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OZET
Biiyilk DNA molekiilleri, yalmzca katyonik lipit ve polimerler gibi
sentetik vektorler kullamlarak hiicre igine sokulabilmektedir. DNA-katyonik lipit
partikiilleri genellikle pozitif yiikliidiir ve negatif yiiklii biyolojik membranlarla
etkileserek hﬁcreye gegerler. |

Bu ¢alismada, formiilasyonu yapilan kati katyonik lipit mikropartikiillere
plazmit (pUC18) baglanmig ve in vitro jel elektroforezi ile plazmit baglama
oranlar1 kontrolii yapilmistir. Katyonik lipit partikiillerin karakterizasyonunda pH,
¢oziiniirlik, boyut dagilimi ve zeta potansiyel Slgiimleri yapilmis, X-151m kirminu
ve termal analiz yontemleri kullamilmigs ve kararhlik galismalan
gerceklestirilmigtir.

Hazirlanan farkli formiilasyonlarin siiziilmiis, otoklavlanmis ve liyofilize

edilmis sekillerinin farkl: sicaklik kosullarinda davramglar incelenmisgtir.

Formiilasyon hazirlanmasi sirasinda uygulanan sicaklikla diisen zeta
potansiyelin pDNA ile baflanma oramminda da azalmaya neden oldugu

belirlenmigtir.

Formiilasyonlarin  siiziilmii, otoklavlanmis ve liyofilize edilmis
sekillerinin, farkli kogullar altinda partikiil boyutlarinda ve partikiil dagilimlarinda
anlamli degigiklikler g6zlenmemistir.

Termal analiz sonucunda elde edilen verilerde, piklerin kaybolmamas: ve
yeni bir pikin ortaya ¢ikmamasi, partikiiler yapida etkilesme veya gecimsizlik

olmadigim gostermektedir.

Katyonik lipit oram arttirildikga, artan ozellikte zeta potansiyel degerleri
saptanmugtir. Formiilasyonlarin zeta potansiyellerinde taze hazirlanmig hallerine
oranla oldukg¢a anlamli diigme gézlenmigtir.

Sonu¢ olarak, kat1 lipit nanopartikiiller ile kararli yapida DNA
kompleksleri olugturabilecegi ve yapilan in vitro ¢aligmalar sonucunda, hazirlanan
formiilasyonlarin genetik materyal tasiyabilme Ozellifine sahip oldugu
bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: katyonik kat1 lipit partikiil, pPDNA, in vitro degerlendirme



ABSTRACT

Large DNA molecules can be delivered into cells only by using synthetic
vectors like cationic lipids and poymers. DNA-cationic lipid particles are usually
positively charged and permeate into the cells by interacting with the biological

membranes.

In this study, plasmid (pUC18) was incorporated into solid lipid particles
formulated and the incorporation ratios were controlled using in vitro gel
electrophoresis. For the characterization of cationic lipid particles, pH, solubility,
size distribution and zeta potential measurements were done, X-ray diffraction

and thermal analysis methods were used and stability studies were achieved.

Behaviours of filtered, autoclaved and lyophilized forms of the different

formulations prepared were investigated at various temperature conditions.

Decrease in zeta potential by the temperature applied during formulation
preparation shows the decrease in pDNA incorporation ratio owing to the

reduction in zeta potential.

No significant differences were observed in particle sizes and distributions
of the filtered, autoclaved and lyophilized forms of the formulations under

different conditions.

No loss in peaks and no appearance of new peaks in the data obtained as a
result of thermal analysis shows that there is no interaction or incompatibility in

particular structure.

Increase in zeta potential values was determined as the cationic lipid ratio
was increased. Significant decrease in zeta potentials was observed in

formulations relative to the freshly prepared form.

Conclusively, it was found that stable DNA complexes could be formed
with solid lipid nanoparticles. It was also found as a result of in vitro studies that

there is the capability of genetic material delivery of the formulations prepared.

Key Words: cationic solid lipid particle, pPDNA, in vitro evaluation
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1. GIRiS

Farmasotik Biyoteknoloji alami hizla gelismektedir. Farmasdtik bilimler ve
ilag alanlarindaki bu c¢aligmalarda, yeni farmasotik tekniklerin ve liriinlerin
olusumu hizlanmigtir. Bu geligme, molekiiler biyoloji, molekiiler genetik, (biyo-)
miihendislik, protein, seker ve niikleik asit kimyasi1 ve azzimsanmayacak oranda
farmasotik bilimler gibi farkli boliimler arasindaki iliskilerin sonucudur. Genel
biyoteknoloji alaminda, kullanilabilir bilegiklerin iiretimi i¢in mikroorganizmalar,
bitkiler ve hayvanlar ya da bunlarin boliimleri kullanilmaktadir (1).

Rekombinant DNA teknolojisindeki ilerlemelerin dogal sonucu olarak,
kalitsal hastaliklarin iyilestirilmesi (gen tedavisi) ile insan genomu projesi
gilindeme gelmistir (2). Gen terapisinde amag, viicuttan alinan hiicreler i¢inde yeni
genetik materyalin tamitilmasiyla, enfeksiyon ve genetik hastaliklarin tedavisidir
(3). Cok genis olarak, fonksiyonel bir genin hastanin hiicrelerine aktarmak
suretiyle herhangi bir kalitsal metabolik hastaligin (yani genetik diizensizlik ya da
dogumsal kusur) diizeltilmesi ya da hiicreye yeni bir fonksiyon kazandirilmasi gen
tedavisi tanimu igerisine girmektedir (4). Ayrica gen tedavisi, genetik defektlerin,
kanser benzeri hastaliklarn ve kronik viral enfeksiyonlarin tedavisini de ele
almaktadir (5).

Canli hiicrelere gen aktarabilmek igin baz1 yontemler gelistirilmistir, ancak
bunlarin biiylik bolimii klinik uygulamalar i¢in hala yetersizdir (6).

Hiicre membranindan DNA’nin aktarimi igin en verimli yontem viral
vektorlerin kullammmdir. Ancak, viral vektorlerin  kisa ve uzun doénemdeki
risklerinin artmasindan dolayr DNA taginmasi igin diger bagka stratejiler
arastirllmaya baglanmustir (5). Son on yildir, gen transferi i¢in yeni non viral
sistemlerin gelistirilmesi yoniinde ¢alismalar yapilmistir (5, 7). Ik geligtirilmis
non viral DNA vektor, bir katyonik lipit ve DNA kompleksidir (Lipoplex) (7).
Katyonik lipitlerin, DNA’nin belkemigini olusturan negatif yiiklii fosfatlan ile
etkilesimde bulundugu, yiikleri néotralize ettigi ve ¢ok siki bir yap: igerisinde
DNA’min katlanmasini arttirdigina inanilmaktadar (5).

DNA-lipit kompleksleri, genelde, lipozom seklinde hazirlanmustir. Lipitler
genelde, bir organik faz (kloroform, metilen kloriir, metanol) ile karigtirilir; bu

fazlar, vakumla, liyofilizasyon ve piiskiirterek kurutma yontemleriyle



uzaklastinlirlar. Elde edilen ince film, topak veya kuru toz seklindeki lipit, bir
sulu faz ile ¢alkalanarak islatihr ve biiyilk ¢ok katmanli tagiyicilar (LMV)
olusturulur. Bu partikiillerde, organik ¢oziicii kalintilarindan kurtulmak olduk¢a
zordur (8).

Calismamizin amaci, farmas6tik agidan diger ‘i1a<; tastyic1 sistemlere
birgok {istlinliigii olan kati lipit nanopartikiiler sisteme, etkinligi in vitro ve in vivo
olarak kamitlanmis katyonik bir lipit yardimiyla katyonik ozellik kazandirilarak,
DNA’ya elektrostatik etkilegme ile baglanabilecek yeni bir gen tasiyici sistem
gelistirmektir.

Kat1 lipit nano- veya mikropartikiiller, diger kolloidal ila¢ tasiyici
sistemlere (polimerik nanopartikiiller, emiilsiyonlar, lipozomlar) bir alternatif
olarak ortaya konmus partikiiler tagiyic1 sistemlerdir (9, 10). Bu sistem hazirlama
agamalarinda organik ¢6ziiciiye gereksinim gOstermemesi nedeniyle ¢oziict
artiklarindan kaginmak amaciyla segilmigtir. Bilindigi tizere, bu sistemler, sulu bir
faz icinde erimis lipitlerin emiilsifikasyonu ile hazirlanmakta ve tagtyici matris
olarak da oda sicakliginda kat1 olan lipitler kullamlmaktadar (11). |

Hazirlamay: diistindiigiimiiz partikiillere katyonik &zellik kazandirmak
i¢in, lipozom formiilasyonlarinda en yaygin olarak kullanilan katyonik lipitlerden
DOTAP (8) kullanilacaktir. Formiilasyonu diigiiniilen katyonik kati1 lipit
mikropartikiillerine plazmit DNA’s1 (pUCI18) elektrostatik etkilesme ile
baglanmaya caligilacak ve jel elektroforezi ile plazmit baglama oranlan kontrol
edilecektir.

Calismamizin ilk agamasinda, kat: lipit partikiillerin hazirlanmasinda lipit
matris olarak Dynasan® 116 kullanilacaktir. Kararli bir formiilasyonun
hazirlanmasinin ardindan, erime dereceleri birbirlerinden farkh Gelucire® 33/01
ve Compritol® ATO 888 lipit matrisleri ile katyonik kat1 lipit partikiiller
hazirlanmas1 hedeflenmektedir.

Hazirlanan katyonik kati mikropartikiillerin, partikiil boyutu ve dagilimi,
zeta potansiyelleri, kararliliklari, DNA baglama oranlar1 ve DNaz I enzimine kars:

DNA’y1 koruma yetenekleri belirlenmeye galigilacaktir.



2. GENEL BILGILER

Son yillarda, ilag salimi igin gelistirilmis nanopartikiiler sistemler, etkin
molekiillerin uygulamalar i¢in biiyilk bir potansiyel géstermis ve etkin maddenin
hedeflendirilebilmesi ve kontrollii salmin saglanabilmesine olanak saglamalari
nedeniyle yaygin olarak ¢aligilmaktadir (11-13).

Istenilen amag igin en giivenilir kolloidal sistemin belirlenmesinde:
- Tlag yitkleme kapasitesi,
- Ilag hedefleme olasilig,
- Tasiyict sistemin in vivo davramist (biyolojik ortam ile etkilegimi,
par¢alanma orani, organizma i¢inde birikmesi),
- Akut ve kronik toksisitesi,
- Uretim 6lgeginin bilyiitiilmesi,
- Saklama sirasindaki fiziksel ve kimyasal kararliligi,
- Maliyeti,
gibi sorular artmaktadir. Ancak, ¢dziimlenmesi i¢in basit cevaplar yoktur (13-15).

Kolloidal ilag tastyici sistemlerin en Gnemli Ustiinltigii, suda ¢Oziintrligt
diisiik olan etkin maddelerin biyoyararlanimini arttirabilmeleridir (13, 16, 17).

Sudaki ¢6ziiniirligii yetersiz olan etkin maddeler igin, mikron ve
mikronalt1 biiyiikliikte tagiyic1 sistemler gelistirmek amaci ile ¢aligmalar
yapilmaktadir (11, 18). Bu amacin yamsira, etkin maddenin hedef organa
ulastiriimasi ve kontrollii salim i¢in de polimerik nanopartikiiller ve mikrokiireler,
lipozomlar ve lipit emiilsiyonlar hazirlanmaktadir (13, 18).

Yeni ilag tagiyic1 sistemlerde, in vitro ortamda yapilan olumlu ¢aligmalarin
in vivo ortamda aym oranda olumlu sonuglar vermemesi sorun olusturmaktadir.
Sonuglarin olumsuz olma nedenleri: _

- Etkin maddenin yeterli diizeyde emilmemesi, lizli metabolize veya
elimine olmasi (6rnegin, peptit ve proteinler) ve etkin madde dagilimi sirasinda
diger dokularda toksik etki gériilmesi (6rnegin, kanser ilaglari),

- Intravensz uygulama disinda, sulu dispersiyonda diigiikk etkin madde
¢cozintirlugi,

- Oral uygulamadan sonra, etkin madde plazma diizeyinin fazla yiikselip

algalmasi sonucu uygun biyoyararlammin saglanamamasadir.



Bu olumsuz etkenlerin ortadan kaldinlmas: igin giivenilir ilag tagiyict
sistemler gelistirilmeye galigilmaktadir (13-15). |
2.1. KATILIPIT PARTIKULLER

1991°de, lipozom, yag emiilsiyonlari ve kati partikiillerin iistiinliikleri
distiniilerek, suda giicliikle qﬁzﬁnen lipofilik etkin maddelerin intravendz olarak
uygulanmas: igin alternatif sistem olarak Kafi Lipit Nanopartikiil’ler (KLN®)
gelistirilmistir (17, 19, 20).

Katr lipitten yapilmis nanopartikiiller, lipofilik 6zellikteki etkin maddelerin
parenteral, oral ve topik uygulanabilmesini saglayan kolloidal tasiyici sistemlerdir
(21-23). Genellikle, oda sicakliginda kat1 olan, biyolojik olarak bozunabilen
lipitlerle hazirlamirlar. Gliseritler (trilaurin, tristearin, trikaprin), yag asitleri
(stearik asit, behenik asit), kolesteril asetat ve mumlar (cera flava, apifil) gibi kati
lipitler lipit matrisi olustururlar (22, 24-26 ). KLN’ler, yiizey etkin madde igeren
sulu ¢ozeltide dagitilmig, biyolojik olarak bozunabilen, biiyiikk 6lgeklerde kolay
iiretilebilen, yiiksek ve uzun siireli fiziksel kararlilifa sahip, yiikleme kapasitesi
fazla, dogal gliseritler gibi nontoksik ve biyouyumlu olan sistem;lerdir (19, 21, 22,
27, 28). KLN’ler, etkin maddelerin biyoyararlanimlanim arttirmak, duyarl: etkin
maddelerin yapilarim korumak ve lipofilik etkin maddelerin kontrollii salim
sistemlerini olusturmak i¢in hazirlanirlar (19, 22, 29).

