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OZET

HIYALURONIK ASIT TABANLI ve HEDEFLI NANO TASIYICI SISTEM
GELISTIRILMESI

Ayca BAKIR

Ileri Teknolojiler Anabilim Dali
Nanoteknoloji Bilim Dali

Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2018
Danisman: Prof. Dr. Arzu ERSOZ

Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) istatistiklerine gére her yil yaklasik 8,8 milyon
insan kanserden hayatin1 kaybetmektedir ve 2020 y1l1 i¢erisinde bu Sliimlerin 13 milyonu
gecmesi beklenmektedir. Mevcut kanser ilaglarinin dezavantajlarini elimine etmek igin
hedeflenmis nano-tasiyict sistemler iizerine ¢aligmalar 6nem kazanmistir. Bu ¢alismada;
timor hiicre yiizey reseptorii olan CD44’li hedefleyecek Hiyaluronik asit (HA) tabanli
nano-tasiyicit lipozomal yap1 gelistirilmistir. Yaklasik 95 kDa boyutunda HA,
Streptococcus equi hiicre kiiltiirinden Sephadex G-75 kullanilarak saflastirilmis ve,
immobilize Hiyaluronidaz kolon sistemi ile 5 kDa boyutuna getirilmistir. HA
karakterizasyonu, Jel Gegirgenlik Kromotografisi (GPC), Heksadesiltrimetilamonyum
bromiir (CTAB) yontemi ile yapilmistir. Saflastirilan HA, ANADOLUCA yo6ntemi ile
hedefleme ajani olarak kullanilacak MATyr-Ru(bipy)2-HA kompleksine doniistiirilmiis,
ayrica hem ikincil ajan olarak hem de goriintiileme i¢in ‘‘Green Fluorescent Protein’’
(GFP) kullanilmistir. siRNA enkapsiile lipozom, 1,2-Dioleoil-sn-glisero-3-fosfokolin
(DOPC), 2 metakriloiloksietil fosforilkolin (MPC), ve kolesterol (Chol) kullanilarak ince
film hidrasyon ve sonikasyon yontemi ile sentezlenmis; karakterizasyonu i¢in Taramali
Elektron Mikroskobu (SEM), boyut ve zeta potansiyeli analizleri yapilmistir. Lipozom,
yaklagik olarak 90 nm boyutunda bulunmustur. Sonug olarak, elde edilen nano-tasiyici
lipozomal yapinin kanser hiicrelerinin hem goriintiilenmesinde hem de tedavisinde umut

vadeden bir yaklasim oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: CD44, GFP, Hiyaluronik asit, Lipozom, MPC, siRNA,

Streptococcus equi.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF HYALURONIC ACID BASED AND TARGETED
NANO CARRIER SYSTEM

Ayca BAKIR

Department of High Technologies
Programme in Nanotechnology

Anadolu University, Graduate School of Sciences, January 2018
Supervisor: Prof. Dr. Arzu ERSOZ

According to the World Health Organization (WHO) statistics, an estimated 8.8
million people die from cancer each year, and in 2020, these deaths are expected to exceed
13 million deaths. It has become important to work on targeted nano-carrier systems to
eliminate the disadvantages of current cancer drugs. In this study; a hyaluronic acid (HA)
based nano-carrier liposomal structure has been developed that will target CD44, the
tumor cell surface receptor. The HA, which was found to have a molecular weight of
about 95 kDa, was purified and stabilized by using Sephadex G-75 from Streptococcus
equi culture and transformed into a size of 5kDa by the immobilized Hyaluronidase
(Hyase) column system. HA characterization was performed by Gel Permeation
Chromotography (GPC) and Hexadecyltrimethylammonium bromide (CTAB) method.
The purified HA was converted to the MATyr-Ru(bipy)2-HA complex to be used for
targeting by the ANADOLUCA method and “‘Green Fluorescent Protein’” (GFP) was
used both as a secondary agent and for imaging. siRNA encapsulated liposome was
synthesized by thin film hydration and sonication method using 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-
3-phosphocholine (DOPC), 2-Methacryloyloxyethyl phosphorylcholine (MPC) and
Cholesterol (Chol). Scanning Electron Microscopy (SEM) and size and zeta potential
analyzes were performed for characterization. The liposome was found to be about 90 nm
in size. In conclusion, the obtained nano-carrier liposomal structure is thought to be a

promising approach for both imaging and treatment of cancer cells.

Keywords: CD44, GFP, Hyaluronic acid, Liposome, MPC, siRNA, Streptococcus equi.
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ETiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismanin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢aligma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu caligmanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigin1 ve
hicbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢calismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Ayca BAKIR

Vi



ICINDEKILER

BASLIK SAYFASI ... [
JURI VE ENSTITU ONAYL......oooiiiiiiiiiiiieieceessseiseses s ii
OZET ... 11l
AB ST R A CT ettt ettt b ettt e b e nbe e sbe e re e re e 1\
TESEKKUR ......cooioiieieeeee ettt ettt ettt ettt etenanas v
ETIK iILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI.........cccccccoonninnnnnn. Vi
ICINDEKILER ........ocoooiiiiieeceeeeeceeee ettt vii
TABLOLAR DIZINI ....oooooiiiiiiiic e X
SEKILLER DIZINT ......coooioiiieeeeeeee et Xi
GORSELLER DIZINI .....ooiiiiiiiiiie e Xiii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI ........cocoooiniiinnccsenne Xiv
Lo GIRIS .ottt 1
2. TEORIK BILGI ......coooiiiiiiiiiiiiiise s 6
2.1. Tlac Tasiyicr Sistemler ve ONemi................cccvveevivcueiieeiereceeeeeesese s 6
2.2. Tlac Tasty1c1 Nano-SiStEMIET ..........ccovvieviveireiieeeeeeeeee s 6
2.2.1. Polimerik nanopartikilller................c.ccocoiiiiiii 7

2.2.2. Metalik nanopartiKilller ...................ccoooiiiiii 8

2.2.3. Kuantum noKtalary ............cocoiiiiiiiiiiii e 8

2.2.4. Karbon nanotuipler ..............cccoccoiiiiiiiniini 8

2.2.5. POlIMEriK MISEIIEN ..o 9

2.2.6. DENATIMETIEE ... 9

2.2.7. Manyetik nanopartikilller ....................cccoooiii 9

2.2.8. LIPOZOMIAT .....iiiiiiiieie st 9

2.3. Tla¢ Tasiyic1 Nano-Sistem Olarak Nano-Lipozomlar ..........c..ccccceevvervenne. 10
2.3.1. Lipozomlarin yapisal bileseni ...............c..ccccociiiiiiiii, 12

2.3.2. Lipozomlarin siniflandirtlmast ............c.cocooviiiiini e 16
2.3.2.1. Bilesim ve uygulamaya dayali lipozomlar ................................ 16

2.3.2.2. Yapisal parametrelere dayal lipozomlar ................................ 19

2.3.3. Lipozom hazirlama yontemleri..................cccocooiiiiiiii, 20

2.4. Nano-Lipozomlarda ila¢ Enkapsiilasyonu ve Salinimi ..................c..cc.oo....... 21
2.5. Nano-Lipozomlarda fla¢ Hedefleme ...................cccccoouevevrineiireicicrescisieenans 23

vii



2.6. Kanser Tedavisinde LIPOZOM ........cccoiiiiiiiiiiiisieeeee e 25

2.7. Hiyaluronik Asit ve la¢ Endiistirisindeki Yeri................cc.cccocoeverrrrernrnennne. 27
2.7.1. Mikrobiyal olarak hiyaluronik asit eldesi..........c.cccceevviveriverveieiienenn, 29
2.8 AIMAC ... i ne e 30
S MATERY AL .t 33
3.1 KIMYASAIIAT ..o 33
3.2. BiyolOJiK Materyal .........cocoiiiiiiiiicece e 34
3.3  BESIVETIEIT . 34
3.4. Cozeltiler ve Tamponlar..............ccococoiiiiiiiiiiiiii e 34
3.5. Cihazlar ve Laboratuvar Sarf Malzemeleri .............cccoovviniiiiiiiic, 35
4. YONTEM VE UYGULAMA ........cccooeoiiieiieeeeseeeeeeesee s 37
4.1 HA UFetimi ...cvoviiii s 37
4.1.1. Hilcre KUltivasyOnU ............ccooiiiiiiiiiic e 37
4.1.1.1. Streptococcus equi bakterisinin gelisimi ve saflik kontrolii .... 37
4.1.1.2. inokulum ortam hazirlama ve bakteri ekimi.......................... 37
4.1.1.3. Fermantasyon ortami hazirlama ve bakteri ekimi.................. 38
4.1.2. HA TZOIASYONU. ..ottt 38
4.1.3. HA saflagtirtlmast.............coooiiiiiiiiiiicii e 39
4.1.4. HA miktar tayini icin standart grafigi olusturulmasi........................ 40
4.2. Hiyaluronidaz (Hyase) Kriyojel Kolon Hazirlanmasi ve Kullanimu ............ 41
4.3. MATYr-RU(Dipy)2-HA SENTEZI .....c.ooiiiiiiiiciee e, 42
4.4, LIPOZOM SENTEZE .evviiiuiiieie ittt bbbt 42
4.4.1. Bo§ lip0Zom Sentezi ..............cccocceviiiiiiiiiiiinii 42
4.4.2. siRNA enkapsillasyonu..............ccoccooeiiiiiiiinii 43
4.4.3. MATyr-Ru(bipy)2-HA ve GFP ile yiizey modifikasyonu..................... 43
4.4.4. Enkapsiile olmams siRNA, baglanmams MATyr-Ru(bipy)-HA ve
GFP’nin uzaklastirllmasi.............ccoccoooiiiiiiiiiii e 43
4.5. Karakterizasyon Calismalari .................ccccooiiiiiiiiii e 44
D L H A et 44
4.5.2. Hyase Kriyojel KOION ..o, 44
4.5.3. MATYI-RU(DIPY)2-HA ..o 45
Y I o To 0] o | FO OSSP URPRPPPRRPR 45
S, BULGULAR ..ottt ne e 47
DL H A bbbt nre e 47



5.1.1. HA MIKEAE TAYINT ..o et 47

5.1.2. HA molekiiler agirhik analizi...................ccccooiiiiiiien 49
5.1.3. HA FT-IR @NAIZI «.oocviviiiiiiieice e 52
5.2. Hyase Kriyojel KOION.........ccoiiiiiiiiiccce e 54
O. 2.1 SHSIME L@STL.......oiiiiiiiiiiii e 54
5.2.2. Yiizey mOrfolojisi ..........ccccoocuviiiiiiiiiiiiiiii 54
5.2.3. FT-IR @NAKZI c..ocvviiiiiie e 55
5.3. MATYIF-RU(DIPY)2-HA ..o e 56
5.3 L FT-IR @NAKZI ..o 56
SRR I o To 7] ¢ 4 S SRSUSS SRR 56
5.4.1. Bo§ LIPOZOM.........ooviiiiiiiiic e 56
5.4.2. siRNA enkapsiile, MATyr-Ru(bipy)2-HA ve GFP modifiye lipozom
(NINAT TIPOZOM) ... e 60
6. SONUC VE YORUM .....ooiiiiiiiiiii ittt 64
KAYNAKGCA ...ttt ee s en s 68
OZGECMIS



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 2.1. Kanser tedavisinde kullanilan piyasadaki lipozomal terapétikler ve ajanlar 27

Tablo 3.1. Kullanilan Kimyasallar............c.cceiieiieieiieieese e s 33
Tablo 3.2. Kullanilan besiyerleri ve ¢OZEItlEr .........ocvvviiiviiiiiiieie e 34
Tablo 3.3. Kullanilan ¢dzeltiler ve tamponlar............coocooiriiiniicieie e 35
Tablo 3.4. Kullanilan cihazlar ve laboratuvar sarf malzemeleri ............cc.coevvviinnennnn. 35



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1.1. Nano boyut Karstlagtirmast..........cocueeiiriiiiiiiiiieie e 1
Sekil 1.2. Biyomedikal bilimlerde nanoteknolojinin kullanim alanlari.............cc.ccccveeene. 3
Sekil 1.3. Nanoteknolojinin 2025 yilina kadar dngdriilen blylimesi .......ococvvevivveeiinennne 4
Sekil 2.1. Cesitli ilag tagiy1c1 nano-SIStEMIET...........cocvviiiieii i 7
Sekil 2.2. Tek ve ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin yapist .........ccooevvriiiieiiiiinicnieen 8
Sekil 2.3. Temel lIPOZOm YaAPIST ...ceiuviiiieiiiieiiie e 10
Sekil 2.4. Hidrofilik ve lipofilik ilag molekiillerinin lipozom yapisina yerlesimi.......... 12
Sekil 2.5. LIPOZOMUN BVITMI ....ovviiiiiiiiiiieiieeiee et 17
Sekil 2.6. Polimerize olabilen bazi lipidlerin yapist.........cccocerieiiiieiiniciicicse e 18
SeKil 2.7. VEZIKUL CESILICTT....cciiiuiiiiiiiiiiic ettt e e e s 20
Sekil 2.8. Lipozom sentezi i¢in farkli hazirlama yontemleri.............ccooveniiiicniinnne 21
Sekil 2.9. Ilac iletiminde lipozomal ilaglarin sematik gOSterimi ...........coceeveveveveveueenee, 22

Sekil 2.10. Spesifik yiizey reseptorlerinin ekspresyonu ile terap6tik ajanlarin spesifik

hiicrelere hedefIENIMEST ....ccvvvveeiiie ettt e et e e e e e e e e s 23

Sekil 2.11. ilag iletimi i¢in lipozomun afinite ve seciciligini gelistiren hedefleme

QJANLATT ..o 24
SeKil 2.12. HA NIN YAPIST ...vviiiiiiiiiiiie e 28
Sekil 2.13. Bakteriyel bliylime eVICIETT .......ccuvivieiiiiiieiiiiiee e 30
Sekil 4.1. Ru(bipy)2MATYr-HA reakSIYONU .......c.coeiiiiiiiieiieieienie e 42

Sekil 5.1. Karbazol yonteminin glikoz ile reaksiyonunu gosteren kalibrasyon grafigi.. 48

Sekil 5.2. Karbazol yontemi ile HA standart grafigi.......ccccocviviiiininii 48

Xi



Sekil 5.3. CTAB yontemi ile glikozun reakSiyonu.........c.ccocvviiiiiiiininiiiicie e 49

Sekil 5.4. CTAB yontemi ile HA standart grafigi.........ccccoooeiiiiiiiiiiiiiicec 49
Sekil 5.5. Ticari HA kromotogrami (GPC) .......ccccoiiiiiiiiiiiiic e 50
Sekil 5.6. S.equi’den saflastiritlan HA kromotogrami (GPC) .........cccoccvevviieiveiecienen, 50
Sekil 5.7. Sar1 vial kalibrasyon grafigi (GPC).......cccoceiiiiiiiiiiiiii e 51
Sekil 5.8. Sephadex G-75 ile toplanan fraksiyonlarda CTAB ile HA tayini.................. 51

Sekil 5.9. Hyase kriyojel kolon ile HA zincirlerinin kirildigin1 gésteren kromotogram

(GPC) et 52
Sekil 5.10. S. equi’den saflastirilan HA nin FT-IR spektrumu..........cccoocvvvevveieieennnnn, 53
Sekil 5.11. Ticari HA nin FT-IR SPEKIrUMU .....cc.ooiiiiiiiiiiieiecie e 53
Sekil 5.12. Kriyojel kolona ait SEM gOrtntlleri........cccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 55
Sekil 5.13. Hyase kriyojel kolon FT-IR Spektrumu.............cccovveieiieiecie e, 55
Sekil 5.14. MATyr-Ru(bipy)2-HA FT-IR SPektrumu...........cccoovevviirieieiiese e 56
Sekil 5.15. Bos lipozom i¢in boyut analizi...........cccceeiiiiiiiiiiiiiiiice e 57
Sekil 5.16. Bos lipozom i¢in zeta potansiyeli........cccocviiiiiiiiiiiiiiiicii e 58
Sekil 5.17. Bos lipozomun SEM gOrtntileri.........ccooveiiiiiiiiiiiiiiiicciecs e 59
Sekil 5.18. Nihai lipozom i¢in boyut analizi ..........cccocveriiiiienicniice e 60
Sekil 5.19. Nihai lipozom i¢in zeta potansiyeli.........cccovvriiiiiiiiiinii e 61
Sekil 5.20. Nihai lipozomun SEM goOrintlisili.........c.ccovvereriieenienieneeeee e 62
Sekil 5.21. Nihai lipozom floresans grafikleri...........cccccoeiiiiiiiin e, 63

xii



GORSELLER DiZziNi

Gorsel 4.1. TSA kati1 besiyerinde saflik kontrolii..........ccccovviiiiiiiiiiiie 37
Gorsel 4.2. Sephadex G-75 KOION SIStEMI......cciviiiiieiicie e 39
Gorsel 4.3. Immobilize Hyase Kolon SiStemi .........ccoeveveveverereeeieeeises e, 41
Gorsel 5.1. Karbazol ile besiyeri, HA ve glikoz reaksiyonu...........cccccevviiiicniniennnnnn, 47

Xiii



ANADOLUCA

APS

BBB

Chol

CD44

CNTs

DNA

DODABI/C

DOPC

DOPG

DOTAP

DPPA

DPPC

DPPE

DPPG

DPPS

DSPC

EPR

GAG

GFP

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

: AmiNoAsit monomer dekore edilmis Rutenyum selatlarinin 151k

etkili konjugasyon yaklagimi1

: Amonyum Perstilfat

: Kan-Beyin Bariyeri

: Kolesterol

: Cluster of Differentation 44

: Karbon Nanotiipler

: Deoksiriboniikleik Asit

: Di-Okta-Desil Di-Metil Amonyum Bromiir/Kloriir
: 1, 2-Dioleoil-sn-Glisero-3-Fosfokolin
: Di-Oleoil Fosfatidil Gliserol

: Di-Oleoil Tri-Metil Amonyum Propan
: Di-Palmitoil Fosfatidik Asit

: Di-Palmitoil Fosfatidil Kolin

: Di-Palmitoil Fosfatidil Etanolamin

: Di-Palmitoil Fosfatidil Gliserol

: Di-Palmitoil Fosfatidil Serin

: Di-Stearoil Fosfatidil Kolin

. Gelismis Gegirgenlik ve Alikonma

: Glikozaminoglikan

: Green Fluorescent Protein

Xiv



HA
HEMA
Hyase
LUVs
MBA
MLVs
MPC
MUVs
MWNTSs
PA
PC
PDI
PE
PEG
PG

PI
PLGA
PS
PVA
RES
RNA

SDS

: Hiyaluronik Asit

- Hidroksietil Metakrilat

: Hiyaluronidaz

: Biiylik Tek Katmanli Vezikiiller
: Metilen Bisakrilamid

: Cok Katmanl Vezikiiller

: 2-Metakriloiloksietil Fosforil Kolin
: Orta Tek Katmanli Vezikiiller

: Cok Duvarli Karbon Nanotiipler
: Fosfatidik Asit

: Fosfatidil Kolin

: Polidispersite Indeksi

- Fosfatidil Etanolamin

: Polietilen Glikol

: Fosfatidil Gliserol

: Fosfatidil Inositol

: Poli (laktik-ko-glikolik asit)

: Fosfatidil Serin

: Polivinil Alkol

: Retikiilo-endoteliyal Sistem

: Riboniikleik Asit

: Sodyum N-Dodesil Siilfat

XV



SEM

siIRNA

SSLs

SUVs

SWNTs

Te

TEMED

TSA

: Taramal1 Elektron Mikroskobu

: Small Interfering RNA (susturucu RNA)
: Sterik Stabil Lipozomlar

: Tek Katmanl Vezikiiller

: Tek Duvarli Karbon Nanotiipler

: Faz Gegis Sicakligi

: Tetraetil Metilendiamin

: %5 Koyun Kanli Tryptic Soy Agar

XVi



1. GIRIS

21. yiizyilda, hayatimiz ve c¢evre i¢in her bakis agisi biiyiikk bir ilgi goren
nanoteknoloji, sadece tip ve miihendislik alaninda degil, fizik, kimya, biyokimya,
molekiiler biyoloji gibi bilimin ¢ogu alaninda ortak bir noktada bulusan; materyallerin,
cihazlarin veya sistemlerin nanometre 6l¢eginde olusturulmasi ve kullanilmasini igeren
bir teknolojidir (Sandhu, Singh, & Sharma, 2016) (Bhandare & Narayana, 2014b).
“Nano” kelimesi “ciice” anlamina gelen Latince bir kelime olup ¢ok kiiciik, minyatiir
anlaminda kullanilmaktadir. Nano boyut denildiginde (Sekil 1.1) bir metrenin bir
milyarda birinden (1nm=10° m) séz edilmekte olup nanoteknoloji 0,1-100 nm

boyutundaki malzemelerle ilgilenir (Nikalje, 2015).

