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1. GIRIS ve GENEL BILGILER

1.1. Giris ve Amag

Gen tedavisi, fonksiyonel bir yada birka¢ genetik bolgenin hatalarnin dizeltilmesi
veya yeni bir islev kazandirilmasi amaciyla olugturulmus yeni genetik materyalin,
bireyin hiicrelerine aktarilmasi iglemidir. Gen tedavisinde, ex-vivo ve in-vivo olmak
tizere iki yaklagim bulunmaktadir. Ex-vivo gen tedavisinde hasta genleri igeren
dokular alinir, digarida tedavi edilip diizeltildikten sonra hastaya geri nakledilir. Daha
umut verici bir yaklasim olan in-vivo gen tedavisi ise, hasta genlerin hiicre digina
cikartilmasina gerek kalmadan terapotik genler organa dogrudan iletilebilmektedir.
Uygulamast ¢ok daha kolay olan in-vivo gen tedavisinde ¢o6ziilmesi gereken
problemlerden birisi, terap6tik gen i¢in uygun tastyict formiilasyonlarin
gelistirilmesidir. Bugiine kadar bu amagla basari ile uygulanan ilag tasiyici sistemler;

polimerik kolloidal ilag tasiyicilar, katyonik lipidler, emiilsiyonlar ve lipozomlardir.

Bu tez calismasinda amacimiz; biyolojik materyali etkin, giivenilir ve
dayanikli olarak hiicreye tasiyabilecek bir farmasétik formiilasyon geligtirmektir. Bu
amaca yonelik tasiyici sistem olarak en stabil olan ve son yillarda yaygin olarak
arastirilan polimerik kolloidal tagiyict sistemlerin geligtirilmesi tercih edilmistir.
Biyolojik materyalin, hedeflenen hiicreye tasinmasi igin partikiil boyutunun 6nemi
bilinmektedir. Bu nedenle aragtirmalarimiz, gen aktariminda model olarak se¢tigimiz
plazmid DNA’nin nanopartikiiler yap1 icerisine hapsedilmesini saglayacak sekilde

yogunlasmustir.

Formiilasyon gelistirmede amacimiza uygun polimer olarak segilen kitozan;
viicut ile ge¢imli, toksisitesi bulunmayan, biyolojik olarak parcalanan ve en onemlisi
distik bagisik yanit olusturan dogal kaynakli bir polimerdir. Kitozanin, mukozal
ylizeylere yapigabilme o6zelligi ile gen tedavisinde amaglanan hedeflendirmeye
yardimecl olacag, fizikokimyasal 6zelliginin ise genetik materyalin biyolojik ortamda
oldukga diisiik olan stabilitesini iyilestirmesinde 6nemli bir avantaj saglayacag: da

dustiniilmiistiir.



1.2. DNA Yapisi

Canlinin yapr (doku, organ ve canliligi siirdiirmeye iliskin tim sistemler) ve
fonksiyonlarinin (canlilik yapisini olusturan sistemlerin ¢alismasi igin gerekli tiim
basamaklar) olusturulmasi ile ilgili bilgiyi kodlamak ve bunlarin gerektigi yerde,
ihtiya¢ miktarinca aktarimini saglamakla gorevli olan deoksiriboniikleik asit (DNA),
ilk defa primer genetik materyali olarak 1944 yilinda Avery ve arkadaslari tarafindan
kesfedilmigtir. 1860’11 yillarda Mendel kurallari ile organizmada doéller boyunca
siiren bilgi aktarnmimin temelleri ag¢iklanmaya calisiimig, dolayisiyla genetik
materyalin varlig1 varsayim da olsa ortaya ¢ikarilmigtir (Sifford, 1998; Celikel, 2002;
Granner, 1993a).

1953 yilinda Watson ve Crick, DNA molekiiliiniin kendine has 6zelliklere
sahip bir ¢ift sarmal yap1 halinde bulundugunu ileri stirmiiglerdir. Ayn1 donemlerde
calisma yapan Wilkins ve Franklinin DNA’nin yapisina ait X 1sinlarn fotograflarina
ve Chargaff tarafindan saptanan baz oranlarina dayanarak 1962 yilinda DNA makro
molekiliiniin sekonder yapisina ait bir modeli gelistirmislerdir (Yiksel ve Yelkenci,

2000; Watson, 1995).

Fosforik asit ve bes karbonlu seker (deoksiriboz), DNA molekiiltiniin iki
zincir omurgasini olusturur ve saga dolanan bu omurgay: birbirlerinin karsiti olan
dogrusal molekiillerin piirin ve pirimidin bazlari arasinda yer alan hidrojen baglari
bir arada tutar (Sekil 1.1). Azot igeren bazlar, ¢ift halka yapisina sahip piirin [adenin
(A) ve guanin (G)] ile tek halka igeren primidin [sitozin (C) ve timin (T)], arasindaki
eslesmeler son derece spesifik olup A’min T ile G’nin C ile hidrojen baglari ile
baglanmaktadir (Yiiksel ve Yelkenci, 2000; Sifford, 1998; Celikel, 2002; Granner,
1993a; Arda, 1990a; Smith, 1985).
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Sekil 1.1. DNA sarmalimin gematik gosterimi.

Azot igeren organik baz, deoksiriboz ve fosfat grubu (fosforik asit)
kombinasyonu, niikleik asitlerin temel birimleri olan niikleotidleri meydana getirir
(Sekil 1.1). Niikleotidler, sekerin 5 karbonuna tutunan fosfat ile diger sekerin 3’
karbonuna tutunan hidroksil gruplarina “fosfodiester baglari” ile kovalan baglanarak
poliniikleotid zinciri olugturmak {izere bir araya gelirler. Poliniikleotid zincirinin son
kisminda 5’-fosfat ucu bulunurken karsi zincirin son kisminda ise 3’-hidroksil ucu
bulunmaktadir. Iki poliniikleotid zincirinden olusan DNA’nin zincirleri birbirlerine
antiparalel ve saga donuslii olarak sarmal bir yapr gosterir (Hoekstra ve Smeekens,
1997; Yiiksel ve Yelkenci, 2000; Smith 1985). Bu ikili sarmalin ¢ap1 2.0 nm’dir.
Herbir 3.4 nm’de tam bir doniis yapar ve her bir doniise 10 niikleotid ¢ifti isabet eder.
Iki baz arasindaki uzaklik 0.34 nm olup, bazlar orta eksene dikeydir ve eksene gore

iki bitigik baz arasinda 36°’lik bir a1 vardir (Arda, 1990a; Woodbury, 1992).




1.3. Gen Klonlama

Gen, belirli proteinin kodunu igeren DNA’daki spesifik dizin bolgesidir. Gen

klonlama ise spesifik bolgenin bir organizmadan digerine aktarilmasi ve
ozelliklerinin yeni organizmada gosterilmesi islemidir (Woodbury, 1992). Hedef
geni tastyan DNA’nin saf ve bol olarak elde edilmesi, genin yerinden ¢ikarilmasi ve
tasiyict DNA ile birlestirilmesi, olusan rekombinant vektoriin konakgr hiicreye
aktarilmasi, konakei hiicre tarafindan aktarilan genin kabul edilmesi ve gen {irlintiniin

kontrol altinda tutulmasi, gen klonlamadaki énemli basamaklardir (Arda, 1990b).

1.3.1. Klonlama Vektorleri

Klonlama vektorii, yabanct DNA parcasinin hiicre igerisine aktarimini saglayarak,

kendisini esleyip yabanci DNA’nin ¢ogalabilmesini saglayan ©6zel DNA
molekiiliidiir. Iyi bir klonlama vektorii; kiigiik olmali, konakgiya girebilmeli ve
kopya sayisi yliksek olmali, konake1 igerisinde dayanikli kalabilmeli ve tasidigr genin
ekspresyonunu yiiksek diizeyde yapabilmelidir (Woodbury, 1992; Arda, 1990d;
1999; Barut, 2001).

edilebilmeleri i¢in, lizerlerinde birden fazla segici gen tasimalari gerekmektedir.

Demir, Ayrica entegre olmadiklar1 yapilardan ayirt

Klonlama vektorii olarak genellikle plazmidler, bakteriyofajlar (fajlar) (Tablo 1.1.),
kozmidler ve yapay maya kromozomlar1 (YAC) kullanilir (Trambella ve Zito, 1992).

Tablo 1.1. Baz: klonlama vektorleri ve 6zellikleri (Woodbury, 1992)

Klonlama Tip Konake1 Secici 6zellik
Vektorleri - Hiicre
PBR322 Plazmid E. coli | Tetrasiklin ve ampisilin diren¢ geni igerir.
PUCS Plazmid E.coli | Ampisilin direng geni ve B-Gal. geni igerir.
pEMBLS Plazmid E. coli | Ampisilin direng geni ve B-Gal. geni igerir.
pBluescript Plazmid E.coli | Ampisilin direng geni ve B-Gal. geni igerir.
Agtl0 Bakteriyofaj | E.coli | cDNA klonlamasinda kullanilir.
Agtll Bakteriyofaj | E.coli | cDNA klonlamasi ve gen ekspresyonunda.
AZAP Bakteriyofaj | E.coli | Ampisilin direng geni ve B-Gal. geni igerir.
AEMBL3A | Bakteriyofaj | E.coli | Gen kiitiiphanesi olusturmada kullanilir.
Yep24 Plazmid E. coli, | Ampisilin direng geni igerir.

Maya | Tekrar edilebilir maya vektorii
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1.3.1.1. Plazmidler

1.3.1.1.1. Plazmid DNA Yapisi

Plazmidler, kromozomdan bagimsiz olarak kopyalanabilen, boyutlar1 1-200 kb
arasinda degisebilen, dairesel, ¢ift iplikli DNA molekiilleridir. Baz1 bakteri
cinslerinde dogal olarak bulunan plazmidler, bakteri kromozomundan ayri bir
cogalma gosterirler. Buna ragmen cogalmak igin konak¢i hiicrenin enzim ve
proteinlerine ihtiyag duyarlar. Fakat kendini kopyalama isleminin baglamasi
tizerindeki kopyalama (replikon) gruplarimin kontrolii altinda ger¢eklesir. Cogunlukla
kodladig1 enzimler ile konak¢i hiicreye dogada belirli kosullar altinda avantajlar
saglar. Plazmidler tarafindan kodlanan goriinen (fenotipik) 6zelliklerden bazilar
sunlardir;

- Antibiyotiklere, agir metal iyonlarina karsi direng gosterme,

- Kompleks organik bilesiklere karg1 par¢alanmayi engelleme,

- Kisttlayici (restriksiyon) ve modifikasyon enzimleri olusturma,

- Diger organizmalarin tiremesine engel olan maddeler (enterotoksin ve

kolisin) olusturmadir (Sambrook ve ark., 1989).

Plazmidler bir bakteri yagami i¢in gerekli yapilar degildirler. Bakterilere
yukarida gecen fenotipik karakterler kazandirdiklari zaman varliklar1 anlasilabilir.
Her hiicre boliinmesi sirasinda, genom kopyalarini olustururken, bunlar da es
zamanli olarak kopyalanirlar ve ogul hiicreye de aktarilirlar. Ancak, kopyalanmalari
her zaman bakteri kromozomuna bagli degildir. Bazi durumlarda, hiicre i¢indeki

kopyalari ¢ok sayida olabilir (Arda, 1990c; Blaisonneau ve ark., 1997).

Kolisinojenik (Col) plazmidleri, diren¢ (R) plazmidleri, stafilokok
plazmidleri, virulans plazmidleri ve F fakt6rii tagiyan plazmidler olmak tizere 5 ¢esit
dogal pDNA bulunmaktadir (Arda, 1990¢).Dogal olarak bulunan bu plazmidlerden
gen aktariminda pek fazla yararlamimamakta bunlarin yerine rekombinant

plazmidler tercih edilmektedir (Arda, 1990d; Smith, 1985; Trambella ve Zito, 1992).



Plazmidlerin siklikla vekt6r olarak kullamilmalarinin baslica nedenleri sunlardir:

- Cok sayida, kolay ve ucuz elde edilmeleri,

- Cift iplikcikli, sarmal ve dairesel bir yapiya sahip olmalari,

- Yapilarinda, ayirim isleminde 6nemli fonksiyonu olan bazi 6zel segici genleri
icermeleri,

- Belli uzunlukta yabanci genleri kabul etmeleri,

- Enfeksiyona neden olmamalari,

- Bazilarinda kisitlayici endoniikleaz igin bir tek kesim yerinin bulunmast,

- Kopyalanma &zelligine sahip olmalar1 ve buna bagh olarak da hiicre iginde

bagimsiz olarak kopyalanma 6zelligi tasimalar1 (Arda, 1990d; Smith, 1985).

1.3.1.2. Bakteriyofajlar (Fajlar)

Bakteriyofajlar, genel anlamda, bakterilerde iireyen ve liziz olusturan bakteriyel
virtislerdir. Bir ¢ok bakterinin kendilerine 6zgii fajlar1 vardir ve bunlar, bakterilerin

taninmasinda da kullanilir.

Fajlarin bazilari, kendi konakgilarinda liziz meydana getirmelerine karsin bir
kismi1 da bakteri i¢ginde bulundugu halde, her hangi bir zararli etkide bulunmazlar. Bu
tir fajlar bakterinin genomu ile kopyalanir ve hiicre boliinmesi sirasinda ogul
hiicreye aktarilir. Gen aktarimi amaciyla lambda (A) faj1 (gift iplikcikli, diizlemsel,
uzunlugu ~ 50 kb) basarili olarak kullanilmaktadir (Arda, 1990d; Trambella ve Zito,
1992).

Sadece litik dongti sirasinda yiiksek kopya sayisinda gogalmalart ve faj ile
onun konakei hiicrelerinin sinirli olmalari nedeniyle plazmidlere gore dezavantajlari

bulundugu, Demir (1999) tarafindan derlenmistir.
1.3.1.3. Kozmidler
Plazmid DNA’nin kopyalanma bolgesi ve bir veya birden fazla segici bolgesi ile

bakteriyofajlarin cos dizisini (paketleme igin gerekli DNA dizisi) igeren kiigiik

dairesel molekiillerdir. Plazmid vektor ve faj vektoriiniin avantajlarini birlestirmek



i¢in gelistirilmis olan kozmidler 35-50 kb uzunlugunda DNA dizisini tastyabilirler
(Arda, 1990d).

1.3.1.4. Yapay Maya Kromozomlar: (YAC)

1.000 kb uzunlugunda DNA dizisi tasiyabildiklerinden, daha ¢ok gen kiitiiphanesi
olusturulmasinda kullanmilirlar. Olduk¢a uzun DNA dizinlerinin analizinde
kullanilabildikleri i¢in, insan genom projesinde kullamimlari daha fazladir. Biiyiik bir
yapr gosterdiklerinden klonlama vektorii olarak kullanimlart olduk¢a sinirlidir

(Burke ve ark., 1987; Meueller ve Young 1995).

1.3.2. Konakgilar

Konakgilar, vektor ve vektoriin tagidigt genin ¢ogaltilmasinda kullanilan hiicrelerdir.

Konakgilarin se¢iminde, vektdr cesidine, elde edilecek triin Ozelligine, Uretim
ekonomisine ve tasarlanan iiriin kalitesine bagli olarak uygun se¢im yapilmalidir.
Konakgilar;

- Uygun biiylime hizina sahip olmali (hizli veya yavas),

- Uretimin maliyeti géz 6niine alinmal1 (kiiltiir ortami ve tiretim kosullar),

- Urlin ekspresyonu saglanmali,

- Istenilen iiriin kolayca ortama salinmali ve/veya elde edilmeli,

- Vektor ile secilen konaker uyum géstermeli,

- Istenilen iriin, tam o6zellik gosterebilmeli (6rnegin, elde edilen protein,

istenilen aktiviteyi gostermeli),

- Kiiltiir ortaminda dayanikl kalabilmelidir (Woodbury, 1992).

Klonlama i¢in siklikla kullanilan konakgilar: prokaryotik hiicrelerden;
Escherichia coli (E. coli), Salmonella ve Bacillus tiirevleri, 6karyotik hiicrelerden;
maya hiicreleri, ve memeli hiicrelerden; Cin hamster yumurta hiicreleri, bebek
hamster bobrek hiicreleri, bazi tiimér tirev hiicrelerdir (Fry ve Wood, 1999;

Woodbury, 1992).



Ucuz kiiltlir ortaminda hizlica iiremeleri ve kolayca endistriyel tiretime
adapte edilebilmeleri nedeniyle, bakteriyel konakgilar siklikla tercih edilir.
Prokaryotik iriin elde edilmek istendiginde, glikolizasyon gibi ileri protein
modifikasyonlarim ger¢eklestirememeleri, ¢ok sayida protein iiretimi saglayarak
hiicre igerisinde ¢dziinmeyen kiimelenmelere neden olmalar1 ve ortamda etkin bir

saflagtirmay1 engelleyen yabanci proteinler bulundurmalari dezavantajlaridir.

Maya hiicreleri ise iliretime katilmayan intron hiicrelerini RNA yapisina
aktarmamalar1 ve glikolizasyon gibi basamaklar1 gerceklestirebildiklerinden dolay,
bakteri konakgilarina tistiinliik saglar. Ucuz kiiltiir ortaminda, kismen hizli bir tiretim
saglamasi da diger bir avantajidir. Yalniz glikolizasyon basamagini gercek okaryotik
kaynagi gibi yapamamasi, ortamin dzelligine bagl olarak cesitlilik gostermesi ve ¢ok
sayida tiiretime bagh kiimelenmis protein olusumundaki kontrol zayiflij

dezavantajlar olarak sayilabilir.

Bakteri ve maya konakg¢ilarima gore oldukga yavas biiyliyen ve ortamin
pH’sina, sicakligina, oksijen ve metabolit diizeyine ¢ok duyarli olan memeli
konakgilari, istenilen proteinin istenilen kalitede elde edilebilmesi agisindan tercih
edilir. Uretim asamasinda ortam sartlar1 degistirilerek, iiriin kalitesi tizerinde kontrol

saglanabilmesi de 6nemli bir avantajdir (Woodbury, 1992).
1.3.2.1. Escherichia coli

E. coli, insan dahil pek ¢ok hayvanin sindirim sisteminde yagayan 1.1-1.5 um eninde
ve 2.0-2.6 um boyunda diiz, uglarnn yuvarlak ¢omakcik seklinde, gram-negatif
bakterilerdir. Bakteriyolojik boyalarla iyi boyanirlar ve teker teker ya da ikiserli
gruplar halinde bulunabilirler. Peritrik kirpikleri ile hareket etmelerine ragmen
hareket kabiliyetleri yavastir. Hatta hareketsiz goriinebilirler (Brenner, 1981;
Bilgehan, 2002a).
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Buyyon ve jeloz besiyerlerinde kolayca Ureyebilirler. Optimal iireme 1s1s1t
37°C, pH ise 7.2°dir. Katt besiyerinde hafif kabarik, diizgiin 1-2 mm ¢apinda parlak
S tipt (yuvarlak) koloniler olugtururlar (Brenner, 1984). E. coli basili ortamdaki
sekeri, asit ve gaz olusturarak pargalar. E. coli, laktoz ve eozin metilen mavisi igeren,
eozin metilen blue agar (EMB) besiyerinde laktozu pargalayip asit olusturur. Bu
mekanizma sonucu, koyu renkli, genellikle iizerleri metalik yesil kilif ile kaph
koloniler olusur. Mc Conkey agarda (MC agar) ise olusan E.coli kolonileri kirmizi
renklidir. Sivi besiyerinde ise ortami bulandirarak iireme gergeklestirirler (Finegold
ve Martin, 1982; Bilgehan, 2002a). E. coli iizerinde yapilan; indol ve metil kirmizisi
testlerinde olumlu, voges proskauer ve sitrat testlerinde olumsuz sonuglar elde edilir.
Katalaz reaksiyonlarinda olumlu, oksidaz reaksiyonlarinda olumsuz yanitlar alinir.
Ureyi pargalayamazlar. Tasidiklart H (kirpik), O (viicut hiicresi) ve K (kapsiil)
antijenlerine bagli patojenite gosterirler. Sonradan kazanilan direng plazmidlerine
bagli olarak antibiyotiklere karsi direng gosterirler (Bilgehan, 2000). Molekiiler
biyolojisi ve genetigi iyi arastirilmis bir bakteri oldugundan, klonlama vektorii olarak

¢ok sik kullanilmaktadir (Arda 1990b).

1.3.3. Klonlamada Kullanilan Enzimler

1967 yilinda DNA pargalarim birbirine baglayan DNA ligaz ve 1970 yilinda
herhangi bir DNA kaynagini, spesifik bir veya birka¢ bolgeden kesen DNA
kisitlayic1 enzimlerin (restriction enzyme) kesfi, klonlama vektorii igerisine istenilen

gen bolgesinin aktarimina olanak saglamistir (Mueller ve Young, 1995).

1.3.3.1. DNA Yapism Birlestiren Enzimler

Ligazlar, iki DNA fragmentini birlestirmek i¢in DNA’min 5’fosfat ve 3’-hidroksil

uglari arasinda fosfodiester baglarinin olusumunu katalize ederler (Arda, 1990b).



10

1.3.3.2. DNA Kisitlayic1 Enzimler

Prokaryotlar, tiirlerin genetik yonden stabilitesini korumak ve mutasyonlara engel
olmak i¢in, yabancti DNA’nin pargalanmasini saglayan bir veya birka¢ kisitlayici
endoniikleaz enzimi sentezler (Arda, 1990b; Granner, 1993b). Ugyﬁzijn tizerinde
farkli kisitlayict enzim, gesitli bakteriyel organizmalardan izole edilmistir. Kimi
tanidig1 baz siralarinin 5-10 niikleotid sonrasini keserken, tercih edilen enzimler ise
genelde 4-6 baz ¢ifti uzunlugunda olan spesifik bir DNA dizisini tanir ve keser

(Mueller ve Young, 1995).

Kisitlayic1 enzimler, herhangi bir organizmanin DNA’sm gelisigiizel
pargalayan enzimatik, kimyasal veya fiziksel yontemlerin aksine ayn1 DNA’y1 diziye
spesifik bir tarzda ufak parcalara ayirir. Bu kesim igleminden, enzim tarafindan
uygulanan mekanizmaya bagl olarak, ¢ift zincirin ayni yerden kesilmesiyle kiit uglar
veya aynt DNA dizilimine bagh kesilmesi ile yapiskan uglar elde edilir (Mueller ve
Young, 1995; Granner, 1993b). Kisitlayic1 enzimler izole edildikleri bakteriye gore
isimlendirilirler (Tablo 1.2.).

Tablo 1.2. Baz1 kisitlayici endoniikieazlarin, elde edildigi organizma ve kesme-

tanima igleminin gergeklestigi bolgeler (Mueller ve Young, 1995).

Kisitlayic1 enzim Elde edildigi organizma Tanima-kesim bolgesi

Bam HI Bacillus amyloliquefaciens H Gy GATCC

Eco RI Escherichia coli RY 13 GVAATTC

Hae I1I Haemophilus aegyptius GG CC

Hind I1I Haemophilus influenzae Rd AVAGCTT

Hpal Haemophilus parainfluenzae GTTY AAC

Pst1 Providencia stuartii CTGCAJ G

Sma [ Serratia marcescens ccc il GGG

Sal I Streptomyces albus G GV TCGAC

e o

POXIM
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1.4. Gen Tedavisi

Gen tedavisinin temel amaci, hiicrelerin hastalifa yol acan eksik yada kusurlu gen
veya genlerin yerine, saglam kopyalarin hiicreye yerlestirilmesiyle genetik hatanin
diizeltilmesi yada hiicreye yeni bir islev kazandirilmasidir (Fry ve Wood, 1999;
Sagiroglu, 2002). Genetik bozukluktan kaynaklanan semptomlarin kontrol edilmesi
veya tedavisi igin sorunun kaynagina inilip hastanin bozuk genetik yapisi

diizeltilmeye ¢alisilmaktadir (Sagiroglu, 2002).

