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OZET

Gen Tedavisi Amach Nanotasiyici Platformlarin Gelistirilmesi

Bu tez c¢alismasinin temel amaci, son yillarda nanoteknolojinin biyoteknoloji alanindaki yenilikgi
uygulamalarindan biri olarak 6ne ¢ikan gen transferine yonelik, biyouyumlu ve biyopargalanabilir
Ozellikte nanopartikiiler tasiyici sistemlerin sentezlenmesi ve karakterize edilmesidir. Calisma
kapsaminda, bu sistemlerin yapisal Ozellikleri detayli olarak aydmlatilacak ve gen aktarimindaki
transfeksiyon verimlilikleri deneysel olarak degerlendirilecektir.

Gen terapisi, kalitsal ya da sonradan edinilmis hastaliklarin tedavisinde, terapdtik genlerin vektor adi
verilen tasiyict sistemler araciligiyla hedef hiicrelere aktarilmasina ve bu genlerin hiicre iginde
ekspresyonunun saglanmasina dayanmaktadir. Ancak gen transfer siireci, vektorlerin hiicre igi
hedeflerine ulasmasinda karsilasilan ¢esitli hiicresel bariyerler nedeniyle karmagik bir hal alir. Bu siirecte
kullanilan vektdrlerin, minimal toksisite ile maksimum transfeksiyon etkinligi gdstermesi biiyliik 6nem
tagimaktadir. Bu dogrultuda, gen transferinde vektor secimi kritik bir rol oynamaktadir. Gen aktarimi
icin temel olarak iki yaklasim gelistirilmistir: yiiksek transfeksiyon etkinligine sahip viral vektorler ve
viral vektorlerin potansiyel immiinojenik ve toksik etkileri nedeniyle tercih edilen viral olmayan tastyici
sistemler. Bu tez caligmasi kapsaminda, gen aktarimi i¢in model olarak plazmid DNA (e-GFP)
yiiklenmis, lipid-polimer esasli hibrit non-viral nanopartikiiler sistemlerin gelistirilmesi ve
karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Lipid-polimer hibrit nanopartikiiller (LPHNP’ler), liposomlar ile
polimerik nanopartikiillerin yapisal ve fonksiyonel avantajlarini bir araya getiren, g¢ekirdek-kabuk
mimarisine sahip yenilik¢i ila¢ tastyict sistemlerdir. Bu hibrit yapilar, i¢ kisimda kontrollii salim
saglayan polimerik bir ¢ekirdek ile dis yiizeyde biyomembran benzeri gecirgenlik 6zellikleri sunan lipid
bir tabakadan olugmaktadir. LPHNP'lerin gelistirilme amaci, liposomlarin simirli stabilite, icerik sizintist
ve kisa dolasim siiresi gibi dezavantajlari ile polimerik nanopartikiillerin hiicre membrani gecisindeki
yetersizliklerini ortadan kaldirmaktir. Bu nedenle, bu tez caligmasinda gen tagima amaciyla
kullanilabilecek yeni bir LPHNP formiilasyonu gelistirilmis; plazmid DNA ile kompleks olusturularak
bu sistemlerin transfeksiyon etkinligi degerlendirilmistir. Formiilasyonun hazirlanmasinda, PEG-PCL
(polietilen glikol—polikaprolakton) ve DOTAP igeren bilegenler kullamlmig ve modifiye su/yag/su
emiilsiyon-temelli ¢oziicii buharlagtirma yontemi uygulanmustir. Elde edilen nanopartikiiller, yesil
floresan protein ekspresyon plazmidini tasiyacak sekilde yiiklenmis ve ardindan sistemlerin
karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Bu kapsamda, partikiil boyutu, boyut dagilimi (polidispersite
indeksi), zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinligi analiz edilmistir. Devaminda, optimize edilen
formiilasyonlarla in vitro ilag salim profilleri belirlenmis ve uygun fizikokimyasal 6zellikler gosteren
sistemler kullanilarak HEK-293 hiicre hatti iizerinde transfeksiyon etkinligi degerlendirilmistir. Bu
caligmada geligtirilen nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zellikleri degerlendirildiginde, partikiil
boyutunun 200 nm’nin altinda, polidispersite indeksinin (PDI) 0,3’{in altinda ve zeta potansiyel
degerlerinin £10-30 mV araliginda oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar, hazirlanan nanopartikiillerin
gen tagima uygulamalari i¢in uygun bir boyutsal ve yilizey yik dagilimma sahip oldugunu
gostermektedir. Ayrica, plazmid DNA'nin nanopartikiil yapist icerisinde yiiksek verimle enkapsiile
edildigi belirlenmistir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasinda PEG-PCL ve DOTAP bilesenlerinden olusan lipid-polimer hibrit
nanopartikiillerin, HEK-293 hiicre hattinda transfeksiyon etkinligi gosteren, toksik olmayan ve viral
olmayan gen tastyici sistemler olarak etkili bir performans sergiledigi belirlenmistir. Yiirtitiilen in vitro
karakterizasyon analizleri ve hiicre kiiltiirii temelli biyolojik degerlendirmeler, gelistirilen sistemin
hedeflenen kriterleri basartyla karsiladigini ortaya koymustur. Elde edilen veriler, bu hibrit nanopartikiil
sisteminin gen terapisine yonelik mevcut nanotastyici alternatifleri arasinda potansiyel bir aday oldugunu
ve gelecekteki terap6tik uygulamalar i¢in umut vadeden bir platform sundugunu gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Gen tedavisi, lipid-polimer hibrit nanopartikiil, nanopartikiil, p-EGFP.



SUMMARY

Development of Nanocarrier Platforms for Gene Therapy

The main objective of this thesis is to synthesise and characterise biocompatible and biodegradable
nanoparticulate carrier systems for gene transfer, which has been one of the innovative applications of
nanotechnology in biotechnology in recent years. Within the scope of the study, the structural properties
of these systems will be elucidated in detail and their transfection efficiency in gene transfer will be
experimentally evaluated.

Gene therapy, in the treatment of inherited or acquired diseases, is based on the transfer of therapeutic
genes to target cells via DNA carrier systems called vectors and the expression of these genes within the
cell. However, the gene transfer process is complicated by various cellular barriers encountered in the
delivery of vectors to their intracellular targets. It is of great importance that the vectors used in this
process show maximum transfection efficiency with minimal toxicity. Accordingly, vector selection
plays a critical role in gene transfer. Basically, two approaches have been developed for gene transfer:
viral vectors with high transfection efficiency and non-viral carrier systems, which are preferred due to
the potential immunogenic and toxic effects of viral vectors. In this thesis, lipid-polymer based hybrid
non-viral nanoparticular systems loaded with plasmid DNA (eGFP) as a model for gene transfer were
developed and characterised. Lipid-polymer hybrid nanoparticles (LPHNPs) are innovative drug
delivery systems with core-shell architecture that combine the structural and functional advantages of
liposomes and polymeric nanoparticles. These hybrid structures consist of a polymeric core providing
controlled release on the inside and a lipid layer offering biomembrane-like permeability properties on
the outer surface. The aim of the development of LPHNPs is to overcome the disadvantages of
liposomes such as limited stability, content leakage and short circulation time and the inadequacies of
polymeric nanoparticles in cell membrane permeation. These hybrid systems are considered as an
attractive alternative in drug delivery systems due to their high encapsulation efficiency and well-defined
release profiles. While the polymer structure contributes to controlled and prolonged drug release, the
lipid structure increases bioavailability by facilitating interaction with biological membranes and
supports the orientation of the carrier to the target tissue. Therefore, in this thesis, a new LPHNP
formulation that can be used for gene delivery was developed and the transfection efficiency of these
systems was evaluated by complexing with plasmid DNA. In the preparation of the formulation,
components containing PEG-PCL (polyethylene glycol-polycaprolactone) and DOTAP were used and
modified water/oil/water emulsion-based solvent evaporation method was applied. The obtained
nanoparticles were loaded to carry the green fluorescent protein expression plasmid and then the systems
were characterised. In this context, particle size, size distribution (polydispersity index), zeta potential
and encapsulation efficiency were analysed. Subsequently, in vitro drug release profiles were determined
with the optimised formulations and transfection efficiency was evaluated on HEK293 cell line using
systems with appropriate physicochemical properties. When the physicochemical properties of the NPs
developed in this study were evaluated, it was found that the particle size was below 200 nm, the
polydispersity index (PDI) was below 0.3 and the zeta potential values were in the range of £10-30 mV.
These results show that the prepared nanoparticles have a suitable dimensional and surface charge
distribution for gene delivery applications. In addition, it was determined that plasmid DNA was
encapsulated in the nanoparticle structure with high efficiency. In conclusion, in this thesis, lipid-
polymer hybrid nanoparticles consisting of PEG-PCL and DOTAP components were determined to
perform effectively as non-toxic and non-viral gene carrier systems with high transfection efficiency in
HEK293 cell line. In vitro characterisation analyses and cell culture-based biological evaluations
revealed that the developed system successfully met the targeted criteria. The data obtained show that
this hybrid nanoparticle system is a potential candidate among the existing nanocarrier alternatives for
gene therapy and offers a promising platform for future therapeutic applications.

Keywords: Gene therapy, lipid-polymer hybrid nanoparticle, nanoparticle, p-EGFP
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ONSOZ

Tez ¢alismamiz kapsaminda, model plazmid olarak e-GFP plazmidini igeren polimer
olarak PEG-PCL ve lipid olarak DOTAP kullanilarak hibrit nanopartikiiller
formiilasyonlarinin ¢ift emiilsiyon ¢Ozlicii ugurma yoOntemi kullanilarak {retilmesi
planlanmis olup genetik hastaliklarda etkili olacak gen yapilarinin korunarak viicuda
verilmesi ve transfeksiyon etkinliginin arttirllmasina yonelik yenilik¢i formiilasyon
tasarimlarinin gergeklestirilmesi amaglanmistir. Lipit-polimer hibrit nanopartikiiller, yalnizca
formiilasyonun stabilitesini artirmakla kalmayip ayn1 zamanda kontrollii salim 6zellikleri,
yiiksek biyouyumluluk ve biyoyararlanim gibi onemli avantajlar saglamaktadir. Ayrica,
partikiil boyutuna bagli olarak pasif hedefleme imkéni da sunarak terapotik etkinligini
artirmaktadir. Bu tez ¢aligmasinda gelistirilecek olan yenilik¢i gen tasiyict formiilasyonlar,
non-viral vektor tasiyici sistemler alaninda 6nemli bir ilerleme kaydedilmesini saglayacaktir.
Bu kapsam da hazirlanan yenilik¢i formiilasyonel yaklagimlar bir¢ok hastalik grubunda

onciiliik saglayacak bir platform olarak karsimiza ¢ikacaktir.

Tez ¢aligmamin her asamasinda bilgi ve tecriibeleriyle bana 1sik tutan, meslegimiz
hakkinda her daim yeni ufuklar agarak meslegimizi bana bir kez daha sevdiren, her daim
beni destekleyerek bana yol gosteren, egitim hayatimda yapmis oldugu dokunuslarla doniim
noktast olusturan, meslegimize olan saygi ve sevgisinin yani sira ¢aligma azmine hayran
oldugum cok degerli ve saygideger danisman hocam Prof. Dr. Asuman BOZKIR’a sonsuz

minet ve tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarimi zamaninda tamamlamama imkan veren Ankara Universitesi Eczacilik

Fakiiltesi Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali’nin sayin 6gretim iiyelerine,
Tez ¢aligmamin her asamasinda yamimda olan, her zorlukta yanimda olan, ¢6ziim
tireten Dog Dr. Umut Can OZ, Dog. Dr. Berrin KUCUKTURKMEN, Dr. Ogr. Uyesi Ongun

Mehmet SAKA ve Uzm. Ecz. Selin GOKSEVER’e,

e-GFP plazmidini tiretip saflastirarak benimle paylasan Prof. Dr. Erkan YILMAZ’a ve
hiicre kiiltiirii ¢alismalarindaki destekleri i¢in Prof. Dr. Giines ESENDAGLI’ya

viii



Yiiksek lisans egitimim siiresince TYL-2024-3608 nolu proje ile destekleyen Ankara

Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatérliigii’ne,

Hayatimin her doneminde beni ben oldugum i¢in kosulsuz seven, her zaman benden
bir adim 6nde ilerleyip bana 6rnek olan, ne zaman yardimina ihtiyacim olsa yani bagimda
oluveren biricik ablam Ayse Nur PEKASIL’a, hayatimin her déneminde beni ben oldugum
icin kosulsuz seven, bugiinlere gelmemde en biiyiik destekgilerim olan, her daim yanimda
olarak beni destekleyen, bana duyduklart giivenle her daim beni cesaretlendiren, gocuklari
olmaktan her zaman gurur ve mutluluk duydugum ¢ok sevgili biricik babam Halil PEKASIL

ve ¢ok sevgili biricik annem Tiirkan PEKASIL’a sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.



AAV
DLS
DMEM
DNA
DOTAP
DSC
FDA
GFP
GUV
kDa
LPHNP
LUV
MA
m-RNA
MTT
MLV
NP
NMR
PBS
PDI
p-DNA
PEG
PEG-PCL
PVA
RNA
SEM
SS
SUV
TEM

SIMGELER ve KISALTMALAR

Adeno-Baglantili Viral

Dinamik Isik Sagilimi

Dulbecco'nun Modifiye Besiyeri
Deoksiriboz niikleik asit
1,2-dioleoyl-3-trimetilamonyum propan
Diferansiyel taramali kalorimetre
Amerika Birlesik Devletleri Gida ve fla¢ Kurumu
Yesil floresan protein

Dev tek tabakali lipozomlar

Kilodalton

Lipit-Polimer Hibrit Nanopartikiil

Tek tabakali lipozomlar

Molekiil agirlig:

Mesajci Riboniikleik Asit
3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difenil
Cok tabakali lipozomlar

Nanopartikiil

Niikleer Manyetik Rezonans
Fosfat-Salin Tamponu

Polidispersite indeksi

Plasmid DNA

Polietilen Glikol

Poli (etilen glikol)-blok-poli (g-kaprolakton
Polivinilalkol

Riboniikleik asit

Taramali Elektron Mikroskobu
Standart sapma

Kiigiik tek tabakali lipozomlar
Gegirimli Elektron Mikroskobu



SEKILLER

Sekil 1.1. Mikroenjeksiyon yontemi

Sekil 1.2. igne enjeksiyonu yontemi

Sekil 1.3. Jet tabancas1 yontemi

Sekil 1.4. Gen tabancas1 yontemi

Sekil 1.5. Elektroporasyon yontemi

Sekil 1.6. Niikleofeksiyon yontemi

Sekil 1.7. Sonoporasyon yontemi

Sekil 1.8. Hidrodinamik gen transfer yontemi

Sekil 1.9. Magnetofeksiyon yontemi

Sekil 1.10. Lipit-polimer hibrit nanopartikiillerin temel bilesenleri

Sekil 1.11. Polimer g¢ekirdek-lipit kabuk hibrit nanopartikiil yapisi

Sekil 1.12. Monolitik hibrit nanopartikiil yapisi

Sekil 1.13. Cekirdek-kabuk tipi i¢i bos hibrit nanopartikiil yapisi

Sekil 1.14. Polimer kafesli lipozom hibrit nanopartikiil yapisi

Sekil 1.15. Hiicre membran-kamuflaj hibrit nanopartikiil yapist

Sekil 2.1. Nanopartikiilerin ¢ift emiilsiyon ¢6ziicli uzaklastirma ydntemiyle hazirlanmasi
Sekil 2.2. Nanopartikiil formiilasyonlarinin uygulandigi 48 kuyucuklu HEK-293 hiicre kiiltiir
kabi

Sekil 3.1. p-EGFP plazmidinin TE buffer i¢erisindeki kalibrasyon grafigi

Sekil 3.2. p-EGFP yiiklii NP 28 kodlu formiiliin partikiil boyutu ve dagilimina ait grafik
Sekil 3.3. p-EGFP yiiklii NP 28 kodlu formiiliin zeta potansiyeline ait grafik

Sekil 3.4. p-EGFP yiiklii NP 29 kodlu formiiliin partikiil boyutu ve dagilimina ait grafik
Sekil 3.5. p-EGFP yiiklii NP 29 kodlu formiiliin zeta potansiyeline ait grafik

Sekil 3.6. p-EGFP yiiklii NP 30 kodlu formiiliin partikiil boyutu ve dagilimina ait grafik
Sekil 3.7. p-EGFP yiiklii NP 30 kodlu formiiliin zeta potansiyeline ait grafik

Sekil 3.8. p-EGFP yiiklii NP 31 kodlu formiiliin partikiil boyutu ve dagilimina ait grafik
Sekil 3.9. p-EGFP yiiklii NP 31 kodlu formiiliin zeta potansiyeline ait grafik

Sekil 3.10. Plazmid DNA ile iiretilen nanopartikiil formiilasyonundan in vitro salim profili
Sekil 3.11. +4 °C saklanan numunelere ait partikiil boyutu sonug¢larinin grafiksel gosterimi
Sekil 3.12. +4 °C saklanan numunelere ait zeta potansiyel sonuglarinin grafiksel gosterimi
Sekil 3.13. +4 °C saklanan numunelere ait % enkapsiilasyon etkinligi sonuglarinin grafiksel
gosterimi

Sekil 3.14. Lipid-polimer hibrit nanopartikiil formiilasyonu ve formiilasyonda bulunan maddelere
ait DSC termogramlari. Yukaridan asagiya; PEG-PCL, bos nanopartikiil, yiiklii nanopartikiil ve
DOTAP’a ait DSC termogramlari

19
20
21
22
23
24
25
26
27
46
48
48
49
49
50
58

66
69
75
76
76
77
77
78
78
79
79
81
82

82

83

Xi



Sekil 3.15. Hazirlanan lipid-polimer hibrit nanopartikiillere ait TEM goriintiileri

Sekil 3.16. Hazirlanan lipid-polimer hibrit nanopartikiillere ait SEM goriintiileri

Sekil 3.17. Yukaridan agagiya e-GFP-C1 plazmidini igeren NP-29, NP-28, ve NP-31
formiilasyonlarinin HEK-293 hiicrelerine transfeksiyonun 48. saatinden sonra ters floresan
mikroskopisi kullanilarak gézlemlenen GFP-pozitif hiicrelerin goriintiileri

Sekil 3.18. Flow sitometri analizi sonucu formiilasyonlardan ve kontrol gruplarindan alinan
floresan sinyal pikleri ve degerleri

Sekil 3.19. 0,5 pg konsantrasyonda uygulanan 3 formiilasyonun flow sitometri analizi
transfeksiyon yiizdeleri

Sekil 3.20. 1 pg uygulanan konsantrasyonda uygulanan 3 formiilasyonun flow sitometri analizi
transfeksiyon yiizdeleri

Sekil 3.21. 2 pg konsantrasyonda uygulanan 3 formiilasyonun flow sitometri analizi
transfeksiyon ytizdeleri

Sekil 3.22. 3 formiilasyonun flow sitometri analizi sonucu transfeksiyon yiizdelerinin grafiksel
karsilagtiritlmasi

Sekil 3.23. 3 formiilasyonun farkli konsantrasyonlardaki flow sitometri analizi sonucu elde
edilen 6lii hiicre yiizdelerinin grafiksel karsilagtirilmasi

Sekil 3.24. 3 formiilasyonun farkli konsantrasyonlardaki flow sitometri analizi sonucu elde

edilen hiicre canlilig1 yiizdelerinin grafiksel karsilastiriimasi

84

85

86

87

87

88

88

89

89

91

xii



CIZELGELER

Cizelge 1.1. Viral vektorlerin karsilastiriimast.

Cizelge 1.2. Non-viral gen transferi icin fiziksel yontemlerin avantajlar1 ve dezavantajlari
Cizelge 2.1. Lipid-polimer hibrit nanopartikiil gelistirmek iizere yapilan 6nformiilasyonlar
Cizelge 2.2. p-EGFP ile hazirlanan lipid-polimer hibrit nanopartikdiller i¢in yapilan
onformiilasyonlar

Cizelge 3.1. p-EGFP plazmidinin kalibrasyon dogrusuna ait parametreler

Cizelge 3.2. Birinci sonikasyon siiresinin partikiillere etkisi

Cizelge 3.3. ikinci sonikasyon siiresinin partikiillere etkisi

Cizelge 3.4. Sonikasyon giiciiniin partikiillere etkisi

Cizelge 3.5. Polimer miktarinin partikiillere etkisi

Cizelge 3.6. DNAz-free su miktarinin partikiillere etkisi

Cizelge 3.7. Dis faz hacminin partikiillere etkisi

Cizelge 3.8. Dis faz konsantrasyonunun partikiillere etkisi

Cizelge 3.9. i¢ faz hacminin partikiillere etkisi

Cizelge 3.10. DOTAP miktarinin partikiillere etkisi

Cizelge 3.11. Yiiklenen plazmid miktarinin partikiillere etkisi

Cizelge 3.12. Plazmid DNA yiiklii nanopartikiiliin in vitro salim kinetikleri

Cizelge 3.13. +4 °C’de yapilan stabilite ¢calismasi sonuglarina ait bulgular

Cizelge 3.14. 3 formiilasyonun farkli konsantrasyonlardaki flow sitometri analizi sonucu elde

edilen hiicre canlilig1 yiizdeleri

16
18
59

62
69
70
71
71
72
72
73
73
74
75
75
80
81

90

Xiii



1. GIRIS

Gen tedavisi, son yillarda kisisellestirilmis tedavi yaklagimlarinin  temel
bilesenlerinden biri haline gelmis olup, 6zellikle eczacilik ve ilgili disiplinlerde artan bir
ilgiyle arastirllmaktadir. Bu terapotik yaklasim, gen ekspresyonunu modiile ederek
hastaliklarin tedavi edilmesini veya onlenmesini hedeflemektedir. Gen tedavisi sayesinde
hastaliga yol acan genler diizenlenebilir, modifiye edilebilir veya islevleri degistirilebilir hale
gelmektedir (Mintzer ve Simanek, 2009). Etkili bir gen tedavisinin gerc¢eklestirilebilmesi i¢in
oncelikle biyouyumlu ve non-toksik 6zelliklere sahip bir gen tasiyici sistemin gelistirilmesi
gerekmektedir. Niikleik asitlerin hiicre i¢ine etkin sekilde taginmasindaki en biiyiikk sorun
niikleazlara kars1 diisiik stabilite gostermeleridir (Mehier-Humbert vd., 2005). Bu sorunu
agsmak i¢in viral ve viral olmayan (biyolojik olmayan) tasiyici platformlar karsimiza
cikmaktadir. Viral vektorler transfeksiyon etkinliklerinin yiiksek olmasi nedeniyle avantaj
saglasa da gii¢lii immiin yanit olusturmalari ve biiyiik 6lgekli iiretimlerinin zorlugu nedeniyle
klinik uygulamalarda ¢esitli kisitlamalara sahiptir. Buna karsilik, non-viral gen tasiyici
sistemler daha giivenli bir alternatif sunmaktadir. Diisiik toksisiteleri, bagisiklik yaniti
olugturmamalari, kolay modifiye edilebilir olmalari, biiyiik 6lgekli iiretime uygunluklari,
maliyet avantajlart ve hedeflenebilirlik gibi o6zellikleri, non-viral sistemleri gen tedavisi
alaninda daha cazip hale getirmektedir (Walther vd., 2000).

Gen tedavisinde optimal bir vektdriin belirli niteliklere sahip olmasi gerekir. Oncelikli
olarak bu vektor DNA veya RNA fragmanlarini etkin bir sekilde transfer edebilecek yeterli
yiik kapasitesine sahip olmalidir. Yiiksek konsantrasyonlara kolayca ulasabilmesi, hedefe
yonelik tedavinin basarisini artiran kritik bir parametredir. Ayrica istenmeyen etkilere yol
agmadan ilgili tedavi edici genlerin hedef bolgelere giivenle ulagsmasini saglamalidir. Stabil
olmasi, genetik materyalin bozulmadan tagimmasini garantilerken, immiin yanit
olusturmamasi da giivenli bir tedavi icin kritik bir gerekliliktir. Ayrica, toksisite
gOstermemesi biyouyumlulugunu artirirken, yiiksek etkinlik sergilemesi ise tedavinin
basarisini belirleyen en kritik faktorlerden biridir. Son olarak, uzun siireli gen ekspresyonu
saglayabilme yetisi, gen tedavisinin kaliciligin1 ve terapotik etkinligini artiran temel
ozelliklerden biri olarak degerlendirilmektedir (Nayerossadat vd., 2012). Ne yazik ki ideal
bir non-viral vektoér heniiz gelistirilmis degildir. Fakat bir¢ok arastirmaci tarafindan

nanoteknoloji teknikleri kullanilarak ¢aligsmalar yapilmaya devam edilmektedir.



Nanoteknoloji, kiiglik molekiilli ilaglar, genler, RNA'lar, peptitler ve tanisal
goriintiileme ajanlar1 gibi ¢esitli terapotik bilesiklerin  taginmasini  6nemli  Slglide
etkileyebilen yenilik¢i bir teknoloji platformudur. Bu teknoloji, sistemik kosullar altinda bazi
ilaclarn terapotik indeksini ve farmakokinetik 6zelliklerini iyilestirme potansiyeline sahiptir
(De Jong ve Borm, 2008). Genel olarak, bu terapotik ajanlar nanotasiyicilar igine
kapsiillenerek veya yiizeylerine kovalent baglanarak stabilize edilir. Nanopartikiillerin
terapotik yiik tasima kapasitesi, ortalama boyutlari, homojenlikleri, yiizey potansiyelleri ve
etken madde yiikleme kapasiteleri gibi temel parametrelere dayanir. Yiizeyi kaplanmis ve
immiin sistemi tetiklemeyen NP’ler, retikiiloendotelyal sistemin etkisini azaltarak enkapsiile
edilmis etken maddelerin biyoyararlanimini artirabilir ve terapétik etkinligini maksimize
edebilir (Masareddy vd., 2011).

Nanotasiyicilar, ilag tasima sistemlerinde birgok avantaj sunmaktadir. Oncelikle, ilag
molekiiliiniin yapisin1 degistirmeden farmakokinetik ve farmakodinamik 6zelliklerini
optimize edebilirler. Bunun yani sira, doku, hiicre ve molekiiler diizeyde hedefleme
kapasitesini artirarak ilaglarin spesifik bolgelerde daha etkin calismasini saglayabilirler.
Nanotasiyicilar ayrica, ¢esitli biyolojik engelleri asma yetenegine sahip olup, terapdtik
ajanlarin istenilen sitozol veya niikleus gibi hiicresel bolgelere yonlendirilmesine olanak
tanir ve boylece ilag etkinligini artirirken yan etki riskini azaltir (De Jong ve Borm, 2008).
Ayrica, farkli kimyasal 6zelliklere sahip birden fazla ilacin es zamanl olarak hedef bdlgeye
yonlendirilmesine olanak taniyarak, kombine tedavi stratejilerinin etkinligini artirmada

onemli bir rol oynamaktadirlar (Masareddy vd., 2011).

[laglarin modifiye edilmis ve hedeflenmis dagitim, kontrollii ila¢ salimi, bdlgeye 6zgii
etki ve hasta uyumunu artirma potansiyeli nedeniyle giiniimiizde yogun arastirmalara konu
olmaktadir. Hedefe yonelik ve kontrollii ilag salim sistemlerinin tasariminda polimerler,
temel yap1 taslar1 arasinda yer almaktadir. Ozellikle polimerik nanopartikiiller, ila¢ tasima
sistemleri alaninda en yogun arastirilan konulardan biri haline gelmistir. Bu sistemlerin
baslica avantajlar1 arasinda boyut kontroliiniin saglanabilmesi, dolasim siiresinin uzatilmasi,
terapotik etkinligin artirilmasi ve advers etkilerin minimize edilmesi yer almaktadir. Polimer
bazli nanopartikiiller; dendrimerler, ligand bazli nanopartikiiller, polimerik miseller ve PEG
ile modifiye edilmis nanopartikiiller gibi ¢esitli yapisal formlarda bulunabilir. Ayrica,
polimerik nanopartikiiller ilag, protein veya DNA gibi biyolojik materyalleri belirli bir
organa yonlendirerek hedefe yonelik tedavi imkani1 sunmaktadir (Ganta vd., 2008; Lim vd.,
2012).



Lipid-polimer hibrit nanopartikiiller (LPHNP'ler), liposomlar ve polimerik
nanopartikiillerden tiiretilen, ¢ekirdek-kabuk yapisina sahip yenilikgi ilac tasiyici sistemler
arasinda yer almaktadir. Bu yapida, polimerik bir ¢ekirdek, dis yiizeyinde bir lipid tabakasi
ile kaplanmistir (Nakmode vd., 2022). Lipozomlar ve polimerik nanopartikiiler sistemlerin
avantajlarini bir araya getiren bu hibrit tasiyicilar, her iki sistemin sahip oldugu kisitlamalari
agsmak amaciyla gelistirilmistir. Lipozomlar ve polimerik nanopartikiiller, klinik basarilariyla
dikkat ¢cekse de yapisal bozulma, sinirli dolagim siiresi ve igerik sizintis1 gibi dezavantajlara
sahiptir. Bu sorunlarin iistesinden gelmek igin LPHNP'ler tasarlanmis ve ilag tasima

sistemlerinde 6nemli bir yenilik haline gelmistir (Bansal vd., 2022).

Bu hibrit yapida polimer, kontrollii ilag salimin1 saglarken, lipid tabakasi ise ilacin
biyomembranlardan geg¢isini kolaylastirir ve yiikklenme kapasitesini artirir. LPHNP'ler,
yiiksek enkapsiilasyon verimi, iyi tanimlanmig salinim kinetigi, giiclii serum stabilitesi ve
hedefe yonelik ila¢ tagima gibi avantajlar sunarak ilag iletiminde umut vadeden bir platform
olugturmaktadir. Lipid ve polimerik c¢ekirdek, elektrostatik etkilesimler, hidrofobik
etkilesimler ve Van der Waals kuvvetleri araciligiyla bir araya gelerek yiiksek stabiliteye
sahip bir yapt meydana getirmektedirler (Zhang ve Zhang, 2010). LPHNP ilag¢ tasiyict
sistemleri, 0zellikle kanser tedavisi, ag1 adjuvanlari, niikleik asit taginmasi, aktif hedefleme
stratejileri, genetik hastaliklarin tedavisi ve teshis amacgli goriintiileme gibi birgok alanda
arastirilmaktadir (Oh ve Park, 2009).

Polimerik ¢ekirdek, tasiyici sistemin yapisal biitlinliigiinii saglayarak mekanik
stabiliteye katkida bulunur. Ayni zamanda, etkin maddenin kontrolli salimini optimize
ederken, bu maddeyi metabolik degradasyona karsi koruyarak biyoyararlanimini artirir.
Ayrica, partikiil biiyiikliigliniin belirlenen smirlar iginde kalmasini saglayarak homojen bir
dagilim elde edilmesine yardimci olur. Polimerik ¢ekirdek yapisinin olusturulmasinda,
biyopargalanabilir, biyouyumlu ve toksik olmayan polimerler tercih edilmektedir. Bu
kapsamda, PLGA, PCL, dekstran ve alblimin gibi polimerler, tasiyici sistemlerin
gelistirilmesinde yaygin olarak tercih edilmektedir. Sistemin yiizeyinde yer alan lipit tabaka,
hiicre membranindan gecisi kolaylastirarak biyouyumlulugu artirmakta ve boylece
tastyicinin terapotik etkinligine katki saglamaktadir. Lipit tabakanin olusturulmasinda nétral,
anyonik veya katyonik fosfolipitler kullanilabilmekte olup, lesitin, dipalmitoil fosfatidilkolin
(DPPC), dipalmitoil trimetilamonyum propan (DPTAP), dioleil trimetilamonyum propan
(DOTAP) ve dioleil fosfoetanolamin (DOPE) bu amagla sik¢a kullanilan lipitler arasinda yer
almaktadir (Bose vd., 2016). Ayrica, lipit tabaka, etkin maddenin polimerik matristen



sizmasini engelleyerek, sistemin ilag yiikleme kapasitesini artirict bir rol iistlenmektedir.
Tastyict sistemin en dis katmani olan hidrofilik polimerik kabuk ise, retikiiloendotelyal
sistem tarafindan taninmasimi engelleyerek fagositozdan korunmasimi saglar ve bdylece
nanopartikiillerin dolagim sistemi igerisinde daha uzun siire kalma imkanina sahip olur. Bu

amagcla, farkli lipit-PEG tiirevleri yaygin olarak kullanilmaktadir.

Poli(e-kaprolakton) (PCL), poli(laktik asit) (PLA), poli(glikolik asit) (PGA) ile
bunlarin kopolimerleri (6regin PLGA) ve fiziksel karigimlari, kontrollii salim sistemleri ve
biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak tercih edilmektedir. Bu polimerler,
biyobozunabilirlikleri ve hiicresel diizeyde gosterdikleri yiiksek biyouyumluluklariin yani
sira, etkin madde gegirgenligini kolaylastirmalar1 nedeniyle tasiyici sistemlerde dikkat ceken
materyaller arasinda yer almaktadir. Insanlarda kullanim icin FDA onayr almus
polimerlerden biri olan PEG-b-PCL (polietilen glikol-blok-poli(e-kaprolakton)), bu tez
caligmasinda biyomateryal olarak tercih edilmistir. PEG-b-PCL polimeri, biyomedikal
uygulamalar ve farmasotik teknolojilerde genis kullanim alanina sahiptir (Zhang vd., 2008).

Bununla birlikte, PCL'min hidrofobik yapist ve yiiksek kristallik derecesi,
biyobozunma hizini sinirlayarak bazi farmasotik uygulamalarda istenen terapotik etkiyi elde
etmeyi giiclestirmektedir. Ozellikle ilag tasiyic1 sistemlerinde kullanildiginda, PCL
nanopartikiillerinin protein adsorpsiyonuna egilimli olmasi, hedefe yonelik ilag tagima ve
kontrollii ilag salimiminda beklenen performansi saglamasini engellemektedir. Bu zellikleri
nedeniyle, PCL'nin bazi uygulama alanlarinda kullanimi kisitlanmakta ve modifikasyon
gereksinimi ortaya c¢ikmaktadir. Bu kisitlamalari ortadan kaldirmak ve farmasotik
teknolojilerdeki uygulanabilirligini artirmak amaciyla, PCL'nin biyolojik uyumlulugunu
iyilestirmek, antijenik ve immiinojenik etkilerini ortadan kaldirmak, toksisiteyi minimize
etmek ve hidrofilik 6zellik kazandirmak i¢in polietilen glikol (PEG) ile kopolimerlestirilmesi
tercih edilmistir (Li vd., 2015). Bu sayede, PEG-b-PCL kopolimeri daha verimli ve

fonksiyonel bir biyomalzeme olarak kullanilabilir hale gelmistir.

Katyonik lipid 1,2-dioleoyl-3-trimetilamonyum propan (DOTAP), oligoniikleotidlerin
gen terapisinde liposomal transfeksiyonu i¢in kullanilan orijinal sentetik katyonik lipidlerden
biridir. DOTAP'm ana yapisal elementi hem niikleik asitlerle hem de hedef hiicre zarlariyla
etkilesimlerden sorumlu olan kuaterner amonyum bas grubudur (Zuhorn vd., 2002). DOTAP

ve kuaterner amonyum bas gruplart gen transfeksiyon etkinligi i¢in olduk¢a Onemlidir.



DOTAP gen transfeksiyonu agisindan en iyi adaylardan biridir ve en yaygin kullanilan

katyonik lipittir.

LPHNP sistemleri, sunduklar ¢esitli avantajlar sayesinde kritik 6neme sahip tasiyici

sistemler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu avantajlar su sekilde dzetlenebilir:

Ilag yiikleme kapasitesinin yiiksek olmasi,

¢ Raf 6mriinii uzatarak dolagim sisteminde daha stabil bir yap1 sunmasi,

e Kontrollii ilag salim mekanizmasi ile etkin maddeyi belirlenen hizda serbest
birakabilmesi,

¢ Biyouyumlulugu ve biyoyararlanimi yiiksek olmasi,

e Yiizey modifikasyonuna uygun yapida olmasi (folik asit, transferin, antikor gibi
hedefleyici molekiillerle fonksiyonellestirilebilmesi),

e Partikiil boyutuna baglh olarak pasif hedefleme imkani sunmasi (Clawson vd., 2011).

