T.C
EGE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

DNA TASIYICI SISTEM GELISTIRME AMACIYLA MANYETIK
NANOPARTIKUL FORMULASYONLARIN HAZIRLANMASI

Farmasotik Biyoteknoloji Anabilim Dali Programi

YUksek Lisans Tezi

Ecz. Tuba YILMAZ

IZMIR

2012






T.C
EGE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

DNA TASIYICI SISTEM GELISTIRME AMACIYLA MANYETIK
NANOPARTIKUL FORMULASYONLARIN HAZIRLANMASI

Farmasotik Biyoteknoloji Anabilim Dali

YUksek Lisans Tezi

Tuba YILMAZ

1. Danigman: Dog¢. Dr. Gulten Kantarci

2. Danigman: Yard. Dog. Dr. Devrim Demir Dora

IZMIR

2012






ONSOZ

Son yillarda gen aktarimi alaninda énemli ilerlemeler kaydedilmistir. Tip,
eczacllik, tarim ve bircok alanda gen aktarim calismalari hizla devam etmektedir.
Gen aktariminda énemli parametreler; istenen genin uygun bir aktarimyodntemiyle,
biyolojik bariyerlerden etkilenmeden, niklear porlardan gecerek ve etkin bir sekilde
aktarilabilmesidir. Ayrica ilgili genin, istenen bdlgeye hedeflenmesi de sistemik
toksisitenin azalmasi, gen aktariminin veriminin artmasi yonunden o6nemli bir
parametredir.

Bu tez calismasinda manyetik kati lipid nanopartikil formulasyonu tzerinde
calistimistir. Manyetik kati lipid nanopartikdller, organizmaya verildiginde disaridan
manyetik alan uygulanarak aktif hedefleme vyapilmasi icin formilasyon
hazirlanmistir. Bu ¢alismanin farkli yoni coklu emilsiyon sistemde manyetik kati
lipid nanopartikil olusturulmasidir.

Bu tez calismasi, kimyasal gen tasiyici sistemleri gelistirerek bir adim daha
ileriye gotirmek, bilimsel calismalara katkida bulunmak amaciyla yapilmistir.

Tez calismamda, biyoteknoloji alanini sevdigim ve bu alana ilgi duydugum
icin beni ylksek lisans programina kabul eden degerli hocam Prof. Dr. Zeki
Topcgu’ya, calismalarim sirasinda ¢ok fazla emek veren, benim icin zaman harcayan
degerli danisman hocam Dog. Dr. Gilten Kantarci’ya ve benden higbir zaman
destegini esirgemeyen degerli hocam Yard. Do¢. Dr. Devrim Demir’e tesekkuril bir
borg bilirim. Calismalarim sirasinda bilgileriyle bana deneysel ¢alismalarimda isik
tutan degerli arkadaslarim doktora Ogrencileri Hasan Akbaba ve Mustafa

Kotmakchiev’e tesekkirlerimi sunarim.



Titresimli 6rnek manyetometresi (VSM) ile manyetik 6zellik él¢limlerimi
Izmir Yiksek Teknoloji Universitesi’nde gerceklestiren sayin Dog. Dr. Yusuf
Selamet’e tesekkdirlerimi sunarim.

Son olarak tez calismalarim sirasinda eczanemle ilgilendigi ve bana bu
konuda destek olduguicin Ecz. Barbaros Kilingckaya’ya ve egitimim siliresince bana

ellerinden gelen tum destegi veren aileme ¢ok tesekkir ederim.
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KISALTMALAR

KLN Kati lipid nanopartikiil

DNA Deooksiribonukleik asit

HIV Insan bagisiklik yetmezlik viriisi
HSV Herpes Simpleks Viriisu

AAV Adeno iliskili Viris

RNA Ribonikleik asit

ADA Adenozin deaminaz

PCR Polimeraz zincir reaksiyonu
SCID AQgir kombine immin yetmezlik
PLL Poli-L-Lizin

PEI Polietilenimin

DOGS Dioktadesilamidoglisil spermin
DDAB Dimetildioktadesil amonyum bromur
Chol Kolesterol

PLA Polilaktik asit

PACA Polisiyanoakrilat

ER Endoplazmik retikulum

GRAS Generally recognized as safe
HPH Yiksek basincli homojenizasyon
PCS Foton korelasyon spektroskopisi
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GIRIS VE AMAC

Son yillarda gen aktarimi, basta tip ve eczacilik olmak tizere birgok alanda
giderek 6nem kazanmaktadir. Genlerin tanimlanmasi ve genetik mihendisligindeki
gelismeler sonucu, tanimlanan genlerin aktarilmasi asamasina gelinmistir. Gen
tedavisinin temel amaci, hicrelerin hastaliga yol acan eksik ya da kusurlu genleri
yerine saglikh kopyalarini yerlestirmektir. Gen tedavisinin temel sorunu gen
aktarimidir. Bu amagcla viral ve viral olmayan gen aktaran sistemler gelistirilmistir.
Viral tastyici sistemler etkin olmalarina karsin immunojenite problemleri vardir ve
organizmada hastaliga yol acabilmektedirler. Viral olmayan tasiyici sistemler fiziksel
yontemler ve kimyasal sistemler olarak ayrilir. Fiziksel yontemlerin uygulanmasi
basit ve kolay uygulanabilir olmalarina karsin, uygulama alanlari sinirlidir. Kimyasal
sistemler ise son yillarda yogun arastirma konusu olan gen tasiyici sistemlerdir. Bu
sistemler DNA’yla kompleks olusturan ya da DNA’yi igine alarak tasiyan
sistemlerdir. Viral olmayan tasiyici sistemler, formulasyonlarinin hazirlanmasi,
depolanmalari, saklanmalari kolay oldugu igin tercih edilmektedirler. Bu sistemlerin
toksisiteleri  disuktir. Viral olmayan gen tasiyici sistemler buyuk Olcekte
hazirlanabilirler ve hedeflenebilirler.

Bu 0Ozelliklerinden dolayi, bu ¢alismada viral olmayan tasiyici sistem olan kati
lipid nanopartikillerden (KLN) yararlanilmak istenmistir. KLN’ler, s/y/s c¢oklu
emilsiyon yonteminden faydalanilarak hazirlanmistir. Hedefleme islemi ise
KLN’lere kimyasal yontemden vyararlanilarak manyetik 6zellik kazandirilarak
yaptimistir. Manyetik hedefleme pahali olmasina karsin, sistemik dolasimda kolay

elimine olan DNA gibi etkin maddeler i¢in uygun bir yontem oldugu igin sec¢ilmistir.



Calismanin amaci, ¢coklu emulsiyon yonteminden yararlanilarak katyonik kati
lipid nanopartikiller (KLN) elde etmek; daha sonra bu KLN’lere manyetik 6zellik

kazandirarak pDNA yiiklemek ve gen tedavisi icin tasiyici bir sistem olusturmaktir.



BOLUM I-TEORIK BILGILER

1.1.Gen Tedauvisi

Molekdiler tip dalinin tedavi ya da bir baska deyisle “genetik modifikasyon”
kismini olusturan tim uygulamalari kapsayan genel bir terimdir (31).

Gen tedavisi, hiicrelere bir genetik materyalin (cogunlukla bir DNA pargasinin)
uygun bir yontemle transfer edilerek hastanin tedavi edilmesidir. DNA pargasinin
hicre igine sokulmasi islemine “transfeksiyon” adi verilir (26). Hicre icindeki gene
ise transfer edilmis gen anlamina gelen “transgen” adi verilir. Bu gen aslinda dogal
bir genin (cDNA - komplementer DNA’nin ) kisaltilmis bir versiyonudur (49).

Transgen, konak hiicrenin cekirdegine ulasir; burada kodladigi proteini
sentezletmek icin 6nce okunur, MRNA sentezlenir, sonra mRNA ribozomlara taginir
ve sentez burada gerceklesir. Transgen, girdigi hicre DNA’sI disinda bir yere
yerlesebilir. Bu durumda “epizomal” yerlesimden stz edilir. Sayet transgen girdigi
konak hiicrenin DNA yapisina katilirsa, 0 DNA’da yabanci genin katilimiyla edinsel
bir mutasyon olusmus olur. Bu durum “insertional mutagenesis” olarak ifade edilir
(59).

Insan gen tedavisi yalnizca genetik bozuklugun belirlendigi ve normal genlerin
izole edilip klonlanabildigi hastaliklar icin gecerli bir tedavi tlrudir. Gen tedavisi
yaklasimlari belirli bir hiicre grubunun davranislarini ya da fonksiyonlarini
degistirmeye yoneliktir. Bu sebeple "insan gen tedavisi" genetik materyalin belirli
genetik bozuklugu dlzeltmek amaciyla hastalara uygulanmasi olarak da
tanimlanabilir. Blttn hastaliklar g6z 6niine alindiginda su an bile bu sayi oldukca
dustiktar. Dogrudan genetik degisiklikler maya, bakteri, meyve sinekleri ve bazi

memeliler (zerinde basariyla gerceklestirilmistir. Fakat bu glne kadar bozuk



genlerin aktivitesinin dizeltilmesinde veya direkt olarak insan genomunun
degistirilmesi gibi tekniklerde basarili olunamamistir (34).

Gen tedavisi, esey hucresi ve vicut hiicresi gen tedavisi olmak Uzere iki ana
baslikta incelenir. Esey hiicresi gen tedavisinde, genetik bir bozuklugu énlemek icin
esey hicrelerinin genleri degistirilir. Bu tip tedavide, genlerde yapilan degisiklik
kusaktan kusaga aktarilabileceginden, olasi bir esey hiicresi gen tedavisi hem etik,
hem de teknik sorunlar yaratacaktir (57). Somatik hiicre gen tedavisi esey hiicrelerini
etkilemez, sadece ilgili kisiyi etkiler. Ginimizde yapilan gen tedavisi calismalarinin
cogu vicut hiicresi gen tedavisini kapsamaktadir (6).

I.1.1.Tarihce

Genetik mihendisligi kavrami yeni bir kavram olmayip ilk defa 6. Uluslararasi
Genetik Kongresi’nde bitki ve hayvan islahi uygulamalari konusunda kullaniimistir
(39). 1960’h yillarin basinda yabanci DNA transfer calismalari icin uygun memeli
hlcre kultrlerinin tanimlanip karakterize edilmesi ile bu kavram buginki anlamina
daha uygun hale gelmistir. 1960’larin sonlarina dogru, Papova virlis SV40 ve
Polyomaviriis’iOn dogal yasam donguleri Gzerinde yapilan calismalarla hicresel
alim mekanizmalarin anlasilmasi ve eksojen genetik materyalin birlestirilmesi
konusunda gelismeler yasanmistir (11).

1972 wyilinda bazi bilim adamlar trafindan, iki farkli tire ait DNA
fragmanlarini birlestirerek kasitli olarak tretilmis “ilk rekombinant DNA” molekuli
(rDNA) olusturulmasi basartimistir. 1973 yilinda rDNA molekdlleri ilk kez bakteri
hicresinde eslenip ¢ogaltiimistir (47).

1974 yilinda Rekombinant DNA Tavsiye Komitesi kurulmustur. Bu komite
1976 yihinda ilk Kklavuzunu yayinlamistir (62). 1977 yilinda rekombinant DNA

teknolojileri sayesinde bdlme genlerinin kesfi gergeklestirilmistir.



1980 yilindailk olarak rekombinant DNA teknolojileri olmadan, genetik secimi
geleneksel metodlar ile yapilmis bir bakteri susunun yasayan bir organizma olarak ilk
kez patent alinmasi, ikinci olarak ise tipik bir rekombinant DNA molekili yapimina
iliskin bir patent olmak Uzere iki patent karariyla yeni biyolojik tekniklerin énemi
vurgulanmistir (33). Yine 1980 yilinda ilk eseysel kahitim degisikligi fare esey
hlcreleri Gzerinde yapiimistir (4).

1981 yilinda retroviral vektorler gen tedavisinde énemli bir ilerleme olmus,
retrovirislerin yasam dongusi ve transdiksiyon kapasitesi acikhga kavusmustur
(53).

1982 yilinda rekombinant DNA teknolojisi ilk olarak prenatal dénemde orak
hlcre anemisi hastaliginin belirlenmesinde kullaniimistir (30).

insanda ilk gen tedavisi denemesi 1990 yilinda Dr. French Anderson ve
arkadaslari tarafindan gerceklestirildi. Ex vivo gen terapisi stratejisinin kullanildig
yontemde, adenozin deaminaz enziminin (ADA) eksikliginden kaynaklanan
hastaligin tedavisi amaclanmistir. ADA eksikligi, ¢cok nadir rastlanan genetik bir
hastaliktir. Normal bir ADA geninin drettigi enzim, savunma sisteminin, normal
fonksiyonlarini yerine getirebilmesi icin gereklidir. ADA eksikligi olan hastalarda
genin yaban tipi kopyasi yoktur ve sahip olunan yetersiz ya da mutant kopyalarsa,
islevsel ADA enzimini Uretememektedirler. ADA eksikligiyle dogan g¢ocuklarda,
ciddi boyutlarda bir savunma sistemi sorunu vardir ve sik sik agir enfeksiyonlara
yakalanirlar. En ufak bir virls enfeksiyonu bile yasamsal tehlike yaratabilir. Eger
tedavi edilmezse, hastalik genellikle gocugun birkag¢ yil iginde 6limuyle sonuglanir
3).

Malign beyin timorlerinde gen tedavisi ise, 1992’de Oldfield ve arkadaslari

gerceklestirmistir. TUmor hicrelerinin herpes simpleks virisunin timidin kinaz



(HSV-tk) geni ile transdiksiyonu takiben bir nikleotid analogu olan gansiklovir

(GSV) tedavisi sonucunda timor hucrelerinin 6ldugi ilk kez Moolten tarafindan

gosterildi. Daha sonra bu yontemle beyin tlmdrlerinin invitro ve invivo ortamlarda

deneysel hayvan ve insan c¢alismalarinda 6ldtgu rapor edilmistir (58).

Tablo I. 1Gen tedavisinin tarihgesi

Yil Olay
1944 DNA’ nin katilsal bir materyal olarak belirlenmesi
1953 DNA’ nin yapisal 6zelliklerinin belirlenmesi
1961-1967 Genetik kodun anlasiimasi
1968 Restriksiyon enzimlerinin bulunmasi
1973 Farkli genlerin tek bir hicre icine aktariimasi
1974 Bakterilerde insan blytme hormonu Uretilmesi
1978 Insana ait insulin geninin klonlanmasi
1983 Humulin’ in ilk kez piyasaya surtlmesi,PCR gelistirilmesi
1985 Kistik Fibrosis icin ilk genetik isaretleyicinin belirlenmesi
1986 Supressor genlerin ortaya ¢cikmasi
1990 Insan Genom Projesi’ nin baslatiimasi
1990 ik gen terapisi




1.1.2.Gen Tedavisi Uygulanan Hastaliklar

Bu yontemle bircok hastalik tedavi edilmektedir. Gen tedavisi uygulanacak
kalitimsal bozukluklar, monogenetik ve multifonksiyonel olarak incelenebilir.

1.1.2.1.Monogenetik Kalitimsal Bozukluklar

Mendelyen kuralina gore kalitilan tek gen hastaliklari kromozomlar Gzerinde
yer alan tek bir gendeki defektten kaynaklanir. Mutasyon olarak adlandirilan bu
degisimler sonucunda olusan genetik hastaliklarda kalitim modeli; otozomal veya
gonozomal kromozomlardaki genlerden kéken almasina gore degismektedir. Ayrica
otozomal kalitimli hastaliklar, hastaligin ortaya ¢ikmasi igin gerekli olan ve bir cift
otozomal kromozom dzerinde bulunan ayni lokustaki tek bir genin veya her ikisinin
mutasyona ugramasi durumuna goére tanimlamakta ve tekrarlama riskleri farklilik
gostermektedir. B-Talasemi (Akdeniz anemisi), orak hiicre anemisi, Kistik fibrozis,
ailesel akdeniz atesi (FMF), hemokromatozis, Alfa-1 Antitripsin (AAT) yetmezligi
tek gen bozukluguna bagl bazi kalitimsal hastaliklardir (25).

Ornegin, Hemofili A hastaliinda faktér VIII konsantreleri infiizyonuyla
kanamalarin durdurulmasi ve pihtilasma kaskatinin onarilmasi saglanmistir. Gen
tedavisiyle mutasyona ugramis faktér VIII geni normal faktér VIII geni ile yer
degistirilerek teorik olarak daha uzun sireli tedavi saglanabilir, hastalik zayiflatilip
gerekli olan faktor VIII konsantresi giderilebilir. Tek gen bozukluklarinda somatik
gen tedavisi basit gériinmesine ragmen, gen tedavisi stratejileri ancak mutant gen ve
normal muadili klonlandiktan sonra gelistirilebilir. Fakat bazi tek gen hastaliklarinda
degistirilen protein hastalik patogenezine dogrudan katilmamaktadir. Diger tek gen
hastaliklari igin tek tedavi edici yaklasim; anormal protein sentezinin Gnlenmesi

seklinde klasik gen tedavisinden daha az duyarlilik gosteren yaklasimdir (52).



1.1.2.2.Multifonksiyonel Bozukluklar

Multifonksiyonel olarak kalitilan hastaliklar bir veya daha fazla gen mutasyonu
ile cevresel faktorlerin birlikte etkilesimi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu hastaliklar
tim genetik bozukluklar iginde insidansi ve prevalansi en yuksek olan grubu
olustururlar. Multifaktoriyel olarak kalitilan hastaliklar arasinda noral tip defektleri,
yarik damak-yarik dudak malformasyonlari, dogustan kalca cikigi, sizofreni,
esansiyel hipertansiyon, koroner Kkalp hastaliklari, diabetes mellitus, alerjik
hastaliklar, konjenital kalp hastaliklari 6nemli bir yer tutmaktadir.

Multifonksiyonel olarak kalitilan hastaliklarda mutasyona ugrayan gen sayisi
genelde belli degildir. Tek baslarina, mutasyona ugradiklarinda zararli bir etki ortaya
cikarmayan birka¢ mindr genin hepsinde birden mutasyon olmasiyla kimdulatif bir
etki ortaya cikabilmektedir. Ayrica major gen mutasyonlari ve ¢evre faktorlerinin de
birlikte etkilesimi sonucu hastaliklar ortaya ¢ikabilmektedir.

Ornegin; ateroskleratik kalp rahatsizligi, konjestif kalp yetmezligi, arteriel
zedelenme sonrasi intimal hiperplazi, diabetes mellitus ve romatoid artrit
multifonksiyonel bozukluklardir. Bu hastaliklarda ayrintili bir sekilde patofizyolojik
ozelligin belirlenmesi spesifik genler ve terapOtik yarar saglayan genler igin
belirlenmelidir. Anjioplasti; restozis intimal hiperplazi sonrasi vaskiler duz kas
hiicre migrasyonu, proliferasyonu ve extraseliler sivi despozisyonu ile
karakterizedir. Bu arteriyel zedelenme yanitinin olusumu vaskuler duvarin incelmesi
ve lumenin nihai daralmasiyla sonuclanir. Matriksin duz kas hticrelerinden
uzaklasmasi ve farklilasmayi Onleyici genlerin transferi hasarli bolgede restenozis
olusmasini 6nlemeye yardimci olabilir (36).