Oncelikle, fizyolojik ve biyolojik olarak pargalanabilen bilegenler
kullanilarak  lipit matrislerin hazirlanmast ile intravendz sistemlerin
hazirlanabilecegi diigiiniilmiigtiir (20, 24). Boylece, KLN’ler, lipozomlara,
polimerik nanopartikiillere ve emiilsiyonlara alternatif ilag tasiyici sistemler
olarak sunulmaktadir (21, 30-32). KLN’ler, emiilsiyon ve lipozomlara benzer ve
fizyolojik olarak iyi tolere edilebilen maddelerden olusurlar (18, 32, 33). Bunun
yamsira, kontrollii ilag salimim daha iyi saglarlar (11, 34, 35). Polimerik
nanopartikiillere benzer olarak, kat1 matris koruyuculan etkin maddeyi kimyasal
degradasyona kars1 korur ve etkin madde salim profilleri olduk¢a esnek olarak
tasarlanabilir (34, 35).

2.1.1. KLN’lerin Ustiinliikleri ve Sakincalan
Lipozomlar, miseller, nanoemiilsiyonlar, mikroemiilsiyonlar ve KLN’ler

diisiik toksisiteleri, etkin maddeleri iyi tagiyabilmeleri, yerel ve kontrollii olarak



salim yetenekleri, kiigiik partikiil boyutlar1 ve genis terapotik indisleri nedeniyle,
lipit kolloidal sistemler olarak ¢ok ¢aligilmaktadirlar (11, 36). KLN’ler, alternatif
partikiiler tasiyic: sistemler olarak sayillan sistemlerden de daha {istiin
olmalarindan dolay: ilgi toplamaktadir (19, 24, 37, 38).

Bu tstiinliikler:

Fizyolojik lipitler kullanilmasi,

Organik ¢oziicii gerektirmemesi,

Uygulama alanlarinin fazla olmasi (dermal, oral, iv),

Biiyiik o6lcekte liretime yol acan sicak homojenizasyon tekniginin
kullanilabilmesi,

Biyoyararlanim arttirabilmeleri,

Cevre etkilerine (1s1, 151k ) duyarh olan etkin maddeleri
koruyabilmeleri,

Kontrollii salim ve hedeflendirilme yapilabilmesi,
Monodispersitelerinin yiiksek olmasi,

Etkin madde kararlihiginin fazla ve uzun stireli olmast,

Sicakliga dayanikli olmalari,

Dehidrate edildikten sonra tekrar yapilandirilabilme olasiligy,
Molekiillere baglanma kapasitelerinin yiiksek olmasi,

Toksisitelerinin az olmasi,

Etkin madde konsantrasyonunun yiiksek olmasi,

Lipofilik, hidrofilik ve suda az ¢Ozinen etkin maddelerin
yiiklenebilmesi,

Steriliéasyon (otoklav, gama 1sinlan ile veya filtre edilerek) sorunu
olmamasi,

Ekonomik olmast,

Partikiil boyutlarinin kiigiik olmasidir (13, 16, 20, 21, 24, 33, 39, 40).

Sakincal1 yanlar ise:

Partikiil boyutunun zamanla biiyiimesi,
Jellesme egiliminin olmasi,

Kat lipitin beklenmedik polimorfik gegisleri,



- Kat lipitin kristal yapisindan dolay: diigiik baglama kapasitesidir (16,
19, 41, 42).

2.1.2. KLN’lerin Hazirlanma Yéntemleri

KLN’ler ¢ok farkli yontemlerle iiretilebilirler. Biitin hazirlama
y6nte1hlerinde yiizey etkin madde kullamlmaktadir ve siispansiyon iginde
kiimelesme egilimini etkileyen bilesiklere gére, pozitif, notr veya negatif yiizey
yiikiine sahip partikiiller olugturulur (43).
2.1.2.1. Yiiksek Devirli Homojenizasyon ve Ultrason Yontemi ile KILN’lerin

Hazirlanmasi

Yiiksek devirli homojenizasyon ve ultrason, kati lipit nanodispersiyon
hazirlamak i¢in kullamlan yontemlerdir. Her iki yontem de kolaydir ve fazla
uygulamr. Ancak, dispersiyon kalitesi mikropartikiil i¢ermeleri nedeniyle iyi
degildir. Ayrica, ultrason yontemi kullamldiginda metal kontaminasyonu da
goriilebilir (13, 44)

Kangimlar, eriyik-emiilsiyon teknigi ile yiiksek hizda (6rnegin, 20 000-
25 000 rpm) belirli siire homojenize edilirler. Hazirlanan sicak emiilsiyon, belirli
hizda (6rnegin, 5 000 rpm) ve zamanda oda sicakligina getirilir. Yiiksek hizda
kanigtirma, partikiil boyutlarimi nanometre boyutuna getirebilmektedir, ancak
Polidisperslik indisi yiiksek degerlerdedir. Emiilsiyon olugturma ve sogutma
yontemi partikiil boyutunu etkilemektedir (13, 44).

2.1.2.2. Yiiksek Basimn¢h Homojenizasyon Yontemi ile KLN Hazirlanmasi
Yikksek basingli  homojenizasyon parenteral nanoemiilsiyonlarin
hazirlanmasinda kullamilmaktadir (13, 15). Diger yontemlerin aksine, yliksek

miktarlarda tiretim saglayabilmektedir.

Yiiksek basing homojenizatérii, siviyr yiiksek bir basingla (100-2 000 bar),
birka¢ mikron biiyiikliigiinde olan dar bir delikten gegecek sekilde iter. Sivi, gok
yitksek hizda (1 000 km/saat’in iistiinde) ¢ok dar bir alandan ge¢meye zorlamr.
Oldukga yiiksek yiizey gerilim ve siirtiinme kuvveti etkisiyle, partikiil mikronalt:
boyutlara iner (13). % 5-10 arahiginda lipit igerigine sahip olan bir sivida herhangi
bir homojenizasyon sorunu yaganmaz. Lipit konsantrasyonu % 40 ve iizerinde

olan formiilasyonlarin bu yontemle homojenize edilmesi oldukga kolaydir (45).



KLN iiretiminde sicak ve soguk olmak iizere iki genel homojenizasyon

yontemi vardir.

2.1.2.2.1. Sicak homojenizasyon yéntemi

KLN hazirlamada kullamlacak lipit, erime derecesinin yaklagik 5°C-10°C
lizerine 1sitilir. Etkin madde bu eriyik i¢inde ¢oziindiiriiliir. Etkin madde igeren
(lipit iginde ¢oziindiiriilmiis veya dagilmis) erimis lipit ile yiizey etkin madde
igeren sulu faz aym sicakhifa getirilir ve yiiksek hizda kangtinlarak (Ultraturaks
ile 8 000-15 000 rpm) hazirlanir (13, 45-48). Ancak, hazirlanan bu &n
emiilsiyonun partikiil boyutu dagilimimin homojenitesi diigiiktiir. Bu sorun
homojenizatér kullanilarak giderilebilir (47, 49).

Homojenizasyon sirasinda, lipitin erime derecesinin iizerinde olan sicak 6n
emiilsiyon, yliksek basingla (100-2 000 bar), birkag mikron boyutunda olan dar bir
alandan ge¢meye zorlanir (13, 45, 46). Sicaklik, i¢ fazin viskozitesini diigiirerek
partikiil boyutunu kiigiiltiir (50). Homojenizasyonun diisiik basing altinda birkag
kez tekrarlanmasi en uygun olamdir. Basing ile siirtiinme artar ve ortamin
sicakligi yiikselir (~ 500 bar igin 10°C). Yiiksek sicaklik etkin maddelerin ve
tagtyic1 sistemin degradasyonunu arttirir. Islemin 500-1500 bar’da 3-5 kez
tekrarlanmasi yeterli goriilmiistiir (13, 24). Partikiil boyutlar1 80-1000 nm arasinda
degismektedir ve bu durum uygulanan basinca, sicaklik ve tekrar sayisina gore
degisiklik gostermektedir (28, 50). Basing ve tekrar sayisi, elde edilen tiriinde
koalesans olugumuyla partikiillerin boyutunun biiylimesine neden olabilir.
Homojenize edilmis fiiriin, lipitin siv1 hali nedeniyle nanoemiilsiyondur. Kat1 lipit
olusumu, {iiriiniin oda sicakhifina veya oda sicaklign altina sogutulmastyla
gerceklesir (13, 45).

2.1.2.2.2. Soguk homojenizasyon yontemi

Soguk homojenizasyon diger yontemlerden daha az kullamlir (14, 15). Bu
yontem, sicak homojenizasyon sirasinda goriilen etkin madde degradasyonu,
homojenizasyon siiresince sulu faz iginde etkin madde dagilmas1 ve
nanoemiilsiyonun kristalizasyon basamaginda ¢esitli degisikliklerin ortaya

¢ikmasi sorunlarimn giderilmesi amaciyla gelistirilmigtir (13, 51).



Bu yontemde, ilk agamada etkin madde erimis lipit igerisinde
¢oziindiiriilir veya dagitilir. Daha sonra, kuru buz veya sivi azot yardimiyla
kangim aniden sogutulur (13). Fazla sofutma, lipit matriste etkin maddenin
homojen dagilmasimi ve lipitin kirlganligimn artmasim saglar. Etkin madde
iceren lipit, dpiitiiciiler yardimiyla, 50-100 pm boyutuna sahip mikropartikiiller
haline getirilerek, yiizey etkin madde igeren ve lipitin erime derecesinin altindaki
(~5°C-10°C) gozelti iginde dagitilir (13, 45, 46).
2.1.2.3. Céziicii Emiilsifikasyonuw/Ugurulmasi Yontemi ile KLN Uretimi

Lipofilik madde, sulu faz igerisinde emiilsifiye edilmis, suyla karismayan
organik ¢oziicli (6rnegin, siklohekzan) iginde ¢oziindiiriilir. Coziicliniin
ucurulmasiyla, sulu ortam iginde nanopartikiil dispersiyonu olusur (13, 26, 52,
53).

Sicakligin etkilerinin azaltilmasi i¢in bu yontem uygundur, ancak organik
¢oziicii kullanilmasi en belirgin sakincasidir (13).

Lipit ve etkin maddenin organik ¢6ziiclide dagitilmasi ve ¢oziicliniin
ortamdan uzaklagtinlmasiyla lipit iginde etkin maddenin homojen dagilmasi
saglanir (19, 53). Partikiil boyutu organik ¢oziicii iginde ¢Oziindiiriilmiis lipit
konsantrasyonuna ‘baghdlr. Kloroform iginde ¢oziindiiriilmiis trigliserit ile
tripalmitin nanopartikiilleri, sulu faz i¢inde yiiksek basing homojenizatorii ile
emiilsifye edilmis ve organik ¢6ziicii 40-60 mbar basing altinda ugurulmustur.
Partikiil boyutu, yardimci yiizey etkin madde olan lesitine bagh olarak 30-100 nm
arasinda bulunmugtur (13).
2.1.2.4. Mikroemiilsiyon Yontemi ile KLN’lerin Hazirlanmasi

Bu yontemle KLN elde edebilmek i¢in iki basamak vardir: sicak y/s
mikroemiilsiyonunun hazirlanmasi ve bu emiilsiyonun mekanik karigtiric: ile
soguk su ortamina (2°C-3°C) eklenerek (genellikle 140 nm civarinda damlaciklar
verebilen droplet diameter yardimiyla) disperse edilmesidir (13, 24, 26, 43, 54,
55). |

Damlaciklar soguk sulu ortam i¢inde kristalize olur ve KLN olusur. Yiizey
etkin maddelerin ortamdan uzaklagtinlmasinda, ultrafiltrasyon,
ultrasantrifiigasyon ve diyaliz olmak tizere ii¢ farkli yol izlenebilir (24, 26, 29, 43,
55).