Bu ¢alismada model plazmid DNA olarak Green Fluorescent Protein (pEGFP-C1)
plazmidinin kullanilmasi, tastyici sistemlerin transfeksiyon etkinligini degerlendirmek
acisindan kritik bir rol oynamaktadir. pEGFP-C1, mavi ile mordtesi 1s1k altinda parlak yesil
fluoresans yayarak bir raporlayict gen islevi gérmektedir. Bu plazmid, hiicrelerde protein
ekspresyonunu ve lokalizasyonunu izlemeye olanak taniyarak hiicre i¢i biyolojik siireglerin
gorsellestirilmesini miimkiin kilar (Ding vd., 2014). Giglii fluoresans ozellikleri sayesinde
PEGFP-C1 ¢cDNA’s1, molekiiler biyoloji arastirmalarinda énemli bir gésterge sistemi olarak
degerlendirilmektedir. Molekiiler biyoloji teknikleriyle hedef proteine pEGFP-C1 etiketi
eklenerek hibrit proteinler olusturulabilir ve bdylece hedeflenen bdlgedeki dagilimi takip
edilebilir. Floresan 6zellige sahip bu hibrit proteinler, hiicre i¢i gen aktivitesinin ve
dagilimimin izlenmesine yardimei olur. Ayrica, yaydigi 1s1ma siddeti; ifade edilen proteinin
miktarina, diflizyon 6zelliklerine ve biyokimyasal etkilesimlerine bagli olarak degisiklik
gosterebilir. Bu ozellikleri sayesinde pEGFP-CI1, hiicresel siireglerin detayli olarak

incelenmesine katki saglayan degerli bir aragtir (Baltimore vd.,1970).

Sonug¢ olarak bu tez calismasi kapsaminda, model plazmid olarak pEGFP-C1
plazmidini iceren polimer olarak PEG-PCL ve lipid olarak DOTAP kullanilarak hibrit
nanopartikiiller formiilasyonlarinin ¢ift emiilsiyon ¢oziicii ugurma yontemi kullanilarak
iiretilmesi planlanmakta olup genetik hastaliklarda etkili olacak gen yapilarinin korunarak

viicuda verilmesi ve transfeksiyon etkinliginin arttirilmasina yonelik yenilik¢i formiilasyon



tasarimlarinin gergeklestirilmesi planlanmaktadir. Lipit-polimer hibrit nanopartikiillerinin
kullanimi, yalnizca formiilasyonun stabilitesini artirmakla kalmaz, ayn1 zamanda kontrollii
salim oOzellikleri, yiiksek biyouyumluluk ve biyoyararlanim gibi Onemli avantajlar
saglamaktadir. Ayrica, partikiil boyutuna bagli olarak pasif hedefleme imkani da sunarak bu
sistemin terapdtik etkinligini artirmaktadir. Bu tez ¢alismasinda gelistirilecek yenilik¢i gen
tagtyict formiilasyonlar, non-viral vektor tasiyict sistemler alaninda 6nemli bir ilerleme
kaydedilmesini saglayacaktir. Bu kapsam da hazirlanan yenilik¢i formiilasyonel yaklagimlar
bir¢ok hastalik grubunda (monogenetik nadir hastaliklar, kanser, enfeksiyon hastaliklar1 vb.)

onciiliik saglayacak bir platform olarak karsimiza ¢ikacaktir.

1.1. Plazmid DNA (p-DNA)

Gen terapisi ve gen transferi calismalarinin ilk asamalarinda, 6zellikle hiicresel
uygulamalarda, terapdtik genlerin taginmasi icin agirlikli olarak viral vektorler tercih
edilmistir. Baslangicta, bu vektorlerin endojen viriislerle etkilesime girme, rekombinasyon
yapma ve konak hiicre genomuna entegre olma yetenekleri giivenli kabul edilmistir. Ancak,
zamanla yapilan arastirmalar ve klinik denemeler, viral vektorlerin beklenmedik riskler
tasidigini ve giivenlik agisindan gesitli endiseler dogurdugunu ortaya koymustur. Plazmidler,
rekombinant DNA teknolojisinin ilk insan denemelerinden biri olan Martin Cline’n talasemi
caligmasi gibi arastirmalarda 6nemli basarilar elde etmistir (Ding vd., 2014). Cift iplikli ve
halkasal yapida olan bu DNA molekiilleri, prokaryotik ve dkaryotik organizmalarda bulunur
ve boyutlar1 1-200 kilobaz (kb) arasinda degisirken, molekiil agirliklari 4-60x10° dalton
araliginda olabilir. Hiicre i¢in yasamsal bir zorunluluk teskil etmemekle birlikte, eseyli
iireme siirecinde alic1 hiicreye transfer edilerek genetik materyalin bir bakteriden digerine
aktarimini saglayan bu yapilar, bu yolla biyolojik islevlerini yerine getirirler. (Baltimore
vd.,1970).

1.1.1. Yesil Floresans Protein

Yesil Floresan Protein (GFP), ilk olarak Aequorea victoria adli denizanasi tiiriinde
kesfedilmis ve bu kesif, floresan proteinlerin tanimlanmasinin 6niinii agmistir. Bu proteinler,
kesfedildikleri giinden itibaren canli sistemlerin organizasyonu ve islevlerini aragtirmak
amaciyla bir¢ok ¢alismada kullanilmis olup giinlimiizde de yaygin bir tercih olmaya devam

etmektedir. Ozellikle hiicresel ve organizmal diizeyde yiiriitiilen gen tedavisi ¢aligmalarinda,



gen ifadesinin takibi ve protein hedeflendirme siireglerinde etkili bir biyolojik isaretleyici

olarak 6nemli bir rol oynamaktadir (Wade, 1970).

Yesil Floresan Protein, 238 amino asitten olusan ve yaklasik 27 kDa molekiiler
kiitleye sahip bir biyofloresan proteindir. Ultraviyole 1s1ga maruz kaldiginda karakteristik
olarak parlak yesil floresans emisyonu gostermektedir. Bu proteinin sarmal yapisinin
merkezinde, oksijen molekiiliniin etkisiyle aktif hale gelen ve disaridan herhangi bir
yardime1 molekiil veya proteine ihtiya¢ duymadan yesil floresan 1sik yayilmasini saglayan
kromofor grup adi verilen 6zel bir molekiiler yapi1 bulunmaktadir. GFP’nin yapisal
ozelliklerine yonelik arastirmalar, yalnizca yesil floresan proteinin karakterizasyonuyla
sinirli kalmamis; ayni zamanda farkli dalga boylarinda emisyon yapan sar1 floresan protein
(YFP) ve mavi floresan protein (BFP) gibi tiirevlerinin sentezlenmesine de zemin

hazirlamustir (Smith, 2004).

Yesil Floresan Protein (YFP) ve diger floresan proteinler, yliksek stabilite
gostermeleri ve kromofor gruplarini herhangi bir yardime1 kofaktor veya substrata ihtiyag
duymadan olusturabilme yetenekleri sayesinde floresan isaretleyiciler olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir (Ceylan vd.,2020). Hiicresel ve molekiiler biyoloji alaninda, YFP geni gen
ekspresyonunun takibinde siklikla bir raportdr sistem olarak kullanilmaktadir. Genetik
arastirmalarda da siklikla tercih edilen bu proteinin genetik kodu, hedef hiicreye
transfeksiyon yontemiyle aktarilarak, hiicrenin ultraviyole 1s1k altinda yesil floresans

yaymasini saglamaktadir.

Gunimiizde pek c¢ok protein ve plazmid, rekombinant DNA teknolojisinin
olanaklariyla genetik olarak modifiye edilmis Escherichia coli suslar1 kullanilarak yiiksek
verimlilikle elde edilmektedir. Escherichia coli, floresan proteinlerin ve bunlar1 kodlayan
plazmidlerin iiretiminde yaygin olarak kullanilan bir konakg¢i organizma olarak tercih
edilmektedir. Bu bakterinin iyi karakterize edilmis genetik yapisi, yiikksek seviyede protein
ekspresyonu saglamasi ve iiretim siirecinde zaman ve maliyet agisindan verimlilik sunmast,

onu oldukga avantajli bir sistem haline getirmektedir (Rosano ve Ceccarelli, 2014).



1.1.2. Niikleik Asitlerin ve Plazmidlerin Enkapsiilasyon Etkinligi ve PicoGreen
Kiti

Niikleik asitlerin terapétik uygulamalardaki artisi, bu yapilarinin viicuda etkili bir
sekilde iletilmesi igin cesitli formiilasyonlarin gelistirilmesini gerekli kilmaktadir. Bu
formiilasyonlarin  enkapsiilasyon etkinligini  degerlendirmek, tasiyict  sistemlerin
gelistirilmesinde kritik Oneme sahiptir. Bu nedenle deney prosediirlerimiz sirasinda
nanopartikiil formiilasyonu igerisinde yer almayan serbest plazmid DNA miktarint bulmak
ve buradan hareketle enkapsiilasyon etkinligini hesaplamak i¢in PicoGreen dsDNA Assay

Kit kullanilmaktadir.

PicoGreen, ¢ift sarmalli niikleik asitleri tespit etmek tizere 6zel olarak tasarlanmig, 480
nm'de uyarilma zirvesi ve 520 nm'de emisyon zirvesine sahip son derece hassas bir floresan
boyadir (Ban vd., 2024). PicoGreen, floresan mikroskopi yontemlerinde DNA'nin boyanmasi
ve gorsellestirilmesi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Buna karsin PicoGreen yalnizca
biiyiik boyutlu niikleik asitlerin degil, aynm1 zamanda mi-RNA veya si-RNA gibi kiigiik
niikleik asitlerin enkapsiilasyonunu degerlendirmede de kritik 6neme sahiptir. PicoGreen’in
kullanim kolayligi, 6zgiilliigli ve hassasiyeti sayesinde niikleik asit analizinde kullanimlarina
dair bir¢ok ¢alisma yer almaktadir. Ban ve arkadaslarinin yapmis olduklari c¢alismalarda
PicoGreen dsDNA Assay Kitin yaygin analiz yontemleri veya floresan boyalara goére

sagladigi avantajlar vurgulanmisgtir.

Geleneksel bir yontem olarak da bilinen jel elektroforezi, DNA veya RNA gibi
niikleik asitlerin  formiilasyonlara enkapsiile edilme miktarin1 ve verimliligini
degerlendirmek i¢in siklikla kullanilmaktadir. Jel elektroforezi zaman alic1 prosediirlere
sahip olmasi, islem sirasinda RNA bozunmasi gibi zorluklarla karsi karsiya kalinmasi ve mi-
RNA veya si-RNA gibi diisiik molekiiler agirlikli niikleik asitler i¢in daha biiyiik 6rnek
miktarlar1 gerektirmesi gibi dezavantajlar1 nedeniyle kullanim alanimi kisitlamaktadir.
Yapilan caligmalar da PicoGreen testi geleneksel jel elektroforezi ile karsilastirildiginda

yiiksek hassasiyet, hiz ve kullanim kolaylig1 gibi avantajlar sunmaktadir (Ban vd., 2024).

Deney prosediirlerinde PicoGreen yardimiyla niikleik asitlerin formiilasyonlardaki
enkapsiilasyonunu degerlendirmek, niikleik asit igeren formiilasyonlarn santrifiij
edilmesinden sonra elde edilen siipernatantin PicoGreen'nin basit bir sekilde belirli oranlarda

karigtirilmasini igermektedir. PicoGreen'nin niikleik asitlere baglanmasiyla olusan floresan



yogunlugu, bir fluorometre yardimyla hizli ve kolayca &lgiilmektedir. Olgiilen floresan
yogunlugu, formiilasyonun siipernatant kisminda yer alan serbest niikleik asit
konsantrasyonunu gostermektedir. Elde edilen bu degerden hareketle baslangictaki toplam

niikleik asit miktar1 arasindaki fark kullanilarak enkapsiilasyon verimliligi hesaplanmaktadir.

1.2. Gen Terapisi

Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Idaresi (2025), gen terapisini; niikleik asitler,
viral vektorler veya genetik miihendisligi ile modifiye edilmis mikroorganizmalar
araciligryla genetik materyalin hedef hiicrelere aktarilmasi ve bu materyalin transkripsiyon
ya da translasyon siirecleri yoluyla konak genomuna entegre olarak biyolojik etkilerini

gostermesi seklinde tantmlamaktadir.

Kanser, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, norolojik bozukluklar ve genetik
rahatsizliklar gibi kalitsal faktorlerin yani sira fiziksel, kimyasal ve sosyal cevresel
etmenlerin de etkisiyle gelisen hastaliklar, insan hayatini tehdit etmekte ve yasam kalitesini
ciddi sekilde distirmektedir. Bu hastaliklarin tedavisinde kullanilan geleneksel ilaglar ve
cerrahi yontemler her zaman yeterli etkinligi saglayamazken, bazen hastalarin yasam

kalitesini daha da olumsuz etkileyebilmektedir (Mintzer ve Simanek, 2009).

Gunimiizde, genetik anormallikler de dahil olmak iizere birgok o6liimciil hastaligin
onlenmesi, teshisi ve tedavisi amaciyla biyomedikal teknoloji alaninda yogun arastirmalar
yiriitiilmektedir. Ancak gelistirilen farmakolojik ajanlar ve peptit tabanli terapotikler, tiim
hastaliklar i¢in yeterli etkinlik gostermemekte ve kullanim alanlari simirlt kalmaktadir
(Gevher vd., 2012). Pek c¢ok hastalik, dogustan gelen ya da yasamin ilerleyen evrelerinde
belirli genlerde meydana gelen mutasyonlardan kaynaklanmakta ve geleneksel farmakolojik
yaklasimlar bu hastaliklar1 tedavi etmekte yetersiz kalmaktadir. Bu durum, bilim insanlarini
yalnizca hastalik semptomlarini hafifletmekle kalmayip, aym1 zamanda altta yatan nedenleri
ortadan kaldirabilecek yenilik¢i terapotik yaklagimlar ve alternatif tedavi stratejileri

gelistirmeye yonlendirmistir (Mintzer ve Simanek, 2009).

Gen terapisi, genetik ve kardiyovaskiiler hastaliklar da dahil olmak iizere bir¢ok saglik
sorunuyla miicadelede 6ne ¢ikan yenilik¢i bir yaklasimdir. Bu yontem, belirli bir hiicreye
genetik materyal aktararak mevcut anormallikleri diizeltmeyi veya hiicreye yeni bir islev

kazandirmay1 amaglar. Segilen bir genin fonksiyonunu onarmak ya da belirli bir genin



susturulmasini saglamak icin farkli gen terapisi teknikleri gelistirilmistir. Gen terapisinin
temel hedefi, uygun genetik materyali dogrudan hatali veya eksik genin yerine yerlestirerek

kalic1 bir tedavi saglayabilmektir (Nayerossadat vd., 2012).

Kisisellestirilmis tedavi ve nanoteknoloji alanlarinin rekombinant DNA teknolojisi ile
birlikte gostermis olduklar1 hizli gelismeler neticesinde genetik ve diger hastaliklarin
tedavisinde giiniimiizde biiyiik gelismeler meydana gelmektedir. ilerleyen yillarda bu

gelismelerin daha da umut verici platformlar olarak karsimiza ¢ikacagi 6ngoriilmektedir.

FDA tarafindan yapilan tanima gore, bir tedavi yonteminin gen terapisi olarak kabul
edilebilmesi igin iki temel 6zelligi tasimas1 gerekmektedir. Ilk olarak, uygulanan tedavi, gen
dizilerinin diizenlenmesi, onarilmasi, modifikasyonu, silinmesi ya da yeni bir genetik islev
kazandirilmas siireclerinde rol alan niikleik asitleri aktif bilesen olarak icermelidir. Ikinci
olarak ise, tedavi edici etkinin dogrudan transfer edilen genetik diziden veya bu dizinin
kodladig1 proteinden kaynaklanmasi beklenmektedir. Gen terapisi yaklasimlari, hedeflenen
hiicre tipine bagli olarak iki ana kategoriye ayrilmaktadir: esey hiicrelerine ydnelik
uygulamalar 'germline gen tedavisi' olarak, somatik hiicrelere yonelik uygulamalar ise

'somatik gen tedavisi' olarak siniflandirilmaktadir.

1.2.1. Esey Hiicresi Gen Tedavisi

Esey hiicresi gen tedavisi, islevsel genin gamet hiicrelerine (yumurta ve sperm)
dogrudan aktarilmast yoluyla gergeklestirilen bir genetik miidahale yontemidir. Bu
yaklasimda gergeklestirilen genetik aktarim, kalitsal nitelik tasidigindan, meydana gelen
genetik degisiklikler sonraki nesillere de aktarilabilmektedir. Boylece yalnizca mevcut
bireyde hastalik etkeni ortadan kaldirilmakla kalmayip, ayni zamanda genetik olarak
modifiye edilmis gametlerin olusumu yoluyla gelecek nesillerin saglikli bir genotipe sahip
olmas1 amaglanmaktadir. Esey hiicrelerinde meydana gelen genetik degisikliklerin kalitsal
olmas1 ve gelecek nesilleri dogrudan etkileme potansiyeli, onemli etik tartigmalara yol
agmaktadir. Her ne kadar basarili sonuglar elde edilebilecek bir yontem olsa da etik ve teknik
kisitlamalar nedeniyle birgok iilkede uygulanmasi yasaklanmistir (Smith vd., 2004). Bazi
durumlarda, yalnizca laboratuvar ortaminda incelenmesi gereken genetik hastaliklar tizerine
caligmalar, hiicre kiiltlirii veya hayvan modelleri kullanilarak yapilmaktadir. Teorik olarak,
bu yontem hatali genlerin diizeltilmesi ve saglikli genetik materyalin sonraki nesillere

aktarilmas1 agisindan oldukga etkili olsa da genom diizeyindeki degisikliklerin geri
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doniisiimsiiz dogasi, bliylik riskler tasimakta ve bu durum gelecekteki nesilleri olumsuz

yonde etkileyebilme potansiyeline sahiptir (Haritha vd., 2012).

1.2.2. Somatik Hiicre Gen Tedavisi

Bu gen tedavisi yaklasiminda, terapotik genlerin dogrudan hastanin  somatik
hiicrelerine transferi s6z konusudur. Uygulama, yalnizca hedef bireyin tedavisini
amaglamakta olup, genetik degisikliklerin kalitsal olarak aktarilmasi s6z konusu degildir.
Viicut hiicrelerine aktarim ex vivo veya in vivo olarak gerceklestirilebilir. Tercih edilecek
gen aktarim yontemi; hedeflenen hiicre tipi, kullanilacak terapdtik genin ozellikleri ve
secilen tasiyict sistemin yapisal ve fonksiyonel niteliklerine bagli olarak farklilik
gosterebilmektedir (Haritha vd., 2012). Somatik hiicre gen tedavisinde genetik aktarim
sonucu meydana gelen genetik degisiklik viicut hiicrelerinde viicut hiicrelerinde meydana
geldigi icin gelecek nesillere aktarilmamaktadir. Etik acidan daha kabul edilebilir ve tercih
edilebilir bir yaklagim oldugu icin, glinlimiizde yapilan gen tedavisi denemeleri somatik

hiicreler iizerinde uygulanmaktadir (Ginn vd., 2018).

Klinik gen tedavisi uygulamalarinda insanlara aktarilan genlerin biiyiik bir kismini
onkogenler olusturmaktadir. Bugiine kadar gen tedavisiyle miidahale edilen hastaliklar
arasinda en genis hasta grubunu kanser vakalari temsil etmektedir. Kiiresel dl¢ekte yiiriitiilen
klinik gen tedavisi denemelerinin %60’tan fazlas1 onkolojik hastaliklara odaklanirken, bunu
monogenik ve kardiyovaskiiler hastaliklar izlemektedir. Bununla birlikte, simdiye kadar
yiiriitiilen gen tedavisi ¢alismalarinda en yiiksek klinik basari orani, monogenik hastaliklari
hedefleyen girisimlerde elde edilmistir. Ozellikle kalitsal ve nadir goriilen tek gen
bozukluklarma yonelik c¢ok sayida ¢aligma gilinlimiizde de yogun bir sekilde
stirdiirilmektedir. Gen tedavisi ile terap6tik miidahale hedeflenen hastaliklarda, kullanilacak
vektor sisteminin se¢imi son derece Onemli bir asamadir. Hastalik tiirlerine ve hedeflenen
dokulara bagh olarak, transgen aktarimimi gergeklestirecek vektorlerin  tasarimi

yapilmaktadir.
1.3. Gen Terapisi Tarihcesi
Genetik biliminin Onciisii olarak bilinen Avusturyali rahip Gregor Johann Mendel,

bezelyelerin tohum rengi tizerine yaptig1 ¢alismalarla kalittim yasalarinin temelini atmugtir.

Ik kez “baskin” ve “cekinik” gen kavramlarini ortaya koyan Mendel, bezelyelerin genetik
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mirasini inceleyerek kalitimin nasil aktarildigini agiklayan bir model gelistirmistir (Auffray
vd.,2022).

1950 yilinda Amerikali biyokimyac1 James Watson ve Ingiliz biyofizik¢i Francis
Crick, cift sarmalli deoksiriboniikleik asit (dsDNA) modelini temel alarak DNA’nin ii¢
boyutlu yapisini ¢oziimlemistir. Watson ve Crick’in gelistirdigi modele gére DNA, bes
halkali bir seker (deoksiriboz), ii¢ fosfat grubu ve birbirine hidrojen baglariyla baglanan dort
farkl niikleik asidi (adenin, guanin, sitozin ve timin) igeren, ¢ift sarmalli, antiparalel ve saga

dogru donen bir heliks yapisina sahiptir (Danylova vd., 2020).

1960'arin ortalarinda arastirmacilar, kalitsal hastaliklarin tedavisinde DNA dizilerinin
hastalarin hiicrelerine aktarilabilecegini ongdrmiislerdir. Bu 6ngorii, 1970 yilinda DNA
zincirinin belirli bdlgelerinde gen pargalanmasini saglayan niikleaz enzimlerinin kesfiyle
daha da gii¢clenmistir (Sayed vd., 2022). Bu 6nemli bilimsel gelismeler, genetik alaninda yeni
olasiliklarin dogmasina katkida bulunmus ve gen terapisi arastirmalarinin baglamasinin

ontind agmistir.

[k insan gen transferi, 1989 yilinda, kanser hiicrelerini taniyip yok eden tiimér infiltre
eden lenfositler kullanilarak gerceklestirilmistir. Gen terapisi ise ilk kez 1990 yilinda, T ve B
lenfosit fonksiyonlarindaki bozukluklardan kaynaklanan bir primer immiin yetmezlik
hastali1 olan Agir Kombine Immiin Yetmezlik (SCID) tedavisinde uygulanmistir. Ashanti
DeSilva adli hastaya, adenozin deaminaz (ADA) geninin transfer edilmesiyle gergeklestirilen
bu tedavi basarili sonuglar vermistir. 21. ylizyilda, rekombinant DNA teknolojisindeki
ilerlemeler ve tip alanindaki gelismeler sayesinde fetiislerin genetik yapisi goriintiilenebilir
hale gelmistir. Bu gelisme, genetik mutasyonlara bagli hastaliklarin tespit edilmesi,
diizeltilmesi ve tedavi edilmesine yonelik gen terapisi temelli klinik ¢aligmalarin Oniinii

acmustir (Nilay ve Damke, 2021).

Ticari olarak kullanilan ilk gen terapisi {riinii, 2003 yilinda Shenzhen SiBiono
GeneTech Co. Ltd tarafindan piyasaya siiriilen ve Cin Gida ve Ilag Idaresi tarafindan
onaylanan Gendicine’dir. Rekombinant insan p53 adenoviriisii i¢ceren bu ilag, bas ve boyun

kanserinin tedavisi i¢in gelistirilmistir (Sayed vd., 2022).

Gen terapisi, zaman iginde elde edilen basarili sonuglar ve kronolojik gelismeler

1s18inda, giiniimiizde hemofili, sistik fibroz, talesemi, hiperkolesterolemi gibi kalitsal
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hastaliklarin neden oldugu genetik mutasyonlari diizeltmek ve kanser, Parkinson, Alzheimer,
AIDS gibi sonradan gelisen hastaliklarla miicadele etmek i¢in etkin bir sekilde
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, eseyli tireme hiicrelerinde yasanan etik sorunlar ve 6zel
izin gereksinimleri nedeniyle, gen terapisi ¢aligsmalar1 genellikle somatik hiicreler lizerinde
gergeklestirilmektedir (Nilay ve Damke, 2021). Bugiine kadar gergeklestirilen gen tedavisi
klinik caligmalariin biiyiikk bir bolimii (%81,4) kanser (%68,3) ve kalitsal monogenik
hastaliklarin (%13,1) tedavisine odaklanmistir. Ozellikle monogenik hastaliklarla ilgili
calismalar, karaciger, beyin ve goz gibi gesitli organ sistemlerinde 6nemli basarilar elde
etmis ve bu alanda umut verici sonuglar dogurmustur. Enfeksiyon hastaliklart ve
kardiyovaskiiler hastaliklar kanser ve monogenik hastaliklarin ardindan en yaygin
hedeflenen endikasyonlar arasinda yer almakta olup, tiim klinik caligmalarin sirasiyla %35,0

ve %4,9’unu olugturmaktadir (Nathwani vd., 2011).

1.4. Gen Aktarnnmiminda Kullanilan Vektorler

Gen terapisi, bir hiicredeki mevcut genetik anormalligi diizeltmek veya hiicreye yeni
bir fonksiyon kazandirmak amaciyla belirli bir hiicreye genetik materyalin iletilmesini temel
alan bir yaklasimdir. Secilen bir genin fonksiyonunun onarilmasi veya 6zel bir genin
susturulmast i¢in farkli gen terapisi stratejileri uygulanmaktadir. Bu yontemlerin nihai amaci,
uygun genetik materyalin tek bir adimda bozulmus veya kaybolmus gen ile degistirilmesini
saglamaktir (Nayerossadat vd., 2012). Tedavinin etkin bir sekilde uygulanabilmesi i¢in,
saglikli genin hastanin hedeflenen hiicresine basarili bir sekilde iletilmesi gerekmektedir. Bu
iletim siireci, tasiyici olarak bilinen vektorler araciligiyla gergeklestirilir. Hedef hiicreye
genetik materyalin glivenli bir sekilde iletilmesi ve taginmasi amaciyla ¢esitli vektor gruplari

ve transfer tekniklerinden faydalanilmaktadir.

Ideal bir gen transfer vektoriiniin, minimal yan etki profiline sahip olmasi, hedef
hiicrelere yiiksek oOzgiilliikk gostermesi, immiin sistemi aktive etmemesi, toksisite
olugturmamasi, metabolik yikima karsi direngli olmasi ve terapdtik genin istenen siire
boyunca uygun diizeyde ekspresyonunu siirdiirebilmesi beklenmektedir (Mehier-Humbert
vd., 2005). Mevcut calismalar 1s1ginda, giiniimiizde tiim istenen Ozellikleri ayni anda

biinyesinde barindiran ideal bir gen aktarim vektorii heniiz gelistirilmemistir.

Hedef dokunun biyolojik 6zellikleri ve hedef dokuya gonderilecek genin boyutu gibi

parametreler dogrultusunda, her hastalik igin 0Ozglin bir vektér tasarimina ihtiyag
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duyulmaktadir. Zira her gen transfer vektorii, sinirli genetik tagima kapasitesine sahip olup,
yalmzca belirli hiicre tiplerine etkin giris yapabilme yetenegine sahiptir. Ayni1 zaman da

genlerin biyiikligii de vektor segimi kritik 6neme sahiptir. Gen transfer vektorleri;

¢ Biyolojik vektorler
o Fiziksel veya kimyasal vektorler olmak tizere iki guba ayrilmaktadir (Chuah vd.,
2003).

1.4.1. Viral Vektorler (Biyolojik Vektorler)

Biyolojik tastyici sistemler olarak da isimlendirilen viral tastyici sistemler viriislerden
meydana gelmektedir. Genetik materyalin hiicrelere aktarilmasinda tasiyici sistem olarak
kullanilan viral vektorler, sahip olduklart 6zgiin genetik yapilar dogrultusunda konak
hiicreleri enfekte etme ve kendi genomlarimi hiicre igerisine entegre etme kapasitesine
sahiptir. Bu virtisler arasinda hem DNA viriisleri hem de RNA viriisleri, gen tasiyicisi olarak
kullanilabilmektedir. Gen tedavisinde Kkullanilmak tizere tercih edilen viral vektorler,
laboratuvar kosullarinda patojenik 6zelliklerinden arindirilarak giivenli hale getirilmekte;
buna karsin, yiiksek verimlilikte gen transferi gerceklestirme yetilerini biiyiik Slgiide
korumaktadirlar. Bununla birlikte, bu biyolojik tasiyici sistemlerin iiretiminin zorlugu, toksik
etkiler yaratma potansiyelleri, immiin yanitlar1 tetikleyebilmeleri ve tasiyabilecekleri genetik
materyal miktarinin sinirli olmasi gibi etmenler, kullanim alanlarini kisitlamaktadir (Walther
vd., 2000). Viral vektorlerde, hedef hiicreye yonlendirilen aktif gen viriis igerisine
yerlestirilir ardindan hiicreye yollanir ve transdiiksiyon islemi gerceklesir. Genetik
materyalin etkin bir sekilde replikasyonu igin, yiiksek miktarda viriis partikiiliiniin

kullanilmas1 zorunludur (Dando vd., 2001).

Viral vektor se¢imi, vektoriin genetik materyal tagima kapasitesi, konak hiicreye
Ozgiilligii, gen ekspresyon profili ve immiin yanit1 tetikleme potansiyeli gibi faktorler goz
oniinde bulundurularak yapilmaktadir (Das vd., 2015). Her bir virlis, kendine ait 6zgiin

Ozelliklere sahiptir. En ¢ok kullanilan viral vektorler ise kisaca su sekilde tanimlanabilir:

1.4.1.1. Retroviral Vektorler

Retroviriisler kiiciik yapilt RNA viriisleridir ve retroviriislerin gen aktarma amaciyla

basarili olarak kullanimlart ilk olarak 1981 yilinda tanimlanmustir. Uretilen ilk gen terapi
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virtisleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Kawabata vd., 1995). Retroviriis tastyict sistemler
sahip olduklar1 genler ile hedefe yonelik kullamilacak olan terapotik genlerin  yer
degistirilmesiyle gelistirilmektedir. Bu yapilar konak hiicrelere girerek sahip olduklar
hedefe yonelik terapotik genleri transfekte edip konak hiicrede gene ait proteinlerin
sentezlenmesine aracilik ederler (Miller vd., 1994). Retroviral vektorler, gen transferi igin 7-
8 kb'den daha kiigiikk yilikleme kapasitesine sahip olmalari, viral genomun kolay
manipiilasyonu ve DNA ile entegrasyonunun kolay olmasi gibi avantajlar sunsa da sinirli
hedefleme yetenegi, genomda karisik entegrasyon, tastyicilarin kararsizlifi ve yalnizca
boliinmekte olan hiicreleri enfekte etme gibi ¢esitli dezavantajlara da sahiptir (Walther vd.,
2000).

1.4.1.2. Lentiviral Vektorler

Lentiviral vektorler, retroviriislerin tasidigi dezavantajlar nedeniyle gelistirilmistir.
Hem cogalan hem de ¢ogalamayan hiicreleri enfekte edebilme 6zelligi tastyan lentiviriisler,
cok cesitli konak hiicreleri enfekte edebilme kapasitesine sahip olduklarindan, kullanim
alanlar1 retroviriislerden daha genistir. Giliniimiizde, non-viral vektor tasiyici sistemler
iizerine yapilan arastirmalarda, insan bagisiklik yetmezligi viriisii tip 1 (HIV-1) kaynakli
lentiviral vektorlere yonelik caligmalar hizla ilerlemektedir. Bu vektorler araciligiyla,
genlerin konak hiicrelerin genomlarina verimli bir sekilde entegrasyonu saglanarak uzun

stireli ekspresyon hedeflenmektedir (Meneghini vd., 2016).

1.4.1.3. Adenoviral Vektorler

Adenoviriis ailesi, yaklasik 36 kb uzunlugunda cift sarmalli, katlanmamis DNA
(dsDNA) wviriisleri olup hem boliinebilen hem de boliinemeyen hiicreleri enfekte etme
yetenegine sahiptir. Gen terapisi uygulamalarinda genetik materyalin aktariminda en yaygin
olarak kullanilan viral sistemler arasinda yer alir. Adenoviriis ailesine ait 1000'den fazla tiir
bulunmaktadir. Adenoviriisler, konak hiicrelere reseptdr aracili endositoz yoluyla giris
yaparak, genomlarimi hiicre ¢ekirdegine transfer ederler; ancak bu viriisler, konak hiicrenin
genomuna entegrasyon gerceklestirmezler (Wang vd., 2019). Adenoviriislerin enfekte
edebilecegi konak hiicre tiirlerinin yelpazesi olduk¢a genistir ve daha 6nce de belirtildigi
gibi, birgok farkli hiicreyi enfekte etme yetenegine sahiptirler. Bu 6zellikleri sayesinde,

adenoviriisler bircok insan hastaliginin etiyolojisinde yer almaktadir. Ancak, immiinojenik

15



ozellikleri ve sebep olduklar1 yan etkiler nedeniyle, gen terapisi uygulamalarinda genetik

materyal aktarimi amaciyla kullanim alanlari sinirhidir (Kamimura vd., 2011).
1.4.1.4. Adeno Baglantih Viral Vektorler

Parvoviriis ailesine ait olan AAV'ler, yaklasik 4.5 kb uzunlugunda ve 22-26 nm
capinda, tek zincirli DNA (ssDNA) viriisleridir ve konake1 hiicrelerin kromozomlarina kalict
olarak entegre olabilme yetenegine sahiptir. Genetik olarak, tek zincirli genomlarinda
bulunan viral proteinler olan Rep ve Cap'in ¢ikarilmasi ve yapisal olarak kii¢iik boyutlari,
AAV'lerin gen terapisi uygulamalarinda kullanilmasi miimkiin kilar. AAV’ler,
adenoviriislerle benzer sekilde, hiicre dongiisiinde aktif olan hiicrelerin yam sira, bdliinme
kapasitesini yitirmis postmitotik hiicreleri de enfekte edebilme potansiyeline sahiptir.
Adenovirtislerin aksine, AAV'lerin DNA'lar1 konak hiicrenin genomuna entegre olmaktadir.
AAV'ler, dogal formlarmda patolojik etkiler gdstermemekle birlikte, vektdr olarak
kullanildiklarinda minimal diizeyde toksisite gosterebilirler. Mutojenik etkilerinin dusiik
olmasi nedeniyle AAV'ler, giivenli vektorler arasinda yer almaktadir, ancak gen tasima
kapasitesi sinirlidir. Bu sistemin baslica dezavantaji, tiretim siirecinde yardimci bir viriise
ihtiyag duyulmasidir; bu gereklilik, rekombinant AAV'lerin kontaminasyon riskiyle
iretilmesine zemin hazirlayarak giivenlik ve saflik agisindan ek zorluklar dogurmaktadir

(Naso vd., 2017). Asagidaki sekilde dort grup arasindaki karsilagtirmalara yer verilmektedir.

Cizelge 1.1. Viral vektorlerin karsilastiriimast.

RETROVIRUS LENTIiVIRUS ADENOVIRUS AAV

80-100 nm 80-100 nm 70-100 nm 25 nm
sSRNA sSRNA dsDNA ssSDNA

Paketleme 10 kb 8 kb 8-36 kb 4,7 kb
Kapasitesi

Transdiiksiyon Cogalan Hiicre Cogalan ve Cogalan ve Cogalan ve
Cogalamayan Cogalamayan Cogalamayan
Hiicre Hiicre Hiicre

Transdiiksiyon Orta Orta Yiiksek Orta

Etkinligi

Ekspresyon Kalic1 Kalici Gegici Gegici veya
Kalict

Orta-yiiksck Orta-yiiksek Yiiksek Diisiik

Gen Terapi Ex-vivo Ex-vivo In-vivo In-vivo
Stratejisi
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1.4.2. Non-viral Vektorler

Genetik materyaller DNA ve RNA gibi farkli niikleik asit tiirleri serbest halde
bulunduklarinda biyolojik sivilardaki ¢esitli enzimler ve molekiiller tarafindan hizla
parcalanabilir, istenmeyen bagisiklik tepkilerini tetikleyerek etkisiz hale gelebilir veya
viicuttan hizla uzaklastirilabilirler. Bu durum, genetik tedavilerin etkinligini 6nemli 6l¢iide
azaltarak terapdtik basarisizliga yol acabilir. Bu nedenle, genleri biyolojik ortamin degrede
edici etkilerinden koruyabilecek, biyolojik membranlar1 gegebilen ve hiicre igi hedeflemeyi
iyilestiren uygun vektorlere duyulan ihtiyac giderek artmaktadir. Bugiin itibariyle bir¢cok gen
terapisi lirtinii farmasotik pazarda yer almakta olsa da gen tasiyici vektdrler konusunda daha
fazla arastirma yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu alandaki ileri diizey ¢alismalar, gen
terapisinin etkinligini 6nemli dl¢ilide artirarak, yeni bir terapotik asamaya tasinmasina olanak
saglayabilir (Hill vd., 2016). Viral vektorler siirdiiriilebilir gen ekspresyonu saglasa da
gelistirme siireglerinin son derece zahmetli olmasi ve biyolojik sistemlerde immiinojenik
cevap olusturmalari nedeniyle kullanimlarini kisitlanmaktadir. Arastirmacilar, istenmeyen
inflamatuar ve immiin reaksiyonlar1 tetiklemeden siirdiiriilebilir gen ekspresyonu
saglayabilen ve toksisite acisindan giivenli olan nonviral vektorler iizerine arastirmalarini
yogunlastirmaktadir. Bu nedenle de nonviral vektorler, diisiik maliyetli, ¢ok yonlii,
immiinojenik olmayan ve kararli yapilariyla dikkat ¢ekerken, yiiksek miktarda genetik
materyal yiikleme kapasitesine sahip olmalari nedeniyle gen aktarimi arastirmalarinda biiytik

6nem kazanmustir (Liu vd., 2018).