Bu tip karmasik hastaliklarda diger olasi gen tedavisi uygulamasi ise ilag

tastyici sistemlerin kullaniimasidir. Ornek olarak insiilin genleri uygulamasi diyabetli



hastalarda dustindlebilir. Diyabetik hastanin ginlik insulin injeksiyonunu ortadan
kaldirmak amaciyla teoride insulin sentez eden otolog hicrelerin Uretilmesi ile
hiperglisemi sonucu olusan serum glikoz konsantrasyonunun kontrol saglanabilir

(51).

1.1.3.Gen Tedavisi Yontemleri

Gunumuzde gen tedavisi; gen ilavesi, gen diizenlenmesi ve gen cerrahisi gibi
farkl yaklasimlarla yapilmaktadir. Gen ilavesi, hiicreye genin yeni versiyonunun
yerlestirilmesi; gen dizenlemesi, zaten yerinde olan bir genin degistirilmesi; gen
cerrahisi, belirli bir genin cikarilip yerine normal genin yerlestirilmesi seklinde

yapiimaktadir (41).

1.1.4.Gen Tedavisi Yaklasimlari
Gen tedavisi, esey hicre ve somatik hiicre gen tedavisi olmak Uzere iki sekilde

incelenir.

1.1.4.1.Esey Huicre Gen Tedavisi

Genetik bir bozuklugu 6nlemek icin esey hcrelerinin (sperm ya da ovum)
genleri degistirilmesi seklinde bir tedavidir. Bu tip tedavide, genlerde yapilan
degisiklik kusaktan kusaga aktarilabileceginden, olasi bir esey hiicresi gen tedavisi
hem etik, hem de teknik sorunlar yaratacagindan simdilik birgok (lke de insan

Uzerinde uygulanmasi yasaklanmistir (64).



1.1.4.2.Somatik Huicre Gen Tedavisi

Bu uygulamada gen tedavisi icin hedef alinan doku yalnizca hastanin bunyesel
(somatik) dokularidir. Tedavi kisinin tamamen kendisine yoneliktir ve hastanin ileri
nesilleri Uzerinde kalici hicbir etkisi yoktur (45). Dogal olarak cevresel hataliklarin
tedavisine yonelik gen tedavisi uygulamalarinin timi ve genetik hastaliklara yonelik
uygulanan tedavi yéntemlerinin buyik cogunlugu somatik gen tedavisine dahildir.

Bu tedavi ex vivo ve in vivo olmak tzere iki baslikta incelenebilir:

Ex vivo gen tedavisinde, hastadan alinan hicreler laboratuar ortaminda
cogaltilir ve bir vektor araciligiyla iyilestirici genler bu hiicrelere nakledilir. Daha
sonra, genleri basarili bir sekilde icine almis htcreler secilir ve c¢ogaltilir. Son
asamadaysa, cogaltilan bu hiicreler tekrar hastaya nakledilir. Ex vivo tedavi hiicre
disi tedaviyi kapsar. In vivo gen tedavisinde ise genleri tasiyan vektorler dogrudan

kana ya da dokulara verilir.

1.1.5.Gen Taslyici Sistemler

Gen tedavisinde genel ama¢ yabanci genetik materyalin belirli hiicrelere
tasinmasini saglayan etkin ve toksik olmayan genetik materyali iyi saklayan
tastyicilarin gelistirilmesi ve genetik materyalin hedeflenen hicreye basarili bir
sekilde aktariminin yapilmasidir. Gen tedavisi eczacilik, tip, biyokimya gibi bircok
alanda diinya ¢apinda arastirilan énemli bir konudur. Gen tasiyici sistemler biyolojik

sistemler ve biyolojik olmayan sistemler olarak iki farkl kategoride ele alinabilir.

1.1.5.1.Biyolojik (Viral) Tastyici Sistemler
Biyolojik tasiyici sistemler olarak kullanilan canlilar virtslerdir. Virtsler dogal

genetik yapilari dolayisiyla genetik materyali kendilerinde saklayip hticreleri enfekte
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etme ve genlerini transfer etme yetenegine sahiptir. Tim DNA ve RNA virisleri gen
tastyici olarak evrimlesmislerdir. Gen tedavisinde kullanilan virusler laboratuar
ortaminda patojenitesinden arindiriimis ve yiksek gen aktarma 6zellikleri devam
ettirilmistir. Batun bunlara ragmen tretimlerinin oldukga zor olmasi, toksik olmalart,
immin yanit olusturmalari ve tasiyabilecekleri genetik materyal boyutunun sinirli
olmasi dolayistyla kullanimlari sinirlanmistir. En ¢ok kullanilan viral vektorler

ilerleyen boltimlerde agilanmistir.

1.1.5.1.1.Retroviral Vektorler

Retrovirlis tasiyici sistemler viruslerin sahip olduklari hayati genler ile
terapotik genlerin yer degQistirilmesi ile gelistirilmistir. Retrovirisler kiicik RNA
virusleridir.

Retroviral vektorler ikilesim-yeterli veya ikilesim-kusurlu olabilirler. ikilesim
kusurlu vektorlerdeneysel calismalar icin en yaygin secenektir, ¢ctinkd viral ikilesme
ve paketleme icin gerekli genler ¢ikariimis veya baska genlerle degistirilmistir. Bu
virtsler hedef hiicrelerini enfekte edebilir ve tasikdiklari yiki teslim edebilirler ama
hlcrenin parcalanmasi ve 6limi ile tipik bir sonug alinir.

Benzer sekilde, replikasyon-yetkin viral vektorler virion sentezi icin gerekli
tim genlere sahiptirler ve enfeksiyon baslayinca kendilerini ¢ogaltmaya devam
edebilirler. Bu vektorlerdeki viral genomlar ¢cok daha uzun oldugu igin, replikasyon
kusurlu viral vektorlerdekine kiyasla hiicre igine ulastirilmak istenen DNA
ensersiyonun uzunlugu sinirlidir, Viral vektore bagh olarak, maksimum DNA parga
uzunlugu genelde 8-10 kb kadardir. Bu durum cogu genomik dizinin kullamini

kisitlasa da, cDNA dizileri rahathkla sigar.
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Moloney retrovirlis gibi retrovirlslerin baslica sakincasi, transdiksiyon
olabilmesi i¢in hiicrelerin aktif olarak bélinlyor olma gereksinimidir. Bunun sonucu
olarak, ndron gibi hicreler retroviris enfeksiyonu ve transdiksiyonuna ¢ok
direnclidir. Ayrica, ensersiyon mutagenezi bir endise konusudur, ¢lnki konak
genomunun i¢ine entegrasyon kansere yol acabilir (9).

Retroviral vektorlerin uygulama alanlart:

* Kronik Graniilamatoz

* Ailesel Hiperkolesterolemi

* Fanconi Anemisi

 Gaucher Hastaligi

* Hunter Sendromu

* SCID (Agir Kombine immiin Yetmezlik)

1.1.5.1.2.Adenoviral Vektorler

Adenovirisler solunum yolu, sindirim yolu ve géz enfeksiyonlarinayol acar.
insanlar genelde adenoviriislerle sik sik karsilastiklari icin bu virtisler hizla immiin
tepkilere yol acar, bunun da potansiyel olarak tehlikeli sonuclari olabilir.

Adenovirisler, enfekte ettikleri hicrelerin kromozomlarina entegre olmayan
cift sarmal DNA virtsleridir. Bu 6zellik onlarin temel arastirmada kullaniimasini
sinirlar ama adenoviral vektorler bazen in vitro deneylerde kullanilirlar.

Adenoviral vektorler, 1990°da ilk gen transfer deneyleri ile birlikte Kistik
fibrozisin gen tedavisinde akciger dokusuna afiniteleri nedeniyle kullaniimislardir.
Bolinmeyen hiicrelere genetik materyali nakletme yetenekleri nedeniyle ailesel
hiperkolesterolemide, ndérolojik ve kardiyovaskuler sistem hastaliklarinda

kullanilmalari amaciyla calismalar yapilmaktadir. imminojeniteleri nedeniyle
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konakgida inflamasyon ve toksik tepkilere yol acabilmektedirler. Bu etkilerden
sorumlu olan E2 geni cikarilarak vektor tretme calismalar yapilmaktadir (20).
Adenovirislerle yiksek titrede vektor olusturulabilmektedir (10-12 pfn/ml). Ayrica
7-8 kb genetik madde tasiyabilmektedirler.

Adenoviral vektdrlerin kullanim alanlari:

* Kistik Fibrosis

* Yara iyilestirilmesinde

1.1.5.1.3.Herpes Simpleks Virusi (HSV)

Herpes ailesi virGsleri insanlarin g6z, dudak ve vajina mukozasinda
enfeksiyona sebep olur. Hayat dongulerinde sensor genleri enfekte eder ve néron
hicreleri araciligiyla go¢ ederler ve belirti géstermeyen enfeksiyonlara neden olurlar.
Bu ozellikleri ile genlerin beyin timdrlerine tasinmasi icin oldukga uygundurlar.
Norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde terapotik gen aktarimi icin gelistirilmis,
biylik DNA virusleridir. Konakgl genomuna entegre olmamalari, noérodejeneratif
beyin hastaliklarda kullanilabilir olmalari, virus genomunun buyik olmasi (transgen
bayuklagl -35kb) gibi avantajlari vardir. Bu virislerle gen tedavisi kisa sireli ama
yilksek titrede saglanabilmektedir. immiinojeniteleri ve sitopatik ozellikleri
sinirlayici faktorlerdir (29).

HSV’nin uygulama alanlari:

- Parkinson Hastaligi

- Alzheimer Hastahg

- Huntington Hastalig

- Epilepsi

- Lesch-Nyhan Sendromu
- Multiple Skleroz

- Beyin timaorleri
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1.1.5.1.4.Adeno iliskili Viris (AAV)

Replikasyon icin yardimci virlsiin ko-enfeksiyonuna ihtiya¢ duyan, patojenik
olmayan kiciuk DNA virusleridir. Kiclk oldugu icin normalde bile ¢gogalmak igin
yardimcl virlise gereksinim duyar ve tasiyabilecegi genetik madde kucuktir (4kb).
Bolinmeyen hicrelere genomunu integre edebilmektedir. Normal virtsun 19.
kromozomun g kolunda 6zgiin integrasyon bdlgesi oldugu halde vektor halindeyken
bu 6zellik kaybolmaktadir. Bu bolgeye affinite virisin kendi genleri oldugu surece
korunmaktadir. Hepatosit ve ndronlara integre olabilir (19).

AAYV uygulama alanlari:

- Kemik iligi hiicreleri

- Lenfosit ttrevli hiicreler

- Solunum yolu epitelyal hicreleri

- Kistik Fibrosis-Faz |

- Norodejeneratif hastaliklar

- Hemofili B hastaligi-Faz |

1.1.5.1.5.Poxvirus

Poxvirlsleri asi olarak cicek hastaliginin eradikasyonunda kullanilmislardir.
Cift zincirli DNA virusleridir ve bollnen, bolinmeyen tim hicreleri enfekte
edebilirler. HSV ler gibi poxvirtsler de biyik genoma (186 kb) sahiptirler ayrica 25
kb*a kadar olan buyuklikte transgenik sekans barindirabilme kapasiteleri vardir.
Cicek hastaligi asisindaki uzun yillardir kullanimi, distk toksisitesi, yliksek tasima

kapasitesi bu vektdrlerin avantajidir (50).
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1.1.5.2.Biyolojik Olmayan (Viral Olmayan) Taslyici Sistemler
Biyolojik olmayan sistemler fiziksel ve kimyasal yontem olmak U(zere ikiye

ayrilir.

1.1.5.2.1.Fiziksel Yontemler

Bu yoéntemlerde c¢iplak DNA molekilunun direkt olarak sitoplazmaya aktarimi
s6z konusudur. Endozomal ve lizozomal asamalar atlandigindan dolayr enzimatik
degredasyona karsi DNA korunmus olur. Fiziksel yontemler genellikle topikal gen
tedavisi uygulamalarinda kullaniimaktadir. Bu yontemler ilerleyen bdélimde

incelenmistir.

1.1.5.2.1.1. Ciplak DNA’nin Dogrudan Enjeksiyonu
En basit gen aktarim yontemidir. Plazmit DNA dogrudan dokulara veya
sistemik dolasima enjekte edilir (24). DNA enjeksiyonu ile gen aktariminda,

enjeksiyon dozu ve siresi etki profili bakimindan oldukc¢a 6nemlidir (28).

1.1.5.2.1.2.Elektroporasyon ve Nukleofeksiyon

Elektroporasyon, hiicrelere veya dokulara kisa zamanl ¢ok kuvvetli elektrik
akimi uygulayarak, hicre zarinda nanometre boyutunda gegici porlar olusturulmasi
islemidir.Bu gecisken durumda zar, hiicrelere DNA, enzim, antibadi ve diger
makromolekul gegisine izin verir. Dusik dozda ve optimize edilmis elektriksel
parametreler kullanilarak, hiicre tipine spesifik ¢ozeltiler yardimiyla DNA’nin hiicre
cekirdegine hizli bir sekilde hiicre béltinmesine bagli olmadan ulastiriimasi islemine

nlkleofeksiyon adi verilir (8).
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1.1.5.2.1.3.Biyolistik Gen Tabancasl

Mikro blyuklukteki tungsten veya altin parcaciklari DNA ile kaplanip, gen
tabancasi kullanilarak, helyum basinci ile ylksek hizla hiicrelere gonderilmektedir
(68).

Biyolistik transfeksiyon verimini etkileyen parametreler:

- Partikdllerin biyuklugu

- Hedef uzakhgi

- Vakum bolmesinin genisligi

- Hucre kaltar plaklarinin baytklugu

- Helyum basinci

- Yarik uzakhigi

- Makrotasiyicinin hareket mesafesi

1.1.5.2.1.4.Ultrason
Terap6tik ultrason uygulamasi membran gecirgenligini artirmaktadir. DNA
yuklu i¢i gaz dolu albumin mikrobaloncuk ticari Griini Optison buna 6rnek olarak

verilebilir (54).

1.1.5.2.2.Kimyasal Sistemler

Kimyasal tasiyici sistemler genel olarak katyonik karakterdedir. Katyonik
karakter negatif yUkli DNA ile elektrostatik etkilesim saglar. Katyonik olan bu
sistemler negatif yukli hicre yiizeyiyle etkilesirler ve genellikle fagositoz ile hicre
icine alinirlar. Bu sitemlerin etkinlikleri toksisiteleri, partikilbuytklikleri, zeta
potansiyelleri, vicutta dagilma bdlgeleri gibi 0Ozelliklere baghdir. Asagida viral

olmayan tasiyici sistemler ana basliklar halinde anlatiimistir (5).
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1.1.5.2.2.1.Katyonik Lipidler

Katyonik lipidler, DNA’nin negatif yikli fosfat gruplariyla etkileserek negatif
yuki notrolize ederler.  DNA’nin  daha siki  bir yapt haline gelmesini
saglarlar.Katyonik lipidler genel olarak hidrofilik bas kisim,hidrofobik lipid kismi ve
baglayici kisimdan olusan amfifilik molekillerdir. Hidrofilik bas gurubu pozituf yik
tasir ve negatif yikli DNA ile etkilesir. Baglayici kisim, lipidin
biyoparcalanabilirligini ve kimyasal stabiliteyi belirleyen boltimadir.Hidrofobik

lipid kismi, miseller yapi olusumuna katilir ve hiicre membrani ile etkilesir (21).

Elr_\,fj

Sekil 1. 1. DDAB’In kimyasal yapisi

En cok kullantlan ticari lipid formulasyonundan bazilari sunlardir:
DOGS:Dioktadesilamidoglisil spermin
DDAB: Dimetildioktadesil amonyum bromar

Chol: Kolesterol
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1.1.5.2.2.2.Katyonik Peptidler

DNA tasiyici sistem olarak kullanilan peptidler lizin, arjinin, histidin gibi
pozitif yukli aminoasitler icerirler. Bu pozitif yukli aminoasit yapilari nedeniyle
DNA’nin negatif yikli fosfat gruplariyla elektrosatik cekime girerler. Kondense
olmus peptid-DNA kompleksleri, spesifik hiicre reseptorlerine baglanarak ya da

spesifik hicre ¢esitlerine baglanarak hicre icine alinirlar (37).

\ ,Lys-Lys-Arg-Lys/ + .’E,r‘,_—ga

Peptit . pDNA

Peptit/DNA kompleksi

v
Reseptdr aracih baglanma
.

ﬁgﬁ' 7 Lr] - s k. Hiicre membrani
Endositoz e
" f#’ C
B :

Endozomdan kurtulma Lizozom

D

S
Cekirdege giris "

/ ﬁ::;-‘/ mRNA
/ Cekirdek \

Sekil 1. 2. Katyonik peptid-DNA komplekslerinin biyolojik bariyerden gegisinin
sematik gosterimi

1.1.5.2.2.3.Katyonik Polimerler
Katyonik polimerler, DNA’ya elektrositatik etkilesimle baglanarak polimer-

plazmid kompleksleri (polyplexes) olusturur katyonik polimerlerin ortak 6zellikleri
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sitotoksik olmalaridir. Toksisiteleri molekil agirhgina ve bilesimlerine baghidir.
Toksisiteleri polimerin yik yogunlugu degistirilerek azaltilabilir. Genellikle katyonik
blok ve hidrofilik blok iceren blok kopolimerler DNA baglayan transfeksiyon ajani

olarak kullanilir.

a. Poli-(L-Lizin) ve Kopolimerleri
Polilizin DNA ile fizyolojik kosullarda karsilastiginda, c¢oézinmeyen bir
kompleks olusturur. Bu kompleks, yizeyindeki fazla pozitif yuk nedeniyle lipid,
protein gibi serum bilesenleriyle ya da negatif yikli hiicre membraniyla non spesifik
olarak etkilesebilir. Hucreye spesifik gen tasiyici olarak kullanmak icin sterik engel
etkisini azaltmak amaciyla, hidrofilik polisakkarit yan zincirleri iceren polilizin graft
polimerleri sentezlenmistir. Ornedin hyaluronik asit iceren kopolimerler DNA’yI
karaciger sinusoidal endotelyal hiicrelerine tasimak icin spesifik olarak hazirlanmistir
(16). Polilizin kopolimerlerinden bazilari sunlardir:
Galaktozlanmis Poli-(L-Lizin)(Gal-PLL)
Poli-(L-Lizin) ve Polietilen Glikolin Kopolimerleri

Poli-(L-Lizin) ve Arabinogalaktan’in DendriTIC Graft Kopolimerler

=0

H-N "
£ \“\ . "‘-uD

+|_|3

Sekil I. 3. Poli-L-Lizin (PLL)’inkimyasal yapisi
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b. Polietilenimin(PEI)

DNA tasinmasinda tek basina veya viral proteinlerle kompleks halinde
kullaniimaktadir. Yiksek molekil agirhikli PEI’ler, molekil agirhi§r yuksek,
katyonikligi ylksek dallanmis polimerlerdir. Diger polikatyonik molekillerle
kiyaslandiginda sitotoksisiteleri fazladir (32). Sitotoksisiteyi azaltmak icin az
dallanmig, molekdl agirhgr disik ve partikdl biydklugi dagilimi dar PEI
sentezlenmistir. Dustk molekdl agirlikh PEI’nin  vitro sekilde gen aktarimi

yaptiginda sitotoksisite gézlemlenmemistir.

el

Sekil 1. 4.DogrusalPolietilenimin (PEI)’in kimyasal yapisi

C. Kitosan Polimeri

Kitosan dogal bir polisakkarit olan kitinden deasetilasyonla elde edilir.
Biyolojik olarak gecimli, toksik olmayan ve biyoparcalanabilir yapida olmasindan
dolayr gen tasimada en cok tercih edilen polimerlerden biridir. Ayni zamanda ucuz
olmasi, kolay bulunabilirligi, biyoadheziv 6zelligi nedeniyle tercih sebebidir. Kitosan
suda ¢oziinmez, pH 6.5%in altindaki dillie asit ¢Ozeltilerinde ¢ozlnlr. Katyonik
yapida bir poliamin olmasindan dolayr DNA’ya yuksek afinite gosterir.

