaktan etkisiyle hiicre permeabilitesini arttirmalari
ve dolayisiyla emilimi kolaylagtirmalar1 tercih edilme nedenleri arasindadir (25).
Mikroemiilsiyonlar ile klasik emiilsiyonlar arasindaki farklar Tablo 1’ de

gosterilmistir.

Tablo 1: Mikroemiilsiyonlar ile Klasik emiilsiyonlarin karsilagtirilmasi

Ozellik Mikroemiilsiyon Klasik Emiilsiyonlar
icf lacik
9‘:. a"zm“(}z:m ad 0,2 um’den kiiciik 0,2 — 10 um arasinda
buyuklugii
Goriiniis Saydam Siit goriiniimiinde
Olusum Kendiliginden olusur Enerji vermek gerekir
- Termodinamik olarak Termodinamik olarak
Stabilite
dayanikli dayaniksiz




Mikroemiilsiyonlarin ~ olugmasi  i¢in  bazi  kosullarin  saglanmasi

gerekmektedir;

e Yag ve suyun birbiri i¢inde kendiliginden karisarak emdiilsfiye
olabilmesi icin yag-su arayiizeyindeki gerilimin ¢ok diisiik (103
N/m’den kiiciik) olmas1 gerekmektedir.

e Siirfaktanin konsantrasyonu optimum olmalidir.

e Mikroemiilsiyonun dayanikli olmasi i¢in arayiizey akici ve esnek

olmalidir (25).

Mikroemiilsiyonlarin viskoziteleri, genellikle psodoplastik akis gdsteren
makroemiilsiyonlarin aksine, Newton akis modeline uygunluk gosterir. Jellesme ile
mikroemiilsiyonun viskozitesini modifiye etmek miimkiindiir. Etkin maddenin
dagilim katsayisi, salim hizi {izerinde biiyiik etkiye sahiptir. Bunun yaninda faz
hacimleri orani, dagilmis fazin partikiil boyutu, tasiyicit sistemle etkin madde
etkilesimi ve etkin maddenin sulu ve yagli fazdaki dispersiyonu da salim hizim
etkiler (26).

4.1.Mikroemiilsiyonlarin Yapisi

Mikroemiilsiyonlar su i¢inde yag (Y/S), yag iginde su (S/Y) ve gegisli
(bicontinuous) olmak fiizere ¢ tipte olabilirler. S/Y ve Y/S tipteki
mikroemiilsiyonlarda, partikiillerin etrafinda siirfaktan ve ko-siirfaktandan olusan bir
film bulunmaktadir. Y/S mikroemiilsiyon sisteminde dis faz sudur ve amfifil
molekiillerin hidrofobik kisimlar1 yag damlaci@inin i¢ine yonelmis, hidrofilik
kisimlari ise dis faza yonelmis halde bulunmaktadir. S/Y mikroemiilsiyon sisteminde
ise dis faz yagdir, amfifilik molekiiliin hidrofobik kismi dis faza, hidrofilik kismu ise
su damlaciginin i¢ine yonelmis durumdadir. Hem su hem yag oraninin yiiksek
oldugu durumlarda ise gecisli (bicontinious) mikroemiilsiyonlar olusmaktadir. Bu
modelde yag ve su fazlar1 amfifilce zengin bir tabaka ile ayrilmis durumdadir. Bu

mikroemiilsiyon ¢esitleri arasindaki iliski Seki/ 6’da gosterilmistir.

Yag ve su fazlarnn arasindaki diisiik ylizeylerarasi gerilim, stirfaktan
kosiirfaktan oraninin ayarlanmasiyla saglanmaktadir. Mikroemiilsiyonlarin viskozite,
partikiil blytikligi ve sekli, kondiiktivite ve dielektrik 6l¢limii sistemin yapisi ve

dinamik 6zellikleri hakkinda bilgi vermektedir (25).
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Sekil 6: Y/S, S/Y ve gegisli(bicontinious) mikroemiilsiyonlarin yapist.

4.2 Mikroemiilsiyonlarin Formiilasyonu

Makroemiilsiyonlarda kullanilan HLB sistemi ile yiizey etkin maddelerin
belirlenmesi  islemi  mikroemiilsiyonlarda uygulanamamaktadir. Dolayisiyla

mikroemiilsiyon formiilasyonu ampirik olarak gergeklesmektedir.

Mikroemiilsiyon formiilasyonunun belirlenmesinde en 6nemli islem iicgen
faz diyagrami c¢izimidir. Cizilen diyagramda uygun mikroemiilsiyon alani
belirlendikten sonra formiilasyondaki bilesenler saptanabilir. Faz diyagramlarinin
cizilmesi i¢in en uygun ve en uygulanabilir yontem titrasyondur. Titrasyon ile ¢ok
sayida karigimin kisa siirede incelenmesine olanak saglanmaktadir. Titrasyon i¢in
belli miktarda siirfaktan/kosiirfaktan karigimi yagla karistirilarak tek fazli bir ¢ozelti
olusturulur. Daha sonra sabit sicaklik ve karistirma hizinda su ile titrasyon yapilir ve
her su eklenmesinde sistem berraklik, akis 6zellikleri ve kararlilik agisindan incelenir
(26). Sisteme su ilave edildigi zaman S/Y mikroemiilsiyonlar1 olusmaktadir. Su

damlaciklar1 siirfaktan/kosiirfaktan karisiminin yiizeyleraras: tabakasi tarafindan
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cevrelenir ve dayanikli hale gelir. Sisteme su ilave edilmeye devam edildiginde sivi
kristaller meydana gelir. Su molekiilleri siirfaktanin ¢ifte tabakasi arasinda kalir. Su

miktar arttirildiginda tabakali yap1 kirilir ve siirfaktan/kostirfaktan ara yilizey filmi

tarafindan sarilan yag damlaciklarini igeren gegisli yap1 meydana gelir.

yag

SEDDS (verrak, izolropik
veya
yagl dispersiyon) e,

(L2 fazi)

'

. -
..
P
L

Ylzey etkin madde(ler) / / \ Su
bicontis o Yad @
nimmmu:::n ?ﬁfl‘:«%’l misel
'éi} ! (Lt faz)
J&i@ y/s mikroemdsiyonu

O~ Yiiksek HLB'Y yllzey etkin madde
O~ pugak HLB ydzey otkin madde veya Ko-Surfaktan
Sekil 7: Mikroemiilsiyon olusum alanlar1
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4.3.Mikroemiilsiyonlarin Uygulama Yollari

Mikroemiilsiyonlar kontrollii ila¢g salimimi saglamalarinin yaninda, bazi

durumlarda ilaglarin etkinligini de arttirmaktadirlar.
4.3.1. Oral Uygulama

En ¢ok tercih edilen yoldur. Emilimin arttirilmasi ve toksisitenin azaltilmasi
tercih edilmelerinde 6nemli bir rol oynamaktadir. S/Y tipi mikroemiilsiyon seklinde
uygulandiginda insiilin, vasopressin ve siklosporinin oral biyoyararlaniminin arttig
goriilmistiir (25). Suda az ¢oziinen maddelerin ¢oziintirligiinii arttirmalari, peptit ve
protein yapidaki maddeleri de enzimatik par¢alanmadan korumalar1 acisindan da

tercih edilmektedirler (26).
4.3.2. Topikal ve Transdermal Uygulama

Mikroemiilsiyonlarin kolay uygulanmalar1 acisindan topikal uygulanmalari
tercih edilmektedir. Bu yolla uygulanan mikroemiilsiyonlarin klasik emiilsiyon ve
jellere gore daha etkili oldugu ispatlanmistir (25). Etkin maddenin ilk gegis
etkisinden korunmasina yonelik yapilan ¢aligmalarda transdermal gecis in vitro
olarak  incelendiginde,  ylizeylerarasi  alanin  artmasina  bagli  olarak

makroemiilsiyonlara oranla daha hizli ve etkili bir gecis gdzlenmistir (26).
4.3.3. Diger Uygulama Yollar:

Mikroemiilsiyonlar parenteral, okiiler, rektal ve pulmoner olarak da

uygulanabilmektedirler (25).

Partikiil boyutlarinin diisiik olmasi nedeniyle parenteral gecise uygunluk
gostermektedirler. Boylece suda az ¢oziinen maddeler mikroemiilsiyon sistemi i¢inde

intravenoz olarak verilebilmektedir.

Lesitin kullanilarak hazirlanan mikroemiilsiyonlarda, suda ¢6ziinen etkin
maddelerin ¢6ziliniirliigiiniin su ve lesitine bagli oldugu goriilmiis ve damlacik boyut

dagiliminin pulmoner uygulamaya uygun oldugu belirlenmistir (26).
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5. Hidrofilik-Lipofilik Denge (HLB)

1949 yilinda Grifin tarafindan ortaya atilan ve 1957°de Davies tarafindan
gelistirilen hidrofilik-lipofilik denge (HLB) sistemi, emiilsiyon yapicilarin se¢imi
icin kullanilan en yaygin yontemdir. Bir siirfaktanin HLB degeri, molekiiliin farkl
bolgelerindeki degerlerin hesaplanmasi ile onun ne kadar hidrofilik ya da hidrofobik

oldugunun belirlenmesi esasina dayanir (27).

Emiilsiyon yapicilarin HLB degeri 0-20 arasinda degerlendirilir ve hidrofilik
gurubun mol yilizdesinin 5’e¢ boliinmesi ile hesaplanir. Dolayistyla 20’ye dogru
gidildikge hidrofilik o6zellik artar (26). HLB degerleri ile emiilsiyon yapict
maddelerin kullanimi arasindaki iliski Tablo 2’de gosterilmistir. Emiilsiyon
yapicilarin  ne tir bir emilsiyon olusturacagt HLB degerine bakilarak
kararlastirilabilir (26). HLB sisteminin emiilsiyon olusumundaki etkisi Seki/ 8’de

gosterilmistir.

Tablo 2: HLB degerleri ile emiilgator kullanimi arasindaki iliski

0
. . 1
H'fr:f:;:'k 2| Kképiik 6nleyici
N y 5 . 3 maddeler
¢o6zlinebilir)
4 S/Y emdilsifiye edici
5 maddeler
6
’ I
oL 1slatici ve yayici
suda dagilabilir | 8 maddeler
9
10
11
Y/S emdilsifiye edici
12
maddeler
13
14| deterjanlar
Hidrofilik (suda | 15
¢Ozlnebilir) 16
17 ¢Ozlindurdci
maddeler
18
19
20
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Yiiksek HLB Diisitk HLB
Suda ¢oziinebilir Yagda ¢6ziinebilir
Y/S emiilsivonu S/Y emiilsiyonu

<€ >

Sekil 8: HLB sisteminin Emiilsiyon olusumuna etkisi

(Sar1 bolgeler yag, mavi bolgeler su olarak temsil edilmektedir)

6. Franz Difiizyon Hiicresi

In vitro salim caligmalarinda en c¢ok kullamlan yontem franz difiizyon
hiicresidir. Bunlar dikey, yatay ya da birden fazla sistem birarada ¢alisacak sekilde
tasarlanmis olabilirler. Ya su banyosuna oturtularak, ya da 1sitma ceketleri
yardimiyla sabit sicaklikta (37°C) calistirilirlar. Franz hiicresine gececek maddeyi
iceren dondr kompartman, reseptdr kompartmandan bir membran ile ayrilir. Reseptor
kompartmandaki madde miktarinin artisi, membrandan difiize olan madde miktarinin
olgiilmesi ve zamana karsi grafige gecirilmesi ile belirlenir (1). Ornek bir franz
difiizyon hiicresi Sekil 9’da gosterilmistir. Franz difiizyon hiicreleri, kullanilan
derinin gecirgenligini test etmelerinin yaninda, ilag-etkin madde-formiilasyon
arasindaki iligki hakkinda da bilgi verir. Bunlarin yaninda toksisite ve kalite kontrol
caligmalar1 hakkinda 6n bilgi olusturulabilir. Franz difiizyon hiicrelerinde insan ve

hayvan derisinin yanisira sentetik membranlar da kullanilabilir (28).
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Sekil 9: Franz diflizyon hiicresi
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II. GEREC VE YONTEM
1. Tez Calismasinda Kullanilan Gerecler