1.4.2.1. Fiziksel Yontemler

Viral vektorlerle gerceklestirilen gen aktarim c¢aligmalart sirasinda karsilasilan
sorunlar arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir. Bu alanda, viral vektorler ve kimyasal
yontemlerden daha etkili yeni ve yenilik¢i fiziksel gen aktarim yontemlerini kesfetmek
amaciyla ¢ok sayida calisma gergeklestirilmistir. Hiicre dis1 ve hiicre ici engelleri asabilme
yetenegine sahip olmalar1 nedeniyle fiziksel yontemler biiyiilk onem tasimaktadir. Diger
yontemlerde bu engeller nedeniyle sinirlanan gen transfeksiyon verimliligi gelistirilen

fiziksel yontemlerle 6nemli dl¢iide artirilabilmektedir.
Bu boliimde mikroenjeksiyon, igne enjeksiyonu, gen tabancasi, jet tabancasi,

elektroporasyon, sonoporasyon, niikleofeksiyon, hidrodinamik gen aktarimi, mekanik masaj

ve magnetoporasyon gibi en yeni ve yenilik¢i fiziksel gen aktarim yontemleri sirasiyla
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anlatilacaktir. Bu yontemlerin avantajlar1 ve dezavantajlari, Tablo 2'de kapsamli bir sekilde

sunulmustur (Jinturkar,2011).

Cizelge 1.2. Non-viral gen transferi igin fiziksel yontemlerin avantajlari ve dezavantajlari

Biiyiik miktarda genetik materyalin
iletilmesine olanak tanir, kullanisli,
basit, uygun maliyetli daha az toksik
ve tekrarlanabilir olmast baslica
avantajlaridir.

Az miktarda DNA ile c¢alisilmasina
imkan saglamasi baslica avantajlaridir.

Invaziv olmamasi, giivenli ve kontrol
edilebilirliginin yiiksek olmasi baslica
avantajlaridir.

Genin transfekte edilmesi zor olan
hiicrelere etkin bir sekilde iletilmesine
olanak saglamasi ve toksik olmamasi
baslica avantajlardir.

Hizli, tekrarlanabilir ve fazla miktarda
DNA’nin iletimine olanak saglamasi
baslica avantajlar1 arasindadir.

Hiicre zar1 gecisinin  zor oldugu
durumlarda etkili ve hizli olmasi
baslica avantajlar1 arasindadir.

Derin penetrasyonun gerekli oldugu
hiicreler ve spesifik lokal hedefler i¢in
kullanilabiliyor olmasi ve invaziv
olmayan bir teknik olmasi baslica
avantajlar1 arasindadir.

Genin karaciger hiicrelerine
iletilmesinde basit ve etkili bir yontem
olmast baslica avantajlart arasindadir.

Derin penetrasyonun gerekli oldugu
hiicrelerde kullanilabiliyor olmasi ve
invaziv olmayan bir teknik olmasi
baslica avantajlari arasindadir.

Cok sayida hiicre transfeksiyonu icin
kullanilamiyor olmasi ve 6zel el teknigi
gerektiriyor olmast baslica
dezavantajlaridir.

Terapotik etkinliginin disiik olmasi ve
uygulanmasmm zor olmast baglica
dezavantajlaridir.

Bolgesel doku hasarina neden olmasi ve
etkinliginin  diisik olmas1  baslica
dezavantajlaridir.

Islemin yiizeysel hiicreler ile simrh
olmasi ve derin penetrasyonun gerekli
oldugu  hiicrelerde  kullanilamiyor
olmasi baslica dezavantajlaridir.

Bolgesel etkili olmasi ve yiiksek voltaja
maruz kalma nedeniyle DNA hasari
riskinin olmasi1 baslica dezavantajlar
arasindadir.

Canlt organizmalarda siirl
uygulamalarinin  olmast ve toksik
ozellik gostermeleri baglica

dezavantajlar1 arasindadir.

Verimliligin nispeten diisiik olmasi ve
hedef hiicrelerin zarar gorme riski
baslica dezavantajlar1 arasindadir.

Gerekli enjeksiyon hacminin ¢ok biiyiik
olmas: ve klinik olarak uygulanabilir
olmamasi  baglica  dezavantajlar
arasindadir.

Ozel ekipmanin  gerekli  olmasi,
manyetik  vektorlerin  hazirlanma
asamalarimin ~ karistk  olmasit  ve
manyetik reaktiflerin manyetik alan
kaldirilmasindan sonra toksisite riskini
sahip olmasi baslica dezavantajlar
arasindadir.
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Sekil 1.1. Mikroenjeksiyon yontemi (Hill vd., 2016)

Mikroenjeksiyon, genetik materyalin dogrudan hedef hiicreye enjekte edilerek
tasindigy fiziksel bir transfer yontemidir. ilk kez, bu teknigi tanimlayan ve uygulayan
arastirmaci Barber olmustur. Bu teknikte, ¢ap1 0.5-5 um arasinda degisen c¢ok kiigiik bir
igne, genetik materyal iceren bir ¢ozelti ile doldurulmaktadir. Daha sonra bu c¢ozelti,
mikroskop altinda izlem yapilarak dogrudan tek bir hiicreye enjekte edilmektedir.
Mikroenjeksiyon teknigi oldukga basit ve ekonomiktir. Ayni zamanda biiyiik boyutlu genetik
materyallerin aktarilabilmesi olanak saglamasi nedeniyle O6nemli bir avantaja sahiptir.
Ayrica, toksik olmayan, biyouyumlu ve tekrarlanabilir bir fiziksel gen aktarim yontemidir.
Ancak, bu teknigin bazi dezavantajlari da vardir. Bunlar arasinda hassas bir uygulama
gerektirmesi, tek tek hiicrelerin manipiile edilme zorunlulugu, diisik miktarda gen
ekspresyonu ve genin hiicre i¢cinde kalma siiresinin kisa olmasi yer almaktadir. Bunun yani
sira, hiicresel membranin ve hiicre i¢i ortamin bozulmasini 6nlemek amaciyla yalnizca kiigiik
hacimde genetik materyal enjekte edilebilmesi dezavantajlart arasinda yer almaktadir (Hill
vd., 2016).

Ozetle, DNA’nin mikroenjeksiyonu yiiksek diizeyde etkili bir ydntem olmasina
ragmen, oldukca zahmetli bir siirectir. Her enjeksiyon yalnizca tek bir hiicreye
uygulanabildiginden, birkag¢ yiiz hiicreye genetik materyal aktarmak icin ¢ok sayida islem
yapilmas1 gerekmektedir. Bu baglamda, gen transferi siirecini daha etkin ve pratik bir sekilde

gerceklestirebilmek i¢in alternatif fiziksel yontemler geligtirilmistir.
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Sekil 1.2. igne enjeksiyonu yontemi (Hill vd., 2016)

Igne enjeksiyonu teknigi genetik materyalin dogrudan hedef bélgeye enjekte edildigi
fiziksel bir yontemdir. Ilk olarak 1990 yilinda Wolf ve ekibi tarafindan rapor edilmis olup,
¢iplak DNA’nin fare kasindaki miyofiberlere DNA iletimi i¢in uygulanmistir (Wolff vd.,
1990).

Bu yontemin hedef bolgeye direkt olarak uygulamada gdstermis oldugu uygulama
basitligi, gen tedavisi caligsmalarinda bu yontemi ilgi ¢ekici kilmistir. G6z hiicreleri, beyin
hiicreleri veya kan gibi belirli dokulara gen aktarimi i¢in etkili bir yontemdir. Bu teknik
yalmizca DNA’nin degil, siRNA gibi farkli RNA tiirlerinin de aktarimina olanak
tanimaktadir. Biyolojik ortam icin olduk¢a uyumlu ve diisiik toksisiteye sahip olmasina
ragmen, igne enjeksiyonunun bazi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Ozellikle, intravendz olarak
enjekte edilen genetik materyalin gen ekspresyonu olduke¢a diisiik seviyelerde kalmaktadir.
Bu sorun yeni gelistirilen fiziksel gen aktarim yontemiyle ¢6ziilmeye ¢alisilmustir (Hill vd.,

2016).
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Sekil 1.3. Jet tabancas1 yontemi (Hill vd., 2016)

Jet enjeksiyon yOntemi, tipta 1947 yilindan beri ila¢ uygulamalarinda kullanilan
ignesiz bir tekniktir. Bu yontem, terapotik maddeleri veya genetik materyali dogrudan hedef
hiicrelere iletme yetenegine sahiptir. Cihaz, genetik materyali ince bir jet akisi halinde
yiiksek basingla hedef bolgeye aktarir. Uygulanan basing, genetik materyalin hiicre iginde ne
kadar esit dagildigini belirleyen 6nemli bir faktordiir. Jet enjeksiyonu bazi doku hasarlarina
yol agabilse de istenilen gen aktarimi ve ekspresyonu saglandiginda bu hasar genellikle

tolere edilebilir (Jinturkar, 2011).

Jet tabancasi olarak bilinen bu yontem, gen terapisi uygulamalarinda yaygin bir
sekilde kullamlmaktadir ve genis bir kullamim potansiyeline sahiptir. Genetik asilarin
uygulanmasi ve DNA kodlayan intihar genlerinin hedeflenerek antitiimor tedavilerinde
kullanilmasi gibi ¢esitli amaclarla gelistirilmistir. Ayrica, jet enjeksiyon yontemi sayesinde
bazi cilt hastaliklarinin genetik tedavisi miimkiin hale gelmistir. Bu teknik, deri, meme
dokulari, kas ve yag dokular1 gibi farkli doku tiirlerine genetik materyal iletiminde basarili
sonuglar vermektedir. Su ana kadar yonteme bagli ciddi bir yan etki rapor edilmemistir.
Ancak enjeksiyon bolgesinde hafif kanama, lokal inflamasyon, gegici sicaklik artis

(hipertermi) ve 6dem gibi kiigiik yan etkiler gozlemlenebilmektedir (Lysakowski vd.,2003).
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Sekil 1.4. Gen tabancas1 yontemi (Hill vd., 2016)

Gen tabancast, balistik gen aktarimi ya da balistik DNA enjeksiyonu olarak bilinen bu
yontem, gen terapisi kapsaminda genetik materyal kapli partikiillerin dogrudan hedef
hiicrelere veya dokulara iletilmesini saglar. Bu teknik, genetik materyalin mukozaya, deriye,
timor hiicrelerine ya da cerrahi olarak agiga cikarilmis viicut dokularina aktarilmasinda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Gen tabancasi tekniginde tastyici partikiil olarak tungsten ve
altin gibi yogun metalleri kullanmaktadir. Oncelikle bu partikiiller genetik materyal ile
kaplanir, ardindan yiiksek basing uygulanarak hiicre zarini etkili bir sekilde gecmeleri
saglanir. Boylece genler veya niikleik asitler hiicre sitoplazmasina ya da ¢ekirdegine
ulagtirilir. Gen aktariminin etkinligini belirleyen cesitli fiziksel faktorler arasinda partikiil
boyutu, ylizey yapisi, sekli, dozaji ve salinim hizi yer almaktadir (Jinturkar, 2011). Bu
fiziksel yontem en yaygmn olarak deri hedefli genetik bagisiklama uygulamalarinda
kullanilmaktadir. Gen tabancas1 yontemiyle DNA kapli partikiiller dogrudan epidermise
yonlendirilerek en etkili DNA immiinizasyonunun bu bdlgede gerceklesmesi saglanir. Bu
yaklagim, genetik asilarin gelistirilmesi, bagisiklik sisteminin diizenlenmesi ve kanser

tedavisinde intihar gen terapisi gibi gesitli tibbi alanlarda kullanilmaktadir (Hill vd., 2016).

Bu yontem, giivenli ve uygulanabilir bir gen aktarim stratejisi sunmasina ragmen,
belirli sinirlamalari da beraberinde getirmektedir. En 6nemli sinirlamasi ise gen aktariminin
yalnizca birka¢ milimetre derinlige ulasabilmesi nedeniyle daha ¢ok lokal uygulamalara
uygun olmasidir. Ayrica, bu yontemle saglanan gen ekspresyonu genellikle gegici olup, daha
¢ok aktif olarak boliinen ve hizli ¢ogalan hiicrelerle sinirlidir. Bu sinirlamalart asmak ve
yontemin etkinligini artirmak amaciyla arastirmacilar c¢esitli iyilestirme c¢alismalari
yapmistir. Bu calismalar arasinda, daha verimli tasiyict partikiil tretim tekniklerinin
gelistirilmesi, doku hasarinin en aza indirilmesi ve iglemin siiresinin kisaltilmasi yer

almaktadir (Dutta vd., 2021).
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Sekil 1.5. Elektroporasyon yontemi (Hill vd., 2016)

Elektroporasyon, elektrofeksiyon veya elektropermeabilizasyon olarak da bilinen ve
hem in vivo hem de in vitro kosullarda gen aktarimi amaciyla yaygin sekilde kullanilan bir
biyoteknolojik yontemdir. ilk kez 1982 ve 1991 yillarinda uygulanan bu yéntem, hiicre zarim
gecemeyen genetik materyallerin hedef hiicrelere etkin bir sekilde iletilmesini saglamak

amactyla gelistirilmistir (Dutta vd., 2021).

Elektroporasyon yontemi, hedef hiicrelere uygulanan elektrik akimi sayesinde
nanometrik boyutta gecici gozeneklerin olusmasini saglar. Normal kosullarda hiicre zarini
gecemeyen negatif yliklii DNA veya diger genetik materyaller, bu gecici gézeneklerden
hiicre sitoplazmasina veya cekirdegine iletilerek etkili bir gen aktarimi gergeklestirir.
Elektrik darbelerinin siiresi ve siddeti, hedeflenen hiicre tipine gore degisiklik gosterir.
Ornegin, iskelet kaslarma yonelik gen aktariminda &ncelikle yiiksek voltajli bir elektrik
akimi kullanilarak hiicre zarinda gozenekler agilir. Ardindan, diisiik yogunluklu elektrik
darbeleri uygulanarak genetik materyalin bu gézeneklerden hiicre icine gegisi desteklenir. Bu
siireg, elektroporetik etki sayesinde genetik materyalin hiicre igine etkin bir sekilde
yonlendirilmesini saglar. Islem sirasinda hiicre tiirlerine gore kullamlan fakl elektrot tiirleri

bulunmaktadir (Heller vd., 2006).

Elektrik darbeleriyle olusturulan membran permeabilitesi son derece kisa siireli olup,
bu nedenle genetik materyalin bu zaman araliginda hiicre igerisine etkin bir sekilde giris
yapabilmesi i¢in uygun kosullarin saglanmasi gerekmektedir. Elektroporasyon teknigi,
genellikle in vitro niikleik asit aktariminda yaygin olarak kullanilir. Bunun yam sira, cilt ve
karaciger tiimorlerinin tedavisi gibi bazi in vivo uygulamalarda da tercih edilmektedir.
Ancak, bu yontem ¢ogunlukla lokal hedefleme ile siirlidir ve hiicreye zarar verme ya da

hiicresel toksisite riskini beraberinde getirebilir (Hill vd., 2016).
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Sekil 1.6. Niikleofeksiyon yontemi (Hill vd., 2016)

Niikleofeksiyon, elektroporasyon yontemine benzer ancak elektrofiizyon yontemine
gore daha gelismis ve verimli bir tekniktir. Bu yontemde, hedef hiicrelere elektriksel darbeler
uygulanarak hiicre zarlarinda gegici gozenekler acilir ve genetik materyal bu gozenekler
aracilifiyla hiicre sitoplazmasina iletilir, boylece gen aktarimi saglanir. Niikleofeksiyonun
onemli farki, disaridan gelen materyalin dogrudan hiicre icine enjekte edilmesidir; bu da
stirecin verimliligini artirir ve zor transfiize olan hiicrelerde bile gen transferini miimkiin
kilar. Niikleofeksiyonun en 6nemli avantajlari, islemin zaman agisindan verimli olmas1 ve
genetik materyalin aktarilmasi i¢in ¢ok az sayida hiicreye ihtiyag duymasidir. Ancak bazi
arastirmalar, bu gen terapisi tiirinii kullanan klinik denemelerde katilimcilarin yiiksek 6lim
oranlarina maruz kaldigini bildirmistir. Bu nedenle, elektroporasyon tekniginin daha
kapsamli bir sekilde analiz edilmesi ve potansiyel toksik etkilerinin en aza indirilmesi

amaciyla ileri diizey aragtirmalara ihtiyag duyulmaktadir (Aslan vd., 2006).
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Sekil 1.7. Sonoporasyon yontemi (Hill vd., 2016)

Sonoporasyon, ya da sonofeksiyon, elektroporasyon ile benzer bir prensibe dayanir ve
hiicre zarinda genetik materyalin geg¢isini saglamak amaciyla ultrason dalgalarini kullanir.
Bu siirecte genellikle yiiksek yogunluklu ultrason dalgalar1 kullanilir, ancak islemin etkinligi
ve gozeneklerin gegebilecegi genetik materyalin boyutu, uygulanan ultrason dalgalarinin
yogunluguna bagli olarak degisir. Ultrason dalgalarinin etkisi, kavitasyon adi verilen bir
stirecle gerceklesir. Bu siirecte, diisiik basingl kabarciklar veya bosluklar, uygulanan akustik
alan tarafindan olusturulup ani ¢okme ile biiyiikk miktarda enerji aciga c¢ikarir. Bu olay
sonoporasyon mekanizmasinin etkinlesmesine katkida bulunarak ¢evresel sicaklik ve
basingta belirgin bir artisa neden olmaktadir. Bu sayede olusan gozenekler, genetik

materyalin hiicre zarlarindan gecerek hiicrenin sitoplazmasina ulagmasini saglar.

Bu yontem, invaziv olmamasi nedeniyle Onemli bir avantaj sunar, bu da gen
terapilerinin lokalize edilmedigi veya daha derin alanlara yonlendirildigi durumlarda
kullanilabilmesini miimkiin kilar. Ayrica, sonopore teknigi lokal gen terapisi i¢in de
uygundur. Bu durumda, kontrast ajan1 ve genetik materyal 6nce kan dolasimina verilir ve
ardindan ultrason dalgalar1 uygulanir. Kontrast ajani, hedeflenen dokuya 6zel baglayici
ajanlar veya ligandlar ile birleserek, genetik materyalin bu belirli dokuya etkili bir sekilde
iletilmesini saglar (Delalende vd., 2012).
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Hidrodinamik gen aktarimi

Sekil 1.8. Hidrodinamik gen transfer yontemi (Hill vd., 2016)

Hidrodinamik gen transferi tekniginde, genetik materyallerin hiicre zarlarindan
gegmesini saglamak amaciyla yliksek hizda hidrostatik basing kullanilir. DNA ¢6zeltisi ¢ok
hizli bir sekilde enjekte edildiginde, enjeksiyon bolgesinde basing birikir ve bu da hiicre
zarlarinda gecici gozeneklerin olugmasina yol acar. Bu gozenekler, DNA'nin hiicre igine
gegmesini ve gen ekspresyonunu baglatmasini miimkiin kilar. Farelerin kuyruk damarina,
viicut agirhiginin %8'inden fazla DNA ¢ozeltisi enjekte edilmesi sonucunda, karaciger,
akcigerler, kalp ve bobrekler gibi organlarda yeterli transgen ekspresyonu gézlemlenmistir.
En yiiksek gen ekspresyonu ise karacigerde gerceklesmistir (Suda vd, 2007). Bu siireg,
kemirgenlerde gen transferi i¢in faydal oldugu kanitlanmis olsa da, insanlarda genis gapta
kullanilmamaktadir. Yiiksek basing birikiminin hepatositlerde karaciger enzimlerinin artigina
neden olabilecegi ve biiylik miktarlarda genetik ¢ozeltisi enjekte edilmesi durumunda kalp
fonksiyon bozukluklar1 ve karaciger tikanmasi gibi dolayli sorunlara yol agabilecegi
gozlemlenmistir. Aragtirmacilar, bu teknigin olumsuz etkilerini asmak amaciyla daha biiyiik
hayvanlarda, 6rnegin domuzlarda, gen transferi igin kateter kullanimini 6nermistir. Bununla
birlikte, elde edilen iyilestirilmis sonuglara ragmen, bu yontemin insanlarda gen aktarimi
acisindan klinik olarak uygulanabilir hale gelebilmesi i¢in kapsamli ek arastirmalara ihtiyag

duyulmaktadir (Dutta vd., 2021).
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Manyetoporasyon

Sekil 1.9. Magnetofeksiyon yontemi (Hill vd., 2016)

Manyetik transfeksiyon ya da magnetofeksiyon, genetik materyalin hiicre zarini agsarak
sitoplazmaya ge¢mesini saglamak igin manyetik alan kullanir. Bu siirecte, manyetik
nanopartikiillerle yiiklenmis niikleik asit temelli vektorler, manyetik alan tarafindan
yonlendirilir. Manyetik vektorler, lipit veya polimer bazli genetik vektorlerin manyetik
nanopartikiillerle birlestirilmesiyle olusturulur. Genellikle demir oksit kullanilarak
nanopartikiillere manyetik 6zellik kazandirilir. Uygulanan dis manyetik alan, gen tasiyan
manyetik vektdrleri hedef hiicrelere yonlendirir ve bu hiicrelerde gen ekspresyonunun
gerceklesmesini saglar (Zhang vd., 2010). Arastirmalar, manyetik alanin genetik materyalin
hiicre zarim1 gegme yetenegini artirdigini ortaya koymustur. Ayrica, bu alan, genlerin
hiicrenin i¢ yapilariyla daha fazla etkilesimde bulunmasini saglayarak, transfeksiyon ve gen
ekspresyonunun artirtlmasina yardimci olur. Magnetofeksiyon, elektroporasyona kiyasla
birgok Ttstiinliige sahiptir. Magnetofeksiyonun en dikkat ¢ekici avantajlarindan biri,
elektrotlarin hedef hiicrelerle dogrudan temasini gerektirmemesi olup, bu 6zelligi yontemi
daha pratik ve minimal invaziv bir hale getirmektedir. Ayrica, bu teknik daha diisiik
maliyetli ve zaman agisindan daha verimli bir alternatif sunarken, elektroporasyon ile
ulagilamayan derin dokulara ve anatomik bdlgelere etkin bir sekilde niifuz edebilme
kapasitesine sahiptir. Yapilan arastirmalar, magnetofeksiyonun gen transferi acisindan
kardiyak dokular, tiimor hiicreleri, melanomlar ve pulmoner metastazlar {izerinde etkili

oldugunu ortaya koymaktadir (Li vd., 2009).
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1.4.2.2. Kimyasal Sistemler

Son yillarda, kimyasal sistemler genetik materyal tasinmasinda viral vektorlere kiyasla
daha diisiik etkinlik gdstermesine ragmen, diisiik toksisite profili, daha yiiksek gen yiikleme
kapasitesi, immiin yanit tetikleme riskinin minimal diizeyde olmasi ve liretim siireglerinin
daha kolay yonetilebilir olmas1 gibi 6nemli avantajlar sunmaktadir. Bu 6zellikleri nedeniyle,
kimyasal tasiyict sistemler gen terapisi ve genetik miihendislik uygulamalarinda giderek
daha fazla ilgi gormektedir. Bu sistemlerin ¢ogu katyonik o6zellik gosterir ve katyonik
polimerler, katyonik lipidler, karbon nanotiipleri, kuantum noktalari, metal nanopartikiiller

ve silika tabanli sistemler gibi farkli inorganik materyaller igerir.

Katyonik molekiiller, elektrostatik kuvvetler araciligryla genetik materyalleri tasiyan
negatif yiiklii niikleik asitlerle giiclii kompleksler olusturabilir. Bu kompleksler, hedefleme
ligandlartyla birlestiginde, hiicre i¢i alim, endozomal kacis ve genin sitoplazma veya
cekirdege iletilmesi gibi gen aktarimi engellerini asma kapasitesine sahiptir. Ayrica, bu
sistemler genetik materyali g¢evresel bozulmalardan koruyarak siirdiiriilebilir bir gen

ekspresyonu saglama potansiyeline sahiptir.
1.5. Nanoboyutlu fla¢ Tasiyic1 Sistemler
1.5.1. Polimerik Nanopartikiiller

Giliniimiizde nanoteknoloji, biyotip alaninda 6zellikle hastaliklarin erken teshisi ve
hedefe yonelik tedavi yaklagimlarinda sagladigi 6zgiin avantajlar sayesinde hizla gelismekte
ve klinik uygulamalarda artan bir ilgi gérmektedir (Parveen vd, 2012). Nanopartikiiller,
dogal veya sentetik polimerlerden sentezlenen, boyutlart 10-100 nm arasinda degisen kati
kolloidal pargaciklardir. Nanopartikiiller ultra kiiciik boyutta olmalari, yiizey/hacim
oranlarinin yliksek olmasi ve modifiye edilebilir yapisal 6zellikler sergilemeleri nedeniyle
birgok avantaji beraberinde getirmektedir. Bu avantajlar arasinda hedefe yonelik tagima,
kontrollii ve siirekli ila¢ salim saglama, minumum yan etki goriiliirken yiiksek diizeyde
etkinlik saglanmasi ve hasta uyum diizeyini arttirmasi sayilabilmektedir (Devrim ve Bozkir,

2017).

Son yillarda, nanopartikiil tabanli ila¢ tasiyici sistemlerin tasarimi ve bunlarin

biyomedikal uygulamalardaki potansiyellerine yo6nelik arastirmalar belirgin bigimde artis
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gostermektedir. Nano boyuttaki bu tasiyict yapilar, spesifik hedefleme kabiliyetleri,
kontrollii salim ozellikleri ve terapotik ajanlarm biyoyararlanimini artirirken sistemik
toksisiteyi azaltma potansiyelleri sayesinde, konvansiyonel ila¢ tasima stratejilerine kiyasla
onemli avantajlar sunmaktadir. Ayrica, yiizey fonksiyonellestirmeye elverigli olmalari, bu
sistemlerin biyolojik engelleri asma ve hiicre i¢i hedeflere ulasma konusundaki etkinligini
daha da artirmaktadir. (De Jong ve Borm, 2008). Buna ek olarak, nanopartikiiler tasiyici
sistemler, icerdigi etkin bilesikleri biyolojik ortamlarda karsilagilan enzimatik degradasyona
kars1 koruyarak, bu ajanlarin biyolojik bariyerleri etkin bir sekilde agmalarini ve hedef
dokuya ulagmalarimi kolaylastirmaktadir (Masareddy vd., 2011). Nanotasiyicilar, antikanser
ilaclarinin yan1 sira genetik materyaller, peptitler, proteinler ve hormonlar gibi ¢esitli etkin
maddelerin viicuda iletilmesinde de 6nemli bir rol oynamaktadir (Ganta vd., 2008; Lim vd.,
2012).

Nanotasiyicilar, yapilarina gore polimerik, lipit, metal ve inorganik olmak iizere dort
ana gruba ayrilmaktadir. Polimerik nanotasiyici sistemler, yapisal Ozelliklerine gore
polimerik nanopartikiiller, polimerik miseller ve dendrimerler olmak iizere ¢esitli alt siniflara
ayrilmaktadir. Benzer sekilde, lipid bazli nanotasiyicilar arasinda ise baslica lipozomlar ve
kat1 lipid nanopartikiiller (solid lipid nanoparticles, SLN) yer almakta olup, bu sistemler hem
hidrofilik hem de lipofilik ajanlarin tasinmasinda genis uygulama alani bulmaktadir. Metal
ve inorganik nanotasiyicilara ise altin nanopartikiiller ve kuantum noktaciklar1 6rnek olarak
verilebilir (Conniot vd., 2014). Klinik ¢aligsmalar, onaylanmis ilaglar ve mevcut literatiirler
incelendiginde, nanotasiyici sistemler arasinda en yaygin kullanilanlarin lipozomlar ve

polimerik nanopartikiiller oldugu goriilmektedir (Anselmo ve Mitragotr, 2016).

Polimerik nanopartikiiller, genellikle 10 ila 1000 nm araliginda boyutlanan ve
tagidiklar1 bilesenlerin dagilimina ile {iretim tekniklerine bagli olarak nanokapsiil veya
nanokiire seklinde siniflandirilan kolloidal ilag tasiyici sistemleridir. Bu yapilarin morfolojik
ozellikleri, ilacin enkapsiilasyon verimi, salim profili ve biyoyararlanimi iizerinde belirleyici
rol oynamaktadir (Guterres vd., 2007). Nanokapsiil formunda, ila¢ polimerik bir zar ile
cevrelenmisken, nanokiire yapilarinda etkin madde, partikiiliin i¢erisinde homojen bir sekilde

dagilan bir matriks ig¢inde yer almaktadir.
Polimerik nanopartikiiller, viicut i¢inde yiiksek stabilite gostermeleri, dolasimda uzun

stire kalabilmeleri, hedef dokulara etkin sekilde niifuz edebilmeleri, ylizeylerinin

modifikasyona uygun olmasi ve kontrollii salim profilleri sunmalar1 gibi avantajlar
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sayesinde bir¢ok hastaligin tedavisinde potansiyel tasiyici sistemler olarak arastirilmaktadir

(Wang vd., 2008).

Suda yiiksek ¢oOziiniirliige sahip ilaglarin polimerik nanopartikiillere yiiklenmesi
sirasinda, etkin maddenin dis faza kagmasi diigiik enkapsiilasyon verimine yol agmakta ve bu
durum formiilasyon gelistirme siirecinde onemli bir sorun teskil etmektedir (Cheow ve
Hadinoto, 2011). Polimerik nanopartikiillerin iiretimi, temel olarak iki ana sinifa ayrilmakta
olup, uygun ydntemin se¢imi polimerin ve etkin maddenin fizikokimyasal 6zelliklerine
baglidir. Hazirlik asamasinda, biyouyumlu ve toksik olmayan biyoparcalanabilir polimerler
tercth edilmekte olup, bu amacgla hem dogal hem de sentetik polimerlerden
yararlanilmaktadir (Nagavarma vd., 2012). Polimerik nanopartikiiller sistemlerin
hazirlanmasinda siklikla kullanilan kopolimerden biri de Poli (etilen glikol)-blok-poli(e-
kaprolakton) (PEG-b-PCL)’dir. Poli (etilen glikol)-blok-poli(e-kaprolakton) (PEG-b-PCL),
biyomedikal uygulamalar i¢in kullanilan FDA onayli nontoksik ve biyouyumlu polimerdir
(Deng vd., 2019). (PEG-b-PCL) kopolimeri, biyobozunurlugu, biyouyumlulugu ve yiikleme
verimliligi sayesinde ila¢ verme uygulamalarinda kullanilan iyi bilinen bir amfifilik
kopolimer smifidir. Ayrica, baz1 kimyasallarin kullanimi ve karmasik adimlar atlandigindan,
suda dagilabilen nanopartikiiller olusturmak i¢in bu kopolimerin kullanilmasi konusunda

kesinlikle biiyiik bir avantaj sunar (Risangud vd., 2022).

PEG monomer birimi, hem polar oksijen atomundan hem de polar olmayan (CH2)2
biriminden olusur. Bu nedenle, PEG hem polar hem de polar olmayan ¢6ziiciilerin genis bir
yelpazesinde ¢ozlinlir ve suda ¢oziiniirliiglini veya pargalanma 6zelliklerini gelistirmek igin
hidrofobik ilaglar igin bir tastyici sistem olarak yaygin kullanima sahiptir. Poli (PEG-PCL)
kopolimerleri biyolojik olarak pargalanabilir, amfifiliktir, sentezlenmesi kolaydir ve ilag
tastyict  sistemlerinde potansiyel uygulamalara sahiptir. PEG-PCL'nin iki bloklu
kopolimerinde, PEG'in hidrofilik dogasi ve PCL'nin hidrofobik dogasi nedeniyle PEG dig
kabugu ve PCL bir i¢ ¢ekirdegi olusturur. PCL (poli e-kaprolakton), yart kristal 6zelligi
nedeniyle diizenli bir yapiya sahiptir ve viicutta implante edilebilir bir biyomateryal olarak
kullanilmasina yardimci olan ester baglarinin hidrolizi ile insan viicudunda bozunmaya
ugrar. Uzun siireli implante edilebilir yapilar, PCL'nin yavas bozunma profili 6zelligine
sahip olarak hazirlanabilir. PCL'nin yiiksek erime noktasi ve diisiik cam gecis sicakligi,
amorf bolgenin kauguksu durumda olmasi nedeniyle insan sisteminde yiiksek dayaniklilik ile
sonuglanan yar1 kristal yap1 ile sonuglamir. Ayrica PCL'nin biyouyumluluk ve

biyobozunurluk gibi 6zellikleri, kontrollii ila¢ verme uygulamalari i¢in ¢ok uygundur. PCL
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genis bir ilag yelpazesiyle afiniteye sahip oldugundan, ilaglar formiilasyon matrisinde esit
olarak dagilir, boylece ilag saliminin birkag¢ giin/aya varan uzun vadeli bozunmasini
kolaylastirir. PCL'min bozunmasi, bir asidik yan iiriin ile sonug¢lanmaz bu da onu diger
polimerlerden daha {stiin kilar. Yavas bozunma ve yumusak dokularla daha az
biyouyumluluk, PCL'yi klinik uygulamalarda ¢ok yetkin kilar. PCL'nin iyilestirilmesi,
istenmeyen uzun vadeli bozunmasimmi artiran PEG gibi hidrofilik polimerlerle
kopolimerizasyon seklinde yapilmistir. PEG-PCL diblok kopolimerleri hem PEG hem de
PCL'nin avantajlarina sahiptir; biyoyararlanimda artis, yiiksek ilag yiikleme ve kapsiilleme
etkinligi, hedef bolgeye ulasirken molekiiler boyutta diisiis ve patlama desarji, kanda
maksimum kullanim i¢in mevcut ilact digsart ¢gekme ve goriinmezlik yetenegi. PEG-PCL
koblok polimerik nanopartikiiller, genetik materyaller ve proteinler igin tasiyici olarak da

siklikla kullanilmaktadir (Behl vd., 2020).
1.5.1.1. Polimerik Nanopartikiil Uretim Yéntemleri

Polimerik nanopartikiiller genellikle onceden sentezlenmis polimerlerin kullanimi
veya monomerlerin dogrudan polimerize edilmesi yoluyla iretilir (Castro vd., 2022).
Yiiklenmesi planlanan etken maddenin tiirii ve uygulanacagi yonteme bagl olarak, farkli
iretim teknikleri tercih edilebilir. Temelde, polimerlerin hazir halde dispersiyonuna dayanan
yontemler ile monomerlerin polimerizasyonuna dayali yaklagimlar olmak iizere iki ana

tiretim stratejisi bulunmaktadir (Zielinska vd., 2020).

Onceden sentezlenmis polimerler kullanilarak gerceklestirilen ydntemler arasinda
emiilsifikasyon-¢oziicii buharlastirma, tuzlama, diyaliz, iyonik jellestirme ve c¢oziici
emiilsifikasyon-difiizyon gibi teknikler yer alr. Onceden sentezlenmis polimerlerin
kullanilmasi, monomerlerin polimerizasyonuna dayali polimerik nanopartikiil {iretimine
kiyasla daha kolay kontrol edilebilir bir siire¢ sunarken, ayn1 zamanda, daha yiiksek verim
elde edilmesine olanak tamir (Castro vd., 2022). Onceden sentezlenmis polimerlerin
kullanildigr yontemlerin biiyiikk bir kisminda karsilagilan ve birtakim dezavantajlari da
beraberinde getiren durum ise, polimerin ¢dziinmesini saglamak igin organik c¢oziiciiler
tercih edilmesidir. Ne yazik ki, bu ¢oziiciiler ¢cevresel riskler ve toksisite agisindan birtakim
sorunlara yol acabilmektedir. Bunun yami sira, son formiilasyonda istenmeyen organik

¢oziicii kalintilarinin giderilmesi de gereklidir (Zielinska vd., 2020).
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Ote yandan, polimerik nanopartikiiller monomerlerin dogrudan polimerizasyonuyla da
sentezlenebilir ve bu iglem i¢in mikro/nano emiilsiyon, siirfaktan igermeyen emiilsiyon ve
araylizey polimerizasyonu gibi yontemler kullanilabilir. Monomerlerin polimerizasyonu ile
sentezlenen nanopartikill formiilasyonlari, tek adimda yiikleme imkéan1 saglayarak etken
maddelerin daha verimli bir sekilde enkapsiilasyonuna olanak tanimaktadir (Zielinska vd.,
2020).