2.1.2.5. Diger Yontemler
2.1.2.5.1. Lipit nanopellet hazirlanmasi

Lipit nanopellet tekniginde, ultrasonik banyo veya titanyum ug
kullanilarak, eritilmis lipitlerin sonikasyonu ile lipit nanopartikiiller elde
edilebilmektedir (26, 40). Yiiksek hzh kan§t1n01iar, sonikasyon veya her ikisinin
birlikte kullanim ile nanometre boyutlarinda pelletler hazirlanmistir (29, 40).
Tiim bu ydntemlerle hazirlanan partikiiler sistemlerdeki en biiyiik sorun 5 pm’den
biiyiik partikiillerin fazla olmasidir; bu durum etkin maddenin iv verilmesine bir
engel olusturmaktadir (40).
2.1.2.5.2. Kati1yag kiirelerin hazirlanmasi

Bu yontemde, kati lipit eritilir ve etkin madde eriyikte ¢oziindiiriiliir. Bu
cozelti, fosfolipitlerin sudaki dispersiyonuna erime derecesinin iizerinde bir
sicaklikta eklenir ve 2-5 dakika mekanik karigtirma veya sonikasyon yolu ile
emiilsiyon olusturulur. Daha sonra, sistem buz banyosu igerisinde tutularak ve
sabit bir kangtirma hziyla kangtirilmaya devam edilerek hizla oda sicakligina
sogutulur. Lipofilik partikiiller fosfolipitlerle kaplanmig hidrofobik c;ekirdeklexji
olusturur (26, 33).
2.1.2.5.3. Coktiiriilmiis lipit partikiillerin hazirlanmasi

Bu yontemde, polimerik nanopartikiillerin elde edilmesinde kullamilan
¢6ziicli, buharlagtirma teknigine benzer olarak lipit, kloroform veya benzeri bir
organik ¢6ziiciide ¢6ziindiiriildiikten sonra, lesitin ve diger yardimc: yiizey etkin
maddeler yardim ile sulu faz ile emiilsifiye edilir. Organik fazin ugurulmasi ile
lipit ¢okerek nanopartikiilleri olugturur (26). Coziiciinlin ugurulmasindan sonra,
sicak su veya tampon g¢ozeltisi eklenerek kanigtinlir ve kat1 yag kiirecikleri elde
edilir. Bu ydntemle hazirlanan sistemler, genellikle, mikrometre boyutundadir ve
heterojen dagilima sahiptirler. Ayrica, organik g¢oziicli kullammina bagh ve
organik ¢oziicli i¢inde yiikksek oranda yiizey etkin madde varlifn nedeniyle
sakincalan vardir (26, 52).
2.1.3. KLN’lerin Karakterizasyonu

KLN’lerin sulu dispersiyonlarinda kullanilan lipitler ve ylizey etkin

maddelerin, partikiil boyutlarinda, etkin madde salim profillerinde, uzun siireli



kararliligin saglanmasinda veya enzimatik degradasyon hzinda etkisi 6nemlidir
21).
2.1.3.1. Partikiil Boyutlar1 ve Dagihm Tayini

Kolloidal tagiyict sistem olan KLN’lerin karakterizasyonunda partikiil
| boyutu ve partikiil boyutu dagilimi en onemli fizikokimyasal 6zelliklerdir (14,
56). Partikiil boyutunun ufak olmasi kararlihifi yiikseltmekte ve toksisitenin
diismesine neden olmaktadir (14, 43). Nanopartikiiller, nanokiireler ve
nanokapsiiller gibi kolloidal sistemler 1 pm’nin altinda partikiil boyutuna sahiptir
ve iyi formiile edilmis sistemlerin mikronalt1 ve dar partikiil boyutu dagilimina
sahip olmalar istenir (11).

Biyoyararlanim agisindan, kolloidal ilag tagiyici sistemlerinin tistiinliikleri,
genel olarak, partikiil boyutlarinin mikronaltinda olmasina baghdir (21). Tagtyici
sistemlerin partikiil boyutu uygulama yollarina gore degisir (13, 15).

Intravendz olarak kullamlacak olan KLN’lerin partikiil boyutlari kontrol
edilebilmelidir. USP XXIII’de, kii¢iik hacimdeki injeksiyonluk preparatlarda (100
mlL veya daha az) 1 pm’ye esit veya daha biiylik boyutta 6 000 partikiil
bulunabilecegi belirtilmektedir (11, 40). Intravendz olarak uygulanacak
partikiillerin 5 ym’den yukar1 olmas1 emboli nedenidir ve 6liime neden olabilir
(11, 13, 40, 56, 57). Ayrica, partikiil boyutu, makrofajlar tarafindan yakalanma
durumunu ve biyolojik kararhligy da etkilemektedir. Partikiil boyutunun
artmasiyla fagositoz artar, pinositoz azalir. Bu sonuglar, partikiillerin
biyodagilimlarim etkiler (11, 40). Bu nedenlerle, partikiil boyutunun kontrolii ve
nanopartikiillerin  biiylimesini  Onleyebilmek, @ KLN  dispersiyonlarmin
hazirlanmasinda 6nemli etkenlerdendir (24).

Kolloidal sistemlerde partikiil boyutunun ve dagiliminin belirlenmesi, -
hazirlanan sistemin uygulama amacina uygunlufunun tayin edilmesinde,
kullanilan maddelerin ve yéntemlerin segilmesinde ve kat1 lipit nanopartikiillerin
kararliliklarinin incelenmesinde énemlidir (45). KLN’lerin boyutlari, kullanilan
lipit matris, etkin madde, yiizey etkin maddeler ve hazirlama yontemi segimine
gore degiskenlik gostermektedir. Lipit konsantrasyonunun arttirilmasi partikiil
boyutunu arttirmaktadir (35).
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Partikiil boyutlmu saptamak i¢in sikhkla kullanilan yontemler arasinda
foton korelasyon spektroskopisi (PSC), lazer kirmmimi (LD) ve Coulter Counter
bulunmaktadir (38, 45).

PCS, pargacifin hareketi sonucunda yansiyan i1 yogunlugundaki
degisimi Slgerek partikiil boyutunu saptar. Bu y6ntem ile, birka¢ nanometreden '3
pum’ye kadar olan partikiillerin boyutlar: belirlenebilmektedir (22). PCS verileri ile
birlikte elde edilen polidisperslik indisi (PI) verileri de, ayrica, partikiil boyutu
dagilimi hakkinda bilgi vermektedir. PI araligi 0-1 arasindadir. PI, tekdiize
dagilimda 0-0.5 aralifinda degerler almaktadir (58-60).

Ufak partikiillerin saptanmasindaki giicliik olmast ve kolloidal
dispersiyonu kararsiz hale getirecek elektrolitlere olan gereksinim nedeniyle,
Coulter Counter yontemi KLN’lerin partikiil boyutu 6lgiimlerinde ¢ok nadir
kullamlmaktadir (13, 45).

Ufak partikiiller, biiyiik partikiillere oranla, 15131 daha genis a1 ile
yansttirlar. LD, 1g181n kirimim agisim partikiil yarigapina baglh olarak belirleyerek
Olglimii gergekle§tiﬁr. Nanometreden milimetre boyutuna kadar (40 nm-2 mm)
genis bir aralikta 6l¢tim gergeklestirebilmesi LD nin en 6nemli istiinltgiidiir (61).
Polarizasyon Siddetli Diferansiyel Sacilma (PIDS-Polarization Intensity
Differential Scattering) teknolojisinin geligtirilmesi ile ¢ok daha kiigiik
partikiillerin boyutunun saptanmasina olanak saglanmigtir (12, 45). LD ile elde
edilen % 50 ortalama partikiil boyutu, LD’nin genis 6l¢tim araligi nedeniyle, ¢ogu
zaman, PCS verilerinden yiiksek degerler alabilmektedir (61). Ancak, yine de,
partikiil boyutu analizlerinde her iki yontemle de partikiil boyutu goriintiilii
sekilde saptanmaktadir (12, 45). Her iki yontem de partikiil boyutunu Slgmez,
parcacigin neden oldugu 1tk kimmmmindan yola g¢ikarak partikiil boyutunu
hesaplar (13).

Bunlarin disinda, Field-Flow-Fractionation (FFF) yontemi ile de kati lipit
nanopartikiillerin partikiil boyutlar1 saptanabilmektedir. Partikiiller dogrusal akim
altinda, dikey bir alamin yapisina bagli olarak, kiitlelerine, boyutlarina veya
elektriksel iletkenliklerine gore ayrnilmaktadir. Bu yontemin PCS’e gore ustiinltigi
ise, ¢ok wufak partikil boyutu farklarina sahip olan partikiilleri bile
aywrdedilebilmesidir (13, 45).
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2.1.3.2. Partikiil Sekli Tayini

KLN sekillerinin belirlenmesinde, atomik kuvvet mikroskobu (AFM) (14,
59, 62), elektron mikroskobu (EM) (14, 59), 11k mikroskobu (LM) (63, 64) ve
transmisyon elektron mikroskobu (TEM) kullanilabilmektedir (13, 23, 38, 65).

AFM, genellikle, KLN’lerin morfolojik yapilarinin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Diiz bir silikon yiizeye sabitlenen partikiillerin sekilleri atomik
kuvvet mikroskobisi ile hi¢bir vakuma ihtiya¢ duyulmadan belirlenebilmigtir (38,
66).

KILN’lere yiiklenen etkin maddelerin yerlesim yerlerinin saptanmasi igin
Elektron Paramanyetik Rezonans yontemi (EPR) kullanilmaktadir. Ayrica, bu
yontemle KLN’lerin hiicre ve dokularla olan etkilesimleri de aragtirilabilmektedir.
Bdylece, maddenin KLLN’lerden hiicrelere gegis yolu da dgrenilmektedir (60, 67).
Yiklenen maddenin fizikokimyasal 6zelliklerinin  ve yapisitin  KLN
dispersiyonlari i¢indeki dagilimim da etkiledigi gozoniine alinmalidir (68).
2.1.3.3. Zeta Potansiyel Ol¢iimii

Zeta potansiyelin belirlenmesi koloidal dispersiyonlarin  saklama
sirasindaki kararliliklarinin 6ngériilmesine olanak saglamaktadir (13, 45). Yapilan
calismalarda 151k ve sicakligin KLN dispersiyonlar1 iizerindeki etkisi aragtirilmig
ve yiksek oranda 1sitk ve sicaklifa maruz kalmamin zeta potansiyelini ve
dolayisiyla formiilasyonlarin kararliligini azalttig1 belirtilmistir (28).

KLN’ler siispansiyon halinde yiiksek =zeta potansiyel kararlilif:
saglamaktadirlar (13, 15). Yapilan ¢aligmalarda, zeta potansiyel degeri |30]-|60]|
mV arasinda ise oldukga iyi elektrostatik kararhlik, |5|-{15| mV arasinda
flokiilasyon olusmas: ve |3]-|5| mV arasinda da maksimum flokiilasyon
gozlenmisgtir (11). ‘

Biitiin partikiiller, dagildigi sulu ortamla yiizeylerindeki yiik nedeniyle
baglanti halindedir. Diisiik pH degerlerinde yiiksek agregasyon egilimindeki bazi
KLN’ler, noniyonik yiizey etkin maddeler yardimiyla gergek zeta potansiyellerini
koruyabilmektedir ve dolayisiyla agregasyona engel olunmaktadir (21, 63).

Sterik kararlilik saglayan maddelerle hazirlanmis sistemlerde bu kural ¢ok
kesin degildir (11, 13). Sterik kararlilik saglayan maddelerin (Poloxamer® 188
gibi) adsorbsiyonu ile partikiilin gerilim alanindaki yiiklerin hareketinin
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engellenmesi sonucu zeta potansiyel diiser. Buna bagh olarak da, partikiil yiikleri
diisiik olur ancak agregat olusumu azdir (11, 28, 37).
2.1.3.4. Kristalizasyon ve Lipit Modifikasyonunun Incelenmesi

Lipit kristalizasyonu, KLN tagiyici sistemlerin etkinligi a¢isindan oldukg¢a
onemli bir konudur (13). Kristal yapili katilar, sivilara ve | gazlara benzemezler.
Kristalin katilar, efime dereceleriyle baglantili olarak kati durumdan sivi hale
gegerler (11, 42).

Kat1 lipitlerin eritilmesi ve sonra tekrar oda sicakligina sogutulmast ile
icine etkin madde hapsedilen lipitin, tekrar katilagarak ilag tagiyici sistem
olusturulmas: teknigi ile hazirlanan KLN’lerde, bu iglemler sirasinda ortamda
bulunan yiizey etkin maddeler, etkin maddeler veya diger yardimci maddelerden
dolay:r kat: lipitin fiziksel ozelligi degisir (26). Kristalizasyon derecesi ve lipit
yapida olugan degisikliklerin degerlendirilmesi, dogrudan dogruya hapsedilen
etkin maddeyi ve salim hizim etkilemektedir (13, 26). Uretimden sonra
partikiillerin kristallenme oranlari, kullamlan lipitin, yiizey etkin maddenin ve
kullanilan kararlilik saglayict maddelerin fonksiyonu ile degisebilir ve bu etkenler
‘partikiillerin saklama siiresince degigsmesine neden olur (22, 41, 42). |

Hazirlanan KLN’lerin erime dereceleri, kullamlan saf lipitin erime
derecesinden diigiiktiir (19). Bu degisiklikler X-151m1 kirmnim ve Diferansiyel
Taramali Kalorimetre (DSC- Differential Scanning Calorimetry) yontemleri ile
kolaylikla saptanabilmektedir (13).

Kristalizasyon, sogutma derecesini farkhilagtirarak veya lipit matrise
inhibitérlerin eklenmesiyle 6nlenebilir. Yapilan ¢alismalarda, kristalizasyonun ve
yag asitleri kullanarak yaglarin polimorfik gegislerinin engellenmesinde, yiizey
etkin maddelerin ve saklama siiresinin etkili oldugu bildirilmistir (11, 50).
Dolayisiyla, jellesme egilimli KLN’lerde lipit degisimlerini engellemek igin
Poloxamerler® kullamlmustir (11, 19).

Genellikle, polimorfizmde kimyasal yap: aymdir, ancak erime dereceleri,
X-151m kirmmim sekli ve ¢oziiniirliik gibi termodinamik dzellikler farklilik gosterir
(11, 13). Uzun zincirli trigliserit nanopartikiillerinin kristalizasyon sonrasi
polimorfik gegisleri, kisa zincirli trigliseritlerden daha yavastir. Kiigiik kristalin
yapilarda polimorfik gecislerin en hizli oldugu goriilmiistiir (19). Gliseritlerde, a,
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B' ve B olmak tizere g tip polimorfik sekil oldugu ve en kararh seklin B oldugu
belirlenmigtir (11, 13).
2.1.4. Etkin Madde Yiiklenmesi ve Hapsedilmesi

Etkin maddelerin KLN i¢ine sokulmasi ile daha az degisken
biyoyararlanim ve uzatilmig plazma diizeyleri saglaﬁlr (17). Bu kigiik
partikiillerin  genel adhesif o6zelliklerinden dolay1  Kkontrolli  salim
saglanabilmektedir (21). KLN’ler, lipofilik, hidrofilik ve suda ¢6ziiniirligii az
olan etkin maddeler igin tasiyici sistem olarak kullanilabilirler (20, 28, 38, 69).