Biyoteknoloji, kozmetik, biyomedikal gibi alanlarda genis bir klanlima sahiptir (16).
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CHz0H

0 Q
OH
NH: n

Sekil 1. 5.Kitosan polimerinin kimyasal yapisi

d. Jelatin

Jelatin kollajenin denatiire formudur. 35-40°C’de jellesme Ozelligi olan bir
poliamfolittir. pH 5’in altinda pozitif yukludir. DNA ile koaservat olusturmak igin
komplekslesebilir. Capraz baglanmadan sonra olusan koaservat, iyonik glci yiksek

cozeltilerde stabildir.

1.1.5.2.2.4.Lipozomlar

Kolloidal tasiyict sistemlerden biri olan lipozomlaryaklasik 0,02-3,5
mikrometre capinda kiiresel vezikillerdir. Lipid cift tabaka ve sulu faz olmak Uzere
iki kisimdan olusurlar. Lipit ¢ift tabaka tek veya ¢ok sayida olabilir.

DNA’y1 veya tasidigi ilag molekullerini sulu i¢ fazlarina hapsederek niikleazlar
tarafindan parcalanmasina engel olurlar. icerisine hapsettigi etkin maddenin
farmakokinetigini degistirirler (22).

Son vyillarda plasmit DNA veya antisensoligonukleotitlerin hicrelere
katyonik lipozomlarla verilmesinin viral vektorlere ustiinlik gosterdigi bildirilmistir.
(-) yukli plazmitin katyonik lipozomlarla elektrostatik etkilesime girdigi sonug

olarak hiicreye fiizyon yoluyla verildigi saptanmistir.

1.1.5.2.2.5.Emulsiyonlar
Birbiri ile karismayan iki sividan birinin emdilgatorler vasitasi ile diger sivi
icinde damlaciklar halinde dagilmasi ile olusan iki fazli heterojen sistemlerdir.

21



Emudlsiyon formilasyonunda temel olarak, lipofilik sivi hidrofilik sivi ve yizey etkin
madde bulunur. Yuzey etkin maddelere distk HLB degerinde, daha ¢ok yag fazinda
cOziinebilmekte ve dayanikli S/Y emidilsiyonlar olusturabilmektedir. Ornek olarak
non-iyonik bir sorbitan yag asidi esteri olan Span 85 verilebilir. Yiksek HLB
degerinde ise dayanikli Y/S emilsiyon olusturabilirler. Bu tip yizey etkin maddelere
ornek olarak Poloksamer 188 verilebilir.  Katyonik lipidler, yaglar, nétral
fosfolipidler ve non iyonik sirfaktanlar kullanilarak emilsiyon formulasyonlari

hazirlanmistir (12).

HO OH

b)

CH,
H {o 0 o/\;LoH
a b a

Sekil 1. 6. Span 80’in kimyasal yapisi (a),Polaksamer 188’in kimyasal yapisi (b) a:80
b:27
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Spesifik emulsiyon tipleri sunlardir:
-Coklu emilsiyonlar
-Mikroemdilsiyonlar

-Florokarbon emilsiyonlar

-Kuru emdilsiyonlar

-Submikron emdilsiyonlar

a. Coklu Emulsiyonlar

Coklu emdilsiyon sistemler karmasik sistemlerdir. S/Y/S veya Y/S/Y olarak
hazirlanabilen emulsiyonun emdlsiyonu olarak da bilinen sistemlerdir. Dispers faz
icinde dis faz ile ayni yapiya sahip daha kiicuk damlaciklarin dagildigi emulsiyon
sistemleridir. En ic faz birbiri ile ayni olabilecegi gibi, birbiri ile karisabilen iki farkli
maddeden de olusabilir.

Coklu emulsiyon hazirlanmasinda en 6nemli nokta, strfaktanlarin secimi ve
oranlarinin belirlenmesidir. Bu maddelerin HLB degeri cok 6nemlidir. HLB degerleri
birbirinden ¢ok farkli iki strfaktan kullanilir. Genellikle S/Y/S tipi ¢oklu emilsiyon
sistemi icin Y/S tipi primer emilsiyonun olusumunda lipofilik ylzey etkin madde,
hidrofilik ylzey etkin madde ise, S/Y/S tipi ¢coklu emilsiyonlarda, dis su fazi ile
primer emdilsiyonun dis fazi olan yag fazi araylzeyine yerleserek coklu
emdilsiyonlarin olusumunu saglarlar. Ornegin, HLB degeri 15 olan Tween 80(T 80)

dis su fazi yizeyinde etkilesim icin siklikla kullanilan bir yuzey aktif maddedir (12).
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0

a+h+c+d = 20

Sekil 1. 7. Tween 80’in kimyasal yapisi

b. Mikroemdalsiyonlar

Son yillarda oldukca 6nem kazanan mikroemulsiyonlar, termodinamik olarak
dayanikl, disuk viskoziteli, saydam, ¢ok kiictik damlacik blyukligtne sahip (5-140
nm) ve kendiliginden olusan sistemlerdir. Genellikle yad fazi, su fazi, surfaktan
(yuzey etkin madde) ve ko-surfaktan olmak tzere dort bilesen icermektedirler.

Mikroemilsiyonlarin olusabilmesi igin u¢ 6nemli kosul gerekmektedir. Bunlar:

- 'Yag ve suyun birbiri icinde kendiliginden karisarak emulsifiye olabilmesi igin
yag-su arayuzeyindeki  gerilimin  ¢cok disuk olmasi (103  N/m'den
klcuk)gerekmektedir.

- Surfaktanin konsantrasyonu optimum olmalidir.

- Mikroemilsiyonun dayanikliligini arttirmak icinarayiizey akici ve esnek
olmahdir.
Mikroemdilsiyonlarin ustunlikleri:

-kolayca hazirlanip uygulanmalari

-viicutta kalis sirelerinin uzun olmasi

-ila¢ yikleme kapasitelerinin yiiksek olmasi

-surfaktan ve ko-surfattanlarin etkisiyle hiicre permeabilitesini arttirmalari ve

dolayisiyla emilimi kolaylastirmalari sayilabilir.
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C. Florokarbon Emudlsiyonlar

Kan vyedegi olarak ve oksijen tasinmasini gerektiren bazi tedavi
uygulamalarinda kullaniimak Uzere perflorokarbonlarin emilsiyonu hazirlanmistir.
Bu tip emdlsiyonlar perflorokarbon emilsiyonlar olarak adlandirilir.
Perflorokarbonlarin oksijen ve karbondioksit gibi gazlari ¢dzme yeteneklerinin
yuksek olmasi, kimyasal ve biyolojik olarak gecimli ve inert olmalari nedeniyle kan
yedegi olarak tercih edilmektedirler.

Florokarbon emilsiyonlar organ korunmasi ve kanser tedavisinde yardimci

madde olarak, tanida kontrast ajani olarak kullaniimaktadirlar.

d. Submikro Emulsiyonlar

Birbiriyle karismayan en az iki sividan, birinin digeri icinde disperse oldugu
50-1000nm partikal baydkligine sahip sistemlerdir. Negatif ve pozitif yikli
olabilirler. Duslk biyoyararlanimgdsteren ve kisa yari émre sahip etkin maddelerin

farmakolojik 6zelliklerini ve biyoyararlanimlarini arttirirlar (18).

e. Kuru Mikroemdalsiyon

Suda ¢6zinen veya c¢Ozilmeyen tastyicilar iceren Y/S emidlsiyonun kuru
tutulmasiyla elde edilen sistemlerdir. Kurutma islemi sonucunda su fazi
uzaklasmakta ve kati tasiyici yag fazini igine almaktadir. Bu sistemler toz haldedir ve
in vivo ortamda veya sulu cozeltiyle temas ettiginde kolayca Y/S emilsiyonuna

donusebilmektedirler.
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1.1.5.2.2.6.Dendrimerler

Merkezde cekirdek molekil ve etrafinda simetrik dallanmis molekdllerden
olusurlar. Ayrica kademe molekulleri adi da verilen yeni bir tir polimerlerle
yaptlanmistir. Katyonik karakterde hazirlanan dendrimerler DNA ile etkilesime

girebilirler (56).

1.1.5.2.2.7.Nanopartikiller
Buyuklukleri 10-100nm arasinda degisen, ¢c6zinmis, hapsedilmis veya absorbe
olan etkin maddeyi kontrolli olarak salan kati Kkolloidal partiktllerdir.
Nanopartikdllerin hazirlanmasinda albimin, kitosan, arjinat gibi dogal polimerler ve
poli(laktik asit)-PLA, poli(siyanoakrilat)-PACA gibi sentetik polimerler kullanilir.
Nanopartikillerin avantajlari;
-Ligantlar baglanarak hedeflenebilirler.
-Liyofilize edilerek saklanabilirler.
-Farkli biyoaktif ajanlar bir arada enkapstle edilebilir.
-DNA’yl serum nukleazlarina karsi degradasyondan koruyabildikleri icin

biyoyararlanimi arttirirlar (13).

1.1.6.Viral Gen Taslyici Sistemlerin Oniindeki Engeller

1.1.6.1.DNA’nin Hucresel Birlesmesi

DNA’nin  ve hicre yizeyinin negatif yukli olmalarn  nedeniyle
karsilastiklarinda etkilesme olasiliklari oldukga dusuktir. Bu sebeple DNA
polikatyonik kompleksler halinde hiicreyle etkilesebilir. Polikatyonik ajanin

katyoniklik derecesi DNA’yI notralize edebilecek diizeyde olmalidir (46).
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1.1.6.2.Viral Olmayan Gen Tasima Sistemlerinin Hiicre icine Alinmasi

Viral olmayan gen tasiyici sistemler hiicre ylizeyinde multivalen kompleksler
olusturarak agregasyona neden olurlar. Hicre yizeyi ile spesifik olmayan
elektrostatik etkilesime girerler. Hucre yizeyindeki agregasyon nedeni ile endositoz
ve fagositoz seklinde hucre icerisine alinirlar. Bu sistemlerde DNA’nin hedef
hiicreye spesifik olarak baglanabilmesi icin uygun kompleksler yapilmasi

gerekmektedir.

1.1.6.3.Viral Olmayan Gen Tasima Sistemlerinin Hucreler Arasi Trafigi

Gen tedavisinde énemli sorunlardan biri de viral olmayan gen tasiyici sistemin
hicre icine alinmasi ile hicre tarafindan endositik kompartman olarak gérilmesidir.
Hicre icine alinan non viral tastyici sistemlerin izleyebilecegi birka¢ yol vardir. Bir
yol olarak, hiicre icerisine giren non viral sistemler ge¢c endozomlara tasinmak tizere
erken endozomlar olarak tanimlanan yapilarin icine alinirlar. Ge¢ endozomdan
lizozoma gecen sistemler lizise ugrarlar. Ge¢ endozomdan serbest kalan DNA

sitozolden gecerek hiicre gekirdegine girebilir.
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Sekil 1. 8. DNA’nin sitozolden tasinmasi:1) Klatrin aracili endositoz; kaveollerden
endositoz; 3) makropirositoz: Lx — lipopleksler, EE — erken endositoz, RE — geri
doéndstime ugrayan endozolar, LE — ge¢ evrede endozomlar, LY - lizozomlar, CV —
kaveozomlar, G — golgi aygiti, ER — endoplazmik retikulum, N — ¢ekirdek (66).

Endozomdan serbest olarak ¢ikan DNA sitoplasmada niikleazlar tarafindan
dejenere edilerek transfeksiyon etkisi azalabilir. DNA’nin ¢ekirdege ulasabilmesi
icin iki potansiyel ihtimal vardir:

-Mitosis sirasinda membranin bozulmasiyla direk olarak

-Aktif transportla ya da pasif difflizyonla nuklear porlardan gegerek (65).
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1.1.6.5.Plazmit DNA’nin Hiicresel Lokalizasyonu

Transkripsiyon basamagina gecilmesi icin DNA’nin nikleusa transfer olup
yerlesmesi gereklidir.

Nuklear porlar niklear cekirdek Gtzerinde ¢ok sayida ve yizey yogunlugu
yilksek olacak sekilde gémilii durumdadir (15). iki farkli konformasyonel yapida
oldugu dustnalur. Kapal yapi 9 nm’de kiiglk boyuttaki molekllerin pasif diflizyona
izin verir. Acik durumda ise 26 nm’den kiicik molekdllerin gegisine izin verir (63).
Acik durumdaki yapi stper sarmal DNA’nin niikleusa gegcmesine izin verir, ancak

kompleks yapinin gegmesine izin vermez.

1.1.6.6.Viral Olmayan Taslyici Sistemlerin Toksisitesi

Viral olmayan gen tastyici sitemlerin en 6nemli ve arastirilan problemlerinden
biri sitotoksisitedir. Kaslardaki kreatin kinaz (48) gibi sitozolik belirteclerin varhgi
akut toksiste sonucu olusan hiicresel nekrozun belirtisi sayilir. Bu veriye gore pozitif
yuklu tasiyici vektdrler DNA ile komplek halde degilken en yiisek toksisite degerini
gosterir. Fakat bu sistemlerin toksisite mekanizmalarina ait kesin veriler

bulunmamaktadir.

I.2.Kati Lipid Nanopartiktller (KLN)

ideal bir kolloidal sistem, icindeki etkin maddeyi hedeflenen bolgeye tasimali
ve bu bolgede istenilen sartlari saglayarak serbestlestirebilmelidir. Bu amagcla, 1991
yilinda lipozom, yag emilsiyonlari ve kati partikillerin avantajlari birlestirilerek
suda zor ¢Ozunen lipofilik etkin maddelerin intravenoz verilisi igin alternatif KLN

sistemleri gelistirilmistir (17).
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1960 yilinda, parenteral beslenme amaciyla ilk givenilir parenteral yag
emilsiyonu Intralipid Wretlind® tarafindan parenteral gelistirilmistir. Bu lipofilik
ilaglar icin yeni tasima sistemlerinin baslangicidir. Basarili market Grinleri
Diazemuls ve Duziprivan bu tasima sistemlerinin ilk érneklerindendir (60). Ancak
ilag iceren emdlsiyonlarin zeta potansiyele bagh olarak, ilaci hapsedememe,
emulsiyonun bozulmasi, kiimelesme gibi kritik fiziksel stabilite sorunlarina sahiptiler
(35).

KLN’ler, oda ve vicut sicakliginda kati halde bulunan lipidler ilehazirlanan ve
emulgatorler ile stabilize edilen, nanometre boyutundaki partikillerdir. KLN’ler
genel olarak kati lipidler, emulgatorler ve sudan olusmaktadir. Lipid terimi
genisanlamda kullaniimaktadir ve trigliseridleri (tristearin vb.), kismi gliseridleri
(kompritol vb.), yagasitlerini (stearik asit vb.), steroidleri (kolesterol vb.) ve mumlari
(setil palmitat vb.) icermektedir. Lipidler genellikle, GRAS (Generally Recognized
As Safe) 6zelligine sahip fizyolojik bilesiklerdir.

Lipid dispersiyonu stabilize etmek icin, yuklerine ve molekul agirliklarina
bagli olarak buttinemilgator tipleri kullanilabilmektedir. %1-5 emdlgatér veya
emulgator/yardimct  emulgatorkompleksi  ile  stabilizasyon  saglanmaktadir.
Emdilgatérin se¢imi, uygulama yoluna baghdir. Parenteral uygulamalar igin
kullanilabilecek emiulgatorler oldukg¢a sinirhidir.  Emulgator amagclikullanilan
maddelere 6rnek olarak lesitinler, poloksamerler, etoksillenmis monogliseridler ve

polisorbatlar verilebilir.
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Sekil 1. 10. Esterquat 01’in kimyasal yapisi

1.2.1.KLN’lerin Avantajlari
KLN’lerin avantajlar su sekilde dzetlenebilir:

- Kolloidal buyukliktedir.

- Sulu dispersiyonlari uzun sure stabil kalabilir; alternatif olarak, dondurarak

veya puskirterek kurutma uygulanabilir.

- Lipofilik ve hidrofilik etkin maddeler hapsedile

bilir.

- Otoklav veya gama isinlari ile sterilizasyon saglanabilir.

- Hazirlama sirasinda fizyolojik bilesiklerin kullaniimasi nedeniyle toksikolojik

olarak kabuledilebilirdir.

- Uretimde organik ¢oziicti kullanilmamasi nedeniyle, organik ¢oziicti kalintisi

icermez.

- Endustriyel 6lcekte Gretimleri mumkandr.
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- Etkin maddenin kontrolli salimi saglanabilir.

- Yizey ozelliklerinin modifikasyonu ile belirli dokulara ila¢ hedeflemesi
yapilabilir.

- Etkin madde cevresel etkenlerden korunur ve stabilitesi artirilir.

- Ekonomik olarak kabul edilebilir bir tasiyici sistemdir.

1.2.2.KLN’lerin Dezavantajlari

Pek cok avantaja sahip olmalarina ragmen, KLN’lerin kullanimini sinirlayan
bazi faktorler devardir:

- Nispeten dusik etkin madde ylkleme kapasitesine sahiptirler.

- Saklama sirasinda gorilebilen polimorfik gecisler nedeniyle, etkin madde
tastyicidan disarisizabilmektedir.

- KLN dispersiyonlarinin su icerigi nispeten (%70 — 99.9) yiiksektir.

- Ortamda farkli kolloidal yapilar da bulunabilir.

1.2.3.KLN Hazirlama Yontemleri

1.2.3.1.Mikroemdulsiyon Ydntemi

Gasco ve ark, mikroemulsiyonlarin dilisyonuna dayanan bir KLN hazirlama
yontemigelistirmislerdir. Bu yoéntemde oOnce, lipid (yag asitleri veya gliseridler)
eritilir. Su, emulgator ve ko-emulgator karisimi, lipidle ayni sicaklikta olacak sekilde
isitilir ve erimis lipide eklenerekkaristirilir. Bu maddeler, mikroemulsiyon olusumu
icin gerekli oranlarda karistirildiginda, transparan ve termodinamik olarak stabil bir
sistem elde edilir. Olusan sicak veya 1lik mikroemulsiyon, 6zel olarak gelistirilen
termostath bir siringa kullanilarak, asiri miktardaki soguksu (2-3 °C) icinde mekanik

bir karistirma ile disperse edilir. Sicak mikroemulsiyon:soguk su hacim orani, 1:25

32



ile 1:50 arasinda degisebilmektedir. Fazla su, ultrafiltrasyon veya liyofilizasyonile

uzaklastirihir (10, 40).