Beyaz kan hiicresi

10,000 nm i
Hii bran tabakas: S
licre mem 80,000 nm

5nm d
Tek duvarh .m(ﬁmmmﬁmﬁ" }!

karbon nanotiip Cok duvarli

karbon nanotiip
-50 nm

Hidrojen
atomu

Hemoglobin
N 5nm Kagit yaprag:
e DNA heliks Influenza ve HIV Viriisii 100,000 nm
Su Altin atomu 2nm 100-120 nm

molekiilii 03 nm
0.13nm

Sekil 1.1. Nano boyut karsilastirmas: (Yokel & MacPhail, 2011)

Nanoteknoloji, saglik ve tip, elektronik, enerji ve cevre, uzay arastirmalar1 gibi
cesitli potansiyel uygulama alanlarinda kullanilir ve malzemelerin atomik, molekiiler ve
makromolekiiler 6l¢eklerde 6zelliklerini ve tepkilerini inceler, nanometre dlgeginde sekil
ve boyut kontroliine imkan vererek aygit ve sistemler iiretebilir, karakterize edebilir ve
inceleyebilir (Mozafari, 2007). Nano 6l¢ekteki bir maddenin 6zelligi, hacimsel olarak
benzeri olan bir baska maddenin 6zelliginden 6nemli Slgiide farklidir (Logothetidis,
2006). Nano 6l¢ekli malzemeler, kiigiik boyutlarinin yani sira yiiksek yiizey alani/hacim

orani sebebiyle de nanotip alaninda ¢esitli biyomedikal uygulamalarda kullanilabilecek



essiz Ozelliklere sahiptir. Nano Olgekli malzemelerin boyutu insan hiicrelerinden daha
kiigiiktiir ve bu nedenle hiicrelere kolaylikla girebilir, kan damarlariyla tasmabilir veya
kan beyin bariyerini gecebilir ancak enzim ve reseptorler gibi biyomolekiillerden de daha

biiyiiktiir (Wohlfart, Gelperina, & Kreuter, 2012).

Her yil yaklasik 7,6 milyon kisi hayatin1 kaybetmekte; buna sebep olan nedenlerin
%13 iinii de kanser olugturmaktadir ve 2020 yilina kadar kanser sebepli 6liim oraninin
13,1 milyona yiikselmesi beklenmektedir. Kanser dliimlerinin yaklasik %30’u sigara
kullanim1 ve diyet uygulamalar1 gibi insan davranisi kaynakli olup istendiginde bu yasam
sekilleri degistirilerek bircok durumda kanserden kaginilabilmektedir (Gmeiner & Ghosh,
2015). Nano cihazlarin goriintiilemede kullanilmasi, tiimér hiicrelerinin saptanmasinda
oldukgca etkilidir. Viicuda enjekte edilen nanoparcaciklar kanserli hiicreleri algilar, onlara
baglanirlar ve dahasi kanser lezyonunun anatomik olarak sinirlarinin tanimlanabilmesi

icin de ¢esitli modifikasyonlarla kontrast ajan gibi davranirlar (Mozafari, 2007).

Mevcut ilag nesli gogunlukla 1000 Da ya da daha kii¢iik molekiillere dayandigi i¢in
zayif biyoyararlanim, etkili olmasi gereken bolgeye hedeflenememis iletim, terapotik
etkisizlik ve ¢esitli yan etkiler gibi belli bash sinirlanmigliklara sahiptir. Bu yiizden de
oldukca secici ve etkili ilaglar gelistirebilmek, kronik rahatsizliklarin teshisi ve
goriintliilenmesi yaninda tedavisi i¢in de ilag iletim sistemleri olarak kullanilabilecek nano
Ol¢ekte malzemelerin uygulanmas1 amaciyla ilag dagitimi, molekiiler goriintiileme ve
tibbi teshisler gibi biyomedikal bilimlerde kullanilacak nanoteknolojinin (Sekil 1.2)
devrim yaratacag yillardir ongdriilmektedir. Nitekim nanotip pazarmnin yillik %12,3
bliyiime oraniyla 2013-2019 yillar1 arasinda 177,60 milyar ABD dolar1 seviyesine
ulagmas1 beklenmektedir (YYadav, 2016).
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Sekil 1.2. Biyomedikal bilimlerde nanoteknolojinin kullanim alanlar: (Shrivastava & Dash, 2009)

1970’lerde ortaya ¢ikan nano boyutlu ilag tastyici sistemler, hiicrelere alim ve
spesifik hiicreye secici iletimi artirmakla beraber tastyicilara koruma da saglayabildigi
i¢in tercih sebebidir. ilac1 enkapsiile etmek icin dzgiinliik ve gelismis bir etkinlik sunan
nano malzemeler viicutta ilaglarin spesifik iletimini saglayan araglar olarak kullanilirlar
(Yadav, 2016). Modern ilag enkapsiilasyon yontemleri sayesinde ilaglarla ilgili sistemik
toksisite azaltilmis ve hastalikli bolgede nanokapsiillii ilacin  birikimi de
artirllabilmektedir. Terapdtik ajanlarin  nanoenkapsiilasyonu, etkinlik, ozgiillikk ve
hedefleme kabiliyetini artirmakta ve biyolojik ortamdaki erken yikimi azaltarak
biyoyararlammi  artrmaktadir  (Kumari  vd., 2014). llag tastyic1  olarak
adlandirilmalarindaki en biiyiik sebep, ilacin fiziksel olarak tuzaga disiirildigi ve
kovalent olarak iletim sistemine baglanabildigi yerde kontrollii ila¢ saliniminmi1 kontrol

edebilmeleridir (Lallana vd., 2012).

Geleneksel ilag dagitim sistemleri fagositik sistem tarafindan yabanci maddeler
olarak algilanmakta ve sistemik dolasimdan hizlica giderilmesi i¢in viicuttan fagositik
sistem ile temizlenmektedir. Kan dolasiminda daha uzun siireli bir varliga ihtiyag
duyuldugunda; fagositozu 6nlmek amaciyla bu sistemlerin yiizeyleri kolaylikla modifiye
edilebilmektedir (Kumari vd., 2014). Nanoparcaciklar dokular1 hedefleyebilmesi, kiigiik
boyutlar1 sebebiyle kilcal damarlara niifuz edebilmesi ve bdylece hedef bolgede ilag



birikimini etkili bir sekilde saglamasi, hazirlanmasi asamasinda biyolojik olarak
parcalanabilen malzemelerin kullanimiyla hedeflenen bdlgede belirli bir siire etkin ilag
birakilmasima olanak saglamasi ve hedefe yonelik spesifik ilag iletimini basarmak
amaciyla nanopargacik yiizeylerinin modifiye edilebilmesi gibi ¢ok yonliiliikleri
sebebiyle geleneksel ilag dagitim sistemlerinde karsilasilan giiliikleri agmaya yardimci
olmaktadir. Ilag {iriinlerinin biiyiik bir kisminda kat1 maddeler kullamldig: igin ilag iiriin
gelistirme asamasinda da onemli bir role sahip olmasindan dolay1r da ilag tasiyici
sistemlerde biiylik avantajlar sunarak tercih sebebi olmaya devam etmektedir (Gupta &
Kompella, 2006).

Sagladig1 tiim bu istiinliikler ile simdi oldugu gibi gelecek yiizyilda da pek ¢ok
bilimsel alanda aydinlanma yaratmasi beklenen nanoteknoloji ve nanoteknoloji temelli
uygulamalar iizerine yapilan arastirmalarin 2025 yilina kadar 6ngoriilen ilerleyisi (Sekil

1.3) ile uzun vadede insanligin kokten bir degisim yasamaya hazirhikli olmasi

beklenmelidir.
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Sekil 1.3. Nanoteknolojinin 2025 yilina kadar dngériilen biiyiimesi (http-1)

Nanoteknolojinin hizli sekildeki gelisimi (Sekil 1.3), uzak bir gelecekte kan hiicresi
boyutundaki cihazlarin dogrudan viicuda verilerek insan viicudunu patojenlerden
arindirtp saglikli tutabilme; kuantum bilgisayarlar, goriinmez pelerinler ve uzay

asansorlerinin bir giin gercege doniisebilme; insanlarin biyolojik olmayan formlara gegis



yapmalarina izin verebilme; beden ve beynin tamaminin atom Ol¢eginde yeniden
yapilandirilarak pratik 6liimsiizliik saglayabilme ihtimalleri iizerine gergekei bir yaklasim

ile dlistinmemize imkan saglamaktadir.

Bu calismada, mevcut kanser ilaglarina yenilik getirecek ve dolayisiyla mevcut
siurliliklart iyilestirecek ilag tastyici bir sistem gelistirmek amaciyla lipozomal nano yap1
kullanilmistir. Boylece; biyouyumlu, yarilanma 6mrii daha uzun, biyobozunabilir ve
toksik olmayan 6zellikteki maddelerin kullanimiyla sentezlenen lipozomal nano yapinin
diger ilag tasiyici sistemlere kiyasla daha ¢ok ilag enkapsiilasyonuna izin vermesi ve
ylizey modifikasyonu ile tiimor hiicrelerine spesifik hedefleme saglamasiyla saglikli
dokularin gordiigli zarar1 en aza indirmesi, dolayisiyla tedavide uygulanacak doz
sayisinin azaltilmis olmasi ve hasta konforunun da bu sekilde artmasi 6ncelikli amacimiz
olmustur. Gelistirilmis bu nano yapinin {istlinliigiinii, meme, yumurtalik ve pek cok tipte
kanserli hiicredeki CD44 yiizey reseptoriinii hedefleyebilecek HA’y1 kullanmamiz ve
ayni zamanda kanser hiicrelerinin gen dizilimlerindeki sorunlu bélgeyi susturarak
kanserin ilerlemesini durduracak 6zellikteki siRNA’y1 hedeflenmis lipozomal yapi igine
enkapsiile etmemiz olusturmaktadir. Ayrica; kullanilacak HA, Streptococcus equi
kiiltiirlinden saflastirilmis ve ANADOLUCA yontemi ile hedeflemede kullanilacak
MATYyr-Ru(bipy)2-HA metal selatlarina doniistiiriilmiistiir. Hem ikincil hedefleme ajani
olarak kullanilabilecek hem de goriintiileme imkani saglayacak floresans 6zellikteki GFP
de lipozom yiizeyindeki modifikasyon i¢inde yer almistir. siRNA enkapsiile, HA tabanl
ve hedefli lipozomal nano yapilar, SEM, boyut analizi ve zeta potansiyeli analizleri ile

karakterize edilmistir.



2. TEORIK BIiLGi
2.1. Ila¢ Tasiyic1 Sistemler ve Onemi

Giliniimiizdeki ¢ogu ilag, arzu edilen farmakolojik etkiyi saglayabilmek i¢in etki
alanina ulasmadan Once bagirsak bariyeri, kan-beyin bariyeri (BBB) ve metabolik
reaksiyonlar sonucu etkisiz hale gelebilme gibi engelleri asmak zorundadir. Bu nedenle
de viicuda dagilan ilacin ¢ok az bir kismi patolojik hiicrelere ulasir ya da hi¢ ulasamadigi
gibi saglikli hiicreler de bu ilaglara kars1 duyarl olduklarinda hiicreler 6lebilir ve yan
etkiler olusur. ilaglarin bu zor engelleri asmasini saglamak amacli cesitli biyolojik
membranlardan penetrasyona elverisli hale getirebilmek igin; belirli fizikokimyasal
ozelliklere sahip olmasi, iyi bir ¢oziliniirlik, yiiksek kimyasal stabilite gereklilikleri
disinda reseptor aracili terapotik ajanlar ile endositoz yoluyla hedef hiicrelere girmesi
saglanir. Boylece saglikli hiicrelerde olusabilecek hasar da en aza indirgenmektedir

(Wang, Siahaan, & Soltero, 2005).

2.2. Tla¢ Tasiyic1 Nano-Sistemler

Nanoterapinin en 6nemli uygulamalarindan biri insan hastaliklarini iyilestirmek
icin ¢esitli nanoparcaciklar kullanarak istenen doku ve organa ila¢ hedefleyebilmektir.
Biyolojik ortamda suda ¢6ziinmeyen ve kararsiz olan ilaglarin iletimini diizgiin bir sekilde
saglarken ayni zamanda ilaglar1 hidrolitik ve enzimatik bozulmadan koruyabilmektedir
(Caban vd., 2014). Nano-sistemler essiz Ozelliklerinden dolay1 biyoyararlanimi
iyilestirmekte ve in vivo olarak stabiliteyi artirarak istenen hiicrelerde biyolojik aktif
konsantrasyonu artirmaktadir (Mozafari, 2007). Ayrica ilag tasiyict nano-sistemlerin
pargacik boyutu, ilaglarin viicuttaki etkisini gosterebilmesi ig¢in dnemli bir parametre olup
200 nm altindaki kii¢iik bir parcacik boyutuna sahip nanoparcaciklar, kan dolagiminda
uzun siireli kaliglariyla tiimor bolgelerinde yiiksek derisimde bulunabilmektedir (Ha vd.,
2016).

Ilag iletimi icin gelistirilmis olan nano Slcekteki malzemeler, yiiksek stabilite,
yiiksek secicilik, ilact koruma, hem hidrofilik hem de hidrofobik ila¢ enkapsiilasyonu,
kontrollii salinim yetenegi, ilag toksisitesini diisiirme, farkli ilaglar i¢in farkli uygulama
yollar1 gibi geleneksel ila¢ tasiyici sistemlere gore iistiinliikler sunan polimerik
nanopartikiiller, lipozomlar, kuantum noktalar, karbon nanotiipler, dendrimerler,

polimerik miseller ve manyetik nanopartikiiller olmak tizere pek cok ¢eside sahip olup



ilag tasiyict nanosistemler olarak adlandirilmaktadir (Sekil 2.1) (Demetzos & Pippa,
2014) (Yadav, 2016).

Yiizeyve tutunmusg ilag

; . Organik kaplama
EKonjuge ilag Enkapsiile ilag :é; ;Ei b P
4 Dagilnug ilag ) : ﬁ

Polimer matriks Polimer kabuk
Nanckure Nanokapsiil Metalik nanopartlkuller
. J
'

Polimerik nanopartikiiller

Polar bag
g

_— Polar bag

%%% Boyut ve Emisyonmay o

Non polar kuyruk

Non polar kuyruk

Lipozomlar Kuantum noktalar: Polimerik miseller

Manyetik
nanopartikiiller

Karbon nanotiipler

Dendrimerler

Sekil 2.1. Cesitli ilag tasiyict nano-sistemler (Yadav, 2016)

2.2.1. Polimerik nanopartikiiller

Dogal ve sentetik biyolojik olarak kararli polimer veya kopolimerlerden olustugu
bilinen polimerik nanopartikiiller, biyolojik olarak pargalanabilmekte olup yiizey
modifikasyonu kolayligi sebebiyle de dikkat ¢ekmektedir (Singh & Lillard, 2009).
Polimerik nanopartikiillerde ilaglar, ya fiziksel olarak c¢oziinmekte veya kapsiile
edilmekte ya da polimerik matrise kovalent olarak baglanmaktadir. Yan etkilerin en aza
indirebilmesi ile terapdtik yarar1 artirmasi i¢in polimerler sik¢a ilag tasiyici sistemlerde

kullanilmaktadir (Soppimath vd., 2001).



2.2.2. Metalik nanopartikiiller

Metalik nanopartikiiller, ¢esitli metallerin nanopartikiilleri heniiz yeni calisilmig
olsa da, ilag¢ ve biyosensor uygulamalari igin uygun bir tasiyici olabilmektedirler. Altin,
giimiis, c¢inko ve titanyum anti-kanser ajan olarak kullanilmakta, glimiis ve altin
nanopartikiiller biyomedikal kullanim icin 0Ozellikle tercih edilmektedir. Yiizey
modifikasyonu kolay bir sekilde yapilmakta ve kuantum noktalara alternatif olarak
goriintiileme, tespit, ilag kesif, biyoaktiflerin aktif iletimi gibi pek ¢ok alanda
kullanilmaktadir (Jain, 2007).

2.2.3. Kuantum noktalari

Inorganik yari iletken nanokristaller olan kuantum noktalar1, genis absorpsiyon,
uzun liiminesans 6mrii ve iyi fotostabilite gibi benzersiz floresans 6zelliklere sahiptir. Bu
nedenle de teshis ve goriintiileme alanlarinda oldukca yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Ayarlanabilir optik 6zellikleri gibi olumlu yanlarina ragmen biyolojik olarak kuantum
noktalarinin yilizey fonksiyonlandirilmasi i¢in biyo-konjugasyon iistiine daha fazla

calisma yapilmasi gerekmektedir (Lallana vd., 2012).

2.2.4. Karbon nanotiipler

Karbon nanotiipler (CNTS), 1 nm yarigap ve 1-100 nm uzunlugundaki bir silindir
icine yuvarlanan bir grafit tabakasi gibi altigen karbon atomlar1 aglaridir. Grafen silindir
diizeninde farklilik gosteren CNT’ler, tek duvarli karbon nanotiipler (SWNTs) ve ¢ok
duvarli karbon nanotiipler (MWNTSs) olmak tizere 2 gesittir (Sekil 2.2) (Vats vd., 2017).

Sekil 2.2. Tek ve ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin yapisi (http-2)

Ultra hafif, yliksek mekanik dayaniklilik, yiiksek elektrik ve 1s1 iletkenligi, metalik

ve yari-metalik davranis ve yliksek ylizey alani gibi diizenlenmis yapilariyla ilging



fizikokimyasal 6zelliklerinden dolayt CNT’ler ilag tasiyici ve teshis sistemlerinde yaygin

bir sekilde kullanilabilmektedir (Jain, 2007).

2.2.5. Polimerik miseller

fla¢ tastyict olarak kullanilabilen polimerik miseller kiiresel nanoyapilar olup
genellikle suda amfifilik blok kopolimerlerin kendiliginden bir araya gelmesiyle
olusmaktadirlar (Kataoka, Harada, & Nagasaki, 2001). Hidrofobik ilaglar i¢in uygun
hidfrofobik bir ¢ekirdek ve hidrofilik bir kabuktan olusan miseller, 20-100 nm arasinda
boyutlara sahiptirler. Ilag ¢dziiniirliigiiniin artmasina sebep olma ve kan dolasiminda daha
uzun siire kalabilmeleri gibi  Ozelliklerinden dolayr  timoér  dokularinda

birikebilmektedirler (Lallana vd., 2012).

2.2.6. Dendrimerler

Dendrimerler, tek tip boyut ve sekilde, nano 6l¢ekte oldukga dallanmis yapiya sahip
polimerik makromolekiillerdir ve temel yapis1 merkezi bir ¢cekirdek, dallanmis yapilar ve
makromolekiiliin dis yiizeyinde bulunan niikleik asit komplekslesmesiyle beraber ilag
tutma etkinligini belirleyen terminal islevsel gruplardan olusmaktadir. Tekrarlanan
dallanmis yapilardaki artis kiiresel yapinin olugsmasindan, yani dendrimerin meydana
gelmesinden sorumludur. Mimarileri {lizerinde iist diizey kontrole izin vermelerinden
dolay1 ilag ve gen iletim uygulamalari i¢in tercih edilebilmektedirler. Aktif maddeler i¢
bosluklarda kapsiile edilebilir ya da yiizeye baglanabilmektedirler (Nimesh, 2013)
(Palmerston Mendes, Pan, & Torchilin, 2017).

2.2.7. Manyetik nanopartikiiller

Manyetik kontrol altinda hedefleme ve antikor-yiizey konjugasyonuna olanak
saglamasiyla manyetik nanopartikiiller, ila¢ iletimi i¢in uygunluk gostermektedir.
Siiperparamanyetik FeO3z nanopartikiilleri sulu kararliligi korumak i¢in uygun yiizey
tabakasina sahip olduklarinda en sik kullanilan manyetik nanopartikiillerdir (Bhandare &
Narayana, 2014a).

2.2.8. Lipozomlar

Lipozom (Liposoma) ad1 iki Yunan kelimesinin birlesiminden olugsmaktadir; yag

anlamindaki “Lipos” ve viicut anlamindaki “Soma”. Lipozomlar, ilk kez Ingiliz



hematolojist Dr. Alec D. Bangham tarafindan 1961 yilinda Cambridge Babraham
Enstitiisiinde tanimlanmis ve 1964 yilinda da yayinlanmistir (Swain, Patra, & Rao, 2016).