KLN’lere yiiklenebilen ve hapsedilen etkin madde miktar1, tasiyica
sistemin tasarimi, hazirlama yontemi ve etkin maddenin fizikokimyasal
ozelliklerine baghdir (40, 50). Ayrica, bu partikiiller, uygulama yollarina bagh
olarak, etkin maddeyi kimyasal ve biyolojik degradasyondan koruyabilmektedir
(70). Bu nedenle, nanopartikiiler sistemler igin kullamilacak olan lipit yapilar
uygulama yollarina gore secilmektedir (11, 13).

KIN’deki etkin madde molekiilleri, katt lipitlerin i¢inde erimis (24) veya
dagilmus, partikill yiizeyine tutunmug veya sterik ve fosfolipidik kararlihk
saglayan maddeler yardimiyla partikiilin en dig tabakasi iginde yer almug
olabilirler (32, 40).

Etkin madde yiikleme Kkapasitesine, etkin maddenin erimig lipit
icerisindeki ¢oziiniirliigii ve karigabilirligi, kat:1 lipit matrisin kimyasal ve fiziksel
6zelligi ile polimorfik durumu etkili olur (29, 33). Suda ¢6ziinen etkin maddenin
yiiklenmesi % 1-25 arasinda ve yagda ¢6ziinen etkin maddenin yiiklenmesi %
80’in tistiinde olabilir (29).

~ Suda az ¢oziinen etkin maddeler igin, KLN dispersiyonlarimin baglama
kapasiteleri, KLN’lerin kompozisyonuna baglidir ve genellikle suda az ¢6ziinen
bircok madde igin, erimis lipitin icinde az ¢6ziinme ile siirlandirilir (25). Sivi
lipitler, kat1 lipitlere oranla daha fazla etkin madde ¢6zebilirler (16).

Etkin maddenin sistem i¢inde dagihmi ve KLN’lerin igerisindeki
hareketliligi ¢ok simrhidir. Bu durum, KLN’lerin potansiyel ilag tagiyic1 sistem
olarak degerlendirilmesinde gok biiyiik 6nem tagimaktadir. KLN dispersiyonunda,
bilesigin fizikokimyasal 6zellikleri ve yapis1 dagilimda etkilidir (25, 50).
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Etkin maddenin lipit nanopartikiillere yiiklenmesi ii¢ sekilde miimkiindiir
(26):

- Kat1 ¢ozelti modeli,

- Cekirdek-kabuk modeli, etkin madde agisindan zengin kabuk,

- Cekirdek-kabuk modeli, etkin madde agisindan zengin gekirdek.

Soguk homojenizasyon yontemi ile hazirlanan KLN’lerde, etkin madde
lipit matris iginde dagilir ve kat1 bir ¢6zelti olugturur. Sicak homojenizasyon
yonteminde ise, sicak etkin madde-lipit ¢6zeltisinden etkin maddenin sulu faza
gegmesi ve daha sonra sofuma sirasinda tekrar kat1 lipit gekirdege partisyonu s6z
konusudur. Bu durumda, kabuk kisminda etkin madde birikimi sonucu etkin
madde agisindan zengin kabuk olusur. Eger lipit yeniden kristalize olmadan etkin
madde ¢okerse, etkin madde agisindan zengin gekirdek modeli gergeklesir (26,
29).

2.1.5. Etkin Madde Salim

Yapilan birgok ¢alismada, ilag tagiyici sistemlerin iiretim parametrelerinin
belirlenmesi, uzun siireli kararlilii, morfolojik karakterizasyonu ve in vivo
toksisitesi aragtinlmigtir. Bunlara ek olarak, etkin madde igermesi ve saliminin
gelistirilmesi de, planlanan ilag tasiyict sistemin degerlendirilmesi ve
olusturulmasinda 6nemli konulardir. Nanometre boyutundaki lipit partikiillerle
yapillan c¢aligmalarda en temel sorun, etkin madde salimmmn partikiiliin
pargalanmasi ile olmasi ve siirekli etkinin saglanamamasidir (12, 47).

Nanopartikiillerde, etkin maddenin tamami genellikle ilk birka¢ dakikada
salimir veya bagslangigtaki hizli etkin madde salimim takip eden siirekli ilag
salimim gosteren bifazik salim profili gozlenir. Hizli etkin madde salimi, genig
ylizey alam ve lipit nanopartikiiller i¢inde etkin madde dagitilmasinin az olmasi
sonucu ortaya ¢ikar (32).

KLN’lerin hiicrelerle ve dokularla etkilesim oram ve mekanizmasi
hakkinda teorik bilgi simrhidir (32). Bu bilgiler KLN’lerin tasarim ve terapotik
fonksiyonu i¢in olduk¢a 6nemlidir. Hedeflendirilmis ila¢ tasiyici sistemlerin
tasinma siireciyle 6nemli baglantilar1 oldugu bilinirken, bu baglantilann in vivo

ortamdaki durumu tam olarak bilinmemektedir (32).
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KLN’ler oda sicakhiinda kat1 haldedir; bu nedenle, igerdikleri etkin
maddelerin hareketliliginin azalmas: etkisi ile kontrollii salimini saglarlar (47).
Polimerik nanopartikiillere benzer sekilde, etkin maddenin lipit matrisle
olusturdugu bilesim, etkin maddenin kimyasal degradasyona karsi korunmasina
ve oldukc¢a esnek efkin madde éallm profillerinin olusmasina yol agarlar (18).

KILN’lerin, uygulamadan sonra homojen dagilmasi tiriiniin tekdﬁzeligine
(11), bilesimine ve etkin maddenin fizikokimyasal dzelliklerine baglidir (13, 32).
KLN’lerden in vivo salim, lipit matrisin degradasyonu, etkin maddenin matristen
difiizyonu (22) veya icerdigi etkin maddenin partikiillerin ¢atlamas: ile salimi
seklinde olmaktadir (71).

Yapilan c¢aligmalar, in vitro salimmn dakikalardan yedi haftanin iistiine
kadar cesitli zaman araliklarinda miimkiin oldugunu géstermistir (35). Salim
kinetikleri, kolloidal boyuta ve salim kosullarina (sink veya sink-olmayan
kosullar, salim ortami gibi) baghdir. Ayrica, yapilan ¢aligmalarda, KLN’lerden
salinan etkin madde miktarinda enzimlerin payinin énemli oldugu belirtilmigtir
(22). Enzimler tarafindan gergeklestirilen degradasyonu onlemek igin, kullanilan
lipit ve yiizey etkin maddenin se¢imi Onemlidir. Bu se¢im, salim profilinde
istenilen yonde degisiklik yapilmasina olanak saglayabilmektedir (13).

Etkin madde, hedeflendirilmis hiicre tarafindan  partikiiliin
yakalanmasindan sonra, tagtyici sistemlerden etki bolgesine diflize olabilir. Bunun
gergeklesebilmesi igin, partikiiliin oncelikle hiicrenin plazma membraninda
bulunan ve hiicreyi dig etmenlerden koruyan engellerden gegmesi gerekmektedir.
Transmembran ve hiicre i¢i taginma, etkin maddenin hiicre i¢i aktivitesinde etkili
rol oynar. Engelleri gegerek etkin maddenin hiicre igine alinmasi igin, serbest
difiizyon, pasif taginma, aktif taglﬁma ve endositoz (pinositoz, fagositoz) olmak
tizere dort esas yol vardir (32).

2.1.6. KLN’lerin Kararhhg

Lipitlerin kimyasal transformasyonunda, fiziksel 6zelliklerinde, sistemin
yapisinda, baglanma ve salim kapasitelerinde, yiizeysel 6zelliklerinde ve in vivo
etkinliklerinde zaman igerisinde degisiklikler oldugn gozlenmistir (11).

Formiilasyonlarin kararliliklarimin belirlenmesi, yeni lipit tasiyici sistem

geligtirilirken ilk adimdir. Lipit sistemde kararlihk ¢aligmasi, birgok parametrenin
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¢ok-disiplinli ¢aligilmasiyla sonuglandinlabilir. Fizikokimyasal Kkararhilik,
bilesenlerin segimi ve bunlarin kimyasal yapilariyla dogrudan iligkilidir (11).
Molekiil agirhig: yiiksek olan bilesenler ve uzun zincirli molekiiller, diigiik
agirlikli ve kiiresel yapidaki molekiillere gére degradasyona daha duyarlhdir (13).

KLN’lerin kimyasal kararliliklar: dikkate ahndiginda, her zaman trigliserit
hidrolizinin olustugu gézlenmigtir. Buna mono- veya digliseritler ile yag asitleri
neden olur. Ancak, KLN’lerin igindeki bolgeler, dig etkenlerden, distaki
fosfolipitlerden g¢ok daha az etkilenir. Ayrica, dagitilmig lipitin polimorfizmi ve
kristalizasyon kinetiklerinden dolayi, KLN siispansiyonlar1 diger sistemlerle
karsilastinldiginda daha kararli yapidadirlar (11).

KLN’deki lipitlerin kristalizasyon siireci, jellesme veya bagh etkin
maddenin partikiill digina ¢ikarilmas: gibi kararsizlik durumlarina neden olabilir.
Cevrelenmemis lipit kristallerin yiizeyleri, partikiiller aras: kristal biiylimesine
(21), partikiil yiizey yiikiiniin degismesine (11, 19, 24) ve bu olusumlar da
jellesme ve partikiil boyutunun biiyiimesine yol agabilir (11).

Polimorfizm, katt dozaj sekillerinin kararliliklarinda etkili olan fiziksel
degradasyonda ¢ok énemlidir (11). Gliseritlerin en kararhi sekli § seklidir. Eriyen
lipitin o geklinden B' sekline ve buradan da B sekline gegisi s6z konusudur. Bu
kararsiz yapi, baslangigtaki kiiresel yiizey yapilarini yavas yavas kaybederken,
saklama siiresince yiikselen sicakliklarda en kararli haline déniisiir (11, 13, 26).

Lipit yapilarin degismesiyle jellesme olusumu sonucunda zeta potansiyel
diser ve partikiil boyutu biiyiir (11, 28). Pek ¢ok ¢aligmada, jellesmeyi,
kristalizasyon olugsmasimi saglayan etkenlere (yiiksek sicaklik, 151k) benzer
etkenlerin hizlandirdiga ve lipit fazin kristalizasyon derecelerinin geriye
doniisiimsiiz olan jellesme derecesiyle dogrusallik gosterdigi belirtilmektedir (11).

KLN Kkararhihiginin optimize edilebilmesi igin, formiilasyon iglemi
sirasinda olusabilecek kararsizlik ve saklama ve biyolojik ortamlardaki kararsizlik
mekanizmalari bilinmelidir. Partikiil boyutu 1 pm’den biiyiik olanlann sayisinin
artmasi fiziksel kararhligin azalmasimn gostergesidir (11).

KLN’lerin partikiil boyutunu, lipit, yardimci ve etkin madde
kompozisyonu, formiilasyon islemi (sicaklik, homojenizasyon yontemi),

sterilizasyon, dagildig1 ortam, dondurarak kurutma ve saklama kosullar: gibi pek
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¢ok etken etkilemektedir (11, 28, 70, 72). Sicak homojenizasyon yonteminde,
yiiksek basing kullanildigindan, dagilimi homojen olan ufak nanopartikiiller elde
edilmesinin ardindan, partikiil boyutundaki biiylime makroskobik olarak
gozlenebilir ki bu durum kararlihigin bozuldugunun belirtisidir (11). Disiik pH
deéerlerinde de agregasyon ve biiyiik partikiil boyutunun varli1 gériilmiigtiir (21). -

Mikrobiyolojik kararsizlik, sivinin bulamiklilifini hizla arttirnir. Bulaniklik,
slispande  partikiiller =~ arasindan 151k gegirilmesi ve  yansimasiyla
derecelendirilebilir. Bulamklik, partikiiller ile dagildig1 ortam arasinda kirlma
indislerindeki farklihga ve partikiillerin heterojen dagilimina baglidir (11).

Uygulamalarda, dispersiyon ve agregasyon siireglerinin anlagilmasinda
anahtar gorevi {istlenen zeta potansiyelin kontrolii, kolloidal dispersiyonun
saklanmas: sirasinda kararlihigin korunmasi hakkinda da bilgi verir (11).

pH’daki azalma ile artan elektrolit konsantrasyonlar1 zeta potansiyeli
degistirir ve kararliligi bozar (21, 28). Kararsizlik durumunda kremalagma veya
koalesans goriilebilir. Bitmig iiriin, homojen olmayan bir sistem haline déntigmiis
ve viskozite 6zellikleri degismis olabilir (11).

Formiilasyonlarda amfifilik polimerler veya safra tuzlan gibi yiizey etkin
maddeler, fosfolipit benzeri lipit molekiilleri olusturabilmek igin kullantlir.
Fosfatidiletanolamin, fosfatidilserin ve fosfatidinasitol gibi fosfolipitlerin pH
7°deki konsantrasyonu %2’den (h/h) yiiksek oldufu zaman zeta potansiyelde
azalma goriilmiigtiir (28). Negatif yiiklii fosfolipitlerin miktarimin arttiriimasi,
KLN’lerin yiizeyinin tamamen fosfolipit ile kaplanmasiyla zeta potansiyelin
diismesine ve kararsizlifa neden olmaktadir (11).

Saklama kosullan, kararliy: etkileyen faktorlerdendir ve sicaklik, 151k ve
ambalaj maddesi gibi kararhg: belirleyen faktorleri icermektedir. Sistemlere enerji
(1st ve 151K) girisi ile partikiil boyutu biiyiir ve jellesme goriiliir (19). Isiksiz ve
diisiik 1s1da zeta potansiyelin sabit kalabilmesi kolaylikla saglanabilmekte ve KLN
dispersiyonlar1 kararlilk gostermektedir. Yapilan ¢aligmalarda, Compritol®
(gliseril behenat) KLN’leri 8°C’de, karanlikta ve silikonlanmig siselerde 3 yil
kararh kalabilmistir (11, 28).