Kalitsal olarak meydana gelen,

- Hemopoetik sistemde, adenozin deaminaz (ADA) enzimindeki bozukluk,

- Ust solunum yolu epitel dokularinda, kistik fibroz (CF),

- Kas zayiflig1 sendromu (Duchenne muscular dystropy),

- Karacigerde, ailesel hiperkolesterolemi (FH),

- Hemofili,

- Ciddi bilesik immiin yetmezligi (SCID),

- Periferal vaskiiler bozukluklar ile sonradan meydana gelebilen ve birgok
faktore bagli kanser tipleri,

- Artrit,

- Enfeksiyon hastaliklar: (6rnek: AIDS) gen tedavisinin hedefleri arasinda yer
almaktadir (Bout, 1997; Mahato ve ark., 1997a; Galipeau ve ark., 1999;
Rolland, 1998; Spack ve Sorgi, 2001).

Yukarida da belirtildigi iizere, kalitsal olarak meydana gelen (konjenital
hastaliklar) ve sonradan meydana ¢ikan birgok genetik hastaliga care bulmaya
¢alisilmaktadir. Bununla birlikte pek ¢ok hastalik birkag genetik faktoril (poligenik)
icermektedir. Klinik agidan etkili bir tedavi saglamak i¢in, farkli genlerin hastalik
mekanizmasindaki gelisimlerinin ve kodladiklar1 protein yapilarmin kesin olarak
agiklanabilmesi gerekmektedir. Bu yiizden, adenozin deaminaz yetersizligi, ailesel
hiperkolesterolemi ve kistik fibroz gibi tek-gen bozukluklarinin ilk uygulamalarinda,

etkin gen aktarim vektorlerinin kullanilamanug olmasina ragmen, {imit verici
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sonuglarla gen tedavi protokolleri tamamlanmis ve baz1 basarilar elde edilmistir (Fry

ve Wood, 1999).

Ibn-i Sina’mn, Tip Kanunu adli eserinde; “Viicutta varolan ii¢ tiir yetenek
arasinda yer alan dogal yeteneklerden birisi, bireyin korunmasi, digeri ise irkin
korunmasi ile ilgilidir. Irkin korunmasina hizmet eden yetenek, erkek ve kadin
tohumunun bi¢imlendirilmesi ve gesitli organlarin farkli yap: ve 6zelliklerine gore
gelismesini saglayan iireme yetenegidir. Kusaktan kusaga aktarilan bu yetenek,
yasamin devamindan ve irkin bekaasindan sorumludur” ifadesi gegmektedir (Ozturk,
2001). Bin yil 6ncesinde bile gen yapist bilinmesine ragmen, gen tedavisi ilk kez
1958 yilinda Haskova ve Hrubesova (1958) tarafindan DNA doku transferinde
uygulanmustir. Aym yillarda Medawar (1958) adli aragtirmaci da farelerde deri nakli
sirasinda baskin geni tasiyan DNA dizisi iizerinde calismalar yapmustir. Gen
tedavisinde ise ilk ¢alisma 1990 yilinda Anderson tarafindan gerceklestirildi. Normal
ADA geninin {irettigi enzim, savunma sisteminin normal fonksiyonlarini yerine
getirebilmesi igin gereklidir. ADA eksikligi ile dogan c¢ocuklarda, savunma
sisteminde ciddi boyutlarda sorun olmaktadir. En ufak bir viriis enfeksiyonu bile
hayati tehlike yaratmaktadir. Tedavi edilmez ise hastalik birkag yil i¢inde hastanin
oliimityle sonuglanir. ADA tedavisinin basarili olma sebepleri incelendiginde, tek bir
gen bozuklugu nedeniyle ortaya ¢ikmasi ve enzimin ¢ok az miktarlarda {iretiminin
klinik ag¢idan olumlu sonuglar vermesi ve ylksek miktarda iiretiminin ise viicut

iizerinde zarar olusturmamasidir (Rolland, 1998).

Basarili bir gen tedavisi saglamak i¢in uygulanmasi gereken basamaklar
bulunmaktadir. Oncelikle hastaliga neden olan gen veya genlerin belirlenmesi,
saglam Kkopyalarin iretilip-cogaltilmas1 gerekmektedir. Genin tanimlanmasindan
sonraki asamada, genin istenilen hiicreye nakledilmesi ve orada aktif olarak
calisabilmesini saglamak gerekir (Bout, 1997). Sonug¢ olarak, etkin bir gen
tedavisinin gergeklesmesi i¢in konvansiyonel ilaglarin kargilastiklar: sorunlarin yani
sira;

- Gen, etkin bir tasiyici sistem ile hedeflenen yere gelmeli,

- Vektdr/DNA yapisi, hedef hiicreye 6zgiil bir baglanma gergeklestirmeli,
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- Hiicre i¢i endozomal yapilar igerisine alinmali,

- Genomik yap, sitoplazma igerisine basarili salim gdstermeli,

- Hiicre i¢i tagima gergeklestirilerek, ¢ekirdek yapisina girmeli,

- Tagtyicidan (vektor) kurtulmali ve ¢ekirdek DNA yapisina katilmalidir
(Borchard, 2001; Higgins ve Portnoy, 1998).

Gen tedavisi, esey hiicresi (germ-line) ve viicut hiicresi (somatik) gen tedavisi
olarak iki ana kategoride incelenebilir. Esey hiicresi gen tedavisinde, genetik bir
bozuklugu onlemek i¢in esey hiicrelerinde (sperm yada ovum) veya embriyonel
hiicrede (4-8 hiicre asamasinda) genler degistirilir. Glinlimiizde, etik ve baz1 teknik
problemlerden dolayi, esey hiicresi gen tedavisi toplumca kabul gérmemektedir (Fry

ve Wood, 1999; Sagiroglu, 1999, Winston ve Handyside, 1993).

Giiniimiizde gen tedavisi, ex-vivo ve in-vivo olmak tizere iki teknik ile

yapilmaktadir.

1.4.1. Ex-vivo Gen Tedavisi

Bagarili bir sekilde genleri yapisinda tastyan hiicre ve dokularin, hastaya geri verilme
islemidir. Hastadan alinan hiicrelere laboratuvar ortaminda saglam gen nakledilir
(Mahato ve ark., 1997a). Gen tedavisine yonelik ilk klinik c¢alisma, ciddi immiin
yetmezligi olan iki gocugun ADA geninin siirekli salimini saglamak amaciyla
retroviral vektérler kullanilmasiyla gergeklestirilmistir. Hastanin, T-lenfositleri
alinarak, laboratuvar sartlarinda, doku kiltlirli yoluyla c¢ogaltilnustir. Daha sonra
saglam insan ADA geni, retroviriis vektorii yardimiyla bu hiicrelere nakledilmis.
Genetik olarak basari ile degistirilen hiicreler secilerek, 10 giin boyunca gogaltilmis
ve i.v. olarak hasta viicuduna geri verilmistir. Ilk on ay boyunca; 6-8 haftada bir,
daha sonra ise 6-12 ayda bir tedavi tekrarlanarak, istenilen etki saglanmigtir (Rolland,

1998).

Daha sonraki uygulamalar, LDL-reseptorii (dusiik dansiteli lipoprotein-

reseptoril) eksikligine bagli olarak gelisen ailesel hiperkolesterolemi hastaligi
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tizerinedir. Hastalardan alinan hepatositlere, retroviriis vektorleri kullanarak, ex-vivo
yontemlerle reseptdr geni nakledilmis ve karaciger portal venine enjekte edilerek,
viicuda geri verilmistir. Fakat, etkin bir klinik yarar saglanamamistir (Rolland, 1998).
Kemik iligi hiicrelerine yapilan diger ex-vivo ¢aligmalar ise, Gaucher hastalifi, AIDS
ve kemik iligi iizerinde etkili, kemoterapstik toksisiteden korumak amaciyla

yapilmistir (Rolland, 1998; Fry ve Wood, 1999).

Ex-vivo gen tedavisi; zor, pahali, hasta uyuncunu azaltan ve klinik
uygulamalarda karsilasilan sorunlar nedeniyle pek tercih edilmeyen bir yontemdir

(Rolland, 1998).

1.4.2. In-Vivo Gen Tedavisi

Terapotik genlerin, hastaya tasiyici sistemler icerisinde verilmesiyle saglanan tedavi
seklidir (Mahato ve ark., 1997a). Akciger, beyin, kalp gibi organlara hedef hiicrelerin
kiiltiirlerinin yapilmast veya bu organlarin ¢ikarilip-tekrar nakil edilebilmesi

miimkiin olmadigindan, ex-vivo gen tedavisi uygulanamaz (Bout, 1997).

Ex-vivo gen tedavisinde kullanilabilen fiziksel yontemler (mikroenjeksiyon,
elektroporasyon, partikill bombardimani v.b.), in-vivo gen tedavisinde uygulama
zorluklar1 nedeniyle kullanilamazlar. Viral ve viral olmayan tastyicilar yardim ile

tedavi gerceklestirilir (Mahato ve ark., 1997a).

1.4.2.1. DNA Tasiyic1 Sistemler

Bagaril1 bir gen tedavisi i¢in, terapétik gen veya genleri hedef hiicreye verimli olarak
tastyabilecek gen aktarim vektorleri gereklidir. Gen aktarim vektorleri;

- Istenilen terapdtik geni tastyabilme kapasitesine sahip olmali,

- Uretimi tekrarlanabilir olmall,

- Saklama kosullarinda stabil kalabilmeli,

- Hedef hiicreye gen aktarimini istenilen diizeyde saglamalidir (Felgner ve

Rhodes, 1991; Felgner ve ark., 1987).
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1.4.2.1.1. Viral Vektorler

Viral vektorler, viral hastalik olusturmadan terapotik genleri hedef hiicrelere
aktarmak {iizere, tizerinde modifikasyonlar yapilan tasiyicilardir (Russell ve Hirata,
1998; Rolland, 1998). Viral vektorler aracilifi ile yapilan gen tedavisi, genetik
miihendisligince yaratilmig, hasarli veya zayiflatilmig virlislerin kullanim ile

gerceklesmektedir (Rolland, 1998; Watson ve ark., 1983).

Viral vektérler, hedef hiicrenin yiizeyi ile etkilesir, reseptor aracilig ile hiicre
icerisine alinir ve etkin bir sekilde endozom ile ¢ekirdek arasinda gegis saglar.
Ayrica, ¢ekirdek icerisinde tagidigi genomik yapi ile konaker hiicrenin kromozomal
DNA’sina entegre olma kapasitesine sahiptir. Dogal olarak hiicreyi enfekte etme
yetenegine sahip, retroviriislar, adenoviriisler herpesviriisler ve adeno-baglantili
viriisler in-vivo gen tasiyicist olarak kullanilmaktadir (Rolland, 1998; Russell ve

Hirata, 1998).

Yabanci bir genin, modifikasyona ugramis viriis ile tasinmasi ilk defa 1968
yilinda bildirilmigtir. Tiitin mozaik virlisinde yapilan ilk denemelerin sonucu,
viriislerin 6zgiil genetik materyali hiicre igerisine tagidigint gostermektedir. Memeli
hiicrelerini enfekte eden modifiye papilloma viriisleri (SV40) tizerinde ¢ahismalar

yapilmistir (Vanderbilt, 2000).

Viral gen dizilimi terapStik gen ile yer degistirmis, kopyalanma yetenegi
bulunmayan rekombinant viriisler, dogal yeteneklerine bagh olarak gen aktariminda
yiiksek etkiye sahiptirler (Lee ve Huang, 1996; Felgner ve Rhodes, 1991). Viral
vektorlerin, immiinojeniteleri, toksisiteleri, biiyiik miktar tiretimindeki zorluklari,
tastyabilecegi DNA biiyiikliigiiniin sinirli olmasi (7-13 kb), dokuya 6zgii olmayislar
ve tiimorejenik mutasyonu baslatmasindaki olasilik ve/veya rekombinasyon ile aktif
viral partikiilleri meydana getirebilme olasiliklart nedeniyle kullanimlarinda

sakincalar bulunmaktadir (Lee ve Huang, 1996).
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1.4.2.1.1.1. Retroviriis Vektorler

Viicut hiicrelerinin kromozomal DNA’larina etkin ve kararli olarak entegre olmasini
saglayan bir RNA viriisiidiir. Sadece kopyalanan hiicreleri enfekte eder. Bu ylizden
retroviriisler ilk olarak ex-vivo tedavide hiicre boliinmesini tegvik eden biiylime

ortamindaki hiicrelere gen aktariminda kullanilmiglardir (Rolland, 1998).

Retroviriis vektorlerin olumlu 6zellikleri; yiiksek gen aktarimina sahip
olmalari, 8 kb biiyiikliige kadar yabanci gen tasiyabilmeleri, ¢ok fazla arastirilmig
olmalar1 ve vektor proteinlerini konakgida olusturmamalandir (Fritz, 1996a; Felgner
ve Rhodes, 1991; Mulligan, 1993). Olumsuz 6zellikleri ise; sadece boliinmekte olan
hiicreleri enfekte etmeleri, diisik titre gostermeleri (10°-107), hiicre ile
birlesimlerinin rastgele olmasi, in-vivo tagimada zayif 6zellik gostermeleri (enfekte
edebilmeleri igin yardimet hiicre kiiltiir ve ortamina ihtiyag duymalarina bagli olarak)
(Fritz, 1996a; Mulligan, 1993), viicut hiicrelerinin kromozomal DNA’sinin yapisina
daimi olarak katilmalar1 sonucunda, onkogen aktivasyonunu (veya tiimor baskilayici

genlerin inaktif hale gelmelerini) saglamalaridir (Barut, 2001).
1.4.2.1.1.2. Adenoviral Vektorler

Adenoviriisler, tist solunum yolu epitel hiicreleri, endotelial hiicreler, hepatositler ve
kanser hiicreleri gibi boliinmekte olan ve olmayan hiicreleri enfekte etme
potansiyeline sahiptirler. Adenoviral vektorler tagidiklari geni konakg¢r genomunun
yapisina katmazlar (Rolland, 1998; Mulligan, 1993; Curiel, 1994). Adenoviral
vektorler kullanilarak, hedef hiicreye giren genler sinirlt bir siire boyunca ¢ekirdekte
epizom olarak yer alirlar. Adenoviriisler zayiflatilmig viriislerdir. Bu nedenle
hiicresel ve bagigik yanitlara neden olabilecek bazi viral proteinlerin yapimini
yonlendirirler. Adenoviral vektérlerin in-vivo uygulanmasinda, humoral bagisik yamt
olusturmasinin yamnda, etki gésterdigi hiicrelere karst hiicresel bagisik yanit da
olusturmaktadir. Bu olay, terapotik genler igin adenoviral vektorlerin tekrar

uygulanmasinda 6nemli sinirlamalar getirmektedir (Rolland, 1998).
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Kistik fibroz hastalarinda,  kistik fibréziin dis membraninda tasmnan,
duzenleyici proteini kodlayan genin, adenoviral vektdr ile uygulanmasinda basari

saglanamadig belirtilmektedir (Rolland, 1998).
1.4.2.1.1.3. Adeno-baglantih Viral Vektorler

Adeno-baglantili viriisler (AAV), genomlarini konakg¢i hiicrenin kromozomlarina
kalic1 olarak birlestirebilen DNA viriisleridir. DNA virlisli olarak AAV vektorler,
retrovirlislere gore rekombinasyona daha az yatkindirlar. AAV  vektorlerinin,
kopyalama dongiisiinde S fazindaki hiicreleri enfekte ettigi gosterilmigtir. AAV
vektorleri, konakg¢t hiicrenin kromozom yapisina katilmalarini saglayan o6zellik
disindaki yapilarin, genetik miihendislerince degistirilmesine olanak saglar. AAV
vektorlerin kullanimindaki en biyilik smirlama, yardimcr viriis olmadan klinik
kullanim igin yeterli titrede virlis {iretmek ig¢in paketleyici hiicre hatlarinm

gelistirilmesindeki zorluktur.

Kistik fibréz ve norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde kullanilabilir

(Rolland, 1998, Russell ve Hirata, 1998).
1.4.2.1.1.4. Herpes Simplex Viriis

Herpes simplex viriisii, boliinmeyen hiicreler i¢in gelistirilmis, sinir sistemi ve diger
dokulara gen taginmasinda kullanilan yeni bir vektor sistemidir (Tighe ve Fritz,

1996).
1.4.2.1.2. Viral Olmayan Vektorler

Viral vektorlerin, rekombinasyon ile aktif viral partikiilleri meydana getirebilme
olasiliklari, toksik ve bagisik yanit olusturan etkileri nedeniyle (Bolum 1.4.2.1.1.)
viral olmayan yapay vektorler ilizerinde caligmalar yogunlasmigtir. Ancak viral
olmayan vektor sistemlerin gen aktarim verimleri, viral vektérlerin verimlerinden

dustiktiir (Lee ve Huang, 1996; Lee ve Huang, 1997).
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Viral vektorlere gore iistiinliikleri;

- Disiik toksisite gostermeleri,

- Daha az bagisik yanit olusturmalari,

- Genetik materyali lizozomal yikimdan korumalari,

- Istenilen hiicrelere hedeflendirilebilmeleri,

- Ticari olarak biiyiik miktarlarda tiretilebilmeleri,

- DNA tasima kapasitelerinin yiiksek olmasidir (Lee ve Huang, 1997;
Spack ve Sorgi, 2001).

1.4.2.1.2.1. Fiziksel Teknikler

Genetik materyalin hiicrelere aktariminda yararlamlan basit yontemlerdir. DNA
yapisinin hiicre zarindan gegmesini saglamak ve kolaylastirmak amaciyla uygulanan

yontemlerdir (Fritz, 1996b; Sifford, 1998)
1.4.2.1.2.1.1. Mikroenjeksiyon

Mikroenjeksiyon metodu, diger tasiyict yontemlerle kargilastirildiginda; oldukga
basit, ucuz ve toksik olmayan bir yontemdir. Bu yontem uygulandiginda, diisiik
oranda sadece enjeksiyonun yapildigi bolge ve c¢evresinde gen aktarimi
gerceklesebilmektedir. Geng¢ hayvanlarda, yeni olusmakta olan kas hiicrelerinde
yiksek bir etki elde edildiyse de gerek igne ucunda gerekse viicut hiicrelerine
girmeden pargalandiklart gozlenmistir. 2 ila 5 mg gibi yiiksek miktarlarda DNA
karacigere enjekte edildiginde gozlenebilir bir aktarim gergeklesmistir. Kdltiir
hiicrelerinde, tasiyici igermeyen pDNA ile yapilan ¢alismalarda bagarili sonug elde
edilmemistir. Fakat iskelet ve kalp kaslarinda yapilan ¢aligmalarda birka¢ basarili

sonug elde edilmistir (Mahato ve ark., 1997a).

1.4.2.1.2.1.2. Partikiil Bombardimani

Bu yontemle DNA, mikrometre boyutundaki tungsten veya altin parcaciklariyla
kaplanip, yiiksek hizda hiicrelere génderilmektedir. Daha ¢ok bitki dokularma gen
aktariminda kullanilmaktadir (Fritz, 1996b).
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1.4.2.1.2.2. Tasiyict Vektorler

Gen tedavisinin amaglandigi her bélgeye fiziksel tekniklerle ulagilmasi imkansizdir.
Bu nedenle genetik materyali etkin ve dayanikli bir bi¢imde tasiyabilecek sistemler

kullanilmalidir.

1.4.2.1.2.2.1. Emiilsiyonlar

Emiilsiyonlar karigmayan iki sivinin giincii bir bilesen yardim: ile birbirleri
icerisinde damlaciklar halinde dagildigi ¢ok fazli sistemlerdir. Farmasotik
emiilsiyonlar ¢ogunlukla bir su fazi ile bir yag fazindan olugmaktadirlar. Siirekli
fazin su veya yag olmasmna gore iki tip emiilsiyon olusabilir. Ilag tagmnmasinda
kullanilacak emiilsiyonun tipi, etkin maddenin uygulanma yoluna, etkin maddeye ve
istenen etkiye gore belirlenir (Barut, 2000; Hayta, 2002). Katyonik ylizey etkin
madde igeren emiilsiyona, gen etkin bir bigimde hapsedilerek, niikleaz ve biyolojik
serum ortamlarinda yikimdan korundugu gosterilmistir (Barut, 2000; Yiu ve

ark.,1997; Dubernet ve ark., 1997).

Liu ve arkadaglari (1996) tarafindan, dioleil fosfatidil ethanolamin, N-
karbomil dimetil aminoetan ve kolesterol ile 4 farkli tip ylizey etkin madde
kullanilarak DNA/emiilsiyon kompleksleri hazirlanmig ve serum varlhiginda
aktiviteleri karsilagtinnlmustir. Calismada kullanilan tween serisinin, DNA’ya bagh
¢okme mekanizmasini engelledigi, pluronik F127 ve pluronik F68 varliginda ise
%20°lik serum ortamunda dahi aktivitede kayip olmadigi bulunmustur. Iyonik
olmayan yiizey etkin maddelerin, emiilsiyon olusumuna dayanan DNA
stabilizasyonlarinin, tasidiklari hidrofilik gruplarina bagiml olarak gergeklestigi, gen

aktarim aktivitesinde ise bu hidrofilik gruplarin etkili olmadig1 sonucuna varilmistir.

Negatif yiiklii poliniikleotidleri tagimasi ve negatif yliklii biyolojik yiizeyler
ile iliski kurabilmesi igin tasiyici sistemin katyonik olmasi gerektigini bildiren Yiu ve
arkadaslar1 (1997), gen tasiyict olarak katyonik lipid emiilsiyonlar: hazirlamiglardir.

Katyonik lipid kompleksiyle kargilastirilan lipid emiilsiyonun, serum varlifinda
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olduk¢a stabil oldugu, in-vitro ve in-vivo uygulamalar igin biiyiik bir potansiyel

tasidig bildirilmistir.
1.4.2.1.2.2.2. Katyonik Lipidler

Katyonik lipidler, DNA’nin negatif yiikli fosfat gruplariyla etkileserek yiikii
notralize eden ve DNA’nin daha siki bir yap1 haline gelmesini saglayan amfifilik

molekiillerdir (Felgner ve ark., 1987; Felgner ve ark., 1994; Hofland ve ark., 1997).

Katyonik lipidlerle pDNA kompleksleri hazirlanmis, zwitteriyonik yiizey
etkin maddelerin ve aminoasitlerin gen aktarimi {izerine artirict etkileri oldugu, ve
komplekslerin niikleazlar tarafindan pargalanmasina engel oldugu goézlenmistir
(Demir, 1999; Barron ve ark., 1998; Mahato ve ark., 1998). Hazirlanan katyonik
lipid-pDNA komplekslerinin kisa siirede, etkin gen aktarimi yapabildigi tespit
edilmistir (Demir, 1999; Mahato ve ark., 1997b).

1.4.2.1.2.2.3. Lipozomal veya Lipid Yapidaki Sistemler

Lipozomlar, pDNA’y1 sulu i¢ fazlarina hapsederek, niikleazlar tarafindan
par¢alanmasina engel olurlar. Biyolojik ortamdaki stabilite problemleri ve
retikiiloendotelial sistem tarafindan ortamdan elimine edilmeleri, ¢dziimlenmesi
gereken problemlerdir. Fosfolipidlerin ¢ifte tabakalarindan olusan lipozomlar,
biyolojik membran yapilarina benzemelerinden dolay: hiicre i¢ine kolayca girerler
(Mahato ve ark., 1997a; Lee ve ark., 1992; Litzinger ve Huang, 1992; Mui ve ark.,
1994).