1.1 Kullanilan Kimyasallar Listesi

Maddeler

Marka, Uretici, Ulke

DDAB, CTAB, Tween 80, Kitozan
(orta molekiiler agirlikli), Fenol , 1-
propanol, Span 80

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Almanya

Soya lesitini (%90 fosfatidil kolin),
PBS tabletleri (pH 7.4) (1tb/200ml)

Applichem GmbH, Darmstadt, Almanya

DMEM, FBS, Tripsin, L-Glutamin,
Penisilin-Streptomisin

Biological Industries Ltd. Beit-Haemek,
Israil

Precirol ATO5 (Tm 55°C), Labrafac
PG, Labrafac Lipophile, Plurol
Oleique CC, Lauraglycol FCC,
Lauraglycol 90, Capryol PGMC,
Labrafil M, Peceol

Gattefosse, Cedex, Fransa

DNaz |

Biolabs, New England, ABD

Etanol

Merck KgaA Darmstadt, Almanya

Glasiyel asetik asit

Atabay Kimya Tic. San. As., Istanbul,
Tiirkiye

Esterquat-1

Gerbu Biotechnik GmbH, Heidelberg,
Almanya

Agaroz (molekiiler biyoloji
calismalarinda kullanim amagli)

Conda laboratories, Madrid, ispanya ve
BioShop, Burlington, ON, Kanada

Tris bazi, EDTA, SDS

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Almanya

Etidyum bromdir

Fluka Chemie GmbH, Steinheim, Almanya

pPEGFP-C1 plasmid DNA

Invitrogen, Carlsbad, CA, ABD

DNA molekiiler agirlik standartlari
(100 bp, 1000 bp), DNazl

Fermentas, ThermoFischer Scientific co.,
Waltham, Massachusetts, ABD
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1.2 Kullanilan Kitler

Kit

Uretici, Ulke

XTT cell proliferation Kit

Biological Industries Ltd., Beit-Haemek,
Israil

Invitrogen Plasmid Maxiprep

Invitrogen, Carlsbad, CA, ABD

1.3.Kullanilan Cihazlar

Cihaz Marka ve Model, Uretici, Ulke
Flow Sitometre Accuri C6, BD Biosciences, San Jose, CA, ABD
Liyofilizator Labconco, Kansas City, ABD

UV/Vis Spektrofotometre

nanoVette DU 730, Beckman Coulter, Brea, California,
ABD

Santrifiij

Rotofix 32A, Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen, Almanya

Sogutmalr santrifiij

Micro 200R, Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen, Almanya

Hassas Terazi

Shimadzu ATX224, Kyoto, Japonya

Hassas Terazi

BP121S, Sartorius Biotech GmbH, Goettingen,
Almanya

Dijjital 1siticili manyetik
karistirict

MTOPS HSD 180, Misung Scientific Corp. Ltd., Kore

Isiticili manyetik karigtirici

WiseStir MSH-20A, Wisd Laboratory Instruments,
Wertheim, Almanya

Su banyosu E 100 RE 107, Lauda, K6nigshofen, Almanya
o Hettich EBA 12, Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Santrifiij .
Tuttlingen, Almanya
Mikrodalga firin Kenwood MW 440, Kenwood corp., Tokyo, Japonya
Mikrodalga firmn MW211W, Ariston, Italya
Ultra Saf Su cihaz: Elga Purelab Classic, Veolia water technologies, Paris,

Fransa

Viskozimetre

Programmable DV-IlII+Rheometer ve  SV-10,
Brookfield Engineering Laboratories inc.,
Masachusetts, ABD

Refraktif indeks olglim

DR301-95, Kriiss optronic, Hambug, Almanya

cihazi
. NanoZS, Malvern Instruments Ltd., Worchestershire,
ZetaSizer .
Ingiltere
ZetaSizer 380 ZLS, PSS Nicomp, Florida, ABD

Transdermal test sistemleri

Franz difiizyon hiicreleri, Logan instruments corp.,
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Somerset,ABD

Nanodrop ND-1000, Thermo Fisher Scientific Inc.,

Spektrofotometre NY. ABD
Coklu vorteks Genius 3, IKA-Werke, Staufen, Almanya
Vorteks MS 1 minishaker, IKA-Werke, Staufen, Almanya

Ayarlanabilir gii¢ kaynagi

EC 1000-90, Thermo Fisher Scientific Inc., NY, ABD

Innova 42, New Brunswick Scientific, Enfield, CT,

Inkubator ABD

inkubatir Gerhardt Thermoshake, Thermo Fisher Scientific Inc.,
NY, ABD

Biyogiivenlik kabini Class Il BSC, Esco technologies inc., Hatboro, ABD

Mikropipet Thermo Fisher Scientific Inc., NY, ABD

Mikropipet Eppendorf, Hamburg, Almanya

Mikropipet Axygen inc., CA, ABD

Mikropipet Isolab, Wertheim, Almanya

Jel goriintiileme sistemi

Vilber Lourmat, Cedex, Fransa

Yatay elektroforez sistemi

EC Maxicell Primo EC340, Thermo Fisher Scientific
Inc., NY, ABD

Seven Go Duo SG 23, Mettler Toledo, Schwerzenbach,

pH metre o
Isvigre
. Inlab Expert Pro ISM, Mettler Toledo, Schwerzenbach,
pH metrik prob .
Isvicre
. Inlab Micro Pro ISM, Mettler Toledo, Schwerzenbach,
pH metrik mikro prob .
Isvicre
Su banyosu 1130S, VWR, Pennsylvania, ABD
. - Forma® Direct Heat, Thermo Fisher Scientific Inc.,
CO2 Inkubatérii NY. ABD
Yiiksek kontrastl FEI Tecnai G? Spirit Bio (TWIN), FEI scientific and

transmisyon elektron
mikroskobu (ODTU
MERLAB)

technical instruments, Oregon, ABD

Derin dondurucu (-80°C)

New Brunswick, Ingiltere
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2. Yontemler

2.1.Plazmit DNA Secimi

Calismada kullanilan genetik materyal; yesil floresans protein kodlayan 4731
kb molekiil agirligina sahip pEGFP-C1 plazmid DNA’sidir. Bu plazmitin gen

haritasinin bir kism1 Sekil 10’da gosterilmistir. Tamamina http://www.addgene.org/

adresinden ulagsmak miimkiindiir (29).

pPEGFP-C1 Vector Information PT3028-5
GenBank Accession #: U55763 Catalog #6084-1

- U
(e ~_— HU Nhe 1 s

— Ecod7 Il (597)
Age | (501)

PCMV IE

Eco01091 | /*;gw
R Sl pEGFP-C1

BsirG 1(1323)
=

= 4.7 kb SV40
Kan'/ oly A MCS
Neo® . (1330-1417)
SV40 ori i
P P ~
V4
L Miul(1642)
f
/ - Dra lll (1872)
Stul
(2577)
corp 10 1290 1350 1260 1270 1280 1290 1200 STOPs
TAC AAG TCC GGA CTC AGA TCT CGA GCT CAA GCT TCG AAT TCT GCA GTC GAC GET ACC GCG GGC CCG GGA TCC ACC GGA TCT AGA TAA CTG ATC A
BspE| Boill Xool g, Hirdll EcoRl PS1 Sall Keni [ Apal N Bamll Xbal* Bell*
Ech3611 A A e P

Sekil 10: pEGFP-C1 plazmit gen haritasi.

2.1.1. Plazmit DNA’nin Cogaltilmasi

Plazmit DNA’nin ¢ogaltilmasi c¢aligmalarinda Escherichia coli JM 109

hiicreleri kullanilmistir.
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2.1.1.1.Besi Yeri Hazirlanmasi

Tablo 3: Luria-Bertani Siv1 Besi Yeri (LB)

Kimyasal Ad1 Miktar (gram)
Bacto-Tripton 10
Bacto — Maya ekstrakti 5
NaCl 10

Tabloda verilen maddeler belirtilen miktarlarda tartilip, {iizerine 950 mL
distile su eklenmistir. pH: 7.0’ye 5 N NaOH ile ayarlandiktan sonra 1 L’ye

tamamlanmustir.

121°C’de 15 dakika otoklav ile sterilizasyon yapildiktan sonra besiyerinin 50-
55°C’ye kadar sogumasi beklenmis ve antibiyotik ¢ozeltisi 20 pg/mL

konsantrasyonunda olacak sekilde eklenmistir.

Tablo 4: Luria-Bertani Kat1 Besi Yeri (LBA)

Kimyasal Adi Miktar (gram)
Bacto-Tripton 10
Bacto — Maya ekstrakti 5
NaCl 10
Agar 175

Tabloda verilen maddeler belirtilen miktarlarda tartilip, iizerine 950 mL
distile su eklenmistir. pH: 7.0’ye 5 N NaOH ile ayarlandiktan sonra 1 L’ye
tamamlanmigtir. 121°C’de 15 dakika otoklav ile steril edilmis, 90x15’lik petri
kaplarina 20-25 mL arast olacak sekilde g6z karar1 dokiilerek katilagmasi

beklenmistir.

Sterilizasyon yapildiktan sonra besiyerinin 50-55°C’ye kadar sogumasi

beklenmis ve antibiyotik ¢o6zeltisi 20 pg/mL konsantrasyonunda olacak sekilde
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eklenmistir. Daha sonra 90x15’lik petri kaplarina 20-25 mL arasi olacak sekilde g6z

karar1 dokiilerek katilasmasi saglanmistir.

2.1.1.2.Bakteri Stogu
Bakteri kiiltiirii, plazmitin tagidigi direng genine uygun antibiyotik iceren
(kanamisin) LB besi yerinde 16-18 saat inkiibasyona birakilmistir. Konfluentlik orani
%70’in tlizerinde olana kadar biiyliyen kiiltiirden 500 pl steril dondurma tiipti alinip
tizerine %350’lik steril gliserol ¢ozeltisi eklenmis ve -86 °C’de saklanmak tizere
dondurucuya birakilmistir.

2.1.1.3. Kompetan Hiicre Hazirlanmasi

Kompetan hiicreler, Sambrook ve Maniatis'in protokolii O6rnek alinarak
asagidaki sekilde hazirlanmistir (Sambrook ve ark., 1989) (30).

* E. coli JM 109 hiicreleri LB kat1 besi yerine aktarilmig ve 37°C*de 10-12
saat inkiibasyona birakilmistir.

* 50 mL'lik steril ortama 10 mL LB siv1 besi yeri konularak, kat1 besi yerinde
iretilmis bakterilerden tek koloni ekim yapilmis ve yatay calkalayici iizerinde
37°C*de 10-12 saat inkiibasyona birakilmistir.

* Inkiibasyon sonucu ¢ogalan bakteri siispansiyonundan 50 pL almarak, 50
mL'lik falkon tiipii icerisindeki 10 mL LB siv1 besi yerine ekim yapilmistir. Yatay
calkalayicida ¢alkalanarak, 37°C‘de 2 saat inkiibe edilmistir.