1.2.3.2.YUksek Basin¢li Homojenizasyon Yontemi

Yiksek basin¢li homojenizasyon (HPH), KLN Uretimi icin guvenilir ve etkili
bir yontem olarak ortaya ¢ikmistir. Yiksek basin¢li homojenizatérler, siviyi birkag
mikron genisligindeki darbir delikten, yiksek bir basingla (100-2000 bar) iterler.
Sivi, ¢ok kisa bir mesafede ¢ok yiksek birhiza (1000 km/saat’in Uzerinde) ulasir.
Cok yuksek kayma stresi (gerilimi) ve kavitasyon kuvvetleri, partikilleri mikron alti
blylklige parcalar (38). Yuksek basingli homojenizasyon yontemi, sicak
homojenizasyon ve soguk homojenizasyon olmak (zere iki sekilde
gerceklestirilebilmektedir:

a. Sicak Homojenizasyon

Sicak homojenizasyon, lipidin erime noktasinin Ustiindeki sicakliklarda
gerceklestirilir ~ ve  bunedenle,  emulsiyonun  homojenizasyonu  olarak
degerlendirilebilir. Etkin madde, erime noktasinin 5-10°C (zerinde bir sicaklikta
eritilmis olan lipid icerisinde ¢ozilur veya disperse edilir. Etkin madde iceren erimis
lipid, ayni sicakliktaki sulu emulgator ¢ozeltisi icinde ylksek hizdakaristirma ile
disperse edilir. Elde edilen sicak pre-emilsiyon homojenizatorden gecirilir ve
sonugta olusan sicak Y/S nanoemdlsiyonu oda sicakligina sogutulur. Bu sekilde lipid
katilasir (rekristalizeolur) ve kati lipid nanopartikiller elde edilir (4). Bununla
birlikte, kisa zincirli yaga sitlerinden olusan veya disik (oda sicakligina ¢ok yakin)
erime noktasina sahip olan gliseridler kullanildiginda, rekristalizasyonu
baslatabilmek icin, nanoemdilsiyonlari daha disik sicakliklara sogutmak gerekli

olabilir. Rekristalizasyon, liyofilizasyon ile de bagslatilabilir (4).
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Partikul blyuklugunun kicik olmasi ve emilgatorlerin varhgi nedeniyle, lipid
rekristalizasyonu ¢ok gecikebilir ve riin, uzun aylar boyunca bir asiri sogutulmus
karisim (supercooled melt) olarak kalabilir. Sicak homojenizasyon yontemi, sicaga
duyarhihgr distk etkin maddeler icin uygundur. Cunkd, yiksek sicakliga maruz
kalinan sire nispeten kisadir. Ancak, yiksek sicakliga karsi cokduyarli olan
bilesikler ve hidrofilik 6zellikteki etkin maddeler icin soguk homojenizasyon
yontemi kullaniimaktadir.

b. Soguk Homojenizasyon

Etkin maddenin icinde ¢ozildigl veya disperse edildigi erimis lipid, kuru buz
veya sivinitrojen kullanilarak hizla sogutulur. Kati lipid, yaklasik 50- 100 fEm
boyutundaki lipid mikropartikullere sogutulur. Kati lipid mikropartikuller, soguk
emulgator ¢ozeltisinde disperse edilir. Elde edilen pre-suspansiyon, oda sicakliginda
veya oda sicakhginin altinda yiiksek basingli homojenizatérden gegirilir. Sonugta
KLN’ler elde edilir. Soguk homojenizasyon yoéntemi, sicak homojenizasyon
yonteminde ortaya ¢ikan;

- Sicaklikla etkin madde degradasyonunun indiklenmesi,

- Homojenizasyon sirasinda etkin maddenin sulu fazda dagilmasi,

- Nanoemdilsiyonun lipid rekristalizasyonunun gucligi
gibi problemlerin Ustesinden gelmek igin gelistirilmistir. Her iki homojenizasyon
teknigi de, %40’a kadar olan lipid konsantrasyonlarinda islem yapmak icin uygundur

ve genel olarak, dar partikil bayiklugu dagilimlari vermektedir.

1.2.3.3.Yuksek Hizda Karistirma ve/veya Ultrasonikasyon Yontemi
Her iki yontem de, yaygin olarak kullanilan ve uygulanmasi kolay

yontemlerdir. Genelliklebu yontemler bir arada kullaniimakta ve belli bir sire
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boyunca yiiksek sicakliklarda uygulanmaktadir. Yiksek hizda karistirma yonteminin
dezavantaji, mikrometre boyutuna varabilen, genis partikul buyukligi dagilimina
sahip Urin vermesidir. Bu da, saklama sirasinda partikil buyumesi gibi fiziksel
stabilite problemlerine sebep olmaktadir. Bunlara ek olarak, ultrasonikasyon yontemi
kullanihyorsa, metal kontaminasyonunun dikkate alinmasi gerektigi bildirilmistir.
Hou ve ark. (2003), KLN dretimi icin, modifiye ylksek hizda homojenizasyon
ve ultrason yontemi gelistirmislerdir. Bu yodntemin, organik c¢oziclye ihtiyac
olmadan yiiksek kalitede KLN’lerin hazirlanmasinda kullanilabilecek, basit, uygun

ve etkin bir yontem oldugunu bildirmislerdir (43).

1.2.3.4.Cozict  Emdulsifikasyon-Evaporasyon veya Cozici Diflzyon
Yontemi

Cozucu emdlsifikasyon-evaporasyon yonteminde; lipid, su ile karismayan
organik bir¢oziclide (kloroform vb) cozilur ve bu ¢ozelti, bir sulu faz icinde
emulsifiye edilir. Cozicunun vakum altinda buharlastiriimasiyla, lipid
nanopartikilleri olusarak ¢oker. Bu yontemin énemli bir avantaji, hazirlama sirasinda
Isi uygulanmamasidir. Bu nedenle, ylksek sicaklikta bozulan etkin maddelerin
yuklenmesi icin uygun bir yontemdir. Yontemin dezavantaji ise, organik c¢ozicu
kullaniminin gerekmesidir. Buna ek olarak, bu yontem ile UGretimin scaling
upisleminin gerceklestirilmesinde de problemler ortaya ¢ikmaktadir (4). Bu yontem
ile elde edilentrinin ortalama partikil biyuklugd, organik fazdaki lipidin
konsantrasyonuna baglhdir.

Coziclu difuzyon yonteminde; su ile kismen karisabilen ¢ozuculer (benzil
alkol, etil formatvb) kullaniimaktadir. Lipid, su ile doyurulmus ¢6ziclde ¢ozullr ve

yuksek sicakliktaki, ¢ozicu ile doyurulmus sulu emilgator ¢ozeltisi ile emdalsifiye
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edilir. Asiri miktarda (1:5 — 1:10 oranlarinda) suyun eklenmesinden sonra, organik
¢cozlcunin emilsiyon damlaciklarindan sirekli fazadifuzyonu nedeniyle KLN’ler
coker. Oldukca seyreltik olan dispersiyon, ultrafiltrasyon veyaliyofilizasyon ile
konsantre hale getirilmektedir.

Trotta ve ark. (2003), ¢ozlicu difuzyon yontemi ile ve disuk toksisiteye sahip
olduklari kabuledilen cozlculeri ve emulgatorleri kullanarak, gliserin monostearat
nanopartikillerinin hazirlanabilirligini arastirmislardir. Benzil alkol veya bitil laktat
kullanilarak, emulsifikasyon diflizyon yontemi ile kati lipid nanokdrelerin Gretiminin

mimkun oldugunu gostermislerdir.

1.2.4.KLN’lerin Karakterizasyonu

1.2.4.1.Partiktl Bayuaklugu ve Dagilim Tayini

Partikil bayuklugu ve dagilimi, kolloidal tasiyici sistemlerin en énemli
fizikokimyasal ~ Ozelligidir. Hazirlama  ydnteminin  parametreleri,  partikil
bayuaklagind ve dagilimini etkileyen 6nemli faktorlerdendir. Basincin ve devir
sayisinin artirilmasi ile partiktllerin buyukliginde azalma oldugu belirlenmistir.
Uretimde kullanilan emdiilgatorin  tipi ve miktart da, partikil blyuklugund
etkilemektedir. Genellikle, emilgator miktarini belirli bir orana kadar artirmak,
ortalama partikul buyUklGguni azaltmaktadir. Emulgatorler, KLN’lerin hazirlanmasi
sirasinda, damlaciklarin yuzeylerini kaplayarak damlacik kimelesmesini ve uzun
donemdeki partikil birlesmesini  Onleyecek mekanik veya elektriksel engel
olusturmaktadirlar. Damlaciklarin stabilitesi yeterince sa§lanabilirse, katilastirma
isleminden sonra elde edilen partikillerin boyutu nanometrik aralikta olmaktadir

(47).
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Partikul blyuklugunin rutin  6lctimleri icin en gucli ydntemler; foton
korelasyon spektroskopisi (PCS) ve lazer kirinimi yontemi (LD)’dir. Coulter Counter
yontemi ise, koloidal dispersiyonlari destabilize edebilecek elektrolitlere ihtiyac
gostermesi ve kicuk nanopartikillerin degerlendirilmesindeki zorluklar nedeniyle,

KLN’lerin partikil biyaklagi 6lciminde nadiren kullaniimaktadir (11).

1.2.4.2.Partikul Sekli Tayini

KLN’lerin sekillerinin belirlenmesinde, diger partikiler sistemlerde oldugu
gibi, atomikkuvvet mikroskobisi (AFM) ve elektron mikroskobu kullanilabilir. Diz
bir silikon ylzeyesabitlenen nanopartikullerin sekilleri, AFM ile vakuma ihtiyac

duyulmadan belirlenebilmektedir.

1.2.4.3. Zeta Potansiyel Olgiimii

Zeta potansiyelinin 6lgilmesi, kolloidal dispersiyonun saklama stabilitesi
hakkinda tahminde bulunmaya olanak vermektedir. Genel olarak, yikli partikdllerde
(yuksek zeta potansiyeli), elektriksel itme nedeniyle, partikil agregasyonunun
meydana gelme ihtimali daha azdir. Ancak bu kural, sterik stabilizatorler iceren
sistemler icin tam olarak gecerli olmamaktadir. Clnk, sterik stabilizatorlerin

adsorbsiyonu, zeta potansiyeli azaltmaktadir.

1.2.5.KLN’lerin Stabilitesi

Kolloidal bir ilag tasiyict olarak KLN’nin kullaniimasi igin ¢ok 6nemli bir
nokta, KLN’lerin uzun sureli fiziksel ve kimyasal stabilitesidir (36). Optimize edilen
sulu KLN dispersiyonlarinin partikil buytkliklerinin, 12-36 ay boyunca stabil

kalabildigi gosterilmistir. Ancak, bu butiin KLN dispersiyonlari igin genel bir 6zellik
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degildir ve pek cok durumda, daha kisa surede partikil buydkliginde artis
gozlenebilmektedir (39). Bir diger problem ise, hidrolize hassas etkin maddelerin
varhigindaki kimyasal stabilite problemidir. Sivi dispersiyonun, kuru toz formunda
bir Grline dondsturulmesi faydah ve siklikla da gerekli olmaktadir. Elde edilen kati
haldeki Urtn, sulu lipid dispersiyonlarindan daha iyi bir kimyasal ve fiziksel
stabiliteye sahip olmaktadir. Ayrica, KLN granilatlar veya tozlari; kapsuller igine
doldurulabilmekte, tablet halinde basilabilmekte veya pelletler icine
hapsedilebilmektedir (39).

KLN dispersiyonunun kuru toz formuna dondsturilmesi 2 sekilde mimkin
olmaktadir:

a) Dondurarak kurutma (Liyofilizasyon)

b) Puskdirterek kurutma (Spray drying)

1.2.6.KLN’lerin Sterilizasyonu

KLN’lerin sterilizasyonu pulmoner ve parenteral uygulamada gecerlidir.
KLN’ler otoklavla (121°C), steril filtrasyonla veya aseptik sartlarda sterilize
edilebilmektedir. Otoklav sterilizasyonunun fiziksel stabilitesi genellenmemelidir,

cuinkl formulasyon bilesimine baghdir.

1.2.7.KLN’lerden Etkin Madde Salimi

KLN’lerden hizli sahm genis yizey alana, kiigiik molekdl buyUkIGgu nedeni ile
yuksek diflizyon Kkatsayisina, matriksin dusik viskozitesine ve kisa diflizyon
mesafesine baglanmaktadir. KLN’lerden etkin madde salimi Gretim ydntemine ve
kullanilan lipidlere bagh olarak farkliliklar gostermektedir. Sicak homojenizasyon

yontemi ile elde edilen KLN’lerde sirekli ve kontrolli salim ile birlikte patlama
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etkisi gozlenmektedir. Uretim sicakligi veya yiizey etkin madde konsantrasyonu
degistirilerek patlama etkisi degistirilebilmektedir. Artan sicaklik ve artan yiizey
etkin madde konsantrasyonuyla patlama etkisi de artmaktadir. Bu sartlarda sulu fazda
ilacin ¢ozinarligindn artmasi patlama etkisinin artmasina neden olmaktadir. Ylzey
etkin madde konsantrasyonu azaltilarak ve partikil buyikligina artirarak surekli ve
kontrolli salim ile minimum patlama etkisi elde edilebilecegi gosterilmistir. Soguk
homojenizasyon yontemi ile hazirlanan KLN’lerinde salim kati fazdan diftizyonla
oldugundan yavas ve kontrolli salim ile birlikte patlama etkisinin gézlenmedigi bir
salim seklindedir. Her iki yontemde de goriilen patlama etkisidir. Yumusak ceper /
sert ¢ekirdek modelinde ilacin salimi icin kisa mesafe oldugundan patlama etkisi
gozlenir. Lipid matriks / kati dispersiyon seklinde olan yapilarda ise yaklasik 6

haftaya kadar varan strekli salim gézlenmektedir.

1.2.8.KLN’lerin Uygulama Yolllari

KLN’lerin uygulama alanlari asagida verilmistir:

a. Oral Uygulama

KLN’lerin oral verilisi sulu dispersiyonla ya da tablet, pellet, kapsil veya sase
seklindedir. Tabletlerin Gretimi icin, sulu dispersiyon seklindeki KLN’ler grandl
uretiminde granulasyon sivisi yerine kullanilir. Alternatif olarak KLN’ler toz haline
getirililip, tabletlemede toz karisimi igine konur. Pellet UGretiminde, KLN
dispersiyonu ekstriizyon isleminde islatici ajan olarak kullantlir. KLN tozu sert
jelatin kapsullere ya da KLN direk sivi PEG 600 ile Uretilerek yumusak jelatin
kapsullere doldurulur. KLN’ler saselerde ise liyofilize edilerek yada sprey kurutma
islemine tabi tutularak kullanilir.

b. Parenteral Uygulama
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KLN’ler kicuk partiktl yapilari nedeniyle hedef organa subkutan, intraventz
veya intramuskuler olarak verilebilirler. Partiktller, karaciger ve dalakta parcalanir.
KLN formulasyonu sistemik dolasima verilebilir ¢inki emboli i¢cin minimal risk
icerir. Arica KLN formilasyonlar subkutan ve intramuskuler verildiklerinde etkin

maddeye surekli salim saglanabilir.

C. Topikal Uygulama

Topikal lipid nanopartikiller kozmetik veya terapotik amach kullanilirlar.
KLN’ler deri yuzeyinde koruyucu aktivite gosterir. Krem, jel ya da sprey
formilasyonlari vardir. Dustk lipid icerikli KLN dispersiyonlarinda en dusuk
partikil boyutu gézlenmistir. Dustk viskozite ve disuk dispers lipid konsantrasyonu
dermal kullanim icin dezavantaj olusturur. Cogu durumda, deri yiizey
formilasyonlarinin basarili olmasi icin, jel ya da yaglarda dispers KLN bulunmasi
gereklidir. Dermal veriliste, lipid konsantrasyonunun artmasi ile partikil boyutunun

arttigr goézlenmistir.

d. Pulmoner Uygulama

Pulmoner yolla etkin madde tasinmasi icin KLN’lerin kullanimi ile ilgili ¢cok
az calisma yayinlanmistir (4). KLN’ler, kiiguk boyutta olmalari ve nefes verme ile
hemen disari atilmalari nedeniyle, toz halde pulmoner yolla uygulanmazlar. Sulu
dispersiyon seklinde nebulizor ile verilirler. Bronslarda ve alveollerde depolanir ve
kontrolli olarak etkin maddeyi salarlar. Ayrica KLN’ler, akcigerlerdeki makrofajlara

ilac hedeflemede de kullanilabilirler.

e. Okdler Uygulama
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KIN’ler, adhezyon sonucunda g0zde daha uzun sire kalarak, goruntiyu
bozmadan, yiiksek ilag konsantrasyonunun elde edilmesini saglamaktadirlar. Bu
alanda da sinirh sayida calisma vardir. Cavalli ve ark. (2002), yaptiklari ¢alismada
Tobramisinin (TOB) okuler uygulanmasi icintasiyici olarak KLN’lerin kullanimini
degerlendirmislerdir. ~ Mikroemdlsiyon  yoéntemi ile  hazirladiklann ~ KLN
dispersiyonunun preokiler alikonmasini, okiler toleransini, potansiyel irritasyonunu
ve okdler biyoyararlanimini incelemislerdir. KLN dispersiyonunun stabil bir
prekorneal film olusturdugunu ve gdzde uzun sire kaldigini, mikemmel bir sekilde
tolere edildigini ve okiler irritasyona neden olmadigini bildirmislerdir. Her bir
tavsanin bir gbzinin alt konjonktival kesesine 100 yL TOB-KLN formilasyonu
veya referans g6z damlasi uygulayarak, okiler biyoyararlanim c¢alismasini
gerceklestirmislerdir. TOB-KLN’nin uygulanmasindan sonra g6z salgisinda, referans
g6z damlasina kiyasla 6nemli Olcude daha yiksek TOB seviyesi saglanmistir.
Referans tasiyiciya gore KLN dispersiyonunun, Cmax degerinde 1,5 kat ve AUC

degerinde 4 kat artis sagladigi bildirilmistir (17).

f.Asilarda Adjuvan Olarak Uygulama

Adjuvanlar, asilamada immun cevabi artirmak i¢in kullaniimaktadir. Yillardir
sikhkla, altiminyum hidroksit partikillerinden olusan adjuvanlar kullaniimaktadir;
ancak, bunlarin yan etkileri vardir (30). Etkin madde yuklenmemis KLN’ler asi
adjuvanlar olarak kullanilabilmektedir. Ayrica, KLN matrisinde hapsedilen veya
yuzeyinde adsorblanan antijenler de, artirllmis bir immdanolojik cevabi
induklemektedirler (6). Geleneksel adjuvanlara kiyasla, KLN’ler, biyodegradasyona

ugramalari ve viicut tarafindan iyi tolere edilebilmeleri gibi avantajlara sahiptir (30).
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Normalde, ilag tasiyici sistemler olarak kullanilan KLN’lerin, imminolojik ve
alerjik reaksiyonlar gostermesi arzu edilmeyen bir durumdur. Formilasyonda
kullanilacak bazi katki maddeleri ve lipidler sayesinde veya Uretim yontemi ile,

immunolojik reaksiyon yaratacak KLN’lerin tretimi saglanabilmektedir (6).

g. Etkin Madde Hedefleme

Gen transferi icin kullanilan katyonik KLN’ler, lipozomal transfer ajanlari ile
ayni katyonik lipid yapida formile edilmistir. Formulasyonlara katyoniklik
kazandirmak icin DDAB, eserquat, stearilamin gibi katyonik 6zellikli maddelerle
calistimistir. KLN’ler ve lipozomlar arasindaki yapi ve performans benzerlik ve
farkhihklarr arastirilmistir. Matriks lipid yapida olmayan KLN’ler ile lipozomlarin
formilasyonlari benzerdir. Her ikisi de katyonik lipid tabanhdir. DOTAP ve
yardimci lipid olarak DOPE iceren bir lipozomal formilasyon Kkarsilastiriimistir.
Hazirlanan KLN’ler lipozomlarla karsilastirildiginda daha kiicik capa sahiptir ve bu
yapisal farkhlik atomik kuvvet mikroskobuyla desteklenmektedir. DNA
baglanmasindaki farkllik ise oldukca azdir.