Polimerik nanopartikiillerin sentezinde kullanilacak yontemin belirlenmesi, polimerin
yapisi, uygulanma sekli ve istenen partikiill boyutu gibi ¢esitli faktorlere bagli olarak
yapilmalidir. Genel olarak, sentez yontemi segilirken en onemli kriterlerden biri, aktif

maddenin ¢6ziiniirliik dzellikleridir (Castro vd., 2022).

1.5.1.1.1. Solvent Evaporasyon Yontemi

Solvent buharlagtirma yontemi, 6nceden sentezlenmis polimerlerin kullanildigi ve
polimerik nanopartikiil {iretimi i¢in gelistirilen ilk tekniklerden biridir. Bu yontemin temel
prensibi, polimerin uygun bir organik ¢6ziicli igerisinde ¢6ziilmesini takiben, bu organik
fazin sulu bir ortamda emiilsifiye edilmesi ve ardindan organik ¢0ziicliniin
uzaklastirilmasiyla kolloidal boyutta nanopartikiillerin olusturulmasina dayanmaktadir.
Siirecin ilk asamasinda, polimer uygun bir organik ¢oziicii igerisinde ¢oziilerek homojen bir
¢ozelti elde edilir. Bu asamada, yiiklenmesi planlanan etken madde de ¢ozeltiye eklenerek
polimer matrisi i¢inde enkapsiilasyonu saglanir. Ardindan, elde edilen organik faz, sulu faz
igerisinde uygun bir siirfaktan yardimiyla emiilsifiye edilir. Bu emiilsifikasyon islemi,
genellikle yiiksek hizli homojenizasyon veya ultrasonikasyon teknikleri kullanilarak
gergeklestirilir. Boylece, su icinde yag veya ¢ift emiilsiyon sistemleri olusturulabilir.
Nanopartikiillerin basarili bir sekilde olusumu i¢in emiilsiyon damlaciklarinin stabilize

edilmesi ve ¢oziicliniin etkin bir sekilde uzaklastirilmasi gerekmektedir (Castro vd., 2022).

Coziiciiniin  uzaklastirllmasi, genellikle iki temel yontemle gergeklestirilir.
Birincisinde, emiilsiyon oda sicakliginda siirekli karigtirllarak ¢6ziiciiniin buharlagmasi
saglanir. Alternatif olarak, ¢oziicii, diisiik basing altinda yavas bir sekilde uzaklastirilarak
nanopartikiil ~slispansiyonu elde edilir. Coziicii tamamen buharlastiktan sonra,
nanopartikiiller kat1 faza gecerek siispansiyon igerisinde stabilize edilir. Son asamada, elde
edilen polimerik nanopartikiiller, fazla serbest polimer veya etken maddeden armdirilmasi

icin birkac kez yikama iglemine tabi tutulur. Genellikle de santrifiijleme islemi kullanilarak
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partikiiller ¢oktiiriilerek saflagtirilir. Daha sonra, uzun siireli depolama ve stabilite saglamak
amaciyla nanopartikiiller dondurularak kurutulabilir. Solvent buharlastirma yontemi,
kontrollii partikiill boyutu ve yiiksek enkapsiilasyon verimliligi gostermesi nedeniyle
polimerik nanopartikiil {iretimi, giinlimiizde yaygin olarak kullanilan ve son derece etkili bir

teknik haline gelmistir (Zielinska vd., 2020).

1.5.1.1.2. Emiilsifikasyon/Solvent Difiizyonu Yontemi

Emiilsifikasyon/solvent diflizyonu ydntemi, polimerik nanopartikiillerin iiretiminde
yaygin olarak kullanilan ve hem polimerin hem de etken maddenin uygun bir ¢oziicii
ortaminda ¢oziinmesini gerektiren etkili bir tekniktir. Bu yontemin temel prensibi, kismen
suyla karigabilen bir organik ¢oziiciide ¢ozlinmiis olan polimer ve etken maddenin, siirfaktan
iceren sulu bir cozeltiyle emiilsifiye edilerek stabil bir emiilsiyon olusturulmasina

dayanmaktadir.

Siirecin baslangicinda, organik faz icerisinde ¢oziilmiis polimer ve etken madde
karigimi hazirlanir. Bu organik faz, su ile Onceden Kkaristirilmig bir organik c¢oziicii
icerdiginden, ¢oziicii difiizyonu kontrollii bir sekilde gergeklesebilir. Hazirlanan organik faz,
sulu faz icerisine kontrollii bir sekilde eklenerek karistirilir ve siirfaktan yardimiyla stabil bir
yag i¢inde su (y/s) emiilsiyonu elde edilir. Bu asamada, yiiksek hizli homojenizasyon veya
ultrasonikasyon gibi yontemler kullanilarak emiilsiyon damlaciklarinin boyutu kiigiiltiiliir ve
daha homojen bir dagilim saglanir. Olusturulan emiilsiyon, sistemde bulunan organik
¢oziliciiniin sulu faza difiizyonunu artirmak amaciyla fazla miktarda su ile seyreltilir. Bu
seyreltilme iglemi, organik ¢oziiciiniin dis faza daha hizli yayilmasina neden olur ve boylece
polimer c¢okelerek nanopartikiil olusumunu baglatir. Sonug¢ olarak, diflizyon siirecinin

tamamlanmasiyla birlikte stabil kolloidal partikiiller elde edilir.

Bu yontemin son asamasinda, sistemde kalan organik ¢6ziicliniin uzaklagtirilmasi igin
genellikle buharlagtirma veya siizme islemi uygulanir. Buharlagtirma islemi, ¢oziicliniin
diisiik basing altinda uzaklastinlmasimi saglarken, slizme islemi ise partikiillerin
saflagtirllmas1  ve fazla sivi  fazin  giderilmesi ig¢in  kullanilabilir.  Ancak,
emiilsifikasyon/solvent difiizyonu yonteminin bazi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. En
onemli simirlamalarmdan biri, kolloidal siispansiyondan biiyilk miktarda sulu fazin
uzaklastirilmasinin gerekliligidir, bu da islem siiresini ve maliyetini artirabilir. Ayrica,

hidrofilik etken maddelerin sulu faza difiize olma egilimi nedeniyle, etken madde yiikleme
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kapasitesinde azalma ve kayiplar yasanabilir. Bu durum, 6zellikle yiiksek oranda hidrofilik

etken maddeler i¢in yontem verimliligini diisiirebilir (Zielinska vd., 2020).

1.5.1.1.3. Emiilsifikasyon/ Tuz Etkisiyle Coziiniirliik Azalmasi (Salting Out)

Yontemi

Emiilsifikasyon/tuz etkisiyle ¢oziiniirlik azalmasi (salting out) yontemi, polimerik
nanopartikiillerin iiretiminde kullanilan ve emiilsifikasyon/¢oziicii difiizyon yonteminin bir
tiirevi olarak kabul edilen bir tekniktir. Bu yontemin temel prensibi, su ile karisabilen
organik bir ¢oziiciiniin, belirli tuzlama maddelerinin etkisiyle sulu fazdan ayrilmasi ve bunun
sonucunda nanopartikiil olusumunun saglanmasidir. Emiilsifikasyon/tuz etkisiyle ¢oziiniirliik
azalmas1 yontemi, Ozellikle su ile tamamen karigabilen organik g¢oziiciilerin kullanildigi

sistemlerde etkili bir iiretim teknigidir.

Bu yontemin en belirgin 6zelligi, su ile karigabilen ¢oziiciilerin (6rnegin aseton veya
etanol) kullanildig1 yag ig¢inde su (y/s) emiilsiyonlarinin olusturulmasidir. Sistemin dis fazi,
nanopartikiillerin stabilizasyonunu saglamak icin jel yapidaki bir ¢ozelti iginde koloidal
stabilizatorler ve tuzlama maddeleri igermektedir. Bu yontemde yaygin olarak kullanilan
tuzlama maddeleri arasinda magnezyum kloriir (MgCl,), kalsiyum kloriir (CaCl,) ve
magnezyum asetat [Mg(CH5COO),] gibi elektrolitler bulunur. Bunun yani sira, elektrolit
icermeyen tuzlama ajanlari da kullanilabilir; 6rnegin, sukroz gibi bilesikler c¢oziicii

ayrilmasini tesvik eden katki maddeleri arasinda yer alir.

Prosesin baslangicinda, polimer ve etken madde, aseton veya etanol gibi suyla
karisabilen bir organik ¢oziiciide c¢oziilerek homojen bir karisim elde edilir. Ardindan, bu
organik faz sulu bir ortama ilave edilir ve siirfaktan yardimiyla stabil bir yag/su (y/s)
emiilsiyonu olusturulur. Emiilsifikasyon islemi sirasinda yiiksek hizli karigtirma uygulanarak
daha kii¢lik ve homojen emiilsiyon damlaciklar elde edilir. Bu asamada, organik ¢6ziicliniin
sulu faz iginde c¢ozinilrligini azaltmak icin tuzlama maddeleri kullanilir. Tuzlama
maddelerinin varligi, organik ¢6ziiciiniin sulu ¢ozeltiden ayrilmasini tesvik ederek polimerin

¢Okelmesini ve nanopartikiil olusumunu saglar.
Nanopartikiillerin basarili bir sekilde sentezlenmesi i¢in emiilsiyonun uygun bir

hacimde deiyonize su veya baska bir sulu ¢ozelti ile seyreltilmesi gerekmektedir. Bu

seyreltme iglemi, c¢oziiciiniin dis faza daha fazla yayilmasim saglarken, polimerin
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¢Okelmesini hizlandirarak partikiil olusumunu destekler. Siirecin son asamasinda, sistemde
kalan organik ¢oziiciiler ve tuzlama maddeleri, capraz akish filtrasyon gibi tekniklerle
ortamdan uzaklastirilir. Bu saflastirma islemi, elde edilen nanopartikiillerin yliksek saflikta
olmasini saglarken, istenmeyen yan iiriinlerin veya kalint1 ¢goziiclilerin uzaklastirilmasina

yardimc1 olur.

Bu yontem, yiiksek sicaklik gerektirmediginden dolayi, 1stya duyarli etken maddelerin
korunmasi agisindan avantajlidir. Ozellikle biyolojik olarak aktif proteinler, enzimler veya
sicakliga duyarli farmasotik bilesiklerin enkapsiilasyonu i¢in uygun bir tekniktir. Ancak
yontemin bazi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Bunlardan en 6nemlisi, nanopartikiillerin ve
sistemdeki safsizliklarin ¢oziiniirliiklerinin birbirine yakin olabilmesidir. Bu durum,
partikiillerin saflastirilmasini zorlagtirarak verimliligin diismesine neden olabilir. Bunun yan1
sira, islem sirasinda kullanilan tuzlama maddelerinin uygun sekilde uzaklastiritlmamasi, elde
edilen nanopartikiillerin safligin1 olumsuz etkileyebilir (Castro vd., 2022; Zielinska vd.,
2020).

1.5.1.1.4. Nanopresipitasyon (Coziicii Yer Degistirme) Yontemi

Nanopresipitasyon, diger adiyla ¢0ziici yer degistirme yoOntemi, polimerik
nanopartikiillerin sentezi i¢in yaygin olarak tercih edilen, basit, verimli ve dlgeklenebilir bir
tekniktir. Diisiik enerji gereksinimi ve uygulama kolayligi gibi avantajlar1 sayesinde, bu
yontem; kontrollii ilag salimi, hedefe yonelik tedavi ve diger biyomedikal uygulamalar basta
olmak tizere ¢ok sayida alanda yaygin sekilde tercih edilen bir iiretim stratejisi haline
gelmistir. Bu yontem, birbiriyle karisabilen iki ¢oziicii sistemine dayanmakta olup, polimerin
uygun bir organik ¢oziicii igerisinde ¢oziindiiriilmesini ve ardindan kontrollii bir sekilde sulu
faza eklenmesini esas alir. Genellikle, su ile karigabilen bir organik c¢oziicii igerisinde
¢Oziinen polimer, bu ¢dziiciiniin sulu ortama diflizyonu sirasinda ¢oziiniirligiinii kaybederek
spontan olarak nanopartikiil olusumuna neden olur. Bu siire¢, ¢0ziiciiniin yer degistirmesi,
polimer ¢okelme kinetigi ve ortamin termodinamik dengesine bagli olarak gergeklesir,

bdylece homojen ve kontrollii bir partikiil sentezi saglanir.

Siiregte i¢ faz olarak adlandirilan organik ¢oziicii genellikle aseton, asetonitril veya
benzeri ¢oziiciilerdir. Bu ¢oziiciiler su ile karisabilir 6zellikte olup, ortamdan buharlastirma
yoluyla kolayca uzaklastirilabilirler. Organik ¢oziicii iginde ¢oziinen polimer, lipofilik bir

¢ozeltiden sulu faza gectiginde, araylizeyde ¢okelerek nanopartikiil olusumuna neden olur.
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Prosesin Oonemli bir agsamasi, polimer ¢ozeltisinin sulu ortama eklenme seklidir. Polimer
cozeltisi genellikle sulu faza damla damla veya kontrollii bir hizda kademeli olarak eklenir.
Bu asamada sistemin karistirilmasi kritik bir faktordiir, ¢linkii karistirma hizi ve difiizyon
stireci, partikiil boyutunun ve dagiliminin kontrol edilmesine dogrudan etki eder. Organik
¢oziicii, su ile karisma siirecinde hizla sulu faza difiize olur ve polimer, su molekiillerinden
kaginarak aninda ¢okelerek nanopartikiil olusumunu tetikler. Bu ¢okelme mekanizmasi
sonucunda polimer, nanokapsiil veya nanokiire yapilar1 olusturacak sekilde organize olur.
Coziicliniin nanopartikiil yapisindan uzaklasmasi ile partikiiller stabil hale gelir ve belirli bir
biiyliklik araliginda sabitlenir. Cogu durumda, organik fazin sulu faza eklenmesiyle
nanopartikiil {iretimi gerceklestirilse de, bu yontem belirli modifikasyonlarla ters yonde de
uygulanabilir. Yani, uygun sartlar saglandiginda, sulu fazin organik ¢oziicii i¢ine eklenmesi

de nanopartikiil olusumunu engellemeden gergeklestirilebilir.

Nanopartikiillerin stabilizasyonu i¢in genellikle yiizey aktif maddeler (stirfaktanlar)
kullanilabilir. Yiizey aktif maddeler, partikiillerin ¢okmesini veya aglomerasyonunu
engelleyerek uzun siire stabil kalmalarini saglar. Bununla birlikte, nanopresipitasyon
yontemi, yiizey aktif madde eklenmeden de basarili sekilde uygulanabilir. Bu nedenle,
stirfaktan kullanimi, sistemin ihtiyacina ve hedeflenen partikiil 6zelliklerine bagli olarak

degiskenlik gosterebilir.

Bu yontemin en belirgin avantajlarindan biri, yiiksek sicaklik gerektirmemesi ve ¢ok
asamali, karmagik reaksiyon siireglerine ihtiya¢ duymadan uygulanabilmesidir. Diisiik enerji
gereksinimi ve basit islem adimlari sayesinde, 1s1ya duyarli bilesiklerin korunmasina olanak
tanirken, Ol¢eklenebilirligi ve tekrarlanabilirligi ile de dikkat ¢ekmektedir. Boylece, 1siya
duyarli biyomolekiillerin veya farmasdtik bilesiklerin enkapsiilasyonu i¢in uygun bir teknik
olarak kabul edilir. Ayrica, yontem hizli ve kolay bir sekilde uygulanabilir olup,
6l¢eklenebilir bir siire¢ olmasi sayesinde endiistriyel iiretim i¢in de uygunluk gostermektedir.
Bu yontemin avantajlarinin yanisira birtakim kisitlamalar1 da bulunmaktadir. Ornegin,
kullanilan ¢Oziiciiniin tamamen uzaklastirilmas1 gerekliligi, Ozellikle biiyiik Slgekli
iretimlerde ekstra saflastirma adimlarn gerektirebilir. Ayrica, polimerin ¢dkelme
mekanizmasinin kontrolii, partikiil boyut dagilimmi belirleyen kritik bir faktordiir. Bu
nedenle, iretim siirecinde proses parametrelerinin titizlikle optimize edilmesi, istenen
partikiil Ozelliklerinin elde edilmesi agismmdan biiyllk O6nem tagimaktadir. Cokelme

dinamikleri, ¢oziicii-antisolvan etkilesimleri ve difiizyon hizlar1 gibi faktorlerin dikkatlice
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ayarlanmasi, homojen ve stabil nanopartikiill sentezini saglamada belirleyici rol

oynamaktadir (Zielinska vd., 2020).
1.5.1.1.5. Iyonik Jellesme Yéntemi

Iyonik jellesme yontemi, hidrofilik ve iyonik dzellik gdsteren polimerler kullanilarak
nanopartikiillerin sentezlenmesini saglayan basit ve etkili bir tekniktir. Genellikle aljinat,
kitosan veya karboksimetilseliiloz gibi polielektrolitlerin kullanildig1 bu yontem, ters yiiklii
polielektrolitler arasindaki elektrostatik etkilesimlere dayanir. Bu siirec, proteinler, peptitler
ve oligoniikleotidler gibi biyomolekiillerin korunarak kapsiillenmesi i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Polimerlerin, ters yiiklil iyonlar veya baska polimerlerle reaksiyona girerek
cokelmesi sonucu ¢apraz bagli bir yap1 olusur ve bdylece stabil nanopartikiiller elde edilir.
Ote yandan, ¢dziicii emiilsifikasyon-difiizyon yontemi, ¢dziicii buharlastirma yénteminin bir
varyasyonu olarak gelistirilmistir. Bu teknikte, polimer kismen suda ¢oziinebilen bir organik
¢oziicli iginde ¢oziindiiriliir ve ardindan sulu faz ile karigtirilarak termodinamik denge
saglanir. Nanopartikiil olusumu, organik ¢o6ziiciiniin suya difiizyonu ile polimerin ¢okelmesi
sonucu gergeklesir. Organik ¢oziicii, sulu faz iginde belirli bir oranda ¢oziiniir oldugunda,

¢0ziicii fazin fazla suya yayilmasiyla birlikte polimer ¢okelerek nanopartikiilleri olusturur.

Bu yontemin avantajlar arasinda: Basit ve uygulanabilir bir siire¢ olmasi, elde edilen
nanopartikiillerin dar boyut dagilimina sahip olmasi, yiiksek {iretim verimi sunmasi, ekstra
homojenizasyon gerektirmemesi yer almaktadir. Ancak, bu yonteminde avantajlar1 yaninda
birtakim dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Siispansiyondan biiyiikk miktarda suyun
uzaklastirilmasi gereklili bu yontemin en énemli dezavantaji olarak kargimiza ¢ikmaktadir.
Bu, iiretim siirecinde ek saflagtirma adimlarimi (6rnegin santrifiijleme, filtrasyon veya

dondurarak kurutma) gerektirebilir (Castro vd., 2022).
1.5.2. Lipozomlar

Lipozomlar, hidrofilik ¢ekirdegi cevreleyen bir ya da daha fazla sayida fosfolipit ¢ift
tabakadan olusan, amfifilik 6zellik tagiyan vezikiiler sistemlerdir. Bu cift tabakali fosfolipit
yapist hem hidrofilik hem de hidrofobik molekiillerin lipozomal sisteme entegre edilmesine
imkan taniyarak, tasiyici sistemler olarak genis bir biyomedikal ve farmasétik uygulama
alanina katki saglamaktadir. Enkapsiile edilen ilacin ¢6ziiniirliigiinii artirma, biyolojik ve

kimyasal bozulmaya karst koruma saglama gibi avantajlar sunarak hedef bolgede
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biyodagilimi iyilestirebilirler. Ayrica, ylizey modifikasyonlar1 ile spesifik hedeflere
yonlendirilmeleri miimkiindiir. Hiicre membranina benzer yapilart sayesinde ilag
molekiillerinin hiicresel alimini kolaylastirir. Biyouyumlu, biyobozunur, toksik olmayan ve
immiinojenik etki gostermeyen Ozellikleri nedeniyle en yaygin arastirilan ilag tasiyici

sistemlerden biri olarak 6ne ¢ikmaktadirlar (Khizar vd., 2022).

Sharma ve Agraval (2021) tarafindan belirtildigi iizere, diger ilag tasiyici sistemlerle

kiyaslandiginda lipozomlarin baglica avantajlar1 sunlardir:

Biyouyumlu, biyobozunur ve immiinojenik olmayan biyomateryallerden olusurlar.

e Basit yapilarn1 sayesinde farkli amaglarla kullanilmak iizere kolayca modifiye
edilebilirler.

o Icerdikleri aktif bilesenleri cevresel faktorlerden koruyarak bir depo gorevi goriirler.

e Yiiksek biyouyumluluk gosterirler.

o llaglarin biyoyararlanimini ve tedavi edici etkinligini artirirlar.

o Aktif bilesenlerin daha diisilk dozlarda etkili olmasin1 saglayarak yan etki riskini
azaltabilirler.

e Tani ve tedavi amacl olarak okiiler, oral, pulmoner, transdermal ve parenteral yollarla

uygulanabilme esnekligine sahiptirler.

Lipozomal ilaclar arasinda ticari olarak gelistirilen ilk iirlin, 1995 yilinda FDA
tarafindan onaylanan Doxil'dir. Giiniimiizde bir¢ok lipozomal formiilasyon klinik kullanima
sunulmus olup, birgogu da halen klinik arastirma asamasindadir. Lipozomlarin sundugu ¢ok
yonlii avantajlara ragmen, tretim siireclerinde karsilasilan bazi zorluklar uygulamalarini
kisitlamaktadir. Ozellikle partikiil boyutunun tutarsizhigi, yiiksek iiretim maliyetleri ve
stabilite sorunlari, bu kisitlamalarin baslica nedenleri arasinda yer almaktadir (Edwards vd.,
2006).

1.5.2.1. Lipozomlarin Yapisi

Lipozomlarin yapisindaki temel bilesenler, lipitler veya lipit karigimlaridir; bunlar
arasinda fosfolipitler ve kolesterol en yaygin kullanilan bilesenlerdir. Lipit bilesimi,
lipozomlarin partikiil boyutu, rijiditesi, membran akiskanligi, stabilitesi ve elektriksel yiik
gibi birgok onemli 6zelligini etkileyen kritik bir faktordiir. Fosfolipitler, elde edildikleri
kaynaga bagli olarak temel olarak dogal kdkenli (bitkisel veya hayvansal kaynakli) ve
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sentetik olarak tiretilmis formlar olmak iizere iki ana gruba ayrilmaktadir. Bu siniflandirma,
fosfolipitlerin ~ fizikokimyasal  Ozelliklerini, = biyouyumluluklarr1 ~ ve  farmasotik
uygulamalardaki islevselliklerini dogrudan etkilemektedir. Dogal fosfolipitler ise, bitkisel
(6rnegin soya fasulyesi, pamuk tohumu gibi) ve hayvansal (0rnegin yumurta sarisi)

kaynaklardan elde edilebilmektedir.

Dogal lipitler, soya fasulyesi ve yumurta saris1 gibi farkli dogal kaynaklardan elde
edilen fosfolipitlerden olusur. Fosfolipitler, polar bas gruplarina gore farkl tiirlere ayrilir;
bunlar arasinda fosfatidilkolin (PC), fosfatidiletanolamin (PE), fosfatidilserin (PS),
fosfatidilinositol (PI), fosfatidilgliserol (PG) ve fosfatidik asit (PA) yer alir. Dogal
fosfolipitlerin doymamis hidrokarbon zincirleri nedeniyle, sentetik fosfolipitlere kiyasla
stabiliteleri genellikle daha disiiktiir (Nsairat ve ark., 2022). Sentetik lipitler, dogal
fosfolipitlerin polar ve nonpolar bolgelerinin kimyasal olarak modifiye edilmesiyle iiretilir.
Genellikle, doymus sentetik fosfolipit tiirevleri stearik ve/veya palmitik yag asitlerine
dayanmaktadir. Palmitik asit bazli sentetik fosfolipitlere 6rnek olarak, 1,2-Dipalmitoil-sn-
glisero-3-fosforiletanolamin, 1,2-Dipalmitoil-sn-glisero-3-fosfatidik asit sodyum tuzu, 1,2-
Dipalmitoil-sn-glisero-3-fosforilgliserol sodyum tuzu ve 1,2-Dipalmitoil-sn-glisero-3-
fosfokolin (DPPC) verilebilir. Stearik asit bazli sentetik fosfolipit ornekleri ise 1,2-
Distearoil-sn-glisero-3-fosforiletanolamin, 1,2-Distearoil-sn-glisero-3-fosfatidik asit Na tuzu,
1,2-Distearoil-sn-glisero-3-fosforilgliserol sodyum tuzu ve 1,2-Distearoil-sn-glisero-3-
fosfokolin seklinde siralanabilir (Hu vd., 2021).

Steroidler, siklopentanoperhidrofenantren halkasina sahip olan hidrofobik lipitlerdir.
Bu lipitlerden kolesterol, lipozomal ¢ift tabakanin yapisina entegre olarak lipozomlarin
sertligini ve stabilitesini artirir. Genellikle, toplam lipit miktarinin %30'undan daha diisiik bir
oranla kullanilirlar. Yiizey etkin maddeler, karismayan fazlar arasindaki yiizey gerilimini
disiirerek lipozomlarin enkapsiilasyon etkinligini ve etkin madde salim ozelliklerini
modifiye etmekamaciyla lipozom formiilasyonlarmda kullanilir. Sodyum kolat, Span 60,
Span 80, Tween 60 ve Tween 80, bu amacla siklikla tercih edilen yiizey etkin maddelere
ornek olarak verilebilir (Nsairat vd., 2022).

1.5.2.2. Lipozomlarin Siniflandirilmasi

Lipozomlar literatiirde gesitli siniflandirmalara tabi tutulmustur. Bu siiflandirmalar,

lipozomlarin yapisal 6zellikleri, iiretim yontemleri, kullanim alanlar1 ve kimyasal bilesimleri
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gibi faktorler dikkate alinarak olusturulmustur. Lipozomlarin boyutu, biyolojik sistem
icerisinde kalig siiresini belirlerken hem boyutlar1 hem de tabaka sayilari, yapi igerisine
enkapsiile edilecek etken madde miktarim etkilemektedir. Tabaka sayilarina gore lipozomlar

tek tabakali, cok tabakali ve multi-vezikiiler vezikiil olmak {izere ii¢ ana gruba ayrilir.

e Tek tabakali lipozomlar, tek bir fosfolipit tabakasi ile gevrili olup, kiiciik tek tabakali
lipozomlar (SUV), biiyiik tek tabakali lipozomlar (LUV) ve ve dev tek tabakali
vezikiiller (GUV) olarak iige ayrilir. SUV'lerin boyutu 20-100 nm, LUV'lerin boyutu
100 nm’den biiyiik, GUV’lerin boyutu ise 1000 nm’den biiyiik olarak tanimlanir.

e Cok tabakali lipozomlar (MLV) ise 500 nm’den biiyiik olup, 5 ila 25 fosfolipit
tabakasindan olusur. Bu tabakalar arasinda sulu faz bulunur ve i¢ ice gegmis ¢oklu

yapilar olusturur.

Bu farkli yap1 oOzellikleri, lipozomlarin ila¢ tagima kapasiteleri ve biyolojik

sistemlerdeki davranislar1 agisindan 6nemli rol oynar (Pattni vd., 2015).
1.5.2.3. Lipozomlarin Uretim Yéntemleri

Ideal lipozomal formiilasyonlarin gelistirilmesindeki temel hedef, etkin maddenin
basariyla vezikiiler yapiya entegre edilmesi, dar bir partikiil boyutu dagilimina sahip olmasi
ve uzun siire stabilitesini koruyabilen tasiyicilarin iretilmesidir. Etkin madde yiiklii
lipozomlarin hazirlanmasinda pasif ve aktif yiikleme yontemleri kullanilmaktadir. Pasif
yiikleme yonteminde, etkin madde lipozom olusumu sirasinda yapiya dahil edilirken, aktif
yiikleme yoOnteminde ise bu siire¢ lipozom olusumundan sonra gergeklesmektedir. Pasif
yiikkleme teknikleri, mekanik dispersiyon yontemleri, ¢oziicli dispersiyon yontemleri ve
deterjan uzaklastirma yontemi (enkapsiile edilemeyen maddelerin sistemden ayrilmasi)

olmak tizere ti¢ ana gruba ayrilmaktadir (Akbarzadeh vd., 2013).

Lipozom hazirlama yontemleri 3 ana baglik altinda siniflandirilabilir:

1. Mekanik dispersiyon yontemi, kendi igerisinde sonikasyon yontemi, french pres
yontemi, dondurup ¢dzme yontemi, film hidrasyon yontemi, mikroemiilsiyon yontemi
ve membran ekstriizyon yontemi olmak {izere alt1 gruba ayrilmaktadir.

2. Coziicii dispersiyonu yontemi, kendi igerisinde eter enjeksiyonu, etanol enjeksiyonu

ve ters faz buharlagtirma yontemi olmak iizere {i¢ gruba ayrilmaktadir.
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3. Deterjan uzaklastirma yontemi, kendi igerisinde diyaliz, deterjan uzaklastirma, jel
permeasyon kromatografisi ve seyreltme yontemi olmak {izere dort gruba

ayrilmaktadir.
1.5.2.3.1. Ince Film Hidratasyon Yéntemi

Lipozom hazirlamak i¢in en yaygin kullanilan yontem, Bangham yontemi olarak da
bilinen film hidrasyonu teknigidir. Bu yontemde, fosfolipitler ve kolesterol 6ncelikle organik
bir ¢oziicii icinde c¢oOziliir. Ardindan ¢o6ziicii, vakum altinda buharlastirilarak ortamdan
uzaklastirilir. Coziiciiniin tamamen buharlagmasinin ardindan, olusan ince lipit filmi iizerine
sulu bir tampon ¢dzeltisi eklenir. Bu siireg, lipitlerin kendiliginden siserek hidrate olmasini
ve lipozom yapisinin olusmasini saglar. Film hidrasyonu yontemiyle genellikle heterojen
boyutlara sahip ¢ok katmanli vezikiiller (MLV) elde edilir. Elde edilen bu vezikiillerin
boyutlar1, sonikasyon ve ekstriizyon gibi yontemlerle kiigiiltiilebilir. Sonikasyon islemi,
probe veya su banyosu sonikator kullanilarak gerceklestirilir, ancak islem sirasinda aciga
¢ikan 1s1 hem lipitlerin hem de ilacin stabilitesine zarar verebilir. Ekstriizyon yonteminde ise,
polikarbonat membranlar kullanilarak lipozomlarin boyutu kontrollii bir sekilde kiigiiltiiliir.
Elde edilmek istenen partikiil boyutuna bagli olarak, ekstriizyon dongii sayisi ve kullanilan

polikarbonat membranlarin gézenek c¢api belirlenir (Ahmed vd., 2019; Pattni vd., 2015).
1.5.2.3.2. Sonikasyon Yontemi

Farkli tekniklerle hazirlanan ¢ok katmanli vezikiiller (MLV), prob sonikatdr veya
ultrasonik banyo kullanilarak sonikasyona tabi tutulur. Uygulanan ultrasonik dalgalar,
numunede bulunan biiyiilk ve ¢ok katmanli vezikiillerin parcalanmasini saglayarak daha
kiigiik ve tek tabakali vezikiillerin olusumunu destekler. Sonikasyon islemi genellikle 5 ila
10 dakika siirmekte olup bu siirecte lipozomlari boyutunda belirgin bir kii¢iilme meydana
gelmektedir. Prob sonikasyonunda, titanyum prob dogrudan lipozom dispersiyonuna
daldirilarak yiiksek enerji uygulanir. Ancak, islem sirasinda agiga ¢ikan 1smin lipit yapisini

bozmasini dnlemek amaciyla formiilasyon su veya buz banyosunda tutulur (Liu vd., 2020).
1.5.2.3.3. Ekstriizyon Yontemi

Lipozom ekstriizyonu, biiyilk ve ¢ok katmanli vezikiillerin membran filtrelerden

gecirilmesiyle gergeklestirilen bir yontemdir. Bu siiregte, istenen vezikiil boyutu uygulanan
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basinca bagli olarak kontrol edilir. Ekstriizyon basincinin artirilmasi ve kullanilan membran
filtrenin godzenek capmin kigiltilmesi, lipozomlarin partikiil boyutunun azalmasini
saglarken, ayni zamanda boyut dagiliminin daha homojen hale gelmesine katkida bulunur
(Ahmed vd., 2019).

1.5.2.3.4. Mikroemiilsifikasyon Yontemi

Mikro-akiskanlastirma teknigine dayanan bu yontem, lipit dispersiyonundan kiigiik ve
cok katmanli vezikiiller elde etmek amaciyla kullanilmaktadir. Bu siirecte, mikro-
akiskanlastirict cihaz, siviyr yiiksek basing altinda 5 mikrometrelik bir agikliktan gegirerek
iletir. Sonrasinda, iki siv1 akis1 dik acgilarda yiiksek hizda carpistirilir ve mikro kanallar
boyunca uygulanan basing sayesinde etkin bir enerji transferi saglanarak homojen ve
kontrollii partikiil olusumu desteklenir. Elde edilen dispersiyon, istenen boyutta vezikiiller
olusana kadar mikro-akigkanlastiricidan tekrar gegirilerek optimize edilebilir (Ahmed vd.,
2019).

1.5.2.3.5. Dondurma-Eritme Yontemi

Bu yontemde, kiiciikk tek tabakali vezikiiller hizla dondurulduktan sonra oda
sicakliginda kontrollii bir sekilde ¢ozdiiriiliir. Ardindan, kisa siireli sonikasyon uygulanarak
agregasyonun tesvik edilmesi saglanir ve boylece daha biiylik tek tabakali vezikiiller elde

edilir (Liu vd., 2020).

1.5.2.3.6. Eter Enjeksiyon Yontemi

Bu yontemde, lipitler dietil eter veya metanol-eter karigiminda ¢oziilerek uygun bir
organik faz olusturulmakta; ardindan, diisiik basing altinda ya da 55-65°C sicaklik araliginda,
etkin bilesigin sulu ¢ozeltisine kontrollii sekilde ilave edilerek homojen bir karisim
saglanmaktadir. Eterin vakum altinda uzaklastirilmasiyla lipozomlar olusur. Ancak, bu
yontemin baslica dezavantaji, olusan lipozomlarin heterojen bir yapiya sahip olmasi ve

enkapsiile edilecek bilesiklerin yiiksek sicaklikta islenmesidir (Lombardo ve Kiselev, 2022).
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1.5.2.3.7. Etanol Enjeksiyon Yontemi

Bu yontem, fosfolipitler ve kolesteroliin ¢dziilmesinde etanol kullanimina dayanir.
Etanolde hazirlanan lipit ¢6zeltisi, bir enjektér ve pompa araciligiyla belirli bir hacimde
karigtirilan sulu ¢6zeltinin igine enjekte edilir. Lipit ¢dzeltisi, sulu faz ile temas ettigi anda
lipozomlar kendiliginden olusur. Daha sonra, lipozom dispersiyonu 15 dakika boyunca oda
sicakliginda karigtirilarak dengelenmeye birakilmaktadir. Bu yontem, oksidatif degisimlere
veya lipitlerin bozulmasina yol agmaksizin, ekstriizyon veya sonikasyon gibi ek islemlere
gerek duyulmadan kiigiik ve tek katmanli vezikiillerin olusumunu saglamaktadir (Ahmed
vd., 2019; Pattni vd., 2015).

1.5.2.3.8. Ters Faz Buharlastirma Yontemi

Fosfolipitler, organik ¢dziiciiler iginde ¢ozlinerek ters misel olusumu saglanir.
Ardindan, bu c¢ozeltinin lizerine sulu bir faz (tampon) eklenir. Lipitlerin su-yag ara
yiizeyinde dizilmesiyle su iginde yag (s/y) tipi emiilsiyon olusur. Organik ¢oziicii, rotavapor
aracilifiyla basing altinda uzaklastirilir ve sonunda lipozomal viskoz jel yapisi elde edilir

(Lombardo ve Kiselev, 2022).