* Bakteri siispansiyonu 3000 rpm (devir/dk)'de 5 dakika santrifiij edilmis ve
bakteri pelleti elde edilmistir. Pellet tizerine 1.5 mL 50 mM CaCly ¢ozeltisi
konularak stispande edilmis ve 1 saat buz tizerinde bekletilmistir.

* Bakteri slispansiyonu | saat sonunda 5000 rpm‘de 3 dakika santrifiijlenmis
ve pellet elde edilmistir. Pellet lizerine 1.5 mL 50 mM CaCl, ¢ozeltisi konularak,
yeniden siispande edilmistir.

» Siispansiyon, buz igerisinde 1 gece bekletilmis ve kompetan bakteri hiicresi
hazirlanmistir.

2.1.1.4. Transformasyon
Transformasyon islemi, Sambrook ve Maniatis'in protokolii 6rnek almarak
asagidaki sekilde yapilmistir (Sambrook ve ark., 1989) (30).
* 5 uL plazmit DNA iizerine 200 pL kompetan bakteri eklenip karigtirilmistir.
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* Karisim sirastyla, buz tizerinde 35 dakika, 42°C'deki su banyosunda 1.5 dakika

ve tekrar buz iizerinde 10 dakika bekletilmistir. Daha sonra karisim tizerine 800 uL

sivi LB besi yeri konmus ve 37°C*de 1 saat inkiibe edilmistir.

+ Inkiibasyondan sonra 50 pL &rnek, kanamisin igeren LB Agar plag: iizerine

ekilerek, 37°C'lik etiivde bir gece inkiibe edilmistir.

Daha sonra plak tizerinde biiyiliyen bakteri kolonilerinden bir tanesi se¢ilip, steril

ekiivyonla kanamisin igeren LB siv1 besi yerine ekilmistir. 37°C‘de ve 150 rpm‘de

calkalayicili inkiibatorde bir gece inkiibe edilerek elde edilen bakteri soliisyonundan

plazmit DNA izolasyonu yapilmistir.
2.1.2. Plazmit DNA Izolasyonu

Bakterilerden plazmit DNA izolasyonu, The PureLink® HiPure Plasmid DNA

Maxiprep Kit kullanilarak yapilmistir.

2.1.2.1.Deney Oncesi Islemler

Asagida belirtilen tiim islem basamaklari1 oda sicakliginda gerceklestirilmistir.

Santrifiij islemleri 12000 rpm’de yapilmistir.

[zolasyon 6ncesinde resiispansiyon ¢dzeltisine RNazA eklenmistir.

100-200 mL transforme E. coli kiiltiiri kullanilmastir.

2.1.2.2 numaral baslik altinda parantez igerisinde belirtilen tampon kodlar kitin

kendisine aittir, sadece bu deney icerisinde degerlendirilmistir.

2.1.2.2.Deney Basamaklari

1.

Dengeleme. 30 mL dengeleme tamponu(EQ1), dogrudan filtrasyon kartusuna
eklenir(kartus, kit icerisinde mevcuttur). Cozeltinin kolondan yer c¢ekimi
etkisiyle akmasi beklenir.

Hasat. Bakterilerin gece boyu iiredigi LB kiiltiirii 4000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilir ve stipernatant uzaklastirilir.

Stispande etmek. Hiicre pelletine deney oOncesinde RNazA eklenmis
reslispansiyon tamponundan (R3) 10 mL eklenir ve alt-iist edilerek hassas
karistirma ile hiicre slispansiyonu homojen hale getirilir.

Lizis. 10 mL lizis tamponu (L7) eklenir. Karisim homojen hale gelene kadar
tip alt-ist edilerek karistirilir. Vorteks edilmez. Tiip oda sicakliginda 5
dakika inkiibasyona birakilir.

Cokelti. 10 mL ¢okeltme tamponu (N3) eklenir. Eklendikten sonra zaman

gecirmeden tiip alt-iist edilerek karistirilir. Vorteks edilmez.

34



2.1.3.

Stizme. Coken lizat kolona transfer edilir. Yercekimi etkisiyle lizatin
kolondan geg¢mesi beklenir. Kolon 10 mL yikama tamponu (W8) ile yikanir.
Tamponun da yergekimi etkisiyle kolondan tamamen siiziilmesi beklenir.
Yikama. I¢ kisimdaki filtrasyon kartusu atilir. Kolon 50 mL yikama tamponu
(W38) ile yikanir. Tampon siiziildiikten sonra kartustan gegen siv1 atilir.
Eliisyon. HiPure filtre kolonunun altina 50 mL steril santrifiij tiipli konur. 15
mL eliisyon tamponu (E4) kolondan gegirilir. Yergekimi etkisiyle soliisyonun
tamamimin kolondan geg¢mesi beklenir. Kolon atilir. Eliisyon tilipi
saflastirilmis DNA’y1 igermektedir.
Santrifiij ile DNA’y1 Coktiirme:
Coktiirme. Eluat iizerine 10.5 mL izopropanol eklenir. Iyice karistirildiktan
sonra tiip 12000 rpm’de 30 dakika (4°C) santrifiijlenir. Supernatant atilir.
Yikama. Pellet iizerine 5 mL %70’lik etanol eklenir. Tiip 12000 rpm’de 5
dakika (4°C) santrifiijlenir. Stipernatant atilir.
Siispande etmek. Pellet 10 dakika agikta kurumaya birakilir. 500 pL Tris-
EDTA tamponu saflastirilmis DNA’ya eklenir.
Plazmit DNA -20°C’de saklanir.
Plazmit DNA’nin Karakterizasyonu

Izole edilen plazmit DNA’nin dogrulugundan emin olmak amaciyla,
plazmit DNA’nin tasidii restriksiyon enzimi tanima dizilerine gore,
restriksiyon enzimleri kesimleriyle agaroz jel elektroforezinde dogrulama

yapilmistir.

2.1.3.1. Agaroz Jel Elektroforezi ile Analiz

Agaroz jelin hazirlanmasi:

e Omek sayistna uygun boyutta tarak secilip kasete
yerlestirilmistir.

e 70 mL hacimdeki kaset kullanilacak olup, %1 (a/h)’lik jel
hazirlanacaktir. 0,7 g agaroz tartilip tlizerine 70 mL TAE
elektroforez tamponu eklenmistir.

e (oOzelti mikrodalga firinda 1sitilarak kaynatilmis ve agarozun
tamamen ¢6ziilmesi saglanmuigtir.

e Jelin 50°C’ye kadar sogumasi beklenip, soguduktan sonra 10

tarakli kasete dokiiliip yogunlastirilmistir.

35



e Jel katilagtiktan sonra taraklar ¢ikarilir ve jeli iceren kaset,
TAE igeren elektroforez tankina yerlestirilmistir.
Yiikleme Boyas Icerigi:
e 9%0.03 bromofenol mavisi (BFM)
e 9%0.03 Ksilen siyanol FF (XC)
e %060 gliserol
e %1 SDS
e 100 mM EDTA (pH: 7.6)
Orneklerin Jele Yiiklenmesi ve Jelin Goriintiilenmesi:
e Ornekler 12 uL hacimlerde jele yiiklenmistir.
e Ik kuyucuga 4 uL molekiiler agirlik standard yiiklenmistir.
e Elektrotlar uygun kutuplara baglandiktan sonra elektroforez
baslatilmis, 100 volt 1 saat olacak sekilde deneme yapilmistir.
1 saat dolduktan sonra giic kaynagi otomatik olarak
kapanmuistir.
e Jel daha 6nceden hazirlanmis olan Etidyum Bromiir ¢ozeltisi
ile 8 dakika hafif ¢calkalamali olarak yikanmis, daha sonra aym
sekilde saf su ile 4 dakika yikanmistir.
e Yikama bittikten sonra jel UV transilluminator ile 260 nm’de
goriintiilenmistir.
Etidyum Bromiir Cozeltisinin Hazirlanmasi: 10 mg/mL stok EtBr
cozeltisinden 1 L’lik siseye 35 pL alinarak 700 mL su ile karigtirilmistir. Son
konsantrasyonu 0.5 pg/mL’dir.
2.1.3.2.Restriksiyon Enzimleri ile kesim

PEGFP-C1’in Sekil 10’da verilen gen haritasi incelenerek Hindlll, Ndel ve
Pvull restriksiyon enzimleri ile kesimler yapilarak incelenmesine karar verilmistir.
Hindlll ve Ndel kullanilan plazmit DNA igerisinde tek noktadan kesim yapmaktadir.
Pvull enziminin ise bu pDNA igerisinde iki farkli yerde tanima dizisi yer almaktadir.
Ndel enziminin tanima dizisi ‘CATATG’ Pvull enziminin tanima dizisi
‘CAGCTG”’dir (31). pEGFP-C1 plazmit DNA’sinin gen haritasindan belirtilen baz
dizileri bulunmus ve enzimlerin kesim noktalari belirlenmistir (29). Bu noktalar Ndel

enzimi i¢in 234, Pvull enzimi i¢in 2251 ve 2861. bazlardir.
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Tablo 5: Plazmit DNA kontrolii amaciyla Enzim Kesimi deneyi i¢in kullanilan
maddeler ve miktarlari

Hinll1+Ndel ( Biolabs)

Pvull (Fermentas)

Kontrol pDNA Izole pDNA Kontrol pDNA Izole pDNA
2 uL DNA 5 uL DNA 2 uL. DNA 5 uL DNA
2 uL NEB-2 Buffer | 2 uL NEB-2 Buffer
1 uL Pvull 1 uL Pvull
(10x) (10x)
) ] 1 uL Buffer G 1 uL Buffer G
1 uL Hindlll 1 uL Hindlll
(10x) (10x)

1 uL Ndel 1 pL Ndel 6 uL UP Su 6 uL UP Su

14 uLL UP Su 14 uL UP Su

37°C’de 90’ inkiibasyon

Tablo 6: Enzim kesimi sonrasi 6rneklerin jele yiiklenmesi

No Ornek Icerik Jele
yiiklenen

1 1 kb DNA Ladder 4 pL(Gene Ruler-#SM0313) 4 uL

2 pEGFP-C1 Kontrol 2 uL+8 pL UP Su+4 pL. 6xBoya

3 pEGFP-C1 Izole 5 pL+5 pl UP Su+4 pL 6xBoya

4 Pvull Kontrol 10 uL Enzim kesim stogu + 4 uL 6xboya

5 Pvull izole 10 pL Enzim kesim stogu + 4 uL 6xboya 12 uL
6 Hinll1+Ndel Kontrol 10 uL Enzim kesim stogu + 4 uL 6xboya

7 Hinll1+Ndel Kontrol 10 uL Enzim kesim stogu + 4 uL 6xboya

8 Hinll1+Ndel izole 10 uL Enzim kesim stogu + 4 uL 6xboya

9 Hinll1+Ndel izole 10 puL Enzim kesim stogu + 4 pL 6xboya (100 V/saat)
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2.1.3.3.Plazmit DNA’nmin Safhiginin ve Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Biyolojik bir kaynaktan saflastirilan niikleik asitlerdeki kontaminasyonu
belirlemek amaciyla 260 ve 280 nm dalga boylarinda absorbanslar1 Olgiiliir.
A260/A280 oraninin 1.8’¢ yakin olmasi 6rneklerde kontaminasyonun olmadigini
gostermektedir. 1.8’in altinda olmasi protein kontaminasyonu ya da izolasyon
sirasinda kullanilan fenolden kaynaklaniyor olabilir. 1.8’in lizerinde olmasi ise RNA

varligin1 gosterir. Saf RNA orneklerinde A260/A280 orani 2’ye ¢ok yakindir.

izole edilen plazmit DNA’larin  konsantrasyonu nanoVette UV/Vis
spektrofotometre ile belirlenmistir. Konsantrasyonu belirlenen DNA’larin bir kismi -
20°C’de saklanmuis, bir kismi yakin zamanda kullanilmak tizere konsantrasyonu 100
nug/mL olacak sekilde seyreltildikten sonra saklanmigtir. Seyreltme islemi UP su ile
yapilmuistir.