Alternatif olarak, siv1 diSpersiyonlar, liyofilizasyon veya piiskiirterek
kurutma ile kuru {iriin haline doniistiiriilebilirler. Ayrica, sulu dispersiyonlarda
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goriilen flokiilasyon gibi kararsizik durumlan yardimci yiizey etkin madde
kullamlarak engellenebilir (24).

2.1.7. KLN’lerin Sterilizasyonu ve ikincil Uretim Basamaklari

2.1.7.1. Sterilizasyon ‘ '

Nanopartikiillerin sterilizasyonu paranteral uygulamalar igin gereklidir
(13, 14, 29, 40). Sterilizasyon, siizme, gama iginlar1 veya buhar ile saglanabilir
(13, 29, 72).

Otoklav ile buhar sterilizasyonu, sicakliga dayanikli olan etkin maddelerle
olusturulmus formiilasyonlarda uygulanabilen basit bir yontemdir. Bu yontemle
sterilizasyon, KLN dispersiyonlar1 i¢in uygundur (24). KLN’lerde buharla
sterilizasyon, genellikle, 121°C’de ve 15-20 dakika uygulanmaktadir (13, 19, 24,
54, 73). Sicakligin etkisi sonucu lipitlerin erimesiyle su-iginde-yag (y/s)
emiilsiyonlan olusur ve sicakhgin diisiiriilmesiyle lipit tekrar kristallenir (13, 24).
Yapilan calismalarda, KIN’lerin kiiresel yapilar1 genellikle korunmus, ¢ok
belirgin olmayan boyut artigt gézlenmistir (13, 24, 33, 72). Bu sonug, bazi
pblimerik tastyicilarla kargilagtinldiginda bir iistiinliiktiir (24). Sterik kararhhk
salayan ylizey etkin maddelerle formiile edilmis KLN’lerin otoklavla
sterilizasyonu az tercih edilmektedir (19, 24). Poloxamer® serileri ile hazirlanmus
KLN’lerin otoklavlanmas1 sonucu, partikiil boyutunun biiylidigi, zeta
potansiyellerin pozitiften negatife diisttigii ve etkin madde hapsedilme oraninda da
diismeler oldugu go6zlenmigtir (19, 33). Partikiil boyutunda goriillen artis,
sterilizasyon sicakliginin polimerlerin kritik flokiilasyon sicaklifina ¢ok yakin
olmas: nedeniyledir. Bu nedenle, Poloxamer® serilerinin kullanildig
formiilasyonlarin 1s1 ile sterilize edilmemeleri veya sterilizasyon sicaklifinin
azaltilmas1 (S6rnegin, 100°C) ve buna ‘bagh olarak sterilizasyon siiresinin
uzatilmasi gerekmektedir (13, 45).

Gama 1ginlar ile sterilizasyon, baz1 farmasotik preparatlar igin uygun bir
sterilizasyon  yontemidir ve en ¢ok lipozomlarin sterilizasyonunda
kullamlmaktadir (47). Istya duyarli maddelerin sterilizasyonu i¢in de gama 1sinlar
ile sterilizasyon alternatif bir yontem olmaktadir (13). Lipit ve lipozomal yapilar

lizerinde gama 1gmlarmn etkileri aragtinlmig ve gama igmlan ile radyasyon

siiresince fosfolipitlerin kimyasal degradasyonlarinin olustugu goriilmustiir (36).
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Gama 1g1nlarn, yliksek enerjileri nedeniyle serbest radikallerin olusmasina
yol agmaktadir. Bu radikaller de formiilasyondaki maddeler ile etkileserek
kimyasal farkliliklara neden olabilmektedir (13, 45). Sulu dispersiyonlarda
ﬂokﬁlasyon olusumu gézlendigi i¢in kullanmimu kisithdir (73). Liyofilizasyon ve
dondurmak veya serbest radikal tutucu eklenmesi ile degradasyon “etkisi
azaltilabilmektedir (36).

Stizme ile sterilizasyon yontemi igin yiiksek basinca gerek vardir ve
partikiil boyutu 200 nm’nin altinda olan formiilasyonlarda kullanilmalidir (13, 24,
45). Aksi halde, 200 nm’den biiyiik olan partikiiller siizgeci tikayabilir (24, 54).
2.1.7.2. Liyofilizasyon

Parenteral uygulama igin, etkin madde yiikli KLN’ler dondurularak
kurutulabilir (57, 74). Hidroliz egilimi olan etkin maddelerin kimyasal
kararhiliklart bir sorun olusturmaktadir (30, 57). Ayrica, saklama siiresince
dispersiyonlar  iginde agregasyon ve partikill boyutunun biiylimesi
engellenmelidir. Her iki problemin ¢6ziimlenmesi i¢in liyofilizasyon uygun bir
ﬁintemdir. Dondurularak kurutulan formiilasyon tekrar yapllahdlrlldlglnda, iv
uygulama igin kullanilan tasiyici sistemlerin 6zelliklerine sahip olmalidir (57).
Karbonhidratlar ve amino asitler gibi ¢esitli kriyoprotektan maddeler, KLN’lerin
dondurularak kurutulmasi veya dondurma-¢6ziinme sirasinda agregat olusmasini
engellemek i¢in kullamilmaktadir (11, 74). Ayrca, sterik kararliik saglayici
maddeler de liyofilizasyon sirasinda agregat olusumunu o&nler (33). KLN
slispansiyonlarinin uzun siireli kurutulmasi iyi sonu¢ vermigtir. Bunun yaninda,
yavas dondurmanin en iyi yontem oldugu belirtilmigtir (11). En uygun
liyofilizasyon parametreleri ve kriyoprotektan madde se¢imi ve konsantrasyonu
saptandify taktirde, KLN’lerin kararliliklan saglanabilmektedif (11, 30, 74).
Ancak, dondurularak kurutma iglemi siiresince partikiil boyutunun biiylimesini
onlemek KLN’lerde lipozom ve emiilsiyonlardan daha zor goriinmektedir (19,
74).

Liyofilize edilmig etkin maddesiz KLN’ler, partikill boyutu dikkate
alinarak, jv injeksiyon igin giivenle kullamlabilecek sekilde yeniden
yapilandirlabilir. Etkin madde (6rnegin, tetrakain, etomidat) baglh ise, KLN’lerin
yeniden yapilandinlmasinda kalitenin bozuldugu gériilmiistiir (30). Oral ilag alim
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i¢in dondurularak kurutulan KLN’lerin partikiil boyutlarimn biiylimesinin belirli
sinurlar igerisinde oldugu belirlenmisgtir.
2.1.7.3. Piiskiirterek Kurutma

KLN’lerin iv, oral ve dermal uygulamalarinin bazilarinda, sivi
dispersiyonun kuru iiriine dﬁnﬁsﬁirﬁhneéi kullanigh ve bazen de gei'eklidir. KLN
graniilleri veya tozlan, kapsiil i¢inde, tablet iginde veya pelletler halinde
kullamlabilir (56). KLN’ler, icerdikleri etkin maddenin hidrolizden, 1sinin ve
151810 etkisinden korunmas: i¢in sulu dispersiyonlardan daha giivenlidirler. Uzun
stireli kararlilifs saglamak KLN ile miimkiindiir (11, 19).

Piiskiirterek kurutma yéntemi liyofilizasyona alternatif bir yontemdir (13,
56). Liyofilizasyonla karsilastirildiginda maliyeti daha disiiktiir (13). Bu yontem,
gida, kimyasal ve farmasotik endiistride yaygin olarak kullamlmaktadir. Olusan
tirlin /v olarak uygulamaya uygun olmalidir. Partikiil boyutunun bu uygulama yolu
icin gerekli olan boyutlarda olmasi gerekmektedir (56).

2.1.8. KLN’lerin Toksisitesi

Bir etkin maddenin terapdtik indisi, hedef hiicredeki reseptorlerle 6zel
etkilesimi ve baglanmasi, hedeflendirilmedigi dokuya miimkiin oldugunca az
baglanmasi ve farmakolojik etkisinin giivenirliligiyle degerlendirilir (32).

Lipit sistemler polimerik partikiillerle karsilagtirildiklarinda, fizyolojik
lipitlerin bilesimleri olmalart nedeniyle, diisiik toksisite tistiinl{igiine sahiptir ve iv
uygulamalar i¢in giivenilirdir (11, 13, 75).

Etkin madde yiiklenmemis kati1 lipit nanopartikiil formiilasyonlarinin
hiicreye gegcisinin olduk¢a hizli oldugu ve hiicrelerde herhangi bir sitotoksik
etkisinin olmadig rapor edilmigtir. Etkin madde yiiklii partikiillerin etkisinin ise,
diger kemoterapstik ajanlarla karsilastinldiginda, yiiksek oldugu sonucuna
varilmgtir (75, 76).

2.1.9. KLN’lerin Uygulama Alanlan

KLN’ler ¢esitli uygulama yollann diistinillerek gelistirilmis kolloidal
terapotik sistemlerdir (32). Etkin madde baglhh KLN’lerin, iv, im, oral, topik,
oftalmik, subkiitan, dermal ve kismen pulmoner uygulamalarda giivenilir
olduklar rapor edilmistir (28, 33, 56, 57, 74).
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Etkin maddelerin in vivo etkileri, Ozellikleriyle tam anlamiyla
belirlenememektedir. Ancak, tasiyic1 sistem, 6zel amaglar i¢in, etkin maddenin
kontrollii ve yerel salimina imkan verir (13). KLN’ler 6zel doku alanlarina etkin
maddelerin hedeflendirilmelerinde iyi birer aragtir (34). KLN’lerin in vivo
ortamdaki davramglari, uygulama yollar1 ve Dbiyolojik ortamdaki biyolojik
etkilesmelerine baglidir. Biyolojik ortamda dagilim (partikiil yiizeyine biyolojik
maddelerin tutunmasi ve biyolojik ortamda KILN bilesenlerinin desorpsiyonu) ve
enzimatik siiregler (6rnegin, lipaz ve esteraz ile lipit degradasyonu) gibi biyolojik
ortam ve KLN etkilesimleri s6z konusudur (13, 39).

KLN’ler, parenteral uygulamalar igin uygun Ozelliktedir. Parenteral
uygulamada kullamilan geleneksel tasiyici sistemler olan emiilsiyon ve polimerik
nanopartikiillerin tstiinliiklerinin toplandigi, partikiil boyutlar1 50 nm’den 1000
nm’ye kadar degisiklik gosteren sistemlerdir (47) ve iv uygulama sonrasinda
fagositik hiicreler tarafindan fagosite edilirler (22).

Pulmoner uygulama i¢in bugiine kadar yapilan ¢ok fazla ¢alisma
bulunmamaktadir. Kat1 lipit nanopartikiillerin bityiikliigii ¢ok diisiik oldugu igin,
toz haideyken akcigere dogrudan uygulama bagarili olmayacak ve uygulanan
KLN’ler nefesle beraber disariya atilacaktir (29, 45). KLN’lerin sulu
dispersiyonlar1 nebiilizatér yardimiyla veya kuru toz halinde kullanilabilir (33).
Etkin madde bronglarda depolanir ve kontrollii olarak saliir (29). Pulmoner yolla,
yerel olarak veya sistemik tedavide antiastma ve antimikrobiyel olarak
kullamlacak potansiyelde bulunmugtur (33).

Zimmermann ve Miiller (21), KLN formiilasyonlarimin fiziksel
kararliliklanyla ilgili yaptig1 ¢alismada, in vitro olarak GI ortamda, iyonik bag ve
degisik pH degerlerinin KLN’lerin Kkararhliginin bozulmasinda etkili oldugu
kamsina varmiglardir. Ancak, bu etkinin uygun lipit ve ylizey etkin madde
konsantrasyonu ile azaltilabilecegini veya ortadan kaldirilabilecegini
bildirmiglerdir (21, 77, 78).

KLN’ler diger partikiiler tasiyicilarla karsilagtinldiginda, iyi tolere
edilebilmeleri ve biyodegradasyon ozellikleri ile okiiler uygulamalarda adhezyon

sonucu gozde daha uzun siire kalarak, goriintiiyii bozmadan yiiksek
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biyoyararlamm gostermeleri ve beyine hedeflendirilebilmeleri agisindan daha
Ustiin sistemlerdir (29, 71).

KLN’ler, topik uygulamalar i¢in de ilag tasiyici sistem olarak
kullanilmugtir. Deri yiizeyinde film tabaka olusturarak transepidermal su kaybim
(TEWL-transepidermal water loss) azalttiklar: rapor edilmigtir (31).
Nemlendirmeyi arttirarak etkin maddenin penetrasyonunun Stratum corneum’a
dogru olmasim sagladiklar1 gériilmiigtiir.

Son yillarda, biyoteknolojik yontemler ve genetik miihendisliginin
ilerlemesiyle farmasotik agidan aktif polipeptitler geligtirilmistir. Bu yeni
terapdtik biyomolekiiller, bityilk boyutlari, kisa plazma yarlanma 6miirleri ve
hastalifin tedavisi sirasinda uzun terapotik siiregte sik injekte edilmeleriyle
karakterize edilirler (71). Son bir yil igerisinde KLN’lerin gen tedavisine yonelik
uygulamalarn {izerine ¢aligmalar baglamistir. Yalnizca birkag peptit iceren KLN
¢alismast yapilmigtir. Peptitler, hidrofilik 6zellikleri nedeniyle KLN’lerin lipofilik
matrisi i¢ine kolayca giremez (71).