1.5.2.3.9. Deterjan Uzaklastirma Yoéntemi

Deterjan uzaklastirma yontemi, tek katmanli lipozomlarin elde edilmesini saglayarak
membran proteinlerinin yeniden yapilandirilmasina olanak tanimaktadir. Bu yontemin ilk
asamasinda, lipitler ve yiizey aktif maddeler bir araya gelerek karigik miseller olusturur.
Yiizey aktif maddeler, hidratasyon asamasinda ya da kurutulmus lipit karigiminin hazirlanma
siirecinde formiilasyona entegre edilebilmektedir. Karigik misel yapisindaki ¢oziiciiniin,
diyaliz, jel filtrasyon kromatografisi veya seyreltilme gibi tekniklerle uzaklastiriimasiyla
biiyiik tek katmanli vezikiiller olusur. Bununla birlikte, bu yontemin bazi sinirlamalar1 ve
dezavantajlari da bulunmaktadir. Ornegin kullanilan yiizey aktif maddelerin lipozomlarla
kontaminasyonu, biyomakromolekiillerin denatiire olma riski ve enkapsiilasyon etkinliginin

azalmasi gibi sorunlarla karsilasilabilir (Pattni vd., 2015).
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1.5.2.3.10. Mikroakiskan yontemi

Mikroakiskan teknolojisi, mikro kanal geometrileri i¢inde sivi akislarim kullanarak
lipozomlarin hassas, tekrarlanabilir ve yiiksek verimli bir sekilde sentezlenmesini saglayan
yenilik¢i bir yontem olarak son yillarda 6ne c¢ikmistir. Bu yontemde, nanopartikiillerin
olusumu, bir tasiyict siviya itilen sivi damlaciklarinin belirli bir ¢ip tasarimi boyunca
piiskiirtmeden damlama rejimine kontrollii bir sekilde ge¢isini icerir. NP'lerin agregasyonunu
ve ¢okmesini onlemek amaciyla, ylizey aktif maddeler stabilizatdr olarak sentez asamasinda
kullanilmaktadir. Mikroakiskan sistemler hem karismayan hem de karisan sivilar tizerinde {i¢
boyutlu akis desenleri olusturarak etkin bir karisim saglayabilir (Carugo vd., 2016). Bu
ozellikleri sayesinde, lipozomlar ve diger lipit bazli nanopartikiillerin ¢ip {lizerinde {iretimi
miimkiin hale gelmektedir. Ayrica, bu teknik, sulu ve organik fazlarin karigtirilmasini hassas
bir sekilde kontrol edebilme avantajina sahiptir. Sonug olarak, optimize edilmis 6zelliklere
sahip lipozomlar, daha tutarli ve tekrarlanabilir bir sekilde iiretilebilmektedir. Bu yontem
gelistirilmis Olgeklenebilirlik, tekrarlanabilirlik ve arttirilmig enkapsiilasyon etkinlikleri
nedeniyle lipozomlarin iiretilmesi igin kullanilan konvansiyonel yontemlere (lipit film
hidrasyonuna/etanol enjeksiyonuna) alternatif bir yontem olarak ortaya ¢ikmustir (Gkionis
vd., 2021) .

1.5.3. Lipid- Polimer Hibrit Nanopartikiiller

Polimerik ve lipid bazli nanopartikiiller, terapdtik ajanlarin hedef bolgelere etkin bir
sekilde tasinmasinda yaygin olarak kullanilan tasiyict sistemlerdir. Polimerik nanotasiyicilar;
polimerik miseller, polimer-ilag konjugatlari ve polimerik nanopartikiiller olmak iizere {ig
ana gruba ayrilirken, lipid bazli nanotastyicilar ise lipozomlar, kati lipid nanopartikiiller ve

nanoyapil lipid tasiyicilar olarak siniflandirilmaktadir (Nakmode vd., 2022).

Polimerik nanopartikiiller, biyouyumluluk, biyobozunurluk, kolay modifiye
edilebilirlik ve kontrollii salim gibi bircok avantajli 6zellige sahip olmalar1 nedeniyle
giiniimiizde giderek daha fazla ilgi gormektedir. Ayrica, bu nanopartikiillerin basit ve
tekrarlanabilir sentez siiregleri sayesinde kolayca firetilebilmesi de Onemli bir avantaj
saglamaktadir (Bansal vd., 2022). Bununla birlikte, polimerik nanopartikiiller bazi
sinirlamalara da sahiptir. Uretim siirecinde zararli organik ¢oziiciilerin kullanimi, yiiksek
maliyetli sentez yontemleri, 6l¢eklendirme zorluklari, bozunma {iriinlerinin toksik etkileri ve

genellikle diisiik ilag yiikleme kapasitesi bu kisitlamalar arasinda yer almaktadir. Ayrica,
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biyolojik sistemler polimerik nanopartikiillerin hidrofobik yiizeylerini yabanci bir madde
olarak algilamakta ve bagisiklik sistemi tepkisi nedeniyle bu partikiilleri hizla elimine
etmektedir. Bu durum, polimerik nanopartikiillerin etkinligini ve kullanim alanlarini
simnirlamaktadir. Buna ek olarak, polimerik nanotasiyici sistemlerin hiicre zarmi gegme
kapasitelerinin diisiik olmasi, ne yazik ki yetersiz transfeksiyon verimliligine yol agmaktadir

(Vaidya vd., 2015).

Lipid nanopartikiiller, son yillarda ilag, niikleik asit ve as1 tasima sistemleri alaninda
onemli klinik basarilar elde ederek arastirmacilarin ilgisini ¢eken yenilik¢i platformlardan
biri haline gelmistir. Bu nanopartikiiller, diisiik iretim maliyetleri, kolay hazirlanabilirlikleri,
yiiksek ilag yiikleme kapasiteleri, biyouyumluluklari, 6l¢eklendirme kolayligi ve hedefe
yonelik ilag tagima yetenekleri gibi bircok avantaja sahiptir. Ancak, diisiik stabilite, hizl ilag
salmi ve yliksek polidispersite gibi dezavantajlar, bu sistemlerin yaygin kullanimini

kisitlayan temel zorluklar arasinda yer almaktadir (Nakmode vd., 2022).

Polimerik ve lipidik nanopartikiillerin sinirlamalarin1 agsmak amaciyla, biyomimetik ve
biyouyumlu O6zellikleri sayesinde lipid-polimer hibrit nanopartikiiller gelistirilmistir. Bu
nanotagiyict sistem hem polimerik hem de lipidik sistemlerin avantajlarimi bir arada
toplayarak yenilik¢i ve hibrit bir yaklasim sunmaktadir (Teixeira vd., 2017). LPHNP'ler,
temel olarak polimerik bir c¢ekirdegin lipid bir tabaka ile g¢evrelendigi ¢ekirdek-kabuk
yapisina sahip yenilik¢i hibrit nanosistemlerdir. Genis ¢apta ilgi gormelerine ragmen, bu

sistemlerin klinik uygulamalarda yaygin kullanimi heniiz tam olarak saglanamamustir.

Polimer-lipit hibrit nanopartikiiller, en az iki bilesenden, yani polimer ve lipitten
olugsan nanoboyutlu, kati partikiillerdir. Lipozom ve polimerik nanopartikiil sistemlerinde
karsilasilan zorluklar1 agmak amaciyla gelistirilen hibrit yapilar, her iki tagiyici sistemin
avantajlarini bir arada sunarak son yillarda ilag tagima alaninda 6nemli bir ilgi uyandirmustir.
Lipit-polimer hibrid nanopartikiil sistemleri, polimerik ¢ekirdek ile lipit tabakasinin
elektrostatik etkilesimler, hidrofobik baglanmalar ve Van der Waals kuvvetleri gibi zayif
non-kovalent etkilesimler araciligiyla birlesmesi sonucu olusmaktadir (Zhang ve Zhang,
2010).
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Sekil 1.10. Lipit-polimer hibrit nanopartikiillerin temel bilesenleri

Biyouyumlu, biyoparcalanabilir ve toksik olmayan yapilar1 nedeniyle LPHNP
formiilasyonlarinda yaygin olarak kullanilan polimerler arasinda PLGA, polikaprolakton
(PCL), dekstran ve alblimin bulunmaktadir. Ayrica, zwitter iyonik, katyonik, anyonik ve
notral fosfolipidler, 6zellikle lesitin, 1,2-dipalmitoil-sn-glisero-3-fosfokolin, 1,2-dipalmitoil-
3-trimetilamonyum-propan, DOTAP ve DOPE gibi bilesikler siklikla tercih edilen lipit
gruplarn arasindadir.

Lipit-polimer hibrid nanopartikiil bazl ilag tasiyici sistemler, sagladiklar1 ¢ok yonlii
avantajlar nedeniyle, kanser tedavisinden as1 adjuvani uygulamalarina; niikleik asit
tasimasindan aktif hedeflemeye, genetik hastaliklarin tedavisinden diagnostik goriintiileme
tekniklerine kadar genis bir yelpazede yenilik¢i ve siirdiiriilebilir nanomedikal platformlar

olarak yogun arastirma konusu olmaya devam etmektedir (Bose vd., 2016).

LPHNP sistemleri, gesitli avantajlar1 sayesinde ila¢ tasima ve hedefleme alaninda

onemli bir potansiyele sahiptir (Clawson vd., 2011). Bu avantajlar sunlardir:

Ilag yiikleme kapasitesinin yiiksek olmasi,

o Raf 6mriinii uzatarak dolagim sisteminde daha iyi stabilite saglamalari,

e Kontrollii salim mekanizmasi sunmalari,

¢ Biyouyumluluk ve biyoyararlanim agisindan yiiksek performans gostermeleri,

e Folik asit, transferin ve antikor gibi molekiillerle yilizey modifikasyonuna uygun
olmalari,

e Partikiil boyutlarinin sagladigi pasif hedefleme imkani1 sunmalari.
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Lipit-polimer hibrid nanopartikiil ilag tasiyict sistemleri, temel olarak {i¢ ana
bilesenden olusmaktadir: (1) ilag yiiklemesinde rol oynayan polimerik ¢ekirdek, (2) bu
cekirdegi saran lipit ¢ift tabaka ve (3) nanopartikiil yiizeyinde bulunan hidrofilik polimerik
kabuk. Bu yapisal organizasyon, sistemin stabilitesini artirmak ve biyolojik ortamdaki

dagilimimi optimize etmek i¢in kritik dneme sahiptir.

Polimerik ¢ekirdek, tasiyici sistemin yapisal iskeletini olusturmakla birlikte mekanik
stabiliteyi temin eder, etkin bilesigin kontrolli salinimimi diizenler ve metabolik
degradasyonu Onler. Ayrica, partikill boyutu dagilimmin belirli sinir araliklarinda
tutulmasina katki saglar. Polimerik c¢ekirdek iiretiminde, biyopargalanabilirlik,
biyouyumluluk ve toksisite profilinin uygunlugu nedeniyle PLGA (polilaktik-ko-glikolik
asit), PCL (polikaprolakton), dekstran ve albiimin gibi polimerler yaygin sekilde tercih

edilmektedir.

Lipit tabaka, hiicreye penetrasyonu artirarak biyouyumlulugu iyilestirir. Bu tabakanin
olusturulmasinda nétral, anyonik ve katyonik fosfolipidler kullanilabilir. Lesitin, dipalmitoil
fosfotidilkolin, dipalmitoil trimetilamonyum propan, dioleil trimetilamonyum propan ve
dioleil fosfoetanolamin bu lipitler arasinda yer almaktadir. Ayrica, lipit tabaka etkin
maddenin polimerden sizmasimi Onleyerek tasiyici sistemin daha fazla ilag yiliklemesine

olanak tanir.

Sistemin en dis kisminda bulunan hidrofilik polimerik kabuk, LPHNP ila¢ tasiyici
sisteminin RES hiicreleri tarafindan taninmasini engelleyerek fagositoza karsi korunmasim
saglar ve boylece ilacin dolagim sisteminde daha uzun siire kalmasina yardimci olur. Bu
amagla farkli lipit-PEG tiirevleri kullanilmaktadir (Zhang vd., 2008). Hibrit nanopartikiillerin
hazirlanmasinda lipit bilesiminin tiirli ve konsantrasyonu Onemli bir faktordiir. Lipit
miktariin fazla olmasi, partikiil yiizeyinde ¢cok katmanli bir lipit kaplamasina yol agarken,
ayni zamanda serbest lipozomal partikiillerin olusmasina da neden olabilir (Mandal vd.,
2013). Literatiirde, farkli tiplerde ve yapisal Ozelliklerde bircok LPHNP sistemi
gelistirilmistir. Farkli tiplerde LPHNP sistemler yer almaktadir ve bu sistemler yapisal
ozellikleri de farklilik gostermektedir. LPHNP'ler, lipit ve polimerin farkli sekillerde

diizenlemelerine gore bes ana grupta kategorize edilebilirler
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1.5.3.1. Lipit Polimer Hibrit Nanopartikiillerin Simiflandirilmalari

Polimer ¢ekirdek-lipit kabuk grubunda yer alan hibrit nanopartikiiller, bir veya iki
tabaka lipit tarafindan ¢evrelenen polimerik ¢ekirdeklerden olusmaktadir. Ayn1 zamanda bu
grup hibrit sistemler arasinda en temel ve basit formu temsil etmektedir. Genellikle
emiilsiyon yontemiyle iiretilerek elde edilmektedirler. Bu sinifa ait hibrit nanopartikiillerin
etken madde yiikleme ve enkapsiilasyon etkinligini etkileyen baglica faktdrler arasinda
nanopartikiil yapisinin hazirlanma yontemi, lipit ve polimer uyumu ve polimer/lipit orant

gibi faktorler yer almaktadir (Zhang vd., 2008).
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Sekil 1.11. Polimer ¢ekirdek-lipit kabuk hibrit nanopartikiil yapisi

Monolitik grubunda yer alan hibrit nanopartikiiller, karigik lipit-polimer hibrit
nanopartikiiller olarak da bilinmektedir. Bu nanopartikiillerde, etken madde, lipit ve lipit-
PEG polimerik ¢ekirdek matriksinde dagilmig bir sekilde yer almaktadir. (Dave vd., 2019).
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Sekil 1.12. Monolitik hibrit nanopartikiil yapisi
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Cekirdek-kabuk tipi i¢i bos hibrit nanopartikiiller, pozitif yiiklii lipit, i¢ tabakalari
cevreleyen polimer tabakasi ve en dista PEG-lipit tabakasindan olusmaktadir. Icteki katyonik
bolge, anyonik ilaglarin enkapsiilasyon verimliligini artirmaktadir. Lipit konsantrasyonu,
lipozom ve misel olusumunu etkileyerek, diisiik konsantrasyonlarda lipit kullanimi bu
yapilar1 engellemektedir. Igteki katyonik lipit se¢imi, distaki PEG zincir yogunlugu ve
polimerin molekiil agirligi, bu tiir hibrit yapilarin olusumunda en énemli faktorler arasinda

yer almaktadir.
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Sekil 1.13. Cekirdek-kabuk tipi i¢i bos hibrit nanopartikiil yapisi

Polimer kafesli lipozom hibrit nanopartikiil grubu, lipozomlari ¢evreleyen polimerik
bir kafes yapisina sahip hibrit nanopartikiilleri igerir. Tiim hibrit tipler arasinda en yiiksek
stabiliteye sahip olanlar, bu sinifa aittir (Dave vd., 2019).
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Sekil 1.14. Polimer kafesli lipozom hibrit nanopartikiil yapisi
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Hiicre membran-kamuflaj hibrit nanopartikiiller, hiicre membranlarinin, lipit-polimer
hibrit nanopartikiillerin ylizeyini kaplamasiyla olusurlar. Yiizey kimyalari, dogal hiicre
membranlarini taklit ettikleri i¢in biyomimetik nanopartikiiller olarak adlandirilirlar. Bu
kaplama genellikle ekstruzyon yontemiyle yapilir. Kirmizi kan hiicreleriyle kaplanmis
nanopartikiiller, makrofajlardan kaginmay1 kolaylagtirir ve biyolojik bariyerleri agmalarini
saglar. Ayrica, bu hibrit nanopartikiiller, PEG ile kaplanan sistemlere kiyasla in vivo
stabiliteleri daha yiiksek oldugundan, dolasimda daha uzun siire kalabilirler (Mohanty ve
ark.,2020).
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Sekil 1.15. Hiicre membran-kamuflaj hibrit nanopartikiil yapist

Polimerik g¢ekirdeklerin, tek veya ¢ok katmanli lipit kabuk ile kaplandigi sistemler,
mevcut hibrit nanopartikiiller arasinda dikkat ¢ekici bir yer tutmaktadir. Bu ¢ekirdek-kabuk
yapisina sahip hibrit nanopartikiiller, geleneksel nanopartikiillere kiyasla bir dizi ek avantaj

sunmaktadir (Mandal vd., 2013):

e Kat1 polimerik ¢ekirdek, yapiyr destekleyerek mekanik stabilite, biyobozunurluk, dar
partikiil boyutlar1 ve daha yliksek spesifik yilizey alani saglar.

e Lipit tabaka biyouyumlu olup, hiicre membranlariyla benzer 6zellikler gostererek
hiicresel etkilesimleri kolaylastirir. Ayrica, membran i¢inde veya yiizeyinde bulunan
farkli molekiillerle etkilesime girme yetenegine sahiptir.

e Lipitlerin amfifilik dogasi, hidrofilik molekiillerin ¢ift katmanh yiizeye baglanmasini
ve hidrofobik molekiillerin lipit tabakasinin hidrofobik kismina yerlesmesini

kolaylastirir.

Tez c¢alismamiz kapsaminda yukaridaki bahsi gecen avantajlardan faydalanmak

amaciyla hibrit nanopartikiil tasarimimiz ¢ekirdek-kabuk yapisina sahip hibrit nanopartikiil
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elde edecek sekilde planlanmig olup ¢ift emiilsiyon ¢dziicii ugurma yontemiyle iiretimler

gerceklestirilmistir.
1.5.3.2. Lipit-Polimer Hibrit Nanopartikiillerin Uretim Yontemleri

LPHNP tasiyici sistemlerin hazirlamasinda temel olarak iki basamakli yontem ve tek

basamakli yontem olmak tizere iki farkli yontem kullanilmaktadir (Mandal vd, 2013).

LPHNP tasiyict sistemleri ilk kez gelistirildiginde, iki asamali hazirlama yontemi
yaygin olarak kullanilmaktaydi. Ancak giiniimiizde, bu yontem, hazirlama siirecinin uzun
stirmesi ve suda ¢oziinen ilaglar icin diisiik ylikleme kapasitesi gibi sorunlar nedeniyle daha
az tercih edilmektedir. Bu yontemde, polimerik nanopartikiiller ve lipit bilesenler 6ncelikle
ayrt ayrit hazirlanmakta, ardindan hidrasyon, sonikasyon veya ekstriizyon gibi fiziksel
islemler araciligiyla birlestirilmektedir. Alternatif olarak, emiilsiyon-solvent buharlastirma,
nano¢oktiirme ya da yiiksek basingli homojenizasyon teknikleriyle elde edilen polimerik
nanopartikiil siispansiyonlari; kloroform gibi uygun bir organik ¢oziiciide ¢ozlindiiriilmiis ve
ardindan solventi uzaklastirilmis kuru lipit film {izerine ya da 6nceden hidrate edilmis lipit
tabakasina ilave edilerek de LPHNP sistemleri olusturulabilir. Her iki yaklasimda da lipit ve
polimer bilesenleri, lipitin faz gecis sicakliginin iizerinde inkiibasyon kosullarina maruz
birakilir; ultrasonikasyon veya mekanik karistirma ile biitlinlesme saglanir. Elde edilen
sistemde partikiil boyutunun homojenlestirilmesi amaciyla ise genellikle homojenizasyon

veya ekstriizyon iglemleri uygulanmaktadir (Hadinoto vd., 2013).

Iki basamakli yéntemin zaman ve enerji agisindan verimsiz olmasi, daha pratik bir
alternatif olarak tek basamakli yontemin gelistirilmesine neden olmustur. Bu yontemde,
polimer ve lipit bilesenleri aym1 fazda g¢oziindiiriilerek birlikte islenir; boylece ayri ayri
nanopartikiil ve lipozom iiretimine gerek kalmaksizin, LPHNP'ler yiiksek tekrarlanabilirlik
ve verimle elde edilir. Genellikle modifiye emiilsiyon—¢oziici buharlagtirma ve
nanocoktiirme teknikleri bu siirecte tercih edilmektedir (Ferraira ve ark.,2020). Modifiye
emiilsiyon—¢0ziicii buharlasgtirma teknigi, uygulama amacina ve formiilasyonun dogasina
baglh olarak iki temel yaklasima ayrilmaktadir: tek emiilsiyon ve ¢ift emiilsiyon ¢oziicii
buharlastirma yontemleri. Her iki teknik de ilag yiikleme kapasitesi ve enkapsiilasyon
verimliligi iizerinde dogrudan etkili olan formiilasyon parametrelerine gore optimize

edilmektedir (Hadinoto vd., 2013).
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Tek emiilsiyon ¢6ziicii ugurma yontemi, etkin maddenin organik fazda ¢dziinebildigi
durumlarda uygulanmakta olup, 6zellikle hidrofobik ilaglarin enkapsiilasyonu i¢in uygundur.
Siirecte, polimer ve etkin maddeyi igeren organik faz, lipit iceren sulu faza kontrollii bigimde
eklenerek su iginde yag tipi emiilsiyon olusturulur. Genellikle suyla karismayan ¢oziiciiler,
ornegin kloroform veya diklorometan tercih edilir. Organik ¢oziiciiniin buharlagtirilmasi
sonucunda, etkin maddeyi igeren polimerik c¢ekirdek lipit tabakasi ile kaplanarak
LPHNP’lerin spontan olusumu saglanir. Alternatif olarak, lipit bilesenleri de polimer ve

etkin madde ile ayn1 organik faz igerisinde ¢oziilebilmektedir (Hadinoto vd., 2013).

Cift emiilsiyon ¢oziicii ugurma yontemi, 6zellikle hidrofilik ilaglarin enkapsiilasyonu
amaciyla tercih edilmektedir. Hidrofilik etkin madde oncelikle sulu fazda ¢oziindiiriiliir ve
bu faz, polimer ve lipit iceren organik faza eklenerek karistirilir; boylece birinci emiilsiyon
elde edilir. Elde edilen bu emiilsiyon, lipit-PEG igeren ikincil sulu faza aktarilip yeniden
emiilsifiye edilerek W/O/W tipi ¢ift emiilsiyon olusturulur. Siirecin sonunda organik
¢oziiciiniin uzaklastirilmasiyla, LPHNP yapilar1 elde edilir (Hadinoto vd., 2013). Cift
emiilsiyon ¢oziicii ugurma yontemiyle elde edilen LPHNP ilag tastyici sistemlerinin yapist,
diger yontemlerden biraz farklidir. Bu yontemle elde edilen LPHNP sistemleri, sulu
¢ekirdegin etrafinda lipid tabakasinin bulundugu, ortasinda polimer tabakanin yer aldigi ve

en dista lipid-PEG tabakasinin bulundugu bir yapiya sahiptir (Mandal vd., 2013).

Nanog¢oktiirme yonteminde, karsilikli  ¢oziinebilen iki farkli ¢6ziicii sistemi
kullanilmaktadir; bunlardan biri polimeri iyi ¢ozerken, digeri ¢6zmez. Hidrofobik polimer ve
etkin madde, suyla karisabilen bir organik ¢oziiciide ¢oziiliirken; lipit ve lipit-PEG karigimu,
65-70 °C’ye kadar 1sitilmig sulu fazda ¢oziinerek homojen bir dagilim olusturur. Organik
faz, manyetik karistirma altinda damla damla sulu faza eklenir. Bu siirecte, polimeri ¢ézen
¢Oziicliniin polimeri ¢ézmeyen faza difiize olmasi ile birlikte polimerin ¢okelmesi saglanir.
Ardindan, lipitlerin hidrofobik kuyruklarinin polimerik ¢ekirdek ile etkilesimi ve hidrofilik
bas gruplarinin sulu faza yonelmesiyle lipit tabakasi polimerik yap1 etrafinda organize olur
ve LPHNP'ler spontan bi¢cimde olusur. Partikiil morfolojisi ve tekdiizeligi, 6zellikle polimer
konsantrasyonu ve fazlar arasindaki hacim oranina bagl olarak degiskenlik gostermektedir.
Bu yontem, 6l¢eklenebilirligi sayesinde endiistriyel liretim agisindan avantaj saglarken, suda
yiiksek ¢oziiniirliige sahip ilaglar icin diigiik enkapsiilasyon verimliligi sinirlayict bir faktor

olusturabilir (Hadinoto vd, 2013).
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1.5.3.3. Lipit-Polimer Hibrit Nanopartikiillerin Kullanim Alanlar

DNA ve RNA gibi genetik materyallerin tasiyici sistemler araciligiyla hedef bolgelere
taginmasi, genetik bozukluklar, kronik hastaliklar ve bir¢ok kanser tiirliniin tedavisi
agisindan biiyiik firsatlar sunmaktadir (Lee ve Kim, 2005). Bu materyallerin hedef bolgelere
iletilmesi ve etkili olabilmesi amaciyla, biyobozunur ve biyouyumlu nanopartikiiller gibi
non-viral vektorler tizerinde yogun aragtirmalar yapilmaktadir. Polimer ve lipit tabanli viral
olmayan nanotastyicilar, diisiik immiinojenisite ve toksisite, viral rekombinasyon risklerinin
bulunmamasi, diisiik tiretim maliyetleri ve yliksek tekrarlanabilirlik gibi pek cok avantaj
sunmaktadir (Oh ve Park, 2009). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, lipid ve polimer tabanl
nanotastyicilarin avantajlarini birlestiren lipid-polimer hibrit nanopartikiiller stabil olmalari,
uzun Omiirli olmalar, biyouyumluluklar1 ve biyobozunurluklar1 sayesinde genetik
hastaliklarin tedavisinde etkili bir alternatif tasiyici platformu olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu
nanopartikiiller, 6zellikle gen tasiyici sistemler olarak siklikla kullanilmaktadir (Feng ve ark.,
2007).

LPHN'ler, terapdtik ajanlar ve genetik materyallerin taginmasinin yani sira, tibbi tani
amaglar1 i¢in biyo-goriintilleme ajanlarinin tasimasinda da kullanilabilir. Manyetik rezonans
goriintiileme (MRI) ve bilgisayarli tomografi (CT) gibi goriintiileme tekniklerinde, demir
oksit, kuantum noktalar (QDs), floresan boyalar ve inorganik nanokristaller gibi ajanlar,
polimer ¢ekirdekleri i¢ine enkapsiile edilerek lipid-polimer hibrit nanotasiyici sistemlerinde
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Troutier vd., 2005). Valencia ve ekibi, mikroakigkan bir
sistemde hizl1 karigtirma yontemi kullanarak, hidrofobik polimer yerine kuantum noktalari
(QDs) igeren lipid-QD hibrit nanopartikiiller gelistirmistir (Salvador-Morales ve ark., 2009).
Bu yontemde enkapsiile edilen QD'ler, floresan &zelliklerini koruyarak sulu cozeltilerde

yiiksek stabilite gostermistir.

LPHNP’ler hem tek bagmna hem de kombinasyon halinde terapotik maddelerin etkin
bir sekilde tasinmasi ve iletilmesi ic¢in tasarlanmig sistemlerdir. Suda ¢oziinebilen etken
maddeler, polimer ¢ekirdeklerinde enkapsiile edilirken, suda ¢éziinmeyen etken maddeler
lipit ya da lipit-PEG katmanlarinda enkapsiile edilmektedir. LPHNP’lerin etken madde
tasiyict sistem olarak kullanimlari tekli ilag¢ tagima, kombine ilag tasima ve hedefe yonelik

ila¢ tagima olmak iizere {i¢ gruba ayrilmaktadir.
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Hedefe yonelik tasima, LPHN'lerin, hedefleyici ligandlar ile fonksiyonel hale
getirilmesiyle gerceklestirilir. Bu teknolojinin yapilan caligmalarla, polimer g¢ekirdek, lipit
bilesenler veya lipid PEG katmani ylizeyine entegre edilen bir kemoterapdtik ajan ile hedefe
yonelik iletim saglayarak Ozellikle kanser tedavisinde oldukca etkili oldugu gosterilmistir.
LPHN'lerin hedefli etken madde iletim kapasitesi, folat, transferrin, aptamerler ve peptitler
gibi ¢esitli aktif hedefleme unsurlan ile gergeklestirilmektedir (Valencia vd., 2010). Bu
hedefleme stratejisi sayesinde doz miktar1 azalirken elde edilen biyoyararlanim artmaktadir.

Bunun yani sira yan etki potansiyellerinde de azalma s6z konusudur.

LPHN'ler, kombine ila¢ tagima alaninda da biiyiik bir potansiyele sahiptir. Farkli
ilaclar1 birlestirerek daha etkili tedavi yontemleri gelistirmek amaciyla gesitli ilag birlesim
stratejileri uygulanmaktadir. Bunlardan biri, lipit ve polimer Onciillerinin kovalent baglarla
birlestirilerek tek adimda hazirlanan LPHN'lerdir. Diger bir strateji ise iki adimli yontemle
LPHN iiretimi olup, burada bir ila¢ polimer ¢ekirdegi icine hapsedilirken, diger ilag lipit
vezikiillerine yerlestirilir (Kularatne ve Low, 2010). Bir calismada, LPHN sistemi hem
kemoterapi hem de radyoterapi ajanlarin1 ayn1 anda tasiyacak sekilde hedeflenmistir. Bu ¢ift
ilag yiiklemesi, her iki ilacin farkli salinim profillerini sergileyerek, tiimor hiicrelerini
oldiirme konusunda daha etkili sonuglar elde edilmesini saglanustir. Iki antikanser ilacinin

ardigik salinimu, sinerjik bir etki olusturmustur (Kong vd., 2013).

Sonug olarak bu tez c¢alismasi kapsaminda, model plazmid olarak pEGFP-C1
plazmidini igeren polimer olarak PEG-PCL ve lipid olarak DOTAP kullanilarak hibrit
nanopartikiiller formiilasyonlarinin ¢ift emiilsiyon ¢oziicii ugurma ydntemi kullanilarak
iretilmesi planlanmakta olup genetik hastaliklarda etkili olacak gen yapilarinin korunarak
viicuda verilmesi ve transfeksiyon etkinliginin arttirilmasina yonelik yenilik¢i formiilasyon
tasarimlarinin  gerceklestirilmesi planlanmaktadir. Lipit-polimer hibrit nanopartikiillerinin
kullanimi, yalnizca formiilasyonun stabilitesini artirmakla kalmaz, ayn1 zamanda kontrolli
salim oOzellikleri, yliksek biyouyumluluk ve biyoyararlanim gibi 6nemli avantajlar
saglamaktadir. Ayrica, partikiil boyutuna bagli olarak pasif hedefleme imkani da sunarak bu
sistemin terapotik etkinligini artirmaktadir. Bu tez ¢aligsmasinda gelistirilecek yenilik¢i gen
tasiyic1 formiilasyonlar, non-viral vektdr tasiyici sistemler alaninda onemli bir ilerleme
kaydedilmesini saglayacaktir. Bu kapsam da hazirlanan yenilik¢i formiilasyonel yaklagimlar
birgok hastalik grubunda (monogenetik nadir hastaliklar, kanser, enfeksiyon hastaliklar1 vb.)

onciiliik saglayacak bir platform olarak kargimiza ¢ikacaktir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecler
2.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Kloroform Sigma Aldrich

Polivinil alkol (PVA) MW:13000-23000 Sigma, Almanya

Centrisart santriftj tipi
Etanol 96°
DOTAP

2.1.2. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Cam malzeme
Calkalayict su banyosu
Derin dondurucu

DSC cihaz

Elektrikli terazi

Filtre

Manyetik karistirici
Mikropipet

Mikroplak okuyucu
Mikroplak (96 kuyucuklu)
Mikroskop

Parafilm

Plastik enjektor

Santrifiyj

Sonikator

Taramal1 Elektron Mikroskobu
Vorteks cihazi

Zeta potansiyeli 6l¢lim cihazi

Sartorius, Fransa
Carlo Elba, italya
Sigma Aldrich

[ldam, Tiirkiye

Jeio Tech, Kore

Heto, Almanya

TA DSC Q2000, Cin
Mettler Toledo, Almanya
Isolab, Tiirkiye

IKA, Almanya

Eppendorf, Almanya
Molecular Devices, Spectra Max
Greiner Bio-One, Almanya
Leica DM 4000B

Bemis Packaging, ABD
Set inject

Sigma 2-16 P, Almanya
Bandelin Sonoplus

FEI Tecnai G2

Heidolph Reax

MalvernZetasizer,
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2.1.3. Calismalarda Kullanilan Tamponlar
Etken maddelerin in-vitro salim ¢alismalaninda tiretilen nano boyuttaki formiilasyonlarda agiga
¢ikisinin incelenmesinde pH 7,4 fosfat- salin tamponu (PBS) kullanilmistir. Tampon Avrupa

Farmakopesi 9’a (EP 9) gére hazirlanmistir (EP9, 2016).

» pH 7,4 Fosfat-Salin Tamponu (PBS)

Disodyum hidrojen fosfat 2,380
Potasyum dihidrojen fosfat............... 0,199
Sodyum klortir 84
Distile su............ y.m 1000 ml

2.2. Yontemler

2.2.1. p-EGFP Plazmidinin PicoGreen dsDNA Kiti ile Kalibrasyonu

PicoGreen dsDNA Reajan, ¢ift sarmalli niikleik asitleri tespit etmek tizere 6zel olarak
tasarlanmig, 480 nm'de uyarilma zirvesi ve 520 nm'de emisyon zirvesine sahip son derece
hassas bir floresan boyadir (Ban ve ark.,2024). PicoGreen, floresan mikroskopi
yontemlerinde DNA'nin boyanmasi ve gorsellestirilmesi i¢in yaygin olarak kullanilan ve
yiiksek hassasiyet gosteren bir yontemdir. Bu yontem sayesinde 250 pg/ml kadar az
miktardaki dsDNA’min floresans mikroplaka okuyucular kullanilarak kalibrasyon grafikleri
elde edilip miktar tayinleri gergeklestirilebilmektedir. Az miktarlarda bile yiiksek hassasiyet

gosteriyor olmasi nedeniyle siklikla tercih edilmektedir.

PicoGreen dsDNA kiti ile calisirken reajanin 1siktan korunmasina ve deneylerden 6nce
giinlik kullanim miktar1 kadar hazirlanmasina 6zen gosterilmistir. Kit icerisinde yer alan
analiz tamponu (TE buffer) PicoGreen dsDNA reajan calisma ¢ozeltisini hazirlamak ve
dsDNA numunelerini hazirlamak i¢in kullanilmustir. TE buffer DNaz-free su ile 20 kat
(1:20) seyreltilerek hazirlanmistir. Kit igerisinde yer alan reajan ise kullanimdan 6nce
hazirlanan ve 20 kat seyreltilmis olan TE buffer ile 200 kat (1:200) seyreltilerek
hazirlanmigtir. Caligsmalar sirasinda reajanin 1siktan korunmasima dikkat edilmis olup

materyaller aliiminyum folya ile sarilmigtir.
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TE buffer ile hazirlanmis ve p-EGFP plazmid miktar: bilinen ¢ozeltilerinin miktar
tayini PicoGreen dsDNA Kkiti kullanilarak yapilmistir. Stok p-EGFP plazmid ¢o6zeltisinden
(31,25 ng/ul) diliisyonlar yapilarak 31,25-3,96 ng/ul konsantrasyonlar arasinda yedi farkl
konsantrasyonda ¢ozeltiler hazirlanmigtir.  Hazirlanan bu  ¢6zeltilerden, mikroplakada
bulunan kuyucuklara ii¢ paralel seklinde 100’er ul koyulmustur. Ardindan analiz protokolii
geregince hazirlanan reajan her bir kuyucuga 100’er pul eklenmistir.

Mikroplaka 1siktan korumak amaciyla aliiminyum folyoya sarili bir sekilde oda
sicakliginda 2-5 dakika inkiibasyona birakilmistir. Bu durum PicoGreen reaktifinin
dsDNA’ya baglanarak floresans olusturmasini saglamaktadir. Siire sonunda floresans
mikroplaka okuyucu uyarim 480 nm ve yayilim 520 nm dalga boylarina ayarlanmstir.
Hazirlanan numunelerin floresans degerleri Olgtilmiistir. Elde edilen her bir 6rnegin
floresans degerinden reaktif koriiniin floresans degeri cikarilmustir. icerdikleri plazmid
miktart bilinen numunelerden elde edilen floresans degerleri kullanilarak bir standart egri
olusturulmustur. Bu egri araciligiyla kalibrasyon denklemi hesaplanmistir. Bu
denklemlerden hareketle konsantrasyonu bilinmeyen numunelerdeki plazmid DNA

miktarlari hesaplanmistir. Ardindan % EE hesaplanmustir.

2.2.2. Lipid-Polimer Hibrit Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Nanopartikiillerin hazirlanmasinda ¢ift emiilsiyon solvent evaporasyon yontemi

kullanilmigtir (Spiers vd., 2010).

Tez ¢aligmasi kapsaminda nanopartikiil hazirlamak amaciyla kullanilacak olan lipit ve
polimer miktarlarina literatiirdeki formiilasyonlardan hareketle karar verilmistir (Dou vd.,
2014). Tez galismamiz kapsaminda lipit polimer hibrit nanopartikiillerin hazirlanmas1 Sekil
2.1°de belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir. Ilk olarak ¢alismada kullanilan 20 mg PEG-
PCL polimeri 500 pl kloroform igerisinde ¢oziilmiis olup iizerine DOTAP ve etkin madde
cozeltisi eklenmis ve %75 giicte buz kiiveti lizerinde 1 dakika boyunca sonike edilmistir.
Daha sonra bu karigim enjektorle %1 PVA iceren flakona aktarilmistir. %75 gligte buz
iizerinde 2 dakika boyunca sonike edilmistir. Elde edilen su/yag emiilsiyonu manyetik
karistirict lizerinde 600 rpm’de karisan %0,3 PVA iceren behere enjektorle tek bir noktadan
seri bir sekilde aktarilmistir. Hazirlanan nihai formiilasyon 3 saat boyunca 600 rpm’de
karistinlmistir. Sonrasinda, su/yag/su emiilsiyonu, 35,000 rpm hizda ve 5 °C’de 1 saat

boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonras1 elde edilen siipernatan, enkapsiilasyon
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etkinligi ve miktar tayini i¢in +4 °C'de saklanmistir. Elde edilen ¢okelti ise, nanopartikiil

karakterizasyon analizlerinde kullanilmustir.