Lipozomlar, kolesterol ve toksik olmayan fosfolipidlerden olusturulabilen kiiresel
yapidaki vezikiiller olup lipozomlarin 6zellikleri, lipid bilesimi, boyut, yilizey yiikii,
hazirlama yontemi gibi parametrelere bagl olarak degiskenlik gostermektedir.
Biyouyumlu olmalarmin yaninda yapilar1 geregi (Sekil 2.3) hidrofilik ve hidrofobik
ozellikleri ayn1 anda sunabildikleri i¢in amfifilik 6zellik gostermeleri en ¢ok tercih edilen

ilag tasiyici sistem olmasini agiklar niteliktedir (Akbarzadeh vd., 2013).
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Sekil 2.3. Temel lipozom yapist (http-3)
2.3. Tla¢ Tasiyrcr Nano-Sistem Olarak Nano-Lipozomlar

Literatiirde ayrintil1 bir sekilde en ¢ok tartisilan nano 6lgekli malzemelerden biri
olan lipozomlar, Bangham ve R. W. Horne’un enstitiiniin yeni elektron mikroskobunu
test ettikleri sirada kuru fosfolipidlere negatif zincir eklenmesiyle kesfedilmis ve
mikroskop goriintiileri lipozomlarin hiicre zarma benzer yapida, fosfolipid ¢ift
tabakalarindan olusan, yapay olarak hazirlanmis kiiresel vezikiiller olduguna ilk kanit
olmustur. (Swain, Patra, & Rao, 2016) (Yadav, 2016). Lipozomlarin nanometrik
versiyonlart nanolipozom olarak adlandirilir ve ilag enkapsiilasyonu ile kontrollii salinim

sistemlerinde en ¢ok kullanilan versiyonlaridir.

Ilag ve gen iletiminde, kanser tedavisinde olduk¢a yogun bir sekilde kullanilan
lipozomlar, hedef bolgelere iletim saglamak, hedef proteinleri proteaz bozunumundan

korumak, bagisiklik sisteminin fagositlerine ila¢ iletiminde, hedeflenmis iletim igin
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kiiciik molekiilleri etiketlemeye izin verebilmesi gibi ¢ok yonliiliige sahiptir (\Wang,
Siahaan, & Soltero, 2005) (Felnerova vd., 2004). Solunum ile ilgili ilag tasiyict
sistemlerde de lipozomlar yaygin bir sekilde kullanilmakta ve lipozomal aerosoller
siradan olanlarma gore azaltilmis toksisite, lokal iritasyonu Onleme, siirekli salinim,

gelistirilmis ilag stabilitesi gibi avantajlara sahiptir.

Terapotik bir tasiyict olarak lipozom kullanilmasinin sebebi de sahip oldugu artan
terapotik etki ve fayda ile farkli hidrofilik, hidrofobik ve amfipatik ilaglarin
enkapsiilasyonu i¢in uygunluk ve ilaci dig ortamdan koruma, siirekli salinim, hedeflenmis
iletim i¢in spesifik ligandlarla kolay bir sekilde ylizey modifikasyonu, kanda kalis
stiresinin artmas1 (RT), farkli yollarla uygulama kolayligi, biyobozunabilirlik, diisiik
toksisite, non-immiinojenik ve biyouyumluluk gibi 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir
(Swain, Patra, & Rao, 2016).

Bunlarin yaninda fosfolipidlerin oksidasyonu ve hidroliz kaynakli kimyasal
istikrarsizligi, yiiksek iiretim maliyeti, kisa yar1 Omiir, ilag sizdirma, biiyiikk boyutlu
lipozomlarin retikiiloendotel sistemine (RES) az sayida girisi veya RES nedeniyle hizli
bozulmasi, diisik termal kararlilik gibi kisitlamalara da sahip olmasi goéz ardi
edilmemelidir. Ancak bu tip zorluklarin iistesinden gelebilmek igin polietilen glikol
(PEG) gibi hidrofilik polimerlerle lipozom yiizeyinin modifikasyonu ve Onceden
kapsiillenmis ilag yiiklii lipozomlarin depo polimer esasli sistem igine entegresi gibi

yaklasimlar fayda saglamaktadir (Swain, Patra, & Rao, 2016).

Suda ¢6ziinen bilesikler, gastrointestinal sistem iginde kendilerini uzun bir siire
koruyamadiklar1 i¢in viicut tarafindan zayif bir sekilde absorplanamazlar ve bu ylizden
etkinlikleri sinirli olmaktadir. Bu molekiillerin hidrofilik yapilar1 sebebiyle lipid
katmanin1 ge¢meleri olasi degildir ve viicuda ulasilabilirliklerini saglamak igin bu
bilesikler, lipid cift tabakalarin1 ge¢gmelerine yardimer olacak fosfolipidler ile entegre
edilmektedirler (Karimi vd., 2015). Molekiillerin biyoyararlanimi, maddenin plazma
membrani araciligiyla gecisi, molekiillerin sistem igine dagilmasi ve en son olarak da kan

icine girisi ile miimkiin olmaktadir.

Sulu ortamda bulunan fosfolipidler, termodinamik olarak kararli olan kapali ¢ift
tabakali bir yap1 olustururlar. Bu ¢ift tabaka, yiizii disaridaki sulu ortama doniik hidrofilik
bir bas grup ve sulu ortamdan kacan ige dogru yonlenen hidrofobik bir kuyruk
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igcermektedir. Cift tabaka hidrofobik molekiilleri kapsiillerken, ¢ekirdek kismu ise kiiresel
cift tabakanin merkezindeki sulu bir bdlmeden olusup enzim, antibiyotik, hormon, peptid
ve antikanser ajanlar gibi suda ¢oziinen hidrofilik molekiilleri tasimaktadir (Sekil 2.4).
Boylece lipozomun igindeki bir ilag, onu yok edebilecek metabolik enzimlerden
korunarak ilacin viicuttaki Omriinii uzatarak istenen etkiyi elde etmek icin gerekli ilag

dozunu azaltmaktadir (Akbarzadeh vd., 2013).

Hidrofilik ila¢

molekiilleri

Fosfolipid cift katman
Lipofilik ila¢ molekiilleri

Sekil 2.4. Hidrofilik ve lipofilik ilag¢ molekiillerinin lipozom yapisina yerlesimi (Swain, Patra, & Rao, 2016)

Bunun yani sira biyolojik membranlarin lipid ¢ift katmanl dogasindan dolay: pasif
ilag iletimi hizt hem lipofilik hem de hidrofilik etkilerle degismektedir. Biyolojik
membran boyunca pasif diflizyon orani lipofiliklik arttik¢a katlanarak artmaktadir.
Ancak; lipofiliklik arttik¢a hidrofiliklik azalacagindan membran tiizerindeki akis da
sonunda azalmaktadir. Bu nedenle; pasif madde tasiyiciliginda lipofiliklik ve hidrofiliklik
arasindaki dengenin iyi bir sekilde kurulmasi gerekmektedir (Wang, Siahaan, & Soltero,
2005).

Ilag tasiyic1 sistem olarak lipozomlarin basarisi, halen daha klinik arastirmalarda

olan lipozom temelli formiilasyonlarin tercih edilme sebebini agiklamaktadir.

2.3.1. Lipozomlarin yapisal bileseni

Lipozomlarin temel kimyasal bilesenleri lipid ve/veya fosfolipid molekiilleri olup
lipidler gesitli bas gruplar1 iceren yag asidi tiirevleridir. Trigeliseritler, 3 yag asidi ve her

bir karbon atomunda 1 hidroksil (OH) grubu ile 3 karbonlu bir alkol olan bir gliserol

12



molekiiliinden olusan lipidlerdir. Mono- ve digliseridler ise yag asitlerinin gliseril mono-

ve di-esterleridir.

Lipozomlar, kullanim sekline ve ila¢ enkapsiilasyonuna (kapsiillenecek ilaca) gore
katyonik, anyonik ya da notral lipidler kullanilarak sentezlenmektedirler. Lipid bilesimi,
ylizey yiikii, boyut ve hazirlama yontemlerindeki her bir farklilik, lipozomun farkli
ozelliklerinden sorumludur. Lipozom sentezindeki lipid bilesimi belirlenen amaca gore
fosfolipidler, sfingolipidler, kolesterol, sentetik fosfolipidler, katyonik lipidler, polimerik

malzemeler ve polimer tagiyan lipidler olmak iizere farklilik gostermektedir.

Gliserol igeren fosfolipidler biyolojik membranlardaki lipid miktarinin yarisindan
daha fazlasini olusturmakta olup lipozom sentezinde en ¢ok kullanilan bilesenlerdir.
Fosfatidik asitten tiireyen ve molekiil omurgasini gliseroliin olusturdugu fosfolipidler, C3
konumunda OH" grubu fosforik aside esterlesirken; C1 ve C2 konumundaki OH™ grubu
da lipidik yapiya sebep olan yag asidinin uzun zinciriyle esterlesmekte olup fosforik
asidin geriye kalan OH" gruplarindan biri de gliserol, etanolamin, serin, inositol ve kolin
iceren cesitli organik alkollere esterlesmektedir. Ozetle; bu serinin baslica bileseni
gliseroliin fosforik esteridir (Swain, Patra, & Rao, 2016). Fosfatidil etanolamin (PE),
fosfatidilkolin (PC), fosfatidil gliserol (PG), fosfatidil serin (PS) ve fosfatidil inositol (PI)
lipozom olusumu igin en yaygin kullanilan 6nemli fosfolipidlerdir (Dua, Rana, &
Bhandari, 2012).

Agil zincirleri sadece tekli kimyasal baglardan olusan fosfolipidler doymus olarak
adlandirilmakla beraber kati ve gecirimsiz bir lipid cift tabaka olustururken, acil
zincirlerinde bir veya daha fazla ¢ift bag mevcut olan fosfolipidler doymamis olarak
adlandirilir, boylece gecirgen ve daha az stabil bir ¢ift tabaka elde edilmesine katkida
bulunurlar. Dolayisiyla doymus lipidler fazla hidrojen atomuna sahip lipidlerdir (Weissig,
2010).

Sentetik fosfolipidler, dipalmitoil fosfatidil kolin (DPPC), dipalmitoil fosfatidil
etanolamin (DPPE), dipalmitoil fosfatidil serin (DPPS), dipalmitoil fosfatidil gliserol
(DPPG), dipalmitoil fosfatidik asit (DPPA), distearoil fosfatidil kolin (DSPC) gibi
doymus ve dioleoil fosfatidil kolin (DOPC), dioleoil fosfatidil gliserol (DOPG) gibi
doymamus fosfolipidlerden olugsmaktadir (Swain, Patra, & Rao, 2016).
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Kolesterol ve tiirevleri, dogal hiicre zarinin baglica bilesenidir ve lipozom c¢ift
tabakalariyla birlestiginde vezikiillerin 6zelliklerinde biiyiikk degisimlere sebep
olabilmektedir. Kolesterol tek basina ¢ift tabaka olusturamaz ancak yapisal ve hiicresel
lokalizasyona gore uygun derisimlerde fosfolipid membranlarla birlesmektedir (Betageri,
Jenkins, & Parsons, 1993). Lipid ¢ift tabakanin akiskanligin1 veya mikroviskozitesini ve
de membranin suda ¢odziinen molekiillere gegirgenligini azaltmayi, plazma gibi biyolojik
stvilarin varliginda membrani stabilize etmeyi saglamak gibi 6zelliklerinden dolay:
nanolipozom Dbilesenlerine dahil edilmektedirler. Kolesterol, fosfolipidlerin agil
zincirlerinin kristallesmesine engel olarak ve hareketlerine sterik engel olusturarak
fosfolipid membranlarin akigkanligini yonetmektedir (Reineccius, 1995). Kolesterol
icermeyen lipozomlarin transferin, alblimin ve makroglobiilin gibi plazma proteinleriyle
hizli bir sekilde etkilesime girdigi bilinmekle beraber, bu proteinler fosfolipidleri
lipozomal yapidan uzaklastirma egilimi gostermektedir. Boylece vezikiillerin dis
tarafindaki tabakada olusan eksiklikler fiziksel kararsizliga sebep olmaktadir. Ancak;
molekiiler yap1 ve ¢oziinebilirlik gibi 6zelliklerinden dolay1 kolesterol, tipki bir harg gibi
davranarak ¢ift tabakada bulunan fosfolipidler arasindaki bosluklar1 doldurmakta ve
dolayisiyla fosfolipidleri yapiya daha kuvvetli bir sekilde tutturarak bu tip etkilesimleri
onemli 6l¢iide azaltmaktadir. C3 konumundaki OH™ grubu kiigiik polar bas kismini ve
C17 konumundaki hidrokarbon zinciri de polar olmayan kuyruk kismini olusturup

kolesterol de bu ¢ift tabaka arasina girmektedir (Swain, Patra, & Rao, 2016).

Makro molekiiller ile itici etkilesimlerin kararliligi ¢ogu zaman itici elektrostatik
kuvvetlerden kaynaklanmaktadir ve bu itme kuvveti ile lipozom yiizeyi yiiklii polimerler
ile kaplanarak indiikklenmektedir. Ancak polivinil alkol (PVA), polietilen oksit gibi iyonik
olmayan ve hidrofilik kisimlar igeren bu tiir kopolimerlerin hidrofobik kisim ile
adsorpsiyonu lipozomlarda sizintiya yol agmaktadir. Bu problem polimer tasiyan lipidler
ile yani siiksinat bagindaki bir karbon araciligiyla baglanmis PEG polimerli diasil
fosfotidil etanolamine 6rneginde oldugu gibi polimerlerin fosfolipidlere kovalent olarak

baglanmasiyla asilmaktadir (Swain, Patra, & Rao, 2016).

Katyonik lipitlere 6rnek olarak dioleoil trimetil amonyum propan (DOTAP),
dioktadesil dimetil amonyum bromiir/kloriir (DODAB/C) verilebilir. Katyonik lipitlerle
yapilmis katyonik lipozomlar, gen iletimi i¢in deoksiriboniikleik asidi (DNA) endozomal

yol boyunca sitosol igine aktarabilmekte ancak DNA’nin ¢ekirdege girisi ¢ok verimsiz
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olmaktadir. Bu nedenle de katyonik lipozomlar, katyonik polimerler ve DNA/riboniikleik
asit (RNA) kompleksleri ile yalnizca katyonik lipozom-DNA/RNA kompleksine
(lipopleksler) gore gen transferini gelistirebilmek adina viral olmayan bir sistem

olusturulmaktadir (Tros de llarduya, Garcia, & Diizgiines, 2010).

Nanolipozomlarin fiziko kimyasal 6zellikleri, iyonik kuvvet, sicaklik ve pH gibi
faktorlere baglidir. Lipidler, gecirgenliklerini degistirebilecek yiiksek sicakliklarda bir
faz gecisine maruz kalmakta olup, bu sicaklik faz gegis sicakligidir (Tc). Fosfolipid

bilesenlerinin ve lipid ¢ift tabakanin faz gecis sicakligi,

e Polar bas grup

e Hidrokarbon zincirlerinin doymusluk derecesi

e Agil zincir uzunlugu

e Siispansiyon ortamimin iyonik giicii gibi parametrelerle degiskenlik

gostermektedir (Weissig, 2010).

Doymus acil zincirlere sahip lipidler, hidrokarbon zincirlerinin hareketliliginin
baskilandigi diisiik sicakliklarda kati bir ¢ift katman (jel fazi) olusturmaktadirlar.
Sicakligin artmasiyla bu ¢ift katman bir faz gecisi yasayarak akigkan faza donmekte ve

bu sicakligin tistiindeki faz sivi kristal faz olarak adlandirilmaktadir.

Tc, agil yag zincir uzunlugu arttik¢a artmakta ve agil zincirin doymamishigiyla da
azalmaktadir (Szoka & Papahadjopoulos, 1980). Kullanilan fosfolipidlerin ayni agil yag
zincirine sahip olmasi durumunda PA, PS ve PE polar bas gruplar arasindaki hidrojen
baglarindan dolay1 PC veya PG’den daha yiikksek bir faz gecis sicaklifina sahip
olmaktadir (Boggs, 1987). Baz1 durumlarda lipozom sentezinin Tc¢’nin ¢ok tizerindeki
sicakliklarda yapilmasi énerilmektedir. Ornegin DPPC igin Tc=41 °C iken DPPC igeren
lipozom hazirlama prosediirinde Tc=51 °C olmasi gerekmektedir (Weissig, 2010).
Lipozomal mebranlar, jel fazdaki haliyle kiyaslandiklarinda siv1 kristal fazda akici ve
gecirgendir. Doymus fosfolipidlerden olusan lipozomlar faz gegisi sirasinda sahip oldugu
bariyer fonksiyonunu kaybetmekte ve bu o6zellik, DPPC ve DSPC’den olusmus
lipozomlarda daha sicak hedef bolgelerdeki salinim igin ilag enkapsiilasyonuna izin
vermektedir (Comstock, 1991). Bu nedenle; fosfolipid membranlarin faz gegislerini

anlamak lipozomlarin iiretiminde ve kullaniminda oldukg¢a 6nemli olmaktadir.
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2.3.2. Lipozomlarin simiflandirilmasi

Lipozomlarin boyutu birka¢ nanometre (nm) ile mikrometre (um) arasinda
degiskenlik géstermekte olup ve ilag iletim sistemi ve yapisal parametrelere dayanan 2
farkl1 kategoride degerlendirilmektedir (Yadav, 2016).

2.3.2.1. Bilesim ve uygulamaya dayali lipozomlar

Lipozomal membranlar, gogunlukla canli organizmalarin membranlarinda bulunan
dogal bilesiklerden olusmakla beraber sentetik olarak modifiye edilebilmektedir.
Membran bilesenlerini modifiye ederek geleneksel, gizli (goriinmez), aktif ve yiikli gibi

farkli lipozom tiirleri seklinde sentezlenebilmektedirler (Yadav, 2016).

Geleneksel (birinci nesil) lipozomlar, genellikle nétr veya negatif yikli
fosfolipidler ve kolesterolden olusmaktadir. Bu tiir vezikiiller plazma membranini daha
fazla taklit edebilmelerine ragmen karaciger ve dalaktaki makrofajlar bu geleneksel
vezikiilleri yabanci cisim olarak degerlendirmekte ve dolayisiyla da kolaylikla
parcalanmalari, kan dolagimindan hizlica ¢ikarilmasi, lipozom igine kapsiile olmus
maddeyi sizdirmasi, pH, sicaklik ve iyon degisimlerinden de kolayca etkilenebilmeleri
gibi sinirhiliklara sahip olmaktadir (Shaheen vd., 2006). Ayrica diger mikropartikiillii
sistemlerde oldugu gibi geleneksel lipozomlar da viicuda intravenoz olarak uygulandiktan
sonraki ilk 15-30 dak i¢inde oncelikle karacigerdeki Kupffer hiicreleri daha sonra da RES
hiicreleri tarafindan adsorbe edilmektedir (Laverman vd., 2001). Bu sebeple; bu
geleneksel lipozomlar Sekil 2.5 A’da verilen uygun yiizey modifikasyonlari ile ikinci
nesil ve daha bir ¢ok sekildeki lipozomlara modifiye edilerek lipozomun evrimi
gerceklesmistir (Wang, Shiahaan, & Soltero, 2005).

16



Sekil 2.5. Lipozomun evrimi (Torchilin, 2005) A. Geleneksel lipozomda enkapsiile hidrofilik ilag (a) ve
lipofilik ilag (b); B. Antikor hedefli immiinolipozom, membrandaki reaktif fosfolipidlere kovalent
olarak baglanmus antikorlarla (c) veya hidrofobik kisim ile 6nceden modifiye edilmis lipozomal
membran i¢ine hidrofobik olarak baglanmig (d); C. Uzun sirkiilasyonlu lipozomlar, lipozom
yiizeyini opzonize proteinlerle (d) etkilesimden koruyan PEG gibi koruyucu polimerlerle (e); D.
Lipozom yiizeyine ayni anda baglanan, hem koruyucu polimer hem de antikor igeren (g) veya
tercihen asilanmis polimerik zincirin uzak ucuna baglanmus (h) uzun sirkiilasyonlu lipozom, E.
Ayrt ayri veya ayni anda farkly yollarla yiizeyi modifiye edilebilen yeni nesil lipozom, koruyucu
polimerlerin (i) veya antikor gibi koruyucu polimer ve hedefli ligandlarin baglanmasi (j);
tanilayici etiketin baglanmast (k); pozitif yiiklii lipidlerin katilimiyla (1) veya DNA ile
komplekslesmeye imkan taniyan (m);uyariya duyarl lipidlerin katilimiyla (n); uyarrya duyarh
polimerlerin baglanmaswyla (o), hiicreye niifuz eden peptidlerin baglanmasiwyla (p); viral
bilesenlerin baglanmast (q). Ek olarak, bir lipozom ila¢ disinda manyetik hedefleme icin
manyetik partikiillerle (r) ve/veya elektron mikroskobu icin kolloidal altin veya giimiis (s) ile de
yiiklenebilir.