2.2.Formiilasyon Calismalari
2.2.1. Kati Lipit Nanopartikiil (KLN) Formiilasyonunun Hazirlanmasi
2.2.1.1.Yag/Su (Y/S) Mikroemiilsiyon Hazirlanmasi

Y/S mikroemiilsiyonu i¢in kati yag olarak Precirol ATO 5, hidrofilik
stirfaktan olarak Tween 80, lipofilik siirfaktan olarak Lesitin, kosiirfaktan olarak
etanol (%99) kullanilmistir. Faz diyagramlar1 yardimiyla Precirol ATO 5’in erime
sicakliginin 10°C tizerinde (65°C), ayni sicaklikta UP su ile farkli miktarlarda yapilan

titrasyonlar ile berrak alanlar saptanmuistir.
2.2.1.2.Mikroemiilsiyondan Diliisyon ile KLN Hazirlanmasi

Hazirlanan mikroemiilsiyon bir su ceketine oturtularak sicaklik precirol’iin
erime sicakliginin 10°C {iizeri olan 65°C’ye ayarlanmistir. Toplam agirligi 4 g olan
karigimin manyetik karigtirici yardimiyla karigtirilarak sicakliginin 65°C’ye ulagmasi
beklenmis ve sicak mikroemiilsiyon olusturulmustur. Bir yandan da buz banyosu
igerisindeki behere 20 mL UP su doldurulmus ve manyetik karistirict ile

karigtirilarak hazir bekletilmistir.

10 mL’lik bir siringa, siringa igin 6zel hazirlanmig 1sitict su ceketine
oturtulmugtur. Mikroemiilsiyon yeterli sicakliga ulasip homojen hale geldiginde,

siringaya  aktarilmistir.  Siringa, su  ceketinden ¢ikarilmadan  igerisindeki
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mikroemiilsiyon formiilasyonu igne yardimiyla hizlica behere bosaltilmistir. Sicak
mikroemiilsiyonun, soguk suya bosaltilmasi ile nanopartikiiller halinde katilagmasi

saglanmistir. Seyreltme orani 1:5 (h/h)’dir.

2.2.2. Mikroemiilsiyon Formiilasyonu Hazirlanmasi

2.2.2.1.0n Formiilasyon Cahismalari

Formiilasyonda kullanilmak tizere cesitli yag, siirfaktan ve kosiirfaktanlar
degisen oranlarda denenmistir. Denemelerde kullanilan maddelerin listesi Tablo 7’

da verilmistir.

Tablo 7: Mikroemiilsiyon formiilasyonu se¢iminde kullanilan maddeler

YAG SURFAKTAN KOSURFAKTAN
Peceol Plurol Oleique CC Etanol
Labrafac Lipophile Tween 80 1-Propanol
Labrafac PG Span 80

Lauraglycol 90

Lauraglycol FCC

Capryol PGMC

Labrafil M

Tablo 7°de belirtilen maddelerin karigimlart S/Y tipi mikroemiilsiyon

formiilasyonuna gore HLB degeri 3-6 arasinda olacak sekilde ayarlanmistir.
2.2.2.2.Ucgen Faz Diyagram Olusturma

Uggen faz diyagrami olusturmak ig¢in Mehmet Ali Ege ve arkadaslarinin
gelistirdigi bir program kullanilmistir (32). Olusturulan ti¢gen faz diyagramindaki
mikroemiilsiyon olusum bolgesinin agirlik merkezine dayanarak optimum

formiilasyon belirlenmis ve gelistirilmistir.

Yag olarak Peceol (HLB:1), siirfaktan olarak Plurol Oleique (HLB:6) ve
Tween 80 (HLB:15), kosiirfaktan olarak Etanol segilmistir. Bu maddelerin se¢ilme
nedeni olusturduklart S/Y mikroemiilsiyon sistemlerinin berrak goriiniimde

olmasidir. Diger maddelerle yapilan denemeler bu agidan olumlu sonuglanmamastir.
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Tablo 8: Uggen faz diyagrami olusturmak i¢in kullanilan maddeler ve miktarlari

Peceol (Q) Plurol(;))lelque Tween 80 (g) Etanol (g)
I 0.74 0.30 0.10 0.40
1 0.80 0.45 0.15 0.40
Il 1.00 0.30 0.10 0.40
1\ 0.90 0.41 0.14 0.55
\Y 0.80 0.45 0.15 0.60
VI 0.70 0.49 0.16 0.65
VIl 0.60 0.45 0.15 0.60

Tablo 8’de gosterildigi gibi farkli oranlarda yag, siirfaktan, kosiirfaktan
karisimlari hazirlanarak sabit sicaklik (25°C + 2) ve karistirma hizinda (300 rpm) UP
su ile titre edilerek formiilasyonun bulandigi noktalar saptanmistir. UP su eklenmesi
10 pL’lik miktarlarla gerceklestirilmistir. Bu sekilde formiilasyonun igerisinde

barindirabildigi maksimum su miktart hesaplanmstir.

2.2.2.3.Mikroemiilsiyon Formiilasyonuna Katyonik Madde Eklenmesi

Katyonik madde olarak lineer bir aminopolisakkarit olan kitozan segilmistir.
Kitozan, toksik olmayan dogal bir polimer oldugu i¢in gelistirilecek formiilasyonun
viicutta yabanci bir madde olarak algilanmayacagi diisiiniilmektedir. Ayrica sahip
oldugu katyonik yiikii nedeniyle formiilasyonla (-) yikli DNA’nin
komplekslesmesini kolaylastiracagi diistiniilm{istir.

Literatiir taramalarina gore kitozanin formiilasyona eklenmesinde en uygun
yolun asetik asit ile ¢oziilerek sulu fazda eklenmesi oldugu saptanmistir (33). Bu
yonteme gore kitozan ayr1 bir sulu ¢ozelti olarak hazirlanmistir. Cozelti % 0.3
Kitozan %1 asetik asit igermektedir. Bu ¢ozelti UP su katilmadan hazirlanan
formiilasyon {izerine su fazi olarak eklenmistir.
2.3.Formiilasyonlarin DNA ile Komplekslestirilmesi

2.3.1. Mikroemiilsiyon Formiilasyonunun DNA ile Komplekslestirilmesi

Formiilasyon daha once hesaplanan miktarlarda hazirlanip, kitozan i¢ sulu
fazda coziilerek, 320 pL hacminde kitozanli su fazi eklendiginde formiilasyonda
bulanma gozlenmistir. Bulanikligin gézlenmedigi, formiilasyonun stabil kaldig1 en

yiiksek i¢ faz miktar1 290 pL olarak belirlenerek ¢aligsmalara devam edilmistir.
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2.3.2. KLN Formiilasyonunun DNA ile Komplekslestirilmesi

Tablo 9’da belirtilen DNA:KLN oranlarina gore komplekslesme caligmalari
yapilmigtir. Daha sonra jel goriintiisiine dayanarak optimum DNA:KLN oranina

karar verilip deneylere bu oran ile devam edilmistir.

Tablo 9: DNA:KLN Kompleks Hazirlanmasi

A C
UP Toplam
No | DNA:KLN D(T;ﬁ* T;IH)N su bx '(Bu?)YA HzEcim
(ub) (ub)
1 MAS 4 - 18 4 26
2 KLN - 10 | 12 4 26
3 | pDNA 2 0 | 20 B 4 26 D
4 11 2 2 18 4 26
5 12 2 4 16 4 26
6 13 2 6 14 4 26
7 14 2 8 12 4 26
8 15 2 10 | 10 4 26
9 17 2 14 8 4 26
10 1:10 2 20 - 4 26

* DNA calisma ¢ozeltisinin konsantrasyonu 100pg/ml
(MAS: Molekiiler Agirlik Standardi, BOYA: %30 gliserol)

A

- Tablodaki 6rnekler igin tiipler hazirlanir (500ul eppendorf)
- Her tiipe tabloda belirtilen miktarda su eklenir.

- Her tiipe tabloda belirtilen miktarda KLN eklenir.

- Her tiipe tabloda belirtilen miktarda DNA ¢alisma ¢6zeltisi eklenir.

- Tipler 25°C sicaklikta, 30 dakika boyunca, 300 rpm’de karistirarak inkiibe
edilir.

- Inkiibasyon siiresi sonunda her tiipe 4ul jel yiikleme boyas1 (%30 gliserol)

eklenir ve karistirilir.
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- Karigimdan 18 pl jele yiiklenir

- Ornekler %1°lik agaroz jelde, 60 dakika boyunca, 80 voltta yiiriitiiliir
- 10 dk EtBr ¢ozeltisiyle jel boyanir
- 5 dk suyla yikanir

- Jel goriintiileme cihazinda goriintii alinir

2.4.Formiilasyonlarin Karakterizasyonu

2.4.1. Partikiil Boyutu Dagilimi Analizi

Partikiil boyutu d6l¢timii i¢cin Malvern Zetasizer cihazi kullanilmistir. Bu cihaz
foton korelasyon spektroskopisi yontemi ile ¢alismaktadir. Prensibi 633 nm dalga
boyundaki lazer 1s18inin 6rnek ile etkilestikten sonra 173°’1ik bir ag1 ile sagilan 15181n
siddetinin okunmasina dayanmaktadir. Cihaz yazilimindan alinan sonuglar Microsoft

Excel programi kullanilarak ifade edilmistir.

Olgiimlerde tek kullanimlik polistiren kiivetler kullanilmistir. Olgiim sicaklig

25°C’dir. Formiilasyonlar 10 kat seyreltilerek 6l¢iim yapilmistir.
2.4.2. Zeta Potansiyeli Ol¢iimii

Zeta potansiyeli Olglimleri icin Malvern Zetasizer cihazi kullanilmistir.
Ornekler zeta kiivetlerine doldurularak 6l¢iim alinmustir. Olgiim sicakligr 25°C dir.
Cihaz yazilimindan alinan sonuglar Microsoft Excel programi yardimiyla ifade

edilmistir.
2.4.3. pH Ol¢iimii

pH olgtimleri Mettler Toledo Seven Go Duo SG 23 cihazi ile 25+1°C’de
gerceklestirilmistir.

2.4.4. Refraktif indeks ve Viskozite Ol¢iimleri

Refraktif indeks ve viskozite degerleri, Malvern Zetasizer cihazinda partikiil

boyutu ve zeta potansiyel 6l¢iimii yaparken gerekli olacagi i¢in 6nceden Sl¢iilmiistiir.