KLN’ler, partiktl blydklGgu, yizey yiki ve yizey hidrofobisitesi gibi
Ozellikleri nedeniyle makrofajlar tarafindan taninmaktadir. Bu nedenle, Pluronik
F188 gibi polioksietilen polipropilen  blok  kopolimerleri  kullanilarak,
retikuloendotelyal sistem tarafindan yakalanmadan, kanda uzun sure sirkilasyonda
kalan KLN’ler (stealth KLN) hazirlanmaktadir. Tersine, herhangi bir islem gérmemis
KLN’nin intravendz enjeksiyonundan sonra tasiyicl, karacigerin Kuppffer
hicrelerinde birikmektedir. Bu sayede, hepatik neoplazmlar ve hepatit gibi
hastaliklarda karacigere hedefleme saglanabilmektedir. KLN’ler ayrica, beyine

hedefleme icin de kullanilabilir. Kan-beyin bariyerinin endoteliyal hicrelerine
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yapismaya aracilik eden apolipoproteinler gibi kan proteinlerinin, partikil ylzeyine

adsorbsiyonu ile KLN’nin beyin tarafindan alinmasi saglanmaktadir (6).

1.3.Manyetizma
1.3.1.Maddenin Manyetizmi
Manyetizma, elektrik yiklerinin hareketi sonucu meydana gelmektedir. Bitiin
maddelerde manyetik 6zellik mevcuttur. Atomlardaki elektronlarin spinleri ve
cekirdek etrafinda donmeleri sonucu bu manyetik 6zellik olusmaktadir.
Maddeler manyetik 6zelliklerine gore bese ayrilirlar:
Diamanyetik maddeler
Paramanyetik maddeler
Ferromanyetik maddeler
Antiferromanyetik maddeler

Ferrimanyetik maddeler

1.3.1.1. Diamanyetik Maddeler
Miknatisa yaklastirilinca miknatis tarafindan itilir, yani bunlar manyetik alani
zayiflatirlar. Bakir, kursun, bizmut, karbon, glimus, civa diyamanyetik maddelerdir.
1.3.1.2. Paramayetik Maddeler
Paramanyetik maddeler miknatisa yaklastirildiginda ondan ¢ok az etkilenir,
yani icine kondugu manyetik alani biraz sikilastirmis olur. Platin, hava, uranyum,

manganez, aliminyum, sodyum ve oksijen paramanyetik maddelere drnektir.
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1.3.1.3.Ferromanyetik Maddeler

Miknatis tarafindan cekilen maddeler ferromanyetik 6zellik gosterir. Bu
maddelere 6rnek olarak, demir, permaloy, yumusak celik, nikel, kobalt verilebilir. Bu
maddeler 1sitildiklarinda belli bir sicaklikta (Curie sicakhigi) miknatislik ézelligini

kaybederler ve aniden paramanyetik olurlar (7).

1.3.1.4.Antiferromanyetik Maddeler

Gecis metal bilesikleri ve bazi gecis metal oksitleridir. CuCl2, CoO, NiO
antiferromanyetik maddelere en tipik 6rneklerdir. Antiferromanyetik maddeler;
paralel olmayacak sekilde dizilen manyetik dipol momentlerinin alt kime
atomlarindan olusmaktadir. Bu paralel olmayan dizilimler antiferromanyetik

maddelerin ¢ok kiicuk bir manyetik duyarhlik géstermesine sebep olmaktadir.

1.3.1.5.Ferrimanyetik Maddeler

Ferromanyetik materyaller gibi ferrimanyetik materyaller de Curie sicakligi (C)
olarak ifade edilen kritik bir sicakhgin altinda kendiliginden olan bir
miknatislanmaya sahiptir. Ferromanyetik ve ferrimanyetik maddeler icin manyetik
duyarhihk biylkligu benzerdir. Ancak bu iki grubun manyetik dipol momentlerin
dizilmesi son derece farkhidir. Ferrimanyetik bir materyaldeki manyetik dipol
momentleri alt-klimelere bolindr ve antiferromanyetik materyallerin bir alt kiimesi
olarak siniflandirthir. Her bir alt kiume, ferrimanyetik materyaller icin net
miknatislanmada alt kiime sonuclari icin manyetik dipol momentleri arasindaki
farkhihk ve ferromanyetik materyal olarak ele alinir. Ferrimanyetik ve
antiferromanyetik materyaller arasindaki farklilik alt kiimelerdeki momentlerin sayisi

ya da buyuklagunin farkli olmasi seklindedir. Manyetit benzeri gecis metali oksitleri
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(FesO4) ve kobalt ferrit benzeri karisik ferritler (CoFe,O,4) en tipik ferrimanyetik

maddelerdir (14).

1.3.2. Manyetik Nanopartiktller

Gunumuzde manyetik nanopartikiller elektrik, c¢evre gibi bircok alanda
kullaniimaktadir. Nano boyuttaki manyetik partikdllerin gincel olarak, 6nemli
kullanim alanlarindan biri de kontrolli ilag salimi ve hedeflenmesidir. Kanser
tedavisi, gen tedavisi, gibi alanlarda ©nemli calismalar yapilan manyetik
nanopartikillerin sentezleme yontemleri, karakterizasyonlari, biyouyumluluklari,

manyetik alandaki davranislari énemli parametrelerdir (2).

1.3.2.1.Manyetik Nanopartikll Sentezleme Yontemleri
Manyetik nanoparcacik sentezlemek icin birgcok yontem gelistirilmistir. Bu
yontemler ihtiyaca gore secilir (23). Nano yapinin toz, sivi, ince film, salkim, makro
molekil vb. fazlarda sentezlenmesi ve bunun yaninda sentezlenen malzemenin
homojen boyutlarda, kararli durumda, sentez suresine ve boyutuna bagl olan
teknikler vardir. Bu tekniklerden en ¢ok kullanilanlar sunlardir:
Ortak ¢oktlirme
Mikroemdlsuyon
Hidrotermal sentez
Termal pargalanma
1.3.2.1.1.0rtak Coktirme
Uygun oranlarda karistirilan Fe*? ve Fe*? iyonlari bazik ortamda giiclu karistirici

altinda cokturilir. Bu yontemle elde edilen parcaciklarin boyutlari, Fe*/Fe** orani,
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pH, karistirma hizi, sicaklik, baz tipi, iyonik siddet ve ortamin niceliginden etkilenir.

Oda sicakhginda yada yiiksek sicakliklarda gerceklestirilebilir.

1.3.2.1.2.Mikroemilstiyon

Mikroemdlsiyon, nanoparcaciklarin formilasyonunda nanoreaktor olarak
kullanihir. Miseller olusturarak iki sivi fazin kararhihgi saglanir. Yag icinde su
mikroemdulsiyonunda damlaciklar sirfaktan tarafindan sarilarak sivi igine dispers
olurlar. Parcaciklar miseller icinde buyttilir ve ¢oziicu ekleyerek (aseton, etil alkol)

coktardlir. Misellerin boyutlari su ve strfaktanin molar oranina gére degisir (61).

1.3.2.1.3.Hidrotermal Sentez

FeCls, etilen glikol, sodyum asetat ve polietilen glikol iyice Kkaristirilarak
basincl kaplara konur ve reaksiyon 20°C’de 8-72 saat arasinda gerceklestirilir. Bu
yontemle 200-800 nm arasinda monodispers nanoparcaciklar elde edilir. Bu
yontemde kullanilan etilen glikol yiksek kaynama noktali ¢éziicu olarak, polietilen
glikol de surfaktan olarak gorev yapar.

Sodyum asetat ise nanoparcaciklarin etrafini yukleyerek elektrostatik itme

saglar ve parcaciklarin birlesmelerini engelleyici olarak gorev yapar.

1.3.2.1.4. Termal Parcalanma

Organik bazl bir yontemdir. Kisaca demir-oleat kompleksleri yiksek kaynama
noktali organik ¢oziculerde oleik asit varliginda karistirilarak kaynatilir. Kompleks
termal yolla parcalanir, bu sirada agiga ¢ikan demir ortamdaki oksijen varliginda
manyetite donustrken, ortamdaki stirfaktan nedeniyle ¢ok fazla biylimeden kalir. Bu

yontemle elde edilen nanokristaller ¢cok iyi monodisperstir ve kloroform hekzan gibi
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organik ¢ozgenlerde cok iyi dispers olurlar. Parcacik boyutu sicakliga ve kaynama

siresine bagl olarak 5-22 nm arasinda degisir (55).

Tablo 1.2.Manyetik nanopartikiil sentezleme yontemleri, avanajlari ve

dezavantajlari
Metodlar Sentez Reaksiyon | Reaksiyon | Cozicl Yizey aktif | Boyut Yizey Uriin
sicakligi periyodu ajan dagilimi kontrolu miktar
Q)
Ortak ¢oktiirme Basit, 20-90 Dakikalar | Su Gerekli Farkli iyi degil Yiksek
cevre reaksiyon
sartlarinda esnasinda
yada
reaksiyondan
sonra
Termal Komplike, | 100-320 Saatler, Organik Gerekli Ayni Cok iyi Yiksek
pargalanma inert glinler cozlcu reaksiyon
atmosferde esnasinda
Mikroemdlsiyon | Komplike, | 20-50 Saatler Organik Gerekli Farkli iyi Dusuk
cevre cozicu reaksiyon
sartlarinda esnasinda
Hidrotemal Basit, 220 Saatler, Su, etanol | Gerekli Ayni Cok iyi Orta
sentez yuksek glinler reaksiyon
basincta esnasinda

1.3.2.2.Demir Oksit Yapilar

Manyetikligi en belirgin elementlerden olan demir, makroskobik uzayda bolca
g6zlenmektedir. Demirin nano boyuttaki partikillerin goéstermis oldugu farkl
manyetik ve katalitik 6zellikleri, nanoteknolojide bircok arastirmayi da beraberinde
getirmistir. Bu arastirmalarin temelinde demir ve bilesiklerini kararli halde tutmak
yatmaktadir.  Kullanom alani en genis olan demir-oksijen bilesikleri

manyetit(FesO,), maghemite (yFe3O,4) ve hematite (a-Fe;O,4) olarak adlandirilir.
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1.3.2.2.1.Maghemite

Maghemite, yapisal bakimdan manyetitle benzerlik gosterir. Artik miknatislik
degerleri geregi en yaygin kullanilan manyetik materyallerdir. Demir tozlarinin bazik
ortamda ayni anda cokeltilmesiyle sentezlenebilirler. Cift mikroemulsiyon
prosediriinde bir yag blogu ve bir poli blogundan noniyonik yiizeyaktif madde

kullanilarak da elde edilebilir. Glgli manyetik 6zellige sahiptir.

1.3.2.2.2.Hematite

Hematit zayif ferromanyetik 6zellik gosteren antiferromanyetik bir mineraldir.
Kristal yapisi rombohedrik olup demir ve oksijen atomlari bu yapida O-Fe-O-Fe-0
sirasinda trigonal eksene dik tabakalar halinde dizilmislerdir. Dlzlemdeki demir
atomlart bir manyetik alanin etkisi altinda kendiliginden belirli bir yonde

manyetikleserek doyuma ulasirlar.

1.3.2.2.3.Manyetit

Manyetit (Fe3O4), cok yiksek bir manyetik 6zellik gosteren ters spinal kristal
yapisi karisik bir demir oksittir. Ters spinal yapi icerisinde, Fe™’lerin yarisi
tetrahidral acidan ve Fe*® lerin diger yarisi ve Fe*®” lerin tamami da oktahidral
acidan koordine edilmistir. Her bir oktahidral yer, oktahidronlarin kdselerinde alti
yakin komsu O iyonlarina sahip iken her bir tetrahidral yer tetrahidronlarin

koselerinde diizenlenmis olan dort komsu O atomuna sahiptir.
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Sekil 1. 11. Manyetitin kristal yapisi sag Ustteki atom demir
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BOLUM II-DENEYSEL KISIM

I1.1.Materyal ve Metod

11.1.1. Kullanilan Biyolojik ve Kimyasal Maddeler

Tablo I1. 1. Deneysel kisimda kullanilan biyolojik ve kimyasal maddeler

Kompritol 888 ATO

GATTEFOSSE SAS, SAINT PRIEST

cedex/FRANCE

Esterquat 01

GERBU Biochemicals GmbH, Gaiberg,
Almanya

Tween 80

MERCK Schuchardt OHG, Hohenbrunn,
Almanya

Span 80

MERCK Schuchardt OHG, Hohenbrunn,
Almanya

Span 85

SIGMA Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Almanya

Polaksamer 188

BASF SE, Ludwigshafen, Almanya

Etanol (%99,2)

MERCK KGaA, Darmstadt, Almanya

Propanol 1

MERCK KGaA, Darmstadt, Almanya

5N Amonyum Hidroksit

SIGMA Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Almanya

Sodyum Hidroksit

MERCK KGaA Darmstadt, Almanya

Demir 11 Klorir(.4H,0)

MERCK KGaA Darmstadt, Almanya

Demir 11 Kloriir

MERCK Schuchardt
Almanya

OHG, Hohebrunn,

Agaroz

Basica LE, Prona, Madrid, ispanya

Tris (Trizma Baz)

MERCK KGaA, Darmstadt, Almanya

EDTA Disodyum Tuzu SIGMA-Aldrich  Co Inc., Steinheim,
Almanya

Sodyum Dodesil Stlfat (SDS) SIGMA-Aldrich  Co Inc.,, Steinheim,
Almanya

Ethidyum Bromid SIGMA-Aldrich  Co Inc., Steinheim,
Almanya

Glasiyal Asetik Asit

ATABAY Kimya San. Ve Tic A.S., Istanbul

Sodyum Asetat (NaOAc)

APPLICHEM GmbH, Darmstadt, Almanya

6x Ylkleme Boyasi

FERMENTAS International Inc., Ontario,
Kanada

Molekuler Agirlik Standardi (Gene Ruler
1kb DNA Ladder)

FERMENTAS International Inc., Ontario,
Kanada

PEGFP-C1

INVITROGEN, California, ABD
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11.1.2. Kullanilan Arag-Gerecler

Tablo I1. 2. Deney kisminda kullanilan arag- geregler

Hassas Terazi — BP121S ve BL600

Sartorius  Biotech GmbH,

Almanya

Goettingen,

Digital Su Banyosu

Vwr, Pennsylvania, ABD

Vorteks — MS1 Minishaker

Ika — Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Almanya

Derin Dondurucu (-20 C) - Biomedical
Freezer

Sanyo, San Diego, ABD

UV Gorintuleme Sistemi

Vilber Lourmat, Cedex, Fransa

Calkalayici — KS501 D

Ika — Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Almanya

Santrifuj — EBA 12

Hettich, Kirchlengern, Almanya

PH metre — Level 1

Wissenschaftlich-Technische Werktatten

GmbH, Weilheim, Almanya

Zeta Sizer MALVERN- Nano ZS

Malvern Instruments Ltd., Worchestershire,
Ingiltere

Saf Su Uretim Cihazi

Millipore, Billerica, ABD

Isitmal Manyetik Karistirici — Labortechnik
RCT basic

Ika — Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Almanya

Mikrodalga Firin - MW211W

Avriston, Italya

Elektroforez Gli¢ Kayna@i 2 - EC — 1000 —
90

Thermo, New York, ABD

Yatay Elektroforez Sistemi 1 — EC Maxicell
Primo EC340

Thermo, New York, ABD

Mikropipet

Thermo, Halbrook NY, USA

Titresimli Ornek Manyetometresi

Lakeshare, ABD

11.2. Deneysel Calismalar

11.2.1. Manyetik KLN Formulasyonlarinin Hazirlanmasi

11.2.1.1. On Formulasyon Calismalari

On formiilsyon calismalarinda, 6nce i¢ faz S/Y mikroemdilsiyon icin gerekli

hesaplamalar yapilmistir. Daha sonra Y/S mikroemulsiyon icin gerekli formilasyon

hesaplamalari yapilip, Y/S mikroemdlsiyonun yag fazi yerine S/Y mikroemdlsiyon
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kullanilarak, S/Y/S coklu emilsiyona gecis yapilmistir. Formulasyon oranlari
belirlendikten sonra ise mikroemulsiyondan dilusyon yéntemini modifiye ederek
KLN hazirlanmistir.

11.2.1.1.1. S/Y Mikroemdulsiyonun Hazirlanmasi

11.2.1.1.1.1. Surfaktan Olarak Span 85 ve Polaksamer 188 Kullanilarak
SIY Mikroemulsiyon Formulasyonu Hazirlanmasi

S/Y mikroemiilsiyon hazirlanmasinda yad olarak kompritol, hidrofilik
strfaktan olarak Polaksamer 188, lipofilik surfaktan olarak Span 85, ko-siirfaktan
olarak ise Propanol 1 kullaniimistir. Sistem HLB degeri, S/Y mikroemilsiyona
uygun olarak, 5,2 olarak belirlenmistir. HLB degeri hesaplamasi kullanilarak
strfaktanlar icin gerekli oranlar bulunmustur.

HLBsistem=fa*HLB,+(1-fy)*HLBy

f,=Sistemdeki A emulgatorinin agirhkli kesiri

HLB,=Sistemdeki A emulgatoriniin HLB degeri

Fp=Sistemdeki B emulgatorindn agirlikh kesiri

HLBp=Sistemdeki B emilgatorinin HLB degeri

HLBspan g5=1,8

HLBpolaksamer 188=29

HLBiistem=X *1,8+(1-X)*29

5,2=x*1,8+(1-x)*29

Formul hesaplamasi sonucu: Span 85:Polaksamer 188= 7:1olarak ¢cikmistir.

Surfaktan/ko-surfaktan orani ise calisilan faz diyagramlarinda, S/Y
mikroemilsiyon alaninin genisligi g6z ontine alinarak, 5:1 olarak secilmistir.

Gerekli  surfaktan, ko-strfaktan oranlari  belirlendikten sonra, faz

diyagramindan S/Y mikroemulsiyon olusum alaninda cgesitli S/Y formulasyonlar
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hazirlanarak transparan ve yari transparan alanlar saptanmistir. Toplam agirhik 1g
hesaplanarak formulasyonlar calisiimistir. Formilasyonda kullanilan maddelerin
yuzde miktarlari Tablo 11.3.’de gosterilmistir.