Ikinci nesil lipozomlar, sterik olarak stabilize lipozomlar (SSLs) olarak bilinen;
uzun hidrokarbon zincirleriyle kovalent olarak baglanabilen ya da PEG gibi baz1 sentetik
polimerlerle yiizeyi ortiilebilen goriinmez (gizli) lipozomlardir (Sekil 2.5B-C). SSL’ler
yiizeyi asinmis esnek ve hidrofilik polimer zincirlerinin yogun bir konformasyonel bulut
olusturmasiyla diisiik derisimlerde bile koruyucu polimerin diger makromolekiiller ile
yiizey etkilesimini onlemektedir (Immordino, Cattel, & Dosio, 2006). Gizli bir etki
saglayan bu ortiilme sayesinde immiin sistemde goériinmeyerek kandaki yarilanma omrii
uzamakta ve viicutta opsonizasyon siireci azaltilmaktadir. Bu tiir lipozomlar, yakalanmig
ila¢ i¢in koruma ve daha iyi bir stabilizasyon saglamaktadir (Bondurant, Mueller, &
O’Brien, 2001).

Metakrilat (metakriloil islevsel grup igerir) ve diasetilen (islevsel dien grup igerir)
gruplar1 dahil olmak iizere polimerize olabilen gruplar i¢eren bazi lipidler Sekil 2.6°da
gosterilmektedir. Sekil 2.6°daki diger ¢ ve d lipidleri UV ile c¢apraz baglanabilen
diasetilen gruplar igemektedir. Stabilize olmamis vezikiiller kolayca pargalanmakta ve
kapsiillenen ilact sizdirmaktadir. Polimerik vezikiillerin olusmasindan sonra

monomerlerin ¢apraz baglanmasi, enkapsiilasyon uygulamalarinda da gelismis
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stabilizeye sahip vezikiiller olugsmasina sebep olmaktadir (Wang, Siahaan, & Soltero,
2005).

\?(\/\/\/;/\/\/\/\?/0
(o] () o]

Sekil 2.6. Polimerize olabilen bazi lipidlerin (a) biitadien, (b) metakriloil, (c, d) diasetilen islevsel gruplar
ile yapisit (Wang, Siahaan, & Soltero, 2005)

Aktif lipozomlar (long circulation-stealth), icerigini salmadan once ortamda daha
uzun siire ilerleyebilen bdylece yakalanmis molekiillerin hem siirekli hem de kontrollii
salinim1 ve de se¢iciligini saglayan vezikiillerdir. Bu tiir lipozomlar hem sicaklik hem de
pH’ye duyarli olabildigi i¢in hiicreye spesifik olma avantaji saglamakta ve dolayisiyla
hedefleme i¢in de kullanilmaktadir. Lipozomlardaki pH duyarliligi, ¢esitli pH duyarli
polimerler ile spesifik hedefleme i¢in antikorlar, oligosakkaritler, peptidler gibi spesifik
ligandlar ile lipozom ylizeyinin iizerine modifikasyonu ile elde edilebilmektedir (Sekil

2.5 D-E).

Yikli lipozomlar, lipopleksler olarak da bilinen ve yiikli fosfolipidlerle
birlesebilen dogada anyonik ve katyonik olarak bulunabilen vezikiillerdir (Sekil 2.5 E).
Bu tip lipozomlar, DNA, RNA ve proteinler gibi kars1 yiiklii makromolekiillerle birlesme
ve bir kovalent bag olusturma (Lipid-DNA kompleks) egilimine sahiptirler. Yiiksek
molekiil agirhigia sahip molekiiller bu tip lipozomlar tarafindan igsellestirilir (Yadav,

2016).
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2.3.2.2. Yapisal parametrelere dayali lipozomlar

Lipozomlar, yapisal parametreler {izerine incelendiginde: 20-1000 nm’lik tek bir
fosfolipid tabaka ile ¢evrelenmis sulu bir ¢ekirdekten olusan tek katmanli, sulu ¢ekirdegi
0,1-0,5 um olan, 10-12 konsantrik halkali lipid ¢ift tabaka ile ¢evrelenmis az katmanli ve
tek katmanli lipozomlarin birbiri ardina konsantrik lipid tabakalar ile ¢evrelenmis 0,5
um’den biiyiik ¢ok katmanli lipozomlar olmak iizere ii¢ sinifa ayrilmaktadirlar (Yadav,
2016). Ancak; bu isimlendirmeler, lipozomlarin boyutlariyla ilgili degil; yapisal
bloklanmalar1 ve fosfolipidlerle ilgili olmaktadir (Swain, Patra, & Rao, 2016). Ilac
enkapsiilasyonu i¢in kullanildiginda; lipozomun boyutu ve homojenligi, bir lipozomdaki

katmanlarin sayisindan daha 6nemli olmaktadir (Mayer, Hope, & Cullis, 1986).

Tek katmanli lipozomlar, kendi ic¢inde kiigiik tek katmanli vezikiiller (SUVS,
genellikle boyutlar1 20-40 nm), orta tek katmanl vezikiiller (MUVS, boyutlar1 40-80 nm
arasinda degisen) ve biiyiik tek katmanl vezikiiller (LUVS, ¢ogunlukla boyutlart 100-
1000 nm arasinda degisen) olmak tizere cesitlendirilmektedirler (Sekil 2.7) (Yadav,
2016). Hiicre iletisimi biiyiik 6lglide bu vezikiillerin trafigiyle ilgili olup; sinir uyarilari,
sinaptik vezikiillerde norotransmitterleri tasiyan sinapslar ve sinir hiicreleri arasinda
hareket etmektedir (Swain, Patra & Rao, 2016). Tek katmanl vezikiiller, homojen bir
sekilde hazirlanabilmekte ve uygulandiklarinda daha uzun siire kan dolagim sisteminde
kalma egilimi gosterebilmektedirler ancak; lipid derisimine bagli olarak sinirlt
enkapsiilasyon verimine sahip olmaktadirlar (Comstock, 1991). Orta tek katmanli
vezikiillerde, su igerigi, farkli sekildeki farkli sayida lipid ¢ift tabakalariyla ayrilmakta ve
bir soganin yapisiyla benzerlik gostermektedir (Yadav, 2016). Biiyiik tek katmanl
vezikiiller daha biiyiik bir i¢c hacme sahip olup biiyiik malzemeleri kapsiillemek igin

kullanilabilmektedirler.
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Sekil 2.7. Vezikiil ¢esitleri (a) Tek katmanly vezikiil (SUV, 20-40 nm). (b) Orta ve biiyiik katmanli vezikiil
(MUV, 40-80 nm ve LUV, >100 nm). (c) Cok katmanh vezikiil (MLV, 100-1000 nm) (Li, Tang,
Liang, & Karniadakis, 2014)

Cok katmanli vezikiiller (MLVS), ilk kez Alex D. Bangham tarafindan tanimlanmis
ve boyutlar1 100 nm-lpm arasinda degisen vezikiillerdir (Sekil 2.7). MLVS,
fosfolipidlerin hidrasyonu ile kolay bir sekilde hazirlanan, sulu bir ¢ekirdek ile ayrilmig
bir dizi konsantrik ¢ift tabakadan olusan olduk¢a dengeli yapilardir (Comstock, 1991).
Ancak; baslica problemi, LUVs’a gore nispeten daha az diisiik ila¢ enkapsiilasyonuna
imkan vermektedir (Betageri vd., 1993).

2.3.3. Lipozom hazirlama yontemleri

Hidratlanmis fosfolipidler, Van-der Waals ve hidrofilik/hidrofobik etkilesimler
aracilig1 ile ¢ift katmanli yapilar seklinde diizenlenmektedir. Lipozomlar sulu ortamda,
enerji bariyerini asacak yeterli bir enerji (homojenizasyon, sonikasyon, isitma vb.)
saglandiktan sonra fosfolipidlerin hidrofilik bas gruplari suya, hidrofobik kuyruk
kisimlar1 ise zarin iginde birbirlerine donerek iki katmanli vezikiiller seklinde

olusmaktadir (Weissig, 2010).

Lipozom hazirlamanin genelinde 4 temel agsama mevcuttur;
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e Lipidleri organik ¢6ziiclide ¢c6zmek ve daha sonra ¢oziiciiden uzaklagtirarak
kurutmak,

e Sulu ve uygun bir ortamla lipidleri hidratlamak,

e Olusan lipozomal yapiy1 saflastirmak,

e Nihai trini incelemek.

Bangham’ 1 kesfinden sonra ince film hidrasyonu tekniginin yani sira Sekil
2.8’deki gibi ters-faz buharlastirma, ¢oziicii enjeksiyon, deterjan diyaliz gibi ¢esitli
teknikler de olusturulmustur. Bunlar en ¢ok kullanilanlar olmakla beraber vezikiillerin
boyutlarin1 azaltmaya yonelik sonikasyon, yiiksek basingli ekstriizyon ve mikro-

fludizasyon gibi teknikler de gelistirilmistir (Huang vd., 2014).

Lipozom hazirlama yontemleri

Pasif yitkleme teknikleri Alktif yitkleme teknigi
Mekanik yontemler Coziteit dagihm véntemleri Deterjan giderme véntemleri
1. Ince lipid film hidrasyen 1. Ters-faz buharlagtirma 1. Diyaliz
2. Bonikasyon 2. Enjeksiyon yontemi 2. Boyut eleme kromotografisi
3. Membran ekstriizyonu 3. Diliisyon

Sekil 2.8. Lipozom sentezi i¢in farkli hazirlama yontemleri (Yadav, 2016)

2.4. Nano-Lipozomlarda Ila¢ Enkapsiilasyonu ve Salinimi

19. yiizyilin sonunda Nobel 6diilii sahibi Paul Ehrlich ilk kez ilag dagitimina
yonelik nano enkapsiilasyon tanimini yapmis ve daha sonrasinda bu alan verimli bir
aragtirma konusu olmustur. Bu yaklagim ile istenmeyen olast yan etkilerin azaltilarak

tedavinin etkinliginin 6nemli derecede artmasi beklenmistir.

Hedef bolgede bulunduklarinda ilag, difiizyon, sisme, erozyon ve bozunma gibi

cesitli yollarla nano 6lgekli malzemelerden salinabilmektedir (Yadav, 2016).

Lipozomlarda kapsiillenen ila¢ molekiilleri, metabolizma ve atilimdan 6nce viicutta
serbest birakilmali ve yiiksek bir terapotik etki saglamalidir. Kapsiillenen ilacin

¢Ozinlrligl yani sira polimer matrisi igerisinden difiizyonu, stabilitesi ve lipozomun
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viicut dolasimindan gegisi, lipidlerin diizglin paketlenmesi veya fosfolipid bilesimleriyle
belirlenen membran vizkozitesine (akiskanligina) bagli olmaktadir (Gupta & Kompella,
2006).

Lipozomlara ilag yiiklemesi, lipozom olusumu sirasinda ilacin kapsiillenmesiyle
yani pasif olarak ya da lipozom olusumundan sonra yani aktif olarak saglanabilmektedir
(Sekil 2.9). Hidrofobik ilaglar, vezikiill olusumu esnasinda lipozomlarla dogrudan
birlesebilmekte ve ila¢ kapsiilasyonu ile salinim ilag-lipid etkilesimleri tarafindan
yonetilmektedir. Iyi bir kapsiilasyon, ilacin lipozom membranindaki ¢oziiniirliigiine
baghdir. Hidrofilik ilaclar ise vezikiil olusumu esnasinda lipozomlarin ilag igeren sulu
ortami tutma kabiliyetine bagli olarak pasif sekilde kapsiillenebilmektedir. ilacin etkin bir
sekilde kapsiillenmesi lipozomun ig¢indeki sikismis hacim ve ilacin ¢oziiniirliigiyle
ilgilidir. Ancak; protonlanabilir amin fonksiyonlarna sahip hidrofilik bir ilag pH
degisimleriyle daha etkin bir tutulmaya imkan saglayarak aktif bir sekilde lipozomlara
yiiklenebilmektedir (Swain, Patra, & Rao, 2016).

Sekil 2.9. flac iletiminde lipozomal ilaglarin sematik gosterimi (Vieira & Gamarra, 2016)

Susturucu RNA (siRNA), RNA molekiiliiniin pargalanmasiyla olusan 20-25
niikloitidli bir molekiildiir ve SIRNA’nin kesfiyle in vivo ve in vitro gen ifadesinin
susturabilmesi i¢in bu molekiillerin hiicrelere tasinmasi gerekliligi ortaya ¢ikmis olup
lipid-niikleik asit kompleksi olugturmak yeni bir arastirma konusu olmustur. Bu yiizden
anyonik olan RNA molekiilii ile katyonik bir lipid arasindaki elektrostatik etkilesimler,
hedef dokulara gonderilecek lipid vezikiillerin boyutu, artmis verim ve siRNA

molekiiliinlin immiin sistemin dogal savunmasindan korunmasi gibi kriterler iizerine
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yogunlagilmistir (Patel, Patel, & Parekh, 2014) (Weissig, 2010). Ancak katyonik
lipidlerin olusturduklar: toksik etkiler yliziinden siRNA iletimini daha etkili bir sekilde

saglayabilecek modellemeler gelistirme ihtiyact 6nem kazanmaktadir.

2.5. Nano-Lipozomlarda ila¢c Hedefleme

Nanoteknolojinin potansiyel temel avantajlarindan birisi de kanser tedavisi igin
tiimor hedeflemesidir. Sekil 2.10°da goriildiigii gibi ilaglarin hedeflenmis olmas1 diger
doku ve organlarla karsilastirildiginda hastalikli bolgede secici ve kantitatif olarak artan
bir ilag birikiminin olmasi anlamina gelmekte ve hedeflenmis ilagla hem uygulanacak doz
azaltilmis olmakta hem de dolayisiyla artan hasta konforu ve tedavi maliyetinin diigmesi

gibi artilar da beraberinde gelmektedir (Kumari vd., 2011).

Nano o6lgekli malzemeler, ilag iletiminde ilacin hastalikli bdlgede serbest
birakilmasi i¢in aktif ya da pasif olarak hedeflendirilebilmektedirler (Sekil 2.11). Her iki
strateji de makrofaj fagositik sistemin alimini minimale indirmek ve kan dolagimindaki
stireyi maksimize etmek adma nanoparcaciklarin yiizey degisikliklerinden

yararlanmaktadir (Paefgen, Doleschel, & Kiessling, 2015).

Hedefsiz ajanlar Hedefli ajanlar
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Spesifik hiicre tipi

Sekil 2.10. Spesifik yiizey reseptorlerinin ekspresyonu ile terapitik ajanlarin spesifik hiicrelere
hedeflenmesi (Ramos-Cabrer & Campos, 2013)

Pasif hedefleme, dokularin zayif mimarisine dayanmakta ve timér dokularmin
iginde nanopargacik derisimini artirmak i¢in gelismis gegirgenlik ve alikonma (EPR) ile

endotelyal bosluklar1 kullanmaktadir. Bu durum EPR etkisi olarak bilinmektedir (Maeda,
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2001). EPR, tiimor dokusunun anatomik ve fiziksel anormalliklerini 6zellikle de normal
dokuya kiyasla makromolekiillere olduk¢a gegirgen olan yani sizdiran timor
vaskiilatiiriinii kullanmaktadir (Ha vd., 2016). EPR etkisi nano 6lgekli malzemelerin
plazma kalis siireleri ve boyutlar1 tarafindan oldukga etkilenmekle beraber nano 6lgekli
malzemelerin boyutlart tiimdr birikiminin kapsami ve kinetigini de etkilemektedir
(Greish, 2007). 8 nm’den biiyiik boyuttaki nano 6l¢ekli malzemeler, EPR etkisi sebebiyle
daha biiyiik timor dagilimi gostermekte ve nano 6l¢ekli bu malzemeler pasif hedefleme
sayesinde kanser hiicreleri tarafindan asir1 eksprese edilmis membran reseptorlerinin
spesifik olarak taninabilmesi saglamakla beraber tiimorlerde lokalize de olabilmektedirler
(Wang & Thanou, 2010). Bu sekilde de nano 6lgekli malzemerin pasif hedeflendirilmesi

farkli kanser tiirlerinin tedavisi i¢in oldukg¢a 6nemlidir.

tejj]e)?'

Sekil 2.11. Jlag iletimi icin lipozomun afinite ve seciciligini gelistiren hedefleme ajanlart (Vieira &
Gamarra, 2016)

PEG bagli nano malzemeler, molekiiler agirligin artmasiyla (10, 20, 30, 40, 60 kDa)
artan bir timor dagilimi géstermektedir. Molekiiler agirligi 40-60 kDa nano malzeme 96
saate kadar tiimdrlerde gozlemlenebilirken, 10 kDa olan PEG bagli nano malzemeler 24
saat icinde timorlerde saptanamamistir. 30, 40 ve 60 kDa PEG bagli nano malzemeler,
20 kDa PEG baglh nano malzeme ile karsilastirildiginda 24 saat i¢inde tiimorlerde
sirastyla 2.1, 5.3 ve 4.1 kat daha yiiksek pasif dagilim gdstermis olup; 60 kDa nano
malzemeler 40 kDa nano malzeme ile kiyaslandiginda 96 saat iginde 1.5 kat daha ytiksek

timor dagilimi gostermektedir (Yadav, 2016).

Notr ve negatif yliklii olanlara kiyasla pozitif yiiklii sterik olarak stabilize edilmis

nano malzemeler tiimdr birikimini giiclendirmistir. Lipid olarak DOTAP iceren pozitif
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yiikli non-PEGlenmis lipozomlar, ndtr veya negatif yiiklii olan benzerlerine gore tiimor

ile gevresindeki dokular arasinda daha yiiksek bir birikim sergilemektedir (Yadav, 2016).

Doksorubisin yiiklii polycaprolactone-PEG nanomalzemeler subkutan C-26
tiimorlerine sahip fareleri tedavi etmek i¢in pasif olarak hedeflenlendirildiginde normal

dokudan ziyade tiim6r dokusunda doksorubisin salimina imkan saglamaktadir.

Bunun aksine; aktif hedefleme, reseptorler ve hedef dokunun yiizeyinde
baskilanmis antijenler arasindaki etkilesimleri kullanmaktadir. Nano 06lgekli
malzemelerin yiizeyi, bu antijenler ve reseptorlerle baglanma egilimine sahip ligandlar
veya molekiiller ile hastalikli bolgeye hedeflenmis ilag iletimi igin modifiye
edilmektedirler (Sekil 2.11). Antikorlar, karbonhidratlar, glikolipidler, oligopeptidler ve
folik asit, farkli doku ve organlar1 hedeflemek icin en ¢ok kullanilan ligandlardir
(Weissig, Lasch, & Gregoriadis, 1989). Transferrin, agliitinin, folik asit gibi ligandlar
spesifikligini ve hedefleme yeteneklerini artirmak iizere c¢esitli nano malzemelere

konjuge edilmistir (Yadav, 2016).

Akciger, meme, yumurtalik, karsinoma, epitel kanserden tiireyen beyin
metastazlari, néroendokrin karsinom hiicreleri ve kolorektal ylizeyinde fazlaca folat
reseptorii bulunmaktadir. Bu nedenle, nano malzemeler folik asit ile aktif hedeflenerek
folat reseptorii bulunan doku ve organlara etkili bir sekilde ilag iletimi
saglanabilmektedir. Folik asit ile hedeflenmis lipozomlar, hedeflenmemis olanlara gére
10 kat daha fazla sitotoksisite gostermis ve folat reseptér bulunan makrofajlara

hedeflenmis iletimin daha spesifik oldugu gézlemlenmistir (Yadav, 2016).

Transferin ise transferin reseptorlerinin asirt {iretildigi hiicrelere hedefleme
saglamak icin sik¢a kullanilmaktadir. Transferin modifiye polifosfoester miseller,
intrakranyal U87 MG glioma tasiyan farelerin tedavisinde daha gii¢lii ve dolayisiyla etkili
anti-glioma aktivitesi saglamistir (Yadav, 2016). Pankreas kanserinin tedavisinde
bortezomib yiiklii poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) nanopartikiillerin hedefli iletimi
i¢in de yine transferin kullanilmistir (Frasco vd, 2015).