Refraktif indeks 6l¢timii i¢in Kriiss DR301-95 cihazi kullanilmastir.
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Viskozite 6l¢iimleri icin Brookfield Programmable DV-III cihazi denenmis,
ornekler yeteri kadar viskoz olmadigi i¢in Brookfield SV-10 cihazinda o6l¢giim

alinmustir.
2.4.5. TEM (Transmisyon Elektron Mikroskobu) ile Analiz

TEM analizleri i¢in Orta Dogu Teknik Universitesi Merkez Laboratuvari
(ODTU MERLAB)’ndaki CTEM (Yiiksek Kontrastli Transmisyon Elektron
Mikroskobu) cihazi kullanilmistir. Goriintiileme 200 mesh karbon film kapli 1zgara
ile gergeklestirilmistir. Calisma 120 kV’da yapilmistir. Ornekler 1zgaralar iizerine

damlatilip oda sicakliginda kurutulduktan sonra goriintiilenmistir.
2.5.SDS Tesvikli DNA Salim Calismasi

DNA:KLN, 1:1 ve 1:2 oranlarinda taze hazirlanmistir. SDS stok
¢ozeltisinden(%30) %10 ve %5°lik olmak {izere iki seyreltme yapilmistir. 12 adet
eppendorf tiipii hazirlanip Tablo 10°de belirtilen miktarlarda DNA, KLN ve Su
eklenir ve santrifiij yardimiyla karismasi saglanir. Daha sonra 30 dakika boyunca
calkalayicida (300 rpm) inkiibasyona birakilir. Inkiibasyondan sonra SDS eklenir ve
5 dakika boyunca calkalayicida (100 rpm) inkiibasyona birakilir. Daha sonra 3 pL
%25 gliserol eklenir ve jele yiiklenir. ilk kuyucuga molekiiler agirlik standard:
yiiklenmistir. 75 dakika, 100 V, %]1 agaroz jelde yiiriitiiliir. 10 dakika EtBr ¢ozeltisi
ile daha sonra 5 dakika distile su ile yikanir ve jel goriintileme cihazinda goriinti

alinir.
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Tablo 10: SDS tesvikli DNA salim ¢aligmasi

DNA (uL) | KLN (uL) | SDS %5 (uL) | UPSu(uL) | Totaldeki % SDS

1 Molekiiler Agirlik Standardi

2 2 2 0 6 0
3 2 2 1 5 0,5
4 2 2 2 4 1
5 2 2 3 3 15
6 2 2 4 2 2
7 2 2 5 1 2,5
8 2 4 0 4 0
9 2 4 1 3 0,5
10 2 4 2 2 1
11 2 4 3 1 1,5
12 2 4 4 0 2
13 2 4 2,5 (SDS %10)* 1,5 2,5

*ornek miktarim ayarlayabilmek icin 13 numaralh kuyucukta %10’luk SDS kullamldi.

2.6. DNaz I Enziminden Korumanin Arastirilmasi

Bir giin onceden hazirlanmis olan KLN, deney esnasinda DNA ile farkli

oranlarda komplekslestirilmistir. Deneyde iki farkli firmanin (Biolabs ve Fermentas)

tirlinii olarak iki DNaz I enzimi kullanilmistir. Deneyde DNA:KLN orani 1:1 ve 2:1

olarak kullanilmustir. iki farkli enzim igin ikiser farkli konsantrasyon denenmistir.

SDS oram1 %1 olacak sekilde ayarlanmistir. Bunun i¢in SDS stok ¢ozeltisinden

(%30) % 6’lik SDS hazirlanip denemede bu ¢o6zelti kullanilmistir. Jel yiikleme

igerigi Tablo 11°da gosterilmistir. Tampon deney igerisinde 10 kat seyreltilerek

kullanilmistir. 2.5 pLL DNA i¢in 1 IU konsantrasyonunda enzim kullanilmistir.
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Tablo 11: DNaz | koruma deneyi

DNA (uL) | KLN(uL) | UPSU (uL) DNaz I* (uL) %6'(I:1kL ;sos
1 pEGFP-C1 kontrol
2 DNA + DNaz |
3 2 2 6 1 >
4 4 2 4 1 >
5 2 2 6 1 2
6 4 2 4 1 >

A B C

7 2 2 6 0.5 2
8 4 2 4 0.5 5
? 2 2 6 0.5 2
10 4 2 4 0.5 2

*0.5 uL DNaz I(RNaz icermeyen) + 1.2 pL 10x tampon + 10.8 uL. UP SU

3,4,7,8 numarali 6rneklerde Biolabs; 5,6,9,10 numarali 6rneklerde Fermentas

marka DNaz I-RNaz icermeyen kullanilmstir.

A. 30 dakika oda sicakliginda 3000 rpm’de ¢alkalanarak inkiibe edilmistir.

B. 30 dakika 37°C’de inkiibe edilmistir.

C. Ornekler %1 agaroz jelde 60 dakika boyunca 100 voltta yiiriitiilmiistiir.
Elektroforez islemi bittikten sonra 10 dakika EtBr ile boyama ve 5 dakika
distile su ile yikama yapilmis ve goriintii alinmistir.

2.7.Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

2.7.1. Sitotoksisite Calismasi

DNA:KLN kompleksleri yesil floresans protein kodlayan pEGFP-C1 plazmiti
kullanilarak DNA:KLN 1:1 (h/h) olacak sekilde gelistirilmistir. Hiicre kiiltiirii
caligmalarinda  kullanilacak  formiilasyonlar 1 giin Onceden hazirlanarak
komplekslestirme islemi deneyden 1 saat dnce yapilmistir. Calismada L-929 fare
fibroblast  hiicreleri  kullamilmistir.  DNA  ile  komplekslestirilmis  ve
komplekslestirilmemis formiilasyonlarin toksisitesi ayr1 ayr1 3, 5, 7, 10, 15 ve 20
uL’lik dozlar halinde denenmistir. Besiyeri olarak MEM-Eagle kullanilmis, ek

olarak asagidaki maddeler eklenmistir:

e L-glutamin

e Penisilin-streptomisin
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o %I10FBS

e Tripsin

96 kuyucuklu plaka kullanilarak hiicre konsantrasyonu 6000 hiicre/kuyucuk
olacak sekilde ayarlanmistir. 37+1°C’de 24 saat boyunca %5 CO2’li inkiibatorde
bekletilerek hiicrelerin kuyucuk tabanlarina tutunmasi saglanmistir. Hiicrelerin
tutunmasi mikroskop ile kontrol edildikten sonra besiyeri uzaklastirilmig ve yukarida
belirtilen dozlar taze besiyeri igerisinde seyreltilerek tiglii tekrarlar halinde 96
kuyucuklu plakaya yiiklenmistir. Dozlar eklendikten sonra tiim kuyucuklarin
hacimleri esit olacak sekilde besiyeri ile tamamlanmistir. Bu islemden sonra
formiilasyonun hiicreler iizerindeki toksisitesini gozlemlemek iizere yukarida

belirtilen sartlar altinda 24 saat inkiibasyona birakilmustir.

Inkiibasyondan sonra hiicreler {izerindeki ortam alarak, hiicreler PBS ile
yikanmistir. Yikamadan sonra taze besi yeri eklenmis ve bu besiyerinin {izerine
aktiflestirilmis XTT (hiicre c¢ogaltma kiti) soliisyonundan her kuyucuga 50 pL
eklenmistir. XTT eklendikten sonra 2.5 saat boyunca 37+1°C’de ve %5 CO2’li
ortamda inkiibasyona birakilmistir. Bu inkiibasyondan sonra ¢oklu plaka okuyucuda
absorbans degerleri (A450 — A630) olgiilmiistiir. Formiilasyonlarin uygulandigi
kuyucuklarda goriilen absorbans degerleri ile kontrol hiicrelerinin (formiilasyon
eklenmeyen kuyucuklar) absorbans degerleri karsilastirilarak formiilasyonlarin

toksisitesi hesaplanmistir.

2.7.2. Transfeksiyon yeteneginin arastirilmasi

Toksik olmadigi saptanan dozlarda formiilasyonlar hiicre kiiltiiriine
uygulanmistir. Transfeksiyonun gergeklesip gerceklesmedigi floresans mikroskopta
DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) boyama ve floresans goriintiileme ile kontrol
edilmistir. DAPI, zarar gérmemis hiicre membranindan gecerek nukleusa baglanir ve

canli hiicrelerin floresan mikroskopta mavi gériinmesini saglar.

2.7.3. Transfeksiyon Etkinliginin = Flow(akim)  Sitometri  Yontemiyle
Saptanmasi
L929 fare fibroblast hiicreleri ve formiilasyonlar 96 kuyucuklu plakaya
ekilmis ve 24 saat boyunca 37+1°C’de %5 CO2’li ortamda inkiibasyona birakilmistir.
24 saatin sonunda ortam uzaklagtirilip 100 pL PBS ile yikama yapilmistir. PBS
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uzaklastirildiktan sonra 50 uL Tripsin eklenip 5 dakika 37+1°C’de %5 CO2’li
ortamda inkiibe edilerek hiicrelerin kalkmasi saglanmistir. Hiicrelerin kalkmis oldugu
mikroskop ile kontrol edildikten sonra 100 uL PBS eklenerek karisim eppendorf
tiiplerine aktarilmistir. 5 dakika boyunca 5000 rpm’de santrifiij edilen karisimin
stipernatanti atilip 100 uL PBS eklenerek hafifce vorteks edilmistir. Accuri C6 Flow
Cytometer cihazinda okuma yapilmistir.
2.8.In-Vitro Sahhm Calismasi

In vitro salim ¢alismasi Franz Difiizyon Hiicreleri kullanilarak yapilmistir.
Membran olarak 12000 dalton cutoff seliiloz membran kullanilmistir. Donér
kompartmana 400 uL. KLNeq.DNA 1:1 (h/h) formiilasyonu, reseptoér kompartmana 5
mL PBS (10 mM, pH:7.4) eklenmistir. Deney 37°C ve 600 rpm karistirma hizinda
gerceklestirilmistir. 0.5, 1, 2, 3, 4, 6, 8 ve 24. saatlerde reseptor kompartmandan 1
mL hacminde 6rnekler alinmistir. Eksilen 1 mL yerine ayn1 miktarda PBS, 6rnek
alindiktan hemen sonra eklenmistir (34). Konrol olarak 400 pL’ye UP Su ile
seyreltilen 200 pL pDNA kullanilmastir.

Ayrica alman oOrneklerden 200°er pL ayrilarak 6 saatlik liyofilizasyon
islemine tabi tutuldu. Tamamen liyofilize hale geldiklerinde 20 uL. UP Su eklenerek

10 kat konsantre hale getirildikten sonra spektrofotometrede absorbanslar1 okundu.

260/280 ve 260/230 nm dalga boylarinda nanodrop spektrofotometrede
absorbans Ol¢limii yapilarak donér kompartmandan reseptor kompartmana gecen

DNA miktar1 tespit edilmistir.
2.9.Stabilite Calismasi

Taze hazirlandiginda partikiil boyutu, polidispersite indeksi ve zeta
potansiyeli 6lgiilen KLNeq.DNA formiilasyonu oda sicakliginda (25+1°C) karanlikta
saklanmis ve 6 hafta boyunca gozlenmistir. Ayni siire zarfinda 15 gilinde bir olmak
tizere partikiil boyutu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli degerleri dl¢iilmiis ve

karsilastirilmistir. Bu dlgtimler i¢in PSS Nicomp 380 ZLS cihazi kullanilmastir.

ME formiilasyonu ve ME.DNA formiilasyonu 8 hafta boyunca yukarida

belirtilen kosullarda saklanarak gorsel olarak izlenmistir.
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I11. BULGULAR

1. Plazmit DNA Eldesine Ait Bulgular

GeneRuler™ 1kb DNA Ladder,
ready-to-use

bp ng/0.5ug %

O BwW
=00
oo
P LSS 000 R A
o PYNOcoowo
PN

1.0% agarose

0.5pg/lane,
8cm length gel,
1X TAE, 7V/cm, 45min

Sekil 11: Elde edilen plazmit DNA'nin enzim kesimleri ile kontroliine iligkin jel goriintiisii

(1: Molekiiler agirlik standards, 2: Kontrol DNA, 3: izole DNA, 4: Kontrol Pvull, 5:
Izole Pvull, 6-7: Kontrol HindIl1+Ndel, 8-9: izole HindlI1+Ndel)

Elde edilen plazmit DNA’nin konsantrasyonu 991,99 ug/mL 6lgiilmiis ve 50
uL’lik  hacimlere boliinerek -20°C’de  saklanmugtir.  Kullanilacagi  zaman
konsantrasyonu 100 pg/mL olarak ayarlanmistir. Bu islem i¢in 1.5 mL’lik eppendorf
tiipli kullanilmig; 50 pL konsantre DNA, UP Su ile 496 pL’ye tamamlanmustir.