Asilarin  uygulanmasindan sonra  immiin yanitin arttirilmas1 amactyla
kullamlan tagiyict sistemlere KLN’ler de eklenmistir. Kati durumda olan
nanopartikiillerdeki lipit bilesenlerin yavag degradasyonu, KLN’lerin immiin
sistemde daha uzun siire kalmasim saglamaktadir (29, 69).

2.2. GEN TEDAVIsi

Gen teknolojisi ve Molekiiler Genetikte son on yilda gergeklestirilen
ilerlemelerle pek ¢ok kalitsal hastaliin hem diizensizliginin ortaya konmas1 ve
hem de tedavi yoniinden g¢ok olumlu adimlar atilmistir ( 2, 79).

Gen tedavisi, DNA’mn kalitsal materyal olarak belirlendigi 1944 yilmdan
sonraki galismalarin bir iiriinii olarak ortaya ¢ikmustir. Bu ¢aligmalarin 50 yildaki
gelismelerin biiyiik gogunlugu son 15 yillik déneme yigilmaktadir. 1953 yilinda
DNA’min yapisinin belirlenmesinden sonra 1961-1967 yillar1 arasinda genetik kot
anlagilmig ve 1968 yilinda restriksiyon enzimleri bulunmustur. 1973 yilinda farkls
genlerin tek bir canli hiicre igerisine sokulabilme teknikleri olusturulmus ve 1977
yihinda rekombinant DNA teknikleri ile bakterilerde insan biiyime hormonu
tiretilmigtir. 1978 yilinda insan insiilin geni klonlanmug ve 4 yil sonra da (1982)
humilin ilk kez piyasaya stiriilmiistiir (2, 4).
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Gen tedavisi ¢ok genis olarak tanimlanirsa, fonksiyonel bir genin hastanin
hiicrelerine aktarilmak suretiyle herhangi bir kalitsal metabolik hastaligin (80, 81)
(vani genetik diizensizlik ya da dogumsal kusur) diizeltilmesi ya da hiicreye yeni
bir fonksiyon kazandirilmas: (6rn. immiinostimulatér bir genin kanser hiicrelerine
aktarim1 ile kendi kanserine karsi agilanmasi) seklindeki gen tedavisi tanimi
igerisine tiim genetik hastaliklarin tedavisinin yaminda kanser enfeksiyon
hastaliklar1 ve insan viicudundaki genetik modifikasyonlar sonucu olusan oto-
immiin hastaliklarin tedavi ya da 6nlenmesi de girmektedir (2, 3, 4, 82, 83, 84).

Yeni genetik materyal tiimor hiicrelerini oldiirebilecek, immiin cevabi
arttirabilecek veya hastalik yapabilecek bir ajana karsi koruyabilecek ozellikte
hazirlanmalidir. (3, 81). Bu gii¢lendirilmis genler, fonksiyon kaybi korumada,
immiin cevabi diizenlemede etkilidirler (85).

Gen terapide 6nemle bilinmesi gereken temel noktalar :

- Gen ekspresyonunun iyice anlagilmasi,

- Ilgili genin tanimlanmas: ve klonlanmasi,

- Hedef hiicrenin iyi bilinmesi,

- Hedef hiicreye genin transferi,

- Transfer sonrasi genin uzun siire uygun ve yeterli sekilde ekspresyonu
seklinde 6zetlenebilir (84, 85).

Kalitsal hastaliklarin gen terapi yoluyla iyilestirilmesinde, somatik gen
terapi ve germline gen terapi olmak tizere iki strateji kullamlmaktadir (2). Somatik
gen terapide, genetik defekt kalitsal hastalift olan kiginin yalmizca somatik
hiicrelerinde diizeltilirken, germline gen terapide, genetik modifikasyon gamete
yapilir. Gen terapide uygulama agsamasinda olan bu iki yontemde temel amag
normal genlerin hastanin hedef hiicrelerine etkin bir sekilde transferidir (2, 85).

Gen tedavisinin iki temel 6zelligi bulunmaktadir. Bu ozelliklerden ilki,
normal bir genin hangi tiir hiicre veya dokuya transfer edileceginin bilinmesidir.
Ikinci temel 6zellik gen veya niikleotit dizisinin 6nce hedef hiicreye transferi daha
sonra da hiicre membranindan gegerek genin eksprese olacag: ¢ekirdek igine

girmesidir (2, 85).
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2.2.1. Ex-vivo Gen Tedavisi

Ex vivo gen tedavisinde amag, dokular veya organlardaki biyolojik
fonksiyon bozukluklarimi gidermek veya tamir etmektir (86). Gen tedavisinde
uygulanan ex-vivo yontemde hastadan alinan hatali hiicreler doku kiiltiirtinde
tiretilip, normal genin bir vektor ile in vitro olarak aktarilmasindan sonra hastaya
geri verilmesiyle gerceklesir. Transferi yapilan normal gen hedef hiicrelerin
kromozomundaki DNA’ ya stabil olarak baglanir (2, 86).

Canli  hiicrelere gen transfer yontemleri yaklagk 20 yildir
uygulanmaktadir. Hedeflenen, etkin sekilde salim ve hedef hiicre veya dokularda
terapGtik genlerin ekspresyonunun saglanabilmesidir (85).

2.2.2. In-vivo Gen Tedavisi

In vivo gen tedavisi yonteminde ise, genetik materyal hastamin hiicreler
veya dokularina dogrudan transfer edilir. Bu durumda, gen ekspresyonu genellikle
yliksek fakat gecici olmaktadir (2). Gen tedavisinin genis bir uygulama alam
bulabilmesi igin dokuya in vivo gen transfer yontemlerinin gelismesi
gerekmektedir (4)'.‘ |
2.2.3. Gen Transfer Yontemleri

Cok hizl1 gelismelere karsin gen transfer yéntemlerinin klinik uygulamasi
icin hala sorunlar mevcuttur. Halen uygulanmakta olan gen transfer teknikleri
kimyasal, fiziksel ve flizyon yontemleri ile reseptor aracih endositoz ve
rekombinant viriis vektorleridir. Her teknigin teorik olarak iistiinliikleri ve
sakincalar1 vardir (4).

Yapilan galigmalarda, tizerinde ¢ahsilan hastaliklarin yarisindan fazlasim
kanserler olusturmaktadir. Genetik materyalin transfer edilebilmesi igin oncelikle
hedef hiicrede niikleik asitleri salabilecek ozellikte bir vektorle paketlenmesi
gerekmektedir. Vektore baglanmis terapdtik niikleik asitlerin hiicre sitoplazmasina
gegebilmesi ve oradan da gekirdegin igine ulagmasi gerekir. Bu durumda, hiicre
DNA’sina entegre olmasi ve istenilen proteinin ekspresyonunun {iretiminin
saglanmasi istenir. Yabanci DNA’nin bu iglemleri gerceklestirmesi veya hiicre
disina atilmas1 miimkiindiir (82).
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Gen tedaviéinde kullamlan vektorler biyolojik (viral vektorler) ve
nonbiyolojik (non viral vektorler) sistemler olarak iki grupta siniflandiralir. Her iki
grupta baz listiinliik ve simrlamalar vardir (87).
2.2.3.1. Viral Vektorler

‘Biyolojik tasiyic1 sistemi olan viriisler, girdikleri hiicreleri enfekte ederler
ve kendi genetik mateyali bu hiicrelere aktarirlar. Gen tedavisinde kullanilacak
viriislerin, laboratuarlarda patojen 6zellikleri uzaklastirilir ve yiiksek gen transfer
etkinliklerinden faydalamlir (87).

Ik gen terapi klinik protokolii 1990°da baslamustir. Adenozin Deaminaz
(ADA) enzimi yetmezligi olan hiicreden alman T hiicreleri igerisinde ADA
geninin kopyasi retroviral vektorleri ile saglanmistir (3).

1999 yila kadar 300 klinik protokol diinya ¢apinda 3 000 hasta {izerinde
uygulanmigtir. Bunlarin ¢ogunlugunda viral vektérler kullamlmigtir. Bu
vektorlerin % 60°dan fazlasim retroviral vektérler olugturmaktadir (3).

Diger yandan, viral vektorler dokulara ve hiicrelere yonlendirilme
yetenegine sahiptirler ve viral vektorlerin tiretimi ve saflandirilmalart en 6nemli
noktalardir (85).
2.2.3.2. Retroviral Vektorler

Retroviral vektorler, klinikte gen salim sistemleri olarak en yaygin olarak
kuilanilan tastyicilardir (79, 82, 88, 89) ve bunlarin ¢ogunlugu Moloney Murine
Leukemia viriis (MuLV) kokenlidir (4, 3,79, 85).

Bu vektorler transfer i¢in arzu edilen genlere sahip (~ 6-8 kb uzunlugunda
yabanct DNA), replikasyon yetenekli viriislerin iiretimi igin gerekli olan viral
genlerin degistirilmesi suretiyle elde edilmektedir (3, 4, 79, 82,).

Retroviral vektorler, glikoprotein yapih kiliflara sahiptir ve bu 6zellikleri
belirli doku hiicrelerine yonlendirilebilmelerini (karaciger), hedef hiicre
membranina yapigmalarini ve flizyonun gergeklesmesini saglamada 6énemli rol
almaktadir (79, 90). Alternatif olarak baz retroviriisler, hedef hiicreye baglanarak
endositoz yoluyla hiicre igerisine alimrlar. Boyutlar1 90-140 nm olarak rapor
edilmigtir (79, 91).

Retroviral vektorler in vivo olarak viicuda dogrudan uygulandiklarinda

insan bilegenleri tarafindan gok ¢abuk yok edilme nedenlerinden dolayi, yarilanma
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Omiirleri kisalmakta ve gen transferinin etkisi diismektedir (3, 89). Aynca,
konakg hiicrede bagigik yanita sebep olurlar (79).
2.2.3.3. Adenoviriis Vektorler

Adenoviriisler, iist solunum yolu enfeksiyonlarina neden olan DNA
virtisleridir. Bu adenoviriis vektor sistemi baslangigta kistik fibroz hastaligim
tedavi etmek amaciyla, sistik fibroz transmembran regiilator (CFTR) geninin
solunum yolu hiicrelerine transferi i¢in kullamilmigtir. Ayrica, CFTR geni
adenoviral vektorlerle hayvanin solunum yoluna enjekte edilmis, yine etkili bir
gen transfer sonucuna ulagilmigtir (4, 92).

Adenoviriis vektorler retroviral vektorlere gore ¢ok yiiksek oranda
tiretilebilir (89, 92) ve aerosol geklinde kolayca uygulanabilirler. Kanser olusumu
ile ilgisi bulunamamigtir (4).
2.2.3.4. Adeno-iliskili Viriis (adeno-associated virus) AAV Vektorler

Bu rekombinant viriisler, replikasyon defektif, insan ‘bagimli’
parvovirtislerdir (4). AAV genomu, tek zincirli DNA molekiiliidiir ve yaklagik 5
kb uzunlugundadir (4, 85, 93). Bu viriislerin membranlari yoktur ve 18-26 nm
boyutundadirlar. Reseptor aracili endositoz ile hiicre igine alimirlar ve ¢ekirdege
gecerler (94). Insanlarda bu viriislere bagl bir hastalik goriilmemistir. AAV” leri,
kendi kendilerini replike edemezler, replikasyon i¢in adeno veya herpes virlisii
gibi bir bagka viriislerin ko-enfeksiyonuna ihtiyag duyarlar (87, 95, 96) ve ko-
enfeksiyon olusuncaya kadar latent durumda kalmaktadirlar (4, 94).

AAV hazirlanmalan sirasinda diger viriisler ile kontamine olma riski ve
¢ok miktardaki iiretimlerinin zorlugu yaninda en biiyiik sakincasi, boyutlarinin
kiiciik olmasi nedeniyle kiigiik genleri (< 5 kb) tasiyabilmeleridir (85, 87, 94, 96).
2.2.3.5. Herpes Simplex Viriisii '

Bu viriisler, son yillarda dikkat g¢eken potansiyel vektorlerdir. HSV,
periferal ve santral sinir sistemi néronlarina kismi olarak gen saliminda kullanilan
bir norotropik viriistiir (82).

Herpes Simlex Viriisii (HSV) genomunda, 152 kb uzunlugunda ¢ift zincirli
DNA tasirlar (85, 87, 94, 97). AAV tipi viriislerin aksine, biiyiik yabanci DNA
(24-40 kb uzunlugunda ) molekiillerini tagiyabilirler (85, 87, 94). Bu kapasite, bir
vektorle ¢oklu gen tagiyabilme ve salimim saglayabilmektedir (87, 97, 98).
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Oncelikle, HSV vektor konakg1 hiicreyi enfekte eder, kapsidi stoplazma
icinde ¢6ziiniir ve viral DNA ¢ekirdekdeki porlardan gecerek taginmis olur (98).
Timor hiicrelerinin parcalanmasim uyarmak tizere bir genin transferi (intihar
genler) veya tlimoriin pargalanmasini immiinolojik olarak uyanhna51 saglanir (4,
98). Ancak, Rekombinant Adenoviriis vektorleri gibi viral vektérlerin, etkinlik ve
¢ok sayida hedef hiicreye ulasma o6zellikleri gibi iistiinliiklerinin yamsira, ¢ok
fazla tipte immiinolojik cevap olusturmalari, transkribe olabilen viral genler
icermeleri ve rekombinasyon veya komplementasyon olasiliklar1 en biiyik
sakincalaridir (83).

2.2.4. Non-Viral Vektorler

Gen tedavisi, niikleik asitlerin hiicre igerisine tasiyicilar yardimiyla
alinmasi ve bu genlerin bu hiicre igerisinde ekspresyonunu igerir. Elektrostatik
itme, hiicre i¢cinde DNA, RNA ve oligoniikleotitlerin girmesine engel oldugundan,
niikleik asitlerin igeriye alim ve salimi i¢in bir vektore ihtiyag vardir (99, 100).