2.6. Kanser Tedavisinde Lipozom

Kanserin hiicre sinyallemesi ve apoptoz gibi ¢cok sayida hiicresel fizyolojik sistem

icerdigi ve kanseri karmasik bir hastalik haline getiren ¢ok asamali bir karsinogenez
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stireci ile gelistigi bilinmektedir (Reichert & Wenger, 2008). Kanser, gelismis diinya
diizenindeki en 6nemli 6liim nedenlerinden biridir ve nanoteknoloji, kansere karsi ilag

tasiyici sistemleri kullanarak bu miicadeleye katilmaktadir.

Yaygin kanser tedavileri, kemoterapi, radyasyon ve ameliyatla sinirli olup anti-
kanser ilaglar1, uzun siiren tedavilerde anti-tiimor ajanlarin spesifik olmayan sistemik
dagilimi sonucu birgok toksik yan etkiye ve ilag¢ direncine sebep olmakla beraber tiimor
bolgesine yetersiz ilag derisiminin iletimine de sebep olmaktadir (Singhal, Nie, & Wang,
2010).

Lipozomal ilag tasiyici sistemler, tiimor hiicrelerini hedeflemek i¢in kullanildiginda
daha diisiik toksisite ve artmis ilag etkinligi ile kanser tedavilerinde ¢1g1r agan bir ilerleme
yaratmistir. Lipozomlarin istenen bolgeye gonderilebilmesi igin spesifik reseptor
hiicrelerini hedefleyen antikor, protein veya uygun pargalarin aminoasit kismina
baglanmas1 gerekmektedir. Kiigiik ve kararli olan lipozomlar, viicutta daha uzun stiren bir
dolagim yapabildikleri ve dokudaki artmis vaskiiler gecirgenlikleriyle farkli tiimorlere
pasif olarak hedeflenebildikleri bilinmektedir. Klinikte ¢esitli anti-kanser ilag
formiilasyonlar1i mevcut olup Tablo 2.1°de 6rnekleri verilmektedir. Mangala vd., in vivo
siRNA iletimi i¢cin DOPC nétral lipozom kullanarak yumurtalik kanseri i¢in anti-timor
etki saglamiglardir. Barenholz vd.’nin PEG’lenmis lipozom i¢ine doksil ilac1 enkapsiile
ederek olusturduklari lipozomal formiilasyon, FDA tarafindan onayli ve AIDS
hastalarinda karposi’s sarkomanin tedavisinde kullanilmaktadir. Loéhr vd. nin paklitaksel
iceren katyonik lipozomlar1 ise pankreas kanseri hedeflemede bir ajan olarak
kullanilmaktadir. Paklitaksel ile kombine edilmis bir diger lipozomal sisplatin ise
Stathopoulos vd. tarafindan akciger kanseri tedavisi i¢in gelistirilmis ve Faz IlI
asamasindadir (Pandey, Rani, & Agarwal, 2016) (Sercombe vd., 2015) (Shi vd., 2017).

Doxil, damardan verilen ve doksorubisinin lipozomal bir formu olan kemoterapdtik
bir ajan olup gizli (stealth) teknoloji adiyla bilinen yeni bir teknolojiyle hazirlanmistir.
Bunlar; ¢esitli yollarla hazirlanmis uzun sirkiilasyona sahip lipozomlardir. Ayni sekilde;
Myocet ve Caelyx de doksorubisinin lipozomal bir formiilasyonudur ve Myocet
metastatik meme kanseri i¢in kullanilirken, Caelyx metastatik yumurtalik kanseri
tedavisiyle beraber ilerlemis meme kanseri tedavisinde de kullaniimaktadir (Swain, Patra,
& Rao, 2016). Kolesterol i¢eren ve yaklasik 100 nm ve 100 nm’den kiigiik lipozomlar
enjeksiyon yoluyla in vivo stabiliteyi 6nemli 6l¢iide uzatmakla beraber lenf nodlarinda
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da %70’e varan yiiksek oranlarda iyi bir emilim gostermektedir (Oussoren & Storm,

2001).

Tablo 2.1. Kanser tedavisinde kullanilan piyasadaki lipozomal terapétikler ve ajanlar (Sercombe vd.,
2015) (Shi vd., 2017) (Pandey vd., 2016)

ila¢ Hastahk Lipozomal iletim Asama Referans
tipi
Paclitaksel LEP- Paclitaksel SiRNA Faz I/11 Immordino vd.,
ETU EndoTAG-1 2006
SiRNA Yumurtalik DOPC nétral lipozom Faz | Mangala vd.,
kanseri 2009
Paclitaksel Paclitaksel Katyonik Faz Il Awada, 2014
EndoTAG-1 EndoTAG-1
Paclitaksel Pankreas Katyonik Faz Il Lohr, 2012
EndoTAG-1 kanseri
Irinotecan SN-38 Metastatik Geleneksel Faz Il Suenaga vd.,
kolorektal 2015
kanser
Daunorubisin Losemi Geleneksel FDA onayl, Allen, & Cullis,
1996 2013
Lurtotecan Yumurtalik, bas Geleneksel Faz I/11 Chang, & Yeh,
ve boyun 2012
kanseri
Irinotecan Ilerlemis PEGlenmis Faz | Chang vd.,
refractory solid 2015
timor ve
kolorektal
kanser
Doksil Kaposi’s PEGlenmis FDA onayli Barenholz,
sarkoma 2012
Cisplatin NSCLC PEGlenmis Faz 1l Stathopoulos
(kiigiik hiicreli vd., 2010
olmayan akciger
kanseri)

2.7. Hiyaluronik Asit ve fla¢ Endiistirisindeki Yeri

Yaklasik 80 yil 6nce Karl Meyer ve John Palmer tarafindan kesfedilmis olan
Hiyaluronik Asit (HA), diger adiyla “Hiyaluronan”, glikozaminoglikan sinifina ait olup
bugiin bile arastirmacilart kimya, biyoloji ve tip alaninda benzersiz Ozellikleriyle

sagirtmaya devam etmektedir.

HA, yapis1 geregi yiiksek viskoelastikiyete sahip olup yiiksek su tutma kapasitesi
saglamasiyla kozmetik iriinlerde, kikirdak implantlarinda, goz ile ilgili ilaclarda,
yumusak doku tedavisinde, ilag hedeflemede oldugu gibi pek ¢ok biyolojik isleme katilan
ve neredeyse tiim viicut dokularinda bulunan, déllenme, embriyonez, yara iyilesmesi,

yaslanma siireci, estetik tip problemleri, immiin cevap gelisimi, enfeksiyon hastaliklari
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ve onkoloji gibi konularla da ilgili pek ¢ok role sahip olmaktadir. Ayrica; HA’nin canli
hiicrelerle etkilesime girebilme yetenegiyle hiicre biiyiimesini hizlandirdig1 ve bazi hiicre
agregasyonlarini baglattigi gbzlemlenmis ve dolayisiyla da bu polisakkaritin hiicre
yiizeyine essiz bir sekilde baglanmasinin ilk kanit1 olarak gortilmiustiir (Selyanin, Boykov,
& Khabarov, 2015) (Vasi vd., 2014).

HA, dogal bir sekilde olusmus dogrusal bir polisakkarit olup, Sekil 2.12°de
gosterildigi gibi glukuronik asit ve bir N-asetilglukozamin’den olusan ve - 1,3 veya -
1,4 glikozidik baglariyla baglanarak disakkarit tekrarlardan olusan yiiksek molekiil
agirhikli (10%-10° Da) yapilardir (Akdamar vd., 2009). Viicutta HA, cilt, gobek kordonu,
sinoviyal s1v1, bircok yumusak bag dokusunda, akciger, bobrek, beyin ve kas dokularinda

da 6nemli miktarlarda bulunmaktadir (Necas vd., 2008).

HO,LC HO
HO O N

OH 1 3 NH 1
@)
Glukuronik Asit N-Asetil-D-Glikozamin

Sekil 2.12. HA 'nin yapist

HA polisakkarit zinciri, endoglukanaz (hiyaluronidaz) ve ekzoglukanaz (beta-
glukoronidaz ve beta-N-asetil heksosaminidaz) ile bozunmaya ugramaktadir. HA, belli
bazi timor hiicrelerinde asir1 eksprese olan RHAMM (Hiyaluronan aracili hareketlilik
i¢in reseptdr) ve CD44 reseptoriine baglanabildigi icin HA temelli tedavilerde anti-tiimor
etkinin artmasi beklenmektedir. HA ailesi molekiilleri, prostat, mesane, endometriyal,
meme ve yumurtalik gibi ¢esitli kanser tipleri i¢in potansiyel tan1 ve prognostik belirtegler
olup CD44 de, HA reseptorlerinden biri olmasindan kaynakli, nemli bir marker olarak
bilinmektedir (Lokeshwar, Mirza, & Jordan, 2014). HA doniistimii, koéti huylu dokularda
daha hizli bir sekilde meydana gelmekte ve diisiik molekiiler agirlikli HA pargalari,
tiimorlii bolgelerde normal dokulardakinden daha biiyiikk miktarda bulunmaktadir. Bu
degerli HA doniisiimiiyle, HA temelli nano-parcgaciklar kullanilarak hiicre i¢ine basarili

bir sekilde biyolojik olarak aktif bilesiklerin iletimleri saglanmaktadir (Tiwari & Tiwari,
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2013). Tiimorlerde HA birikimi, CD44 ve aktive veya inhibe hale gelen diger hiicre yiizey
reseptorleri arasindaki iligkiyi diizenlemektedir (Misra vd., 2011).

HA, ilag tasiyict nano sistemlere konjuge edildiginde, koruyucu ve hedefleme igin
bir oOrtii gibi islev gérmenin yami sira non-immiinojenik, enfeksiyon oOnleyici ve
biyouyumlu olmalar1 gibi pek ¢ok 6zelligi de beraberinde getirmektedir (Lokeshwar vd.,
2014). Dolasim siiresi ve biyolojik dagilim, HA’nin hedefleme ve hiicreye 6zgii alim
Ozelliklerinin tasiyici sistemlere uyarlanmasindan etkilenmektedir. CD44 asir1 eksprese
olmus hiicrelere gonderilen bu HA konjuge nano sistemler epirubisin, doksorubisin,

paklitaksel, mitomisin ve siRNA gibi anti kanser ilaglar icermektedir (Misra vd., 2011).

Pek ¢ok calisma, hem in vitro hem de in vivo olarak nano yapilarin olusumunda
HA’nin basarili bir sekilde kullanildigin1 ve tedavi etkinligini artirmak i¢in kullanilan

basit fakat etkili bir yol oldugunu gostermektedir.

2.7.1. Mikrobiyal olarak hiyaluronik asit eldesi

HA, giinlimiize kadar cesitli hayvansal organlar olmak iizere pek ¢ok kaynaktan
izole edilmis, ancak daha yiiksek derisimlerde endiistriyel {iretim igin en ekonomik ve en
giivenilir kaynak olan streptokok A ve C gruplar1 bugiin de bilimsel ve pratik anlamda
biiylik 6nem tasimaktadir (Selyanin, Boykov, & Khabarov, 2015) ve HA, bakteri
cevresindeki bir mukoid kapsiil olarak goériinmektedir (Saranraj vd., 2011). Bakteriyel
fermantasyon proseslerinin performansi, bakteri tiiri, kiiltiir ortami, pH, sicaklik, iyonik

gii¢, calkalama hiz1 ve ortam aerobik ise havalandirma orani gibi pek ¢ok faktore bagh
olmaktadir (Liu vd., 2009).

Streptokoklar, zincir veya ciftler olusturan gram pozitif kiiresel koklardir ve
fakiiltatif olarak anerobik, katalaz ve oksidaz negatif ve hareketsizlerdir. Lancefield
gruplamasina gore 3 farkli sekilde hemoliz (a, B, v hemoliz) sergileyebilmekte olup
hemoliz tiirii, streptokok tiirline, kiiltiir ortaminda kullanilan kan tiiriine ve ¢evresel
sartlara bagli olmaktadir. Streptokoklar icin optimum sicaklik yaklagik 37 °C’dir
(Lindahl, 2013).

En yiiksek verimle HA firetimi i¢in kullanilan Streptococcus equi (S. equi),

Lancefield’in C grubuna ait bir streptokok olup f hemoliz zonu iiretmektedir ve atlara
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patojendir. S. equi, HA kapsiilii varlig1 ile fagositoza kars1 oldukg¢a direngli bir bakteri
olarak bilinmektedir (Lindahl, 2013).

Bakteri suslarindan HA iiretimi i¢in biyoteknolojik yontemler, logaritmik biiylime
evresinde (exponential phase) HA kapsiil olusturabilecek se¢ilmis ortamdaki
kiiltivasyondan olusmaktadir. Ancak Sekil 2.13’deki duragan evrede (Stationary phase)
HA kapsiil siviya tamamen taginarak incelip, yok olabilmektedir. Kiiltiir ortamindan HA
tiretimi, mikroorganizmalarin ¢ikarilmasi, organik c¢oziiciilerle ¢okeltilmesi, diisiik
molekiil agirlikli maddelerin uzaklastirilmasini igerip daha sonra nihai iirliniin

saflagtirilmasiyla son bulmaktadir (Selyanin, Boykov, & Khabarov, 2015).

Hicre Sayis1
4
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Sekil 2.13. Bakteriyel biiyiime evreleri (https-4)

1985 yilindan beri S. equi ekimi ile HA firetimi i¢in en az 20 patent mevcut olmasina
ve gliniimiize kadar anahtar kelimesi HA olan yaklasik 80.000 calisma yapilmis olmasina

ragmen HA talebi karsilamada diinya ¢apinda hala yetersiz kalinmaktadir.

2.8. Amag

Pankreas, yumurtalik, meme ve akciger kanseri gibi kati tiimorlerde asiri
sentezlendigi bilinen bir hiicre ylizey adhezyon reseptorii olup, CD44’{i hedef alan ilag
tasiyic1 nanosistemlerin gelistirilmesiyle saglikli ve kotii huylu doku arasindaki ilag
dagilimi, hedef dis1 ilag¢ birikiminin azaltilmasi ve toksisitesinin engellenmesiyle timor
biiylimesi kontrol altina alinabilmektedir. CD44 reseptoriiniin en ¢ok bilinen ligandlari

arasinda HA, osteopontin, kollojenler ve matriks metalloproteinazlar sayilabilir
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(Goodison, Urquidi, & Tarin, 1999). HA ise bir glikozaminoglikan (GAG) olup,

ekstraseliiler membranin 6nemli bir bilesenidir (Misra vd., 2015).

Diger taraftan, ilag tasiyict nanosistemlerden olan lipozomal yapilar, hiicre zarlarini
taklit edebilmesi ve daha yliksek dozda ilag ¢6ziiniimii ve enkapsiilasyonu saglamasinin
yaninda stabilite ve biyoyararlanimi iyilestirerek enkapsiile olmus ilaci tiimorlii dokulara
iletmede de oldukga etkili olmaktadir. Bu nedenle; tez g¢erceve amacinda; lipozom
yiizeyinin CD44 ligand:1 olan HA ile modifikasyonu sayesinde ilag enkapsiile edilmis ve
HA donatilmis nihai nanotasiyici yapinin oncelikli bir sekilde kanser hiicrelerinin
CDA44’lerine hedefleme kabiliyeti ile spesifik iletimin basarili bir sekilde saglanmasi
ongorilmistir. HA nin biyo-uyumlu, toksik olmayan ve biyo-bozunabilirlik bakimindan
miilkemmel bir ligand ve biyopolimer olmasi kan bariyer sistemlerinden kolaylikla
gecerek viicutta daha uzun siire dolasimina da imkan vermis olacaktir. Tiim bunlarin
yaninda; son zamanlarda siRNA kullanarak gen susturulmasi, kanser tedavilerinde
siRNA’nin potansiyel terapotik bir ajan olarak goriilmesine yol agmaktadir. Ancak;
siRNA, plazma ve hiicresel stoplazmada hizli bir sekilde niikleazlar tarafindan
parcalanarak hiicrelere niifuz edemediginden, hedef bolgeye etkili ve spesifik SIRNA
iletimi i¢in viral olmayan bir vektér olarak belli yiizey 06zelliklerine sahip,

nanolipozomlarin kullanim alan1 bulmaktadir (Yang vd., 2012).

Bu cercevede; calismanin oncelikli amaci; viicutta uzun dolasim siiresine sahip,
biyo-uyumlu ve yalnizca spesifik bir hiicreye ardisik ve sinerjik hedeflenebilen, HA
tabanli ve hedefli ila¢ tasiyic1 lipozomal nanosistem gelistirmektir. Bu amag
dogrultusunda ilk olarak, hiicre zarmn1 en iyi sekilde taklit edebilecek, dolayisiyla
viicuttaki yar1 omrii kisa olmayan ve siRNA gibi ¢esitli zor kanser tedavilerinde
potansiyel olarak umut verici olan terapotik ajanin hedef bolgeye korunarak iletilmesini

saglayacak liposomal bir nanoyap1 sentezi hedeflenmistir.

Bunun i¢in; katyonik ve anyonik fosfolipidlerin sebep olabilecegi toksisiteyi
sergilemeyen ve in vivo olarak daha etkili bir siRNA iletimine sebep olan noétral bir
fosfolipid olan, 1,2-Dioleoil-sn-glisero-3-fosfokolin (DOPC) kullanilmigtir. Ayrica;
amfifilik olma ve makrofajlar tarafindan tutulumu 6nleme 6zelligine sahip, hiicre zarini
en iyi sekilde taklit edebilen biyo-uyumlu biyomonomer olan, 2-Metakriloiloksietil
fosforilkolin (MPC) ve lipid c¢ift tabakanin akigkanligi yoneterek suda ¢oziinen
molekiillere gecirgenligi azaltan, lipid ¢ift tabadaki fosfolipid bosluklarini doldurarak
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tampon gorev yapan kolesterol (Chol) kullanilarak kararli ve nanoboyutlu modifiye

edilmemis bos lipozom sentezi ger¢eklestirilmistir.

Calismada ikinci olarak; sentezledigimiz bos nanolipozom yiizeyini modifiye
edecegimiz HA kompleksi i¢in HA polimerinin S.equi’den saflastirilmasi ve saflastirilan
uzun zincirli HA nin kisa zincirli HA polimer haline getirilmesi saglanmis olup, ardindan
kisa zincirli HA ile ANADOLUCA konseptini de uygulayacagimiz fotosensitif metal-
selat yapt (MATyr-Ru(bipy)2-HA) sentezlenmis ve nanolipozomlara eklemlenmistir.
Diger taraftan, floresans oOzellikteki ‘‘Green Fluorescent Protein’” (GFP) de bu
nanolipozomlara ¢apraz baglanarak hem goriintiileme teknolojisi ile tedavi siirecinin
ilerleyisinin gdzlemlenmesi hem de bu proteinin ikinci hedefleme ajan1 olarak

kullanilabilmesi amaglanmustir.

Son olarak hedefimiz, gen susturucu gorevi ile kanserin ilerlemesini engelleyerek
kanser tedavisinde dnem kazanmis siRNA’y1 meme kanseri yatkinlik geni olarak bilinen
BRCA 1 genini susturmasi amaciyla HA ile kanserli doku yiizey reseptorii olan CD44’1

hedefleyecek nanolipozom i¢ine enkapsiilasyonunu verimli bir sekilde saglamaktir.
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3. MATERYAL

3.1. Kimyasallar

Deneysel siirecte kullanilan kimyasallar Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan kimyasallar

Kimyasalin Ad Firma, Ulke
APS Alfa Aesar, Amerika
CaCl,.2H,0 Fluka, Isvicre
CaCOs; Merck, Amerika
CTAB 95% Sigma, Amerika
CuS04.5H,0 Sigma, Amerika
DOPC 99% Sigma, Amerika

Etanol, C;HsO

Riedel-deHaen, Almanya

esiRNA Human brcal

Sigma Aldrich, Amerika

FeSO4.7H,0 Sigma, Amerika
D(+)-Glikoz Sigma, Amerika
GFP MyBiosource, Amerika
Glukuronik Asit Merck, Amerika
HEMA Sigma, Amerika
HEPES Acros Organics, Amerika

Hiyaluronidaz

Sigma, Amerika

Hiyaluronik Asit Sodyum Tuzu

Fluka, Isvicre

H2SO4

Sigma Aldrich, Amerika

Karbazol 96%

Acros Organics, Amerika

Kloroform, CHCI3

Carlo Erba, Italya

Kolesterol 95%, Chol

Sigma Aldrich, Amerika

KH2PO4 Sigma, Amerika
KoHPO4 Fluka, Isvicre
K2S04 Sigma, Amerika
MBA Sigma, Amerika
Metanol, CHsOH Merck, Amerika
MgCl, Sigma Aldrich, Amerika
MgSO. Sigma, Amerika
MgS0,4.7H,0 Sigma, Amerika
MnSQ04.4H.0 Merck, Amerika
MPC Sigma, Amerika
Na-B407.10H,0 Merck, Amerika
NaCl Tekkim, Tiirkiye
NaH,P0,.12H,0 Sigma Aldrich, Amerika
NaNs Sigma, Amerika
NaOH Tekkim, Tiirkiye
Pepton Amresco, Amerika
SDS Alfa Aesar, Amerika
Sephadex G-75/superfine Sigma Aldrich, Amerika
Silika Jel 60 Fluka, Isvigre
Soydum Asetat, CH;COONa Sigma Aldrich, Amerika
TEMED Sigma Aldrich, Amerika
Triton X-100 AppliChem, Almanya

Tryptic Soy Agar (%5 Koyun Kanli) Besiyeri

OR-BAK, Cagdas Saglik Hizmetleri LTD. STI.