2. Formiilasyon Calismalarina Ait Bulgular
2.1.0n Formiilasyon Calismalari

2.1.1. Mikroemiilsiyon Formiilasyonuna Ait On Formiilasyon Calismasi

Mikroemiilsiyon formiilasyonuna ait faz diyagrami Sekil 12°de gosterilmistir.
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Siir/Kos

Sekil 12: Mikroemiilsiyon formiilasyonuna ait faz diyagrami

(yag: Peceol, su: UP Su, Siir/Kos: Plurol oleique-Tween 80/EtOH)

Bu faz diyagramindan yola ¢ikilarak hazirlanan formiilasyon su sekildedir (2 g i¢in):

e 0,56 g Peceol

e 0,14 g Tween 80

e 0,42 g Plurol oleique

e 0,56 g Etanol (absolut)
e 0,32gUPSu

2.1.2. KLNeq Formiilasyonuna Ait On Formiilasyon Cahsmasi

KLNeq formiilasyonu i¢in Siir/Kos 1:2 oraninda ¢izilen faz diyagrami Sekil
13’de, bu faz diyagraminin ¢izilmesinde kullanilan oranlar Tablo 12°de
gosterilmistir. Bu faz diyagramindan en uygun formiilasyon olarak Tablo 13’de

gosterilen oranlar secilmistir.

49



Tablo 12: KLN i¢in iiggen faz diyagrami ¢iziminde kullanilan formiilasyon yiizdeleri

% Yag | % Siir/Kos | % Su
1| 5.10151 47.05882 | 47.83967
2 19.108717 43.48678 | 47.40451
3| 11.27563 41.7426 | 46.98178
4| 13.8869 39.87115 | 46.24195
517.74931 37.23696 | 45.01372
6 | 16.97288 35.60805 | 47.41907
7| 12.5404 36.00517 | 51.45443
8| 9.63035 35.65175 | 54.7179
9 |7.317073 34.93312 | 57.7498
10 | 3.010683 35.77209 | 61.21722
11 | 5.823419 69.44271 | 24.73388

yag

100 0

ol Nl
NATA

L

o/ NN/

WAVAVAVATAYAY

WA ATAVATATATA

L NONININININ/N/N
AT

WAVAVAVA™ A
AVAVAVA, _ = AVAVAS

Sur/ Kos

Sekil 13: KLN formiilasyonuna ait faz diyagrami
(yag: Precirol ATO 5, su: UP Su, Siir/Kos: Tween 80-Lesitin/EtOH)
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Tablo 13: KLNeq formiilasyonu i¢in Y/S mikroemiilsiyonunun hazirlanmasi

Siir/Kos icerigi (3 g i¢in)
maddeler | Precirol | EQL1 | UP su | Siir/Kos | Tween 80 | Lesitin | EtOH
miktar(g) 0,1 0,056 | 24 1,44 0,67 0,33 2

2.2.DNA-KLN komplekslesme denemeleri

Komplekslesme calismast Tablo 9’da gosterildigi oranlarda gergeklestirilmistir.

Denemenin sonucunda elde edilen jel goriintiisii Sekil 14°te gosterilmistir.

Sekil 14: DNA-KLN komplekslesme denemesine iliskin jel goriintiisii

(1: Molekiiler Agirlik Standardi, 2: KLN, 3: pDNA, 4: DNA:KLN 1:1, 5:
DNA:KLN 1:2, 6: DNA:KLN 1:3, 7: DNA:KLN 1:4, 8: DNA:KLN 1:5, 9:
DNA:KLN 1:7, 10: DNA:KLN 1:10)
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2.3.pH, Viskozite ve Refraktif indeks Ol¢iimleri

KLNeq ve ME formiilasyonlarinin pH’lar1 sirasiyla 3,9 ve 3,4 olarak

Ol¢iilmiistiir. ME formiilasyonunun viskozite ve refraktif indeks degerleri sirasiyla

36,0 cP ve 1,42 nD’dir

2.4 Partikiil Biiyiikliigii Dagilimi, Polidispersite Indeksi ve Zeta Potansiyel

Olciimleri

Tablo 14: Formiilasyonlarin Partikiil boyutu, PDI ve Zeta potansiyelleri

Partikiil Biiylkligii

Zeta Potansiyel (mV)

Ornek adi (nm) (£55) PDI (£SS) (£55)
KLN:CTAB 44,9 (0,77) 0,394 (+0,011) 44,000 (+0,16)
KLN:EQ1 104,7 (+1,25) 0,309 (+0,004) 47,333 (+2,32)
KLN:CTAB:DNA 72,9 (+2,00) 0,266 (+0,001) 45,933 (+3,26)
KLN:EQ1:DNA 98,9 (+0,28) 0,287 (+0,003) 41,567 (+0,32)

Mikroemiilsiyon formiilasyonu yogun yag icerigi nedeniyle 6l¢iimlerde sonug

vermemektedir. Bu sebeple i¢ fazin damlacik boyutu i¢in 6l¢tim alinmig ve 12,7 nm

bulunmustur.
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Sekil 15: DNA igeren formiilasyonlarin partikiil biiyiikligi dagilimi

3. SDS Tesvikli DNA Salim Calismasi

Bolim 2.5°de gosterildigi sekilde hazirlanip jele yiiklenen 6rneklerin agaroz

jel goriintlisti Sekil 16°de gosterilmistir.
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Sekil 16: KLNeq formiilasyonuna ait SDS tesvikli DNA salim ¢alismasi agaroz jel
goruntusu

(1: MAS, 2,8: %0 SDS, 3,9: %0,5 SDS, 4,10: %1 SDS, 5,11: %1,5 SDS, 6,12: %2
SDS, 7,13: %2,5 SDS, 2-7: DNA:KLN 1:1, 8-13 DNA:KLN 1:2)

Sekil 17: KLNeq ve KLNct formiilasyonlarinin komplekslesmelerinin ve SDS
tesvikli salim yeteneklerinin karsilastirilmas: (1: pPDNA, 2: KLNeq, 3: KLNct, 4:
KLNeg.DNA, 5: KLNct.DNA, 6: KLNeq.DNA+%1 SDS, 7: KLNct.DNA+%1 SDS)
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4. DNaz I Enziminden Korumanin Arastirilmasi
Boliim 2.6°da gosterildigi sekilde hazirlanip jele yiiklenen 6rneklerin agaroz

jel goriintlisti Sekil 18’de gosterilmistir.

Sekil 18: DNaz I koruma testine iliskin agaroz jel goriintiisii

(1: DNA konrol, 2: DNA+DNaz, 3-5-7-9: DNA:KLN 1:1, 4-6-8-10: DNA:KLN 2:1,
3-4-7-8: biolabs, 5-6-9-10: fermentas)

5. Hiicre Kiiltiirii Calismalarina Ait Bulgular

Hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 sonucunda elde edilen absorbanslarla hesaplanan %
canlilik degerlerine gore olusturulan grafikler asagida verilmistir. Hiicre kiiltiirii
kontrolii olarak kullanilan 1929 fare fibroblast hiicreleri %100 alinarak hesaplamalar

yapilmustir.
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ME

C 5 7 10 15

doz (uL/kuyucuk)

% canlilik

ME.DNA

% canlilik

C 5 7 10 15

doz (uL/kuyucuk)

Sekil 19: DNA yiiklenmis ve yiiklenmemis mikroemiilsiyon formiilasyonunun
belirtilen dozlarinin hiicre canlilig iizerine etkisi
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KLNeq

C 5 7 10 15

doz (uL/kuyucuk)

% canlilik

KLNeq.DNA

% canlilik

C 5 7 10 15

doz (uL/kuyucuk)

Sekil 20: KLNeq formiilasyonunun (DNA ile komplekslestirilmis ve
komplekslestirilmemis) belirtilen dozlarinin hiicre canlilig1 tizerine etkisi
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% canlihk

5 7 10

doz (uL/kuyucuk)

KLNct.DNA

% canlilik

7 10
doz (uL/kuyucuk)

Sekil 21:DNAct formiilasyonunun (DNA ile komplekslestirilmis ve
komplekslestirilmemis) belirtilen dozlarinin hiicre canliligi iizerine etkisi
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% canlilik

40

20

3
doz (pul/kuyucuk)

KLNeq.DNA

% canlilik

3
doz (ul/kuyucuk)

Sekil 22: ME.DNA ve KLNeq.DNA formiilasyonlari i¢in 3 ve 5 uL dozlarinin
%canlilik grafikleri
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6. Transfeksiyon Yeteneginin Floresans Mikroskopta Gozlenmesi

Transfeksiyon sonrasi floresans mikroskopta alinan goriintiiler Sekil 24’de
gosterilmistir. A, C, E ve G olarak kodlanan resimler DAPI boyama, karsilarindakiler

ayni 6rneklerin (sirasiyla B, D, F ve H) yesil floresans goriintiileridir.

7. Flow(Akim) Sitometri Yontemine Ait Bulgular

Transfeksiyon etkinligi i¢in akim sitometresi cihazinin yaziliminda yesil
folerasan protein kodlayan plazmit i¢in uygun olan FL1-A grafigi kullanilmistir.
Yazilimdan alinip yorumlanan grafikler Sekil 23’de gosterilmistir. Kontrol olarak
ciplak DNA kullanilmistir.
8. In-Vitro Sahm Cahsmalarmna Ait Bulgular

Franz difiizyon hiicrelerinden alinan orneklerin konsantrasyonlar1 Tablo
16’de gosterilmistir. Bu absorbanslar baz alinarak liyofilize edilen ve edilmeyen

orneklerin salim grafigi olusturulmustur (Sekil 25).

9. Stabilite Calismalarina Ait Bulgular

Tablo 15: KLNeq formiilasyonunun partikiil boyutu, zeta potansiyeli ve
polidispersite indeksinin belirli zaman araliklariyla 6l¢timiine iliskin sonuglar

Partikiil Boyutu (nm) | Polidispersite indeksi | Zeta potansiyeli (mV)
1. giin 87,3 0,238 10,20
15. giin 96,8 0,203 9,3
30. giin 93,8 0,241 13,15
45. giin 77,8 0,251

Stabilite ¢aligmalarina ait bulgular Tablo 15°de gosterilmistir. 45. giin zeta
potansiyel degeri okunamamistir. 60. giin formiilasyonda bulanma gozlenmistir.
Istatistiksel degisim Sekil 26°de grafiksel olarak ifade edilmistir.