Lipozom igerisine hapsedilmis plazmid formiilasyonunun intraven6z
enjeksiyon sonrasinda; kiigiik lipozomal yapi igerisindeki insan ol-antitiripsininin
(AAT), fare plazmasinda degerlendirilebilir miktarda bulundugu, c¢ok tabakali
lipozomal yapr icerisindeki faktér IX geni verildiginde ise fare plazma ve
karacigerinde insan kan pthtilasma proteinlerinin varligi tesbit edilmistir (Rolland,

1998).
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Lipozomlar iizerine antikor ve/veya ligandlar baglanarak  aktif
hedeflendirilme gergeklestirilmistir (Senior ve ark., 1986; Chesa ve ark., 1993; Lee
ve ark., 1996; Champbell ve ark., 1991; Lee ve Low, 1994; Wu ve Wu, 1987).
Lizozomal yikimdan kurtulmak ig¢in, nétral pH’larda stabil olan fakat zayif asit
pH’larinda flizyon etkisi ortaya ¢ikan ve igerigini sitoplazmaya aktarabilen, pH
duyarli lipozomlar iizerinde olduk¢a fazla ¢alisma bulunmaktadir (Wang ve Huang,
1987; Litzinger ve Huang, 1992; Legendre ve Szoka, 1992). pDNA katyonik
lipozomlar icerisinde anyonik lipozomlara gore daha verimli ve stabil sekilde
taginabilmektedir. Notral ve anyonik lipozomlarin DNA ile etkilesmeleri kondanse
olmamis DNA’nin negatif yiikii ve biyukliigli nedeniyle yeterli degildir. Bu
lipozomlar DNA’y1 diisiik etkinlikte iglerine hapsederler. Lipozom igerisine
hapsedilme oranint artirmak i¢in kullanilan, dondurma-¢6zme sikluslari, polikarbonat
membranindan gecirme veya sonikasyon gibi yontemlerin ciddi DNA hasarlarina yol
agmakta oldugu bildirilmektedir (Felgner ve ark., 1987; Mahato ve ark., 1997a; Gao
ve Huang, 1996; Farhood ve ark., 1994; Gable ve ark., 1998). Bu nedenle yiiksek
katyonik yiik yogunlugundan yararlanarak, poli-l-lizin gibi polikatyonlar yardimu ile
DNA kondanse edilip, lipozomal yapt icerisine hapsedilir. Bu o&zellikten
yararlanarak, katyonik lipozoma hapsedilmis-polikatyonla birlestirilmis DNA ile
katyonik vektor (LPD I) (Gao ve Huang, 1996) ve anyonik lipozoma hapsedilmis-
polikatyonla birlestirilmis DNA ile hedeflendirilebilir vektér (LPD II) gibi yeni
kusak lipozomal yapilar tizerinde de umut verici sonuglar elde edilmistir (Lee ve

Huang, 1996).
1.4.2.1.2.2.4. Kat1 Kolloidal Tasiyicilar

Lipozomal formiilasyonlar; dayamkli olmamalari, agregasyona yatkinliklari, serum
bilesenleri ile inaktivite olmalar1 ve kisa bir yar1 6mre sahip olmalar1 gibi sakincalar
icermektedirler (Bozkir ve Kocyigit, 1995; Bozkir ve Duman, 1996). Bu nedenlerle

kati kolloidal tasiyici sistemler iizerinde olduk¢a yogun ¢alismalar yapilmaktadir.
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DNA agilarinin ve peptid-proteinlerin taginmasinda 5 pm’nin altindaki
boyutlara sahip mikrokiire formiilasyonlarnn tizerinde ¢alismalar yapilmistir
(Borchard, 2001; Witschi ve ark., 1999; Lubben ve ark., 2001; Cui ve Mumper,
2001). Polimer olarak, biyolojik olarak par¢alanan polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA)
(Hao ve ark., 2000; Crotts ve Park., 1997; Bittner ve ark., 1999; Wang ve ark., 1999;
Cohen ve ark., 1991; Bozkir ve Saka, 2002) ve polilaktik asit (Saka ve ark., 2000)
olduk¢a sik kullanilmaktadir. Hao ve arkadaslarmin (2000) yaptigi ¢alismada;
PLGA igerisine hapsedilmis DNA mikrokiirelerinin in-vitro salimlart karakterize
edilmis, biyolojik aktiviteleri hiicre kiiltlirlerinde ve bakteri ortaminda incelenmis ve
gen aktarim orani belirlenmistir. In-vivo ve in-vitro ¢calismalarda elde edilen biyolojik
aktivitelerde belirgin bir fark elde edilmemis, fakat formiilasyonun stabilitesini
saglamak i¢in liyofilizasyon yapilmas:1 gerektigi, boylece formiilin 4°C’de
saklanabildigi, aksi takdirde -20°C’de saklanmas1 gerektigi bildirilmektedir. Sonucta
gen aktariminmi saglayan bir formiilasyon elde edilmis, fakat in-vifro metodlarin

aktivite tayinlerinde kullanisli olmadig belirtilmisgtir.

Jung ve arkadaslarimin (2000) yapmis oldugu arastirmada farelere oral yoldan
verilen polistiren ve sigir serum albiimin (B.SA) yikli PLGA nanopartikiillerinin
degisik organ ve dokularda dagilimi incelenmistir. Sadece 500 nm boyutlarindaki
polisitiren nanopartikiillerin, fare ince-barsagindaki ™M hiicreleri tarafindan
tutulabildigi, 100 nm’nin {izerindeki partikiillerin kemik iligine ulasamadigi, 300 nm
boyutundakilerin ise kanda goriilmedigi bildirilmistir. Karboksillenmis polistiren
nanopartikiillerinin ise polistiren nanopartikiillerine gore daha az emilime ugradigi
belirtilmigtir. BSA yiiklii PLGA nanopartikiillerinde, kiigiik partikiillerin emilim
oraninin, biiylik partikiillerden 15-250 kat daha fazla oldugu, eksi yukli
formiilasyonlarin ise M hiicrelerine ve enterositlere emiliminin daha yiiksek oldugu
saptanmigtir. Sonug olarak; protein, oligoniikleotid gibi makro molekiillerin oral
yoldan etkin olarak kolloidal tastyicilarla verilebilmesi igin partikil biiytikliigi,
ylizey yiikii ve hidrofobik 6zelliklerin ayarlanmas: gerektigi, 6zellikle lenf nodlaria

gecis i¢in partikiil biiylikltiglintin 6nemli bir formiilasyon kriteri oldugu saptanmustir.
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Diisiik molekiil agirhgindaki kitozanin katyonik 6zelliginden yararlanarak,
negatif yiiklii DNA ile nanometrik boyutlarda olusturulan kompleks ile poli-L-
lizin:DNA kompleksinin, niikleaz enziminin yikimindan korunmasi incelenmistir.
Sonugta kitozan ile DNA’min 1:1 oramindaki kompleksinin, toksik etkileri bilinen
poli-L-lizin ile olusturulan DNA kompleksinden daha etkin bir oranda niikleaz
enziminden korundugu bildirilmektedir. Fareler tizerinde komplekslerin dagilimi
incelenmis ve karacigerde birikime ugramamis diisiik molekiil agirlikli kitozan-DNA
kompleksinin non-viral gen tastyict vektSr olarak kullanabilecegi sonucuna

varilmistir (Richardson ve ark., 1999).

200-750 nm boyutunda kitozan ve jelatin nanopartikiilleriyle, lipozom
formiilasyonunun, epitel hiicre kiiltiirinde gen aktarimi  incelendiginde,
nanopartikiillerin; lipozom formiilasyonundan ve kontrol grubu olan serbest
DNA’dan yiiksek, diger kontrol grubu olan adeno-baglantil viriis vektoriinden diisiik
aktivite gosterdigi bulunmustur. Jelatin nanopartikiillerin hiicre igerisine giris
mekanizmasinin farkli olabilecegi diisiiniilerek, kitozan formiilasyonlarindan daha iyi
aktarim sagladig bildirilmektedir( Leong ve ark., 1998). Ayrica kistik fibroz (Walsh
ve ark.,1997) ve DNA asilar1 (Truong-Lee ve ark., 1997) i¢in jelatin nanopartikiiller
{izerinde yapilan cahigmalarin lipozom formiilasyonlarina {istiinliik sagladifi

belirlenmistir.

Gen tasimasinda kitozan-DNA nanopartikiilleri hakkinda da ¢aligmalar
devam etmekte ve timit verici sonuglar elde edilmektedir (Roy ve ark., 1998; Mao ve

ark., 1997; Roy ve ark., 1997; Mao ve ark., 1996).
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1.5. Nanopartikiiller

Nanopartikiiller, 10 nm ila 1000 nm (1 um) arasinda dagilim gosteren, kat1 kolloidal
partikiillerdir. Etkin madde igerisinde ¢o6ziindiiriilmiis, hapsedilmis, enkapsiile
edilmis ve/veya etkin madde yiizeye tutturulmus veya adsorbe edilmis olabilir

(Kreuter, 1983; Allemann ve ark., 1993; Kreuter, 1992).

Nanopartikiiller; nanokiireler ve nanokapsiillere verilen genel addir. Sekil 1.2.
de gosterildigi iizere; etkin madde matris yapimn yiizeyine adsorbe edilmis veya
matris yapt icerisine hapsedilmis ise nanokiire adi verilir. Nanokapsiiller ise
polimerik kabuk ve siv1 bir ¢ekirdekten olugur. Etkin madde yiizeye adsorbe edildigi
gibi gekirdekte ¢oziinmiis halde de bulunabilir (Allemann ve ark., 1993; Kreuter,
1992).

Nanokiire;

Polimerik matriks

Hapsedilmis etkin macde Adzorbe edilmis etkin madde

Hanokapsiil;

Paolimerik katuk

Sekil 1.2. Etkin madde yiiklenmis ¢esitli nanopartikiiller.
1.5.1. Nanopartikiillerin Tasimasi Gereken Ozellikler

Lipozomlarin, hazirlanmalarindan kullanimlarina kadar gecen stirede kimyasal ve
fiziksel stabilitelerindeki problemleri ve in-vivo ortamda goéstermis oldugu
baglanmalar nedeniyle istenen etkiyi olusturamazlar (Bozkir ve Kocyigit, 1995;
Bozkir ve Duman, 1996; Senior ve ark., 1991). Emiilsiyon sistemlerinde ise, bircok

etkin maddenin yag damlaciklari ve kan arasindaki dagiliminin yiiksek olmasi nedeni

‘ ™ KURULA
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ile, salim ¢ok hizli gerceklesmektedir. Buna karsin, polimerik kati partikiillerin
bir¢ok avantaji bulunmaktadir:

- Kan diizeyinde ani yikselmeleri onleyerek, verilisten sonra etkin
maddenin yan etkilerinin azalmasina, etkinliginin artmasina neden olur,

- Ogzellikle mikron boyutunun altindaki polimerik etkin madde tastyicilari,
salim profilinde modifikasyonlar yapmada olanak saglar,

- Saklama ve uygulama sirasinda nispeten yavag bozunma gozlenir

(Couveur ve ark., 1996; Allemann ve ark., 1993; Demirel ve Yazan, 2000).

Polimerik nanopartikiillerin etkin maddeyi, hiicre igerisine yiiksek verimde
tasiyabilmeleri i¢in baz1 6zellikleri tagimasi gerekmektedir.

- Yeterli etkin madde yiikleme kapasitesine sahip olmali,

- Tastyict makromolekiil toksik olmamali ve olustugu monomerik yapi1 da
toksik etki gstermemeli,

- Biyolojik olarak viicutta par¢alanabilmeli,

- Etkin maddeyi hedef bolgeye tasiyabilmeli ve etkin maddenin salim hizt
kontrol edilebilmeli,

- Saklama sirasinda degismeden kalabilmeli: hizlandirilmis ve zorlama
kosullar (stress kosullar) uygulanmadiginda, raf dmrii 30°C’nin altinda en az bir sene
olmalidir. Uriin dispersiyon halinde saklantyorsa, agregasyon ihtimali olmamalidir.
Liyofilize toz halinde saklaniyor ise, tekrar dispersiyon haline getirme zaman ve
¢oziici miktar1 kontrol altina alinmali, toz halinde iken yaslanma etkisi
gozlenmemelidir. Genelde parenteral uygulandiklarindan, sterilitesi saglanmis olmali
ve igne ucundan rahat gecerek viicut igerisinde emboli riski yapmamalidir

(Oppenheim, 1986; Allemann ve ark., 1993).
1.5.2. Nanopartikiil Hazirlama Yoéntemleri
Etkin madde yiiklii nanopartikiilleri hazirlamak i¢in, polimerin ve etkin maddenin

fizikokimyasal 6zelliklerine uygun yontemi se¢mek gerekir. Formiilasyon sartlari,

polimerik kolloidal sistemin i¢ yapisim belirlemektedir. Sekil 1.2.°de goriildiigi
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tizere olusan farkli karakterdeki nanokiire veya nanokapsiil formlarinin in-vitro salim

davraniglari da farklilik gosterir (Alonso, 1996; Kreuter, 1983).

1.5.2.1. Amfifilik Makromolekiillerin Capraz Baglanmasi

Yag igerisinde su emiilsiyonlarinda ¢apraz bag olusturulmasi;

Kramer (1974) tarafindan, etkin maddelerin nanoenkapsulasyonunu saglayan
bir teknik olarak gelistirilmistir. Oncelikle, proteinin (model etkin madde) sulu
cozeltisi hazirlanir. Yiksek hizda homojenizatér kullanilarak yag fazi ile
kanigtirilarak, emiilsiyonu hazirlanir. Yag icerisindeki su emiilsiyonlar, yiiksek
isidaki yag igerisine dokiliir ve beliri bir siire sonunda submikron boyutundaki
partikiiller olusunca, organik ¢6ziici ile yikanir ve santrifiij uygulanarak toplanir. Bu
teknik ile hazirlama sirasinda iki 6nemli kriter bulunmaktadir, stabilizasyon sicakligt
ve emilsiyon enerjisi. Stabilizasyon sicakligi, yiiksek 1sida gergeklestigi icin
proteinlerin yapisinda bozulmalara neden olabilmektedir. Bundan kurtulmak igin
gluteraldehit gibi kimyasal maddeler ile ¢capraz baglar olusturulur. Aym zamanda bu
teknigin bir diger dezavantaji, partikiillerin genis bir dagilim gostermesidir. Daha dar
bir dagilim gostermesi i¢in formiilasyonlarda gesitli modifikasyonlar yapilmistir

(Alonso, 1996; Akbuga ve Durmaz, 1994; Tian ve Groves, 1999).

Sulu ortamda faz dagilimi esasina bagli olarak ¢apraz bag olusumu;
pH degerlerinde ve sicaklik {izerinde yapilan degisikliklerde veya zit iyon
ilavesi ile sulu ortamda faz ayirimi saglanir. Capraz bag olusturmak i¢in bir kimyasal

madde ilave edilir ve nanopartikiil saflastirilir (Alonso, 1996).
1.5.2.2. Monomerlerin Polimerizasyonu
Etkin madde, yiizey etkin madde ¢é6zeltisi igerisinde dagitilir, monomer ilavesi ile

ortamda polimerizasyon islemi saglanir ve nanokiireler elde edilir. Misel olusumu

saglandiktan sonra da polimerizasyon islemi gergeklestirilir (Alonso, 1996).
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Polielektrolit kompleksler olusturarak da nanokiireler elde edilir. Katyonik
polimer olan kitozan, tripolifosfat, trifloroethanol gibi olduk¢a yiiksek negatif yiiklii
bilesiklerle etkilestirerek, nanokiireler meydana gelir. Nanokiirelerin biiylikltigu
kitozan ve tripolifosfat konsantrasyonlarina bagli olarak degisiklik gosterir. Olusan
pozitif yiikli partikiil, negatif yiiklii molekiiller i¢in iyi bir tasiyicr ozellik
gostermektedir (Calvo ve ark., 1997; Leong ve ark., 1998; Hirosue ve ark., 2001;
Saka ve Bozkir, 2002b).

1.5.2.3. Polimerin Coktiiriilmesi

Bu terimin kullanilma nedeni; ¢ozlinmiis olan polimerin, dis faz1 olusturan
¢Oziinemedigi faz ile dispersiyon olusturmasina bagli olarak nanokiirelerin ortamda
¢6kmesine neden olmasidir. Genelde i¢ faz hidrofobik polimer igeren organik
¢oziiciiden, dis faz ise stabilizan i¢eren su fazindan olusur (Alonso, 1996; Allemann

ve ark., 1993).
(oziicii-Buharlagtirma Teknigi;

Bu yontem ilk olarak 1981 yilinda poli(D,L-laktik asit) nanokiireleri hazirlamada
kullanmlmis (Gref ve ark., 1994), birgok uygulamalari yapilmigtir. Daha sonra bu
yontem poli(D,L- laktik—ko-glikolid) i¢in modifiye edilmistir (Kreuter, 1983).
Organik faz igerisinde ¢oziindiiriilen polimere, BSA ilavesi yapilarak, karistirilarak,
yiizey etkin madde i¢eren su fazi ile emilsiyon olusturulmustur. Organik ¢dziicii
buharlastirma ile ortamdan uzaklastirilmigtir (Spiers ve ark., 1999). PLGA nin farkls
oranlar1 kullanilarak faktoriyel deney tasarimi yapilmis, farkli ylizey etkin madde ve
organik faz miktar incelenmistir. Parenteral uygulama i¢in uygun olmayan poli-vinil
alkol yerine pluronikler kullamlmigtir. Partikiillerin biiyiikliigtniin; ylizey etkin
madde tipine ve polimer-yiizey etkin madde oranina baglh olarak degisim gosterdigi

bulunmustur (Bozkir ve Saka, 2001).

2. YOKSEKOGRET M KURULS
DOKUMANTASYON
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Coziicli-buharlastirma teknigi daha ¢ok polimer ¢ozeltisinde ¢ozilinen,
lipofilik etkin maddenin enkapsiilasyonunda kullaniimaktadir. Modifikasyonlarla
protein gibi amfifilik 6zellik gosteren maddeler de kullanilmaktadir (Alonso, 1996;
Calvo ve ark., 1997).

Nanog¢o6ktiirme (nanoprecipitation) metodu;

Bu yontemde organik faz, i¢ su fazinda tamamen ¢6ziiniir. Bu nedenle buharlastirma
veya ¢oziicii ektraksiyonu gibi yontemlere gerek kalmadan nanokiireler ortamda
¢oker. Polar olmayan ¢oziicli igerisindeki polimer ve yari-polar Ozellikteki
¢oziiciideki etkin maddenin karigtirilmasi ile yari-polar ¢6ziicii organik fazin i¢ su
fazinda dagilimim kolaylastirarak etkin maddenin organik fazda ¢oziinmesini saglar
ve polimer-etkin madde yapisinin hemen ¢kmesine sebep olur (Alonso, 1996; Gref

ve ark., 1996).

Nanogoktiirme yontemi ile, hidrofobik ozellikteki polimer igerisine hem
hidrofobik hemde hidrofilik etkin maddeleri enkapsiile etmek miimkiin olmaktadur.
Ciinki, etkin maddeleri ¢dzecek ¢oziicli hem polar hemde polar olmayan gruplardan
secilebilmektedir. Polimerizasyon veya g¢apraz-bag olusturma yontemlerinde, etkin
madde ile monomer yapi arasinda olabilecek reaksiyonlar, ¢apraz baglar ve ortamda
kalan monomer ve istenmeyen ¢apraz baglarin potansiyel toksik etkileri nedeniyle

nano¢oktiirme yontemi bir iistiinliik saglamaktadir (Alonso, 1996).

1.6. Kitozan Hakkinda Genel Bilgiler

Kitozan, ilk kez 19. ylizyihn ortalarinda organik asitlerde eriyebilen kitinin derisik
potasyum hidroksit ¢ozeltisinde kaynatilmas: ile elde edilmistir. 1894’te Hoppe-
Seyler modifiye kitin iizerinde aragtirmalar yapmis ve olusan yeni polimere kitozan
ismini vermistir (Vanson, 2000b) . Kitozan, son zamanlarda, farmasétik teknolojide
seltilozdan sonra en ¢ok kullanilan dogal polisakkarit olmustur (Kas, 97; Singla ve

Chawla, 2001; Erden ve Celebi, 1990).
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Yengeg, karides ve istakoz gibi eklembacaklilarin kabuklarinin ve kismen
bazi mikroorganizma ve mantar tiirevlerinin dekalsifikasyonuyla elde edilen, seliiloz
benzeri bir polisakkarit olan kitinin [(1-4)-2-asetamido-2-deoksi -D, glukoz] alkali
ile N-asetilasyonu sonucu elde edilmektedir. Biyopolimerik yap1 gésteren ve dogada
yaygin olarak bulunan kitin, suda ve birgok organik ¢o6ziiciide g¢6ziinmeyen,
hidrofobik bir madde oldugundan, kitozan seklinde kullamilir (Kas, 97; Singla ve
Chawla, 2001)

1.6.1. Kitozanin Yapisi ve Elde Edilmesi

Hidrofilik biyopolimer olan kitozan, f(1-4) 2-amino-2deoksi-D-glukoz yapisinda,
kitinin alkali ortamda aminoasetil grubunun hidrolize edilmesiyle elde edilen seklidir

(Sekil 1.3).

Iyice yikanmis olan eklembacaklilarm kabuklar, kitozan verimini artirmak
lizere kimyasal islemlerden 6nce 6giitiliir. Kabuklardaki kitin ekstraksiyonundaki en
onemli agama, protein ve kalsiyum karbonat / kalsiyum fosfat gibi inorganik
minarellerin sirasiyla 6nce alkali (NaOH), sonra asitle (HCl) muamele edilerek
uzaklastirilmasidir. Yikanip kurutularak elde edilen kitin bir ara madde olarak
saklanabilir. Kitinin yiiksek sicaklikta, 1-2 saat boyunca konsantre sodyum
hidroksitle muamelesi, yani deasetilasyonu sonucu kitozan elde edilir. Son
basamagin tekrarlanmasi durumunda ise, yliksek deasetilasyon derecesinde kitozan
elde edilir (Singla ve Chawla, 2001). Kitozanmin suda ¢dziinebilen sekli, uygun bir
organik asitle muamelesinden elde edilir. Elde edilen kitozan tuzlari, suda ¢6ziintir ve
¢ozlintrlik deasetilasyon derecesine bagli olarak artar (Illum, 1998; No ve ark.,

2000).
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Sekil 1.3. Kitin ve kitozan’in kimyasal yapilari,

1.6.2. Kitozann Fiziko-Kimyasal Ozellikleri

Kitozan goriiniis olarak beyazdan-krem rengine, pul seklinden ince toz haline kadar
farkli partikiil biyiikliigiine sahip, berrak agik sart renkli ¢ozelti olusturan bir

maddedir (Sigma, 2000).

Kitozan, kitinin deasetilasyonundan hazirlandig1 i¢in, molekil agirlig: kitine
gore diigiiktiir ve iiretim kosullarina bagh olarak farkhilik gosterir (50-2000 kDa).
%]1°lik asetik asit ¢ozeltisi igindeki %1 kitozan ¢ozeltisi molekiil agirligina da bagh
olarak genis bir vizkosite araligni gosterir (<2000 mPa.s). Poly-D-glukozamin
formiiliindeki kitozanin, glukozamin grubunun mol fraksiyonu olarak tanimlanan

deasetilasyon derecesi ise % 40-98 arasinda degismektedir (Illum, 1998).

Kitozan, alkali ve nétral pH’larda ¢6ziinmez. Asetik asit, propiyonik asit ve
laktik asit gibi organik asitli ortamlarda hatta konsantre formik asitte olduk¢a yiiksek
oranda ¢06ziindiigii, kitozan-asit konsantrasyonuna bagli olarak, hidroklorik asit,

perklorik asit ve nitrik asit gibi mineral asitlerde kismen ¢6ziindiigii, ancak siilfiirik
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asit ve fosforik asitlerde ¢oziinmedigi bildirilmektedir (No ve ark., 2000; Singla ve

Chawla, 2001).

Kitozanin polimerik yapisindaki amin gruplarin organik asitler ile muamele
edilmestyle, proton kazanmasina bagl, pozitif yiiklii ¢ozeltiler meydana gelir. Yani;
kitozanin zayif bir baz oldugu diigiiniiliirse, glukozamin birimlerini pozitif yiiklii
suda ¢oziinebilen sekle doniistiirebilmek i¢in uygun miktarda organik asit ilavesi
gerekir. En ¢ok kitozan glutamat ve kitozan kloriir tuz formlar: olusur. Kitozan
tuzlarinin ¢6zlintrltigi  yiiksektir, fakat ortama tuz ilavesiyle ¢Oziintirlikk

diismektedir.