Tablo Il. 3. Kati yag olarak kompritol, surfaktan olarak Span 85 ve Polaksamer 188
kullanilarak hazirlanan S/Y mikroemulsiyon formilasyonlarinin icerikleri

Maddeler | Yag (%) Su (%) Surfaktan/ko-sirfaktan
Formilas (%)

F1 40 10 50

F2 36 10 54

F3 30 10 60

F4 25 10 65

Formilasyonun Hazirlanmasi:

Gerekli miktarda kompritol tartilip Gzerine surfaktan olarak 7:1 oraninda Span
85 ve Polaxamer 188, slrfaktan:ko-strfaktan orani ise 5:1 olacak sekilde Propanol 1
eklenmistir. Karisim 80°C’deki 1siticth  manyetik karistirictya  konulmustur.
Calismada tim tartimlar hassas terazide yapilmistir. 200 rpm’de karisan yag,
strfaktan:ko-surfaktan karisimi otomatik pipet kullanilarak, distile su ile bulaniklik
gozlemleninceye kadar titre edilmistir. Bulanikhk olusturan su miktarlari
belirlenerek, faz diyagramlar ¢izilmis ve olusan S/Y mikroemdlsiyon alanlari
saptanmistir. Olusan sistemlerin titre edilen su miktarlarina gére yeni yiizdeleri Tablo
I1.4.’te gosterilmistir.
Tablo I1. 4. . Kati yag olarak kompritol, strfaktan olarak Span 85 ve Polaksamer 188

kullanilarak hazirlanan S/Y mikroemulsiyon sistemlerin distile su ile titrasyonlar
sonucu elde edilen formilasyon icerikleri

Maddeler | Yag (%) Su (%) Surfaktan/ko-sirfaktan
Formulas (%)

F1 43,4 2,4 54,2

F2 39,1 2,2 58,7

F3 32,3 3,2 64,5

F4 26,9 3,2 69,9
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11.2.1.1.1.2. Surfaktan Olarak Span 80 ve Tween 80 Kullanilarak S/Y
Mikroemdalsiyon Formulasyonu Hazirlanmasi

S/Y mikroemdilsiyon hazirlanmasinda yad olarak kompritol, hidrofilik
strfaktan olarak Span 80, lipofilik surfaktan olarak T 80, ko-surfaktan olarak ise
Propanol 1 kullanilmistir. Sistem HLB degeri 5 olarak tasarlanmistir. HLB degeri
hesaplamasi kullanilarak, Span 80:T 80 orani 10:1 olarak saptanmistir. Surfaktan/ko-
stirfaktan orani ise calisilan faz diyagramlarinda mikroemdlsiyon alaninin genisligi
g6z 6nine alinarak 5:1secilmistir.

Gerekli ~ surfaktan, ko-surfaktan oranlari  belirlendikten sonra, faz
diyagramindan S/Y mikroemulsiyon olusum alaninda cesitli S/Y formuilasyonlar
hazirlanarak transparan ve yari transparan alanlar saptanmistir. Toplam agirhk 1 g
hesaplanarak formdilasyonlar cahsilmistir.  Calisilan  formulasyonlarin  yuzde

miktarlari Tablo 11.5.’te gosterilmistir.

Tablo I1. 5. Kati yag olarak kompritol, strfaktan olarak Span 80 ve Tween 80
kullanilarak hazirlanan S/Y mikroemulsiyon formulasyonlarinin icerikleri

Formu!\l/;as?/deler Ya§ (%) | Su(%) | Siirfaktan/ko-siirfaktan (%)
F5 33 10 57
F6 27 15 58
F7 30 10 60
F8 40 10 50
F9 26 16 58
F10 20 20 60

Formulasyonun Hazirlanmasi:
Gerekli miktarda kompritol tartilip tzerine siirfaktan olarak 10:1 oraninda Span
80 ve T 80, surfaktan:ko-siirfaktan orani ise 5:1 olacak sekilde Propanol 1

eklenmistir. Karisim 80°C’deki isiticih manyetik Kkaristiriciya  konulmustur.
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Calismada tim tartimlar hassas terazide yapilmistir. 200 rpm’de karisan yag,
stirfaktan:ko-strfaktan karisimi otomatik pipet kullanilarak, distile su ile bulaniklik
gbzlemleninceye kadar titre edilmistir. Bulanikhk olusturan su miktarlari
belirlenerek, faz diyagramlari cizilmis ve olusan S/Y mikroemilsiyon alanlari
saptanmistir. Olusan sistemlerin titre edilen su miktarlarina gére yeni yiizdeleri Tablo

11.6.’da gosterilmistir.

Tablo Il. 6. Katl yag olarak kompritol, strfaktan olarak Span 80 ve Tween 80
kullanilarak hazirlanan S/Y mikroemulsiyon sistemlerin distile su ile titrasyonlar
sonucu elde edilen formulasyon icerikleri.

Maddeler | Yag (%) Su (%) Sirfaktan/ko-
Formilasyo strfaktan (%)

F5 34,7 5,3 60
F6 30 5,6 64,4
F7 31,9 4,3 63,8
F8 42,5 4,3 53,2
F9 29,5 4,5 66
F10 24,1 3,6 73

11.2.1.1.2. Surfaktan Olarak Tween 80 Kullanilarak Y/S Mikroemdlsiyon
Formulasyonu Hazirlanmasi
Y/S mikroemulsiyon hazirlanmasinda yag olarak kompritol, strfaktan olarak T

80, ko-slirfaktan olarak ise toksisitesi disuk olan etanol kullaniimistir. Sistem HLB
degeri Y/S mikroemdilsiyona uygun 15 olarak belirlenmistir. Strfaktan/ko-stirfaktan
orani ise calisilan faz diyagramlarinda, Y/S mikroemilsiyon alaninin genisligi g6z
onune alinarak, 5:4 olarak segilmistir.

Gerekli  surfaktan, ko-strfaktan oranlart  belirlendikten sonra, faz
diyagramindan Y/S mikroemilsiyon olusum alaninda cesitli Y/S formdilasyonlar
hazirlanarak transparan ve yari transparan alanlar saptanmistir. Formilasyonda

kullanilan maddelerin yiizde miktarlari Tablo 11.7.”de gosterilmistir.
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Tablo I1. 7: Kati yag olarak kompritol, stirfaktan olarak T 80ve ko-surfaktan olarak
Etanol kullanilarak hazirlanan Y/S mikroemdlsiyon formalasyonlarinin icerikleri

addeler | Yag (%) Su (%) Surfaktan/ko-sirfaktan
Formilasy: (%)

F11 2 71 27

F12 3,7 76,8 19,5

F13 2,5 68,3 29,1

F14 41 70 25,9

F15 4,4 75 20,6

F16 3 88 9

Formilasyonun Hazirlanmasi :

Gerekli miktarda kompritol tartilarak 80°C’ye eritilmis tizerine 10:1 oraninda T
80 ve Etanol eklenmistir. 200 rpm’de karismaya birakilmistir. Daha sonra farkli
miktarlarda 80°C’deki distile su tiiplere ilave edilerek, 80°C’de sicak su banyosunda
tutularak sistemin dengeye gelmesi beklenmistir. Berrak sistemler saptanarak faz

diyagramlarinda Y/S mikroemilsiyon alanlari ¢izilmistir.

11.2.1.1.3. S/Y/S Coklu Emilsiyon Denemeleri

11.2.1.1.3.1. F3 Formilasyonu ile Yapilan Deneme
Secilen F3; formilasyonuyla, hidrofilik surfaktan T 80 iceren bir dis faz

hazirlanarak S/Y/S ¢oklu emdlsiyon siteme gecis denemesi yapilmistir. Bu deneme 2
farkl yol izlenerek yapilmistir.

a) Fs formilasyonu 80°C’ye isitilarak, bu isiy1 koruyacak cam diizenek igine
konulmustur. 200 rpm’de karistirtlarak homojen olmasi saglanmistir. Oda
sicakliginda 40 mL %2’lik T 80 c¢oOzeltisi hazirlanarak 200 rpm’de
manyetik karistiricida karismaya birakilmistir. S/Y/S c¢oklu emiulsiyon
sistemde KLN olusturmak igin, F; formulasyonu sicak enjektorle gekilerek

hizla T 80 ¢Ozeltisine enjekte edilmistir.
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b) ilk yontemden farkli olarak 80°C’de 200 rpm’de Karistirilan Fs
formiilasyonu, sicak enjektorle cekilerek hizla 80°C’de 200 rpm’de isiticih
manyetik Kkaristirict Gzerindeki %2’lik 40 mL T 80¢0zeltisine enjekte

edilmistir.
11.2.1.1.3.2. Fg Formilasyonu ile Yapilan Deneme

Ic faz su yiizdesinin biyiik olmasi daha sonra manyetik KLN olusturmada
demir bilesiklerinin ¢oziinmesinde avantaj saglayacadl icin Fg formilasyonu
uygunluk arastirmasi icin secilmstir. Fg formilasyonu 80°C’ye isitilarak, bu isiy
koruyacak cam dizenek igine konulmustur. 200 rpm’de karistirilarak homojen
olmasi saglanmistir. Daha sonra Fi, formulasyonu, sicak enjektorle cekilerek hizla
80°C’de 200 rpm’de isiticili manyetik karistirici Gzerindeki %2’lik 40 mL T 80

cozeltisine enjekte edilmistir.

11.2.1.1.4. On Formulasyon Calismalari Sonucunda Elde Edilen S/Y/S Coklu
Emdlsiyon Formulasyonu

SIYIS ¢oklu emilsiyona gecis uygunluk calismalarinda en berrak ve stabil
sonucu veren Fg secilerek, Y/S mikroemulsiyonun yagd fazi yerine kullanilarak
80°C’de S/Y/S coklu emulsiyon olusturulmus ve oda sicakhgina sogutularak KLN
elde edilmistir. Y/S mikroemilsiyonda formilasyon olarak en berrak ve stabil
formilasyon olan Fjp; secilmistir. Olusan optimum formilasyon F;; olarak
numaralandiriimistir. i¢ S/Y mikroemiilsiyon Fi, 50ul de bulandigi icin bundan
sonraki deneylerde 40 ul olarak alinmistir. 0,89 g i¢ yag fazi sabit ve ayni sekilde
hazirlanarak dis su fazi hesaplamalari buna gore yapiimistir.

F17 Formilasyonunun Hazirlanmasi
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0,89 g i¢ S/Y mikroemilsiyon hazirlanip isiticili manyetik karistiriciya,
icinden 80°C’de sicak su gecen cam bir dizenek icersine konulup, 200 rpm’de
karismaya birakilmistir. Dis su fazi icin gerekli miktarlarda distile su tartilip tizerine
strfaktan olarak gerekli miktarda T 80, daha sonra da ko-surfaktan olarak Etanol
eklenmistir. Dis su fazi bu sekilde isitictl manyetik karistiricida 80°C’ye getirilmis
daha sonra da 200 rpm’de karistiriimaya birakilmistir. 0,89 g 200 rpm’deki i¢ faz
sicak enjektorle 80°C 200 rpm’de karismakta olan dis su fazina hizli bir sekilde
enjekte edilmistir. Coklu S/Y/S emilsiyon olusmus, berrak bir gorinti elde
edilmistir. Formulasyon oda sicakhgina kadar 200 rpm’de bekletilmis ve berrak
goruntinin kaybolmadigi gozlenmistir. Bu formilasyon oda sicakliginda 24 saat
bozulmadan stabil kalmistir. Daha sonraki calismalar igin Fi7 en berrak ve stabil

formilasyon olarak secilmistir.

11.2.1.1.4.1. Secilen Formulasyonun Karakterizasyon Calismalari

11.2.1.1.4.1.1. Secilen Formiilasyonun Partikiil Buyukligi Olgimi

F17 tekrar taze hazirlanmistir. Partikll bayUkluga élgimi icin cam tlpe 100 pL
Fi7, 2900 pL ultra saf su konularak 3000 puL’ye tamamlanmis, seyreltme yapiimistir.
Olciim, oda sicakliginda (24°C) ve viicut sicakliginda (37°C) olmak Uzere iki farkli

sicaklikta, Malvern Cihazi’nda yapilmistir.

11.2.1.1.4.1.2. Secilen Formiilasyonun Zeta Potansiyeli Olguimii

F17 tekrar taze hazirlanmistir. Zeta potansiyeli 6lciimi igin cam tipe 100 pL
F17, 2900 pL ultra saf su konularak 3000 pL’ye tamamlanmis, seyreltme yapilmistir.
Olgiim, oda sicakliginda (24°C) ve olmak tizere iki farkli sicaklikta, Malvern

Cihazi’nda yapiimustir.
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11.2.1.1.5. S/Y/S Coklu Emdulsiyon Sisteme Katyoniklik Kazandirilarak,
Katyonik KLN Elde Edilmesi

Gelistirilen KLN formilasyonuna katyonik o6zellik kazandirmak, icin yag
fazina Esterquat eklenmistir. F,; formilasyonundaki kompritol miktari azaltilarak,
azaltilan yag miktarinda %21 oraninda Esterquat eklenmistir. Son hazirlanan S/Y/S
coklu emilsiyon sistem F17, katyonik olacak sekilde tekrarlanmistir.

Formulasyonun Hazirlanmasi

0,135 g kompritol ve 0,135 g Esterquat tartilip cam tiipe konulmustur. 0.58 g
strfaktan, ko-slrfaktan karisimi Uzerine eklenmistir. 80°C’deki 1siticili manyetik
karistiricida 200 rpm’de karisan dis faza 40 pL distile su ilave edilmistir. S/Y
mikroemulsiyon olusmus ve berraklik net olarak goézlenmistir. 0,89 g i¢ S/Y
mikroemdlsiyon isiticil manyetik karistiriciya, icinden 80°C’de sicak su gecen cam
bir duzenek icerisinde konulup birakilmistir. Mikroemilsiyon 200 rpm’de karismaya
birakilmistir. Dis su fazi igin 31,6 g distile su tartilip Gzerine surfaktan olarak 6,67 g
T 80 eklenmistir. Daha sonra ko-surfaktan olarak 5,34 g Etanol eklenmistir. Dis su
fazi bu sekilde isiticili manyetik karistiricida 80°C’ye getirilmis daha sonra da 200
rpm’de karistiritimaya baslanmistir. 0,89 g 200 rpm’deki i¢ S/Ymikroemdilsiyon fazi,
80°C’de 200 rpm’de karismakta olan dis su fazina hizli bir sekilde enjekte edilmistir.
SIYIS ¢oklu emilsiyon olusmus berrak bir sistem elde edilmistir. Daha sonra oda
sicakliginda manyetik karistiricida 200 rpm’de karistirilarak KLN elde edilmistir.
Elde edilen KLN’lerin partikil buydklikleri ve zeta potansiyelleri 6lcllerek

karakterizasyonlari yapilmistir.
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11.2.1.1.6. S/Y/S Coklu Emiulsiyon Sisteme Manyetik Ozellik
Kazandirilarak KLN Elde Edilmesi

Gelistirilen KLN formilasyonuna manyetik 6zellik kazandirmak i¢in kimyasal
reaksiyonlamanyetik nanopartikiil hazirlama yonteminden yararlaniimistir. Oncelikle
FeCl; ve FeCl; tuzlar (2:1 molar orani) sulu c¢ozeltisi ile azot gazli ortamda demir
oksit nanopartikulleri sentez edilmistir. Amonyum hidroksit (NH4OH) ilave edilmesi
(44) ile de yaklasik 5 nm biydkliginde iyi bir sekilde dagitilmis manyetik

nanopartikiller olusmustur.

11.2.1.1.6.1. Dis Su Fazina Alkali ilavesi ile Fazlar Arasindaki iyon Gegisi
Saglanarak Manyetik KLN Elde Edilmesi Calismasi

S/YIS coklu emiilsiyon formiilasyonun i¢ su fazina Fe*’, Fe*® tuzlari
cozindurulerek sisteme ilavesi planlanmistir. Daha sonra alkali ortamda kimyasal
reaksiyon gerceklestigi icin, ayrica dis faza alkali ilavesi ile NaOH ve NH,OH ayrica
eklenerek manyetik KLN elde edilmesi planlanmistir.

Formilasyonun Hazirlanmasi

Yapilan ilk deneyde 0.135 g kompritol ve 0.135 g Esterquat hassas terazide
tartilarak cam tlpe konulmus, Uzerine 0.58 g surfaktan- ko-sirfaktan karisimi
eklenmistir. 80°C’deki isiticth  manyetik karistiricida 200 rpm’de karismaya
birakilmistir. Daha sonra S/Y/S ¢oklu emulsiyonun dis su fazi hazirlanmistir.71 g su
6,67 g T 80 ve 5.34 g Etanol tartilarak, 80°C’deki isiticih manyetik karistiriciya
konulmustur. 200 rpm’de karismaya birakilmistir. Son basamak olarak, 40 mL’de 50
mg FeCl,.4H,0 yer alacak sekilde azot gazi gecirilmis ultra saf su ile 2 mL ¢ozelti
hazirlanmistir. Hemen ayni sekilde 40 mL’de 81 mg FeCls yer alacak sekilde azot

gazi gecirilmis ultra saf su ile 2 mL ¢6zelti hazirlanmistir. Bu kisimda oksitlenmeyi
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onlemek icin cok hizli calisiimistir. iki ¢ozeltiden de 20’ser mikrolitre alinarak,
toplam 40 pL olarak hizli bir sekilde 200 rpm’de karisan 80°C’deki S/Y
mikroemulsiyona  eklenmistir.  Olusan  S/Y  mikroemilsiyonda bulanikhk
g6zlenmemistir. Hizli bir sekilde hareket edilerek i¢c S/Y mikroemulsiyon cam tip
duzenegine yerlestirilip sicak enjektorle cekilerek 200 rpm’de karisan 80°C*“deki dis
su fazina enjekte edilmistir. Kimyasal reaksiyonla manyetik nanopartikil olusmasi
icin ortama kuvvetli alkali eklenmesi gerekmektedir. Bu sebeple olusan sistem ikiye
ayrilmis ve pH ayarlamasi iki farkh alkali cozeltisiyle yapilmistir. iki esit hacme
ayrilan sitemden ilki 80 pl 1M NaOH ile pH 7.35’e ayarlanmistir. ikinci sistem ise
60 pl 5M NH4OH ile pH7.35 ayarlanmistir. Bu pH da her iki sitemden de viicut
sicakliginda (37°C) ve oda sicakhginda (24°C) , partikul blyuklugu ve zeta
potansiyeli 6lciimi yapilmak tzere 6rnekler alinmistir. Kalan S/Y/S ¢oklu emilsiyon
sisteminin daha yiksek pH deQerlerindeki tepkisini incelemek amaciyla pH degeri
9’a kadar yukseltilmistir. pH 9’daki sistemlerden de oda sicakliginda(24°C) ve vicut
sicakliginda (37°C) 6rnekler alinip malvern cihazinda partikil buyuklikleri ve zeta

potansiyelleri élgtlmastar.