Mikroemiilsiyon ¢alismalar1 iki ay boyunca gorsel olarak izlenmis ve

stabilitesinde bir degisme gozlenmemistir.
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Sekil 23: Flow Sitometride transfekte ve transfekte olmayan hiicrelerin
karsilastirilmasi (M1: YFP negatif, M2: YFP pozitif)(Kontrol: pDNA+L929
hiicreleri)




Sekil 24: Transfekte olan L929 fare fibroblast hiicrelerinin floresans mikroskop
goriintiisii (A ve B: Mikroemiilsiyon formiilasyonu, C ve D: KLNeq 3 uL, E ve F:
KLNeq 5 puL, G ve H: Kontrol(DNA+L929 hiicreleri) )




Tablo 16: Nanodrop cihazindan alinan 6lgiim sonuglari

KONTROL (pDNA) KLNeq:DNA KOMPLEKS

Zaman (LIYOFILiZASYON) (LIYOFILIZASYON)
Arahg | Konsantrasyon 260/280 260/230 Konsantrasyon 260/280 260/230
(saat) (ng/pL) (nm) (nm) (ng/pL) (nm) (nm)

0,5 127,6 1,41 0,76 275 1,41 0,68

1 74 1,51 0,81 88,2 1,52 0,69

2 72,5 1,54 0,84 73,3 1,45 0,72

3 69,2 1,49 0,72 83 1,49 0,79

4 67,2 1,41 0,7 65,7 1,65 0,97

6 74,4 1,56 0,74 77,7 1,62 1,07

8 51,3 1,39 0,58 65,9 1,43 0,77

24 60,3 1,55 0,71 35,3 1,45 0,53

DNA SALIM
150

o

¥

——

= 3 = pDNA

E -+ KLNeqDNA

=

=

vl

0 1 23 456 7 8 9 24
Zaman (saat)

Sekil 25: Zamana bagli olarak KLNeq.DNA formiilasyonundan salinan DNA miktar1
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Partikiil Boyutu ve PDI

120 0,3
100 0,25
80 0,2
60 0,15
40 0,1
20 0,05
0 0
1. giln 15. gin 30. glin 45. gin

B Partikdl boyutu (hnm)  ==@==Polidispersite indeksi

Zeta Potansiyeli (mV)

14,00

12,00

10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

1. gln 15. gln 30. gun

Sekil 26: KLNeq formiilasyonunun zamana bagli partikiil boyutu, polidispersite
indeksi ve zeta potansiyeli degigimi

10. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) Goriintiileri

KLNeq ve KLNeq.DNA komlpleksine ait CTEM goériintiileri Sekil 27°da
gosterilmistir. A ve B kodlu olan goriintiiler KLNeq formiilasyonuna aittir. C,D,E ve
F kodlu goriintiler DNA ile 1:1(h:h) oraninda kompleks yapilmis KLNeq
formiilasyonuna aittir. Mikroemiilsiyon formiilasyonu yogun yag icerigi nedeniyle

gorlintiillenememistir.
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Sekil 27: KLNeq ve KLNeq.DNA formiilasyonlarinin CTEM goriintiileri

(A,B: KLNeq , C,D,E,F: KLNeg.DNA)
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IV. TARTISMA

Plazmit DNA saflastirmasi i¢in invitrogen plazmit maxiprep hazir Kit
kullanilmistir. Maxiprep kit kullanildigr icin DNA saflastirmasi denemelerin en
basinda yapilmis ve yeteri kadar plazmit DNA elde edilmistir (35). Ndel ve HindlIlI
enzimleri kullanilan pDNA dizisinde tek noktadan kesim yapabilen enzimlerdir. Bu
nedenle ¢ift enzim kesimi seklinde kullanilmislardir. Pvull enziminin ise aynt pDNA
icerisinde iki farkli tanima dizisi yer almaktadir. Enzim tanima dizileri Sekil 10°da
gosterilmistir. Enzim kesimleri ile yapilan deney Tablo 6’da belirtilmistir, sonug
olarak Sekil 11°deki jel goriintiisii elde edilmistir. izole edilen DNA ile kontrol
DNA’nin ayni oranda jelde yiridigi goriillmektedir (Sekil 11°de 2. ve 3. kuyucuk).
Izole edilen DNA daha yiiksek konsantrasyonda oldugu i¢in daha fazla 1s1ma
yapmistir. Pvull enzimiyle kesilmis kontrol pDNA ve izole edilen pDNA 4 ve 5.
kuyucuklarda goriilmektedir. Pvull enziminin pDNA tizerindeki kesim yerleri 2861.
ve 2251. bazlardir. Yani Pvull enzimiyle kesilen 4700 kb’lik pEGFP-C1 plazmit
DNA’sinin 610 ve 4090 kb’lik iki lineer DNA pargasi olusturmasi gerekmektedir. 4
ve 5. kuyucuklara bakildiginda bu biiyiikliikteki pargalar goriilmektedir. 6-7 ve 8-9.
kuyucuklarda Hindlll ve Ndel enzimi birlikte kullanilmigtir. Her iki enzim de tek
noktadan kesim yapmaktadir ve bu noktalar sirasiyla 1352 ve 234. bazlardir. Bu
kuyucuklarda goriilen bantlarin ayni hizada olmasi izole ve kontrol DNA’nin ayni
oldugunu gostermektedir. Yine iki kesim noktasi oldugu igin iki lineer DNA pargasi
beklenmektedir ve bunlar 1118 ve 3582 kb biyiikliigiindedir. Jel goriintiisiinde bu
biiyiikliiklerin yaklasik olarak sagladigi goriilmektedir.

DNA tastyict olarak mikroemiilsiyon formiilasyonu gelistirilmesindeki amag;
mikroemiilsiyonlarin termodinamik olarak dayanikli, transparan ve DNA tasimaya
uygun, kendiliginden olusan sistemler olmasidir (36). Deriden gegisi ve DNA’nin
formiilasyona  yiiklenebilmesini ~ kolaylastiran ~ kitozan  gibi ~ maddeler
mikroemiilsiyonlarin ~ yapisina kolayca katilabilmektedir (37). S/Y tiird
mikroemiilsiyonlarin viskozitesi yiiksek oldugundan deri iizerinde daha uzun siire
kalabilmektedir. Ayrica suda c¢oziinebilen maddeleri i¢ fazinda hapsederek dis
etkilerden korunmasini ve yapisinin bozulmamasini saglamaktadir (38). Bahsedilen
bu nedenlerden dolayr mikroemiilsiyonlar topikal ve transdermal uygulamaya uygun
sistemlerdir. On formiilasyon calismalar1 olarak cesitli yag-siirfaktan-kosiirfaktan

karisimlar1 (Tablo 7) denenmistir. Siirfaktan olarak berrak sistem olusumunu
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sagladigi i¢in Plurol Oleique secilmis HLB degeri diisiik oldugundan bu degerin
yukar1 c¢ekilmesi i¢in tween 80 ikinci silirfaktan olarak kullanilmistir. Segilen
formiilasyon igerigi ve bu icerigin secildigi alan1 gdsteren faz diyagrami Sekil 12°de
gosterilmistir. ME formiilasyonunun HLB degeri i¢erdigi maddelerin HLB degerine

ve bunlarin formiilasyondaki yiizdelerine gore 5,63 olarak hesaplanmistir (39).

KLN formiilasyonu i¢in Precirol ATOS yag kullanilmistir. Kosiirfaktan
olarak etanoliin segilme sebebi toksik Ozellik gdstermemesi ve formiilasyondaki
lesitini kolayca ¢Ozebilmesidir. Formiilasyona DNA yiiklenerek hiicrelere DNA
aktarimi amaclandig icin, gelistirilecek formiilasyonlarin partikiil boyutlarinin 100
nm’den kiiglik olmasi hedeflenmistir. Gelistirilen KLN formiilasyonuna CTAB
ilavesiyle 44,9 nm ve EQ1 ilavesiyle ise 104,7 nm boyutunda partikiiller elde
edilmistir. Boyut dagiliminin genisligini belirten PDI degerinin yaklasik 0,3 olarak
Olciilmesi de formiilasyonun yiiksek polidispersiteye sahip olmadigim
gostermektedir. Polidispersite indeksi, partikiil biiyiikligli dagiliminin standart
sapmasi olarak tanimlanabilir. Yani partikiil boyutlar1 arasinda ¢ok biiyiik farklilik
yoktur (40). Katyonik madde eklenmesindeki amag; anyonik yapiya sahip olan KLN
formiilasyonuna katyonik yilik kazandirarak, yapisindaki fosfat guruplari sebebiyle
negatif bir yiike sahip olan DNA ile iyonik etkilesimler sonucu komplekslesmesini
saglamaktir (15,41). CTAB disiik partikiil boyutu nedeniyle uygun goriilse de
toksisite ¢alismalar1 sonucunda asir1 derecede toksik bulundugundan calisma ig¢in
uygun olmadigina karar verilmistir. Katyonik maddelerin formiilasyonlarin
toksisitesini arttirdig1 sik¢a goriilmektedir (41). Bu yiizden toksisitesi diisiik olan bir
katyonik madde ile ¢alismak faydali olacaktir. EQL ile hazirlanan formiilasyonun
zeta potansiyeli (47,3 mV) DNA ile kompleks olusturmak i¢in uygun bulunmustur.
Zeta potansiyel degerinin 25 mV’un iizerinde olmasit DNA:KLN komplekslesmesi
icin yeterli goriilmektedir (41). DNA:KLN komplekslesme oranini optimize etmek
i¢in ¢esitli oranlar (1:1 ile 1:10 aras1) denenmis 1:1 (h/h) oran1 uygun bulunmustur
(Sekil 14). Tim kuyucuklardaki isima miktarinin ayni oldugu ve DNA’nin
formiilasyondan ayrilmayip jelde yiiriimedigi goriildiiglinden komplekslesmenin
basarili oldugu gozlenmistir. 4 numarali kuyucuktan sonra, komplekslerin verdigi
1isimanin ~ kuyucugun st tarafinda oldugu goriilmiistir. Bunun nedeninin
komplekslerdeki KLN oraninin artmasiyla, komplekslerin tasidigi katyonik 6zelligin

de buna paralel olarak artmasina bagli oldugu diisiiniilmektedir. Bu ¢alismanin 6nem
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arz etmesinin nedeni maksimum DNA baglanmasi i¢in optimum KLN:DNA oraninin
belirlenmesi gerekliligidir (41). SDS tesvikli DNA salim ¢aligmasinda DNA:KLN
orani 1:1 ve 1:2 (h/h) olarak deneme yapilmistir. Artan SDS oranlariyla deneme
gerceklestirilmistir (toplamda %0,5 ile %2,5 arasi). Sekil 16°da goriildiigii tizere 2 ve
8 numarali SDS icermeyen kuyucuklarda DNA kuyucugun disina ¢ikamamis, yani
salimmamigtir. Diger tiim oranlarda DNA’nmin  SDS varliginda salindigi
gorilmektedir. DNazl koruma deneyi i¢in SDS orani olarak %1 ile ¢alisilmistir.
DNazl koruma deneyinde sonuglarin daha giivenilir olmasi i¢in 2 farkli markanin
tirtinti(Fermentas ve Biolabs) enzimler kullanilmistir. DNA:KLN orani olarak 1:1 ve
2:1 (h/h) olmak {izere 2 oran denenmistir. Sekil 18’de 2 numarali kuyucukta ¢iplak
DNA ve DNazl enzimi Kkarsilastirildiginda, enzimin pDNA’y1 pargaladigi
goriilmektedir. Sonraki kuyucuklarda DNA agik sarmal ve kiiglik miktarlarda nick
DNA halinde goriilmektedir. Uygulanan 6rneklerde formiilasyonun DNA’y1 DNaz
tarafindan parcalanmaktan korudugu net bir sekilde goriilmektedir. Yapilan
denemeler sonucunda KLNeq formiilasyonunun DNA’y1 hem DNazl enziminden
korudugu hem de basarili bir sekilde salabildigi goriilmektedir. Jel goriintiilemesi
gerektiren bu denemeler ME formiilasyonu ile yapilamamistir. Bunun nedeni, ME
formiilasyonunun  yogun yag igerigi sebebiyle, jele yiiklendiginde jelin

kuyucugundan disar1 ¢ikarak tampon igerisinde dagilmasidir.