Istenilen miktarda tartimi
gergeklestirilen polimer vial
igerisine alinr.

Polimerlerin ¢dzinmesi i¢in
vial igine 500 ul kloroform ilave
edilerek vortekslenir.

AR,

Polimer gozeltisi igerisine
belirlenen miktarlarda DOTAP
ve plazmid eklenerek sonike

edilir

Buz kiveti igerisinde 60 saniye
boyunca %75 gugle birincil
sonikasyonla emilsifiye edilir.

.

Olusgan birincil emilsiyon
sinnga yardimiyla %11k PVA
gozeltizsine akatanhr ve 120
saniye boyunca %75 gigte

emilsifiye edilir.

Sekil 2.1. Nanopartikiilerin ¢ift emiilsiyon ¢6ziicli uzaklastirma yontemiyle hazirlanmasi

2.2.3. Lipid-Polimer Hibrit Nanopartikiil Gelistirmek Uzere Yapilan

(")nformiilasyon Calhismalan

On formiilasyon ¢alismalarinda i¢ ve dis fazda kullanilacak olan PVA miktar1 ve %

konsantrasyonu, sonikasyon siiresi ve sonikasyon giicii gibi parametrelerinin belirlenmesi

amaclanmigtir. Formiilasyon parametreleri Cizelge 2.1°de verilmektedir. Bu formiillerden

hareketle partikiil boyutu sonuglarina gére en uygun formiil segilerek p-EGFP plazmidi

kullanilarak formiilasyonlar tiretilerek enkapsiilasyon etkinlikleri tayin edilmistir.
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Cizelge 2.1. Lipid-polimer hibrit nanopartikiil gelistirmek iizere yapilan 6nformiilasyonlar

PEG-PCL | DOTAP DNAz-free i¢Faz icFazPVA | Dis Faz PVA | Dis Faz PVA | 1.Sonikasyon | 2.Sonikasyon | Sonikasyon Giicii |Karistirma siiresi
(mg) (mg) Su(ul) PVA(%) (mt) (%) (ml) (sn) (sn) (%) (saat)
20,39 - - 1 15 0,3 18 30 60 50 3
20,56 e - 1 15 0,3 18 30 60 75 3
20,03 - e 1 15 0,3 18 30 60 100 3
15,09 — — 1 15 0,3 18 30 60 50 3
15,07 — — 1 15 0,3 18 30 60 75 3
15,32 — — 1 15 0,3 18 30 60 100 3
25,18 e - 1 15 0,3 18 30 60 50 3
25,39 e - 1 15 0,3 18 30 60 75 3
254 e - 1 15 0,3 18 30 60 100 3
20,33 e - 1 15 0,3 18 30 60 50 3
20,13 e - 1 15 0,3 18 30 60 75 3
20,1 - - 1 15 0,3 18 30 60 100 3
20,39 1 25 1 15 0,5 18 30 60 75 3
20,56 1 100 1 15 0,5 18 30 60 75 3
20,03 1 200 1 15 0,5 18 30 60 75 3
20,09 1 100 1 15 0,3 18 30 60 75 3
20,07 1 200 1 15 0,3 18 30 60 75 3
20,32 1 100 1 1 0,3 18 30 60 75 3
20,18 1 100 1 15 0,5 18 30 90 75 3
20,39 1 100 1 15 0,5 18 30 120 75 3
20,4 1 100 1 15 0,5 18 60 60 75 3
20,33 1 100 1 15 0,5 18 60 90 75 3
20,13 1 100 1 15 0,5 18 60 120 75 3
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Cizelge 2.1. Devam. Lipid-polimer hibrit nanopartikiil gelistirmek {izere yapilan 6nformiilasyonlar

PEG-PCL | DOTAP DNAz-free i¢Faz icFazPVA | Dis Faz PVA | Dis Faz PVA | 1.Sonikasyon | 2.Sonikasyon | Sonikasyon Giicii |Karistirma siiresi
(mg) (mg) Su(ul) PVA(%) (mt) (%) (ml) (sn) (sn) (%) (saat)
20,1 2 100 1 15 0,5 18 90 120 75 3
20,31 1 100 1 1 0,5 18 60 120 75 3
20,33 1 100 1 2 0,5 18 60 120 75 3
20,59 1 100 1 25 0,5 18 60 120 75 3
20,14 1 100 1 1 0,5 10 60 120 75 3
20,9 1 100 1 2 0,5 10 60 120 75 3
20,89 1 100 1 25 0,5 10 60 120 75 3
20,39 1 100 1 25 0,5 18 60 120 75 3
20,56 1 100 1 3 0,5 18 60 120 75 3
20,03 1 100 1 35 0,5 18 60 120 75 3
20,09 1 100 1 25 0,3 18 60 120 75 3
20,07 1 100 1 3 0,3 18 60 120 75 3
20,32 1 100 1 35 0,3 18 30 60 75 3
20,18 1 100 1 35 0,5 18 30 90 75 3
19,1 1 100 1 35 0,5 18 30 120 75 3
20,4 1 50 1 35 0,5 18 60 60 75 3
20,33 1 200 1 35 0,5 18 60 90 75 3
20,13 1 100 1 45 0,5 16,5 60 120 75 3
20,56 1 40 1 35 0,3 18 60 120 75 3
20,03 05 40 1 35 0,3 18 60 120 75 3
20,09 0,75 40 1 35 0,3 18 60 120 75 3
20,15 0,25 40 1 35 0,3 18 60 120 75 3




2.2.4. p-EGFP ile Hazirlanan Nanopartikiiller i¢in Yapilan On Formiilasyon

Calhismalan

On formiilasyon caligmalarinda kullanilacak olan DOTAP miktari, formiilasyona
yiiklenecek plazmid miktar1 ve formiilasyon igin kullanilacak DNAz-free su miktar1 gibi
parametrelerinin belirlenmesi amaglanmistir. Formiilasyon parametreleri Cizelge 2.2°de
verilmektedir. Bu formiillerden hareketle plazmid yiikli nanopartikiil formiilasyonlari
tiretilmis olup enkapsiilasyon etkinliklerine, zeta potansiyellerine ve partikiil boyutlarina
bakilarak HEK-293 hiicre hattinda transfeksiyon etkinligi ve sitotoksisite calismalarina

gecilmistir.
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Cizelge 2.2. p-EGFP ile hazirlanan lipid-polimer hibrit nanopartikiiller i¢in yapilan 6nformiilasyonlar

Formiil No PEG-PCL | DOTAP |e-GFP Plasmid | i¢ Faz PVA |i¢c Faz PVA | Dis Faz PVA | Dis Faz PVA | 1. Sonikasyon |2. Sonikasyon [ Sonikasyon Giicii | Karistirma siiresi
(mg) (mg) (ng) (%) (ml) (%) (ml) (sn) (sn) (%) (saat)
NP 28 20,39 1 50000 1 35 03 18 60 120 75 3
NP 29 20,03 05 50000 1 35 03 18 60 120 75 3
NP 30 20,09 0,75 50000 1 35 0,3 18 60 120 75 3
NP 31 20,15 025 50000 1 35 0,3 18 60 120 75 3
NP 32 20,56 1 20000 1 35 0,3 18 60 120 75 3
NP 34 20,03 05 20000 1 35 03 18 60 120 75 3
NP 35 20,09 0,75 20000 1 35 03 18 60 120 75 3
NP 36 20,15 0,25 20000 1 35 03 18 60 120 75 3




2.3. Nanopartikiillerde Yapilan Kontroller

2.3.1. Partikiil Biiyiikliigii ve Dagiliminin Saptanmasi

Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin partikiil biiyiikligi ve dagilimini
saptamak i¢in dinamik 1sik sac¢ilimi yontemi (Malvern Zetasizer NanoZS) kullanilmistir.
Nanopartikiil formiilasyonlar1 distile su kullanilarak 50 pg/mL konsatrasyon elde edilecek
sekilde seyreltilmistir. Pipetaj ile disperse edildikten sonra, dl¢lim kiivetine alinmis ve 3 seri

seklinde ol¢timler gergeklestirilmistir.

2.3.2. Hazirlanan Formiilasyonlarda p-EGFP Plazmid Miktar Tayini

Nanopartikiil formiilasyonlarindaki p-EGFP plazmid miktar tayini indirekt yontemle
hesaplanmigtir. Bu amagla formiilasyon 35000 rpm 5 derecede 1 saat santrifiij edilmistir.
Santrifiijden sonra siipernatanda yer alan p-EGFP plazmid miktar1 PicoGreen dsDNA Assay
Kitinin uygun prosediirlerde kullanilmasiyla 3 seri seklinde mikroplaka igerisinde florometre

okuyucuda 6l¢tilmiistiir.
2.3.3. Enkapsiilasyon Etkinligi Tayini

Nanopartikiil formiilasyonlarindaki p-EGFP plazmid miktar tayini PicoGreen™
dsDNA Assay Kiti kullanilarak indirekt yontemle hesaplanmistir ve asagida yer verilen
esitlik kullanilarak hazirlanan formiilasyonlarin enkapsiilasyon etkinligi (EE) hesaplanmustir.

% EE = (AIB) x 100

A: Nanopartikiile yliklenen etken madde miktar1 (ng) — Stipernatanda bulunan
etken madde miktar1 (png)
B: Nanopartikiile yiiklenen etken madde miktar1 (ug)
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2.3.4. Zeta Potansiyel Ol¢iimii

Nanopartikiillerin yiizeyinde bulunan yiiklerin degisimi belirlemek i¢in zeta potansiyel
Ol¢timii yapilmustir. Hazirlanan farkli nanopartikiil formiilasyonlarinin zeta potansiyelinin
Ol¢timii igin Malvern Zetasizer NanoZS cihazi kullanilmistir. Elde edilen nanopartikiil distile
su kullanilarak 50 pg/mL konsatrasyon elde edilecek sekilde seyreltilmistir. Pipetaj ile
disperse edildikten sonra, Ol¢iim kiivetine alinmus ve 3 seri seklinde oOlgiimler

gerceklestirilmistir.
2.3.5. In-vitro Salm Cahsmalar

Etkin maddenin nanopartikiiler sistemden in vitro salimi ideal salim profili saglamak
icin 6nemlidir. Etkin maddenin in vitro salim profilinin modifikasyonu, kan
konsantrasyonunu ve biyoyararlanimin1  optimize etmektedir. Hasta uyuncunun
saglanmasinin yani sira uygun farmakokinetik davranis elde edilebilmektedir. Diyaliz
membran yontemi ve franz difiizyon hiicresi en sik kullanilan in vitro salim yontemleridir
(Chan ve ark., 2009; Ghanshyam ve ark., 2011). Diyaliz tiip yonteminde diyaliz membran 24
saat boyunca pH 7,4 fosfat tamponunda 1slatilmigtir. Bu yontemde Sigma, 100 kDa membran
icerisine 2 mL hibrit nanopartikiil dispersiyonu konulmus ve membranin her iki ucu
baglanmistir. Elde edilen diyaliz torbast 30 mL pH 7,4 fosfat tamponu ortamina birakilmig
belirli zamanlarda (0,5; 1; 2; 3; 4; 6; 12; 24. saat) 1 mL’lik ornekler alinarak PicoGreen
assay kiti kullamilarak aciga cikan plazmid DNA miktar1 analiz edilmistir. Ornekler
alindiktan sonra sink kosulunu saglamak amaciyla ¢ekilen 6rnek hacmi kadar ortama pH 7,4
fosfat tamponu ilave edilmistir. Deney 37+1°C sicaklikta 5 rpm sabit karigtirma hizinda
gergeklestirilmistir. Alinan 6rneklerdeki serbest plazmid DNA miktar1 PicoGreen dsDNA
kiti kullaniarak hesaplanmis ve bu verilerden hareketle in vitro etkin madde salim hiz1 grafigi

hazirlanmigtir. Deneyler li¢ paralel tekrar edilmistir (n=3).

2.3.6. Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Kisa Siireli Fiziksel Stabilite

Cahismalan

Gelistirilen lipid-polimer hibrit nanopartikiillerin saklama kosulunu belirlemek ve
saklama sirasindaki kararliligini gozlemlemek amaciyla kisa siireli fiziksel on stabilite
calismasi yapilmigtir Nanopartikiillerin 6n stabilite verileri hakkinda bilgi edinmek amaciyla

secilen nihai fomiilasyon hazirlanmis ve +4 °C bir hafta boyunca takip edilmistir. Bunun igin
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su/yag/su cift emilsiyonu santrifiij edildikten sonra elde edilen ¢okelti Dnaz-free su ile
disperse edilmis ve bu fomiilasyonun stabilitesi +4 °C bir hafta boyunca takip edilmistir. Bir
hafta boyunca her giin her bir numunenin partikiil boyutu, polidispersite indeksi, zeta

potansiyeli ve % enkapsiilasyon etkinligi 6l¢lilmiistiir.

2.3.7. Hazirlanan Formiilasyonlarin Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC)

Analizi

p-EGFP, DOTAP, bos lipid-polimer hibrit nanopartikiil, p-EGFP yiiklii lipid-polimer
hibrit nanopartikiil ve PEG-PCL kopolimerlerinin termal 6zellikleri TA Q2000 DSC cihaz1
ile incelenmistir. Yaklasik 2 mg agirligindaki 6rnekler aliiminyum pana yerlestirilerek
preslenmistir. Azot gazi 50 ml/dakika akis hizinda kullanilarak, drnekler 20-300 °C sicaklik
araliginda 5°C/dak dogrusal 1sitma hizinda analiz edilmistir. Analizde kor olarak bos pan

kullanilmastir.

2.3.8. Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) Analizi

Nanopartikiillerin boyut, morfoloji ve yapisal 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla
Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) analizi gergeklestirilmistir. Analizler, Orta Dogu
Teknik Universitesi (ODTU) Merkezi Laboratuvar1 (MERLAB) biinyesinde bulunan FEI
Tecnai G2 marka TEM (120 Kw) cihazi kullanilarak yapilmustir. Olgiimler 200 kV
hizlandirma voltaji altinda gerceklestirilmistir. Numuneler, analize uygun sekilde
hazirlanmak iizere 6nce distile su ile seyreltilmis, ardindan bir damla 6rnek ¢ozeltisi 200
mesh karbon kapli bakir grid (carbon-coated copper grid) iizerine damlatilmistir. Gridler oda
sicakliginda kurutulduktan sonra cihazda goriintiileme yapilmigtir. Elde edilen TEM
goriintiileri, nanopartikiillerin boyut dagilimi, sekil ozellikleri ve agregasyon durumunun

degerlendirilmesinde kullanilmistir.

2.3.9. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Nanopartikiillerin morfolojik 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla Taramali1 Elektron
Mikroskobu (SEM) analizi gergeklestirilmistir. Analizler, Orta Dogu Teknik
Universitesi (ODTU) Merkezi Laboratuvari (MERLAB) biinyesinde bulunan Zeiss
Evo 40 cihazi kullanilarak yapilmistir. Ornekler analiz &ncesinde iletkenlik saglamak

amaciyla K550X piskiirtmeli altin kaplayici ile 0,33 nm/saniye hizla yaklagik 5 nm
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kalinliginda altin ile kaplandi. Ardindan 15 kV ile yiiksek vakum modlu ¢evresel taramali
elektron mikroskobu ile incelendi. Elde edilen SEM goriintiileri, partikiil yiizey morfolojisi,

boyut dagilimi ve kiiresellik 6zelliklerinin degerlendirilmesinde kullanilmustir.

2.3.10. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

2.3.10.1. Floresan Goriintiilleme Calismalari

Yesil Floresanss Protein geni tasiyan e-GFP plazmid DNA ‘s1 ile hazirlanan plazmid-
lipit polimer hibrti nanoartikiil komplekslerinin transfeksiyon etkinlikleri HEK-293 hiicreleri
ile degerlendirilmistir. 48 kuyucuklu hiicre kiiltiir kabinda yogunlugu 1x10°hiicre/kuyucuk
olacak sekilde hiicreler ¢ogaltilmistir. Elde edilen bu kompleks 48 kuyucuklu hiicre kiiltiir
kabina 0,5 pg plazmid/kuyucuk, 1pg plazmid/kuyucuk ve 2 pg plazmid/kuyucuk olacak
sekilde eklenmistir. 48 saat boyunca CO, inkiibatoriinde 37 °C ‘de inkiibe edilen hiicre
kiiltiirleri bu siire sonunda fikse edilerek floresans mikroskop incelenmistir ve fotograflari

cekilmistir.

MP-55 MNP-£E NP-85 MP-56

12z3at 12 saat 16 saat 16 saat

31 BSA 31 BSA 31 BSA 31 BSA
T— T— T —
— — —
NP-6S NP-56 MP-55 NP-66
E 12saat 12 saat 16 saat 16 s2at
31 BSA %1BSA 31 B3A 31 BSA
—— _— —— ——

P65 NP-56 NP-65 NP-56

12=a=t 12 saat 16 sast 16 szat

%1 BSA #LESA

%1 B5A 241 B5A
—— —_—

Sekil 2.2. Nanopartikiil formiilasyonlarmin uygulandig: 48 kuyucuklu HEK-293 hiicre kiiltiir kabi
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2.3.10.2.Tranfesksiyon Etkinliginin Tayini

e-GFP plazmid DNA’smin hiicre i¢ine taginma etkinligini ve ekspresyon diizeyini
degerlendirmek amaciyla, eGFP plazmid yiikli lipid-polimer hibrit nanopartikiller
kullanilarak HEK-293 (Human Embryonic Kidney 293) hiicre hattinda transfeksiyon
calismalar1 gerceklestirilmistir. Hiicreler, %10 fetal bovine serum (FBS) ve %1 penisilin-
streptomisin iceren Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) besiyerinde, 37 °C
sicaklikta ve %5 CO, igeren nemlendirilmis inkiibatérde kiiltiire edilmistir. Transfeksiyon
Oncesinde, hiicreler 6 kuyucuklu plakalara ekilerek yaklagik %70-80 konfluens seviyesine
ulagmalar1 saglanmistir. Ardindan, steril kosullarda hazirlanan eGFP plazmid yiikli
nanopartikiil siispansiyonu, belirlenen optimal DNA miktar1 ve nanopartikiil konsantrasyonu
esas alinarak hiicrelere uygulanmigtir. Hiicreler 4—6 saat inkiibasyonun ardindan taze DMEM
ile yikanmis ve yenilenmis besiyeri ile 24-48 saat siireyle inkiibatdrde tutulmustur.
Transfeksiyonun ardindan, eGFP ekspresyonu oncelikle invert floresans mikroskop altinda
gozlemlenmis, hiicrelerdeki yesil floresan sinyalin varhigit ve dagilimi nitel olarak
degerlendirilmistir. Ek olarak, transfekte hiicre oraninin kantitatif olarak belirlenmesi
amaciyla hiicreler tripsinize edilerek PBS ile yikanmis ve flow sitometri (akim sitometrisi)
analizi yapilmstir. Olgiimler, 488 nm uyarma ve 530 + 15 nm emisyon filtreleri kullanilarak
gerceklestirilmig, her 6rnek icin en az 10.000 hiicre analiz edilmistir. Elde edilen veriler,
kontrol grubu (transfekte edilmemis hiicreler) ile karsilastirilarak transfeksiyon verimliligi
(% GFP pozitif hiicre oran1) hesaplanmistir. Boylece nanopartikiil formiilasyonlarmin gen
tasima kapasitesi ve hiicre i¢i ekspresyon etkinligi hem nitel hem de nicel olarak

degerlendirilmistir.

2.3.10.3. Hiicre Canlhihig Cahismalari

Tez ¢alismamizin bu kisminda e-GFP plazmid DNA yiikli lipid-polimer hibrit
nanopartikiillerin hiicresel biyouyumlulugunun degerlendirilmesi amaciyla HEK-293 hiicre
hatt1 iizerinde flow sitometri yontemi temelli hiicre canliligi analizleri gergeklestirilmistir.
Hiicreler, %10 fetal bovine serum (FBS) ve %1 penisilin-streptomisin i¢ceren Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) besiyerinde, 37 °C sicaklikta, %5 CO, igeren
nemlendirilmis inkiibatoér kosullarinda kiiltiire edilmistir. Transfeksiyon amaciyla hazirlanan
e-GFP plazmid yiikli nanopartikiil siispansiyonlart (0,5 pg, lug ve 2ug) hiicrelere

uygulanmis ve 2448 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda canlilik analizleri yapilmistir.
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Analiz dncesinde hiicreler tripsin ile slispanse edilip, fosfat tamponlu salin (PBS) ile
iki kez yikanmistir. Hiicre canliliginin belirlenmesinde, membran biitlinliigli esasina dayanan
propidium iodide (PI) boyama yontemi kullanilmistir. PI, yalnizca membran gegirgenligi
bozulmus, Olii veya apoptotik hiicrelere penetre olabildiginden, canli ve olii hiicre
popiilasyonlarinin ayrimina olanak saglamaktadir. Ayni1 zamanda, e-GFP plazmidinin hiicre
ici ekspresyonundan kaynaklanan intrinsik yesil floresan sinyal, canli hiicrelerin
belirlenmesinde dogal bir belirte¢ olarak degerlendirilmistir. Olgiimler, 488 nm dalga
boyunda lazer uyarimi altinda c¢alisan bir flow sitometri sistemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. e-GFP sinyali FITC kanal1 (530 + 15 nm), PI floresansi ise > 600 nm

emisyon filtresi lizerinden tespit edilmistir.

Her bir 6rnek i¢in en az 10.000 hiicre sayimi yapilmis, elde edilen veriler fluoresan
yogunlugu ve hiicre popiilasyon dagilimi temelinde analiz edilmistir. e-GFP pozitif (canli)
hiicre orani ile PI pozitif (6lii) hiicre oranlar1 karsilagtirilarak transfeksiyon sonrasi hiicre
canliligr yiizdesi hesaplanmistir. Sonuglar, kontrol ve bos nanopartikiil gruplarn ile
karsilastirilmis; boylece e-GFP plazmid yiiklii nanopartikiillerin HEK-293 hiicrelerinde
sitotoksik etkileri, biyouyumluluk diizeyi ve hiicre canliligi tizerindeki genel etkileri
kantitatif olarak degerlendirilmistir. Elde edilen veriler ile hiicre canlilifi konsantrasyon

grafikleri ¢izilmigtir.
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3. BULGULAR

3.1. Nanopartikiil Formiilasyonunda Yapilan Kontroller

3.1.1. p-EGFP Plazmidinin Miktar Tayinleri I¢in Kullamlan Yéntemlerin
Kalibrasyonuna Ait Bulgular

p-EGFP plazmidinin TE buffer igerisindeki o6l¢iimi bolim 2.2.1.°de agiklanan
sekilde yapilmis ve kalibrasyona ait grafik ve denklem bulunmustur. Grafik Sekil 3.1.’de

verilmistir. Dogrulara ait parametreler Cizelge 3.1.”de verilmistir.

50000

45000 y = 1464,3x - 1715,4 ..
40000 R*=10,9979
35000

£ 30000 L
$ 25000
2 20000 I

15000 ey

10000 Ca

5000 o

0 10 20 30 40
Konsantrasyon (ng/ul)

Sekil 3.1. p-EGFP plazmidinin TE buffer igerisindeki kalibrasyon grafigi

Cizelge 3.1. p-EGFP plazmidinin kalibrasyon dogrusuna ait parametreler

Ortam TE Buffer
Egim 1464,3
Kesigim 17154
Dogru Denklemi y =1464,3x - 1715,4
Determinasyon Katsayisi (r°) 0,9979
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3.1.2. Lipid-Polimer Hibrit Nanopartikiil Gelistirmek Uzere Yapilan On

Formiilasyon Calisma Sonuclari

On Formiilasyon c¢alismalarinda sirastyla sonikasyon siiresi, sonikasyon giicii, i¢/dis
faz oranlar1 ve polimer miktarlar1 degistirilerek “2.2.2. Lipit-Polimer Hibrit Nanopartikiil
Gelistirmek Uzere Yapilan On Formiilasyon Calismalar1” kisminda anlatildigi sekilde farkli

formiilasyonlar hazirlanmustir.

Degisen parametrelerle {iretilen nanopartikiillere iliskin Zetasizer NanoZS cihazi ile
elde edilen partikiil boyutu, dagilimi ve zeta potansiyeli sonuglari; ayrica yiizde yiikleme
etkinligi bulgular1 degerlendirilerek final formiilasyona karar verilmistir. Analizler ii¢

tekrarlt gerceklestirilmis ve sonuglar ortalama+SS olarak verilmistir.

Sonikasyon siiresi, partikiil boyutunu ve dagilimini etkileyen en 6nemli formiilasyon
parametrelerinden biridir. Sonikasyon emiilsiyon damlaciklarini pargaladigi i¢in genel olarak
sonikasyon siiresinin artmasiyla pargacik boyutu ve dagilimmin azalmasi beklenir (Topal
vd., 2023). Sonikasyon siiresinin partikiillere etkisini gozlemlemek amaciyla primer
emiilsiyonu olusturmak i¢in yapilan 1.sonikasyon siiresi 30, 60 ve 90 saniye olarak ii¢ farkl
siirede ayarlanarak formiilasyonlar hazirlanmis ve sonuglar Cizelge 3.2°de verilmistir. 60 sn
sonikasyon partikiil boyutu, PDI degeri ve zeta potansiyeli agisindan degerlendirildiginde en
iyi sonucu vermistir. NP-2 kodlu formiiliin yapilan tekrarli formiilasyon iiretimi ve elde
edilen verilerin tekrarlanabilirligi sonucunda ¢aligmalara 1. sonikasyon 60 sn olarak devam

edilmistir.

Cizelge 3.2. Birinci sonikasyon siiresinin partikiillere etkisi (n=3)

Formiil Sonikasyon 1 Zeta Potansiyeli Partikiil Boyutu PDI
No (sn) (mV+SS) (nm=SS) (Ort£SS)
NP-1 30 33,63+0,003 193,3 +5,335 0,2515+0,008
NP-2 60 36,25+0,001 211,3 +0,008 0,3871+0,007
NP-3 90 38,92+0,008 208,5 +0,005 0,2587+0,003

Sonikasyon siiresinin partikiillere etkisini gdzlemlemek amaciyla sekonder
emiilsiyonu olusturmak i¢in yapilan 2.sonikasyon siiresi 60, 90 ve 120 saniye olarak li¢ farkl
stirede formiilasyonlar hazirlanmis ve sonuglar Cizelge 3.3’de verilmistir. 120 sn sonikasyon

partikiil boyutu, PDI degeri ve zeta potansiyeli agisindan degerlendirildiginde en iyi sonucu
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vermistir. NP-6 kodlu formiiliin yapilan tekrarli formiilasyon iiretimi ve elde edilen verilerin

tekrarlanabilirligi sonucunda galigmalara 2. sonikasyon 120 sn olarak devam edilmistir

Cizelge 3.3. ikinci sonikasyon siiresinin partikiillere etkisi (n=3)

Formiil Sonikasyon 2 Zeta Potansiyeli Partikiil Boyutu PDI
No (sn) (MV+SS) (nm=SS) (Ort£SS)
NP-4 60 32,35+0,003 199,4+5,335 0,2356+0,008
NP-5 90 39,440,009 202,1£2,926 0,2797+0,012
NP-6 120 33,63+0,003 193,3+5,335 0,2515+0,008

Sonikasyon giiciiniin partikiillere etkisini gézlemlemek amaciyla primer ve sekonder
emiilsiyonu olusturmak i¢in uygulanan sonikasyon giicii ylizde 50, 75 ve 100 olarak ti¢ farkl
giicte sonikasyon yapilarak formiilasyonlar hazirlanmig ve sonuglar Cizelge 3.4°te
verilmigstir. %75 sonikasyon giicii partikiil boyutu, PDI degeri ve zeta potansiyel agisindan
degerlendirildiginde en iyi sonucu vermistir. NP-8 kodlu formiiliin yapilan tekrarli
formiilasyon {iretimi ve elde edilen verilerin tekrarlanabilirligi sonucunda caligmalara

sonikasyon giicli %75’e ayarlanarak devam edilmistir.

Cizelge 3.4. Sonikasyon giiciiniin partikiillere etkisi (n=3)

Formiil  Sonikasyon giicii Zeta Potansiyeli Partikiil Boyutu PDI
No (%) (mV=SS) (nm=SS) (Ort£SS)
NP-7 50 22,18+0,001 198,8+9,425 0,3228+0,010
NP-8 75 25,750,004 195,1+9,265 0,2709+0,008
NP-9 100 24,01+0,005 239,2+11,38 0,4688+0,013

Polimer miktarinin partikiillere etkisini gozlemlemek amaciyla 15, 20 ve 25 mg olarak
¢ farkli miktarda polimer (PEG-PCL) ile hazirlanan formiilasyonlara ait sonuglar Cizelge
3.5’de verilmistir. 20 mg PEG-PCL partikiil boyutu, PDI degeri ve zeta potansiyel agisindan
degerlendirildiginde en iyi sonucu vermistir. NP-11 kodlu formiiliin yapilan tekrarli
formiilasyon {iretimi ve elde edilen verilerin tekrarlanabilirligi sonucunda ¢aligmalara 20 mg

PEG-PCL ile devam edilmistir.
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Cizelge 3.5. Polimer miktarinin partikiillere etkisi (n=3)

Formiil  Polimer miktari Zeta Potansiyeli Partikiil Boyutu PDI
No (mg) (mV=+SS) (nm=SS) (Ort£SS)
NP-10 15 23,81+0,004 234,945,518 0,3050+0,019
NP-11 20 24,96+0,007 186,4+5,254 0,2381+0,007
NP-12 25 22,18+0,001 198,843,143 0,3228+0,003

Formiilasyonda yer alan DNAz-free su miktarinin partikiillere etkisini gézlemlemek
amaciyla 25, 50, 100 ve 200 ul olarak dort farkli miktarda DNAz-free su ile hazirlanan
formiilasyonlara ait sonuglar Cizelge 3.6’de verilmistir. 50 yul DNAz-free su ile hazirlanan
NP-14 formiilii partikiil boyutu, PDI degeri ve zeta potansiyeli agisindan
degerlendirildiginde en iyi sonucu vermistir. NP-14 kodlu formiiliin yapilan tekrarl
formiilasyon iiretimi ve elde edilen verilerin tekrarlanabilirligi sonucunda c¢alismalara 50 pl

DNAz-free su miktar1 ile devam edilmistir.

Cizelge 3.6. DNAz-free su miktarinin partikiillere etkisi (n=3)

Formiil DNAz-free su Zeta Potansiyeli Partikiil Boyutu PDI
No miktari (ul) (mV=+SS) (nm=SS) (Ort+SS)
NP-13 25 30,49+0,003 208,8+7,101 0,2696+0,046
NP-14 50 35,57+0,005 165,4+4,215 0,2692+0,011
NP-15 100 35,05+0,004 202,4+5,050 0,2582+0,014
NP-16 200 36,06+0,004 199,541,015 0,2662+0,010

Dis faz hacminin partikiillere etkisini gozlemlemek amaciyla nihai emiilsiyon 5, 10,
16 ve 18 ml olarak ti¢ farkli hacimde dis faz (% 0,3 PVA) ile hazirlanan formiilasyonlara ait
sonuglar Cizelge 3.7°de verilmistir. 18 ml dis faz hacmi partikiil boyutu, PDI degeri ve zeta
potansiyel agisindan degerlendirildiginde en iyi sonucu vermistir. NP-20 kodlu formiiliin
yapilan tekrarli formiilasyon iiretimi ve elde edilen verilerin tekrarlanabilirligi sonucunda

caligmalara 18 ml dis faz hacmi ile devam edilmistir.
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Cizelge 3.7. Dis faz hacminin partikiillere etkisi (n=3)

Formiil Dis faz hacmi Zeta Potansiyeli Partikiil Boyutu PDI
No (ml) (mV=+SS) (nm=SS) (Ort£SS)
NP-17 5 38,5+0,007 281,6+4,073 0,197+0,005
NP-18 10 34,96+0,005 186,4+1,002 0,2381+0,009
NP-19 16 36,13+0,001 175,241,686 0,2547+0,010
NP-20 18 37,36+0,002 166,1+2,650 0,2483+0,007

Dis faz konsantrasyonunun partikiillere etkisini gozlemlemek amaciyla nihai 18 ml dig
faz hacminde % 0,3 ve % 0,5’lik PVA ile hazirlanan formiilasyonlara ait sonuglar Cizelge
3.8’de verilmistir. 18 ml dis faz hacimli % 0,3 PVA konsantrasyonu ile hazirlanan NP-21
formiiliinii partikiil boyutu, PDI degeri ve zeta potansiyel agisindan degerlendirildiginde en
iyi sonucu vermistir. NP-21 kodlu formiiliin yapilan tekrarli formiilasyon iiretimi ve elde
edilen verilerin tekrarlanabilirligi sonucunda caligmalara %0,3 PVA konsantrasyonu ile

devam edilmistir.

Cizelge 3.8. D1s faz konsantrasyonunun partikiillere etkisi (n=3)

Formiil Dis faz Zeta Potansiyeli Partikiil Boyutu PDI
No konsantrasyonu (%) (mV=SS) (nm=SS) (Ort£SS)
NP-21 0,3 32,52+0,007 162,8+4,073 0,2447+0,005
NP-22 0,5 38,77+0,002 168,6+2,650 0,2428+0,007

I¢ faz hacminin partikiillere etkisini gézlemlemek amaciyla nihai emiilsiyon 1, 2, 2,5,
3,5 ve 4,5 ml olarak bes farkli hacimde i¢ faz (% 1 PVA) ile hazirlanan formiilasyonlara ait
sonuclar Cizelge 3.9°da verilmistir. 3,5 ml i¢ faz hacmi partikiil boyutu, PDI degeri ve zeta
potansiyel agisindan degerlendirildiginde en iyi sonucu vermistir. NP-26 kodlu formiiliin
yapilan tekrarli formiilasyon iiretimi ve elde edilen verilerin tekrarlanabilirligi sonucunda

calismalara 3,5 ml dis faz hacmi ile devam edilmistir.
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Cizelge 3.9. i¢ faz hacminin partikiillere etkisi (n=3)

Formiil i¢ faz hacmi Zeta Potansiyeli Partikiil Boyutu PDI
No (ml) (mV4SS) (nm+SS) (Ort£SS)
NP-23 1 35,91+0,007 223,444,073 0,2424+0,005
NP-24 2 35,250,005 194,441,002 0,2217+0,009
NP-25 2,5 31,23+0,001 173,1+1,686 0,2547+0,010
NP-26 35 37,36+0,002 168,1+2,650 0,2428+0,007
NP-27 4,5 36,13+0,152 175,2+1,116 0,2547+0,257

3.1.3. p-EGFP Yiiklii Nanopartikiil Gelistirmek Uzere Yapilan On

Formiilasyon Calismalar1 Sonuclar:

Ideal p-EGFP yiiklii nanopartikiil yapisinin elde edilmesi amaciyla gerceklestirilen 6n
formiilasyon sonuglari Cizelge 3.4’te listelenmistir. Ideal p-EGFP yiiklii nanopartikiil
formiilasyonu segilirken enkapsiilasyon etkinlikleri dikkate alinmistir. Ayn1 zamanda
partikiil biiyiikliigii ve zeta potansiyelleri dikkate alinarak degerlendirme yapilmistir. I¢ faz
PV A oraninin %1, miktarinin 3,5 ml ve dis faz sodyum PV A oraninin %0,3 ve miktariin 18
ml oldugu formiilasyonun partikiil boyutu biiyiikliigii ve polidispersite indeksi daha uygun
bulunmustur. Hedef hiicrelere gen aktariminin daha etkili bir sekilde olmasi igin partikiil
biiyiikliigi 200 nm’nin altinda olan daha kiiclik partikiill boyutuna sahip formiilasyon
secilmistir. Bu sonuca da sonikasyon giicii %75 ve birinci sonikasyon siiresi 60 saniye, ikinci
sonikasyon siiresi 120 saniye olan formiille ulagilmistir. Bu parametreler degerlendirilerek
elde edilen ii¢ formiilasyon NP-28, NP-29, NP-30 ve NP-31 formiilasyonu nanopartikiil
gelistirmek tizere yapilan 6n formiilasyon c¢alismalarinda ideal formiilasyonlar olarak
se¢ilmistir. Hazirlanan nanopartikiillerin % enkapsiilasyon, transfeksiyon etkinliklerinin ve

sitotoksisitelerinin karsilagtirilmasi sonucunda nihai formiilasyona karar verilmistir.