Deasetilasyon derecesi de ¢Oziniirlik lizerine etki goéstermektedir. %40
deasetilasyon derecesine sahip kitozanin, ¢oziintirligiiniin pH 9’lara vardigi, diger
taraftan %85 deasetilasyona sahip kitozanin pH 6.5’a kadar ¢oztintirliik gosterdigi

belirtilmistir (Illum, 1998; Singla ve Chawla, 2001).
1.6.3. Kitozanin Farmakolojik Ozellikleri

Kitozan, biyolojik olarak ge¢imlidir ve biyolojik olarak pargalanabilir. Lizozomlarda
pargalanabilen ve pargalanma tiriinleri ¢ok diisiik toksik 6zellik gosteren dogal bir
polisakkarittir. Siganlarda oral LDsy degeri 16g/kg, farclerde intraperitonial LDsg
degeri 350 mg/kg’dan daha fazladir (Erden ve Celebi, 1990; Zieba ve Knapczyk,
1988; Illum, 1998). Bu deger tuz ve sekerin letal dozlariyla aynidir.

Kitozanin, yara iyilestirici iiriin olarak, Tegasorb™ adi altinda 3M tarafindan
tiretilen piyasa preparati bulunmaktadir. Kitozan, barsak ortaminda gergeklesen lipid
gecis mekanizmasinda, pozitif yiikiine bagli olarak kolesterol ve safra tuzlarina
baglanarak karisik misel olusumunu onler ve bunun sonucunda ise yag emilimi
engellenir (Illum, 1998). Bu ozelligine dayanarak o6zellikle Uzakdogu pazarinda
bircok diyet iiriiniin formiilasyonunda yer alir. Ayrica kitozanin diisiik diizeyde
antienflamatuvar, antikanserojenik ve heparinik aktivite gosterdikleri bulunmustur.

Antiasit ve antitilser etkilerinin bulunduguda bildirilmektedir (Erden ve Celebi, 1990;

| —
wﬂ“““i mmm“& v



32

Zieba ve Knapcyzk, 1988; Felt ve ark., 1998). Kitozan gibi katyonik polimerlerin,
hafif alkali ve nétral ortamlarda mukoadhesif 6zelligi sebebiyle insanlarda mantar
olusumunu engelledigi, dolayisiyla antifungal ve antimikotik formiilasyonlarin
etkisini artirdif1 goriilmiistiic. (Pavanetto ve ark., 1996). Diisiik molekiil agirlikli
kitozanin silia hareketlerini aktive ettigi de kaydedilmistir (Lubben ve ark., 2001; He
ve ark., 1998).

1.6.4. Kitozanin Uygulama Alanlar

Dogal bir polimer olan kitozan, farkli dallardaki arastirmacilarin dikkatini ¢ekmis ve
cesitli alanlarda kullanimi gergeklestirilmistir. Kitozanin genel uygulamadaki farkli
endiistri dallar1 ve amaglar1 Tablo 1.3.’te 6zetlenmistir (Erden ve Celebi, 1990;
Vanson, 2000a, Shahidi ve ark., 1999; Pavenetto ve ark., 1996; Felt ve ark., 1998).

Tablo 1.3. Kitozanin genel kullanim alanlar

Kozmetik sanayii - Pudra

- Nemlendirici

- Sag ve cilt bakim {irtinleri
- Banyo losyonu

Tarim - Uriin verimini artirmak
- Tohum kaplanmasi
- Pestisid ve herbisit formiilasyonlarinda

Hayvancilik - Hayvan yem katkis1

Cevre mithendisligi - Atik su arttimi
- Zehirli madde ve artiklarin aritimi
- Radyoaktif madde aritimi

Gida Miihendisligi - Besin koruyucu

- Renk stabilite artirict

- Sarap ve meyvesuyu saflagtirillmasinda
- Kolesterol diisiiriicii

Medikal - Bandaj / slinger
- Yapay kan damari
- Kan kolesterol kontrolii

- Yapay deri
Kagit ve tekstil sanayii - Yiizey duizeltici

- Fotograf kagidi

- Karbonsuz kopya kagidi
Analitik yontemler - Protein saflagtirmasi

- Canli hiicre ve enzimlerin immobilizasyonu
- Protein, aminoasit, boya ayristirilmasi

Dis hekimligi - Protez ve dolgu materyali
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1.6.4.1. Kitozanin Farmasétik Teknolojide Kullanim

Tablet teknolojisinde direkt basim ajant olarak, %50 oraninda kitozan ilavesi
tabletlerin dagilma hizim artirmistir. Kitozanin deasetilasyon derecesinin, tabletlerin
nem absorbsiyonunda etkili oldugu bildirilmistir. Tablet dagiticis1 olarak etkinligi;
partikiil buiyiikliigii, kristalizasyon derecesi ve deasetilasyon derecesine baglh olarak,
(%5’1n tlizerinde ilave edildiginde) musir nisastast ve mikrokristalize seliiloza karsi
Ustiinliik gostermistir. Ayrica sodyum karboksimetil seliiloz ve metilseliiloza gore
daha iyi bir baglayici oldugu belirtilmistir (Illum, 1998). Fakat basilabilirlik ve
akiskanlik 6zellikleri zayiftir (Singla ve Chawla, 2001).

Kitozan, tek degerlikli polimerik katyonik karakter ve jel veya film yapma
ozelliklerine bagli olarak kontrollii salim sistemlerinin gelistirilmesinde yiiksek bir
potansiyele sahiptir. Etkin maddenin ilag uygulama miktar ile terapotik etkiyi
gOsteren zamani uzatmasi tizerindeki kontrolii ve belkide hedeflemede segicilik
saglamasi diger maddelere tstlinliikk saglamaktadir (Illum, 1998). Bir¢ok aragtirmada
kitozan; mikrograniilasyon sistemleri, stirekli salim matrisleri, asinabilen matris
yapilari ve kontrollii salim saglayan jel sistemleri, mikrokiire ve mikrosiinger
yapilarinda ilag tasiyici sistem olarak hazirlanmistir (Felt ve ark., 1998; Erden ve

Celebi, 1990; Jameela ve ark., 1996; Calvo ve ark., 1997; Lim ve ark., 2000).

Kontrollii salim yapmak amaciyla kitozandan, ¢6ziicti buharlastirma teknigi,
coklu emiilsiyon yontemi, ¢oktlirme yontemi, kompleks olusturma ile hazirlama,
ekstriizyon/sferinizasyon, piiskiirterek kurutma yontemi veya iyonotropik jelasyon

yontemlerinden biri kullanilarak mikropartikiiler yapilar elde edilir (Kas, 1997).

Kitozan mikrokiirelerinin hazirlama teknikleri ve salim kinetikleri olduk¢a
fazla incelenmistir. Agr kesici grubundan; diklofenak sodyum (Acikgdz ve ark.,
1996), ditiretiklerden; furosemid (Akbuga ve Durmaz, 1994) ve kanser tedavisinde;
sisplatin (Nishioka ve ark., 1990) gibi oldukga genis bir etkin madde grubu ile

aragtirmalar yapilmagtir.
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1.6.4.2. Kitozanin Farmasotik Biyoteknolojide Kullanim

Kitozan ile DNA arasinda iyonik baglanmalar olusarak (elektrostatiksel olarak)
nanoboyutlarda polimer-DNA kompleksleri hazirlanabilmesi nedeniyle, boliim
1.42.1.2°de ad1 gegen non-viral tasiyicilar igin uygun bir segenek olarak
gortinmektedir. Gen tastyici olarak kullaniminda bazi avantajlar olusturmaktadir;
- Hedeflemeyi gergeklestirecek ligandlarin nanokiire formiilasyonlarina
baglanmalarini saglamasi,
- Reseptor aracilig1 ile endositoz mekanizmasini uyarmas,
- Endozomal ve lizozomal kompartmanlarda, lizozomolitik maddeler ile
birleserek, DNA’nin degredasyonunu azaltmasi,
- Diger biyoaktif maddelerle birden ¢ok plasmidi hapsedebilmesi,
- Polimer matris igerisindeki DNA’y1, serum niikleaz yikimindan korumasi,
- Aktivitede kayip olmadan, nanokiirelerin saklanmasi i¢in liyofilizasyon

igleminin yapilmasina olanak saglamasi (Leong ve ark., 1998).

Gen tastyici olarak kitozan, lipozom (Gregoriadis ve ark., 1996), mikrokiire
(Jameela ve ark., 1996; Ishii ve ark., 2001) ve nanokiire (Richardson ve ark., 1999;
Leong ve ark., 1998; Lee ve ark., 2001; Cui ve Mumper, 2001; Lubben ve ark., 2001;
Mao ve ark., 2001) formiilasyonlar1 olarak hazirlanmis ve etkileri incelenmistir.
DNA-kitozan nanokiireleri 100 ila 750 nm boyutlar1 arasinda elde edilmis, bu
yapilarin etkin bir gekilde cesitli epitel hiicre kiiltiirlerine gen aktarimi incelenmistir.
%10 oraninda serum iceren ortamlarda dahi etkin bir gen aktarim gergeklestirdigi
bildirilmektedir (Mao ve ark., 2001; Thanou ve ark., 2002; Ishii ve ark., 2001).
Genetik bagisiklama caligmalarinda kitozan, geleneksel agilamaya gore; pDNA’nin
stabilitesini yliksek oranda korumasi, diisiik maliyeti, viral asilara goére enfeksiyon
riski tagimamasi, bir plazmid tizerine birka¢ antijen hedefleme kapasitesine sahip
olmasi ve hem humoral hemde hiicresel yamt olusturabilmeleri agisindan
Usttinliikleri bulunmaktadir. Kitozanin katyonik ozelligine bagl olarak Peyer
plagindan gecis saglamasi nedeniyle mukozal asilama g¢alismalarinda {imit verici
sonuglar elde edilmistir (Cui ve Mumper, 2001; Lubben ve ark., 2001).Ayrica gesitli

amino asit, antithrombotik maddeler, fibroblast, interlokin 2, monoklonal antikor ve
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insiilin igeren kitozan formiilasyonlar1 tizerinede ¢alismalar yapilmistir (Kas, 1997,

Singla ve Chawla, 2001; Illum, 1998; Calvo ve ark., 1997; Tokura ve ark., 1987).
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Materyal Listeleri

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

2-merkaptoetanol
Agar

Agaroz
Ampisilin

Bromfenol mavisi

Dimetildioktadesilamonyum (DDAB)

Disodyum hidrojen fosfat (susuz)
Disodyum hidrojen fosfat.7H,O
Etanol

Etidyum bromtir

Etilendiamintetraasetik asit (EDTA)

Fenol fitalein
Fosforik asit
Glasiyel asetik asit
Gliserol

Glukoz
Iyodoasetik asit
Kitozan (HMW)
Kitozan (LMW)
Kitozan (MMW)
Kloroform
Magnezyum siilfat
Maya Ekstresi

Mc Conkey agar
o-nitrofenil-f-D-galaktopiranozit

(ONPG)

Sigma

Bacto

Fluka

Mustafa Nevzat [lag Sanayi
Sigma

Sigma

Merck

Merck

Merck

Sigma

Merck (Titriplex I1I®)
Riedel

Merck

Merck

BDH Chemicals
Merck

Sigma

Fluka

Fluka

Fluka

Merk

Merck

Oxoid

Oxoid

Sigma
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Poli-L-lizin

Potasyum asetat

Potasyum dihidrojen fosfat
Potasyum kloriir

Sodyum dodesil siilfat
Sodyum hidroksit

Sodyum kloriir

Sodyum stilfat

Sodyum dihidrojen fosfat.H,O
Tripton

Tris(hidroksimetil)Jamino metan

Tris.HCI

2.1.2. Kullamlan Biyolojik Maddeler

DNA Molekiil Agirhik Standartlar
DNaz |

E.coli ATCC 25922 Bakteri Susu
E.coli ATCC 35218 Bakteri Susu
Kitozanaz Enzimi

pSV-B-Galaktosidaz Kontrol Vektor
2.1.3. Kullanilan Malzemeler

Dio-Transquick® Transformasyon
Sistemi

DNaz ve RNaz igermeyen
mikrosantrifijj tlipler

Pipet uglar

Wizard® Plus Maxipreps DNA

Saflandirma Sistemi
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Sigma

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Baltimore Biological Laboratory
(Trypticase®)

Sigma (Trizma® Baz)

Sigma

Sigma
Sigma
Refik Saydam Merkez Hifzisihha Enstitiisii
Refik Saydam Merkez Hifzisthha Enstitiisti
Sigma

Promega

Diomed

USA Scientific

Dateks

Promega



2.1.4. Kullanilan Cihazlar ve Aletler

- 45°C Dondurucu

- 70°C Dondurucu
Acilimli Rotara Sahip Santrifijj
Cam malzemeler
Elektroforez Gii¢ Kaynagi
Etiiv

Kesintisiz Gli¢ Kaynagi
Laminar Flow Cihazi
Liyofilizator

Manyetik Karistirici
Mikro pipet 10-100 pL
Mikro pipet 1-10 uL
Mikro pipet 200-1000 pL
Mikrosantrifiij

Optik mikroskop

Otoklav

Ornek Kaplama Cihazi (SEM analizi i¢in)

Partikiil Biiyiikliigti Olgeri
pH-metre

Taramal1 Elektron Mikroskobu
Teraziler

Ubbelohde Kilcal Viskozimetre
Vakum Pompast

Vortex Karistiricilar

Yiiksek Devirli Santrifiij

Zeta Potansiyeli Olgeri
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Heto

Snijders Scientific

Sigma 4K 15

Ildam

E-C-Apparatus Corporation
Heraeus

Gemla

Birlesik Alman Ilag Firmas:
Labconco Freeze Dry System
Stuart Scientific

Pipet-lite

Pipet-lite

Kartell

Hermle 2-160M

Olympus B201

Hiclave HV-85

Polaron E5100

Malvern Mastersizer 2000
Meter Lab

Jeol JSM 840-A

Sartorius, Mettler H10

Jena®™ Glas

Emerson

Lab-line Instruments, Niive NM-110
Sorvall Superspeed Centrifuge SS-3(A)
Malvern Zetasizer 3000 HS-a
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2.2. Yontem ve Deneyler
2.2.1. Plazmid DNA’nin ve E.coli Hiicrelerinin Se¢imi

Gen aktarimu i¢in tizerinde P-galaktosidaz ve ampisilin direng genleri tasiyan, yiiksek

kopya sayisina sahip, plazmid “pSV-B-Galactosidase” vektorii se¢ilmistir.

pSV-B-Galactosidase vektorii, mgmeli hiicrelerine aktarimini  izlemeyi
saglayan pozitif kontrol vektoriidiir. B-galaktosidaz enzimini kodlayan lacZ gen
bolgesinin yliksek derecede iiretimini saglayan SV40 promotor ve arttirici (enhancer)
diziler icermektedir (Sekil 2.1). B-galaktosidaz miikemmel bir belirleyici enzimdir.
Hiicre ortamindan alinan &rnekler hizli ve direkt olarak spektrofotometrik, fluorosans
ve kemiluminesans yontemleriyle tayin edilebilmektedir. Bu belirleyici enzim in situ

histokimyasal analizlerde de siklikla kullanilmaktadir (Promega, 1999).

Bu plazmid vektorii, SV40 bolgesi igeren pRSV-B-Gal ile pUCI18
plazmidlerinin rekombinasyonu ile hazirlanmistir. Bu plazmid vektoriiniin E.coli
hiicrelerinde iirettirmis oldugu P-galaktosidaz enzimini, aktarmayi diisiindiigtimiiz
COS (bobrek epitel hiicreleri) hiicrelerinde diger hiicre kiiltiirlerine gore 10 kat daha
yiiksek aktivitede irettigi bildirilmektedir (Promega, 1999).

Konake¢1 hiicrenin segiminde, pDNA’nin tagimig oldugu ampisiline karsi
diren¢ saglayan (Amp') geni tasiyan bakterinin ampisilinli ortamdaki {ireyebilme
yetene@i esas alinarak tercih yapilmistir. Refik Saydam Merkez Hifzisihha
Enstitiisti’nden temin edilen iki ayr1 ATCC 25922 (RSKK 97022) ve ATCC 35218
(RSKK 95069) E.coli suslarinin ampisilin igeren diskler varliginda ekimi yapilmis
ve ampisilin igeren ortamda tireme gézlenmeyen ATCC 25922 susunun (Sekil 2.2),
pDNA aktarimim analitik yontemlere gerek kalmadan gozlemleyebilecegimizden

tercih edilmistir.



pSV-p-Galactosidase
 ori Vactor
{6820bp)

BamH | 4151
Salt 4183
Psri 4173

CEIBV Awd it

Sekil 2.1: pSV-B-Galactosidase vektoriiniin haritasi.

(www.promega.com/figures/frame.asp? fn=0325va adresinden alinmistir.)
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Calisma i¢in gerekli olan plazmid asagidaki protokoller uygulanarak elde

edilmigtir.

2.2.1.1. Plazmid DNA izolasyonu

Plazmid iretimindeki tiim asamalarda kullanilan madde ve malzemenin steril
olmalar1 saglanmistir. Cam malzemeleri alkol ¢6zeltisinden gegirilerek yiiksek 1s1
altinda (200°C’de 2 saat stire ile 1s1 firinlarinda) veya su buhari ile basing altinda
(126°C’de 20 dakika) sterilizasyonlar1 saglanmistir. Yiiksek 1siya dayanamayacak

madde ve malzemeler ise steril olarak temin edilmistir.

2.2.1.1.1. Plazmid DNA Tasiyan Kiiltiir Ortamlarimmm Olusturulmasi

Ampisiline karst duyarlt olan ATCC 25299 E.coli hiicrelerine, pSV-p-Galactosidase
aktarimin1 hizli ve kolay bir prosediirle gergeklestirmek i¢in Diomed firmasimin

“DNA Transformation Kit (Dio-Transquick®)” kullanilmustir.

pDNA {iretimine baslanmadan &nce buz banyosu ve 42°C’lik su banyosu
hazirlanmigtir. Ayrica Luria-Bertani (LB) besiyeri bir giin 6nceden hazirlanip, gece
boyunca inkiibasyona birakilarak, kontaminasyon olmadan hazirlandigr kontrol

edilmistir.

LB sivi besiyeri;

TrIPLON ceveeveieceeeerrcc e 10g
Maya EKStresi .cc.cevecrecrverreenenenicneennnn. Sg
Sodyum KIOriir ....ccoceeveeverveveninierenne. 10g
Distile SU ......ccveeveecnne A28 11 WOROUO 1000 mL (Becker ve ark., 1990)

Kati besiyeri hazirlamak icin regeteye % 1.5-3 oraminda agar ilavesi
gerekmektedir (Bilgehan, 2002). Ampisilin diren¢ geni tagimayan bakterilerin

tiremesini engellemek igin ortama 100 pg/mL ampisilin ilavesi gerekmektedir.
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1- Belli miktarda (10-15 mL) LB siv1 besiyeri igeren 50 mL’lik steril tlipe, taze
tiretilmig E.coli kiiltiir plagindan bir koloni ekilmis ve 37°C’de gece boyunca
inkiibasyona birakilmigtir.

2- Gece boyunca inkiibasyona birakilmig 300 pL bakteri kiiltlirli, 15 mL taze siv1
LB’de yaklasik 2 saat boyunca 37°C’de bulaniklik (0.5*1 Mc Farland)
olusuncaya kadar inkiibe edilmistir.

3- 1.5 mL taze kiiltiir, mikrosantrifiij tliptine aktarilmis ve oda 1sisinda, 1 dakika

12.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

N
1

Stipernatan uzaklastirllmistir. Elde edilen pellet {izerine kit icerisinde bulunan, 1
mL “Cozelti A” ilave edilmis, vorteks karigtirici ile tekrar siispande hale

- getirilmistir.

W
1

Tekrar oda 1sisinda, 1 dakika boyunca 12.000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Stipernatan uzaklagtirilmis ve 200 pl. “Cozelti A” ilave edilip, vorteks karistiric

ile stispande edilmistir.

N
1

20 pL hacim ve 10 pg miktar pDNA ortama ilave edilmistir.

~J
'

Iyice kanstirlan tiip ilk once 15 dakika (10-30 dakika arasinda) buz iizerinde,
sonra 42°C’lik banyoda 1.5 dakika ve tekrar 3 dakika boyunca buz tizerinde
tatbik edilmigtir. Bu sok uygulamasiyla DNA’nin hiicre ¢eperinden gegisi
kolaylagmaistir.

o)
1

Oda 1sisinda, 1 dakika boyunca 12.000 rpm’de santriftij edilmigtir. Siipernatan
uzaklastirilmis ve kit igerisinde hazir bulunan, 500 pl “Cozelti B” ilave edilip,
vorteks karigtirici ile siispande hale getirilmistir.

9- Tekrar oda 1sisinda, 1 dakika boyunca 12.000 rpm’de santrifiij uygulanmustir.

Stipernatan uzaklastirilmis ve 200-500 pL. ampisilin igeren (100pg/mL) sivi LB
besiyerinde gece boyunca inkiibasyona birakilmustir.

10- Plazmid tasiyan kolonileri, islem gérmemis kolonilerden ayirt etmek i¢in elde
edilen 50 pL kiiltiir, ampisilin igeren kati LB besiyerine tek koloni elde edecek

sekilde yayilmis ve 37°C’lik etiivde bir gece boyunca liremeye birakilmistir.
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2.2.1.1.2. Alkali ile Liziz Metoduyla Plazmid DNA Eldesi

Steril santrifijj tiiptine 5 mL ampisilin igeren sivi LB besiyerine, Boliim 2.2.1.1.1.°de
elde edilen kiiltiirden tek koloni alarak 37°C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir.
Elde edilen taze kiiltiirden 1.5 mL alinarak mikrosantrifijj tiiptinde 1 dakika 12.000
rpm’de santrifiij uygulanmigtir. Siipernatan uzaklastirilmis ve islem kuru pelletler
tizerinden yapilmistir. Sambrook ve arkadaglarinin (1989) belirtmis oldugu alkali ile

lizis metoduna dayanarak ¢ift sarmal DNA elde edilmistir.

Tablo 2.1 Alkali ile lizis islemi i¢in gerekli ¢6zeltiler.

) Miktar
Icerik : Kosullar:
/10 mL
Cozelti I
GIUKOZ ..covevvriireieeirienen, 50 mM 90 mg
En fazla 100 mL hazirlanarak,
Tris.Cl (pH 8.0) .....cccenene. 25 mM 39 mg
+4°C’de saklanmalidir.
EDTA (pH 8.0) ....c.oeuee. 10 mM 37 mg
Cozelti 11
Sodyum hidroksit ............. 02N 80 mg Kullanimdan &nce taze
Sodyum dodesil stilfat ...... % 1 100 mg hazirlanmall.
Cozelti 11T
Potasyum asetat (5 M) ..... 60.0 mL 6.00 mLL
Glasiyel asetik asit ........... 11.5mL 1.15 mL +4°C’de saklanmalidir.
Distile SU .c...ocoveevevreerennnn. 28.5 mL 2.85mL

1. Elde edilen pellet halindeki bakteri ¢okelegi tizerine buz iizerinde sogutulmus
100 puL Cozelti I eklenerek, vorteks karistiric: kullanarak karistirilmistir.

2. Uzerine 200 pL Cozelti II eklenmis ve tiipler bes kez ters-diiz edilerek karigmasi
saglanmigtir. Karisim, buz tizerinde seffaf ve viskoz bir hal alana degin
bekletilmistir.

3. Elde edilen viskoz bakteri lizati1 ile 150 uL’lik soguk Cozelti 1II eklenerek,

tamamen karigmasi saglanmigtir.

mﬂwgﬂ ‘n@

WY ON
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4. Son karisim, buz iizerinde 5 dakika bekledikten sonra, 12.000 rpm’de 5 dakika
santrifiiy uygulanmagstir.

5. Siipernatan, temiz bir mikrosantrifiij tiipline aktarilmis ve esit hacimde
fenol:kloroform (1:1 h/h) kanisgimi eklenerek ve vorteks karstirict ile
karigtinlmigtir.

6. 2 dakika boyunca 12.000 rpm’de santrifiij edilmis ve siipernatan temiz bir
mikrosantrifiij tiiptine aktarilmustir.

7. Mikrosantrifiij tiip iizerine, 2 kat hacimde etanol ilave edilmis ve 2 dakika oda
1s1sinda bekletildikten sonra, 12.000 rpm’de 5 dakika santrifiij uygulanmaigtir.