L929 fare fibroblast hiicreleri ile yapilan toksisite ¢alismalar1 sonucunda Sekil
19°da goriildiigii tizere ME formiilasyonu ile 5, 7 ve 10 pL’lik dozlarda %60 civari;
ME.DNA formiilasyonu ile 5 ve 7 pL’lik formiilasyonlarda sirasiyla %80 ve %60
civart bir canlilik goriilmistir. Daha yiiksek dozlarda canliligin azaldigi, yani
formiilasyonunun toksisitesinin arttig1 goriilmiistiir. 5 uL doz uygulamasinda goriilen
%60 canlilik oraninin, formiilasyona DNA yiiklendiginde %80°e ¢iktig1 goriilmiis, bu
sebeple ME.DNA formiilasyonunun 5 pL olarak hiicre kiiltiiriine uygulanmasi i¢in
uygun olduguna karar verilmistir. Sekil 20°de gortildigi gibi KLNeq formiilasyonu
uygulandiginda 5, 7, 10, 15 pL dozlarda yaklasik %60 oraninda hiicre canliligi
saptanmistir. Formiilasyona 1:1 (h/h) oraninda DNA yiiklendiginde toksisitenin
azaldig1i, dolayisiyla hiicre canliligimin  arttigt  gézlenmistir. KLNeq.DNA
formiilasyonu i¢in 5 ve 7 pL dozlarinin %80 canlilik gdstermesi nedeniyle hiicre
kiltiiriine uygulanabilecegine karar verilmistir. Sekil 21’de ise KLNct ve

KLNct.DNA formiilasyonlariin uygulanan tiim dozlarmin 1.929 hiicreleri igin toksik
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oldugu goriilmektedir. Bunun lizerine KLNct formiilasyonunun pDNA ile kompleks

yapip yapmadigi arastirilmais,

Sekil 17°de basarili bir sekilde komplekslestigi goriilmiistiir. Bu sebeple daha
sonraki c¢alismalar i¢in uygulanabilir bulunmamistir. Uygulanabilir bulunan
formiilasyonlarm(ME.DNA ve KLNeq.DNA) 3 ve 5 uL dozlar1 L929 fare fibroblast
hiicreleriyle tekrar denenmistir (Sekil 22). Belirtilen grafikteki sonuglardan
anlasildig1 lizere bu formiilasyonlar i¢in 3 ve 5 pL dozlarda canlilik oranmi ¢ok
yiiksektir. Plazmit DNA’nin hiicrelere aktarilmasi, yani transfeksiyon yetenegi,
floresans mikroskop ile goriintiilenerek incelenmistir. Sekil 24’te goriildiigii iizere
KLNeq ve ME formiilasyonlar1 L929 fare fibroblast hiicreleri i¢in transfeksiyon
yetenegine sahiptir. Sekil 24A ve Sekil 24B’de goriildiigi gibi ME formiilasyonu
uygulanan kiiltiirde goriintiilenen alanda daha az hiicre bulunmaktadir. Bunun nedeni
katyonik madde olan kitozan ve DNA’nin i¢ sulu faza hapsedilmesidir. Yani i¢ sulu
faz ylizdesi formiilasyonun geneline oranla ¢ok diisiik oldugundan DNA miktar1 da
KLNeq formiilasyonuna gore daha disiiktir. Flow sitometri sonuglarina gore,
ME.DNA formiilasyonunun kontrol (¢iplak DNA) uygulamasindan daha fazla
hiicreyi transfekte ettigi gézlenmistir (Sekil 23). Ayrica ME.DNA formiilasyonunun
3 puL dozu, 5 pL dozuna gore yaklasik %6 daha fazla transfeksiyon etkinligi
gostermistir. Bunun nedeni daha diisiik dozda sistemin toksisitesinin azalmasidir.
KLNeq formiilasyonunda ise %99 ile cok basarili bir transfeksiyon gozlenmistir
(Sekil 23). Ciplak DNA ile saptanan transfekte hiicrenin yaklagik 2 kati kadar
transfekte hiicre hesaplanmigtir. Transfeksiyon etkinligi testi sonuglarina gore

ME.DNA ve KLNeq.DNA sistemlerinin her ikisi de basarilidir.

In vitro salim galismalar1 franz difiizyon hiicrelerinde 12000 dalton cutoff
seliloz membran kullanilarak  gergeklestirilmistir.  Tampon olarak PBS
kullanilmasinin nedeni, literatiir taramalar1 sonucunda dermal ¢aligmalarda en yaygin
PBS tamponunun kullanildiginin goriilmesidir (42-44). Bolim 2.8’de belirtilen
araliklarla alinan drnekler +4°C°de saklanarak, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali’'na ait Nanodrop spektrofotometresi ile belirtilen
absorbanslarda DNA konsantrasyonu 0l¢iilmiistiir. DNA konsantrasyonlar1 anlamsiz
bulundugundan dolayr alternatif bir metod olarak liyofilizasyon islemi yapilarak
orneklerin konsantre sekilde 6l¢iilmesi saglanmistir. +4°C’de saklanan orneklerin bir

kismi ayrilip liyofilize edildikten sonra 10 kat siispande hale getirilip tekrar
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Nanodrop cihazinda dl¢tim alinmistir. Liyofilizasyon islemi sonucunda drneklerden
sadece su uzaklastirildigr icin, PBS tampon igerigi liyofilize haldeki o6rneklerin
igeriginde bulunmaktadir. Bu nedenle 10 kat konsantre siispansiyon haline getirme
islemi UP Su kullanilarak yapilmistir. Tablo 16°de konsantre 6rneklerde saptanan
DNA konsantrasyonu gosterilmistir. KLNeq.DNA 6rneginin konsantrasyonu kontrol
pDNA 0Orneginin konsantrasyonundan yiiksek ol¢lilmiistiir. Bu da gostermektedir ki,
KLNeq formiilasyonu pDNA’nin seliloz membrandan gecis etkinligini
arttirmaktadir. Tabloda goriilen A260/A280 absorbans degerlerinin 1,8’¢ yakin
olmasi protein kontaminasyonunun ¢ok az oldugu ya da olmadigint gostermektedir.
A260/A230 degerinin 1’e¢ yakin olmasi da alinan absorbanslarin DNA’ya ait
oldugunu ispatlamaktadir. Bu denemenin sonucunda elde edilen zamana bagli olarak

konsantrasyon degisim grafigi Sekil 25’te gosterilmistir.

Stabilite ¢alismalarina ait bulgular Tablo 15’de verilmis bu sonuglar grafige
gecirilerek Sekil 26°da irdelenmistir. KLNeq formiilasyonunun 45 giin siiresince PDI
ve Zeta potansiyelinde biiylik bir degisme goriilmemis, partikiil boyutunda kiiciik bir
azalma gozlenmistir. Del Pozo-Rodriquez’in c¢alismasinda (45) gorildigi iizere
KLN formiilasyonlar i¢in 2 aylik bir siiregte partikiil boyutlarinda %30-40 arasinda
bir azalma miimkiindiir. Bizim calismamizda bu azalma 45 giin sonra %10
civarindadir. Ayrica Del Pozo-Rodriguez’in calismasinda goriildiigii gibi KLN
formiilasyonlarinin stabilite silirecinde zeta potansiyel degerlerinde sapmalar
bulunmaktadir. 45.giin dl¢iimlerinden sonra formiilasyonun yapisi gozle goriiliir bir
sekilde bozularak, berrak olan yapi bulanik siitsii bir yapiyt andiran goriinim
kazanmugtir. Stabilite ¢alismalarindaki Partikiil boyutu, PDI, Zeta potansiyel
degerlerinde ve goriiniimde benzer sonuglar diger ¢alismalarda da goériilmektedir (46-
48). Mikroemiilsiyon formiilasyonu hem DNA’l1 hem DNA’s1z olarak gozlenmis 60

giin boyunca goriiniimiinde bir degisme olmamuistir.

KLNeq ve KLNeq.DNA formiilasyonlarinin TEM analizi sonuglar1 Sekil
27°da goriilmektedir. Mikroemiilsiyon formiilasyonu yogun yag igeriginden dolay1
kurutulamadigindan dolay1 goriintiilenememistir. Partikiillerin kiiresel ve birbirine
benzer yapilarda oldugu goriilmektedir, bu yapt formiilasyonun stabil bir sistem
oldugunu gostermektedir (48). KLNeq formiilasyonuna ait A ve B sekillerinde
partikiillerin birbirine yakin olduklar1 goriilmektedir. Bunun sebebi 6rneklerin

kurutularak goriintiilenmesidir. Partikiil boyutlarinin 100 nm’nin altinda oldugu
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goriilmektedir. Zetasizer cihazi ile dlgtiiglimiiz sonuglar partikiil boyutu dagilimim
100 nm civarinda gostermekteydi. Sekil 27A ve Sekil 27B’de gorildigi gibi
formiilasyonda 100 nm’den kiigiik partikiiller de bulunmaktadir. KLNeq.DNA
formiilasyonuna ait Sekil 27C- F goriintiilerinde DNA ile komplekslesen partikiillerin
boyutunun 50 nm civarinda oldugu goriilmektedir. Sekil 27A ve Sekil 27B ile Sekil
27C-F karsilastirildiginda, DNA igeren ve igermeyen formiilasyonlardaki
partikiillerin morfolojisi arasindaki farklilik belirgin bir sekilde goriilmektedir.
Dolayisiyla Sekil 27°den yola ¢ikilarak komplekslesmenin basarili oldugu sonucuna

da varilabilir.
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V. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada 2 farkli katyonik madde (EQ1 ve CTAB) kullanilarak
mikroemiilsiyon yontemiyle KLN formiilasyonlar1 ve katyonik madde olarak kitozan
kullanilarak ME formiilasyonu elde edilmistir. KLN formiilasyonlarinin partikiil
boyutu DNA ile komplekslesme isleminden sonra hedeflendigi gibi 100 nm’nin

altinda ol¢iilmiistiir. Zeta potansiyeli 30 mV’un {izerinde elde edilmistir.

KLN formiilasyonlar1 SDS tesvikli DNA salim ve DNazI koruma c¢aligsmalari
ile test edilmis ve sistemin DNA’y1 DNazl enziminden korudugu ve SDS tesvikiyle

salabildigi saptanmastir.

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda ME.DNA ve KLNeq.DNA formiilasyonlarinin
toksik olmadigi, KLNct formiilasyonunun ise toksik oldugu bulunmustur. Hiicreler
floresan mikroskopta incelenerek formiilasyonlarin transfeksiyon yetenekleri, akim
sitometri cihazinda sayimlar1 yapilarak da transfeksiyon etkinlikleri incelenmistir. Bu
islemler sonucunda gelistirilen formiilasyonlarin transfeksiyon yeteneklerinin ve

transfeksiyon etkinliklerinin ¢iplak DNA’ya gore yiiksek oldugu goriilmiistiir.

KLNeq ve KLNeq.DNA formiilasyonlarinin partikiil boyutu ve morfolojileri
CTEM goriintilleme ile incelenerek yaklagik 50 nm boyutunda olduklar1 ve DNA

yiiklenmesiyle yiizey gortiiniimlerinin farklilagtig: tespit edilmistir.

In vitro salim galigmasi ile KLNeq.DNA formiilasyonu igerisindeki DNA nin
12000 dalton cutoff seliiloz membran’dan gegebildigi gosterilmistir.

Sonug olarak tezin amaci olan dermal yolla kullanima uygun DNA tasiyict

sistemler olarak KLLNeq.DNA ve ME.DNA formiilasyonlar1 gelistirilmistir.
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