Yeast Ekstrakt

Acumedia, Amerika

ZnC|z

Sigma, Amerika
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3.2. Biyolojik Materyal

Bu calismada kullanilan bakteri Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu’ndan temin
edilen Streptococcus equi RSKK 679 susudur.

3.3. Besiyerleri

S. equi gelisimi i¢in kullanilan besiyerleri ve ¢6zeltileri Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2. Kullanilan besiyerleri ve ¢ozeltiler

Besiyeri icerik
iz Element Cozeltisi CaCly (2 gL),

ZnCl; (0,046 gL"),
CuS0,4.5H,0 (0,019 gL).
%35 koyun kanli Tryptic Soy Agar (TSA) Kazeinin Pankreatik Dijesti (14,5 gL"),
Soya Fasulyesi Kiispesi Papaik Dijesti (5 gL),

NaCl (5 gL),
Geligim Faktorleri (1,5 gL),
Agar (14 gL),
Defibrinlestirilmis Koyun Kani (%)5).
pH 7,3+0,2
Modifiye Fermantasyon Ortami (1) Glikoz (60 gL"),

Yeast Ekstrakt (25 gL,
MgSOs (3 gL,
K2HPO, (2 gL),
KH2PO, (2 gL),

Na;HPO4.12H,0 (2,5 gL),
NaCl (1,5 gL),
Pepton (10 gL").

pH 7,3+0,2

Modifiye Fermantasyon Ortami (2) Glikoz (60 gL"),

Yeast Ekstrakt (30 gL),
K2S04 (1,3 gL),
MgS04.7H20 (2 gL),
Na;HPO4.12H,0 (6,2 gL"),
FeS0,4.7H20 (0,005 gL,
iz Element Cozeltisi (2,5 mLL").
pH 7,3+0,2

Modifiye Inokulum Ortami Glikoz (40 gL),

Yeast Ekstrakt (20 gL),
MgS04.7H20 (2 gL),
MnS04.4H,0 (0,1 gL),
KH2PO4 (2 gL),

CaCOs (5gL),
iz Element Cozeltisi (1mLL").
pH 7,3+0,2

3.4. Cozeltiler ve Tamponlar

Deneysel siiregte kullanilan ¢ozeltiler ve tamponlar Tablo 3.3’de verilmistir.
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Tablo 3.3. Kullanilan ¢ozeltiler ve tamponlar

Cozelti ve Tamponlar

Hazirlanisi

CTAB Cozeltisi

2,59 CTAB,
%2 (w/v) NaOH,
H>0 (100 mL’ye tamamlanir).

5mM HEPES Tamponu, pH 7,4

0,119 g HEPES,
pH 7,4’¢ ayarlanur,
H>0 (100 mL’ye tamamlanir).

0.15 M NaCl 109,5 mg NacCl,
H20 (12,5 mL ’ye tamamlanir).
%0,02 (w/v) NaN3 Cozeltisi 0,02 g NaNs,

H>0 (100 mL’ye tamamlanir).

5M NaOH 2 g NaOH,

H,0O (10 mL’ye tamamlanir).

%2 (w/v) NaOH 2 g NaOH,

H>0 (100 mL’ye tamamlanir).
%3 (w/v) Sodyum Asetat Cozeltisi 3 g Sodyum Asetat,

H,>0O (100 mL’ye tamamlanir).

0,1 M Sodyum Asetat Tamponu (0,15 M NaCl),
pH 5,4

320 mg Sodyum Asetat (40 mL),
230 pL Asetik asit (40 mL),
pH 5,4 ‘e ayarlanir,

350 mg NaCl eklenir,

H20 (40 mL’ye tamamlanir).

%0,1 (w/v) SDS Cozeltisi

0,19 SDS,
H20 (100 mL’ye tamamlanir).

0,1 M Sodyum Fosfat Tamponu, pH 7,0

156 mg monobasic Sodyum Fosfat (10 mL),
117,9 mg dibasic Sodyum Fosfat (10 mL),
pH 7,0’a ayarlanur,

H20 (10 mL’ye ayarlanir).

3.5. Cihazlar ve Laboratuvar Sarf Malzemeleri

Deneysel siirecte kullanilan cihazlar ve laboratuvar sarf malzemeleri Tablo 3.4’de

verilmistir.

Tablo 3.4. Kullanilan cihazlar ve laboratuvar sarf malzemeleri

Cihazlar ve Sarf Malzemeleri Firma, Ulke
+4 Buzdolab1 Liebherr, Medline, Almanya
-20 Buzdolab1 Liebherr, Medline, Almanya
Biiyiik Santrifiij Sigma, Amerika
Calkalayici Thermo, Amerika

Doner Buharlagtirici (R-300)

Biichi Rotavapor, Isvicre

Mikroplaka Okuyucu

BioTek Synergy H1, Amerika

Etiiv

Innovens, Jouan, Amerika

FT-IR Spektrofotmetri (Spectrum 100)

PerkinElmer,

Hassas Terazi

Ohaus, Pioneer, Amerika

Kiiciik Santrifiij Hettich, Almanya
Liyofilizator Labconco, Freezone, Amerika
Manyetik Karistirici Jeio Tech, Lab Companion, Amerika

Mikropipet Uglar Isolab, Almanya

Otoklav (JSAC-40)

JSR, Hindistan

pH Metre (H1 2211 pH/ORP)

Hanna, Amerika

Pipetdr

Brand, Transferpette, Almanya

Steril Kabin

Niikleon, Tiirkiye
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Tablo 3.4. (Devam) Kullanilan cihazlar ve laboratuvar sarf malzemeleri

Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM) Zeiss Ultra Plus, Almanya
Ultrasonik Prob Sonikator Bandelin Sonopuls HD 2070, Almanya
Ultrasonik Su Banyosu Lab Companion, Amerika
Vorteks Stuart, Ingiltere
Zetametre Malvern, Ingiltere
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4. YONTEM VE UYGULAMA
4.1. HA Uretimi
4.1.1. Hiicre kiiltivasyonu

HA iiretimi ic¢in Streptococcus equi RSKK 679 susu kullanilmis ve hiicre
kiiltivasyonu i¢in % 5 koyun kanli Tryptic Soy Agar (TSA) kat1 besiyerinin (American
Type Culture Collection, 2013) yami sira igerigini kendi olusturdugumuz modifiye
inokulum ve modifiye fermantasyon ortamlar1 (1 ve 2) (Liu vd., 2009) (Baksi vd., 2017)

kullanilmaistir.

4.1.1.1. Streptococcus equi bakterisinin gelisimi ve saflik kontrolii

-80 °C’de % 20’lik gliserol i¢cinde muhafaza edilen stok kiiltiirlinii canlandirmak

icin % 5 koyun kant igceren TSA kat1 besiyeri kullanilmistir.

Petrilerdeki kiiltlirlerin saflik kontrolii, kat1 besiyerine yapilan ¢izgi ekimiyle

gozlemlenmistir (Gorsel 4.1).

Aseptik kosullar altinda, TSA besi ortamina stok kiiltiirden ¢izgi ekimi yapilmis ve
37 °C’de 24-48 s etiiv iginde inkiibasyona birakilmistir (American Type Culture
Collection, 2013).

Gorsel 4.1. TSA kat1 besiyerinde saflik kontrolii; ekim yaptimamus (a) ve ekim yapilmis petri (b)

4.1.1.2. inokulum ortami hazirlama ve bakteri ekimi

Hiicre gelisiminin saglandigi TSA petrilerinden, sterilize edilmis 6ze yardimiyla

aseptik kosullarda, hiicreler modifiye inokulum sivi besiyerine aktarilmistir.

Tablo 3.2°de agiklanan modifiye inokulum ortami 50 mL olacak sekilde
hazirlanmis ve 121 °C’de 15 dak otoklavlanmistir*. TSA’da gelisen hiicreler,
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hazirladigimiz bu inokulum ortamina aktarilarak 37 °C’de 24 s boyunca 200 rpm hiz ile

inkiibasyona birakilmigtir.
Tiim pH ayarlamalari i¢in 5 M NaOH kullanilmistir.

*Inokulum ortamindaki glikoz ve MnS0O4.7H20 ayr bir sekilde otoklavlanarak

besiyeri ortamina sterilizasyonu bozulmadan ilave edilmistir (Baksi vd., 2017).

4.1.1.3. Fermantasyon ortami hazirlama ve bakteri ekimi

Mevcut inokulum ortaminda gelisen hiicreler, modifiye fermantasyon ortamlarina
(1, 2) %1°lik inokiilasyon eklenerek aseptik kosullarda bakteri ekimi gergeklestirilmis ve
37 °C’de 200 rpm hizda 20 s inkiibasyon siiresiyle hiicre gelisimi izlenmistir (Reddy &
Karunakaran, 2013).

Modifiye fermantasyon ortamlari (1 ve 2), Tablo 3.2°de agiklandig1 gibi 200’er mL
olacak sekilde hazirlanmis ve 121 °C’de 15 dak otoklavlanmistir*.

Tiim pH ayarlamalar1 i¢in 5 M NaOH kullanilmistir.

*Glikoz ayr bir sekilde otoklavlanarak besiyeri ortamina steril bir sekilde ilave

edilmistir.

4.1.2. HA izolasyonu

Fermantasyon siireci sonunda erlen g¢alkalayicidan alinmis ve hiicre duvarina
yapisik HA kapsiiliinii styirmak i¢in fermantasyon ortaminin hacmine gore %0,1 olacak
sekilde SDS eklenmistir (Huang, Chen, & Chen, 2006). 10 dak SDS ile muamele edilen
fermantasyon ortami 12.000 rpm’de 30 dak +4 °C’de santrifiij edilerek hiicrelerden
uzaklastirilmistir. HA peletleri elde etmek igin siipernatant, 1:1,5 (v/v) siipernatant:etanol

oraninda +4 °C’de 1 gece iyilestirilmeye birakilmigtir (Benedini & Santana, 2013).

+4 °C’de 1 gece bekletilen HA igeren siipernatant, 3000 rpm’de 20 dak +4 °C’de
santrifiij edilerek HA peleti toplanmistir. HA peleti, 0,15 M NaCl:Etanol %25:%75 (v/v)

oranindaki ¢6zeltinin 25’er mL‘si ile siispanse edilerek 2 kez yikanmustir.

HA peleti, 25 mL %3’liik (w/v) sodyum asetat ¢Ozeltisi ile muamele edilip,
vortekslenmistir. Besiyer ortamindaki glikozu ortamdan uzaklastirmak amaciyla Silika

jel, son hacimde %?2 olacak sekilde (w/v), icinde HA bulunan numuneye eklenmis ve 2 s
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boyunca 150 rpm’de oda sicakliginda calkalayicida inkiibasyona birakilmistir. 2 s
sonunda 12.000 rpm’de 20 dak +4 °C’ de santrifiij edilerek Silika i¢eren pelet atilmis ve
HA igeren siipernatant liyofilize edilmistir (Schiraldi, Gatta, & Rosa, 2010).

4.1.3. HA saflastirilmasi

Liyofilize  HA numunesine Jel Filtrasyon Kolon Kromotografisi yontemi
uygulanmig, Sephadex G-75 (superfine) kolon (1 cm x 20 cm) hazirlanarak HA
saflastirilmast miimkiin olmustur. Boylece numune i¢indeki tuz ve safsizliklar da elimine

edilmistir (K. Kumari & Weigel, 1997).

1 cm x 20 cm kolon kurabilmek igin total hacim hesaplanmis; 1,2 g Sephadex G-

75 tartilmis ve 30 mL H20 ile 1 gece oda sicakliginda sismesi beklenmistir.

Kolon sistemi kurulduktan sonra, sismis olan jel diizgiin bir sekilde kolona
doldurulduktan sonra H2O ile kolon yikanmistir (Gorsel 4.2).

Gorsel 4.2. Sephadex G-75 kolon sistemi

Numune yiiklemesinden sonra 14 fraksiyon toplanmis; her biri i¢in HA miktar

tayini ve iletkenlik 6l¢timii yapilmistir. Son olarak HA igeren numuneler birlestirilmistir.
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4.1.4. HA miktar tayini icin standart grafigi olusturulmasi

HA miktar tayini i¢in Karbazol (Bitter & Muir, 1962) ve CTAB (Oueslati vd.,
2015) yontemleriyle standart grafigi olusturulmustur. Her iki yontemle de HA miktar
tayini igin farkli derigsimlerde (0-1000 ppm araliginda) ticari HA ve 96 kuyucuklu
mikroplaka kullanilmistir. Ayrica, her iki yontemin de ortamdaki glikoz ile reaksiyonunu
gozlemlemek amaciyla kontrol grubu olarak da farkli derisimlerde (0-1000 ppm
araliginda) glikoz ¢ozeltisi kullanilmistir (Song vd., 2009). Kullanilacak standartlar (HA
ve glikoz) 1000 ppm olacak sekilde ayr1 ayr1 hazirlanmis ve seri diliisyon ile seyreltilerek
her standart madde i¢in 6 farkli derisimde (1000-0 ppm araliginda) numune

hazirlanmustir.

Karbazol yonteminde; ticari HA standarti i¢in farkli derisimdeki (0-1000 ppm
araliginda) numuneler ve kor 50 pL olmak tizere kuyucuklara konulmustur. HoSO4 i¢inde
hazirlanmis 25 mM Na;B407.10H,0 ¢o6zeltisinden 200 pL her bir numune {izerine
eklenmistir. Mikroplaka, 100 °C’de 10 dak inkubasyona birakilmis ve daha sonra 15 dak
oda sicakliginda sogumaya almmustir. Etanol i¢inde hazirlanmis %0,125°1lik karbazol
¢ozeltisinden 50 pL her bir kuyucuga eklenmis ve tekrar 100 °C’de 10 dak inkubasyona
birakilmistir. 15 dak oda sicakliginda sogutulduktan sonra 590/550/530 nm’de absorbans
degerleri olgiilmiis ve standart grafigi ¢izilmistir (Kanchana vd., 2013) (Cesaretti vd.,
2003).

Karbazol yontemi ile glikoz standarti i¢in de yukaridaki prosediir tekrarlanmustir.

CTAB yonteminde; ticari HA standarti i¢in farkli derisimdeki (1000-0 ppm
araliginda) numuneler ve kor 50 pL olacak sekilde olmak iizere kuyucuklara eklenmistir.
50 pL 0,1 M sodyum fosfat (pH 7,0) tamponu kuyucuklara ilave edilmis ve 37 °C’de 15
dak inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra her bir kuyucuga %2 NaOH iceren CTAB
¢ozeltisinden 100 pL eklenerek 37 °C’de 10 dak inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucu 37
°C’de 600 nm’de absorbans degerleri 6lglilmiis ve standart grafigi ¢izilmistir (Oueslati
vd., 2015) (Oueslati vd., 2014).

CTAB yontemi ile glikoz standarti i¢in de yukaridaki prosediir tekrarlanmistir.
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4.2. Hiyaluronidaz (Hyase) Kriyojel Kolon Hazirlanmasi ve Kullanim

Elde edilen yiiksek molekiil agirlikli HA’nin diisiik molekiil agirhikli HA’ya

doniistiiriilmesi i¢in Hyase enzimi igeren kriyojel kolon su sekilde hazirlanmistir:

2,5 mL kolon hacmi i¢in; 2612,5 pL H2O, 53,06 mg MBA ve 281,25 puL
HEMA'’dan olusan stok ¢ozelti hazirlanmistir. Bu stokdan alinan 1900 pL ¢6zelti, 553,85
uL 3000 ppm Hyase enzimi ve 76,875 uL MATry-Ru(bipy).-MAT ile 2 s inert bir
ortamda (azot gazi1 altinda) muamele edildikten sonra reaksiyon baslatici ajanlar APS ve
TEMED soguk ortamda ilave edilmis ve kriyojel kolon polimerizasyon siirecinin
tamamlanmasi i¢in 1 gece -20 °C’deki buzdolabina kaldirilmigtir. Hazirlanan kolon H20

ile yikanarak kullanim i¢in +4 °C’de muhafaza edilmistir (Say vd., 2009).

Hyase kolon ile immobilize sistemi kurmadan 6nce kolon saf su ve daha sonra 0,1
M Sodyum asetat tamponu (0,15 M NaCl igeren, pH 5,4) ile yikanmig (Ingham vd., 1979)
ve 40 mL HA numunemiz Gorsel 4.3°deki i¢inde immobilize Hyase kolon bulunan

immobilize sisteme eklenmistir.

Gorsel 4.3. Immobilize Hyase kolon sistemi

Immobilize sistem Hyase enziminin c¢alistigi pH 5,4 ve 37 °C’de 100 rpm hiz ile
inkiibasyona birakilmigtir. 2 s’de 1 ve her seferinde 5’er mL olmak {izere toplamda 5

numune toplanmuistir.
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4.3. MATyr-Ru(bipy)2-HA Sentezi

MATyr-Ru(bipy).-HA  sentezi i¢in (Say vd., 2009)’nin  gelistirdigi
RuCl(bipy)o.MAT kompleks kullanilmis ve sentez siireci su sekilde agiklanmistir (Sekil
4.1);

RUCI(MAT)(bipy)2 (0,1 g, 1,4x10™* mmol), 10 mL etanolde ¢dziilerek, ¢dzelti 0
°C’ye sogutulmustur. 100 uLL Nets eklenerek 30 dak. karismaya birakildiktan sonra oda
sicakligina getirilen karisimin tizerine HA (0,1 M, 1 mL) ¢ozeltisi azot ortaminda ilave
edilmistir. Reaksiyon 6 s 70 °C’de reflaks edildikten sonra 12 s oda sicakliginda
karismaya birakilmistir. Reaksiyon bitiminde ¢oziicli uzaklastirilmis ve elde edilen kati

madde eterle yikanarak kurutulmustur.
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Sekil 4.1. bis(2-2 -bipiridil)MAT-HA Rutenyum(ll), Ru(bipy).MATyr-HA reaksiyonu

4.4. Lipozom Sentezi
4.4.1. Bos lipozom sentezi

Lipozomdaki lipid ¢ift tabakay1 olusturmak i¢in fosfolipid olarak DOPC ve MPC
biyomonomer, lipidler arasi tampon bdlgeyi olusturmasi adina da Chol kullanilmistir.
DOPC:MPC:Chol, 4:2:1 molar oraninda olmak {iizere kloroform:metanol 3:1 (v/v)

karisimi iginde ¢oziilmiistiir. Ince film olusturmak iizere RotaVap cihazi ile ¢dziicii

tamamen uzaklastirilmistir (Arpicco vd., 2013) (Jiang vd., 2012) (Qi vd., 2016).

Olusan ince film, 5SmM HEPES tamponu (pH 7,4) ile hidratlanmis ve 60 °C’de 15
dak sonike edilmistir. Daha sonra, siiziilen numune +4 °C’de 1 gece bekletilmistir (Park

vd., 2014).
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4.4.2. sSiRNA enkapsiilasyonu

SiIRNA kapsiillenmis lipozom sentezi igin ince film ve sonikasyon prosediirii
yukaridaki bos lipozom sentezine gore ayni sekilde yapilmistir. Ancak; lipozom igine
kapsiillenecek olan siRNA (stok ¢ozelti, 80 nguL™) 100 pL stok ¢dzeltiden alinarak, 8
mL’lik hidratlama ¢6zeltisine eklenmis ve hidratlama bu ¢ozeltiyle yapilmistir. Sonraki
asamalar bos lipozom Ornegindeki gibi devam etmis ancak baglanmayan siRNA’y1
uzaklagtirmak i¢in 30 kDa’luk ultrasantrifiij tiipti kullanilarak +4 °C’de 4000 rpm’de 45
dak santrifiij yapilmistir. Baglanmayan siRNA’nin bulundugu kismin absorbans degerleri
260 ve 280 nm’de ELISA okuyucu ile okunarak, baglanmayan siRNA miktar1 not
edilmistir. Olgiimler 3 tekrarlidir.