8. Siipernatan uzaklastirilmis, elde edilen ¢ift sarmal DNA ¢é6keltisi oda 1sisinda
kurutulmustur.

9. Kuru halde elde edilen DNA, 1 mL %70’lik etanol ile muamele edilerek,
+4°C’de 10 dakika bekletildikten sonra, 12.000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Stipernatan atilmigtir.

10. Cokelti tizerine, 20 pg/mL riboniikleaz iceren 50 pl. Tris-EDTA (10:1 h/h)
tamponu ilave edilmis ve vorteks kanstirict ile karistirilmastir.

11. Izole edilen DNA kullanilana kadar -45°C’de muhafaza edilmistir.

2.2.1.1.3. Saflastirma Kiti ile Plazmid DNA Eldesi

Steril santrifiij tiipline 5 mL ampisilin igeren sivi LB besiyerine, Boliim 2.2.1.1.1.’de

elde edilen kiiltlirden tek koloni alarak 37°C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir.

Protokole bagli olarak izolasyon gergeklestirilmistir.

1-

2-

3.

5 mL’lik sivi kiiltirden 1 ml alimip, 500 mL’lik ampisilin igeren sivi LB
besiyerine aktarilmig ve 37°C’de bir gece boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Kiiltiire santrifiij uygulanmis ve elde edilen pellet hiicreler iizerine 50 mM Tris-
HCl, 10 mM EDTA ve 100 pg/mL riboniikleaz A igeren ¢ozeltide yavasca
karigtirarak, siispande edilmistir.

Lizis tamponu ilave edilmis ve hiicre yikimi tamamlandiktan sonra (¢ozelti

berrak ve viskoz oluncaya kadar) nétralizasyon ¢ozeltisi ilave edilmistir. 14.000
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rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek kromozomal DNA’nin ¢6kmesi saglanmigtir.
0,2 um’lik membran filtreden stiziilerek ¢oken krozomal DNA uzaklastirilmastir.

4- Siipernatan iizerine yarisi kadar izopropanol ilave edilmistir.

5- Oda 1sisinda 14.000 rpm’de santrifiij ederek siipernatan uzaklagtirilmigtir.

6- Tris-EDTA tamponu ilave edilmis ve vorteks karigtirict ile silispande hale
getirilmisgtir.

7- DNA saflagdirma reginesi ilave edilmis ve vakum uygulanarak kit icerisinde
bulunan, kolon i¢ine aktarilmastir.

8- Kolon, kolon yikama ¢ozeltisinden ve %80’lik etanolden sirasi ile gecirilmis ve
vakum uygulanarak kurutulmustur.

9- Kolon 2.500 rpm’de santrifiij edilmigtir. 65-70°C’ye 1sitilmus Tris-EDTA
tamponu ilave edilmis ve tekrar santrifiij uygulanmistir.

10- izole edilen pDNA kullanilincaya kadar -45°C’de muhafaza edilmigtir.

2.2.1.2. Plazmid DNA Saflik ve Miktar Tayini

Elde edilen pDNA ¢ozeltilerinin saflik ve konsantrasyon belirlenmesi igin

spektrofotometrik yontem kullanilmigtir.

DNA molekiilii 260 nm dalga boyunda maksimum absorbans gostermekte
iken DNA’mn proteinler varhgmdaki maksimum absorbans: 280 nm dalga boyuna
kayma gostermektedir. Bu verilerden yararlanarak 260 nm / 280 nm’deki optik
dansite (OD) oram hesaplanarak, DNA ¢ozeltisinin saflig1 saptanmaktadir. lyi bir
saflastirma iglemi gergeklestirilmis pDNA ¢ozeltisinde bu oran 1.8 —2.0’dir.

20 ul DNA ¢ozeltisi, 1980 pl deiyonize su ile seyreltilerek 260 ve 280
nm’deki OD oram: belirlenmigtir. 1 OD’nin 50 pg/mL ¢ift sarmal DNA’ya esdeger
oldugu bilinmektedir (Sambrook ve ark., 1989; Lee ve ark., 2001). 260 nm’deki
Olgiim niikleik asit konsantrasyonunun belirlenmesinde kullamilmigstir. Konsantrasyon

hesabr esitlik 2.1 de verilmektedir.

DNA konsantrasyonu (pg/mL) = ODy69 X Seyreltme Faktorii X 50 (Esitlik 2.1)

.0, YOKS! COGRETIM KUKUS

[ 5
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2.2.2. Kitozanin Deasetilasyon Derecesinin Tayini

Kitozanin sahip oldugu molekiil agirhiginin, etkin maddeyi hapsetme orani ve in vitro
ortamda salim profillerine etki gosterdigi bildirilmektedir (Genta ve ark., 1998; Lee
ve ark., 2001; Richardson ve ark., 1999). Kitozanin &zelliklerinden biri olan
deasetilasyon derecesinin de, ¢dziiniirlik (Illum, 1998; No ve ark.,2000; Singla ve
Chawla, 2001) ve gen aktarim etkinligi iizerinde oldukea etkili bir parametre oldugu
ayrica partikiiler yap1 olusturdugunda stabilitede etkin rol oynadig: belirtilmektedir
(Kiang ve ark., 2002).

Kitozamin temin edildigi firma tarafindan eksik verilen deasetilasyon
derecesini tayin etmek i¢in,

- Kapiller-viskozimetre

-  H-NMR

- IR-spektroskopik metod

- Titrasyon

- Birinci derece tiirev UV spektrofotometre

- Enzimatik metodlar (Saka ve Bozkir, 2002a; Sabnis ve Block, 1997; Win
ve Stevens, 2001; Kiang ve ark., 2002) uygulanmaktadir.

Arastrmamizda kullandigimiz kitozanlarin deasetilasyon derecelerini tayin
etmek icin uygulamasi kolay ve ucuz olan, kapiller viskozimetre ve titrasyon ile tayin

yontemi kullanilmastir.

Sekil 2.3. Ubbelohde kapiller viskozimetresinin sematik goriintiisii



47

2.2.2.1. Deasetilasyon Derecesinin Kapiller Viskozimetre ile Tayini

0.1 M asetik asit ve 0.2 M sodyum kloriir ¢ozeltisi igerisinde, degisik
konsantrasyonlarda hazirlanan kitozan (%1, %0.5, %0.25, %0.1) ¢ozeltilerinin
Ubbelohde kapiller viskozimetresi kullamlarak (Sekil 2.3.) akig siireleri &l¢iilmiis,

sekiz paralel akis siiresinin ortalamalart hesaplanmastir.

Poise cinsinden elde edilen degerler, mPa (mili paskal) degerine ¢evrilmistir
(Esitlik 2.2.). Her bir konsantrasyon i¢in okunan viskozite degeri (1), kitozan
icermeyen ¢oziicii ortaminin viskozite degerine (1) boliinmiis (n~=relatif viskozluk)
ve 1’den ¢ikartilmustir (spesifik viskozite) (Esitlik 2.3.). Spesifik viskozitenin
konsantrasyona bdliinmesiyle elde edilen degerler grafige gecirilerek intrensik

viskoziteleri bulunmusgtur.

1 poise (P)= 0.1 Pa.s = 100 mPa.s Esitlik 2.2.

M/Mo)-1/C=n5/C Esitlik 2.3.

n: mPa.s cinsinden ¢6zeltinin belirli konsantrasyondaki viskozitesi
No: mPa.s cinsinden ¢6ziicii ortamin viskozitesi

C: Konsantrasyon

Elde edilen intrensik viskozite [n] ile Mark-Houwink esitliginin yardimiyla molekiil

agirhigi hesaplanmaktadir (Esitlik 2.4.).

ml=KM?® Esitlik 2.4.

K ve a: Coziicii ve polimerin deasetilasyon derecesine bagl sabitelerdir.

M: Molekiil agirlig.



48

Coziicii ortamma bagh olarak kitozanin, K ve a sabiteleri Tablo 2.2.°de

verilmistir (Rinaudo ve Domard, 1989).

Tablo 2.2. Kitozanin baz1 ¢dziicti ortamlardaki, K ve a sabiteleri.

Esitlik

Coziicii ortami

[n]=1.81x103 M*?

0.1 M Asetikasit — 0.2 M sodyum klorlir

M]=3.04x10°. M

0.1 M Asetikasit — 0.02 M sodyum kloriir

[n]=3.41x10> M"*

0.33 M Asetikasit — 0.3 M sodyum kloriir

[n]=28.93x 102 M "

0.2 M Asetikasit — 0.1 M sodyum kloriir-4 M tire

2.2.2.2. Deasetilasyon Derecesinin Titrasyon Yontemi ile Tayini

Kitozanin deasetilasyon derecesi esit hacimdeki fosforik asit varliginda, 0.1 N

sodyum hidroksitle olan titrasyonuna dayanarak hesaplanmigtir. Indikatdr olarak

fenolfitalein kullamilmigtir. Kitozan igermeyen fosforik asit ile yapilan titrasyon

referans olarak kullamilmustir. Kitozanin deasetilasyon derecesi Esitlik 2.5.te

verildigi iizere hesaplanmistir (Knapczyk ve ark., 1989).

DD (%) = 100 — (2.03 x V / m)

Esitlik 2.5.

DD : Deasetilasyon derecesi.

V : Kitozan iceren ile ig:erméyen ¢ozelti igin harcanan sodyum hidroksit miktarinin

farks

m : Kitozan miktar.




2.2.3. DNA Tasiyici Sistemlerin Gelistirilmesi

2.2.3.1. Emiilsiyonlarda Capraz Bag Olusturulmasi Yontemi

49

pDNA-kitozan nanopartikiillerinin hazirlanmasinda ilk formiilasyonlar, gluteraldehit

varliginda kitozanin ¢apraz bag olusturmasina bagli gergeklestirilmigtir (Tablo 2.3.).

Gluteraldehitin toksik etkileri ve partikiil bityiikliigiine olumsuz etkisi nedeniyle bu

denemeler bagarisiz bulunmustur.

Tablo 2.3. Emiilsiyonlarda ¢apraz bag olusturulmasi yontemi ile hazirlanan

formiilasyonlar.
Formiilasyon . L, Yararlanilan ?aftlk..uvl .
Formiilasyon icerigi biiyiikliigii
no kaynaklar
(m)
- 3 mL kitozan ¢6zeltisi
- 60 mL pamuk tohumu yagi Wang ve ark.,
Gl A s & 100-120
(%5 Span 85 ve %0.5 Tween 20) 1996
- 2 mL %25°1ik gluteraldehit
- 1.25 g kitozan
- 5 mL Tween 80 + asetik asit Tian ve
QG2 - 3 g sodyum siilfat Groves, 15-50
- 5 ml %25°lik gluteraldehit 1999
- 12 g sodyum metabisiilfit
- % 4 kitozan ¢ozeltisi
Jameela ve
G3 - 10 mL toluen 250-350
ark., 1998
- 1 mL %25’lik gluteraldehit
- 3 mg kitozan o
Onishi ve
G4 - 150 mL soya yag1 30-100
i ark., 1996
(%1 Sorbitan seskioleat,Arlacel C)
- Kitozan ¢ozeltisi )
) , Filipovic ve
G5 - Ayg¢igek yag1 (%2 Span 85) 50-75
ark., 1996
- 0.6 mL %25°lik gluteraldehit
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2.2.3.2. Kompleks Koaservasyon (Complex Coaservation) Yontemi

Gluteraldehit ile kitozanin doniisiimsiiz olarak kimyasal capraz baglar
olusturmasina dayanan yontem ile basarili sonuglar elde edilemeyince, daha basit ve
etkin bir yontem olan iyonik etkilesimden yararlanilarak formiilasyon gelistirme

caligmalar: stirdiirtilmiistiir.

Kitozan ve DNA’nin z1t yiiklerinden yararlanarak yapilan formiilasyonlarda,
faz ayrimi ve buna bagl kolloidal kompleks ¢okmeleri gozlenmistir. Formiillerde
olusan kolloidal yapinin agregasyonunu 6nlemek i¢in, nanopartikiil formiilasyonlar
25 mM sodyum siilfat ¢6zeltisi iginde hazirlanmistir (Saka ve Bozkir, 2002a). 2,5-25
mM  konsantrasyon arasindaki sodyum siilfat ¢6zeltisinin - DNA-kitozan
nanopartikiillerinin partikiil bﬁyﬁklﬁgﬁne etkisi olmadig1 bildirilmektedir (Borchard,
2001).

Glasiyel asetik asit ve suda ¢6ziinmeyen kitozanin, seyreltik asetik asit ile
muamele ederek ¢ozeltilerinin hazirlandigi bildirilmektedir (Illum, 1998). Pozitif
yikli kitozan ¢ozeltilerini hazirlamak i¢in su igerisindeki %1°lik asetik asit
¢ozeltisinden yararlanmilmistir. Bu sekilde hazirlanan 100 mL’lik ¢6zeltiler, manyetik
karistirict ile ancak 4-5 saat igerisinde elde edilmistir. Kitozanin yapisi incelenmis ve
¢coziinme islemini hizlandirmak igin kitozanin glukozamin tnitelerinde yiiksek
miktarda bulunan amino gruplarina proton kazandirmak gerektigi diistiniilmiistiir.
Borchard (2001) bu amino gruplarmin diisilk ve fizyolojik pH degerlerinde ttim
amino gruplarinin proton kazanamadigini, ancak pH 6 ve altindaki yakin degerlerde
tiim amin gruplarinin proton kazandigini bildirmektedir. Bu bilgiden yararlanarak;

- Kitozanin tam ve daha hizl ¢6ziinmesi i¢in pH 5.5 seviyesine getirilmistir.
- Kitozan ¢6zeltisi safliksizliklarindan kurtartlmak amaciyla 0,22 um lik filtrelerden
gecirilmistir. Boylece aseptik filtrasyon ile bakteriyolojik kontaminasyonlar

engellenmigtir.
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Bu bilgiler 1s181nda, kitozanin katyonik ozelliginden yararlanarak negatif

yiikli DNA ile kompleks koaservasyon yontemi ile nanopartikiiller elde edilmistir.

Hazirlanan formiiller Tablo 2.4.’te verilmistir.

Tablo 2.4. Kompleks koaservasyon yontemi ile hazirlanan formiilasyonlar

Formiilasyonlar® Kitozan cesidi’ pDNA miktari® | Kitozan miktarn®
F1(1:2)° HMW 50 pug/ 1 mL 100 pg/ 1 mL
F2 (1:2) MMW 50 pg/ 1 mL 100 pg/ 1 mL
F3 (1:2) LMW 50 pg/ 1 mL 100 pg/ 1 mL
F4(1:1) HMW 100 pg/ 1 mL 100 pg/ 1 mL
F5(1:1) MMW 100 pg /1 mL 100 pg /1 mL
F6 (1:1) LMW 100 pg/ 1 mL 100 pg/ 1 mL
F7(2:1) HMW 200 pg/ 1 mL 100 pg/ 1 mL
F8 (2:1) MMW 200 pg/ 1 mL 100 pg/ 1 mL
F9 (3:1) HMW 150 pug/ 1 mL 50 pg/ 1 mL
F10 (1:3) HMW 50 pg/ 1 mL 150 pg/ 1 mL
F11 (5:1) HMW 250 pg/ 1 mL 50 pg/ 1 mL
F12 (1:5) HMW 50 pg/ 1 mL 250 pg/ 1 mL

a: Her formiilasyon, 25 mM sodyum siilfat igermektedir.

b: HMW; yiiksek molekiil agirh@ina sahip kitozan,

MMW; orta biiyiikliikte molekiil agirhgina sahip kitozan,

LMW; disiik molekiil agirligina sahip kitozan.
c: Hesaplar formiilasyon hacmi iizerinden yapilmustir.

d: Formiilasyonlardaki pDNA :kitozan oranlari.

Sekil 2.4’te sematik olarak anlatilan kompleks koaservasyon yonteminde,
%1’lik asetik asit igerisinde hazirlanan kitozan ¢ozeltileri (pH 5.5) ile 50 mM
sodyum siilfat ¢ozeltisi igerisindeki 100 pug/mL pDNA, 55°C’ye kadar 1sitilmustir.
Her iki ¢Ozeltiden esit hacimlerde alinmig ve vorteks kanstiric: ile karistirilarak,

kolloidal yapinin olugmasi saglanmstir.
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100 pg/mL plazmid DNA
(50 mM sodyum siilfat
¢ozeltisi igerisinde)

% 0.1 asetik asit
icerisindeki kitozan
cozeltisi

Esit hacimlerde karistirilir

Sekil 2.4. pDNA-kitozan nanopartikiillerinin kompleks koaservasyon yontemi ile

hazirlanig semasi.

0]
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2.2.3.3. Modifiye Coziicii Buharlastirma Yontemi

Kitozan-DNA nanopartikiillerini hazirlamak i¢in kullandigimiz bir diger
yontem ise Hirosue ve arkadaglarinin (2001) uygulamig oldugu modifiye ¢ziicii
buharlagtirma yontemidir. Modifiye ¢6ziicii buharlastirma yonteminde; pDNA’y1
yogunlastirmak amaciyla dimetildioktadesilamonyum (DDAB) kullanildiginda,
mikron boyutlarinda partikiiller elde edilmistir (Saka ve Bozkir, 2002b). Daha kiigiik
boyutlarda partikiil elde etmek i¢in, DDAB yerine pDNA ile daha yogun etkilesen
poli-L-lizin (PLL) kullamlmigtir (Tablo 2.5.).

Tablo 2.5. Coziicii buharlastirma yontemi ile hazirlanan formiilasyonlar.

Formiilasyonlar Formiilasyon icerigi

HMW kitozan, 7.5 mg / 10 mL
F13 pDNA, 100 png /10 mL
DDAB, 2 mg/ 10 mL

MMW kitozan, 7.5 mg/ 10 mL
F14 pDNA, 100 pg/ 10 mL
DDAB, 2 mg/ 10 mL

LMW kitozan, 7.5 mg/ 10 mL
F15 pDNA, 100 pg/ 10 mL
DDAB, 2 mg/ 10 mL

HMW kitozan, 7.5 mg / 10 mL
F16 pDNA, 100 ug/ 10 mL
PLL,2 mg/ 10 mL

MMW kitozan, 7.5 mg/ 10 mL
F17 pDNA, 100 pg/ 10 mL
PLL,2 mg/ 10 mL

LMW kitozan, 7.5 mg/ 10 mL
F18 pDNA, 100 png / 10 mL
PLL,2 mg/ 10 mL
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200 pL PLL-etanol veya DDAB ¢ozeltisi (10 mg/mL), 3 mL kitozan (%]l
asetik asit)-etanol ¢Ozeltisi (2.5 mg/mL) ile birkag kez ters-diiz ederek
karigtirilmustir. 1 mg/mL Tris-EDTA tamponu igerisindeki 100 pl. DNA ¢ozeltisi,
etanollii ¢ozelti lizerine mikropipet ile azar azar ilave edilmistir. 5 mL etanol
ilavesinden sonra karisim birkag kez ters-diiz edilmis ve 10 mL distile su ilave
edilmigtir. Manyetik karistiricida, basing azaltilarak 40°C civarinda, etanoliin

tamamen uzaklastirilmasi saglanmigtir (Sekil 2.5.).

Formiilasyondan etanolii uzaklastirmak i¢in rotavapor cihazi kullanilmistir.
Rotavapor cihazi uzun siire kullamildiginda dahi nanopartikiil dispersiyonundan
etanolii tamamen uzaklagtirmak miimkiin olmamistir. Uzaklastirllamayan etanol
artigimin toksik etkilere neden olabilecegi diisiiniilerek daha etkin bir buharlastirma
saglamak igin, igerisinde manyetik alan yaratilan desikatére vakum pompast
baglanmis ve kademeli olarak artirilan 1s1 ve azaltilan basing altinda karismakta olan

dispersiyondan etanol tamamen uzaklagtirilmisgtir.

PLL-etanol
A ¢Ozeltisi

Kitozan-etanol
¢cOzeltisi

o
1]0)(;5&[4 Azaltilnus basing,
p 40°C J

Sekil 2.5. pDNA-kitozan nanopartikiillerinin modifiye ¢6ziicli buharlagtirma yontemi

ile hazirlanig gemasi.
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2.2.4. pDNA-Kitozan Nanopartikiil Formiilasyonlarimin Degerlendirilmesi

Farkli yontemlerle hazirlanan nanopartikiillerin, enkapsiilasyon etkinlikleri
hesaplanmus, partikiil biiyiikliikleri ve dagilimlarina iliskin 6l¢timleri yapilmistir. Bu
analizlere gore; enkapsiilasyon etkinlik degerleri yiiksek olan ve partikiil
biiyiikliikleri mikrometre boyutunun altinda bulunan nanopartikiil formiilasyonlar:
belirlenmistir. Bu formiilasyonlarda zeta potansiyel degerleri 6l¢iilmiis ve pDNA’nin

in-vitro salim 6zellikleri incelenmistir.

2.2.4.1. Enkapsiilasyon Etkinliginin Hesaplanmasi

Elde edilen nanopartikiil formiilasyonlarma yiksek devirde santrifiij uygulanmigtir.
Stipernatan 260 nm’de okunarak serbest pDNA miktari, Bélim 2.2.1.2.de verilen
Esitlik 2.1. kullanilarak hesaplanmustir. Elde edilen degerler nanopartikiil yapisina
katilmayan pDNA miktaridir. Bu deger, formiile konulan pDNA degerinden
cikarilarak nanopartikiillerde tutulan pDNA miktar1 (a) pg cinsinden bulunmustur.
Santrifiij sonras: elde edilen pelletler tartilmig ve formiilasyondaki nanopartikiillerin
agirligi (b) saptanmigtir. Nanopartikiillerin etkin madde yiikleme yiizdesi bu oranlar

kullanilarak hesaplanmistir (Esitlik 2.6.).

% Etkin madde yiikkleme (a/a)=100xa/b Esitlik 2.6.

Enkapsiilasyon etkinliginin ylizde ifadeside Esitlik 2.7.ye gore

hesaplanmistir.

EE (%) = 100 x [(cx a/ b-a) /d] Esitlik 2.7.

a: hesaplanan pDNA miktari,
b: elde edilen nanopartikiil agirhigz,
c: formiilasyona konulan polimer miktart,

d: formiilasyona konulan pDNA miktari,
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2.2.4.2. Partikiil Biiyiikliigii ve Dagiliminin Olgiilmesi

Bizim i¢in 6nemli bir formiilasyon kriteri olan, nanopartikiillerin boyutlari ve
dagilimlan hakkinda bilgi elde etmek i¢in Mastersizer 2002 kullanilmigtir. Cihaz,
Fraunhofer ve Mie teorilerinden yararlanarak partikiillerin bulundugu alandan lazer
1sinmmin dagilmasina gore partikiil boyutunu hesaplamaktadir (Rowle, 1994). Isik
dagilimi prensibi ile olgiilen 6rnekler, bidistile su iginde disperse edilmis, 5 ayri

okuma yapilip ortalamalar1 alinmistir.

Kitozanin 8 farkli kristal yap1 gosterdigi bilinmektedir. Bu nedenle yapilan
aragtirmalar sonucu partikiil biiyiikliiklerinin genis bir  dagilim gosterdigi
bulunmustur (Nishioka ve ark., 1990; Mao ve ark., 1997). Tekdiize bir dagilim
saglamak icin kitozan ¢Ozeltisi hazirlanirken dikkat edilmesi gereken noktalar

bulunmaktadir (B6liim 2.2.3.2.).
2.2.4.3. Zeta Potansiyel Degerinin Olciilmesi

Zeta potansiyel degerinin sifirdan farkli olmasi istenir. N&tr degerdeki
partikiillerin stabilitesi olduk¢a zayiftir. +30 mV ile —30 mV tizerindeki degerlerin
oldukgca stabil oldugu kabul edilir (Rawle, 1994). Partikiiliin yiizey yiikii, partikiiliin
hiicre i¢ine alinmasinda 6nemli bir etkendir. Etkin bir ge¢is saglanmasi igin
partikiilin ylksek zeta potansiyeline (= 25.8 mV) sahip olmast gerekmektedir
(Chassagne ve Bedeaux, 2003). Hiicre ceperi ile ters yiizey yiik Ozelligi tasiyan
diisik zeta potansiyeline sahip partikiillerin de oldukga etkin gegis sagladig
bildirilmistir (Strand ve ark., 2003; Hosseinkhani ve Tabata, 2003). Pozitif yiiklii
kitozan nanopartikiillerinden, mide-barsak ortaminda (El-Shabouri, 2002; Pan ve
ark., 2002) ve bakteri siispansiyonlarinda (Strand ve ark., 2003) yiiksek oranda etkin

madde gegisinin saglandig bildirilmistir.