1999 yilinda, viral gen transferiyle yapilan klinik ¢alisgmamn 6liimle
sonuglanmasinm ardindan (101), katyonik lipozomlar, organik polimerler,
peptitler, ¢iplak DNA gibi non-viral sistemler, alternatif sistemler olarak
gelistirilmeye baslanmigtir (100, 101, 102, 103, 104).

Sentetik non-viral vektorler lipopleks sekilde katyonik lipitler (105),
polipleks sekilde katyonik polimerler veya katyonik lipitler ve polimerlerle
olusturulan lipopoliplekslerle niikleik asit zincirleriyle baglantili kompleksler
olusturabilen sistemlerdir (99, 106). Hayvan ve insan hiicre kiiltiirlerinde klinik
denemelerde faz I ve faz Il agamasindadir (105). DNA’mn bu ajanlarla
sikistirilmasi, hidrofobik 6zellik kazanmasinda ve en nemlisi partikiil boyutunun
kiigtiltiilmesinde yardime1 olmugtur. Bu da hiicre igerisine penetrasyonu saglar ve
DNA’nin bu kompleksler igerisinde olusu onu niikleaz etkisinden de korur (107,
108).

Biyolojik olmayan non-viral vektorler, genellikle katyoniktir. Bunlar,
negatif yiiklii DNA ile elektrostatik olarak etkilegirler (103, 106, 109, 110). Bu
etkilesim sonucunda olugan komplekslerin toplam yiizey yiikleri pozitiftir ve bu
Ozellikleri komplekslerin negatif olan hiicre memranna baglanmasim ve

endositoz ile hiicre i¢ine gecisi saglar (87, 101, 107, 108, 110, 111).
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Ik kimyasal gen salim formiilasyonu 1987°de {iretilmistir. Katyonik bir
lipit olan DOTMA ile fusogenik lipit DOPE’nin 1:1 oraminda kanstirilmasiyla
olusturulan sistem “Lipofectin” olarak adlandirilmistir (112, 113).

Non-viral vektorler, kolay ve ¢ok miktarda iiretilebilmeleri, patojen
olmamalari, immiin yamt olusturmamalan, biiyiik molekiilli genetik materyali
(109, 110, 114,) tasryabilmeleri, viral vektorlere oranla daha uzun 6miirlii olmalar
ve kontaminasyon riski tagimamalar nedenleriyle iistiinliikler tagir (106, 115, 84,
116, 104). Ancak, genellikle diisiik etkinlige sahiptirler ve hedef hiicrelere
yonlendirilmeleri giictiir (85, 107, 110, 113, 117, 118).

2.24.1. Ciplak DNA

Ciplak DNA’min  dogrudan  uygulanmasinda, mikroenjeksiyon,
elektroporasyon, kalsiyum fosfat ¢oktiirmesi ve mikropartikiil bombardimam gibi
yontemler kullanmilmaktadir (79, 81, 110). Sitoplazmadan hiicre igersine gegis,
biiyikk molekiillii maddelers6z konusu oldugunda, porlarin ¢ok kiigiik olmasi
nedeniyle oldukea diistiktiir (100).
2.2.4.2. Katyonik Lipitler |

I1k sentetik katyonik lipit DOTMA’nin gen terapisinde kullammimn
ardindan bir ¢ok katyonik lipit sentezlenmistir (101). Katyonik lipitlerin

yapilarinda

1- Hidrofobik ug,
2- Zincir (linker),
3- Bas grup bulunmaktadir (7, 101, 105)

- 1- Hidrofobik uglar, kolesterol veya uzun karbon zincirlerden olugur. Katyonik
lipitlerin nonpolar hidrokarbon pargalari olarak tamimlanabilir ve ii¢ grupta
siniflandirilabilir (7, 101)

e Tek zincirli hidrokarbonlar: Iyi bilinen yiizey etkin maddelerdir ve
¢ozeltilerde miseller olusturma yetenekleri vardir. Hiicre igin toksik
olduklarindan bunlarin gen terapisinde kullanimi ¢ok sinirlidur.

e Cift zincirli hidrokarbonlar: Sentezlenmis katyonik lipitlerin
cogunlugunda goriliir. Oleoil zincirde (C 18:1) doymamus alkil
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zincirleri siklikla gozlemlenmistir. Karbon sayis1 14, 16 ve 18
oldugunda yaygm olarak hidrokarbon zincirleri gézlenmistir. Ir vitro
kosullarda, Stevarim aktivitesi i¢in alkil zincir uzunludunun 6nemi
aragtirnlmig ve hidroksietil katerner amonyum tiirevlerinin bir homolog
serisi igindeki alkil zincir uzunlugun 6tevanim aktivitesini etkiledigi
gozlenmistir (C14:0> C18:1> C16:0> C18:0) (7, 119). Genelde, ift
zincirli hidrokarbonlar, kendi kendine lipozom yapabilen ¢iftlerdir;
ancak, katyonik lipitler Gtevarimi arttirmak igin formiilasyonlarinda
yardimci fosfolipitler ile birlikte kullanilirlar.
e Kolesterol: Bu bilesikler, kararli katyonik lipozom formiilasyonunu
olusturmak iizere, genellikle, ¢ift bagl amfifillerle kangtirilirlar.
2- Zincir (linker): Hidrofobik ug¢ ile bas grup arasindaki kimyasal béliimdiir.
Linker, DNA’min negatif yiiklii fosfatlan ve katyonik bas grup arasindaki
baglanmay1 saglamlagtirmada onemlidir. Cift zincirli hidrokarbonlar1 igeren
katyonik lipit yapisinda, gliseroliin 3-karbon iskeleti linker gibi kullanmilir (6rn:
DOTMA, DOTAP). Kolesterol tiirevleri i¢in, linker ve amino grup arasinda ~ 3-6
atomlarinin oldugu bolge aktivite i¢in uygundur. Bunun yamsira, pargalanmayan
eter baglar1 igeren kolesterol tiirevleri, ester, amid ve karbomil baglar1 gibi
biyolojik olarak pargalanan linker baglar1 icerenlerden daha toksiktir (7, 105,
119).
3- Bas grup: Gen transfer aktivitesini baglatan bélgedir (120). Genellikle guanidin,
poliamino bilegenleri, poliamidoamin ve piridinyum igerir. Katyonik lipitin tek-
degerlikli veya ¢ok-degerlikli olup olmadigimi bag gruptaki yiik numarasi belirler.
Tek-degerlikli lipitlerin i¢indeki bag grubu, iigli veya dortlii amonyum
gruplarindan olusur. Bas grubim kimyasal modifikasyonu incelenmis, katerner
amin dehidroksil grubu igeren 2,3-dialkiloksi katerner amonyum bilesimi
sentezlenmigtir (7, 101, 105, 119). Bu bilesim, DOTMA ile kiyaslandiginda,
Otevarimda daha verimlidir. Nedeni, katerner aminde bir hidroksil grubunun eksik
olmasidir. Hidroksil grubu membran hidrasyonunu arttinir (7, 101, 119).
2.2.4.2.1. Tek degerlikli katyonik lipitler
Tek degerlikli katyonik lipitler uzun yag asit zincirleri igeren katerner

amonyum tuzlannmn yapisal Ozelliklerinden dolayn kolay lipozom
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seklinegetirilebilirler. ki zincir iceren bilesikler ¢ift katmanli (bilayer) yap
olusturabilirler. DODAB ve DODAC tipik 6rnekleridir (101, 107, 120).
Tek zincirli katyonik lipitlerin, ¢ift zincirli (DOTMA gibi) katyonik lipitlerden
daha toksik ve diisiik etkiye sahip oldugu gériilmiistiir (101, 107). Zincir boyu
uzadlkga‘ sitotoksisiteleri artmaktadir (105). '

|, —
—NECH,CH—0" > N NN NN
I L—0 \/\/\/\M/\/\/\

Sekil 1. DOTMA ve DOTAP’m Kimyasal Yapist

Tek degerlikli katyonik lipitler DOPE veya kolesterol yardimeci lipitleri ile
peritonal tiimorlerde oldukea yiiksek Gtevarim géstermiglerdir (101, 107).

H,C—0OCyH3:
1,C—0CH HyC==0C, H
”C—_()Cwn:” ".,( O 167233 2 167733
R.C—N—CH,CH,CH HC—OC,H;; H 16H33
¢ CH; H,C—0CH,0CH.CH,N (CH;)3 H,C—0COCH,;CH,COOCH,CH,N '(CH,);
CLIP-1 CLIP-6 CLIP.9

Sekil 2. Tek Degerlilikli CLIP-1, CLIP-6 ve CLIP-9 Katyonik Lipitlerin Kimyasal Yapilan

Ayrica, CLIP-1, CLIP-6 ve CLIP-9 gibi yeni tek degerlikli katyonik
lipitlerde, hidrofobik ve polar boliim arasindaki uzunluun (linker) artmas: ile
yiiksek otevarim etki gozlenmigtir (101, 107).
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Sekil 3. Simetrik Katyonik Lipitin Kimyasal Yapisi

Simetrik katyonik lipitlerle hazirlanmig lipozom-DNA komplekslerinde,
sicaklik karsisinda DNA’nin korundugu goriilmiistiir (101, 107).
2.2.4.2.2. Cok degerlikli katyonik lipitler

Cok degerlikli katyonik lipitlerin, DNA’ya baglanmalart diger lipitlere
oranla daha kuvvetlidir ve DNA’yr kompleks igerisinde daha iyi
hapsedebilmektedirler. DOGS ile hazirlanan lipozomal sistemlerin santral sinir
sistemi hastaliklarinda az miktarda uygulanmas: ile yiiksek Gtevarim etkisinin
gozlendigi bildirilmistir (101). DOSPA, DPPES, (Cs),Gly Sper’* ve (Cis)2Sper’*
gibi ¢ok degerlikli katyonik lipitler etkin 6tevanim i¢in 6nerilmektedir (101).

NH;
(CGly Sper™” (CiGly Sper’”

Sekil 4. Cok Dgerlikli Katyonik Lipitlerin Kimyasal Yapisi
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Aynica, dogal glisin betainlerin (GBs) tiirevleri olan ¢ok degerlikli
katyonik lipitlerle hazirlanan komplekslerle, fare hepatositlerinde yapilan
¢alismada % 40’in iizerinde gen ekspresyonu diigiik toksisite ile basarlmugtir
(101).
2.2.4.2.3. Guanidin iceren bilesenler

Guanidin ve tuzlann ilag ve organik sentezler igin Onemlidir. Bunlar
katyonik lipitte katyonik bas grubu olusturmada kullamlir. Ug tane guanidin
iceren Otevarim ajani sentezlenmis ve bunlar memeli hiicrelerinde en fazla
tranfeksiyon etki gosteren iki bas grubu ve bir zincir kismi bulunan bilesimler
olarak bildirilmigtir. Toksisitesi yiiksek deterjanlarla karsilagtirildiginda, in vivo
kullanimlan uygun bulunmugtur (101). Plazma membraninda hidrofobik alanda
dagilmamig glikoz yapusi ile hidrofobik guanidin baglantisiyla olusturulmus yapi,
DNA salim sistemlerinin tasarlanmas! i¢in avantajlar sunar (101, 105).

Aminoglikozit ve tiirevleri olan katyonik lipitler tammlanmigtir. Amino-
seker bazli katyonik lipit, memeli hiicrelerinde yiiksek transfeksiyon etki
gostermistir (101). Ayrica, kanda karaciger tarafindan yakalanmadan uzun siire
sirkiilasyonda kalabilmektedirler (121).
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2.2.4.2.4. Kolesterol tiirevleri

DC-chol kolesterol tiirevi, gen transferinde, genellikle DOPE ile
kangtinlarak kullamlmustir. Antisens oligoniikleotitlerle konjugatlarimn hiicre
igerisinde iyi dagildigi ve gekirdege ulastign goriilmistiir(101, 107). DC-chol
katyonik lipozomu membran fiizyonunda étkilidir (120). Yeni gelistirilen
galaktozlanmis kolesterol tiirevleri ile hazirlanmig lipozom-DNA kompleksleri

insan hepatoma HepG?2 hiicrelerinde diigiik toksisite gostermistir.

I
(CH,);NCH,CH;NHC
DC-Chol

Sekil 6. DC-chol’{in Kimyasal Yapisi

Ayrica, galaktozlanmis kolesterol tiirevleri kullamlarak hazirlanan
lipozom-DNA komplekslerinin asialoglikoprotein reseptorleri ile hiicre igine
alindig1 ve gen ekspresyonunun saglandig1 gozlenmistir (101, 107).
2.2.4.2.5. Katyonik peptitler

Viral proteinlerin aktif boélgelerinden alinarak sentetik olarak tretilmis
olan katyonik peptitler, DNA ile kompleks olusturduklarinda, viriisler kadar etkili
bulunmustur. Katyonik peptitler gen transferinde kullamlan amfifilik peptitlerdir.
Pozitif yiik tagiyan histidin, lisin veya arginin gibi amino asitlerdir. o-helikel
KALA peptiti hiicre kiiltiirlerinde basartyla kullamlmus ilk peptittir (101, 122).
2.2.42.6. Yardunao lipitler | |

Katyonik lipitlerin g¢ogunlugu 1,2-dioleoil-3-trimetilamonyum propan
(DOTAP) harig, dioleoil fosfatidiletanolamin (DOPE) veya kolesterol gibi dogal
lipitlerle olugturulmus lipozomlardir (107).