11.2.1.1.6.2. i¢c Su Fazina Alkali ilavesi ile Manyetik KLN Elde EdImesi
Calismasi

Yapilan ikinci deneyde 0.135 g kompritol ve 0.165 g esterquat hassas terazide
tartilarak cam tipe konulmus, DNA yiiklemesine uygun olmasi hedeflenerek
katyonikligi arttirmak icin esterquat miktari arttirilimis ve sistemin stabilitesi ve
berraklijinda degisme g6zlenmemistir. Uzerine 0.58 g sirfaktan ko-siirfaktan
karisimi eklenmistir. Karisim 80°C’deki isitictli manyetik karistiricida 200 rpm’de

karismaya birakilmistir. Daha sonra S/Y/S c¢oklu emdlsiyonun dis su fazi
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hazirlanmistir. 71 g su 6,67 g T 80 ve 5.34 g Etanol tartilarak 80°C’deki 1siticili
manyetik karistiricida 200 rpm’de karismaya birakilmistir.

Kimyasal reaksiyon yéntemi ile molar oran 2:1 olacak sekilde gerekli
hesaplamalar yapilmistir, 40 mL’de 50 mg FeCl, 4H,0 ve 81 mg FeCl; icerecek
sekilde FeCl, 4H,0 ve FeCl3 hassas terazide tartilarak azot gazi gegirilmis ultra saf
su ile 2 mL ¢ozelti hazirlanmistir. Deneyin bu basamagi, oksidasyonu énlemek icin
cok hizh bir sekilde yapilmistir. Cozeltiden 38uL otomatik pipetle cekilerek, 200
rpm’de karisan 80°C’deki S/Y mikroemiilsiyona eklenmistir. Hemen arkasindan da 3
pL 5N NH4OH eklenmistir. S/Y mikroemilsiyon sistem basarili bir sekilde olusmus,
berraklik g6zlenmistir. Hemen hizli bir sekilde hareket edilerek i¢c S/Y
mikroemulsiyon cam tip duzenegine yerlestirilip sicak enjektorle cekilmis 200
rpm’de karisan 80°C’deki dis su fazina enjekte edilmistir. Olusan S/Y/S coklu
emilsiyon sisteminde berraklik go6zlenmistir. Oda sicakliginda 200 rpm’de
karistirilarak  sogutulan sistem icinde olusan KLN’lerin  manyetik 6zellik
kazandiginin  belirlenmesi icin sistemden 3 mL alinarak titresimli  6rnek

manyetometresi (VSM) ile 6lcuim yapiimistir.

11.2.2. Hazirlanan Manyetik DNA:KLN Kompleksleri ile Yapilan Calismalar

Agaroz Jel Hazirlanmasi

- Agaroz jel kasetine ornek sayisina uygun olan tarak secilip kasete
yerlestirilmistir.

- % 1 (a/h)’lik jel hazirlamak igin; 1 g agaroz tartilip ve lzerine 100 mL 1XTE
agaroz jel elektroforez tamponu eklenmistir. Cozelti mikrodalga firinda isitilarak
agarozun tamamen ¢6ziunmesi saglanmistir.

- Jel, kasete dokulerek 30-45 dak. sure ile katilasmasi beklenmistir.
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- Jel katilastiktan sonra taraklar cikarilip agaroz jeli iceren kaset, icerisinde

1XTE bulunan elektroforez tankina yerlestirilmistir.

DNA:KLN Kompleksinde Kullanilan pDNA

Calismalarimizda ¢ogaltimi, karakterizasyonu ve izolasyonu 6nceden yapilmis,
0,1pg/ml konsantrasyonda pEGFP-C1 plazmiti kullaniimistir. Kullanilan plazmit
DNA (pDNA) 4700 bp buyukligindedir ve kanamisin diren¢ geni icermektedir.
pEGFP-C1 memeli hiicrelerinde yuksek ekspresyon ve parlak floresans icin optimize

edilmis, vahsi tip GFP (1-3)’un kirmizaya kayan varyantini kodlarma 6zelligi tasir.
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Sekil 11. 1. pEGFP-C1 gen haritasl

11.2.2.1. Taze Hazirlanan DNA:mKLN Kompleks Olusumunun
Arastiriimasi

F17 formilasyonu ile S/Y/S ¢oklu emilsiyon yontemiylemanyetik KLN taze
olarak hazirlanmistir. 1:0,5, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1.5, 1:6, 1:7, 1:8, 1:9,1:10, 1:11, 1:12,

1:13, 1:14, 1:15, 1:16, 1:17, 1:18, 1:19, 1:20 (h/h) (DNA:KLN) oranlarinda
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eppendorf tupune konulmus, toplam hacim 21 pL olacak sekilde ultra saf su
eklenmistir. Oda sicakhginda yarim saat calkalayici Kkaristiricida bekletilerek
komplekslestirilmistir. Son olarak 4’er mikrolitre 6x boya konularak bir bucuk saat
120 voltta %1’lik agaroz jel elektroforezine tabi tutulumustur. Elektroforez sonrasi
jel, 20 dk 0,5 W/mL olacak sekilde 10 mg/ml konsantrasyondaki stok etidyum bromur
cozeltisi eklenen 1xTE’de bekletilmistir. Daha sonra jel 10dk distile su ile
yikanmistir. Jel, UV transilliminator kullanilarak 260 nm’de goérintulenip
DNA:mKLN komplekslesmesi incelenmistir. DNA:mKLN kompleks karisimlarini
jele yuklemek icin gerekli madde miktarlari Tablo 11.8.”de verilmistir

6x Yiikleme Boyas! icerigi:

%0.03 bromofenol mavisi (BFM)

%0.03 Ksilen siyanol FF (XC)

%60 gliserol

%1 SDS

100 mM EDTA (pH: 7.6)

6x yukleme boyasi gliserol icerdigi icin, DNA 0Orneklerinin TE‘den agir
olmasini ve DNA‘nin kuyularda kalmasini saglamistir. Boya ayni zamanda icerdigi
brom fenol mavisi ve ksilen-siyanol nedeniyle elektroforezin ve DNA molekillerinin

jel Gzerindeki hareketinin gzlenmesine yardimci olmustur.
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Tablo I1. 8: DNA:mKLN komplekslestirme, agaroz jel icerigi.

DNA | mKLN | ULTRA | TOPLAM | 6X JELE
SAF SU BOYA | YUKLENEN
1 | Molekuler 4 4
agirhik standardi

2 | PDNA 1 20 21 4 20
3 | mKLN 0 10 11 21 4 20
4 | DNA:mKLN 01:05 | 1 0,5 19,5 21 4 20
5 | DNA:mKLN 01:01 | 1 1 19 21 4 20
6 | DNA:mKLN 01:02 | 1 2 18 21 4 20
7 | DNA:mKLN 01:03 | 1 3 17 21 4 20
8 | DNA:mKLN 01:04 | 1 4 16 21 4 20
9 | DNA:mKLN 01:05 | 1 5 15 21 4 20
10 | DNA:mKLN 01:06 | 1 6 14 21 4 20
11 | DNA:mKLN 01:07 | 1 7 13 21 4 20
12 | DNA:mKLN 01:08 | 1 8 12 21 4 20
13 | DNA:mKLN 01:09 | 1 9 11 21 4 20
14 | DNA:mKLN 01:10 | 1 10 10 21 4 20
15 | DNA:mKLN 01:11 | 1 11 9 21 4 20
16 | DNA:mKLN 01:12 | 1 12 8 21 4 20
17 | DNA:mKLN 01:13 | 1 13 7 21 4 20
18 | DNA:mKLN 01:14 | 1 14 6 21 4 20
19 | DNA:mKLN 01:15 | 1 15 5 21 4 20
20 | DNA:mKLN 01:16 | 1 16 4 21 4 20
21 | DNA:mKLN 01:17 | 1 17 3 21 4 20
22 | DNA:mKLN 01:18 | 1 18 2 21 4 20
23 | DNA:mKLN 01:19 | 1 19 1 21 4 20
24 | DNA:mKLN 01:20 | 1 20 0 21 4 20

Jel elektroforezi sonucu, 1:15, 1.:16, 1:17 (h/n) DNA:mKLN
kompleksleri,partikil buyuklugi ve zeta potansiyeli 6l¢imi icin yeniden Tablo

11.9.da verilen miktarlarda eppendorf tliplerinde hazirlanmistir.

Tablo I1. 9: Agaroz jel elektroforezi sonucu segilen 6rnek 19, 20, ve 21 no’lu
kuyucuklardaki komplekslerin partikil blytklugi ve zeta potansiyel 6lcimi
hazirlanmasinda kullanilan igerik miktarlar

DNA | mKLN | ULTRA SAF SU | TOPLAM HACIM
0:19 | 30 pL | 450 pL | 1020 pL 1500 pL
5:20 | 30 L | 480 WL | 990 pL 1500 pL
®:21 | 30 uL | 510 pL | 960 pL 1500 pL

11.2.2.2. Sodyum Dodesil Sulfat (SDS) Tesvikli DNA Salim Calismalari:
Bolum 11.2.2.1.°de belirtilen kompleklestirme calismalari sonucu kompleks

olustugu belirlenen 1:10, 1:11, 1:12, 1:13, 1:14, 1:15, 1:16, 1:17, 1:18, 1:19, 1:20
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(h/h) (DNA:mKLN) oranlarinda Fi7; formilsyonu, eppendorf tipine konulmus ve
toplam hacim 21 ul olacak sekilde ultra saf su ilave edilmistir. Karistiricida yarim
saat birakilarak komplekslestirilmistir. Karistiricidan alinan  6rneklere total
konsantrasyonda %21 olacak sekilde 4’er ul SDS, 5’er pL 6x boya konularak 23 pL
hacimde %1’lik agaroz jele yuklenerek bir buguk saat 120v/sa jel elektroforezine tabi
tutulmustur. Elektroforez sonrasi jel, 20 dk 0,5 p/mL olacak sekilde 10 mg/ml
konsantrasyondaki stok etidyum bromdir cozeltisi eklenen 1xTE’de bekletilmistir.
Daha sonra jel 10dk distile su ile yikanmistir. Jel, UV transilliminator kullanilarak

260 nm’de gorintilenip DNA:KLN salim calismasi incelenmistir.

Tablo I1. 10: SDS salim ¢alismasi agaroz jel igerigi

DNA | mKLN | UP | ARA %6,25 | TOPL. | 6X JELE
SU | TOPLAM | SDS BOYA | Yiklen
1 | MWM 1 10 |11 0 11 5 15
2 | pDNA 1 0 24 | 25 0 25 5 23
3 | mKLN 0 10 15 | 25 0 25 5 23
4 | Pdnatsds 1 0 20 | 21 4 25 5 23
5 | mKLN+SDS 0 10 11 |21 4 25 5 23
6 | DNA:mKLN | 01:10 | 1 10 10 |21 4 25 5 23
7 | DNA:mKLN | 01:11 | 1 11 9 21 4 25 5 23
8 | DNAmKLN | 01:12 | 1 12 8 21 4 25 5 23
9 | DNAImKLN | 01:13 | 1 13 7 21 4 25 5 23
10 | DNA:mKLN | 01:14 | 1 14 6 21 4 25 5 23
11 | DNA:mKLN | 01:15 | 1 15 5 21 4 25 5 23
12 | DNA:mKLN | 01:16 | 1 16 4 21 4 25 5 23
13 | DNA:mKLN | 01:17 | 1 17 3 21 4 25 5 23
14 | DNA:mKLN | 01:18 | 1 18 2 21 4 25 5 23
15 | DNA:mKLN | 01:19 | 1 19 1 21 4 25 5 23
16 | DNA:mKLN | 01:20 | 1 20 0 21 4 25 5 23
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BOLUM I1I-BULGULAR

I11.1. On Formilasyon Calismalari

111.1.1. S/Y Mikroemilsiyon Hazirlanmasi

ilk formilasyon icin boliim 11.2.1.1.1.1."de belirtildigi gibi kati lipid olarak
kompritol, surfaktan olarak Span 85 ve Polaksamer 188, ko-surfaktan olarak
Propanol 1 kullanilarak olusturulan faz diyagraminda, Sekil 111.1.”de gosterildigi gibi
S/Y mikroemilsiyon olusum alani gésterilmistir. En stabil, en cok su iceren

formulasyon olarak F3 belirlenmistir.
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Sekil 111, 1. Kati lipid olarak kompritol, surfaktan olarak Span 85 ve Polaksamer
188, ko-surfaktan olarak Propanol 1 kullanilarak olusturulan faz diyagrami, gri
alanlar S/Y mikromeulsiyon alanlarini géstermektedir.
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Bolim 11.2.1.1.1.2.°de formilasyonda surfaktanlar degistirilerek farkli bir
formilasyon denenmistir. Kati yag olarak kompritol, siirfaktan olarak Span 80 ve T
80, ko-surfaktan olarak ise Propanol 1 kullanilarak faz diyagraminda, Sekil 111.2.°de
gosterildigi gibi S/Y mikroemdlsiyon olusum alani gosterilmistir. En stabil, en ¢cok su

iceren ve en berrak mikroemdilsiyon iceren sistem olarak Fg belirlenmistir.

Triangle Phase
Qil
100 0

0
‘Water SurfCoSur

Sekil I111. 2. Kati lipid olarak kompritol, stirfaktan olarak Span 80 ve T 80, ko-
strfaktan olarak Propanol 1 kullanilarak olusturulan faz diyagrami, gri alanlar S/Y
mikroemdalsiyon alanlarini géstermektedir.

111.1.2. Y/S Mikroemulsiyon Hazirlanmasi

Bolum 11.2.1.1.2.”de belirtildigi gibi kati lipid olarak kompritol, surfaktan

olarak T 80, ko-surfaktan olarak etanol kullanilarak olusturulan faz diyagraminda,



Sekil 111.3.”de gosterildigi gibi Y/S mikroemdlsiyon olusum alani gdsterilmistir. En

stabil, berrak dengede kalan formulasyon olarak Fi1 secilmistir.

Trianghe Phase
Qi

100 0

Sekil 111. 3.Kati lipid olarak kompritol, strfaktan olarak T 80, ko-slrfaktan olarak
Etanol kullanilarak olusturulan faz diyagrami, gri alanlar Y/S mikroemilsiyon
alanlarini gostermektedir.

111.1.3. S/Y/S Coklu Emdlsiyon Formulasyon Denenmesi

Bolim 11.2.1.1.3.’te S/Y/S ¢oklu emilsiyon denemelerinde F3 formilasyonu ile

calistimistir. F3 oda sicakliginda, 40 mL %2’lik T 80 ¢ozeltisi icinde kati parcaciklar
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halinde kalmistir. F3 ile yapilan ikinci deneyde ise 40 mL %2’lik T 80 cozeltisi
icinde bulanikhk g6zlenmistir. istenen S/Y/S c¢oklu emdilsiyona gegiste, basarili

sonug alinamadigi icin farkh bir formdlasyon olusturma yoluna gidilmistir.

Bolim 11.2.1.1.3.te S/Y/S ¢oklu emiilsiyon denemelerinde Fg 80°C’de %2’lik
40 mL T 80 cozeltisine hizla enjekte edildiginde berraklik gozlenmistir. Fg bu
sebeple S/Y/S ¢oklu emilsiyon sisteme gegis igin i¢ S/Y mikroemulsiyon olarak

daha sonraki calismalar icin secilmistir.

111.2. S/Y/S Coklu Emilsiyon Sistemde Elde Edilen KLN’lerin
Karakterizasyonu

Bolim 11.2.1.1.4°de S/Y/S coklu emdilsiyon sistem icin optimum formdilasyon
olarak F7 belirlenmistir. F1; formiilasyonunun 24°C sicaklikta patikil buyuklugu ve

zeta potansiyeli degerleri Tablo 111.1.’de verilmistir.

Tablo I11. 1. F17 formulasyonunun partikil biyUkIGgu ve zeta potansiyeli dlgtimleri

Formulasyon | Sicaklik Partikal PDI Zeta Konduktivite
Buyukluga | (S.D.) Potansiyeli | (US)
(nm) (mV)

F17 24°C 26,93 0,239 9,52 0,034

111.3. S/Y/S Coklu Emuilsiyon Sisteme Katyoniklik Kazandirilarak, Katyonik
KLN Elde Edilmesi ve Secilen Formulasyonun Karakterizasyonu

Negatif yikli DNA’nin KLN’lerle kompleks olusturmasini saglamak igin,
formilasyona katyoniklik kazandirilmasi gerekmektedir. Bu amagla BOlim
11.2.1.1.5.’de yapilan deneyler ile S/Y/S coklu emilsiyona katyoniklik

kazandirilmistir. Fy7 formilasyonuna eklenen Esterquat ile elde edilen katyonik
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KLN’lerin 24°C’deki partikiil buyukligi ve zeta potansiyeli 6lgiim degerleri Tablo

I11.2.”de verilmistir.

Tablo I1l. 2. Katyonik Fi; formilasyonuna Esterquat ilevesiyle elde edilen
KLN’lerinpartikil buyikligl ve zeta potansiyeli dlcimleri
Formulasyon | Sicaklik | Partikul PDI Zeta Kondktivite
Buydkligu | (S.D.) | Potansiyeli | (US)
(nm) (mV)
Katyonik 24°C 88,32 0,488 | 23,20 0,028
F17

111.4. Katyonik KLN’lere Manyetik Ozellik Kazandiriimasi

KLN’leri organizmada bolgesel olarak hedeflemek amaciyla manyetik 6zellik
kazandirma calismalari yapiimistir. Manyetik 6zellik kazanan KLN’ler organizmaya
verildikten sonra, disaridan vicudun belirli bdlgesi manyetik alana maruz
birakildiginda KLN’lerin mayetik alana yonelmeleri ve istenen gen tedavisini bu

bolgede yapmalari hedeflenmistir.