Partikiiliin ylizey yiikiiniin ifadesi olan zeta potansiyel degerinin Sl¢iilmesi
icin Zeta Sizer 3000 HSa kullan11m1§t1r.Taze olarak hazirlanmig 10 mL numune,
kapiller kolona tatbik edilmis ve kutuplardaki siirekli akim degistirilerek partikiillerin

R 4™ - B9 4 TR G ) “ é
44, YOKSEKOGRETIM BU RULE

BOKUMANTASYON
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zeta potansiyel degerleri tesbit edilmistir. Alet kendi igerisinde 10 farkli okuma
yaparak, bunun ortalamalarim bize vermektedir. Kapiller kolonlara hava tatbik

edilerek numuneler geri kazanilmagtir.

2.2.4.4. In-vitro pDNA Sahminmn Incelenmesi

Formiilasyonlarin in-vitro salim profillerini elde etmek i¢in, nanopartikiiller 37°C’ye
ayarlanmig steril PBS iceren salim ortamlarina DNaz ve RNaz igermeyen steril
mikrosantrifiij tiipleri icerisinde konulmuslardir. Belirlenen zaman araliklarinda
tiipler ortamdan alinarak, 12.000 rpm’de 1 dakika siire ile santrifiij edilmis ve
siipernatandaki DNA miktar1 260 nm’de spektrofotometrik olarak okunmustur.
Cokelti tizerine alinan siipernatan miktar1 kadar PBS tamponu ilave edilerek salim
calismalan silirdiiriilmisgtiir. Esitlik 2.1°den yararlanarak hesaplanan DNA miktari,
Esitlik 2.8’e gore kiimiilatif olarak yiizdeye gecilmis ve zamana karsi grafige

gecirilerek degerlendirilmistir.

% Cikan etkin madde = 100 x a / (b.c/100) Esitlik 2.8.

a: Bulunan DNA miktar1
b: Ortama konan nanopartikiil miktari

¢: Nanopartikiilde bulunan DNA miktarinin yiizde ifadesi (Etkin madde ylikleme

ylizdesi).

Fosfat tamponu (PBS)

Sodyum KIOTlr ....coevvvvveceniririenieennnne 7.650 g
Disodyum hidrojen fosfat (susuz).. 0.724 g
Potasyum dihidrojen fosfat ............. 0210 ¢

Distile SU .....ccceevuenneee )11 TR 1.000 L (pH 7.4)

FDA’nun (http://www.cfsan.fda.gov/~ebam/r59.html) sayfasindan alinmigtir.

Salim ortami olarak kullanilan PBS’in pH’st 1 N sodyum hidroksit ile
ayarlanmigtir. Hazirlanan PBS, 121°C’de 15 dakika boyunca otoklaklavda sterilize

edilmigtir.



58

2.2.5 pDNA-Kitozan Formiilasyonlarinin Dayamkhliklarinin Arastirilmasi

Deasetilasyon derecesi yiiksek olan HMW kitozan ile hazirlanmasindan
dolay1 yiiksek enkapsiilasyon etkinligi gosteren, mikrometre boyutlarinin altinda elde
ettigimiz F1 ve F4 kodlu formiilasyonlar: se¢ilmis ve yapilan arastirmalar F1 ve F4

kodlu formiilasyonlar tizerinde yogunlastiriimistir.

2.2.5.1. F1 ve F4 Kodlu Nanopartikiil Formiilasyonlarinin, pDNA’y1 Koruma

Etkisinin Incelenmesi

Degisik oranlarda hazirlanan pDNA kitozan nanopartikiilleri Deoksiriboniikleaz I
(DNaz I) enzimi ile muamele edilerek, pDNA’nin niikleaz varliginda nanopartikiil
icerisindeki stabilitesinin degerlendirilmesi amaclanmistir. Buradan elde edilen
sonuglar, serum varhiginda yapilan in vitro ¢alismalarda veya in vivo ¢aligmalarda
nanopatikiillerin pDNA {izerindeki koruma etkisini tam olarak yansitamamasina

ragmen ileriye doniik bir fikir elde etmek agisindan 6nemlidir.

Tiipler i¢ine aktarilan, 25 mM sodyum siilfat igerisindeki 1pg serbest pDNA
ile 1 ug pDNA tagiyan hacimdeki nanopartikiil siispansiyonlari, 4 ve 40 pg/ml DNaz
I ile 15 dakika 37°C’de muamele edilmistir. 15 dakika sonunda, reaksiyonu
durdurmak ig¢in ortama 5mM olacak sekilde iyodoasetik asit ilave edilmigtir.
Nanopartikiil siispansiyonlarina, distile su ile icerisindeki 1 Unite kitozanaz enzimi
ilave edilmis, boylece pDNA zarar goérmeden nanopartikiil yapisindan ayrilmistir.

pDNA’larin akibeti jel elektroforez analizleriyle aydinlatilmistir.
2.2.5.1.1. Jel Elektroforez Yontemi

Agoroz veya poliakrilmid jel elektroforez yontemleri, DNA’nin ayirimi, tayin
edilmesi ve saflagtirilmasinda kullanilan standart yontemlerdir. Bu yontemler; basit,
tekrarlanabilir ve diger prosediirlerle ayrimim yapamadigimiz hassaslikta DNA
fragmanlarinin ayirmmimi gergeklestirebilecek kapasitededir. Ultraviyole 151k altinda

jel, etidyum bromiir ile boyandig1 zaman 1-10 ng DNA gibi diigtik konsantrasyonlar
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bile belirlenmektedir. Ayrica, bantlar jelden geri kazanilarak klonlama amaciyla

kullanilabilir.

Agaroz ve poliakrilamid jeller amaca goére farkhi sekil, biytiklik ve
porozitede hazirlanabilir ve farkli sartlar altinda yiirlitilebilir. Bu parametleri
belirleyen en 6nemli faktor ayirimi saglanacak genomik maddenin buyuklugudiir.
Boyutlar1 5-500 bp olan DNA bantlarinin ayirimu igin, yiiksek ayirim giicti gosteren 1
bp’ni bile digerinden ayirabilen poliakrilamid jel kullaniimas1 gerekmektedir. DNA
siiriiklenmesi hizli olan poliakrilamid jellerinin agaroz jellere gore hazirlanmasi daha
zordur. Agaroz jellerin ayirim giicii, poliakrilamid jellere gore daha azdir. Fakat 200
bp’den 50 kb’a kadar genis bir aralikta ayirim saglanir. Agaroz jeller ile genellikle
yatay ve sabit bir akim altinda stiriiklenme gergeklestirilir. Biiytik DNA pargalarinm
(>10.000 kb) ayirimu i¢in belirli araliklarda akim giicli ve yonii degistirilerek ayirim

saglanir (Sambrook ve ark., 1989).

Elektroforez islemi igin %0.8 konsantrasyonunda agaroz jel kullamlmustir.
Diisiik erime sicakligina sahip agarozdan 0.8 g tartilarak ve 1sitict yardimiyla 100 mL
Tris-Borik asit-EDTA (TBE) tamponu igerisinde tamamen ¢oziinmesi saglanmistir.
Elde edilen ¢ozelti tarak ve yan destekleri takilmis jel tepsisi lizerine dokiilmiis, jel
polimerlesmesi gergeklestikten sonra tarak ve yan destekleri ¢ikarilmistir.
Elektroforez tank sistemi igerisine yerlestirilen jelin {izeri TBE tamponu ile drtecek
sekilde ilave edilmistir. Uygulanacak Ornekler, oOrnek yiikleme tamponu ile
kanistirildiktan sonra tarak ile olusturulan kuyucuklara ilave edilmis ve 60 V, 150
mA’lik elektrik akimi altinda bromfenol mavisi jelin sonlarina gelinceye kadar
stiriiklenmesi saglarmugtir. Jele zarar vermeden, etidyum bromiir iceren boyama
¢ozeltisinde yaklagik 45 dakika bekletilmistir. Akabinde yikama amactyla, yarim saat

distile suda bekletilen jel, ultraviyole (UV) 1s1k altinda gériintiilenmistir.
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Elektroforez Isleminde Kullanilan Cézeltiler;

TBE tamponu (5x) :

Trizma baz .......ccccevveevevueeenns 540¢g
Borik asit .....coceevieevieninienienne 275¢
EDTA (0.25 M, pH 8.0) ......... 10.0 mL
Distile su. ............ /3 1+ DO 100.0 mL

Agaroz jel elektroforezi ¢aligmalar sirasinda ¢aligma ¢6zeltisi olarak TBE
tamponu kullamilmistir. Bu tampon 5 kez konsantre stok olarak hazirlanmistir.

Kullanim sirasinda 1/5 oraninda seyreltilerek kullanilir.

Ornek yiikleme tamponu :

Bromfenol mavisi .........eeeveu..n. % 0.25

Ornek yiikleme tamponu hazirlandiktan sonra buz dolabinda 4°C’de
saklanmigtir. Jel tizerinde orneklerin stirtiklenmesini izleyebilmek amaciyla
kullamlir. Ornekler, 6nce 6rmek yitkleme tamponu ile muamele edildikten sonra

kuyucuklara tatbik edilmistir.

Boyama ¢ozeltisi :

Jele uygulanip yiiriitiilen DNA molekiillerin goriintillenmesi igin etidyum
bromiir ¢ozeltisi kullanilmigtir. DNA bantlari etidyum bromiir ile birleserek UV
altinda floresan vermektedir. Etidyum bromiir stok ¢dzeltisi su igerisinde 10 mg/mL
olacak konsantrasyonda hazirlanmistir. Boyama sirasinda 0.5 pg/mL etidyum bromiir
iceren ¢ozeltisi kullamlmistir. Etidyum bromiir giiglii bir mutajenik etki gdsteren
toksik bir maddedir. Bu nedenle boyama ¢ozeltisi dikkatli kullanilmis ve eldiven ile

korunulmustur.
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2.2.5.2. F1 ve F4 Kodlu Nanopartikiil Formiilasyonlarinn, Zaman Icerisindeki

Degisiminin Gozlenmesi

Segilen F1 ve F4 kodlu nanopartikiil formiilasyonlarinin PBS tamponu (pH 7.4) ve
hazirlandiklar1 ortam (pH 5.5) igerisindeki dispersiyonlari, +4°C’de 3 ay siire ile
saklanmg, partikiil buyiikligi dagilimlart ve zeta potansiyelleri arasinda bir fark

olup-olmadig1 degerlendirilmistir.

2.2.5.3. F1 ve F4 Kodlu Nanopartikiil Formiilasyonlarmin, Liyofilizasyon Etkisi

ile Degisiminin Go6zlenmesi

Polimerik nanopartikiillerin, etkin maddeyi hiicre igerisine yiiksek verimde
tastyabilmeleri igin bazi 6zelliklere sahip olmalar gerekmektedir. Bu ¢zelliklerden
biri de saklama sirasinda partikiillerin degismeden kalabilmesidir (Béliim 1.5.1.).
Hao ve arkadaslarmin (2000) yaptigi ¢alismada formiilasyonun stabilitesini
saglamak i¢in liyofilizasyon yapilmas:t gerektigi, boylece formiilin +4°C’de

saklanabildigi, aksi takdirde -20°C’de saklanmasi gerektigi bildirilmektedir.

Formiilasyonlarin uzun siire bozunmadan saklanabilmesi i¢in liyofilize toz
haline getirilmesi gerektigi distiniilmiistiir. Formiiller %10 mannitol varhginda
dondurulmus ve liyofilizatér kullanarak toz haline getirilmistir. Liyofilize toz
formiilasyonlarin, kullanilmadan énce +4°C’de saklanmasi ve kullanim aninda PBS
(pH 7.4) igerisinde disperse edilmesi amaglanmigtir. F1 ve F4 kodlu liyofilize toz
numunelerin SEM fotograflari ¢ekilmis, disperse edildikten sonra partikiil biiytkliagii

analizleri yapilmaistir.
2.2.6. Taramah Elektron Mikroskopisi Analizleri

F1 ve F4 kodlu formiilasyonlar iizerinde, partikiillerin boyutu ve ylizey goriiniisii
hakkinda bilgi sahibi olmak igin taramali elektron mikroskopu (SEM) kullanilarak
fotograflari ¢ekilmigtir.Liyofilize edilmis, F1 ve F4 kodlu formiilasyonlar karbon

lizerine 2 saat 30°C’lik etiivde bekletilerek fikse edilmistir. Yalitkan materyal,
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elektron mikroskobunda incelenebilmesi i¢in altin bombardimanina tutularak iletken
hale getirilmigtir. Net goriintii elde etmek i¢in altin ile kaplama islemi birkag kez
tekrarlanmistir. Jeol marka elektron mikroskopu altinda partikiillerin morfolojik

yapilar1 incelenmisgtir.

2.2.7. F1 ve F4 Kodlu Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Gen Aktarim

Etkinliginin Arastirtlmasi

Hiicre hatlar1 ve primer hiicre kiiltiirleri {izerinde gen aktarim etkinligi incelenmeden
once, bakteriler lizerinde gen aktariminin saglanabildigi ve tayin yontemlerinin etkin
olarak kullanildigim incelemek i¢in hazirlamig oldugumuz nanopartikiillerin E.coli
hiicrelerine gen aktarimu tizerinde ¢aligmalar yapilmistir. Ampisilin diren¢ geni ve 3-
galaktosidaz enzimini kodlayan geni igeren pDNA’yt tasiyan nanopartikiil
formiilasyonlari, ampisiline duyarli olan ATCC 25922 susu ile muamele edilerek
ampisilinli plaklarda kiiltiir olusturma o6zellikleri incelenmistir. Gen aktarim islemi

ve tayini su sekilde gerceklestirilmistir;

1- 15 mL LB besiyeri i¢eren 50 mL’lik steril tiipe, taze {iretilmis E.coli kultiir
plagindan tek koloni ekilmis ve 37°C’de gece boyunca inkiibasyona birakilmistir.

2- Gece boyunca inkiibasyona birakilmig 300 pl bakteri kiiltiirti, 15 mL taze sivi
LB’de yaklasik 2 saat boyunca 37°C’de bulaniklik (1 Mc Farland) olusuncaya
kadar inkiibe edilmistir.

3- 1.5 mL taze kiiltiir, mikrosantrifiij tiipiine aktarilmis ve oda 1sisinda, 1 dakika
12.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

4- Elde edilen pellet tizerine 1.5 mL 50 mM kalsiyum klortir (CaCl,) ¢ozeltisi ilave
edilmigtir. Vorteks karistirici ile siispande hale getirilmis, 1 saat buz banyosunda
bekletilmigtir.

5- Tekrar oda 1sisinda, 1 dakika boyunca 12.000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Siipernatan uzaklastirllmig ve 1.5 mL 50 mM kalsiyum klortir ¢ozeltisi ilave
edilip, vorteks karistirici ile siispande edilmis ve buz banyosunda bekletilmistir.

6- DNaz ve RNaz i¢ermeyen ependorf tiiplerine 300 pl. buz banyosunda bekleyen

kiiltirden alinmigtir. Bu tiiplerin iizerine 5 pg pDNA iceren formiilasyon ilave
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edilmigtir. Kontrol grubu olarak nanopartikiil formiilasyonu yerine 25 mM
sodyum siilfat igerisindeki 5ug serbest pDNA ilave edilmistir.

7- Vorteks uygulanarak karigtirilan tiipler sirasiyla, 30 dakika buz banyosunda, 1.5
dakika 42°C’lik su banyosunda ve tekrar 10 dakika buz banyosunda
bekletilmistir.

8- Tiiplerin lizerlerine 1 mL LB besiyeri ilave edilmis ve 37°C’de 1 saat inkiibe
edilmigtir.

9- Plazmid tastyan kolonileri, islem gdrmemis kolonilerden ayirt etmek i¢in clde
edilen 150 pL kiiltiir, ampisilin iceren kat1 LB besiyerine tek koloni elde edecek
sekilde yayilmig ve 37°C’lik etiivde bir gece boyunca {iremeye birakilmistir.

10- Olusan koloniler “gram boyama” ile kontrol edilmistir.

11- Ayrica, 15 mL ampisilin igeren sivi LB besiyerine tek koloni ekimi yapilmus,
37°C’lik etiivde bir gece boyunca tiremeye birakilmigtir. ‘

12- Elde edilen taze kiiltiir, mikrosantrifijj tiipiine aktarilmis ve oda 1sisinda, 1 dakika
12.000 rpm’de santriflij edilmistir.

13- Siipernatan, mikrosantrifijj tiipiine aktarilmis ve Becker ve arkadaslarinin (1990)

prosediiriine gére PB-galaktosidaz tayini yapilmastir.

Z tampon icerigi (pH 7.0)

Disodyumhidrojen fosfat.7H,O ......... 16.100 g
Sodyumdihidrojen fosfat.H,O............. 5500 ¢g
Potasyum KIOTUr ......coeceeveiiciiieenens 0.750 g
Magnezyum siilfat ........ccccocvvrveerrennnn 0246 ¢g
2-merkaptoetanol ...........ccccoveviienennens 2.700 mL

14- 1 mL Z tamponuna, 100 pL stipernatan ilave edilmistir.

15- Daha 6nceden ayarlanmig 28°C’lik su banyosunda 10 dakika bekletilmistir.

16- B-galaktosidazin yikima ugratacagi substrat olarak, 0.2 mL o-nitrofenil-3-D-
galaktopiranozit (ONPG) (4 mg/mL) ilave edilmistir.

17- Uguk sar1 renk olusuncaya kadar (10 —30 dakikada) 28°C’de inkiibasyona devam

edilmistir.
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18- Reaksiyonu durdurmak i¢in ortama 0.1 mL 1M sodyumkarbonat ilave edilmis ve

reaksiyon zaman kaydedilmistir.

19- Z tamponuna kars1 olugan renk 420 nm’de okunmustur.

20- Spesifik aktivite (SA) Esitlik 2.9.’a gére hesaplanmistir.

SA (Unite/mg) =

OD420 x 380
Inkiibasyon zamani (dakika) x Seyreltme faktorii

Esitlik 2.9.

Saf B-galaktosidazin SA’s1 300.000 Unite/mg olarak verilmektedir (Becker ve ark.,

1990b).
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3. BULGULAR

3.1. Genetik Materyalin Elde Edilmesi

pDNA c¢ogaltilmas: igin E.coli bakterisinin ATCC 25922 susu kullanilmis ve
izolasyon islemi, bolim 2.2.1.1.2. ve 2.2.1.1.3.’de anlatildig1 sekilde yapilmustir.
pDNA aktarimi saglanan E.coli hiicrelerinin ayirimini saglamak iizere ampisilin
iceren s1vi LB besiyerinde iireme gerceklestirilmistir. E.coli hiicrelerinin McConkey
agarda pembe renk olusturmasi (Sekil 3.1.) ve gram negatif E.coli hiicrelerinin gram
boyama sonucu pembe koklar halinde goriilmesi (Sekil 3.2.) ile ortamda olusan

kiiltlirlerin E.coli hiicresi oldugu kanitlanmuistir.

Sekil 3.1. E.coli kiiltiirlerinin, Mc
Conkey agarda pembe koloni
olusturmalari.

Sekil 3.2. Immersiyon objektifi altinda,
gram boyama sonucu elde edilen pembe
kok halindeki goriintiileri.
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3.1.1. pDNA Saflik ve Miktar Tayinlerine Iliskin Bulgular

Farkli zamanlarda elde edilen pDNA’nin saflik ve miktar tayini spektrofotometrik
olarak bolim 2.2.1.2.°de anlatildign sekilde yapilmigtir. pDNA’larin saflik ve

konsantrasyonlari ile ilgili veriler Tablo 3.1°de goriilmektedir.

Tablo 3.1. Farkli izolasyon yontemleriyle elde edilen pDNA’larin saflifi ve
konsantrasyonlari.

Islem Safhik DNA Konsantrasyonu
Ydéntem | OD26o nm | OD280 nm
No (OD260/OD 250) (ng/mL)
1 2.11.2 0.027 0.015 1.80 675.0
2 2.1.1.2 0.468 0.255 1.84 1638.0
3 2.1.1.2 0.342 0.237 1.44 1710.0
4 2.1.13 0.448 0.247 1.81 2240.0
5 2.1.1.3 0.517 | 0.294 1.76 1809.5
6 2.1.1.3 0.157 0.085 1.85 471.0
7 2.1.1.3 0.695 0.446 1.56 1737.5
8 2.1.13 0.316 0.172 1.84 948.0
9 2113 0.366 0.219 1.67 1281.0
10 2.1.1.3 0.229 0.128 1.79 1145.0
11 2.1.13 0.458 0.257 1.78 2061.0
12 2.1.13 0.326 0.181 1.80 , 652.0
13 2.1.13 0.521 0,296 1.76 2605.0
14 (3) | Eks. 0.486 0.267 1.82 1701.0
15 (7) | Eks. 0.348 0.187 1.86 1740.0
16 (9) | Eks. 0.256 0.139 1.84 1280.0

Protein varhiginda DNA’nmin absorbanst 280 nm’ye kayar. Bu nedenle; DNA nin
saflik degerini gosteren OD,¢/OD,gp oranimin 1.8-2.0 arasinda olmasi istenir.

Safligin 1.8’in altina diistligti durumlarda, ileri saflagtirma protokolii uygulanabilir.

) L
it e e
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Ileri saflagtirma protokolii, béliim 2.2.1.1.3.’te kullamilan Wizard® Plus
Maxipreps DNA Saflastirma Sistemine ait kilavuzda, sorunlar kisminda onerildigi
sekilde, saflik oram1 1.8’in altinda oldugunda, fenol/kloroform ekstrasyonu

uygulanmastir.

Elde edilen diisiik safliktaki pDNA ¢6zeltileri iizerine esit hacimde
fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1) karistmi eklenmis ve tiip alt-tist edilerek
karistirilmistir. Oda 1sisinda, 19.000 rpm’de 1 dakika santrifiij uygulandiktan sonra,
slipernatan bagka bir tiipe aktarilmistir. Bu ekstraksiyon isleminin 3 kez yapilmasi
tavsiye edilmektedir. Aym islem kloroform ile birka¢ kez tekrarlandiktan sonra, 10
da 1 oraninda 3M’lik sodyum asetat (pH 5.2) ¢ozeltisi ilave edilmistir. %95’lik
etanol ilavesi ile DNA’nin ¢6kmesi saglanmis, ve oda 1sisinda pellet elde edilinceye

kadar birakilmistir. DNA pelleti, Tris-EDTA tamponu ile siispande edilmistir.

3.2. Kitozann Fizikokimyasal Ozelliklerinin Tayini

Fluka’dan temin edilen 3 farkli kitozanin 25-26°C’de 0.1 M asetik asit ve 0.2 M
sodyum Kkloriir icerisindeki %1, %0.5, %0.25 ve %0.1°'lik konsantrasyonlar:
hazirlanmistir. Bu ¢6zeltilerin kilcal viskozimetredeki akis stireleri Tablo 3.2.°de
verilmistir. 3 farkh kitozanin molekiil agirhigi ve deasetilasyon dereceleri Bolim
2.2.2.ye gore hesaplanmigtir. Tablo 3.3.°te goriildiigii lizere, kullanilan farkli
molekiil agirliklarina sahip kitozan gesitlerinin deasetilasyon dereceleri birbirlerine

olduk¢a yakin bulunmustur.



68

Tablo 3.2. Formiilasyonda kullanilan, farkli molekiil agirligi ve konsantrasyondaki

kitozanlarin kapiller viskozimetreden akus siireleri®.