4.4.3. MATyr-Ru(bipy)2-HA ve GFP ile yiizey modifikasyonu

Lipozom yiizeylerinin modifikasyonu, MATyr-Ru(bipy).-HA ve GFP ile
yapilmustir. i1k olarak, siRNA enkapsiile lipozom iceren 2 mL 6rnek i¢ine 100 ppm olacak
sekilde MATyr-Ru(bipy).-HA eklenmis ve azot ortaminda 10 pL reaksiyon baslatict
amonyum persiilfat (APS, 100 mgmL™?) ilavesiyle 1 gece karismaya birakilmistir. Daha
sonra 10 kDa’luk ultrasantrifiij tipii kullanilarak baglanmayan MATyr-Ru(bipy)2-HA’y1
uzaklastirmak i¢in +4 °C’de 4000 rpm’de 45 dak santrifiij yapilmistir.

Ayni sekilde; GFP (1 ppm) stok ¢ozeltisinden, santrifiij edilmis siRNA enkapsiile
ve MATYyr-Ru(bipy)2-HA modifiye 2 mL lipozom 6rnegine 250 pL eklenmis ve azot
ortam altinda 10 pL reaksiyon baslatict APS (100 mgmL™) ilavesiyle 1 gece karismaya
birakilmigtir. Baglanmayan GFP’y1 uzaklastirmak icin 10 kDa’luk ultrasantrifiij tlipii
kullanilarak +4 °C’de 4000 rpm’de 45 dak santrifiij yapilmistir.

4.4.4. Enkapsiile olmamis SiRNA, baglanmamis MATyr-Ru(bipy)2-HA ve GFP’nin
uzaklastiriimasi

Enkapsiile olmus SIRNA ve yilizey modifikasyonu yapilmis lipozom (nihai
lipozom) ¢ozeltisi i¢cinde mevcut baglanmamis maddelerin uzaklastirilmasi amaciyla

ultrasantrifiij (Lavanya vd., 2016) yontemi kullanilmistir.

Ultrasantrifiij islemi (10 ve 30 kDa’luk tiipler ile), +4 °C’de 4000 rpm’de 45 dak,
lipozom numunesinin 3 kez HEPES tamponu (pH 7.4) ile yikanmasiyla yapilmus,
sirasiyla  baglanmayan MATyr-Ru(bipy).-HA, SiRNA ve GFP  maddelerinin

uzaklagtirilmasi saglanmistir.
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Enkapsiile SIRNA verimini 6grenmek i¢in Triton X-100 ile lipozomlarin hidrolizi
saglanmis, santrifiij sonucu siipernatanta salinan siRNA’nin derisimi 260 ve 280 nm’de

UV absorbans degeri dlgiilerek hesaplanmistir.

Baglanmayan molekiillerin uzaklastirildigi nihai lipozomlar 2 hafta icinde
kullanilacaksa +4 °C’de, kullanilmayacaksa da nihai lipozom siispansiyonuna %10’luk
(w/v) sukroz ¢ozeltisinin siispansiyon:sukroz orani 1:2 (v/v) olacak sekilde eklenmesi ve
ardindan liyofilize edilmesiyle -80 °C’de daha uzun siire saklanmasi saglanmistir (Ravar

vd., 2016) (Hayward, Wilson, & Kidambi, 2016).

4.5. Karakterizasyon Calismalari

HA hedefli lipozom sentezi i¢in saflagtirilan HA’nin miktar tayini, molekiiler
agirhik ve FT-IR analizi; Hyase kolonunun sisme testi, yiizey morfolojisi ve FT-IR
analizi; MATyr-Ru(bipy).-HA kompleksi i¢in FT-IR analizi gibi karakterizasyon
caligmalarinin yani sira lipozomlar i¢in de boyut analizi, zeta potansiyeli, ylizey
morfolojisi ve enkapsiilasyon verimi, gibi karakterizasyon c¢alismalari yapilmis ve

sonuclar yorumlanmustir.

45.1. HA
Streptococcus equi bakterisinden fermantasyon yolu ile HA iiretimi sonucu HA

miktar tayini, CTAB yontemiyle ticari HA kullanilarak olusturulmus standart grafigi ile

hesaplanmustir.

Jel Gegirgenlik Kromotografisi (GPC) cihaz1 kullanilarak saflastirilan HA’nin
sahip oldugu molekiiler agirlik, kromotografik olarak belirlenmistir. GPC’de PL aquagel-
OH 8um’lik kolon kullanilmis ve %0,02°lik NaNs c¢ozeltisiyle kolon yikanmistir.
ImLdak? akis hiz1 ile GPC cihazinda refraktif indeks dedektorii ile hem ticari hem de

izolasyonu saglanan HA tayin edilmistir.

Saflagtirilan HA’nin fonksiyonel gruplari da ticari HA ninkilerle karsilagtiriimak

tizere FT-IR analizi ile gdzlemlenmistir.

4.5.2. Hyase kriyojel kolon

Kuru Hyase kriyojel kolon £0,0001 duyarlilikla tartilmis ve bu deger wi olarak

kaydedilmistir. Kuru olan polimer oda sicakliginda 50 mL H2O ig¢inde 24 s boyunca
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bekletilmis ve sisen polimer tartilmistir, bu deger de ws olarak kaydedilmistir. Denklem

4.1 ile kolonun yiizde su tutma kabiliyeti hesaplanmistir.

We — W;

Sisme Orani (%) = [ ] X100 4.2)

w;

Hyase kriyojel kolona ait, alinmis ince bir kesit oda sicakliginda kurutulmus ve
daha sonrasinda vakum altinda altin ile kaplanarak SEM cihazi ile yiizey morfolojisine

ait goriintiiler alinmustur.

Hyase kriyojel kolondan belli bir kesit alinmig ve KBr ile tablet haline getirilen

maddenin spektrumu FT-IR cihazi ile alinmistir.

4.5.3. MATyr-Ru(bipy)2-HA
ANADOLUCA yo6ntemine gore sentezlenmis olan MATyr-Ru(bipy)2-HA metal

selat komplekslerine ait fonksiyonel gruplar1 goriintilemek amaciyla KBr tablet

yardimiyla FT-IR spekturumu ile belirlenmistir.

4.5.4 Lipozom

Tim lipozomlarin boyut analizi dynamic light scattering (DLS) prensibine
dayanarak ZetaSizer cihazi ile ve zeta potansiyeli de ayni sekilde uygun kiivetler
kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Zeta boyut analizi i¢in numuneler ultrasonik su banyosunda 10

dak dispers edildikten sonra akabinde analizler gergeklestirilmistir.

Lipozomlarin yiizey morfolojisini incelemek i¢in SEM cihazi ile goriintiiler
almmistir. Lipozom numuneleri, ultrasonik banyoda dispers edildikten hemen sonra
Piranha c¢ozeltisiyle temizlenmis olan silisyum ylizeylere 3’er pL olacak sekilde
damlatilmis ve oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Daha sonra numulerin oldugu
silisyum yiizeyler vakum altinda altin ile kaplanmis ve SEM cihazinin 6rnek haznesine

yerlestirilerek lipozomlarin ylizey morfolojisine ait goriintiiler alinmistir.

Ayrica: siRNA enkapsiile lipozomun kapsiilleme verimi de ultrasantrifiij teknigi ile
Denklem 4.2°ye gore belirlenmistir. Denklem 4.2°deki wtop, ince filmi hidratlamak i¢in
kullanilan ¢ozelti icindeki toplam siRNA derisimi olup, weagy da enkapsiile olmayan

siRNA derisimini ifade etmektedir.
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Wtop — Whag

EE (%) = l lX 100 (4.2)

Wiop

Baglanmayan MATyr-Ru(bipy)2-HA ve GFP’yi uzaklastirmak i¢in de ultrasantrifiij

teknigi kullanilmis; sirasiyla CTAB yontemi ve floresans Ol¢limii ile belirlenmistir.
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5. BULGULAR
5.1. HA
5.1.1. HA miktar tayini

CTAB yontemi ile besiyer ortamindaki HA ile setiltrimetilamonyum bromiir
arasinda c¢oziinmeyen komplekslerin olusumu sonucu HA miktar tiirbidimetrik olarak
kolaylikla ve hizli bir sekilde Glgiilebilirken, Karbazol yontemi Kiiltiir besiyeri igindeki
glikoz ve polisakkaritler siilfiirik asit ve karbazol ile de reaksiyon olusturarak sonuglari
yanilttig1 (Gorsel 5.1), protein denatiirasyonu ile yontemin uygulanmasini zorlastirdigi ve
de derisik asit ile ¢alisilmasindan kaynakli tehlike olusturdugu i¢in daha az tercih sebebi

olmaktadir (Song vd., 2009).

Bes1yer1 HA Glikoz

0 Y @@;QA\Q&

om.@ X )

Gorsel 5.1. Karbazol ile besiyeri, HA ve glikoz reaksiyonu (Song ve vd., 2009)

Sekil 5.1°de gorildiigii gibi karbazol’iin glikoz ¢ozeltisi ile gostermis oldugu
reaksiyon sonucu elde edilen absorbans degerleriyle Sekil 5.2°deki karbazol’iin HA ile
gostermis oldugu reaksiyon sonucundaki absorbans degerleri hemen hemen ayni

cikmaktadir.
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Sekil 5.1. Karbazol yénteminin glikoz ile reaksiyonunu gésteren kalibrasyon grafigi

Absorbans (530 nm)

0 200 400 600 800 1000 1200
Glukuronik Asit Derisimi (ppm)

Sekil 5.2. Karbazol yontemi ile HA standart grafigi

Karbazol yonteminin sinirliliklarindan dolay1r HA miktar tayini icin CTAB yontemi
uygulanmis ve Sekil 5.3’de CTAB’1n glikoz ile reaksiyon gostermedigi goriilmektedir.
HA miktar tayini icin CTAB yontemiyle ticari HA kullanilarak standart grafigi Sekil
5.4°deki gibi olusturulmustur.
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Sekil 5.3. CTAB yéntemi ile glikozun reaksiyonu
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Sekil 5.4. CTAB yontemi ile HA standart grafigi
5.1.2. HA molekiiler agirhk analizi

S. equi’den izole edilmis HA’nin molekiiler agirlik analizi i¢gin GPC cihazi
kullanilmis; karsilastirma i¢in oncelikle Sekil 5.5°deki ticari HA kromotogrami ve daha
sonra izole edilen HA igin Sekil 5.6’daki kromotogram elde edilmistir. Sekil 5.6’daki
mevcut piklerin sahip oldugu degerler, Sekil 5.7°de gosterilen Sar1 Vial Kalibrasyon
grafigine gore hesaplanmis ve HA’nin molekiiler agirligi yaklasitk 95 kDa olarak

Olctilmiistiir.
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RID1 A, Refractive Index Signal (AYCABAKHATICARD.D)

0 2 4 10 12 14 min
Ol ]
File Information # Time Area Height Width  Area® Symmetry
LCFile [HATICARDD = 1 1.004 147.4 102 01755 0083 | 0187
File Path | C:AHPCHEM1\DATAAYCABAKY ? 1537 52126 908 (16788 2933 | D40E
Date | 27Hov17, 135332 m 3 2203 427242 1577 31949 | 040 | 2272
Sample | ticarHA 1mg/ml ] 5,855 938315 16082 0834 | BBI72 | 0593
Sample Info | ellient su%0,02 Nah 3], hidiofikolor, akis hizi 1 ml 5 3144 15734 w7 03703 0885 | D486
ak coziicii su £ 9259 iR 5794 (16441 15886 | 0284
Barcode
Operator | ayga

Sekil 5.5.

Ticari HA kromotogrami (GPC)

RID1 A, Refractive Index Signal (AvCABAKMHABAKTET.L)

nRIU
G000 |

] 25 & 7A 10 12.8 15 17.8 20 22.5
“
File Inf i Time Area Height Width Area% Symmetry
LC-File | HABAKTEL.D = 1 0.865 .4 354 0.285 0.307 017
File Path | C:AHPCHEMYMDATANAYCABAKY 2 1.261 2616.1 121.2 0.2993 1111 047
Date | 27-Hov-17, 1310:50 ] 3 7145 55104 2176.2 0.3659 23412 0.746
Sample | BakteridHATmg ml 4 5293 E2005.5 33T 0.2553 26.344 1.365
Samnple Info| ellient su%0,02 MaM 3], hidrofilikolon, akis hizi 1 ml 5 8.875 ES78.5 461.7 0.2224 2795 1.1
k. piiziicl su B 9515 1078699 7114.2 0.2433 46.830 177
Barcode 7 23.89 4232 9.4 0.5443 0180 3BE-2
Operator | ayga 3 2472 526 4.4 0.1588 0022 | 9.18E-2

Sekil 5.6. S.equi’den saflastirilan HA kromotogrami (GPC)
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=-1,0798x +12,695.

Sekil 5.7. Sar1 vial kalibrasyon grafigi (GPC)

Sekil 5.6 kromotogrami incelendiginde ge¢ gelen piklerin ¢ok kiigiik molekiil
agirliklarina sahip oldugu ve bunlarin da numune igindeki safsizliklar oldugu
diisiiniildiigii icin Sephadex G-75 ile boyut ayrimi1 prensibine goére HA nin saflagtiriimasi
miimkiin olmustur. Boylece toplanan her bir fraksiyon i¢cin CTAB ile HA tayini yapilmis
(Sekil 5.8) ve HA igeren fraksiyonlar toplanrak, diger maddelerden daha yiiksek molekiil

agirligina sahip HA nin safsizliklardan kurtulmasi saglanmistir.

0,12

0,08

Absorbans (600 nm)

0 2 4 6 8 10 12 14
Fraksiyon sirasi

Sekil 5.8. Sephadex G-75 ile toplanan fraksiyonlarda CTAB ile HA tayini
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Sephadex G-75 ile saflastirilan yaklasik 95 kDa olan HA nin daha kisa zincirli hale
getirilmesi i¢in kullanilan Hyase kolon sonrasi her 2 saatte 1 alinan 5 6rnegin tiimii i¢in
GPC cihaz1 ile molekiil agirlik tespiti yapilmis ve sonuglarin ayni oldugu bu nedenle 2
s’lik bir siirecin yeterli oldugu goriilmiis olup (Sekil 5.9) ve yaklasik olarak 5 kDa olmak

tizere kisa zincirli HA elde edilmistir.

RIDA A, Refractive Index Signal (AT CABAKZEAATHAD.D)

nRIU -
12000 —
10000 4
|000 4
6000 §
4000 —:
2000 4
1 =]
| oHE
0-, =
| T I I |
a 2 4 ] =] 10
[T
File Inf ki # Time Area Height Width Area% Symmetry
LC-File | 25A4THAD.D = [ 6.145 1.7 1497 0.082 0.186 0.752
Filz Path | CAHPCHEMATNDATAMAYCABAKY N 7 6.246 1402 167.3 01088 0.277 0.463
Date | 25-Dec-17, 120202 2 £.37E S80.6 188 0.0852 0.153 0.714
Sample | 2 saatHA 1mg/ml 3 6.469 15235 2047 0.0933 0.3M 0.546
Sample Info | eliient sul%0,02 NaM 3), hidrofiikolon, akis hizi 1 ml 10 6.606 20443 2281 01089 0.403 0.625
k. gziicli su 11 7153 142131 4206 0.4398 2.804 2158
Barcode 12 7408 11270.8 4346 03112 2224 | B.OSE-2
Operator | ayga 13 835 153524.7 78395 0.2947 30.291 1.636
Method |DEF_LC.M 14 9.418 3157461 13546.6 0.3432 £2.297 1.285
Analysis Time | 11.988 min 15 11.882 3238 343 01188 0.054 2.062

Sekil 5.9. Hyase kriyojel kolon ile HA zincirlerinin kirtldigini gésteren kromotogram (GPC)

5.1.3. HA, FT-IR analizi

S. equi’den saflastirilan HA’nin fonksiyonel gruplarini incelemek i¢in FT-IR
analizi (Sekil 5.10) yapilmis ve bu sonucu ticari HA ile karsilastirmak i¢in ticari HA nin
da Sekil 5.11°daki FT-IR analizi incelenmistir. Sekil 5.10°daki saflastirllan HA
spektrumu icin 3414,94 cm™ frekansinda (-OH) ve (-NH) gerilme titresimleri, 1638,17
cm? frekansinda (C=0) gerilme titresimi, 1618,21 cm™ frekansinda (-COQ") grubunun
(C=0O)’nun asimetrik gerilimi, 1400,64 cm™ frekansinda (COO") simetrik gerilimi,
1081,06 cm™ frekansinda (-C-O-C-) sakkarit birimlerine ait bantlar gézlemlenmis ve

Sekil 5.11°daki ticari HA’nin FT-IR analiziyle de 6rtiismektedir.
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447
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41
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 400
cm-1
Name Description
S.equi-HA  Sample 246 By Administrator Date Tuesday, December 26 2017

Sekil 5.10. S. equi'den saflastirilan HA nin FT-1R spektrumu

69.9q
69.57
69.0
68.5
68.04
486.450m-1, 67.80%T
67.5
67.01
66.57 1630.86cm-1, 66.69%T

1081.06cm-1, 66.25%T

66.04
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65.3: T T T T T T ——
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Name Description
Ticari HA-2  Sample 239 By Administrator Date Friday, December 22 2017

Sekil 5.11. Ticari HA 'min FT-IR spektrumu
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5.2. Hyase Kriyojel Kolon
5.2.1. Sisme testi

Hyase kriyojeli ¢apraz baglar iceren ve hidrofilik 6zellik gésteren bir polimer olup,
polimerik yapis1 geregi yiiksek molekiil agirligina sahip ve suda ¢dzlinmemektedir.
Yapisina su alma ve sisme 6zelligi kriyojelinin ¢apraz bag derecesine ve hidrofilitisine
baglidir. Sentezlenen Hyase kriyojel kolonun kuru agirligt 183,6 mg olup, su ile
doyurulmus kriyojelin agirligr ise 1891,1 mg olarak tartilmis ve su tutma kapasitesi %930
olarak hesaplanmistir. Yiiksek sisme derecesine sahip kriyojeller, makro gbzeneklilige

sahip olmaktadir.

5.2.2. Yiizey morfolojisi

Hyase kriyojelinin yilizey morfolojisi SEM cihazi kullanilarak incelenmis ve Sekil
5.12-A’deki ¢apraz bagli polimerik yapinin oldukga genis gézeneklere ve biiylik yiizey
alanina, bos kriyojelin de (Sekil 5.12-B) ayni 6zelliklere sahip oldugu SEM goriintiileri

ile gozlemlenmistir.

gnal A = InLens
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WD = 3.1mm

Sekil 5.12. Kriyojel kolona ait SEM gériintiileri; Hyase kriyojel (A), Bos kriyojel (B)

5.2.3. FT-IR analizi
Hyase kriyojelinde (Sekil 5.13) HEMA ve bis-akrilamid igin; 3428,25 cm
frekansinda (-OH), 2953,02 cm™ frekansinda (C-H) gerilimi, 1726,79 cm™ frekansinda
(C=0), 1399,87 cm™ frekansinda (CH3) biikiilmesi ve 1160,38 cm™ frekansinda (C-N)

gerilimi olmak {izere fonksiyonel gruplara ait pikler gozlemlenmektedir.

%T

4000 3500 3000 2500 1 2000 1500 1000 500 400
cm-

MName Description
— Hyasekolon2 Sample 223 By Administrator Date Friday, December 15 2017

Sekil 5.13. Hyase kriyojel kolon FT-IR spektrumu
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5.3. MATyr-Ru(bipy)2-HA
5.3.1. FT-IR analizi

ANADOLUCA yontemine gore sentezlenmis MATyr-Ru(bipy)2-HA kompleksine
ait FT-IR spektrumu Sekil 5.14’deki gibidir. Buna gére; 3421,91 cm™ frekansinda (-OH)

gruplari mevcut olmakla beraber HA’ya ait (-OH) gruplar1 3421,91 cm™ frekansina

kaydigi icin MATyr-Ru(bipy).’ye koordine oldugu gézlemlenmistir.