Formiilasyon iiretimi sirasinda lipid olarak kullanilan DOTAP miktarinin partikiillere
etkisini gézlemlemek amaciyla nihai emiilsiyon 1, 0,75, 0,5 ve 0,25 mg olarak olarak dort
farkli miktarda hazirlanan formiilasyonlara ait sonuglar Cizelge 3.10°da verilmistir.
Hazirlanan nanopartikiillerin zeta potansiyelleri, partikiil boyutlar1 ve enkapsiilasyon
etkinlikleri degerlendirilerek nihai formiilasyona karar vermek i¢in HEK-293 hiicre

hatlarinda transfeksiyon etkinlikleri ve sitotoksisiteleri incelenmistir.
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Cizelge 3.10. DOTAP miktarimin partikiillere etkisi (n=3)

Formiil DOTAP Miktar1 Zeta Potansiyeli Partikiil Boyutu PDI EE

No (mg) (mV=SS) (nm=SS) (Ort£SS) (%)
NP-28 1 25,6+0,126 168,4+0,2635  0,2622+0,063  98,8861+3,33
NP-29 0,5 23,22+1,498 176,3+0,866  0,2243+£0,014  97,7527+4,03
NP-30 0,75 24,95+1,596 170,9£1,5698  0,2325+0,458  98,7034+8,47
NP-31 0,25 16,98+0,264 181,8+0,6987  0,2382+0,1569 96,8696+12,43

Formiilasyon iiretimi sirasinda nanopartikiillere yiiklenen plazmid miktarinin etkisini
gbzlemlemek amaciyla formiilasyonlara 20000 ng ve 50000 ng olacak sekilde iki farkli
miktarda plazmid yiiklenmis olup hazirlanan formiilasyonlara ait sonuglar Cizelge 3.11’da
verilmigtir. Hazirlanan nanopartikiillerin zeta potansiyelleri, partikiil boyutlar1 ve
enkapsiilasyon etkinlikleri degerlendirilerek nihai formiilasyona karar vermek i¢in HEK-293

hiicre hatlarinda transfeksiyon etkinlikleri ve sitotoksisiteleri incelenmistir.

Cizelge 3.11. Yiiklenen plazmid miktarinin partikiillere etkisi (n=3)

Formiil Plazmid Miktar1 Zeta Potansiyeli Partikiil Boyutu EE
PDI(Ort£SS)
No (ng) (mV=SS) (nm=£SS) (%=SS)
NP-32 20000 23,22+1,498 176,3+0,866  0,2243+£0,014  97,7527+4,03
NP-33 50000 16,98+0,264 190,8+0,6987 0,2463+0,1569 98,6613+1,03
25 -
20 -
E 15 -
&
&
& 10
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0,1 1 10 100 1e+03 1e+04
Size (d.nm)

Sekil 3.2. p-EGFP yiiklii NP 28 kodlu formiiliin partikiil boyutu ve dagilimina ait grafik
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Sekil 3.3. p-EGFP yiiklii NP 28 kodlu formiiliin zeta potansiyeline ait grafik
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Sekil 3.4. p-EGFP yiiklii NP 29 kodlu formiiliin partikiil boyutu ve dagilimina ait grafik
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Sekil 3.5. p-EGFP yiiklii NP 29 kodlu formiiliin zeta potansiyeline ait grafik
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Sekil 3.6. p-EGFP yiiklii NP 30 kodlu formiiliin partikiil boyutu ve dagilimina ait grafik
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Sekil 3.7. p-EGFP yiiklii NP 30 kodlu formiiliin zeta potansiyeline ait grafik
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Sekil 3.8. p-EGFP yiiklii NP 31 kodlu formiiliin partikiil boyutu ve dagilimina ait grafik
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Sekil 3.9. p-EGFP yiiklii NP 31 kodlu formiiliin zeta potansiyeline ait grafik

3.1.4. In-vitro Etken Madde Salim Cahsmasina Ait Bulgular

Bolim 2.3.5.’te anlatildig1 sekilde diyaliz membran yotemiyle yapilan in vitro salim

calismasi sonucu elde edilen sonuglar Sekil 3.10.’da gosterilmistir.

% ACEM

70

60

~
o

w
o

10

20

40

60
SAAT

80

100

120

Sekil 3.10. Plazmid DNA ile iiretilen nanopartikiil formiilasyonundan in vitro salim profili

79



In vitro salim calismalarindan elde edilen veriler sonucunda salimin 48. saate kadar
hizl1 bir sekilde gergeklestigi ve platoya ulastigi goriilmiistiir. Daha sonrasinda ise salimin 96

saate kadar devam ettigi bulunmustur. Salim ¢aligmalari ii¢ paralel olarak yirtitilmistiir.

Cizelge 3.12. Plazmid DNA yiiklii nanopartikiiliin in vitro salim Kinetikleri

0. derece 1.derece Higuchi Korsmeyer-Peppas Weibull
Determinasyon 0,6585 0,7586 0,9153 0,9389 0,990
Katsayis1 (‘)
Kesisim 0,091 0,011 2,710 0,482 0,371

Plazmid DNA yiiklii nanopartikiillerden yapilan in vitro salim ¢alismalar1 sonucunda
elde edilen verilerden hareketle yapilan kinetik hesaplamalar sonucunda salimin Korsmeyer-
Peppas, Higuchi ve Weibull kinetiklerine uyum sagladigi goriilmiistiir. Yukarida bahsedilen
ii¢ kinetige de uyum goriilmesine karsin en yiiksek uyum Weibull kinetiginde goriilmiistiir.
In vitro salim grafiklerinden elde edilen sonuglarm kinetik sonuglartyla uyumlu oldugu

goriilmiistiir.

3.1.5. Nanopartikiil Formiilasyonlarimin Kisa Siireli Fiziksel Stabilite Calisma

Sonuclar

Kisa siireli fiziksel stabilite ¢aligmalari Boliim 2.3.6°da anlatildigi sekilde segmis
oldugumuz nihai formiilasyonumuzda gergeklestirilmis olup Cizelge 3.13’de verilen
sonuglar elde edilmistir. On stabilite degerlendirmesi partikiil biiyiikliigii, zeta potansiyel ve

% enkapsiilasyon sonuglarina gore yapilmstir.
Elde edilen sonuglara gore tim ortam kosullar1 altinda nanopartikiil
formiilasyonlarinin 7 giin boyunca yapilan stabilite ¢aligmalarinda partikiil biyiikligii 150-

250 nm araliginda bulunmustur.

Elde edilen sonuglara gore nanopartikiil formiilasyonlarmin 7 giin boyunca yapilan

stabilite caligmalarinda zeta potansiyel degerleri (+19) - (+24) mV araliginda bulunmustur.
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Cizelge 3.13. +4 °C’de yapilan stabilite ¢aligmasi sonuglarina ait bulgular

.. Partikiil biiyiikliigii Zeta potansiyel o
Giinler (nm)£SS (mV)+SS PDI+SS OoEE+SS
0 17254+1,65 22,86+3,950 0,2449+0,108 97,7527+4,03
1 189,3+4,417 23,22+0,8318 0,2438+0,01249 97,3527+1,69
2 199,4+3,21 22,73+0,3041 0,2538+0,013 96,5527+4,03
3 201,4+5,545 22,69+0,2059 0,2542+0,0071 96,0027+2,203
4 207,1+2,371 20,63+0,100 0,2514+0,018 95,1005+3,103
5 195,8+0,5774 21,15+5,50 0,268+0,009 94,6587+6,12
6 203,1+1,286 20,4+0,702 0,2333+0,031 93,7527+5,86
7 210,1£1,53 19,3+0,2 0,2296+0,004 93,0028+0,962
250
1994 2014 2071 1955 2031 2104
< 200 189,3 ’
é 172,54
D
0]
3 150
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pn]
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@ 100 +4°C
D
X
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< 5o
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Sekil 3.11. +4 °C saklanan numunelere ait partikiil boyutu sonug¢larinin grafiksel gosterimi (n=3)
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Sekil 3.12. +4 °C saklanan numunelere ait zeta potansiyel sonuglarinin grafiksel gosterimi (n=3)

ZETA POTANSIYEL (MV)

252186 2322 2373 22,69

N
o

=
]

——+4 °C

=
o

(6]

0 2 4 6 8
ZAMAN (GUN)

% ENKAPSULASYON ETKINLIGI

97,7527
98

97,3527

97

96 ——+4°C

95,1005
94,6587

95
94
93,0028
93
92
0 1 2 3 4 5 6 7 8

ZAMAN (GUN)

Sekil 3.13. +4 °C saklanan numunelere ait % enkapsiilasyon etkinligi sonuglarinin grafiksel gosterimi

(n=3)
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3.1.6. Hazirlanan Formiilasyonlarin Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC)

Analizi Sonuc¢lan

Boliim 2.3.7° de anlatildigr sekilde gerceklestirilen Diferansiyel Taramali Kalorimetre

(DSC) analizi sonuglar1 Sekil 3.14’te gosterilmistir.

EG-PCL :
——— NP78BO§ FORMUL

DSC —— P73 YUKLUFORMUL

mWimg <~ DOTA?
53.16C

5.00-
" —_— e
K — |
“ & =
B arooc | 5192

0.00r "~

\ 3 ’/'
193.19C

x5 100.00

Sicaklik (°C)

200.00

Sekil 3.14. Lipid-polimer hibrit nanopartikil formiilasyonu ve formiilasyonda bulunan maddelere ait
DSC termogramlari. Yukaridan asagiya; PEG-PCL, bos nanopartikiil, yiikli nanopartikiill ve

DOTAP’a ait DSC termogramlari.

Sekil 3.14’te verilen sonuglara gore iiretilen nanopartikiil formiilasyonunda sadece

nanopartikiile ait sicaklik degerlerine sahip pikler goriilmiistiir. Formiilasyonda yer alan

plazmid, polimer, lipid ve dig faza ait pikler goriilmemistir. Bu sonug¢ formiilasyondaki

maddelerin bir araya gelerek nanopartikiil yapisim1 olusurdugu ve yapiya enkapsiile

olduklarim gdstermektedir.
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3.1.7. Geg¢irimli Elektron Mikroskobu (TEM) Analizi Sonug¢lar:

Bolim 2.3.8’te anlatildigi sekilde Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) analizi

yapilmistir. Elde edilen sonuglara ait goriintiiler asagida verilmistir.

i 200 Nm

—— 100 nm

Sekil 3.15. Hazirlanan lipid-polimer hibrit nanopartikiillere ait TEM goriintiileri
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3.1.8. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi Sonuclari

Bolim 2.3.9’da anlatildign sekilde Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) analizi

yapilmistir. Elde edilen sonuglara ait goriintiiler asagida verilmistir.

det HV mag |spot| WD | Spm
ETD|20.00 kV|20 000 x| 2.5 [10.1 mm METU CENTRAL LAB

det HV mag spot| WD p— ] M
ETD|20.00 kV| 100000 x| 25 10.1 mm METU CENTRAL LAB

Sekil 3.16. Hazirlanan lipid-polimer hibrit nanopartikiillere ait SEM gériintiileri
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3.1.9. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

3.1.9.1. Floresan Goriintiileme Calismalar1 Sonuclari

Sekil 3.17. Yukaridan asagiya e-GFP-C1 plazmidini igeren NP-29, NP-28, ve NP-31
formiilasyonlarinin HEK-293 hiicrelerine transfeksiyonun 48. saatinden sonra ters floresan
mikroskopisi kullanilarak gézlemlenen GFP-pozitif hiicrelerin goriintiileri
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3.1.9.2. Transfeksiyon Etkinligi Tayini Sonuc¢lar:

- NP-28: 116

MNP-30: 105

NP-31:118

ipo AU: 210

Do A 1091

o llli l{J‘ lllg

Comp-FITC-A

Sekil 3.18. Flow sitometri analizi sonucu formiilasyonlardan ve kontrol gruplarindan alinan floresan
sinyal pikleri ve degerleri
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PLAZMID MIiKTARI (ug)

Sekil 3.19. 0,5 pg konsantrasyonda uygulanan 3 formiilasyonun flow sitometri analizi transfeksiyon
yiizdeleri
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Flow sitometri analizi sonucunda elde edilen wveriler, farkli nanopartikiil
formiilasyonlarmin  transfeksiyon  verimliliginde  belirgin ~ farkliliklar  oldugunu
gostermektedir. En yiiksek tranfeksiyon yiizdesi HEK-293 hiicrelerine 0,5 pug plazmid
uygulamasi sonucu elde edilmistir. NP 28 (0,5 ug) uygulamasinda %41,49 oraninda
transfeksiyon elde edilirken, NP 29 (0,5 pg) ile bu oran %55,06’ya yiikselmistir. Buna
karsilik NP 31 (0,5 pg) transfeksiyon orant %30,80 ile en diisiik diizeyde kalmistir. Elde
edilen sonuglar, NP 29’un diger gruplara kiyasla daha yiiksek transfeksiyon etkinligi
sagladigini, NP 31’in ise daha sinirli bir basariya sahip oldugunu ortaya koymaktadir.
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PLAZMID MIiKTARI (ug)

Sekil 3.20. 1 pg uygulanan konsantrasyonda uygulanan 3 formiilasyonun flow sitometri analizi
transfeksiyon yiizdeleri
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Sekil 3.21. 2 ug konsantrasyonda uygulanan 3 formiilasyonun flow sitometri analizi transfeksiyon
yiizdeleri
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H a1 D
o o o

TRANSFEKSIYON (%)
w
o

20
10
NP28 NP28 NP28 NP29 NP29 NP29 NP31( NP31 NP31(
(0,5pg) (1 ng) (2ug) (0,5ug) (1 pg) (2ug) 0,5ug) (1ng) 2pg)
Seri 1 41,487 22,852 25,644 55,068 44,278 43,389 30,804 23,616 23,209

Sekil 3.22. 3 formiilasyonun flow sitometri analizi sonucu transfeksiyon yiizdelerinin grafiksel
karsilastirilmasi

3.1.9.3. Hiicre Canlihig1 Calismalari Sonuglar:

A B O
o o o1 o

—=o—NP 28
=o—NP 29
=0—NP 31

N N W W
o O

OLU HUCRE (%)
(359 [3EN
o ol o ol o

0,5 pg 1 ug 2 g
PLAZMID MIiKTARI (ng)

Sekil 3.23. 3 formiilasyonun farkli konsantrasyonlardaki flow sitometri analizi sonucu elde edilen 6li
hiicre yilizdelerinin grafiksel karsilagtirilmasi

Flow sitometri analizi sonucunda nanopartikiil gruplarinin farkli dozlarda (0,52 pg)

uygulandiginda hiicre canlilig1 iizerinde farkl etkiler olusturdugu saptanmistir. NP28 grubu,
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doza bagli olarak artan bir 6l hiicre oran1 gostermistir; 0,5 pg’de %26,26 olan oran, 1 pug’de
%38,13¢, 2 ng’de ise %45,30’a yiikselmistir. Bu sonug, NP28’in 6zellikle yiiksek dozlarda
sitotoksisite potansiyelini artirdigini gostermektedir. NP29 grubunda ise 6lii hiicre oran1 daha
diisiik diizeylerde seyretmistir. 0,5 pg’de %24,30 olan 6lii hiicre orani, 1 pg’de %30,32’ye
ve 2 ug’de %33,27’ye cikmustir. Bu artis NP28’¢ kiyasla daha sinirh kalmistir. NP31
grubunda ise en diisiik sitotoksisite degerleri gézlenmistir. 0,5 pg uygulamasinda %21,18 ile

en diisiik 6lii hiicre orani elde edilmis, 1 pg’de %25,64 ve 2 ng’de %33,27 ye ylikselmistir.

Genel olarak degerlendirildiginde, tiim nanopartikiil gruplarinda doz artisiyla birlikte
Oli hiicre oraninda yiikselis oldugu goriilmektedir. Ancak gruplar arasinda kiyaslama
yapildiginda, NP31’in en diisiik sitotoksisiteye, NP28’in ise en yiiksek sitotoksisiteye yol
actif1 tespit edilmistir. Bu bulgu, nanopartikiil yapilarinin hiicre uyumlulugu agisindan
farkliliklar barindirdigint ve 6zellikle yiiksek dozlarda toksisite riskinin gbéz Oniinde
bulundurulmas: gerektigini ortaya koymaktadir. Literatiirde de nanopartikiil temelli
sistemlerin hiicre toksisitesinin doz bagimli bir bi¢imde arttig1, ancak yapisal 6zelliklerin bu

etkiyi belirgin sekilde farklilagtirdigi bildirilmektedir (Nel vd., 2006; Zhao ve ark., 2021).

Cizelge 3.14. 3 formiilasyonun farkli konsantrasyonlardaki flow sitometri analizi sonucu elde edilen
hiicre canlilig1 yiizdeleri

Formiiller Doz Hiicre Canlihd
(ng) (%0)
NP28 0.5 73.73
NP28 1.0 61.87
NP28 2.0 54.7
NP29 0.5 75.69
NP29 1.0 69.67
NP29 2.0 66.73
NP31 0.5 78.82
NP31 1.0 74.35
NP31 2.0 66.73
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Sekil 3.24. 3 formiilasyonun farkli konsantrasyonlardaki flow sitometri analizi sonucu elde edilen
hiicre canlilif1 yilizdelerinin grafiksel karsilagtirtlmasi

Flow sitometri verileri hiicre canlilig1 iizerinden degerlendirildiginde, nanopartikiil
gruplart arasinda belirgin farkliliklar saptanmistir. NP28 grubunda hiicre canliligi doz
artigina paralel olarak belirgin sekilde azalmis; 0,5 pg’de %73,73 olan canlilik orani, 1 ug’de
%61,87’ye, 2 png’de ise %54,70’e diismiistiir. Bu durum NP28’in 6zellikle yiiksek dozlarda

sitotoksisite potansiyelinin arttigin1 gostermektedir.

NP29 grubunda ise hiicre canlilig1 daha yiiksek diizeylerde seyretmis ve doz artisiyla
birlikte azalma daha sinirli kalmistir. 0,5 png’de %75,69, 1 pg’de %69,67 ve 2 pug’de %66,73

oraninda canlilik elde edilmistir.

NP31 grubu en yliksek hiicre canlilig1 degerlerini gostermistir. 0,5 pg’de %78,82 ile
en yliksek canlilik oranina ulasilmig, 1 pg’de %74,35, 2 pg’de ise %66,73 degerleri elde

edilmistir.

Genel olarak degerlendirildiginde, tiim nanopartikiil gruplarinda doz artisiyla hiicre
canlilifinda azalma egilimi gézlenmistir. Ancak gruplar arasinda karsilastirma yapildiginda,
NP31’in en yiiksek hiicre canliligl ile en biyouyumlu grup oldugu, NP28’in ise hiicre
canliligin1 en fazla azaltan nanopartikiil oldugu belirlenmistir. Bu bulgu, nanopartikiil
yapilarmin hiicre biyouyumlulugu agisindan farkli 6zellikler tasidigini ve optimizasyon
gereksinimlerini ortaya koymaktadir. NP28 grubu 6zellikle yiiksek dozlarda en diisiik hiicre
canliligi degerlerini gostermistir (%61,87 ve %54,70). NP29 grubu orta diizeyde canlilik
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korurken, NP31 grubu tiim dozlarda en yiiksek hiicre canliligina ulagmistir (%78,82 —
%66,73). Bu bulgu, NP31’in biyouyumluluk a¢isindan en uygun nanopartikiil oldugunu,
NP28’in ise yliksek dozlarda toksisite riskini artirdigini ortaya koymaktadir.
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4. TARTISMA

Tez kapsaminda, genetik materyal tasiyici sistem olarak poli(etilen glikol) (PEG)-
poli(e-kaprolakton) (PCL) ve DOTAP kullanilarak lipid-polimer hibrit nanopartikiil
formiilasyonlar1 tasarlanmistir. Calismada, formiilasyon parametrelerinin (hazirlama
yontemi, kullanilan materyaller ve uygulanan basamaklar) gelistirilen nanopartikiil tasiyici
sistemler iizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Bu dogrultuda, gen tasiyici sistemlerin
tasarim ve uygulama siireglerinde karsilasilan giigliiklerin anlagilmasina ve bu alandaki

sorunlarin ¢oziimiine eczacilik teknolojisi perspektifinden katki sunulmasi amaglanmustir.

Lipid-polimer hibrit nanopartikiil nanopartikiillerin hazirlanmasinda, lipid olarak
DOTAP ve polimer olarak biyouyumlu, biyoparcalanir ve FDA onayli bir polimer olan PEG
ve PCL’un kopolimer olarak modifiye edilmis formu kullanilmis; S/Y/S ¢ift emiilsiyon-

¢oziicii buharlagtirma yontemi ile liretim yapilmistir.

DOTAP (1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane), gen transferinde en yaygin
kullanilan katyonik lipitlerden biridir. Yapisindaki kuaterner amonyum gruplar sayesinde
negatif yiikli DNA veya RNA ile giiclii elektrostatik kompleksler olusturur. Bu o6zellik,
genetik materyalin hem enzimatik degradasyondan korunmasini saglar hem de membran ile
yakin etkilesim kurarak hiicre i¢ine girisini kolaylastirir. Ayrica DOTAP, endozomal
membran destabilizasyonunu tetikleyerek genetik materyalin sitoplazmaya kagigina katkida
bulunur (Zuhorn wvd., 2002). Ancak DOTAP’in avantajlari, bazi smrliliklar ile
dengelenmektedir. Yiiksek katyonik yiik, plazma proteinleri ile nonspesifik etkilesimlere
neden olarak hizli eliminasyona yol agabilmektedir. Ayrica yliksek konsantrasyonlarda
kullanimi membran biitiinliigiinii bozarak sitotoksisiteye neden olabilmektedir (Simberg vd.,
2004). Bu nedenle DOTAP tek bagima kullanildiginda transfeksiyon etkinligi ile

biyogiivenlik arasinda bir denge sorunu ortaya ¢ikmaktadir.

PEG-PCL (poli(etilen glikol)-poli(e-kaprolakton)) blok kopolimeri, biyouyumlu ve
biyobozunur yapisi sayesinde gen tasiyici sistemlerde stabiliteyi artiran Onemli bir
materyaldir. PCL segmenti, hidrofobik 6zelligi ile ¢ekirdek olusturarak genetik materyalin
veya eklenen hidrofobik ajanlarin enkapsiilasyonunu kolaylastirirken; PEG segmenti
nanopartikiil yiizeyinde hidrofilik bir koruma tabakasi saglar. Bu PEG tabakasi, dolasim

sliresini uzatir, immiin sistem tarafindan taninmay1 azaltir ve nanopartikiillerin hedef bolgeye
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ulagma olasiligini artirir (Li vd., 2015). PEG-PCL ayrica kontrollii biyobozunurluk sunarak,
terapotik ajanlarin salim kinetigini diizenleyebilir. Bu 6zellik, 6zellikle uzun siireli gen
ekspresyonu gerektiren terapotik uygulamalarda biiylik avantaj saglar. Literatiirde PEG

polimeri yiiksiiz kisim, PCL ise negatif yiiklii hidrofobik kisim olarak gegmektedir.

Calismamizda kullanilan kopolimer, PEGs000—PCL10000 formunda olup PEG: PCL
orani 1:2 olacak sekilde tasarlanmistir. PEG zincirinin 5000 g/mol ve PCL zincirinin 10000
g/mol molekiil agirligina sahip olmasi, sistemde hidrofilik-hidrofobik dengeyi kontrollii
bicimde saglamaktadir. PCL segmentinin PEG’e kiyasla daha uzun zincir yapisina sahip
olmasi, nanopartikiil ¢ekirdeginin daha hidrofobik bir karakter kazanmasina neden olurken,
PEG zincirleri yilizeyde hidrofilik bir kilif olugturarak partikiiliin sulu ortamda stabil
kalmasini saglamaktadir (Zhou vd., 2020; Hu vd., 2019). PEG-PCL orani, nanopartikiillerin
boyutunu, yiizey yiikiinii ve salim profilini dogrudan etkileyen bir parametredir. Literatiirde
PEG oraninin artirilmasiin partikiil boyutunu kiiglilttiigii, ylizey yiikiini notrlestirdigi ve
biyouyumlulugu artirdigi bildirilmektedir (Wang vd., 2015). Buna karsilik, PCL oraninin
artmasi, partikiil gekirdeginde daha yiiksek DNA veya ilag yiikleme kapasitesi saglamaktadir
¢linkii PCL’nin hidrofobik dogasi, ¢ekirdek kisminda stabil bir kapsiilasyon ortami olusturur
(Gajbhiye vd., 2023). Calismada kullanilan 1:2 orani, hem yeterli DNA yiikleme kapasitesi

hem de sulu ortamda uzun siireli stabilite saglamak ac¢isindan optimal bir denge sunmaktadir.

Ayrica PEGs009—PCL 10000 Orani, nanopartikiillerin kontrollii salim profiline de katki
saglamaktadir. PCL segmentinin yavas bozunma hizi, plazmid DNA’nin uzun siireli ve
kararli bi¢imde salinmasina olanak tanirken, PEG zincirleri sistemin biyouyumlulugunu ve
dolasim siiresini uzatmaktadir. Benzer sekilde literatiirde, PEG zincir uzunlugunun 2000—
5000 g/mol araliginda, PCL zincir uzunlugunun ise 10000-20000 g/mol aralifinda
tutulmasinin, gen tasiyict sistemlerde hem yiiksek transfeksiyon verimi hem de diisiik

sitotoksisite sagladigi rapor edilmistir (Chan vd., 2021; Hu vd., 2019).

Sonug olarak, PEGs000—PCL1g000 orani (1:2) bu c¢alismada hidrofilik-hidrofobik
dengeyi, stabiliteyi ve transfeksiyon etkinligini optimize etmek amaciyla tercih edilmistir.
Bu oran, nanopartikiillerin yiizeyinde yeterli PEG tabakasi olustururken, PCL’nin
olusturdugu hidrofobik ¢ekirdek sayesinde plazmid DNA’nin etkili bir sekilde yiiklenmesini

ve saliminin kontrollii olarak ger¢eklesmesini desteklemektedir.
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PEGs000—PCL1go0o  oOrani,  nanopartikiilin  hidrofilik-hidrofobik  dengesini
diizenleyerek DNA yiikleme ve salim davraniglarini da etkilemistir. Calismada yapilan in
vitro DNA salim analizinde, 24 saatlik siirede toplam DNA’nin %43,89’unun serbest
birakildigr belirlenmistir. Salim profiline gore, ilk 0,5-2 saat icinde hizli bir salim fazi
gbzlenmis bu asamadan sonra ise salim hiz1 yavaslayarak 24. saatte %43,89’a ulagmistir. Bu
durum, sistemde PEG zincirlerinin yiizeyde olusturdugu hidrofilik tabakanin difiizyon
kontrollii bir salim mekanizmasi olusturdugunu, PCL ¢ekirdeginin ise DNA nin kademeli
olarak serbest kalmasini sagladigini gostermektedir. Bu veriler ¢alismamiz sirasinda elde
etmis oldugumuz plazmid DNA salim verilerimizi destekler niteliktedir. Benzer sekilde
Zhou ve ark. (2020) ile Gajbhiye ve ark. (2023), PEG-PCL oraninin PCL yoniinde artirildig1

sistemlerde daha yavas ve siirdiiriilebilir bir DNA salim profili elde edildigini bildirmiglerdir.

DOTAP ve PEG-PCL’nin kombinasyonu, her iki bilesenin avantajlarim1 bir araya
getirerek hibrit nanopartikiiller olusturur. DOTAP, genetik materyalin yogun bir sekilde
paketlenmesini ve hiicre membram ile giliglii etkilesimini saglarken; PEG-PCL, sistemin
biyostabilitesini artirir ve toksisite riskini azaltir. Bu sinerji sayesinde, genetik materyalin
hem dolasimda daha uzun siire korunmasi hem de hiicre i¢ine etkin sekilde tasinmasi
miimkiin hale gelir. Literatiirde yapilan ¢alismalar, DOTAP/PEG-PCL hibrit sistemlerin
ozellikle siRNA ve plazmid DNA tasinmasinda yiiksek transfeksiyon verimi sundugunu
gostermektedir. Ornegin Liu ve ark. (2015), bu hibrit yapilarin serum varhiginda dahi yiiksek
stabilite gosterdigini ve siRNA ile hiicresel susturma etkinligini artirdigini bildirmistir (Liu
vd., 2015). Benzer sekilde Zhang ve ark. (2018), PEG-PCL katkihi DOTAP
nanopartikiillerinin tiimor hiicrelerinde daha uzun siireli gen ekspresyonu sagladigini

gostermistir (Zhang vd., 2018).

Nanopartikiil iiretiminde solvent evaporasyon yontemi kullanilmistir. Bu yontemde,
globiillerin emiilsifikasyonu ve stabilizasyonu iki onemli faktordir (Sharma vd., 2016).
Genel olarak, arastirmacilar nanopartikiillerin stabilizasyonunda bir ylizey aktif madde
kullanmaktadirlar. Nanopartikiil {iretiminde poli(vinil alkol) (PVA) genellikle stabilizator,
emiilgator ve yiizey kaplayici ajan olarak kullanilmaktadir. PVA, amfifilik yapisi sayesinde
hem sulu fazda ¢oziiniirliigii artirmakta hem de nanopartikiillerin yiizeyinde koruyucu bir
tabaka olusturarak agregasyonu engellemektedir (Zhang vd., 2020). Bu 6zellik, 6zellikle ¢ift
emiilsiyon (W/O/W) veya nanopresipitasyon yontemlerinde partikiil boyutunun kontrol
edilmesini ve homojen bir dagilim elde edilmesini kolaylastirir (Bilati, Allémann ve Doelker,

2005). Ayrica, PVA'nin hidrofilik hidroksil gruplari sayesinde nanopartikiil yiizeyinde

95



yiiksek kolloidal stabilite saglanmakta ve bu da plazmid DNA gibi hidrofobik ve/veya yiikli
biyomolekiillerin etkin enkapsiilasyonuna katkida bulunmaktadir (Sahoo vd., 2002). Bununla
birlikte, PVA’nin ylizeye adsorbe olmasi, nanopartikiil yiizeyinde hidrofilik bir bariyer
olusturarak sistemin biyouyumlulugunu artirir ve opsonizasyonu azaltarak dolagim siiresini
uzatir (Andhariya vd., 2017). Ancak bazi ¢aligmalarda, PVA’nin yiizeyde kalinti halinde
bulunmasinin, nanopartikiil yiizey Ozelliklerini ve yiikiinii degistirebilecegi, dolayisiyla
biyolojik etkilesimleri etkileyebilecegi de rapor edilmistir (Jain vd., 2010). Bu nedenle,
PVA’nin konsantrasyonu partikiil sentezinde kritik parametreler arasinda yer almaktadir.
Nanopartikiil onformiilasyon calismalarimiz sirasinda PVA konsantrasyonu ve miktariin
belirlenmesi kritik rol oynamis olup degerlendirmeler partkiil boyutu ve zeta potansiyelleri

iizerinden yapilmustir.

Genetik materyallerin hedef hiicreler tarafindan alimi boyut, sekil, yiizey yiikii,
hidrofobiklik ve hidrofiliklik gibi tasiyici sistemin 6zelliklerine de baglidir (Bachmann ve
Jennings, 2010). Nanopartikiil boyutu genetik materyalin hedef hiicre tarafindan etkili bir
sekilde almabilmeleri i¢in 6nemli bir faktordiir. Plazmid DNA yiiklii nanopartikiillerin
transfeksiyon etkinligi biiylik o6lciide partikiil boyutu ve zeta potansiyeline baghidir.
Literatlirde, 100-200 nm araligindaki nanopartikiillerin hiicre membranina daha etkin sekilde
internalize oldugu ve endositoz yoluyla hiicre igine aliminin arttigi bildirilmektedir (Zhang
vd., 2021). Ozellikle 150 nm’nin altindaki partikiiller, endositoz ve klatrin aracili giris
mekanizmalar1 agisindan daha avantajli kabul edilmekte, bu da gen taginim verimliligini
artirmaktadir (Lv vd., 2006). Daha biiyiik partikiiller (>300 nm) ise hiicre zarindan gegiste
zorlanmakta, fagositoz orani artmakta ve dolayisiyla transfeksiyon etkinligi azalmaktadir

(Jiang vd., 2020).

Zeta potansiyeli agisindan degerlendirildiginde, pozitif yiizey yiikiine sahip
nanopartikiiller (genellikle +20 ila +40 mV araliginda) hiicre yilizeyindeki negatif yiiklii
fosfolipit tabakalar ile elektrostatik etkilesime girerek hiicre alimini kolaylagtirmaktadir (Suk
vd., 2016). Katyonik lipid veya polimer bilesenlerinin (6rnegin DOTAP, PEI veya kitosan)
zeta potansiyeli artirdig1 ve plazmid DNA’nin negatif yiikiinli notralize ederek yogun, stabil
kompleksler olusturdugu rapor edilmistir (Gao vd., 2022). Ancak agir1 pozitif zeta
potansiyeli (>+50 mV), hiicre membraninda sitotoksisiteye yol agabileceginden, optimum

yiik dengesinin saglanmasi gereklidir (Xu vd., 2018).
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Bu c¢aligmada sentezlenen DOTAP/PEG-PCL temelli plazmid DNA vyiikli lipid—
polimer hibrit nanopartikiillerin (LPHNPs) fizikokimyasal ozellikleri incelendiginde, elde
edilen partikiil boyutu ve zeta potansiyel degerlerinin transfeksiyon etkinligi acisindan
literatiirle uyumlu aralikta oldugu belirlenmistir. Nanopartikiillerin ortalama partikiil
boyutunun 150-200 nm araliginda olmasi, hiicre zarindan endositoz yoluyla etkin bir sekilde

internalize edilmesini kolaylastirmaktadir (Zhang vd., 2021).

Zeta potansiyeli agisindan degerlendirildiginde, ¢aligmada elde edilen yaklagik +20 ila
+30 mV araligindaki pozitif yiizey yiikil, nanopartikiillerin negatif yiiklii plazmid DNA ve
hiicre membran fosfolipitleriyle elektrostatik etkilesime girmesi agisindan optimal kabul
edilmektedir (Suk vd., 2016). Katyonik lipid olan DOTAP, sistemdeki pozitif yiikiin temel
kaynagimi olusturarak DNA’nin negatif yiikiinii ndtralize etmis ve yogun, stabil
komplekslerin olusumuna katkida bulunmustur (Gao vd., 2022). Ayrica, PEG-PCL
kopolimerinin sistemde bulunmasi, partikiillerin kolloidal stabilitesini artirmis, agregasyonu

onlemis ve biyouyumlulugu iyilestirmistir (Xu vd., 2018).

Bununla birlikte, zeta potansiyel degerinin asir1 yiiksek olmamasi (+40 mV f{izeri)
sayesinde, sistemin sitotoksisite riskinin diisiikk oldugu disiiniilmektedir. Bu durum, DOTAP
ile PEG-PCL arasinda saglanan yiik dengesi sayesinde elde edilmistir. Bu sonuglar, hibrit
nanopartikiil sisteminin yiiksek stabilite, hiicre i¢i alim kolayligi ve uygun biyouyumluluk
ozellikleriyle, plazmid DNA’nin etkin tasinimi ve transfeksiyon ig¢in uygun bir tasiyici

platform sundugunu gdstermektedir.

Elde edilen nihai formiilasyonun ortalama partikiil boyutu 176,3 nm, zeta potansiyeli
ise +23,22 mV olarak belirlenmistir. Literatiire gére gen tasiyict nanopartikiillerde 100—200
nm araliginda partikiil boyutu, hiicre zarindan endositoz yoluyla etkin alimi desteklemekte;
20-30 mV araliginda pozitif zeta potansiyel ise DNA’nin negatif yiikiiyle elektrostatik
etkilesimi artirarak hiicre membrani ile baglanmay1 kolaylastirmaktadir (Hu vd., 2019; Chan
vd., 2021). Bu bulgular 1518inda, calismada elde edilen nanopartikiillerin boyut ve zeta
potansiyel degerleri degerlendirildiginde, sistemin hiicrelerle etkilesimi ve transfeksiyon
verimliligi bakimindan optimal aralikta oldugu sdylenebilir. Basariyla gerceklestirilen HEK-
293 hiicre hatt1 transfeksiyon sonuglarim da bunu kanitlar niteliktedir. Dolayisiyla
nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zelliklerinin uygun sekilde optimize edilmesi, gen taginimi

ve ekspresyon etkinligi agisindan belirleyici bir faktor olarak degerlendirilmektedir.
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Plazmid DNA yiikli nanopartikiillerin transfeksiyon etkinligi, yalmizca partikiil
boyutu ve ylzey yiki gibi fizikokimyasal parametrelere degil, aym1 zamanda
nanopartikiillere yiliklenen plazmid miktarina da dogrudan baglhdir. Literatiirde, gen tastyici
sistemlerde yiiksek DNA yiikleme oranlarmin (6rnegin 5-20 pg) hiicrelere tasman gen
miktarin1 artirarak transfeksiyon verimliligini yiikselttigi, ancak asirt DNA yiiklemesinin
partikil stabilitesini azaltabilecegi bildirilmistir (Gao vd., 2022; Liu et vd., 2019). Ayrica,
fazla DNA yiiklemesi nanopartikiil ylizeyinde agregasyona neden olabilmekte ve partikiiliin
kolloidal stabilitesini diistirebilmektedir (Jiang vd., 2020). Bu durum, DNA yiiklemesi ile
nanopartikiil yiizey oOzellikleri arasinda dikkatli bir denge optimizasyonu gerektirdigini

gostermektedir.

e-GFP plazmidiyle yapilan ¢aligmalarda da benzer egilimler gézlenmistir. Zhang ve
arkadaslar1 (2021), 2—10 pg araliginda yiiklenen e-GFP plazmidinin, HEK-293 hiicrelerinde
transfeksiyon etkinligini doz bagimli bi¢imde artirdigini, ancak 10 pg {iizerindeki
konsantrasyonlarda floresan yogunlugunda azalma ve hiicre canlilifinda diisiis meydana
geldigini bildirmistir. Bu durum, yiiksek DNA miktarinin nanopartikiil sistemlerinde yiik
dengesizligi ve toksisite olusturabilecegini gostermektedir. Dolayisiyla, tez ¢alismamizda
kullanilan e-GFP plazmid miktarinin optimize edilmesi hem nanopartikiil stabilitesi hem de

transfeksiyon etkinligi agisindan kritik 6nem tagimaktadir.