Kitozan Kitozan konsantrasyonlari
cesitleri % 1 % 0.5 % 0.25 % 0.1
HMW 599.8+1.2 sn 107.5+1.4 sn 32.641.6 sn 19.0+1.3 sn
MMW 488.4+1.6 sn 87.3+1.7 sn 25.9+2.1sn 10.9+2.1 sn
LMW 189.3+2.1 sn 51.4+2.4 sn 22.1+2.7 sn 10.1£1.3 sn
a: T=25-26°C, k=1.003.
n = § ; ortalama siire + standart sapma
Tablo 3.3. Formiilasyonlarda kullanilan kitozan g¢esitleri ve 6zellikleri
Kitozan Deasetilasyon derecesi | Viskozitesi® Molekiil
cesitleri Lol gt (%) (mPa.s) Agirhigt
HMW | 371936/123398 | 89.02° 88.90 ° 557.82 620 000
MMW | 398416/1 35100 83.94 83.75 293.07 415 000
LMW | 364954/1 53498 82.06 82.95 159.01 137 000

a: 25 °C’de %1 asetikasit ortaminda.

b: Kapiller viskozimetre yéntemi ile bulunan sonuglar.

c: Titrasyon y6ntemi ile bulunan sonuglar.
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3.3. Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Degerlendirilmesine iliskin Bulgular
3.3.1. Enkapsiilasyon Etkinliginin Belirlenmesine Iliskin Bulgular

Hazirlanan pDNA-kitozan nanopartikiillerine, pDNA’y1 hangi oranda yiikleme
yapabildigimizi anlamak i¢in bolim 2.2.4.1.’de anlatilan hesaplar iizerinden

sonuglara varilmistir (Tablo 3.4.).

Tablo 3.4. Formiilasyonlarin enkapsiilasyon etkinlikleri.

Formiil No pDNA:kitozan Yiiklenen pDNA Enkapsﬁ!asyon
miktar1 (%) miktan (%) etkinligi (%)

F1 20:40 17.8 92.7+3.7
F2 20:40 17.4 87.5+4.1
F3 20:40 18.2 94.4+23
F4 20:20 18.4 98.0+£2.0
F5 20:20 17.8 85.1+7.1
F6 20:20 18.8 96.2+£1.2
F7 20:10 16.5 57.4+£8.7
F8 20:10 16.1 543+10.2
F9 30:10 12.6 423 +2.7
F10 10:30 9.2 96.4+6.8
F11 50:10 a | e
F12 10:50 a | -
F13 10:25 9.8 954+1.2
F14 10:25 9.2 89.1+2.4
F15 10:25 9.6 919+1.7
F16 10:25 9.7 90.4+3.5
F17 10:25 9.3 852+4.1
F18 10:25 9.7 942 +£2.7

a: Partikiiler olusum gozlenmedi. (n=>5)
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3.3.2. Partikiil Biiyiikliigii Analizlerine Iliskin Bulgular

Formiilasyonlarin partikiil biiytikliikleri boliim 2.2.4.2.°deki y6nteme gore Slgiilerek,
sonuglar Tablo 3.5. ve Sekil 3.3-3.22. de verilmistir. Kompleks koaservasyon
yontemi ile hazirlanan formiilasyonlardan (F1-F12), en uygun formiilasyonlarin
pDNA:kitozan oraninin 1:1 ve 1:2 oldugu gozlenmistir. 3 veya daha fazla oranlarda
hazirlanan formiilasyonlarda (F9-F12) nanopartikiil olusmadig1 partikil biiyiikligi
dagilim1 ve jel elektroforez goriintiilerinde goériilmektedir (Sekil 3.26. ve Sekil 3.27.).
Ayrica, deasetilasyon derecesi yilksek olan HMW Kkitozan ile hazirlanmas,
enkapsiilasyon etkinligi en yiiksek bulunan F4 formiiliiniin 3 ay boyunca PBS
tamponu (pH 7.4) ve hazirlandif1 ¢ozelti (pH 5.5) igerisinde bekletildikten sonra
partikiil biytiklugii 6l¢tim sonucu Tablo 3.5. ve Sekil 3.7°de verilmigtir. Liyofilize
toz haline getirilen F1 ve F4 formiliintin 3 hafta bekletildikten sonra partikiil
biiyiikligu 6l¢tim sonuglar1 Tablo 3.5’de verilmistir.

Tablo 3.5. Formiilasyonlarin partikiil biiytikligii 6lglim sonuglari (n=5)

Formiil numarasi Partikiil biiyiikliigii (nm + Standart Sapma)
F1 820 +£72
F2 604 +24
F3 580 +34
F4 752 £17
F5 553 £12
F6 512 +24
F7 2696 +320
F8 5879 +258
F9 27857 +450
F10 36548 +357
F11 175698 + 501
F12 168542 +428
F13 1585 +45
F14 1464 + 80
F15 1450 +41
F16 620 +27
F17 490 +55
F18 457 +11
3 ay bekletilmis F4 (pH 5.5) 810 +35
3 ay bekletilmis F4 (pH 7.4) 345854 +1578
Liyofilize toz halde 3 hafta bekletilen F1 852 +21
Liyofilize toz halde 3 hafta bekletilen F4 749 +19
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Sekil 3.3. F1 formiilasyonunun partikiil biiyiikliigii dagilimai.
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Sekil 3.4. F2 formiilasyonunun partikiil biiyiikliigii dagilimu.
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Sekil 3.5. F3 formiilasyonunun partikiil biiytikliigii dagilima.
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Sekil 3.8. Liyofilize toz halinde 3 hafta bekledikten sonra F4 formiilasyonunun
partikiil biiytikliigi dagilima.
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Sekil 3.9. FS formiilasyonunun partikiil bayiikligi dagilimi.
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Sekil 3.10. F6 formiilasyonunun partikiil bitytkligii dagilimi.
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Sekil 3.11. F7 formiilasyonunun partikiil bitytikligii dagilimi.
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Sekil 3.12. F8 formiilasyonunun partikiil biyukligii dagilimi.
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Sekil 3.13. F9 formiilasyonunun partikiil biiytikltigii dagilimi.
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Sekil 3.14. F10 formiilasyonunun partikil biiyiikligii dagilimi.
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Sekil 3.15. F11 formiilasyonunun partikiil bitytikliigi dagilima.
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Sekil 3.16. F12 formiilasyonunun partikiil biiytikliigii dagilima.
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Sekil 3.17. F13 formiilasyonunun partikiil biiytikliigii dagilima.
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Sekil 3.18. F14 formiilasyonunun partikiil bilytkliigti dagilimi.
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Sekil 3.20. F16 formiilasyonunun partikiil biytikliigti dagilimi.
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Sekil 3.22. F18 formiilasyonunun partikiil bitytikltgii dagilimi.
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3.3.3. Zeta Potansiyel Degerlerinin Tayinine Iliskin Bulgular

Taze hazirlanmis nanopartikiillerin, boliim 2.2.4.3.’de aciklandigi sekilde zeta
potansiyel degerleri dl¢iilmiistiir (Tablo 3.6.). Zeta Sizer 3000 HSa ile boyutlar1 10-
3000 nm arasindaki nanopartikiillerin zeta potansiyel Slglimleri miimkiindiir. Bu
nedenle bu boyutlart asan numunelerde Slgiim yapilamamistir. 3 ay boyunca PBS
tamponu igerisinde bekletilen F4 formiilasyonundan veri elde edilememesinin nedeni
partikiil biylikligiiniin artarak cihazin 6lglim sinirlart disina ¢ikmasidir. F17°den
sonu¢ alamamamizin nedeni ise numunenin konsantrasyonunun az gelmesinden

dolay1 cihazin set degerlerine ulasilamamasindan kaynaklanmustir.

Tablo 3.6. Formiilasyonlarin zeta potansiyel degerleri.

Formiilasyon No Formiilasyon Durumu Zeta Potansiyeli
F1 Taze hazirlanmig + 12 mV
F2 Taze hazirlanmis + 10 mV
F3 Taze hazirlanmig + 9mV
F4 Taze hazirlanmig + 18 mV
F5 Taze hazirlanmis +13 mV
Fé6 Taze hazirlanmig +13 mV
Fi6 Taze hazirlanmisg + 34 mV
F17 Taze hazirlanmis Okunamadi®
F18 Taze hazirlanmig +31 mV

3 ay boyunca +4°C’de disperse
F1 +10 mV
halde bekletilmis (pH 5.5)

3 ay boyunca +4°C’de disperse
F4 +12 mV
halde bekletilmis (pH 5.5)

3 ay boyunca +4°C’de disperse b
F4 Okunamadi
halde bekletilmis (pH 7.4)

a: Cihaza uygulanan drnek konsantrasyonu 6l¢lim i¢in yeterli olmamuigtir.

b: Partikiiler yapi artarak cihazin 6l¢iim sinirlarinin digina ¢ikmustir.
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3.3.4. Nanopartikiillerden /n-vitro pDNA Salimina iliskin Bulgular

Nanopartikiillerden boyutlar1 450-820 nm arasindaki formilasyonlardan (F1-F6,
F16-F18) , PBS tamponu (pH 7.4) igeren ortama salinan pDNA miktarlar1 24-96 saat
boyunca izlenmis, salinan miktarlar bsliim 2.2.4.4.’¢ gore hesaplanmistir. Salman
pDNA miktarlarinin  kiimiilatif yiizde degerleri hesaplanarak, zamana Kkarsi

grafiklendirilmistir (Sekil 23-Sekil 25).
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Sekil 3.23. Kompleks koaservasyon yontemi ile 1:2 (pDNA:kitozan) oraninda

hazirlanan formiilasyonlarin PBS tamponu igerisindeki in-vitro salim grafigi.
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Sekil 3.24. Kompleks koaservasyon yontemi ile 1:1 (pDNA:kitozan) oraninda

hazirlanan formiilasyonlarim PBS tamponu igerisindeki in-vitro salim grafigi.

100

% Gikan Etkin Madde

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Zaman (saat)

Sekil 3.25. Cozici buharlagtirma yontemi ile hazirlanan formiilasyonlarin PBS

tamponu igerisindeki in-vifro salim grafigi.
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3.3.5. Jel Elektroforez Gériintiilerine Iliskin Bulgular

pDNA ile kitozan arasinda kompleks olusumunun gergeklestiginin belirlenmesinde
agaroz jel elektroforezinden yararlamlmistir. Kompleks koaservasyon yontemi ile
hazirlanan formiiller (F1-F12) ile ¢oziicii buharlasgtirma yontemi ile hazirlanan
formiillerin (F13-F18) kompleks olusumunun belirlendigi jel elektroforez deneyine

ait fotograflar Sekil 3.26 ve Sekil 3.27°de yer almaktadir.

Sekil 3.26. F1-F4 kodlu formiilasyonlarin, jel elektroforez goriintiileri.
: DNA marker

1

2: F1 + Kitozanaz enzimi (1 Unite)
3: F1 (1:1, pDNAkitozan)

4: F2 + Kitozanaz enzimi (1 Unite)
5:F2(1:1)

6: F3 + Kitozanaz enzimi (1 Unite)
7: F3 (1:1)

8: F4 + Kitozanaz enzimi (1 Unite)
9

L F4 (1:2)



82

Dairesel
yap1
Super
kavrimli
yap1

Sekil 3.27. F5-F18 kodlu formulasyonlarln jel elektroforez goriintiileri.

1: serbest pDNA ~ 10: bos

2: F5 (1:2, pDNA:kitozan) 11: F13 (¢oziicti buh. yont./ DDAB)
3:F6 (1:2) 12: F14 (¢6ziicti buh. yont./ DDAB)
4:F7 (2:1) 13: F15 (¢oziicii buh. yont./ DDAB)
5:F8 (2:1) 14: bos

6: F9 (3:1) 15: F16 (¢oziicii buh. yont./ PLL)
7:F10 (1:3) 16: F17 (¢6ziicti buh. yont./ PLL)
8:F11 (5:1) 17: F18 (¢oziicii buh. yont./ PLL)

9: F12 (1:5) 18: bos "



3.3.6. F1 ve F4 Formiillerinin DNaz I Enzimine Karsi Dayaniklihgi

Gen aktarim ¢aligmalarina 191k tutulabilmesi amaciyla yiiksek oranda enkapsiilasyona
ulasilmig olan F1 ve F4 formiilasyonlart (Tablo 2.4.) se¢ilmis ve uygulama bolim
2.2.5.1e gore gergeklestirilmistir. Sekil 3.28.°de gozlenen jel elektroforezinde
formiillerin pDNA’y1 enkapsiile ettikleri (bant 3) ve DNaz I enziminden korudugu
izlenmektedir (bant 7 ve bant 9). Kitozanaz enziminin pDNA’ya zarar vermeden
nanopartikiil yapisindan ayirdig1 (bant 4) ve serbest pPDNA’nin DNaz 1 enzimi ile
parcalandig: (bant 5) kontrol olarak uygulanmistir.

ekil 3.28. DNaz I enzimi ile muamele edilmis formiilasyonlarin jel elektroforez
gOruintiisu.
2: pDNA

3:F4

4: F4 + kitozanaz enzimi (1 Unite)

: pPDNA + DNaz | enzimi (4 pg/mlL)
: F4 + DNaz I enzimi (4 pg/mL)

W

6
7. [F4 + DNaz I enzimi (4 pg/mL)] + kitozanaz enzimi (1 Unite)
8: F1 + DNaz I enzimi (4 pg/mL)

9

: [F4 + DNaz I enzimi (40 pg/mL)] + kitozanaz enzimi (1 Unite)
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3.3.7. Taramah Elektron Mikroskobu Gériintiilerine Iliskin Bulgular

Kompleks olusumunun saglandigi oranlarda, yiiksek enkapsiilasyon verimi gésteren,
ortalama partikiil bliyiiklikleri sirasiyla 852 nm ve 749 nm olan, F1 ve F4 kodlu

formiilasyonlarin taramali elektron mikroskobundaki goriiniimleri bolim 2.2.6.’da

anlatildigi sekilde fotograflanmastir.

9638 1@8KU Aa I%-’m 14613

Sekil 3.29. F1 kodlu formiilasyonun SEM fotografi.

9 »,.'a's’ “"- B

Sekil 3.30. F1 kodlu formiilasyonun SEM fotografi
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Sekil 3.31. F4 kodlu formiilasyonun SEM fotografi

9653 18KV ¥7.B08 | Ibm WO14

Sekil 3.32. F4 kodlu formiilasyonun SEM fotograti
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3.3.8. Nanopartikiillerden Gen Aktarim Etkinligine Iliskin Bulgular

Kiang ve arkadaslarinin (2002) yiiksek deasetilasyon derecesine sahip kitozanin gen
aktarimina olumlu etkisi olduguna iliskin bulgusu nedeniyle, yiiksek deasetilasyon
derecesine sahip HMW kitozan ile hazirlanmis F1 ve F4 formulasyonlarinda gen
aktarim etkinliginin incelenmesine karar verilmistir. F1 ve F4 formiilasyonlar
yiiksek oranda enkapsiilasyon etkinligi géstermis ve niikleazlara kars1 iyi bir koruma
saglamiglardir (Tablo 3.4. ve Sekil 3.28.). Hiicre kiiltiirlerine aktarimi tasarlanan bu
formiﬂasyonlarm ilerisi i¢in On bilgi vermesi ve ¢aligmalarin gegerliligini gostermek
agisindan boliim 2.2.7.’de agiklanan yonteme gore gen aktarim etkinligi saptannustir.
Taze hazirlanmis F1, F4 ve liyofilize hale getirilip 3 hafta bekletilen F4
formiilasyonu ile kontrol grubu olarak serbest pDNA ve pDNA-PLL kompleksinin
(1:2) gen aktarim etkinligi incelenmigtir (Tablo 3.7.). Ayrica besi yerlerinden birisine
ekim yapilmadan prosediir ilerletilmis ve 24 saat inkiibasyon sonunda hi¢ ireme
gozlenmemistir. Bu da ortamda kontaminasyon olmadigimmin bir gostergesidir. F4
formiilasyonunun gen aktarim g¢alismasinda ampisilin igeren besi yerinde lireme
gozlenmis ve bu bakterilerin E.coli oldugu gram boyama sonucu gosterilmistir (Sekil

3.33. ve Sekil 3.34.).

Tablo 3.7. Formiilasyonlarin gen aktarim etkinliginin spesifik aktivite cinsinden

degerlendirilmesi.
Spesifik Aktivite
Formiilasyon No Formiilasyon Durumu
(Unite/mg) = SS
F1 Taze hazirlanmig 75050 =+ 387.8
F4 Taze hazirlanmig 84972 +974.4

3 hafta boyunca +4°C’de

F4 .
liyofilize toz halinde bekletilmis 92226 +234.0

pDNA - 45°C’de bekletilmis 308 £ 2.2

PDNA:PLL (1:2) | Taze hazirlanmig 1202 + 94

(n=3)
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Sekil 3.33. (a) Ampisilin igeren kat1 LB besiyerinde gen aktarimi gergeklestiren F4
formiilasyonu. (b) Immersiyon objektifi altinda, olusan kiiltiirlerin E.coli’ye ait
oldugunu gosteren pembe kok goriintiisti.

(a)

Sekil 3.34. (a) Ampisilin iceren kat1 Mc Conkey agarda gen aktarimu gerceklestiren
F1 formiilasyonu. (b) Immersiyon objektifi altinda, olusan kiiltiirlerin E.coli’ye ait
oldugunu gosteren pembe kok goriintiisii.
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4. TARTISMA

Gen tedavisi c¢aligmalarinin 6nemi giderek artmakta olup, gen tedavisi
uygulamalar i¢in viral ve viral olmayan DNA tasiyici sistemler ve yontemler

gelistirilmektedir.

Viral olmayan gen tasiyici sistemlerin ilki olan lipozomal formilasyonlar;
dayanikli olmamalari, agregasyona yatkinliklari, serum bilesenleri ile inaktivite
olmalan ve kisa bir yar1 6mre sahip olmalar1 gibi sakincalar i¢ermektedirler (Bozkir
ve Kocyigit, 1995; Bozkir ve Duman, 1996). Bu nedenle polimerik tastyici sistemler

tizerinde olduk¢a yogun ¢alismalar yapilmaktadir.
4.1. Genetik Materyalin Elde Edilmesinin Degerlendirilmesi

Genetik materyal ile yapilan ¢aligmalardan énce ortam etanol ile temizlenmis ve UV
lambasi altinda ortamin sterilizasyonu korunmustur. Laminar flow altinda
yapamadigimiz ¢alismalar ise bir bek alevinin yaninda gergeklestirilmistir. Uretim ve
saflagtirma swrasinda kiiltiirde sadece E.coli iiremesi ve ekim yapilmayan kiiltiir
disklerinde {ireme  g6zlenmemesi kontaminasyon olmadan ¢alismalarin

gerceklesebildigini gostermektedir.

Cogaltmis oldugumuz pDNA’y1 saflastirmak i¢in Sambrook ve arkadaslarinin
(1989) belirlemis oldugu alkali ile lizis yonteminden ve Promega’dan temin edilen
saflagtirma  kitinden yararlamilmigtir. Tablo 3.1°deki sonuglara gore her iki
yontemden de oldukga yiiksek verim elde edilmistir. Alkali ile lizis yontemiyle daha
az hacimde iirlin elde edilmistir. Ayrica, saflagtirma kitine gére daha uzun ve daha
dikkatli ¢calisma yapilmasi gerekmektedir. Saflastirma kitinin pahali olmasi ve uygun
ekipman olmadiginda ¢aligma yapilamamasi nedeniyle alkali ile lizis yontemi tercih

edilmelidir.
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4.2. Kitozan Uzerinde Yapilan Calismalarin Degerlendirilmesi

Fluka tarafindan ti¢ farkli molekiil agirhiginda temin edilen kitozan polimerine ait,
ctkin maddeyi hapsetme, salim saglamasi ve formiilasyon stabilitesi iizerinde
oldukga etkili olan molekiil agirligi ve deasetilasyon dereceleri gibi bilgiler firma

tarafindan agiklanmamustir.

Kitozan ile DNA yapisinin yiiksek verim ile baglanmasinda, deasetilasyon
derecesinin dogru orantili olarak etkiledigi ve gen aktarim mekanizmasinda da etkin
bir parametre oldugu bildirilmektedir (Kiang ve ark.,2002). Kitozanlarin
deasetilasyon derecesinin ve molekill agirhgimin; ¢ozeltisinin hazirlanmasinda
(Illum, 1998; No ve ark., 2000; Singla ve Chawla, 2001), partikiiler yap: olusumunda
ve stabilitede etkin rol oynadifi gosterilmistir (Borchard, 2001). Bu nedenle
calismada kullandigimiz {i¢ farkli kitozanin deasetilasyon derecesi Bolim 2.2.2.
baslig1 altinda tayin edilmis ve MMW kitozan ile LMW kitozanin deasetilasyon
dereceleri yaklasik aym1 bulunmugtur (Sirasiyla %83.94 ve %82.06). %89.02 ile
HMW kitozanin deasetilasyon derecesi nispeten daha yiiksek bulunmustur. Bu
nedenle gen aktarim ¢alismalar ile stabilite hakkinda fikir elde etmek icin HMW
kitozan ile hazirlanmis nanopartikiiller kullanilmigtir. HMW kitozanin diger kitozan
cesitlerine gore daha hizhi ¢6ziindiigi bulunmustur. Bu da deasetilasyon derecesinin

¢oziintirliik tizerine olumlu katkisi oldugunu dogrulamaktadir.

4.3. DNA Tasiyier Sistemlerin Gelistirilmesinde Etkili Parametrelerin

Degerlendirilmesi

4.3.1. Emiilsiyonlarda Capraz Bag Olusturulmas: Yontemi

[lk tasarlanan formiillerde, iki ayn faz yiizey etkin madde yardimiyla emiilsiyonlarin
hazirlanmasi, genelde sodyum siilfat ile ¢6kme iglemi gergeklestirilerek kati
partikiillerin olusumu, tasarlanmigtir. Olusan partikiiliin stabil olmasi saglamak
amactyla gluteraldehit ile Kitozanin doniisiimsiiz olarak kimyasal c¢apraz baglar

olusturmas: saglanmistir. Mide sivisinda dahi stabilitesini koruyan (Felt ve ark.,
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1998) bu partikiillerin istenilen biiytikliikte elde edilememeleri nedeniyle farkh
yontemler ile caligmalara devam edilmigtir. Tian ve Groves’in (1999) belirttigi
yontem iizerinde yapilan modifikasyon ile 700-1000 nm arasinda partikiil elde
edildigi distniilmiistir. Fakat gluteraldehitin toksik etkileri g6z oniine alinarak
kullamilan yo6ntemlerden gluteraldehitin tamamen uzaklastirilmasi olanaksiz

oldugundan, gluteraldehit iceren formiilasyon gelistirme fikri terk edilmigtir.

4.3.2. Kompleks Koaservasyon Yontemi

Daha basit ve etkin bir yontem olan iyonik etkilesimden yararlanarak

formiilasyonlar gelistirilmigtir. pPDNA’min fosfat gruplarindan kaynaklanan “-” yiik
ile kitozanin amin gruplarinin organik asitler ile muamele edilmesiyle, proton
kazanmasina bagl, “+” yiklii ¢ozeltileri arasinda iyonik baglar olusturarak

formiilasyonlar tasarlanmigtir.

Pozitif yiiklii kitozan c¢ozeltilerini hazirlamak igin %1°lik asetik asit
¢ozeltisinden yararlanilmigtir. Glasiyel asetik asit ve suda ¢oziinmeyen kitozanin,
seyreltik asetik asit ¢ozeltileri ile muamele edilerek ¢oziindiigii bildirilmektedir
(INum, 1998). Bu sekilde hazirlanan 100 mL’lik ¢o6zeltiler, manyetik karistirici
yardimi ile ancak 4-5 saatte elde edilmistir. Bu problemin tstesinden gelmek igin
kitozan yapisi incelenmis ve ¢oziinmeyi hizlandirmak igin kitozanin glukozamin
tinitelerinde yiiksek miktarda bulunan amino gruplarimin proton kazanmas: gerektigi
diistintilmiistiir. Borchard (2001), bu amino gruplarinin diisiik ve fizyolojik pH’larda
tim amin gruplarmin proton kazanamadigim, ancak pH 6 ve altindaki yakin
degerlerde tiim amin gruplarmin proton kazandigini bildirmektedir. Bu bilgiden

yararlanilarak kitozanlarin pH 5.5°ta optimal ¢6ziinme sagladigi gozlenmistir.