759

N
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Lo
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671 |
1424.60cm-1, 67.12%T

661
657
\
641
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1575.59cm
63 \

63.12%T

649.35cm-1, 70.22%T
840.94cm-1, 70.00%T

63 y v y v T v
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
cm-1
Name Description
————— MATRuUHA 22.12.17 Sample 240 By Administrator Date Friday, December 22 2017

Sekil 5.14. MATyr-Ru(bipy)>-HA FT-IR spektrumu

5.4. Lipozom

5.4.1. Bos lipozom

500 400

Sentezlenen i¢i bos ve ylizeyi modifiye edilmemis lipozom i¢in boyut analizi ve

zeta potansiyeli, numune 10 dak ultrasonik su banyosunda dispers edildikten sonra

lipozomlarin ortalama boyutu (Sekil 5.15) 92,58 nm ve PdI degeri 0,266; ayrica zeta

potansiyeli de -8,02 mV olarak dl¢lilmiistiir (Sekil 5.16).
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Size Distributi R rt by Int i
v2l|2ze istribution Report by Intensity A
Malvern

Sample Details
Sample Name: DOPC:MPC:Chol 241117 3

S0P Name: mansettings.nano

General Notes:

File Name: ychirdts Dispersant Ham... Water
Record Number: 37 Dispersant RI: 1,330
Material RI: 1,59 Viscosity (cP): 0,85872
Material Absorbtion: 0,010 Measurement Date and Time: 24 Kasim 2017 Cuma 18...
System
Temperature (*C}: 25,0 Duration Used (s): 70
Count Rate [kcps): 2121 Measurement Position (mm): 5,50
Cell Description: Clear disposable zeta cell Attenuator: 7
Results
Size {d.n... % Intensity: 5t Dew (d....
Z-Average (d.nm}: 3255 Peak 1: 1341 1000 84,83
Pdi: 0,268 Peak 2: 0,000 0.0 0.000
Intercept: 0,898 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result Good
Size Distrivution oy mensky
=
<
=
=
&
=
£

Stze (d )

—— [Recond 35 DOPCMPCCROl 24.11.17 1 Fiecond 35 DOPCMPCCOl 241117
——— Record 37 DOPCMPC.CROI 241117 3

Mk ImaE T e
wamhemsm

Sl nwma i
Fmzzrz Muamser 3T
24 MR I0NT EERTE

Sekil 5.15. Bos lipozom i¢in boyut analizi
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Zeta Potential Report

w23

Matvarm Imetraments e - © Copyght 2008

Malvern

Sample Details

Sample Name:
S0P Name:

General Notes:

DCOPC:M

C:Chol-zeta potansiyeli-24.11.17 3

mansettings.nanc

File Mame: ychirdts Dispersant Nam... Water
Record Number: 40 Dispersant RI: 1,330
Date and Time: 24 Kasim 2017 Cuma 18:47 ... Viscosity (cP): 08872
Dispersant Dielectric Const... 785
System
Temperature (*C}): 25,0 feta Runs: 12
Count Rate [keps): 1241 Measurement Position (mm): 2,00
Cell Description: Clear disposable zeta .. Attenuator:
Results
Mean (mV) Area (%) 5t Dev (mV)
Zeta Potential {mV}: -5,82 Peak 1: -8,62 100.0 3,48
Zeta Deviation (mV}: 2,48 Peak 2: 0,00 0.0 0.00
Conductivity (mS/cm): 0,181 Peak 3: 0,00 a0 0.00
Result
Zefa Polentlal Distrioution
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I
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ot
=100 1] 100 20
Appanent Zeta Pofentlal {mV)
— [Record 35 DOPCM Chol-zeta potansiyell-24 1117 1
Fecord 39: DOPCW Chokzeta potanslyell-24.11.17 2
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Sekil 5.16. Bos lipozom i¢in zeta potansiyeli

Sentezlenen bos lipozomlarin yiizey morfolojisti SEM

cihazi1 kullanilarak

incelenmis (Sekil 5.17) olup numuneye 78.58 K X ve 40.12 K X biiyiitme uygulandiginda

yaklasik 74,91 ve 95,54 nm boyutlarinda kiiresel yapiya sahip vezikiillerin mevcut oldugu

ve zeta boyut analiziyle Ortiistiigli gorilmustiir.
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Sekil 5.17. Bos lipozomun SEM gériintiileri
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5.4.2. siRNA enkapsiile, MATyr-Ru(bipy)-HA ve GFP modifiye lipozom (nihai
lipozom)

Numune 10 dak ultrasonik su banyosunda dispers edildikten sonra nihai
lipozomlarin boyutu (Sekil 5.18) ortalama 89,23 nm, Pdl degeri 0,268; ayrica zeta
potansiyeli de -2,76 mV olarak olgtilmistiir (Sekil 5.19).

Size Distribution Report by Intensity A
| Malvern

Sample Details
Sample Name: esiRNAenk ve MATRuHA modifiye lipozom 1
S0P Name: mansettings.nano

General Notes:

File Name: ychirdis Dispersant Nam... Water
Record Humber: S0 Dispersant Rl: 1,330
Material RI: 1,59 Viscosity (cP): 08872
Material Absorbtion: 0,010 Measurement Date and Time: 27 Aralik 2017 Carsamba...
System
Temperature [*C}: 25,0 Dwration Used [s}: 70
Count Rate (keps): 1964 Measurement Position {mm}: 5.50
Cell Description: Clesr disposable zeta cell Attenuator: 7
Results
Size (d.n... % Intensity: 5t Dewv (d....
Z-Average {d.nm}. 53,23 Peak 1: 128.0 1000 20,25
Pdl: 0,288 Peak 2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,928 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result Good
Size Distrioution by Inensiy
12
< &
B
g e
=
o 47
=
2
21 1 10 1000 10000
Size (drm)
[ [Recond 50 esifiNA enk. ve MATRuHA modifiye lipozom 1
Facond 51: esIRNA ank. ve MATRUHA modiys lipozom 2|
[——— Reocord 52 eslRNA enk ve MATRUHA modifye lipozom 3
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Sekil 5.18. Nihai lipozom igin boyut analizi
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Zeta Potential Report
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Sample Details

Sample Hame:
S0F Name:

General Notes:

esiRMA enk.ve MATRuHA medifiye lipozom 2

mansettings.nano

File Hame: ychérdts Dispersant Nam... Water
Record Number: 48 Dispersant RI: 1,320
Date and Time: 27 Arshk 2017 Cargamba 11:...  Viscosity (cP): 08872
Dispersant Dielectric Const... 785
System
Temperature (*C}): 25,0 Zeta Runs: 12
Count Rate [keps): 82,2 Measurement Position (mm}): 2,00
Cell Description: Clear disposable zeta ... Attenuator:
Results
Mean (mV) Area (%) 5t Dev (mV)
Zeta Potential {mV): -2.78 Peak 1: -278 100.0 382
Zeta Dewviation (mV}: 2,82 Peak 2: 0,00 a0 0,00
Conductivity (mS/em): 0,770 Peak 3: 0,00 0.0 0,00
Result
Zefa Pofiential Distribution
x]RS
£
] : : :
T
e : : : :
a
-100 a 100 20
Appanent Zeta Potertlal [mv)
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Sekil 5.19. Nihai lipozom igin zeta potansiyeli

Nihai lipozomun yiizey morfolojisi SEM cihazi kullanilarak incelenmis ve 11.29K

X biiyiitme giicli uygulandiginda Sekil 5.20°deki gibi yaklasik olarak 58,22, 82,33 ve

158,4 nm boyutlarina sahip kiiresel vezikiiller gozlemlenmistir. Bu sonuglar da ZetaSizer

ile edinilen boyut bilgisiyle ortiismektedir.
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Sekil 5.20. Nihai lipozomun SEM goriintiisii

Yiizde enkapsiilasyon verimini (%EE) hesaplamak i¢in hidratlama agamasinda
derigimi bilinen siRNA (Wiop) ile ultrasantrifiij sonucu siipernatant i¢indeki baglanmayan
siRNA derisimi (Wpag) Not edilip Denklem 5.1° e gore hesaplanmis ve % 57,4

bulunmustur.

Wtop — Whag

EE (%) = [ lx 100 (5.1)

Wtop

Modifikasyonu degerlendirmek i¢in de baglanmamis MATyr-Ru(bipy).-HA ve

GFP’ler uzaklastirildiktan sonra sirasiyla floresans 6l¢iimii gerceklestirilmistir.

GFP (100 ppb), 395 nm’de uyarildiginda 510 nm’de nispi floresans iinitesi (RFU)
degeri 6000 olan emisyon piki vermistir. Tek basina MATyr-Ru(bipy).-HA (100 ppm),
450 nm’de daha kuvvetli olmak iizere 630 nm’de emisyon piki vermekteyken (Sekil 5.21-
B); MATyr-Ru(bipy)-HA (1000 ppm) yalnizca 630 nm’de kuvvetli bir emisyon piki
vermistir (Sekil 5.21-A).
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Bu durumda ortamda; MATYyr-Ru(bipy)2-HA 100 ppm ve GFP 1 ppb derisiminde
bulundugu icin bu dogrultuda floresans karsilagtirmasi yapilip, Sekil 5.21-B’de
gorildigii gibi MATyr-Ru(bipy).-HA’nin = GFP’nin 510 nm’deki
sontimledigi ancak GFP’nin de MATyr-Ru(bipy)2-HA’nin 450 nm’deki emisyon pikini

floresansini

kuvvetlendirdigi gdzlemlenmistir.
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Sekil 5.21. Nihai lipozom floresans grafikleri; MATyr-Ru(bipy)2-HA (1000 ppm) (A), MATyr-Ru(bipy)-
HA (100 ppm) (B)
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6. SONUC VE YORUM

Kanser tedavileri i¢in kullanilan pek c¢ok ilag tasiyici sistemin sahip oldugu
siirliliklar dolayisiyla yeni yaklagimlarla saglik sektoriinde tistiinliiliikleriyle kendinden
sOz ettiren nanosistemleri spesifiklestirmek, hem daha etkin bir tedavi siireci sunmakita,
hem de daha az yan etkiyle hasta konforunu artirmaktadir. Pek ¢ok kanser tipinde tiimorli
dokular CD44 ad1 verilen ylizey reseptorlerine sahip olmakta ve bu reseptdrleri taniyan
biyolojik molekiiller ile kanserli dokular hedeflenerek spesifik ilag iletimi miimkiin

kilinmaktadir.

Bu ¢alismada; meme kanseri geni olan brca 1 genini susturmak ve bdylece hem
tedavi hem de kanserin ilerlemesini 6nlemek amaciyla etkin siRNA iletimini saglayacak
nanotastyici bir sistem gelistirilmesi hedeflenmistir. Model olarak, biyouyumluluklari,
etkin ilag enkapsiilasyonu saglamasi, non-toksik etkisi ve biyobozunabilirlik gibi
ozellikleri sebebiyle lipozomal bir nano yap1 gelistirilmistir. Bu dogrultuda ¢aligmanin
ilk asamasinda, lipozomal nano yapinin kanserli dokuda bulunan CD44 reseptoriinii iyi
tantyan ligandlardan biri olan HA ile modifikasyonu i¢in, HA biyopolimeri yaklasik 95
kDa molekiil agirliginda ve 586 ppm derisiminde Streptococcus equi’den Sephadex G-
75 kolon kullanilarak saflagtirilmistir. Saflagtirilan HA nin uzun zincirleri Hyase kriyojel
kolon ile kirilarak nihai HA’nin molekiil agirligi yaklasik SkDa’a diistirilmiistir. Elde
edilen HA nin karakterizasyonunda miktar tayini i¢in Karbazol ve CTAB yontemleri;
molekiiler agirlik tespiti icin (GPC cihaz1 ile) Jel Gegirgenlik Kromotografisi;
fonksiyonel gruplarinin analizi i¢in FT-IR spektrofotometrisi kullanilmistir. HA miktar
tayin i¢in kullanilan Karbazol yonteminin besiyeri ortamindan glikozla reaksiyonu
sonucu direk Olglime imkan vermemesi dolayisiyla CTAB yontemi tercih edilmistir.
Literatiirle kiyaslandiginda saflastirdigimiz HA miktarinin daha az miktardaki eldesinin,
siirekli bir pH, glikoz derisimi ve hiicre artis1 kontroliiniin miimkiin kilinamamas1 yani
fermentor sisteminin eksikliginden kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. FT-IR analizleri
incelendiginde saflastirilan HA ve ticari HA’nin benzer sonuglar verdigi de

gbzlemlenmistir.

Hedefleme ajani olarak kullanilacak HA, ANADOLUCA yontemi uygulanarak
fotosentetif metal selat yapt MATyr-Ru(bipy)>-HA  seklinde sentezlenmis ve
nanolipozom yiizeyine baglanmistir. MATyr-Ru(bipy)2-HA karakterizasyonu i¢in FT-IR

analizi yapilmistir.
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Caligsmada ikinci olarak, spesifik hedefleme yapacagimiz lipozomal nano yapinin
sentezi gerceklestirilmis ve lipozom sentezi ic¢in katyonik ve anyonik fosfolipidlerin
sebep olabilecegi toksik etkileri sergilemeyecek notral bir fosfolipid olan DOPC
kullanilmistir.  Fosfolipidler, hiicre membranlarinin yapilariyla benzer 6zellik
gosterdikleri i¢cin son derece biyouyumludurlar ve yine lipozom sentezinde bu
biyouyumlulugu bozmayacak amfifilik, makrofajlar tarafindan tutulumu 6nleyen MPC
biyomonomeri kullanilmistir. Lipozom ¢ift tabakasimin bosluklarini doldurarak daha
stabil bir yap1 elde etmemizi saglayan kolesterol de lipozom sentezinde yer almistir. Ilk
asamada, boyut olarak da stabil bir lipozom sentezi gergeklestirmek ve yontemi oturtmak
adina bos lipozom sentezi gergeklestirilmis ve karakterizasyonu i¢in SEM goriintiileri,
zeta potansiyeli ve zeta boyut analizi yapilmistir. Her bos lipozom sentezinde yaklasik
olarak ayn1 sonuglarin alinmasiyla beraber lipozom boyutu 92,58 nm olarak belirlenmis
ve bu ortalama boyut SEM goériintiileriyle de desteklenmistir. Ayrica lipozomal yapinin
kiiresel vezikiiler sekli de ayni sekilde SEM goriintiileriyle gozlenmektedir. Bos

lipozomlarin zeta potansiyeli de -8,62 mV olarak dl¢iilmiistiir.

Bos lipozom sentezinin ardindan Oncelikle bir model olarak meme kanseri geni
BRCA 1 genini susturacak olan siRNA brca 1’in lipozom igine enkapsiilasyonu
saglanmistir. Enkapsiilasyon verimini belirlemek i¢in baglanmayan siRNA’lar
uzaklastirilmis ve daha sonra mevcut lipozomlarin fosfolipid tabakalar1 parcalanarak
enkapsiile olan siRNA’nin ortama salinimi sonucu UV absorbans dlgiimleri yapilmis ve

enkapsiilasyon verimi % 57,4 olarak bulunmustur.

Bu calismada son olarak; c¢alismanin asil amaci olan spesifik hedeflemeyi
saglayacak MATyr-Ru(bipy)2-HA ve ikincil hedefleme ajan1 olarak kullanilacak
floresans 6zellikteki GFP ile siRNA enkapsiile lipozomun ylizey modifikasyonu sirastyla
yapilmustir. Oncelikle ANADOLUCA ydntemine gére MATyr-Ru(bipy)2-HA kompleksi
nanolipozomlara baglanmis ve ardindan Floresans 6zellikteki ikincil hedefleme ajami
olarak da kullanilabilecek GFP, nanolipozomlara ¢apraz baglanmistir. GFP (100 ppb)’nin
floresansi tek basina olctildiigiinde 510 nm’de nispi floresans tnitesi (RFU) degerinin
6000 oldugu, baglandiktan sonra RFU degerinin 5000’e diismesinin yan1 sira emisyon
pikinin 450 nm’ye kaydig1 gozlemlenmistir. Bu sonugla; baglanmanin gercgeklestigi,
ancak MATyr-Ru(bipy)2-HA nin GFP’nin 510 nm’deki floresansini soniimledigi; ayni
sekilde GFP’nin de MATyr-Ru(bipy)2-HA nin (100, 1000 ppm) 630 nm’deki floresansini
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soniimledigi, ancak GFP’nin baglanmasiyla beraber MATyr-Ru(bipy)2-HA nin (100
ppm) 450 nm’deki floresansini kuvvetlendirdigi, boylece daha yiiksek bir RFU degerinde
ve 450 nm’de floresans ozellik gosterdigi gozlemlenmistir. Baglanmayan molekiiller
ultrasantrifiij teknigi ile uzaklagtirilmis ve nihai lipozomlarin karakterizasyonu i¢in SEM
goriintiileri, zeta potansiyeli ve zeta boyut analizi yapilmistir. Zeta boyut analizine gore
ortalama boyut 90 nm olarak bulunmus ve bu sonuglarin SEM goriintiileri ile ayni
cercevede oldugu goriilmekte olup kiiresel vezikiil seklini de korumaya devam etmistir.
Ayrica ylizey modifikasyonu sonucu nihai lipozomun zeta potansiyelinin, bos lipozomun
zeta potansiyeli ile farklilik gostermesi beklenmis ve -2,76 mV degeri ile beklenen

degisim gerceklesmistir.

Literatiirde HA modifiye ya da siRNA enkapsiilasyonu ile ilgili pek ¢ok ¢aligma
olup; Tiantian vd., lenfatik hedeflemeyi degerlendirmek igin dositaksel yiiklii hem yiiksek
hem de diisiik molekiil agirligina sahip HA ile modifiye lipozomlar hazirlamis ve diisiik
molekiil agirlikli HA ile modifiye lipozomlarin lenfatik drenaji ve lenf nodu alimim
gelistirdigini bu yiizden de tedavi i¢in daha etkin oldugunu gézlemlemislerdir (Tiantian
vd., 2014). Ravar vd., meme kanseri i¢in HA modifiye ve Paklitaksel enkapsiile, boyutlari
ortalama 107 nm ve zeta potansiyeli yaklasik -9 mV olan, %92°lik bir enkapsiilasyon
verimi ile lipozom sentezi ger¢eklestirmislerdir (Ravar vd., 2016b). Baska bir ¢caligmada
da; gemsitabin yiiklii ila¢ igeren ve pankreatik adenokarsinoma hiicrelerine yonelik HA
ile hedeflenmis ortalama 150-190 nm boyutlarinda lipozomlar sentezlenmis olup HA ile
hiicresel lokalizasyonun daha iyi anlagildigi ayrica HA modifiye lipozomlarin hiicre
biiylimesini geleneksel lipozomlardan daha fazla inhibe ettigi goriilmiistiir (Arpicco vd.,
2013). Floresans ozellikteki R8 ve polyarginin hedefli, ortalama 50-200 nm boyutlarinda,
pozitif bir zeta potansiyeline sahip ve ile lipozom gelistiren Zhang vd. SIRNA
enkapsiilasyonu gergeklestirerek gen iletimininin bu sekilde miimkiin olabilecegini
saptamiglardir (Zhang vd., 2006). sSiRNA gen iletimi igin sadece lipozomlar degil diger
nanopartikiiller de kullanilmis; Patil vd. ortalama lusiferaz hedefli siRNA yiiklii PLGA
nanopartikiiller sentezlemisler ancak stabilite ve sitotoksisite gibi sorunlarla
karsilasmislardir (Patil & Panyam, 2009). Bahsedilen c¢alismalardaki eksiklikleri
tyilestirebildigimiz daha kiiciik boyutlu ve hiicre membranin1 birebir taklit edebilen
yapilar olarak lipozomun kullanimiyla beraber yalnizca HA ile degil ANADOLUCA
yonteminin tiim Gstiinliikleriyle beraber sentezlenen MATyr-Ru(bipy).-HA kompleksi ile

66



diger hedefleme ajanlarinin da kolayca c¢apraz baglanabilmesi saglanmis, bdylece
hedeflemenin kalitesi artirilmigtir. Ayrica lipozom yapisinda DOPC nétr fosfolipidinin
yan1 sira MPC gibi son derece biyouyumlu, hidrofilik bir biyomonomerin kullanimiyla

lipozomun stabilitesi artirilmistir.

Bu sonuglar dogrultusunda, kanser tedavisi i¢in kullanilan geleneksel pek cok
sisteme {Ustiinlik saglayacak, hiicre membranini taklit edebilen ve son derece
biyouyumlu, non toksik nanolipozomal yapinin bir model olarak gelistirilmesinin yani
sira ylizey modifikasyonlari ile viicutta daha uzun siire dolagima imkan vermesiyle ve
spesifik hedefleme saglayarak uygulanacak doz sikliginin azalmasi, etkin tedavi imkana,
daha cok ila¢ iletimi ve hedefe ulastiginda kontrollii salinim saglamasi gibi degerli

ozellikleri barindiran nanolipozom sentezi basarili bir sekilde gerceklestirilmistir.
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Staj kapsaminda optik teshislerde molekiiler baskilanmis nanopartikiillerin (MIP)
sentezi ve uygulamalart konusunda; floresan etiketlerle partikiillerin
isaretlenmesi, MIP nanopartikiillerin kat1 faz sentezini ve sentezlenen
nanopartikiillerin karakterizasyonunu igeren cesitli c¢alismalar (02.07.2014-
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