Tezimiz kapsaminda ilk olarak hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda e-GFP plazmid DNA
yiikli DOTAP/PEG-PCL temelli lipid—polimer hibrit nanopartikiiller kullanilarak 50 pg
plazmid DNA yiiklemesinin transfeksiyon etkinligi iizerindeki etkisi degerlendirilmistir.
Elde edilen bulgulara gére, bu miktarda DNA yiiklemesiyle hazirlanan nanopartikiillerde
transfeksiyon etkinligi gézlemlenmemis olup floresan mikroskobu incelemelerinde yesil
floresan 1s1ma goriilmemistir. Bu sonug, 50 pug DNA yiiklemesinin, etkin gen ekspresyonu
icin uygun olmadigini géstermis olup hiicrelerde yiik dengesizligi ve toksisite olusturmustur.
Bu durum literatiirde Gao ve ark., (2022) tarafindan da belitilen asir1 DNA yiiklemesinin
partikill stabilitesini azaltarak hiicre toksisitesini arttig1 yoniinde sunulan verileri

dogrulamaktadir.

Zhang ve arkadaslarinin (2021) calismasinda, 10-20 pg araliginda e-GFP plazmid
yiiklemesi yapilan nanopartikiillerde, transfeksiyon etkinliginin yiiksek floresan sinyaliyle
dogrulandig1, ancak bu degerin iizerinde yapilan yliklemelerde DNA fazlaligina bagl yiizey

dengesizlikleri ve azalan hiicre canliligi gozlendigi bildirilmistir. Bu baglamda, 20 pg
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plazmid yiliklemesinin {ist sinirda ancak optimum etkinlikte oldugu, sistemin yiiksek gen
ekspresyonu ve kabul edilebilir hiicre canliligt arasinda denge sagladigi
degerlendirilebilmektedir. Bir sonraki hiicre kiiltiirii calismalarimizda bahsi gegen literatiir
yorumlanarak e-GFP plazmid DNA yiikli DOTAP/PEG-PCL temelli lipid—polimer hibrit
nanopartikiiller kullanmlarak 20 pg plazmid DNA yiliklemesinin transfeksiyon etkinligi
iizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Elde edilen bulgulara gore, bu miktarda DNA
yiikklemesiyle hazirlanan nanopartikiiller transfeksiyon etkinligi gostermis ve floresan
mikroskobu incelemelerinde belirgin yesil floresan 1s1ma gozlenmistir. Bu sonug, 20 pg
DNA yiiklemesinin, sistemde etkin gen ekspresyonu icin yeterli miktarda DNA
tasiyabildigini gdstermektedir.

Sonu¢ olarak, calismada kullanilan 20 pg e-GFP plazmid DNA yiiklemesi,
DOTAP/PEG-PCL hibrit nanopartikiil sisteminde yiiksek transfeksiyon etkinligi elde etmek
icin uygun bir miktar olarak goriilmektedir. Elde edilen sonuglar, literatiirde bildirilen
optimal plazmid miktarlariyla uyumlu olup, formiile ettigimiz non-viral tasiyici hibrit

platformun gen ekspresyonu saglarken hiicre canliligini koruyabildigini gostermektedir.

On Formiilasyon calismalarinda literatiir arastirmalari sonucu belirlenen kritik
parametreler dogrultusunda sirasiyla sonikasyon siiresi, sonikasyon giicii, i¢/dis faz oranlari,
etkin madde ve polimer miktarlar1 degistirilerek farkli formiilasyonlar hazirlanmis; degisen
parametrelerle iiretilen nanopartikiillere iliskin partikiil boyutu, partikiill dagilim, zeta
potansiyeli yiizde yiikkleme etkinligi bulgular literatiir dogrultusunda degerlendirilerek final

formiilasyona karar verilmistir.

Bo6lim 3.1.4’de sunulan in-vitro etken madde salim ¢alismalrina dair elde edilen
sonuglar degerlendirildiginde nanopartikiil formiilasyonundan plazmid DNA’nin 24 saat
iginde bir burst salim gosterdigi goriilmektedir. Nanopartikiil formiilasyonunun “patlama”
salimi (burst release) sonrasinda 24 saat iginde enkapsiile edilmis plazmid DNA’nin yaklasik
%%43,89’sini aciga ¢ikardigr goriilmektedir. Nanopartikiil formiilasyonu 96 saatte platoya

ulasarak yiiklenen plazmid DNA’nin ortalama %57’sini salmustir.

Bu calismada hazirlanan plazmid DNA yiiklii lipid-polimer hibrit nanopartikiillerin
(DOTAP/PEG-PCL temelli) in vitro salim profili incelendiginde, formiilasyonun ilk
saatlerde hizli bir ilag salim gerceklestirdigi goriilmekte olup bu durum partikiil ylizeyinde

adsorbe halde bulunan veya zayif sekilde matrikse tutunmus DNA’nin difiizyonuyla
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aciklanabilmektedir. Ardindan salim hizinin giderek azalarak 96. Saatte yaklagik %57
diizeyinde plato ¢izdigi gozlenmistir. Literatiir arastirmasi yapildiginda bu durum, tipik
olarak polimerik tasiyici sistemlerde goriilen baglangi¢ “burst” salim fenomeni ile
aciklanabilir. Baslangicta yiizeyde tutunmus etkin maddenin hizla salinmasi, daha sonraki
zamanlarda ise matriksin i¢ kisimlarina gomiilii molekiillerin difiizyon kontrollii

mekanizmalarla daha yavas salinmasi s6z konusudur (Siepmann ve Peppas, 2011).

Korsmeyer—Peppas modeli ile hesaplanan salim iissii (n = 0.482) 0,45-0,89 araliginda
yer almakta olup, bu deger salim mekanizmasimin “anomalous (non-Fickian) diflizyon”
karakterinde oldugunu gdstermektedir. Bu durumda salim hem polimer matriks igerisindeki
difiizyon siireglerine hem de polimerin sisme veya kismi degradasyonuna baglidir (Peppas ve
Sahlin, 1989; Ritger ve Peppas, 1987). Literariirde yer alan bu bulgular, 6zellikle PEG-PCL
ve DOTAP igeren hibrit sistemlerde daha once bildirilen sonuglarla ve tez ¢alismamiz
kapsaminda elde ettigimiz salim verileri ile uyumludur. (Chan vd., 2023; Gajbhiye vd.,
2023).

Calismamizda gozlenen ilk hizli salim fazi, DOTAP’1n yiiksek yiizey yiikii ve DNA
ile elektrostatik etkilesiminin ylizeydeki DNA’nin kismen zayif baglanmasina neden
olabilecegi seklinde yorumlanabilir. Ayrica, PEG zincirlerinin hidrofobik PCL matriks
tizerindeki hidrofilik kalkan etkisi, su penetrasyonunu artirarak baslangigta daha hizli bir
salimin gergeklesmesine katkida bulunmus olabilir (Chan vd.,2010). Sonraki yavas fazda ise
PCL segmentlerinin kademeli hidrolizi ve matriks icerisindeki DNA’nin difiizyonu baskin
hale gelmistir. Sonug olarak, elde edilen kinetik veriler plazmid DNA’nin kontrollii ve
uzatilmus siireli salimin1 miimkiin kilan bir sistemin gelistirildigini gdstermektedir. Ozellikle
Weibull ve Korsmeyer—Peppas modellerine uyum, sistemin hem difiizyon hem de
degradasyon kontrollii bir salim mekanizmasina sahip oldugunu ortaya koymustur. Bu tiir
hibrit sistemler, gen terapisi uygulamalarinda hedefe yonelik ve uzun siireli gen ekspresyonu

saglamak acisindan énemli bir potansiyele sahiptir.

Tez c¢aligmas1 kapsaminda, LPHNP formiilasyonlarinin morfolojik olarak
incelenmesinde TEM goriintiileme teknigi kullanilmistir. 3.1.7. béliimiinde nanopartikiillerin
partikiil biiyiikliigii ve yiizey yapilarmin karakterizasyonuna ait sonuclar verilmistir. t TEM
goriintiileri incelendiginde LPHNP formiilasyonlarin agrege olmadigi, diizgiin ylizeyli ve
kiiresel yapida oldugu ve koyu renkli polimer ¢ekirdegini ¢evreleyen daha agik renkli lipid
tabakasina sahip oldugu goriilmektedir. LPHNP formiilasyonlarina ait koyu renkli polimer
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cekirdek ve agik renkli lipit tabakasi goriintiisiiniin literatiirdeki diger LPHNP
formiilasyonlarindaki TEM goriintiilerinde de benzer oldugu goriilmiistiir (Chan vd., 2009).
Koyu renkli polimer ¢ekirdek etken maddenin yiiklenmesi ve nanopartikiillerden kontrollii
salimin gergeklesmesi i¢in gerekli bir yapiyken; agik renkli lipit tabakasi nanopartikiillerin
dis kabugunu ve ylizeyinin olusturarak stabiliteyi saglayarak agregasyonu énlemek ve hedef

hiicreler/dokular ile etkilesim i¢in gerekli bir yapidir (Ghajbhei vd., 2023).

Sekil 3.15’te sunulan TEM goriintiisii incelendiginde nanopartikiillerin kiiresel 6zellik
gosterdigi, monodispers bir dagilim sergiledigi ve agregasyon olusturmadigi
gozlemlenmektedir. TEM goriintiilerinde polimer ¢ekirdek yapisi daha koyu kontrasth ve
kompakt olarak gozlemlenirken lipid tabaka yapisi, ¢ekirdegin etrafinda daha agik kontrastl
ve ince bir zar yapisi seklinde gozlemlenmektedir. Partikiillerin belli kisimlarda agregasyona
egilimli olmas1 ve diizensiz yap1 sergilemesi partikiillere yiliklenen plazmid DNA yapisinin
varligimi gostermektedir. Ayrica formiillerde TEM ile gbzlemlenen partikiil boyutunun foton
korelasyon spektroskopisi yontemi ile Ol¢iilen ortalama partikiill boyutundan daha kiigiik
oldugu goriilmiistiir. Bunun sebebi ise analiz sirasinda nanopartikiillere kurutma isleminin
yapilmast nedeniyle partikiillerin boyutunun kiicilmesidir. Elde edilen goriintiilerdeki
diizgiin morfolojideki partikiillere dayanarak basarili bir sekilde nanopartikiil formiilasyonu

hazirlandigini s6ylememiz miimkiindiir.

Plazmid ile hazirlanan nanopartikiillerin morfolojik o6zellikleri Taramali Elektron
Mikroskopu (SEM) ile incelenmistir. 3.1.8’de nanopartikiillerin yiizey yapilarinin
karakterizasyonuna ait sonuglar verilmistir.  Sekil 3.16’dea sunulan SEM goriintiisii
incelendiginde nanopartikiillerin LPHNP formilasyonlarinin yiizeylerinin piiriizsiiz oldugu

ve genellikle yuvarlak yapiya sahip olduklari gozlemlenmektedir.

Boliim 2.3.6°dea belirtildigi sekilde gergeklestirilen stabilite ¢aligmalari sonucunda ilk
3 giin boyunca partikiil boyutu ve zeta potansiyelinde anlamli bir degisim gézlenmemistir.
Bu durum, lipid ve polimer bilesenleri arasindaki giiclii elektrostatik etkilesimlerin sistemin
kolloidal stabilitesini korudugunu gostermektedir. 7. giin itibariyla partikiil boyutunda sinirl
bir artis (yaklasik %5-8) ve zeta potansiyelinde hafif azalma gozlenmis; bu degisim,
partikiiller aras1 ylizey etkilesimlerinin ve potansiyel aglomerasyon egiliminin basladigina
isaret etmistir. Enkapsiilasyon verimi (EE%) agisindan bakildiginda, 4 °C’de saklanan
orneklerde 7 giin boyunca DNA kayb1 %5’in altinda kalmistir. Bu durum, DOTAP-PEG-
PCL gibi bilesenlerin olusturdugu ¢ift fazli lipid—polimer yapmin DNA’y1 cevresel

101



etkilerden etkin bigimde korudugunu gostermektedir. PEG-PCL polimerinin saglam yapisi
ve DOTAP Kkatyonik lipidinin elektrostatik stabilizasyonu, sistemin hem fiziksel hem de
kimyasal dayamikliligimi artirmaktadir. Ayn1 zamanda diisiik sicaklikta depolama, lipid
tabakasinda faz ayrismasint ve DNA’min denatiirasyonunu Onlemekte, ayni zamanda
DNA’nin biyolojik biitiinliigiinii uzun siire korumasina olanak saglamaktadir. Benzer
sekilde, Chan vd., (2010) ve Gajbhiye vd., (2023) tarafindan yapilan ¢alismalarda da 4 °C’de
saklanan lipid—polimer hibrit nanopartikiillerin boyut, yiikk ve enkapsiilasyon verimi
acisindan yiiksek stabilite gosterdigi rapor edilmistir. Bu bulgular, mevcut sistemin soguk

zincir kosullarinda uzun siire saklanabilir ve taginabilir oldugunu desteklemektedir.

Diferansiyel taramali kalorimetri (DSC), numunelerin fiziksel o6zelliklerindeki
degisimi ve sicakligin zamana kars1 degisimini 6lgen bir termal analiz yontemidir (imamoglu
vd., 2022). Plazmid ile hazirlanan final nanopartikiil formiilasyonunun DSC analizi ile

termal ozellikleri belirlenerek, enkapsiilasyon dogrulanmasi yapilmustir.

PEG-PCL’ye ait termogramda 53,16 °C’de endotermik pik goriilmektedir. Bu piklerin
PEG-PCL’ye ait oldugu yapilan literatiir taramasi ile dogrulanmistir (Li ve ark., 2018).
Plazmid yiiklii formiilasyonun termogrami incelendiginde plasmid DNA’ya ait pik
gozlemlenmemistir. Polimer ve lipid etkilesimi sonucu meydana gelen pikler goriilmektedir.
Ayni sekilde bos nanopartikiilde de sadece polimer ve lipid etkilesimine ait pikler
goriilmektedir. Plazmid DNA yiiklenmesini takiben PEG-PCL’in erime pikinde genigleme
catallanma tespit edilmistir. Bu degisim, plazmid DNA’nin lipid ve polimer zincirleriyle
elektrostatik ve/veya hidrojen baglari araciligiyla etkilesime girdigini ve sistemin kristalin
diizenini kismen bozdugunu gostermektedir. Lipid yapisina ait erime sicakliginda
calisilamadigi igin lipid pikleri gézlemlenememistir. Yiksek sicakliklarda lipidin yanma
pikleri gézlemlenmistir. Bu durum formiilasyon iiretimi sirasinda buz kullanilarak hazirlanan
calisma ortaminin lipid acgisindan etkisini dogrulamaktadir. DSC termogramlarina ait tiim bu
sonuglar nanopartikiil yapisinda bulunan maddelerin homojen bir sekilde polimer ve lipid ile

birlikte nanopartikiil yapis1 i¢ine enkapsiile oldugunu gostermektedir.

Calismada, e-GFP plazmid DNA yiiklii DOTAP/PEG-PCL temelli nanopartikiillerin
hiicrelere gen aktarim potansiyelini degerlendirmek amactyla HEK-293 hiicre hattinda hiicre
canliligt ve transfeksiyon etkinligi incelenmistir. Elde edilen sonucglarda, nanopartikiil

uygulamasii takiben hiicre morfolojisinde belirgin bir bozulma goézlenmemis, hiicre
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canliligi korunmustur. Bu bulgu, kullanilan lipid—polimer hibrit nanopartikiil platformunun

biyouyumlu ve diisiik sitotoksisiteli bir tasiyici sistem oldugunu gostermektedir.

Transfeksiyon etkinligi floresan mikroskobu altinda e-GFP ekspresyonunun
gozlenmesi ile degerlendirilmis ve lipid-polimer hibrit nanopartikiillerle muamele edilen
hiicrelerde belirgin yesil floresan 1s1ma saptanmistir. Bu 1s1ma, plazmid DNA’nin hiicre igine
basariyla tasindigini ve genin hiicre i¢inde eksprese edildigini dogrulamaktadir. Benzer
sekilde, Zhang ve arkadaslar1 (2021), e-GFP plazmid yiikli nanopartikiillerle yapilan
calismalarda 150-200 nm boyutundaki partikiillerin HEK-293 hiicrelerinde yiiksek diizeyde
yesil floresan ekspresyonu sagladigini bildirmistir. Bu sonuglar, ¢alismada elde edilen
partikiil boyutunun ve zeta potansiyelinin hiicre i¢ci alim ve gen ekspresyonu acisindan

optimum aralikta oldugunu desteklemektedir.

% transfeksiyon etkinligi tayini caligmalarinda farkli miktarlarda katyonik lipid
(DOTAP) igeren lipid—polimer hibrit nanopartikiiller (NP28, NP29 ve NP31) sentezlenmis
ve bu formiilasyonlarin HEK-293 hiicre hattinda plazmid DNA tasima transfeksiyon
etkinlikleri doz bagimli olarak degerlendirilmistir. DOTAP miktarindaki degisimin
nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zelliklerini ve transfeksiyon verimini Onemli Olgiide

etkiledigi gdzlenmistir.

Elde edilen sonuglara gore, DOTAP miktarinin artisi ile birlikte nanopartikiillerin zeta
potansiyeli yiikselmig (NP31: +16.98 mV — NP29: +23.22 mV — NP28: +25.6 mV) ve
partikiil boyutu hafif azalmistir (181 nm — 168 nm). Bu durum, katyonik lipid iceriginin
artistyla yiizey yikk yogunlugunun artmasindan ve polimer fazin daha siki bir gekilde
organize olmasindan kaynaklanabilir (Chan vd., 2009; Zhang vd., 2018). Yiizeydeki pozitif
yiik, negatif yikli plazmid DNA’nin elektrostatik olarak baglanmasini kolaylastirarak

partikiil stabilitesini ve komplekslesme kapasitesini artirmigtir.

Transfeksiyon sonuglart incelendiginde, DOTAP miktar1 1 mg olan NP28
formiilasyonu 0.5, 1 ve 2 ug dozlarinda sirasiyla %41.48, %22.85 ve %?25.64 oranlarinda
transfeksiyon verimi gostermistir. DOTAP miktar1 0.5 mg olan NP29 formiilasyonunda bu
oranlar sirasiyla %55.06, %44.27 ve %43.39 iken, en diisik DOTAP miktarina 0.25 mg
sahip NP31 formiilasyonu %30.80, %23.61 ve %23.20 oranlarinda transfeksiyon saglamistir.
Bu sonuglar, DOTAP miktar ile transfeksiyon etkinligi arasinda dogrusal olmayan bir iliski

oldugunu gostermektedir.
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Orta diizeyde DOTAP igeren NP29 formiilasyonunun, hem diisiik toksisite hem de
yiiksek transfeksiyon verimi saglamasi dikkat cekicidir. Literatiirde de benzer sekilde,
katyonik lipid oraninin asir1 artirilmasinin hiicre zarina zarar vererek transfeksiyon
etkinligini disiirebilecegi bildirilmistir (Lv vd., 2006). DOTAP, yiiksek pozitif yiike sahip
bir lipid oldugundan, plazmid DNA’y1 etkin bicimde kompleksleyebilse de hiicre
membraninda por olusumuna ve iyon dengesizligine neden olarak endozomal kagis
zorlastirabilmektedir (Wasungu ve Hoekstra, 2006). Bu nedenle, belirli bir esigin lizerindeki

yiizey yiikii artisi, transfeksiyon etkinliginde diisiise yol agmaktadir.

Calismamizda NP29 formiilasyonunun (DOTAP 0.5 mg; +23.22 mV) en yiiksek
transfeksiyon oranini gdstermesi, yiiksek yiik ile toksisite arasinda optimum dengeyi temsil
ettigini gostermektedir. Gajbhiye ve ark. (2023), +20 ila +25 mV zeta potansiyeline sahip
lipid-polimer hibrit sistemlerin maksimum gen ekspresyonu sagladigini ve bu araligin hem
membran etkilesimi hem de hiicre i¢i tasinim agisindan ideal oldugunu bildirmistir. Bu

durum, ¢aligmamizda NP29 formiilasyonunun gozlenen basarisiyla uyumludur.

DOTAP igeriginin en yiiksek oldugu NP28 formiilasyonu ise, plazmid DNA ile giiclii
kompleksler olusturmasina ragmen hiicre zarinda asir1 elektrostatik etkilesimler nedeniyle
transfeksiyon verimini diigiirmiistiir. Bu durum, yiiksek yiizey potansiyelinin membran
flizyon dinamiklerini bozarak endozomal salinimi siirlandirdigi yoniindeki raporlarla da
paralellik gostermektedir (Huang vd., 2015; Liu vd., 2020). Diger taraftan, DOTAP
miktarinin fazla azaltildigit NP31 formiilasyonu, diisiikk yiizey yiikii nedeniyle DNA
baglanma kapasitesinin ve hiicre ylizeyine tutunmanin azaldigimi gostermektedir. Benzer
sekilde, Zhang ve ark. (2018) zeta potansiyeli +15 mV un altina distiiglinde gen ekspresyon

diizeyinin belirgin bi¢cimde azaldigin1 belirtmigtir.

Doz etkisine bakildiginda, tim formiilasyonlarda 0.5 ug dozunun en yiiksek
transfeksiyon oranini sagladigi, 1 ve 2 pug dozlarinda ise verimin azaldigi goriilmiistiir. Bu
durum, yliksek DNA miktariin partikiil yiizeyinde asir1 yiiklenmeye neden olarak DNA
aglomerasyonu ve partikiil kararsizligina yol acabilecegini gostermektedir (Kobayashi vd.,
2001; Sahay vd., 2010). Ayrica yiiksek dozlarda hiicre membraninda asir1 yiik birikimi
sonucu sitotoksisite gelismesi, transfeksiyon etkinligini dolayli olarak diistirmektedir (Lv
vd., 2006).
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Genel olarak, bu bulgular DOTAP miktar1 ve dozun, lipid—polimer hibrit
nanopartikiillerin gen tagima etkinliginde kritik belirleyiciler oldugunu ortaya koymaktadir.
En yiiksek transfeksiyon verimi, DOTAP miktarinin 0.5 mg oldugu NP29 formiilasyonunda
ve 0.5 pg dozunda elde edilmistir. Bu sonug, literatiirde de sik¢a vurgulanan “orta diizey
katyonik yiik—yliksek transfeksiyon” dengesini desteklemektedir (Guo vd., 2018; Li vd.,
2020). Dolayisiyla bu formiilasyon, plazmid DNA tasinmasinda hem etkinlik hem de

biyouyumluluk agisindan optimal bilesimi temsil etmektedir.

NP29 formiilasyonuna ait plazmid DNA salim profili incelendiginde, salimin ilk 6
saatte hizl1 bir sekilde artarak %23,17’ye ulastig1, 24. saatte %43,89 ve 48. saatte %52,53
seviyelerine ¢iktig1 goriilmiistiir. Bu bulgu, sistemde belirgin bir iki asamali salim davranisi
bulundugunu ortaya koymaktadir. ilk faz, nanopartikiil yiizeyine zayif sekilde bagh
DNA’nin ¢oziinmesiyle iliskili olan “burst release” karakterindedir; ikinci fazda ise
nanopartikiil matrisinin hidrasyonu ve polimerik agin gevsemesiyle difiizyon kontrollii salim

meydana gelmektedir (Danhier vd., 2012; Makadia ve Siegel, 2011).

Ozellikle 48. saatte gdzlenen %52,53’liik salim, plazmid DNA’nin yaklasik yarisinin
ortamda serbest hale geldigini ve bu zaman noktasiin sustained release fazinin baslangici
oldugunu gostermektedir. Bu diizeydeki salim, hiicre i¢i transfeksiyon etkinligi agisindan
oldukga kritik olup, literatiirde birgok ¢alismada maksimum gen ekspresyonunun 24—72 saat
araliginda gergeklestigi bildirilmistir (Lv vd., 2006; Zhang vd., 2020). Dolayisiyla, NP29
formiiliinde 48. saat civarinda elde edilen bu denge noktasi, hem yiiksek DNA mevcudiyetini
hem de diistik toksisiteyle siirdiiriilebilir gen ekspresyonunu desteklemektedir. Ayrica, salim
profilinin 48. saate kadar kademeli bir sekilde artmasi, hiicre ortaminda DNA’nin uzun siireli
bulunmasimi saglayarak transfeksiyonun siirdiiriilebilirligine katki saglamistir. Benzer
sekilde, Park ve arkadaglar1 (2022), hibrid lipid—polimer nanopartikiillerde 48-72 saat
boyunca kademeli niikleik asit saliminin, hiicre i¢i gen ekspresyonunu giiclendirdigini ve ani
salima kiyasla daha uzun siireli protein iiretimi sagladigini rapor etmistir. Bu sonuglar,
caligmadaki transfeksiyon oranlariyla da uyumludur. NP29 formiiliinde elde edilen orta
diizeyde yiizey yiikii, hem yeterli hiicre i¢i alim hem de minimal toksisiteyle sonuglanmig ve
en yiksek transfeksiyon veriminin gozlenmesine neden olmustur (%55,06). DOTAP
oraninin yiiksek oldugu NP28 formiiliinde hiicre canlilig1 azalmis ve yiiksek zeta potansiyeli
nedeniyle DNA’nin hizli ancak toksik etkilesimlerle salindig1 diisliniilmektedir. Buna karsin,
NP31 formiiliinde diisik DOTAP miktar1 ve +17 mV civarindaki zeta potansiyeli, DNA

baglanmasini ve salim hizimi azaltarak transfeksiyon etkinligini siirlamigtir. NP29 formiilii
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DOTAP igerigi, partikiil boyutu, zeta potansiyeli ve 48. saate kadar kademeli salim profili
acisindan optimum gen tastyict Ozellikleri gostermektedir. Bu denge, gen terapisi
uygulamalarinda hem etkinlik hem de biyouyumluluk bakimindan 6nemli bir avantaj

saglamaktadir.

Sekil 3.19°da belirli konsantrasyonlarda (0,5 pg/ml, 1 pg/ml, 2 ug/ml) e-GFP plazmid
yiikli nanopartikiiller ile yapilan akis sitometrisi analizine ait 48. saat hiicre canlilig
sonuglart gosterilmektedir. Calismamizin bu kisminda, farkli oranlarda DOTAP igeren lipid-
polimer hibrit nanopartikiiller (NP 28, NP 29 ve NP 31) hazirlanarak, HEK-293 hiicre hatt1
iizerinde doz bagimli hiicre canlilig1 testleri gergeklestirilmistir. Caligmanin temel amaci,
DOTAP miktarindaki degisimin partikiiliin fizikokimyasal o6zelliklerine (boyut, zeta
potansiyeli) ve hiicre canliligina etkisini degerlendirmektir. Elde edilen veriler, DOTAP
icerigi arttikga hiicre canliliginin azaldigimi, partikiil boyutunun kiigiildiigiinii ve zeta

potansiyelinin arttigini géstermistir.

DOTAP miktarina bagl olarak elde edilen formiilasyonlardan NP 28 (1 mg DOTAP)
168 nm boyut ve +25.6 mV zeta potansiyeli ile en yiiksek pozitif yiizey yiikiine sahip olmus,
bu formiilasyonda 0.5, 1.0 ve 2.0 pg dozlarda sirasiyla %73,73, %61,87 ve %54,7 oraninda
hiicre canlilig1 elde edilmistir. DOTAP miktarinin 0,5 mg oldugu NP29 formiilasyonu 176
nm boyut ve +23.22 mV zeta potansiyeli ile daha diisiik yiik yogunluguna sahip olup, hiicre
canliligr sirasiyla %75,69, %69,67 ve %66,73 olarak ol¢iilmiistiir. En diisik DOTAP
igerigine (0,25 mg) sahip NP31 formiilasyonu ise 181 nm boyut, +16.98 mV zeta potansiyeli
ve sirastyla %78,82, %74,35 ve %066,73 hiicre canliligi ile en yiliksek dizeyde

biyouyumluluk géstermistir.

Katyonik lipidler, gen tasiyici sistemlerin DNA veya RNA ile kompleks olusturma
kapasitesini artirmakla birlikte, yliksek ylizey yiikii nedeniyle hiicre toksisitesine yol
acabilmektedir (Lv vd., 2006; Filion ve Phillips, 1997). DOTAP gibi kuaterner amonyum
grubu iceren lipidler, hiicre zarmin negatif yiikli fosfolipidleriyle elektrostatik olarak
etkilesir; bu durum membran biitiinliigiiniin bozulmasina, iyon dengesinin kaybina ve
lizozomal stres olusumuna neden olabilir (Zuhorn vd., 2002; Lv vd., 2006). Calismamizda
DOTAP miktarindaki artisgla gozlenen hiicre canliligi azalmasi, bu mekanizma ile
uyumludur. Ozellikle 1 mg DOTAP iceren NP 28 formiilasyonunda gdzlenen %50 nin altina
yaklasan canlilik, yiiksek katyonik yiikiin hiicre membraninda kalic1 hasar olusturabilecegini

gostermektedir.
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Doz-cevap analizi agisindan bakildiginda, her ii¢ formiilasyonda da artan dozlarla
birlikte hiicre canlilifinda kademeli azalma saptanmistir. Bu durum, doz bagimli toksisite
profiline igaret etmektedir. Benzer sekilde, Wang ve arkadaslar1 (2017) nanopartikiillerin
yiiksek konsantrasyonlarda hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerini (ROS) artirarak oksidatif strese

ve apoptoza neden olabilecegini bildirmistir.

Literatiirde, DOTAP temelli lipid-polimer hibrit nanopartikiillerin gen tasima
sistemlerinde siklikla kullanildig1 ve transfeksiyon etkinligi ile sitotoksisite arasinda denge
kurulmasinin kritik oldugu belirtilmektedir (Guo vd., 2018; Zhang vd., 2022). PEG-PCL
polimeriyle stabilize edilmis sistemlerde DOTAP miktarinin kontrollii artirilmasi, DNA
komplekslesmesini artirmakta ancak asir1 kationik yiik hiicre membran biitiinliigiinii bozarak
viabiliteyi azaltmaktadir (Zhang vd., 2018; Gajbhiye vd., 2023). Bu bulgular, ¢alismamizda
gozlenen DOTAP miktarina bagl canlilik degisimleriyle paralellik géstermektedir.

Sonu¢ olarak, c¢alismamizda DOTAP miktarinin optimize edilmesinin hem
nanopartikiil kararliligit hem de biyouyumluluk agisindan kritik 6neme sahip oldugu
belirlenmistir. Elde edilen veriler 0,25-0,5 mg DOTAP iceren formiilasyonlarin (NP31 ve
NP29) +17-23 mV zeta potansiyel araliginda, diisiik toksisite ve yiiksek hiicre canliligi
saglayarak gen tasiyici sistemler ig¢in en uygun lipid oranini temsil ettigini gostermektedir.
Bu sonuglar, gen terapisi uygulamalarinda yiiksek transfeksiyon etkinligi ile minimal
sitotoksisite arasinda denge kurabilen nanopartikiil sistemlerinin gelistirilmesine katki

saglayacak niteliktedir.

ISO 10993-5'e (2009) gore, in vitro sitotoksisite testinde giivenli olarak kabul
edilebilir minimum hiicre yasayabilirligi sinir1 %70 olup nanopartikiil formiilasyonlarimizin
0,5 pg/ml uygulanan konsantrasyonlarinda canlilik bu seviyeye diismemistir. Sonug olarak
PEG-PCL polimeri ve DOTAP kullanilarak hazirlanan e-GFP yiiklii nanopartikiil
formiilasyonunun giivenilirligi formiilasyonlarimizin 0,5 pg/ml uygulanan konsantrasyonlari

igin in vitro hiicre canliligi ¢aligmalari ile kanitlanmustir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez calismast kapsaminda, gen tedavisine yonelik nanotasiyict platformlarin
gelistirilmesi siireci eczacilik teknolojisi perspektifinden ele alinmistir. Bu dogrultuda, PEG-
PCL polimeri ve DOTAP katyonik lipidi kullanilarak daha 6nce ¢alisiimamus lipid-polimer
hibrit nanopartikiil formiilasyonu tasarlanmis ve tasiyici sistem igine plazmid DNA (e-GFP)
enkapsiile edilmistir. Calismadan elde edilen bulgular dogrultusunda ulasilan sonuglar ve

gelistirilen Oneriler asagida 6zetlenmistir.

e Gen tedavisi amagli nanotasiyict platformlar gelistirmek amaciyla model plazmid
olarak transfeksiyon etkinligini gésterme giicii birgok ¢aligmada kanitlanmis olan p-
EGFP ile daha once ¢alisgilmamig bir lipid-polimer hibrit nanopartikiil formiilasyonu
hazirlanmis ve plazmid yapisinin gelistirilen formiilasyonlara %97 oraninda etkin bir

sekilde yiiklendigi goriilmiistiir.

e S/Y/S ¢ift emiilsiyon-¢oziici buharlastirma yontemi ile lipid-polimer hibrit
nanopartikiilleri hazirlanmis ve plazmid DNA yapisinin hiicreler tarafindan alim
saglanarak transfeksiyon etkinliginin ger¢ceklesmesine olanak saglayan partikiil boyutu
ve dagilimina (partikiil boyutu < 200 nm, PDI < 0,3) sahip formiiller iiretilmistir.
Caligmalar sirasinda bir¢ok formiilasyon parametresi karsilastirilmig ve boyutu 200

nm’nin altinda olan formiiller tiretilmistir.

e Model plazmid olarak kullanilan e-GFP plazmidi ile yapilan ¢aligmalar sonucunda
nanopartikiiller morfolojik olarak incelendiginde partikiillerin kiiresel oldugu,
monodispers sekilde dagildigi ve agregasyon olusmadigi; termal olarak incelendiginde
ise e-GFP plazmidinin NP formiilasyonu igine tamamen enkapsiile edildigi

dogrulanmistir.
e 4 °C yapilan stabilite caligmalar1 sonucunda 1 hafta siireyle nanopartikiil
formiilasyonlarinin stabilitelerini korudugu ve enkapsiilasyon etkinliginde anlamli

degisikliklerin olmadigi bulunmustur.

e Formiilasyonlarin karakterizasyon ¢aligmalarinda NP-29 formiilii nihai formiil olarak

secilmistir.
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HEK-293 hiicre hatt1 kullanilarak yapilan transfeksiyon ¢alismalarinda yeterli seviye

transfeksiyon etkinligine ulagilmstir.

Yapilan flow sitometri analizleri sonucunda % hiicre canliligi ve % transfeksiyon

acgisindan basarili sonuglar elde edilmistir.

Hazirlanan lipid-polimer hibrit nanopartikiil formiilasyonlari iizerinde yapilan in-vitro

karakterizasyon ¢alismalar1 sonucunda hedeflenen basarili sonuglar elde edilmistir.

Tez ¢alismamizdan elde edilen sonuglarimiz nanopartikiil formiilasyonlarina plazmid
DNA yapimizin uygun bir sekilde yiiklendigini ve transfeksiyon etkinliginin basarili
bir sekilde gergeklestigini gostermistir.

Tez calismamiz kapsaminda yapilan in vitro karakterizasyon ¢alismalari ve hiicre
kiiltiirii ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen veriler tez ¢aligmasinin hedeflenen basartya
ulastigin1  gostermektedir. Elde edilen bulgular, gelistirilen lipid-polimer hibrit
nanopartikiiller tasiyici sistemin gen tedavisi amagh gelistirilen nanotasiyici sistemlere
alternatif olarak etkili bir tasiyici sistem olabilecegini gostermektedir. Ancak soz
konusu nanoasi sisteminin etkililik ve giivenliligini kanitlamak icin hiicre kiiltiirii
calismalar1 dogrultusunda uygun hayvan modelinde in vivo etkinligin test edilmesi

gerekmektedir. S6z konusu ¢aligmalarin ilerleyen siirede yapilmasi hedeflenmektedir.
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