Lee ve arkadaglar1 (1998), hidrofobik modifiye kitozan ile deoksikolik asiti
karigtirdiklarinda kendi kendine ¢6ken 160 nm boyutlarinda kiireler elde etmislerdir.
Kompleks koaservasyon metodu ile pDNA ile kitozan karistirildiginda benzer
sonuglar elde edilecegi diisiiniilmiistiir. Bu sekilde hazirlanan formiilasyonlarda kisa

zaman igerisinde olusabilecek faz ayirimlart ve kolloidal kompleks ¢okmelerini
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engellemek i¢in sodyum siilfat ¢6zeltisinin kullanilmasi gerektigini vurgulamiglardir

(Mao ve ark., 1996; Roy ve ark., 1997).

Nanopartikiil elde etmek i¢in; 50 mM sodyum siilfat ¢6zeltisi i¢erisindeki 100
pug/mL pDNA ile esit hacimde, pH 5.5’¢ getirilmis kitozan ¢ozeltisi 55°C’ye 1sitilip,
bu sicaklikta kargtirilmigtir. En uygun pDNA-kitozan orani 1:1 ve 1:2 olarak
bulunmustur. Daha farkli oranlarda ise daha biiyiik partikiiller elde edilmigtir (Tablo
3.5.). Oran 3 katin iizerine ¢iktiginda partikiil elde edilememistir (Sekil 3.13. ve Sekil
3.14.). Bu degerlendirmeler boliim 3.3.5.’te verilen jel elektroforez goriintiileri ile

dogrulanmugtir (Sekil 3.26. ve Sekil 3.27.).

4.3.3. Coziicii Buharlagtirma Yontemi

Coziicii buharlastirma yontemi kullanilarak da formiilasyonlar gelistirilmistir.
Bu yontemde en 6nemli kriter organik ¢oziiciiniin ortamdan uzaklastirilmasidir.
Uzaklastirilamayan etanol artiginin toksik etkilere neden olabilecegi bilinmektedir.
Rotavapor cihazi uzun zaman kullanildiginda dahi formiilden etanol tamamen
uzaklagtirnlamamaktadir. Manyetik alan icerisindeki desikatér, vakum pompasina
baglanmis ve kademeli olarak artirilan 1s1 ve azaltilan basing uygulamasi ile etkin bir
buharlastirma gerceklestirilmistir. Formiilasyonda pDNA ile etkilesen DDAB
kullanildiginda, mikron boyutlarinda partikiiller elde edilmistir (1450-1585 nm).
PLL kullaniminda ise 450-650 nm boyutlarina ulagilmistit. Ancak PLL’nin toksik
etkileri g6z Ontine alinacak olursa yerine daha az toksik bir katyonik madde
kullanilmast uygun olacaktir. Bu nedenle PLL ile hazirlanan formiilasyonlarin hiicre

kulttirleri ile yapilacak ¢aligmalarda olumsuz sonug dogurabilecegi diigiiniiimektedir.
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4.4. Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Degerlendirilmesi
4.4.1. Enkapsiilasyon Etkinliginin Degerlendirilmesi

Genelde tiim formiilasyonlarin yiiksek oranda enkapsiilasyon gergeklestirdikleri
goriilmiigtiir. Leong ve arkadaglarinin (1998) yapmis oldugu ¢alisma sonucunda
pDNA enkapstilasyonun %98 oraminda gergeklestigini saptamislardir. Elde ettigimiz
sonuglar, bu ¢aligma ile uyum géstermektedir. Molekiil agirliklart kargilastirildiginda
LMW kitozanin, MMW kitozana gore daha ¢ok etkin maddeyi enkapsiile ettigi
gozlenmistir. Yiiksek molekiil agirligina sahip kitozanin diisiik molekiil agirhgma
sahip kitozan gibi yiiksek enkapsiilasyon etkinliine sahip olmasi ise daha yiiksek

deasetilasyon derecesine sahip olmasindan kaynaklanmaktadir.
4.4.2. Partikiil Biiyiikliigii ve Dagilimi Analizlerinin Degerlendirilmesi

Elde edilen submikron partikiillerin dagilimlart incelendiginde dar bir aralikta
gerceklestikleri goriilmektedir (Sekil 3.3.-3.20). Bu tekdiize dagilimi saglamak igin
kitozanin tamamen ¢6ziinmesi ve olusan ¢dzeltinin mutlaka ‘0,2 um’lik filtreden
gecirilmesi  gerekmektedir. Ayrica aseptik filtrasyon ile bakteriyolojik
kontaminasyonlarin da Oniine gecilmistir. Mao ve arkadaslart (2001), kompleks
koaservasyon ile hazirlanan formiillerde, elde edilen iirliniin toplam hacminin 500
pl’nin tzerine ¢ikilmadiginda tekdiize bir dagilim gergeklestigini bildirmektedir.
Bizim hazirladigimiz F1-F6 formiilasyonlarinda ise 3 ml hazirlandiginda dahi
tekdiize dagilim gozlenmistir. Endistriyel bir iiretim s6z konusu oldugunda bazi

parametrelerin gézden gegirilmesinde fayda bulunmaktadir.

Kompleks koaservasyon metodu ile hazirlanan formiillerde en uygun
pDNA kitozan orami 1:1 ve 1:2 olarak bulunmustur (Sekil 3.26. ve Sekil 3.27.).
pDNA:kitozan’in 1:1 oraminda daha kiigiik partikiiller elde edilmistir. En kiigiik
partikiiller ise F16-F18 formiillerinde elde edilmistir (Tablo 3.5.).



93

4.4.3. Zeta Potansiyel Analizlerinin Degerlendirilmesi

Partikiiliin yiizey yiikiiniin ifadesi olan zeta potansiyelin, sifirdan farkli olmasi
istenir. Notr degerdeki partikiiliin stabilitesi oldukga zayiftir. +30 mV ile =30 mV
tizerindeki zeta potansiyel degerlerine sahip partikiiller oldukga stabil kabul edilir.
Bu veriler dogrultusunda, ¢6ziicii buharlastirma teknigi ile hazirlanan F16-F18
formiillerinin zeta potansiyeli +30 mV’un iizerinde oldugu i¢in oldukga stabil
formiilasyonlar olarak disiiniilmektedir. Bu formiillerin in-vitro salim grafikleri
incelendiginde diger formiiller 24 saat sonunda %100 salim gergeklestirirken, F16-
F18 formiillerinin 3 kat daha uzun zaman dilimi igerisinde yapilarini koruyabildikleri
gozlenmigtir. Zeta potansiyelin “+” defer gOstermesi; kitozan miktarinmn
nanopartikiil yiizeyinde daha fazla bulundugunu, pDNA’min ise daha ¢ok partikiil
yapisinin igerisinde enkapsiile edilmis oldugunu diisindiirmiistiir. Negatif yiik
ozelligi gosteren hiicre ¢eperi ile pozitif ylizey yiikiine sahip nanopartikiiller ile daha

etkin bir taginma saglandig1 bilinmektedir (Yiu ve ark., 1997).

Zeta potansiyel degerinin, kitozanin molekiil agirligina bagh olarak farklhilik
gostermedigi belirlenmistir. Ancak yiiksek deasetilasyon derecesine sahip olan
HMW kitozan ile hazirlanan formiilasyonlarin zeta potansiyel degerleri de yiiksek
bulunmustur. Bu sonuglar Richardson ve arkadaglarinin (1999) elde ettigi zeta
potansiyel sonuglar1 ile benzerlik gostermektedir. Bu amagla formiilasyonlarin
dayanikliklarinin arastirilmasinda, HMW Kkitozan ile hazirlanmis F1 ve F4

formiilasyonlarinin degerlendirilmesi tercih edilmisgtir.

4.4.4. In-vitro pDNA Salmmin Degerlendirilmesi

In-vitro ortamda etkin olan viral olmayan gen tasiyic1 sistemlerin in-vivo kosullarda
aynt etkinligi g@sterememesine ragmen, nanopartikiil boyutlarinda elde edilen
formiilasyonlar hakkinda bir fikir elde etmek i¢in 24-96 saat boyunca PBS tamponu
(pH 7.4) igeren ortama salinan pDNA miktar1 izlenmistir.
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In-vitro salim ¢alismalarinin 24 saat i¢inde tamamlanmasida, formiilasyonun
pH 7.4’te stabil olmadiginin bir gostergesidir. Bizim sonucumuza tamamen zit bir
sonug olarak, Ozbas ve arkadaglarmin (1999) yapmis olduklar1 ¢alismada kitozan-
pDNA mikropartikiillerinin pH 7.4’te 50 gilin boyunca in vitro salim gerceklestirdigi
bildirilmektedirler. Fakat pH 5.5°te daha stabil bir yapinin olustugu (Hirosue ve ark.,
2001; Mao ve ark., 2001) ve pH 7.4’te ise bir giinden az bir zamanda yapinin
bozuldugu (Borchard, 2001) sonucu, bizim bulgularimizi tamamen desteklemektedir.
Pan ve  arkadaglarnmin  (2002) hazirlamis  olduklari  insiilin-kitozan
nanopartikiillerinde, pH 7.4’te in vitro salimm 5 saat sonunda tamamlandigi
bildirilmektedir. Ayrica, partikiil boyutunun kii¢iik oldugu durumlarda pDNA’nin
daha fazla orandaki yiizey ile etkilesmesi nedeniyle, kiicik partikiillerin biyiik
partikiillere oranla daha hizli salim gosterdigi bildirilmektedir (Capan ve ark., 1999).

Calismamizda amacimiz, biyolojik materyalin etkin, giivenilir ve dayanikl
olarak taginmasimi saglayacak formiilasyonun gelistirilmesidir. Kontrolli salim
saglanmasi i¢in bir kaygimiz bulunmamaktadir. Bu nedenle kisa siirede salimin
gerceklesmesi calismamizda arzu edilmeyen bir durum teskil etmemektedir. Aksine
kisa stirede salimin gergeklesmesinin, hedeflenen hiicre igerisine alinan
nanopartikiillerin, pDNA’y1 endozomal yapilar igerisinden sitoplazmaya
aktarmasinda 6nemli bir kriter oldugu belirtilmistir (Higgins ve Portnoy, 1998;
Curiel, 1994).

4.4.5. Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Jel Elektroforez Gadriintiilerinin

Degerlendirilmesi

pDNA’nin tasiyict formiilasyonlara yiiklenmesi genellikle iyonik etkilesimlerden
yararlanarak yapilmaktadir (Borchard, 2001; Farhood ve ark.,1994; Gao ve Huang,
1996). Bu calismada da kitozan ve pDNA’nmin zit yiiklerinden yararlanarak
formiilasyon tasarlanmistir. pDNA:kitozan arasinda kompleks olusumu ile ilgili
olarak yapilan jel elektroforez c¢alismalarin sonucu; en uygun oranm 1:1 ve 1:2

oldugu gozlenmigtir (Sekil 3.26. ve Sekil 3.27.). Sekil 3.27.’deki 6,7,8 ve 9 nolu
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bantlarda gozlenen serbest pDNA, pDNA:kitozan oranimin artmasinin kompleks

olusumunun gergeklesmesinde etkili olmadigim géstermistir.

Jel elektroforez ¢aligmalarinda serbest pDNA veya kompleks olusmayan
formiilasyonlarin bantlarindaki pDNA goriintiileri iki hat olarak gézlenmistir. Bu
durum pDNA’nmin farkhi formlarda bulundugunu gostermektedir. Acik dairesel ve
siper kivrimli (supercoiled) formlarmin formiilasyonlara beraberce katildig:
distinlilmiigtiir. Bergan ve arkadaglani (2000) bu durumun in-vivo calismalarda
olumsuz bir etki yaratmayacagini One siirmiistiir. pDNA’uin farkli formlari ile
kompleks olusturmus ve bunlarin gen aktarim etkinligini degerlendirmis, acik
dairesel plazmid formu ile siiper kiviimli plazmid formunun aym gen aktarim

etkinligine sahip oldugunu géstermistir.

4.4.6. Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Dayanikliklarimn Degerlendirilmesi

Hazirlanan formtilasyonlar igerisindeki pDNA’nin biyolojik dayanikliligint
degerlendirmek amactyla béliim 2.2.5.1.e gore rnekler DNaz I enzimiyle muamele
edilmigtir. Serbest DNA’nin serum niikleazlar tarafindan pargalandigi bilinmektedir
(Granner, 1993a) ve DNA’nin fizyolojik ortamda niikleazlarin etkisinden korunmasi

tastyici sistemler icin yerine getirilmesi gereken bir kosuldur.

Serbest DNA, 4 pg/mL (25 U/mL) DNaz I enzimi varliginda 15 dakika i¢inde
tamamen pargalanmaktadir. F4 formiilasyonunun aym siire zarfinda pDNA’y1
tamamen korudugu gézlenmistir. 1 Unite kitozanaz enziminin pDNA’ya zarar
vermeden nanopartikiil yapisindan ayirdigi da gozlenmistir. DNaz [ enziminin
konsantrasyonu 10 katina ¢ikarildiginda F4 formiilasyonunda az miktarda pPDNAnin
yikima ugradig1 gozlenmistir. Bu sonuglara gore test edilen konsantrasyondan daha
diisik niikleaz konsantrasyonuna sahip fizyolojik kosullarda nanopartikiil
formiilasyonunun pDNA izerinde belirgin bir koruma saglayacagi tahmin
edilmektedir (Mao ve ark., 2001). Sadece DNaz I enzimi varliginda veya serum
varh@inda partikiillerin etkilesmelerini incelemek, kesin bir sonuca ulasmamiz

saglamaz. Hiicre kiiltlirti ortaminda DNaz I enzimi ve/veya serum ilave ederek gen
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aktarim etkinliginin incelenmesi daha dogru sonuglara ulasmamiza neden olacaktir
(Legendre ve Sozaka, 1992). Bu nedenle ¢alismamizin ileriki asamasinda hem hiicre
hatlarma hem de primer hiicrelere gen aktarim etkinliginin incelenmesi
gergeklestirilecektir. Hiicre hatlarimin gergek viicut fonksiyonlarmi tam olarak
yansitamamasindan Otiiri primer epitel hiicre kiiltiirleri hazirlanarak ¢alismalar

gerceklestirilecektir (Thanou ve ark., 2002).

4.4.7. Nanopartikiill Formiilasyonlarmmm Zaman Icerisindeki Degisiminin

Degerlendirilmesi

F4 formiilasyonu, pH 5.5°de nanopartikiil dispersiyonu halinde +4°C’de 3 ay
boyunca saklandiginda partikiillerin boyutunda ¢ok kiiciik bir artis ve zeta
potansiyelinde ise kiuiciik bir diisiis g6zlenmistir. Partikiiller pH 7.4 tamponu
icerisinde saklandiginda ise tamamen pargalanmustir. /n-vifro salm ¢aligmalarinin 24
saat i¢inde tamamlanmasida, formiilasyonun pH 7.4°te stabil olmadigimnin bir
gostergesidir. pH 5.5’te daha stabil bir yapinin olustugu (Hirosue ve ark., 2001; Mao
ve ark., 2001) ve pH 7.4’te ise bir giinden az bir zamanda yapinin bozuldugu

(Borchard, 2001) sonucu, bizim bulgularimizi tamamen desteklemektedir.

4.4.8. Nanopartikiil Formiilasyonlarmin Liyofilizasyon Etkisi ile Degisiminin

Degerlendirilmesi

Formiilasyonlarin uzun zaman saklanmasi i¢in partikiillerin liyofilize toz
halinde saklanmasi digiiniilmistiir. Formiilasyonlar %10 mannitol varhiginda
liyofilize edilmis, liyofilizasvon sonucunda tekrar disperse edilen formiilasyonlarin
gerek partikiil bilytikliigti dagiliminda gerekse transformasyon veriminde bir farklilik
olmadif1 gozlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda, hazirlanan formiilasyonlarin
liyofilize toz halinde saklanarak, kullanilacagi zaman PBS tamponunda sulandirarak

verilmesi sonucuna varilmistir.
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4.4.9. Taramah Elektron Mikroskobu Gériintiilerinin Degerlendirilmesi

Taramali elektron mikroskobu ile yapilan g¢ekimlerde nanometre boyutlarini
belirlemek amaciyla uygulanan yakimlagtirma iglemi sirasinda, kirilmalar
gerceklesmektedir. Net ve diizglin fotograf elde etmek i¢in, 6rnekleme sirasinda
formiilasyonlar birkag kez altin ile kaplanmistir. Bu nedenle elde edilen
fotograflardaki partikiiller normalden daha biiyiikk g6zlenmistir. F1 ve F4
formiilasyonlarinda taramali elektron mikroskobu ile elde edilen goriintiilerde,
partikiillerin birka¢ kat kaplanmasina ragmen mikrometre boyutunun altinda oldugu

gozlenmistir.

Partikiillerin ¢evresindeki 1simalar, birka¢ kez kaplamaya bagli olarak
elektron birikmesi ve bunlarin ¢ekim aninda desarj olmasindan kaynaklanmaktadir.
Birka¢ kez kaplama yapilmasina ragmen, hazirlanan 6rneklerde diizgiin fotograflar
alnamamistir. Taramali elektron mikroskobunun yiiksek basing altinda
fotograflandirilabilmesi nedeniyle, yumusak oldugu belirlenen polimerimizde stirekli
bir hareketlilik ve kirilmalar olugmaktadir. Diizgiin fotograflar elde etmek i¢in TEM
(transmission electron microscop) veya diisik basing altinda ¢alisan elektron

mikroskoplarindan yararlanilmas: gerekmektedir.

4.4.10. Nanopartikill Formiilasyonlarnin Gen Aktarim Etkinliginin

Degerlendirilmesi

Hazirlanan formiilasyonun gen aktarim veriminin dogru olarak elde edilmesi i¢in
hiicre kiiltiirlerinde ¢alisma yapilmasi gerekmektedir. Fakat, bir fikir elde etmek ve
yontemlerin iglevligini tayin etmek i¢in E.coli hiicrelerine gen aktarimi
gergeklestirilmistir. F1 ve F4 kodlu formiilasyonlarin iizerinde yapilan gen aktarim
etkinligi degerlendirmelerine gore F4 kodlu formiiliin daha yiiksek spesifik aktivite
degerine sahip oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, taze
hazirlanmis ve liyofilize toz haline getirilip 3 ay bekletilmis F4 formiilasyonu ile
serbest DNA uygulandiginda elde edilen aktiviteden 300 kat, pDNA-PLL
kompleksinden ise 60 kat daha fazla bir aktivite elde edilmistir.
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5. SONUC

Bu tez caligmasinda, model genetik materyal olarak segtigimiz pDNA’min, gen
aktannmini gergeklestirmek amaciyla, nanopartikiiler formiilasyonlarinin tasarimi
gerceklestirilmigtir. Elde edilen sonuglar ile, in-vivo ¢aligmalar i¢in yol gosterici

nitelikteki temel bilgiler olugturulmustur.

Formiilasyonlar1 hazirlamak i¢in kullanilan farkli {i¢ ydntemden, ozellikle
kompleks koaservasyonu ile hazirlanan, pDNA kitozan komplekslerinin 1:1 ve 1:2
oranlarindaki formiilasyonlarinda partikiiller nanometre boyutlarinda elde edilmistir.
Boylece kompleks koaservasyon yontemi ile pDNA’nin etkin, giivenilir ve dayamkli

olarak formiile edilebilecegi gosterilmistir.

(Coziicii buharlagtirma yontemi ile hazirlanan formiilasyonlarda ise PLL
diginda daha giivenilir bir katyonik madde kullanimi ile nanometre boyutlarindaki

partikiillerin elde edilebilecegi gosterilmistir.

Formiilasyonda kullanilan kitozanin deasetilasyon derecesine de bagl olarak,
F1 ve F4 kodlu formiilasyonlarin pDNA’y1 etkin ve dayanikli olarak enkapsiile ettigi,
bu formiilasyonlarin 3 ay boyunca +4°C’de ve pH 5.5’de nanopartikiil dispersiyonu

halinde dahi dayanikli kalabildigi belirlenmistir.

Formtilasyonlarin pH 5.5 degerinde hazirlanmasindan dolayi, uygulama
sirasinda olusabilecek olumsuz etkiyi 6nlemek i¢in formiilasyonlarin liyofilize toz
haline getirilip, kullanimi1 sirasinda pH 7.4 tamponunda ¢6zeltisinin hazirlanarak
uygulanabilecegi diistiniilmiistir. Bu amagla yapilan liyofilizasyon isleminin

partikiiler yapida 6nemli bir degisiklik meydana getirmedigi gosterilmistir.
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OZET

Gen Tedavisine Yonelik, DNA-Kitozan Nanopartikiil

Formiilasyonlarmin Gelistirilmesi ve In-vitro Degerlendirilmesi.

Bu tez ¢alismasmda, model genetik madde olarak segtigimiz pDNA’y1 etkin,
giivenilir ve dayanikli olarak hiicreye tasiyabilecek nanopartikiil formiilasyonlarinin

hazirlanmasina yénelik ¢aligmalar gergeklestirilmistir.

Nanopartikiil formiilasyonlarimin hazirlanmasi i¢in baslica; emiilsiyonlarda
¢apraz bag olusturulmasi, kompleks koaservasyon ve modifiye ¢dziicti buharlastirma

yontemi olmak tizere ti¢ farkli yontem kullanilmistir.

Ampisiline karsi direng saglayan ve (-galaktosidaz genleri tastyan “pSV-p-
Galaktosidaz” vektorii ile biyolojik olarak parcalanabilen kitozan polimeri
kullanilarak hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlart; enkapstilasyon etkinlikleri,
partikiil biiyiiklikleri ve dagilimlari, zeta potansiyel degerleri ve in-vifro salim

ozellikleri a¢isindan degerlendirilmiglerdir.

Bu degerlendirmelere gore kompleks koaservasyon yontemi ile hazirlanan
(pDNA:kitozan 1:1 oraninda) F1 ve (pDNA:kitozan 1:2 oranmnda) F4 kodlu
formiilasyonlarin istenilen nanopartikiil dzelliklerine uydugu saptanmustir. F1 ve F4
kodlu formiilasyonlarin iizerinde yapilan gen aktarim etkinligi degerlendirmelerine
gére F4 kodlu formiilin en basarilt spesifik aktivite degerine sahip oldugu
belirlenmistir. Segilen F4 kodlu nanopartikiil dispersiyonunun 3 ay boyunca

+4°C’deki, 3 hafta boyunca ise liyofilize haldeki degisimleri incelenmistir.

Formiilasyon ozelliklerinin ve gen aktarim Ozelliklerinin yiiksek oldugu
anlasilan F4 kodlu nanopartikiil formiilasyonunun, ileride hiicre kiiltiirlerinde
yapilacak ¢alismalarda genetik materyal tasiyicisi olarak kullamilabilecegi sonucuna
varilmastir.

Anahtar Kelimeler: Kitozan, pDNA, Nanopartikiil, Gen tedavisi
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SUMMARY

Development of DNA-Chitosan Nanoparticle Formulations

for Gene Delivery and In-vitro Evaluation

In this study, investigations have been carried out to prepare nanoparticle
formulations which can transfer pPDNA as a model genetic material for an active, safe

and resistant delivery systems to the cells.

Three different methods were used in order to prepare nanoparticle
formulations. These are; crosslink formation in emulsions method, complex

coaservation method and modified solvent evaporation method.

Nanoparticle formulations have been prepared with biodegradable chitosan
polymer with the pSV-B-Galactosidase control vector that provides resistance to
ampicilline. Nanoparticle formulations have been evaluated for their encapsulation
efficiency, particle size and distribution, zeta potential values and in-vitro release

properties.

According to these evaluations we observed that the formulations are coded
as F1 (pDNA:Chitosan, 1:1) and F4 (pDNA:Chitosan, 1:2) fit the desired
nanoparticle properties. It has been found that F4 formulation has the most succesful
specific activity in respect of the gene transfection efficiency which are investigated
on the formulations F1 and F4. The changes on the F4 nanoparticle dispersion were

investigated at +4°C for 3 months and on the lyophilized form for 3 weeks.
As a result, we can conclude that nanoparticle formulation coded as F4 has
good formulation properties with high gene transformation properties and F4

formulation can be used as a transfection vector in the animal cell culture studies

Key Words: Chitosan, pPDNA, Nanoparticles, Gene therapy
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