I11.4.1. Dis Su Fazina Alkali ilavesi ile Fazlar Arasindaki iyon Gegisi
Saglanarak Manyetik KLN Elde Edilmesi Calismasi

Manyetik nanopartikill olusturmak amaciyla Bolim 11.2.1.1.6.1.’de yapilan
deneyde dis faza sonradan alkali eklenerek elde edilen KLN’lerin partiktl boyutu ve
zeta potansiyeli degerleri Tablo 111.3.’de verilmistir. Dis faza alkali eklenmesinin
sisteme etkisini gozleyebilmek igin 6lciimler, NaOH ve NH,OH ile ayri ayri; 37°C ve

24°C’de pH 9 ve pH 7,35’de yapilmistir.
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Tablo I11. 3. Dis su fazina alkali ilavesiyle hazirlanan farkli F1; formilasyonlarinin
partikil buyuklugu ve zeta potansiyeli 6lctimleri

Formulasyon | pH | Sicaklik | Partikl PDI Zeta Kondktivite
Buyuklugi | (S.D.) | Potansiyeli (uS)
(nm) (mV)

Ornek1 7,35 | 24°C 1057,66 1,000 | 1,31 0,048

NaOH

Ornek 2 7,35 | 24°C 5057,33 0,549 | 3,98 0,051

NH,OH

Ornek 3 7,35 | 37°C 3129,00 0,843 | 0,22 0,052

NaOH

Ornek 4 7,35 | 37°C 2102,66 0,217 | 0,95 0,055

NH,OH

Ornek 5 9 24°C 27,11 0,587 | 4,49 0,047

NaOH

Ornek 8 9 24°C 214,00 0,934 | 4,94 0,043

HH,OH

Ornek 9 9 37°C 25,48 0,427 | -3,45 0,029

NaOH

Ornek 10 9 37°C 154,70 0,243 | -4,04 0,037

HH,OH

111.4.2. i¢c Su Fazina Alkali ilavesi ile Manyetik KLN Elde Edilmesi Calismasi

Bolum 11.2.1.1.6.2.’de yapilan calismada manyetik 6zelligin i¢ su fazinda

kimyasal reaksiyon gerceklestirilerek kazandiriimasina c¢ahsiimistir. S/Y/S coklu

emulsiyon sistemde mKLN’ler olusturulmustur. Manyetikligin belirlenmesi igin

VSM cihazinda 6l¢im yapilmistir. Yapilan 6lgum sonuclari sekil 111.6. ,sekil 111.7. ,

sekil 111.8.”de verilmistir. Tablo 111.4.’te olusan mKLN’lerin partikul buydkltkleri ve

zeta potansiyelleri gortlmektedir. Ayrica sekil 111.4.te mKLN formdilasyonunun

partikul baydklagu grafigi, Sekil 111.5.te mKLN formdlasyonunun zeta potansiyel

olgtim grafigi verilmistir.
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Size Distribution by Inte1sity
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Sekil 111. 5. mKLN formulasyonunun zeta potansiyeli él¢im grafigi

Tablo I11. 4. Manyetik F;7 formilasyonunun partikil blyukligl ve zeta potansiyeli

olcumleri
.. Sicaklik | Partikil oy, Zed | Kondiktivite
Formilasyon Buyuklugu (SD) Potansiyeli (1S)
(hm) =) v i
Manyetik F17 | 24°C 10,91 0,246 11,30 0,024
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Sekil 111. 8. Manyetik alanda mKLN’lerin manyetik ézelligi
111.5. Manyetik KLN:DNA Komplekslerinin Hazirlanmasi
I11.5.1. Taze Hazirlanan Manyetik KLN:DNA Komplekslerinin Agaroz
Jel Elektroforezi
Bolim 11.2.2.1.’de belirtildigi gibi hazirlanan DNA:mKLN komplekslerinin agaroz
jel elektroforezi goruntuleri Sekil 111.9.°da verilmistir. Tablo 11.8.de ise gerekli

maddeler ve kullanim miktarlari gosterilmistir.

B
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Sekil 111. 9. Manyetik DNA:KLN komplekslerinin agaroz jel elektroforezi
fotografi; Kuyucuklar:1.M.A.S, 2. pDNA, 3.KLN, 4’ten 24’e kadar olan jel
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kuyucuklarinda ise 4. Kuyucukta DNA:mKLN orani 1:1(h/h) olmak Uzere
1:20(h/h)’ye kadar DNA:mKLN kompleksleri Igermektedir. Jel konsantrasyonu:
%1(a/h); Uygulama gerilimi: 120V/saat

I11.5.2.Agaroz Jel Elektroforezi Sonucu 1:15, 1:16, 1:17 (h/h)
DNA:mKLN Komplekslerinin Partikiil Byuklik ve Zeta Potansiyel Olgtimui
Agaroz jel elektroforezi sonucu 1:15, 1:16, 1:17 (h/h) DNA:mKLN kompleksleri
6lcim icin uygun bulunmustur. DNA:mKLN komplekslerinin élgtime hazirlanmasi
Tablo 11.9.°da verilmistir. Bu G¢ formulasyonun partikil blyuklugu ve zeta

potansiyel 6lcumleri sonuglari Tablo 111.5.”de verilmistir.

Tablo 111. 5. Ornek 19, 20 ve 21’in partikiil blyGklugu ve zeta potansiyeli 6lgtimleri

Formulasyon | Sicaklik Partikal PDI Zeta Konduktivite
Buyukluga | (S.D.) Potansiyeli | (US)
(nm) (mV)

Ornek 19 24°C 959,60 0,871 6,52 0,012

Ornek 20 24°C 528,70 0,937 6,56 0,013

Ornek 21 24°C 263,10 0,688 6,60 0,013

111.5.3. Sodyum Dodesil Sulfat (SDS) Tesvikli DNA Salim Calismalari
Bolim 11.2.2.2.”de DNA:mKLN komplekslesmesi iyi sonug veren, 1:10, 1:11, 1:12,
1:13, 1:14, 1:15, 1:16, 1:17, 1:18, 1:19, 1:20 (h/n) (DNA:mKLN) oranlari ile
DNA:mKLN salim calismalari yapilmistir. Salim c¢alismasinda jele yiklenen
maddeler ve miktarlari tablo 11.10°da verilmistir. SDS salim calismasi sonucu Sekil

111.10.”da gosterilmistir.
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Sekil IM1. 10. 1:10, 1:11, 1:12, 1:13, 1:14, 1:15, 1:16, 1:17, 1:18, 1:19, 1:20 (h/h)
(DNA:mKLN) oranlari ile hazirlanan manyetik DNA:mKLN komplekslerinden sabit
SDS  konsantrasyonunda ~ DNA’nin salimini gOsteren  agaroz  jel
fotografikKuyucuklar:1.M.A.S, 2.pDNA, 3.mKLN, 4.pDNA+SDS,
5.mKLN+SDS,6’dan 15’ya kadar olan jel kuyucuklarinda ise 6. kuyucukta
DNA:mKLN orani 1:10(h/h) olmak Gzere 1:20(h/h)’ye kadar DNA:mKLN
kompleksleri icermektedir.Jel konsantrasyonu: %1(a/h); Uygulama gerilimi:
120V/saat
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BOLUM IV-TARTISMA

Kati yag olarak kompritol kullanilarak S/Y mikroemdlsiyon olusturmak icin,
strfaktan olarak kullanilan Polaksamer 188 ve Span 85 ile yapilan 6n denemelerde
stabil ve berrak sistemler elde edilememistir. Bu nedenle, farkl sirfaktanlarin
denenmesi amaciyla, Span 80 ve T 80 kullaniimasina karar verilmistir. Propanol 1
toksik olmamasi sebebiyle ko-siirfaktan olarak secilmistir. Span 80 ve T 80 orani
10:1 secilerek, HLB degeri S/Y mikroemilsiyon sisteme uygun olarak 5’e
ayarlanmistir (40). On formilasyon denemelerinde berrak ve stabil sistemler elde

edilerek, faz diyagramlari cizilmistir.

S/Y faz diyagraminda c¢alisilan formilasyonlardan Fg berrak ve stabil olmasi,
ayrica diger formilasyonlardan daha fazla su icermesi nedeniyle daha sonraki

calismalar igin secilmistir.

Span 85’in 6n denemelerde elde edilen sonuclarin yani sira, ayrica molekdl
agirhginin da yuksek olmasi, elde edilecek KLN partikiil boyutunu da biyutebilecegi
dustnulerek, molekller agirhgr daha kuagik lipofilik surfaktan Span 80 (428,16

g/mol) kullaniimasina karar verilmistir (67).

Y/S mikroemdlsiyon olusturmak icin HLB degeri 15 olan T 80 siirfaktan olarak
kullaniimistir.  Ko-suirfaktan olarak Etanol, toksik olmamasi ve emilsiyon

formilasyonlarinda siklikla kullanilmasi nedeniyle secilmistir (27).

Tablo I1.7.’de calisilan sistemlerden Fy; daha sonraki ¢alismalar icin, en stabil

Y/S mikroemdlsiyon formulasyonu oldugu igin secilmistir.

S/YIS ¢oklu emulsiyon hazirlamak icin, Y/S mikroemilsiyon formilasyonunun

yag fazi yerine S/Y mikroemulsiyon formilasyonu F3; gereken miktarda oda
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sicakliginda eklendigi zaman biyuk kati parcaciklar seklinde kaldigindan, her iki
sistemin 80°C’de karistirimasina karar verilmistir. 80°C’deki S/Y/S sistemin oda
sicakliginda manyetik Kkaristirictda 200 rpm’de Kkaristirlmasiyla elde edilen
KLN’lerin partikil buyuklugi ve zeta potansiyelleri Olcilerek karakterizasyonu
yaptimistir. Tablo [11.1°de goraldagi gibi partikdl blyuklugi 26.93 nm ve zeta
potansiyeli 9,52 mV bulunmustur. Partikil blydklGgunun DNA yuklenmesi igin
uygun oldugu gortlmustir (61). Fakat zeta potansiyeli DNA yiklendigi zaman daha
da dusecegi icin, katyonik madde ekleyerek zeta potansiyelinin yikseltilmesine karar
verilmistir. Fi; formulasyonuna zeta potansiyeli arttirmak amaciyla %1 oraninda
Esterquat eklenerek yeniden olcim yapilmistir. Partikil buyikligi 88.32 nm, zeta
potansiyeli ise 23,2 mV bulunmustur. Zeta potansiyeli degerinin DNA yiiklemesi
icin uygun oldugu dusunulerek KLN’lere manyetik 6zellik kazandirma asamasina

gecilmistir.

S/Y/S emulsiyon sistemin i¢ su fazina yiklenen demir bilesikleri ve dis su fazina
ilave edilen alkali c¢Ozeltisi ile hazirlanan c¢oklu emilsiyon sstemin, patikil
blyuklugl ve zeta potansiyeli dl¢tlmastir. Tablo 111.3.’de 6lcim sonuclari verilen
pH 7,35°de alinan sonuclara gore, partikil buyikligu DNA yiklemesine uygun
olmayacak sekilde oldukga buytk ¢ikmis, ayni zamanda zeta potansiyeli de 0,22 ile
3,98 mV arasindaki degerlerde yani oldukca dusuk cikmistir. pH 9’da yapilan
Olclimlerde, elde edilen partikil buyukligi degerleri DNA yiiklemesine uygun
cikmis, fakat zeta potansiyel degerleri -4,04 ile 4,94 mV arasinda amacimiza uygun

bulunmamis, dusiik degerde ¢ikmistir.

Bu nedenle, S/Y/S coklu emulsiyonun dis fazina alkali ilavesi ydnteminden
vazgecilerek, i¢ su fazina demir bilesikleri ile alkali ilavesine karar verilmistir. Bu

sekilde elde edilen mKLN F;7; formulasyonunun Tablo 111.4.’de verilen partikl
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blylukligt ve zeta potansiyeli degerleri sirasi ile 10,91 nm ve 11,30 mV
bulunmustur. Olgiilen partikil biyikigi DNA yiiklemesi icin uygun olup, zeta
potansiyelinin ise bir dnceki yonteme gore daha yuksek oldugu gorilmustir. Sekil
3.6, 3.7, 3.8’de goruldigu gibi F17 formllasyonunun VSM élgtimlerinde manyetiklik

ozelliginin oldugu gorilmektedir.

Fi7 formilasyonuna pDNA yukleme calismalarina gecilerek Tablo 11.8." de
gosterilen oranlarda DNA:mKLN komleksleri hazirlanmistir. Kompleks olusumunun
gerceklesip gerceklesmedigini arastirmak icin, hazirlanan DNA:mKLN kompleksleri
agaroz jel eletroforezine yiklenmistir. Sekil 111.9.’da goruldiagi gibi 1:11 (15 nolu
kuyucuktan itibaren yani 1:11 oranindan 1:20 DNA:mKLN oranina kadar
komplekslerin olustugu gorulmektedir. Burada olusan komplekslerden 19, 20 ve 21.
kuyucuklardaki kompleksler (1:15, 1:16, 1:17, DNA:mKLN) daha sonraki ¢alismalar
icin secilmistir. Bunun nedeni DNA ile en fazla kompleks yapabilen, en az mKLN
miktari iceren kompleksler olmasidir. Segilen 19, 20, 21. kuyucuklarindaki
DNA:mKLN komplekslerinin partikil buylkligu ve zeta potansiyeli degerleri Tablo
[11.5.”de gosterilmistir. Tabloda goraldugi gibi en kiguk partikill boyutuna sahip
olan 1:17 DNA:mKLN oranindaki 6rnek 21 transfeksiyon calismalari icin partikil
boyutunun en kiguk (42), zeta potansiyelinin 6,6 mV degerde olmasi nedeniyle

uygun bulunmustur.

Miga Olga ve ark. yaptigi calismada DNA ve cRNA aktarilmasi amaciyla
hazirlanmis DNA yiikli manyetik nanopartikil formilasyonlariyla gen aktariminin
basarildigi  bildirilmistir. Manyetik nanopartikill formulasyonlarinin  partikal
baydklikleri 201 nm ile 390 nm arasinda olup, zeta potansiyelleri ise -10,5 ile +8,7

mV arasinda degismektedir. Bizim calismamizda da elde ettigimiz mKLN:DNA
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komplekslerinin partikil blyuklik ve zeta potansiyeli degerleri DNA aktarimi igin

uygundur (42).

Daha sonra DNA:mKLN komplekslerinin DNA’yi salim yetedinin belirlenmesi
icin SDS tesvikli DNA salim ¢alismalari yapilmistir. Sekil 111.10.”da géruldigu gibi
1:10 ile 1:20 arasinda DNA:mKLN komplekslerinin hepsinin DNA’y1 saldig
gorilmektedir. Agaroz jeldeki isimanin T 80’den kaynaklandigi disuntlmektedir;
cunki sekildeki sadece KLN ve SDS’nin uygulandigi 5. kuyucukta ayni i1sima
gorilmektedir. Ayrica Hasan Akbaba’nin tezinde sadece T 80 ve SDS birlikte agaroz

jele yuklendiginde hilal seklinde 1simanin gozlendigi bildirilmistir (1).

Sonu¢ olarak vyapilan tum calismalarin sonucunda elde edilen veriler
dogrultusunda DNA yiklenen mKLN’lerden 1:17 oranindaki DNA:mKLN

kompleksinin gen artirimi igin uygun olduguna karar verilmistir.
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BOLUM-V. SONUC VE ONERILER

Yapilan formilasyon calismalari sonucunda DNA aktarimina uygun olarak
263,10 nm partikil boyutunda, 6,60 mV zeta potansiyeli degerinde manyetik
katyonik KLN tasiyici sistem gelistirilmistir. DNA aktarimi i¢cin mKLN boyutunun
kiclk olmasinin 6nemli oldugu daha énce yapilan calismalarda bildirilmistir (42).
Daha sonraki calismalarda bu yontemle elde edilen DNA:mKLN komplekslerinin
boyutu daha kugultilerek ve zeta potansiyel degerleri arttirilarak daha etkin

transfeksiyon yetenegi olan mKLN’lerin hazirlanmasi 6nerilmektedir.

82



OZET
DNA TASIYICI SISTEM GELISTIRME AMACIYLA MANYETIK
NANOPARTIKUL FORMULASYONLARIN HAZIRLANMASI
Tuba YILMAZ
Yuksek Lisans Tezi, Farmasotik Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Yoneticileri: Dog. Dr. Gulten Kantarci ve Yard. Dog. Dr. Devrim Demir
Dora

Subat, 2012., 95 sayfa

Projede amacimiz katyonik kati lipid nanopartikil formilasonlari gelistirerek
bunlara manyetik 6zellik kazandirmak, daha sonra plazmid DNA yukleyerek gen

aktarimi amaciyla bir tastyici sistem gelistirmektir.

Calismamizda on formulasyon denemelerinde; kati lipid olarak kompritol,
lipofilik strfaktan olarak Span 80, hidrofilik sirfaktan olarak Tween 80 ve ko-
strfaktan olarak Propanol 1 kullanilarak S/Y mikroemilsiyon formilasyonu
olusturulmustur. Daha sonra Y/S mikroemdulsiyon formilasyonu icin yine kati lipid
olarak kompritol kullanilmis, hidrofilik surfaktan olarak Tween 80 ve ko-siirfaktan
olarak etanol kullanilmistir. Y/S mikroemiilsiyonun yag fazi yerine 80°C’de S/Y
mikroemdalsiyon formilasyonu eklenerek S/Y/S c¢oklu emilsiyon sistem
olusturulmustur. Sistem oda sicakhgina sogutularak kati lipid nanopartikil elde
edilmistir. Bu sisteme %21 oraninda esterquat eklenerek 23,2 mV zeta potansiyel

degerine sahip katyonik KLN elde edilmistir.
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Katyonik KLN’lere manyetik 6zellik kazandirmak icin, i¢ su fazina Fe* ve Fe*®
bilesikleri ve alkali olarak 5M NH4OH eklenmistir. Netice olarak 10,91 nm partikdil
biuyuklugine sahip ve zeta potansiyeli 11,30 mV olan manyetik KLN (mKLN) elde
edilmistir. mKLN’lerin manyetik 6zellikleri titresimli 6rnek manyetometresi (VSM)
Olcimi ile dogrulanmistir. Olusan mKLN’ler ile DNA yikleme calismalari icin
cesitli oranlarda DNA:mKLN kompleksleri hazirlanmistir. Hazirlanan DNA:mKLN
kompleksler agaroz jele yiiklenerek hangi oranlarda komplekslesmenin gerceklestigi
saptanmistir. Daha sonra komplekslesmenin gerceklestigi oranlarda SDS tesvikli

salim ¢calismalari yapilarak, komplekslerden DNA’nin salinimi incelenmistir.

Sonug olarak DNA aktarimi i¢in; 263 nm partikil buyikIGgu ve de 6,60 mV zeta
potansiyeline sahip, DNA yuklu ve katyonik o6zellikli manyetik nanopartikl

formilasyonu, amacina uygun olarak gelistirilmistir.
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ABSTRACT
PREPARATION OF MAGNETIC NANOPARTICLE FORMULATIONS TO
DEVELOP A DNA CARRIER SYSTEM
Tuba YILMAZ
Post Graduate, Department of Pharmaceutical Biotechnology
Thesis Supervisors: Assoc. Prof. Dr. Gulten Kantarci and Assist. Prof.
Dr.Devrim Demir Dora

February, 2012., 95 page

The aim of this project is to develope cationic solid nanoparticle formulations and
give them magnetic properties therefore developing a DNA carrier system for gene
transfer using plasmid DNA.

In pre-formulation studies of the research, W/O microemulsion formulation was
formed using compritol as solid lipid, Span 80 as lipophilic surfactant, Tween 80 as
hydrophilic surfactant and Propanol 1 as co-surfactant. Afterwards, for O/W
microemulsion formulation, compritol was used as solid lipid, Tween 80 as
hydrophilic surfactant, and ethanol as co-surfactant. Instead of oil phase of O/W
microemulsion, W/O microemulsion formulation at 80°C was added and W/O/W
multi emulsion system was formed. The system was cooled down to room
temperature and solid lipid particles were obtained. 1% esterquat was added to this

system yielding a cationic SLN with 23.20 mV zeta.
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In order to give magnetic properties to cationic SLNs, Fe®* and Fe** compounds
and 5 M NH,4OH as alkali were used in internal water phase. As a result, magnetic
SLNs (mSLNs) with 11.32 mV zeta potential and 10.91 nm particle size were
obtained. Magnetic properties of mSLNs were confirmed via vibrating sample
magnetometer measurements. Using the resultant mSLNs, DNA:mSLN complexes in
varying ratios were produced for DNA loading system. DNA:mSLN complexes
were loaded to agarose gel to determine the proportion of complexation. Then, DNA
release from the complexes were examined through studies of SDS induced release
in complexation ratios.

In conclusion, cationic, DNA loaded magnetic nanoparticle formulation with

263 nm particle size and 6.6 mV zeta potential was developed fitting for the purpose.
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