Optimal 6tevanim saglanabilmesi igin katyonik lipit ile esit miktarlarda
yardimer lipitlerin kullamlmasi gereklidir. DOPE genellikle katyonik lipitlerle
olusturulmus lipozomlarda bu amagla kullanilir (123). Fizyolojik ortamda,

DOPE’nin molekiiler yapis1 ters hekzagonal fazlarin olusumunu saglamaktadir.
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Bu non-bilayer fazlarin lipit-DNA ve endozomal membran arasinda fiizyonun
olusmasimi sagladigina inamlmaktadir (117, 122, 106, 109). Bu etkilesim hiicre
sitoplazmas1 igindeki endositik hiicresel yakalama (uptake) boéliimlerinde,
katyonik lipozom-DNA komplekslerinin transferini giiclendirmektedir (107, 124).

DNA ile bir kompleks olusturuldugunda, lipozom yaplsmlh tekrar
diizenlendigi bir yap1 olusur. DOPE lipit katmanlarmin bir formiilasyon
olusturulmadan siv1 olarak verilmeleri ile kararh hal gostermedikleri, plazmadaki
lipozomal yapidaki plazma proteinlerine baglandiklari ve penetre olduklar
saptanmugtir (101, 105).

Kolesterol gibi yiiksiiz lipitler ve tiirevleri, in vivo kullamm da yiiksek
Otevannm saglar. Kolesterol igeren lipozomlarin uygulanmas: sonucunda, diger
lipozomlarla karsilagtirildiginda bir ¢ok organda yiiksek ekspresyon gozlenmigtir
(107).
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2.2.4.3. Lipozomlar

Lipozomlar, amfifilik molekiillerin kendiliginden olusturdugu vezikiiler
kolloid partikiillerdir (125).

Gen tedavisinde ‘Lipopleks yaklasimi, 1970’lerde niikleik asitlere ilk
uygulanan yiiksiiz lipozomal salim sistemleridir. Yiiksiiz lipozomlar niikleik
asitleri oldukg¢a diisik diizeyde hapsedebilmiglerdir (124) ve hazirlanan
lipozomlarin ne kadarimin niikleik asit tasidig1 veya ne kadanmn bos oldugunun
yiizdeleri tam olarak belirlenememistir (111).

DNA’nin negatif ylik tagimasi géz 6niine alinarak, lipozomlara pozitif yiik
tasiyan katyonik lipitler eklenmis ve pozitif yiik tagiyan katyonik lipozomlar
hazirlanmigtir. Béylece, bu sistemlerle, negatif yiiklii niikleik asitlerin
elektrostatik olarak etkilesimleriyle kompleks olusturulmas1 kolaylagtirnlmistir
(117, 124). Ayrica, olusan kompleklerin pozitif yilik tagimasi, negatif yiik tastyan
hiicre membranlariyla da elektrostatik olarak etkilegsmesi saglanarak gen transferi
miimkiin olmugtur (124, 126). Lipopleks ile hedef hiicreler veya dokularin
etkilesimi lipopleks igindeki katyonik lipit yoniinden segici degildir (81).
2.2.4.3.1. DNA-Lipit kompleksleri

DNA-lipit kompleksinin yiiksek 6tevarim etkinligi, fizikokimyasal
6zelliklerine ve yapisina baghdir (7, 104, 81). Ayrica, DNA-lipit kompleksinin
morfolojisi ve yapisi katyonik lipitin ve DNA’mn fizikokimyasal 6zellikleri ile
belirlenir (131).

Genellikle, kolesterol ve fosfolipitlerin olusturdugu lipozomlar, kiigiik tek
tabakali tagtyicilar (SUV small unilamellar vesicles), biiyiik tek tabakali tasiyicilar
(LUV large unilamellar vesicles) (108), ¢ok biiyiik tek tabakali tasiyicilar (GUV
giant unilamellar vesicles) ve ¢ok katmanli tastyicilar (multilameller vesicles)
olarak biiyiikliiklerine ve membranlarinin sayisina gore ayrilabilir (125, 106).

DNA’nin lipozomlarla olusturduklari komplekslerde sikistirilmasi ve
yogunlagtiritmast, 6zellikle katyonik lipitlerin yapisindaki bas grubun niikleik asit
ile gerceklesen elektrostatik ve iyonik etkilesmeyle olur. DNA, katyonik lipitler
tarafindan sarilir veya lipit katmanlar arasina sikigtirilabilir (111, 127, 114).

Kritik lipit:DNA yilkk orammn (yaklagik 1:1 +/-) artmas, lipit igerisine
DNA’nin fiizyonu (84) ve DNA’nin ¢6kmesine neden olur. Sonugta, DNA lipit
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tabakalar arasinda yakalamir (114, 117). DNA-lipit yiikkii arttirldiginda ve
inkiibasyon siiresi uzatildifinda, lipozomlara baglantili lipitlerin, tek-tabakali
DNA’y1 kaplamasini ve ‘spagetti ve ettopu (meatball)’ yapilarimin olugmasim
saglar (7, 128).

DC-chol/DOPE ile olusturulan katyonik lipozom olusumuna DNA
eklenmesiyle, DNA’y1 saran lipit katmanlarin olusturdugu tiibiiler (spagetti
modeli) yapilarda katyonik lipit-DNA lipopleksleri elde edilmistir. Buna kargilik
dairesel veya dogrusal DNA’nmin DOTAP/DOPE ve DODAP/chol katyonik
lipozomlarina eklenmesiyle, DNA’nin lipit katmanlar arasinda sikigmis (sandovig
modeli) ¢ok katmanh veya tek katmanli yapilan gézlenmigtir (44). Bu da, DNA
uzunlugunun tagiyici sistem olugturma sirasinda 6nemli olmadifim gostermigtir
(111). Ayrnca, baglanma iglevi, lipit ve niikleik asitlerde biiylik yapisal
degisiklikleri icerir ve bu durum kompleksin olugmasimi ve kararlihifi ortaya
cikarir (111).
2.2.4.3.2. DNA-Lipit komplekslerinin hiicre iserisine almi ve transfeksiyon

Hiicre i(;iric DNA-lipit komplekslerinin | gecisi, endositoz ve hiicre
membran ile dogrudan fiizyonla miimkiindiir (Sekil 8) (84, 122, 100, 81).

eraqtony

AR A SRR

Sekil 8. DNA-Lipit Komplekslerinin Hiicre Igerisine Almm
DNA-lipit komplekslerin hiicreye gegisinin biiyiik bir kismmin endositoz
yoluyla ve sadece % 2’sinin kompleks-membran fiizyonu ile oldugu bildirilmisgtir.
Katyonik lipozom-DNA kompleksi kullanilarak bagarili bir gen aktarmasinin
saglanabilmesi i¢in:
- Sistem igerisinde DNA’nin ¢ok miktarda hapsedilmesi,
- Bu sistemin DNA’y1 niikleaz yikimlardan korumasi,
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- Kompleksin hiicre yiizeyine tutunabilmesi,

- Endozomal membran ile kompleks arasinda fiizyonun gergeklesmesi,

- Endozomlar tarafindan yakalanmasi ve hiicre i¢ine alinabilmesi,

- Cekirdege ulagarak gen ekspresyonunu saglamasi gerekir.

Komplekslerin hiicre igerisine gegisi, negatif yiiklii hiicre membram ile
pozitif yiik tagiyan katyonik tagiyicilarin elektrostatik etkilesmesiyle meydana
gelir (99, 107, 126, 81). Yiiksiiz lipit DOPE endozomal membrandan lipopleksin
flizyonuna yardimct oldugundan lipopleks formiilasyonlan igerisinde stirekli
olarak bulunmaktadir (99, 122).

In vitro ortamda bir¢cok parametre 6tevarimui etkiler. Bu parametreler
katyonik lipit ve yardimci lipit oranlari, DNA ve katyonik lipit oranlar1 ve
hiicrelere aktarilarak istenen DNA miktarim kapsamaktadir (129).

Oncelikle hiicre igi ve hiicre dis1 engeller basariyla gegilebilmeli ve gen
ekspresyonu saglanabilmelidir (40, 130, 122). Hiicre igerisindeki bariyerler
tarafindan genetik materyalin ¢ekirdege ge¢mesi zordur. Yapilan bir ¢alismada,
katyonik lipozomla COS-1 hiicrelerinin sitoplazmasina gegirilen plazmitlerden
sadeée % 10’nun B-galaktosidaz ekspresyonu yaptigi gézlenmistir (83, 107,). Bir
bagka caligmada, plazmit tagtyan isaretlenmis komplekslerin % 20-80°ni hiicrelere
adsorbe oldugu ve bunlarin ancak %1°nin ¢ekirdekte goriildiigii belirlenmigtir
(107). Disandan DNA sokulmug hiicrelerin ekspresyon yetenekleri ve ¢ekirdek
icinde uzun siireli yagamlarm siirdiirmeleri ¢ok degisik faktdre ve tiplerine
baghdir (107). Omegin, saglikli insan fibroblastlarma transfeksiyon oldukca
zordur; g¢ekirdekte yabanct DNA ¢ok cabuk yok edilir. Bunun aksine, HeLa
* hiicrelerine pDNA kolaylikla aktanlir ve gekirdekte uzun siire kararh kalir (107).

Difiizyon, molekiil agirhg kiigiik bilesikler (<20 000-40 000) igin basit
tasinma mekanizmasidir. Cekirdegin porlarindan (9 nm) molekiillerin gegisi aktif
transport ile gergeklesir (122).
2.2.4.4. Katyonik Polimerler

Katyonik polimerlerle DNA’min olusturdugu komplekslere polipleks adi
verilmektedir. Bu sistemlerde kullanilan baglica katyonik polimerler,
polietilenimin, polilisin, poliamidoamin, dendrimerler, kitosan ve polialilamindir

(107, 101, 129,116). Bu polimerlerin birgogu, hayvan modellerinde oldukga
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basarili olmus, ancak insanlarda heniiz denenmemistir. Yiiksek molekiil agirhigina
sahip, polidispersitesi yiikksek katyonik polimerlerin karakterizasyonu oldukca
zordur (99). Ancak, diisiik molekiil agirligina sahip katyonik peptitlerin kontrollii
sentezlenmeleri ve istenilen saflikta firetilmeleri miimkiindiir. Poliplekslerin
50-150 nm boyutu ve zeta potansiyelleri karakterize edilebilmektedir (99). Bu
nanopartikiiller kolaylikla endositoz yoluyla hiicre igersine alinabilir ve DNA
salimim gerceklestirebilirler. Hapsettikleri DNA’y1 niikleaz depresyonuna kars
korurlar ve ester baglarmin ayrilmasiyla polimerin hidrolizi sonucu hiicre
icersinde DNA’y1 salarlar (116).

2.2.4.5. Reseptor Aracih Gen Transfer Yontemleri

Hedef hiicreleri igeren dokuya niikleik asit igeren vektoriin direkt olarak
uygulanmasidir. Ornegin, tiimor kiitlesine dogrudan enjeksiyon, sistik fibroz geni
iceren vektorlerin aeresol olarak uygulanmasidir (82, 110).

Bugiin, pek c¢ok arastirici, genlerin in vivo olarak baglanabilecegi,
karacigerle iliskili asialoglikoprotein reseptérleri gibi spesifik hiicre-yiizey
reseptorleri lizerinde caligmaktadir. Bu durum, reseptér baglantili endositozdur
(RME). Makro molekiillerin etkili bir gekilde dogrudan flizyonunu saglar (122).
Bu sistemde DNA, bir hiicre-yiizey reseptoriine baglanacak olan bir hedef
molekiille birlestirilir, endositoz uyarilir ve DNA memeli hiicresine aktarilir. Bu
yontemlerden birisinde DNA’y1 asialoglikoproteine baglamak igin poli-L-lisin
kullanilmaktadir. Ayrica, bu komplekse lizozomlar: yikmak fizere bir adenoviriis
de eklenmektedir (110). Boylece, DNA’nin sitoplazma icerisinde bozulmadan
canli kalmas: saglanmaktadir. Bu gen transfer sisteminin tistiinliigii retroviral veya
adenoviral vektorlerle aktarilabilenlerden ¢ok daha biiyiikk DNA pargalarimin bir
viriis iizerine kaplanarak transferinin yapilabilmesidir. Bununla beraber, bu gen
transfer sisteminde, partikiillerinin serum bilegenleri tarafindan inaktive edildigi
diistiniilmektedir (4, 110).
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. MATERYALLER
3.1.1. Kullamlan Maddeler
Agar (grantile)

Agaroz (Basica LE)

Ampisilin

Asetik Asit, Glasiyel

Bromofenol Mavisi
Compritol® ATO 888
DNaz I Enzimi
DOTAP®

Dynasan® 116

EDTA

ESCORT™II Transfection reagent
Etanol (% 99.5)
Etidyum Bromiir
Fenol

Gelucire® 33/01
Gliserol

Glukoz

HEPES

Kalsiyum Kloriir

Kloroform
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Difco, Amerika

Prona, Ispanya

Mustafa Nevzat Ilag San.A.S.,
Tiirkiye

Riedel-de Haen (Sigma-Aldrich Lab),
Almanya

AMRESCO, Amerika
Gattefossé, Fransa
Fermentas, Litvanya
Sigma, Almanya

Condea, Almanya

Sigma, Amerika

Sigma, Amerika
Kimetsan, Tiirkiye
Amresco, Amerika
Atabay, Tiirkiye
Gattefossé, Fransa
Riedel-de Haen, Almanya
Sigma, Amerika

Sigma, Almanya

Sigma, Amerika

Riedel-de Haen (Sigma-Aldrich Lab),
Almanya



Polioksietilen-20-Sorbitan Monooleate
(Tween® 80)

Potasyum Asetat

Sodyum Hidroksit

Sodyum Kloriir

Sorbitan Trioleat (Span 85)
Trizma Baz

3.1.2. Kullamilan Cihazlar
Dondurucu

Elektroforez (Yatay)

Etiiv 40°C

Etiiv 37°C

Gii¢c Kaynag

Jel Dokiimentasyon Cihazi
Liyofilizat6r

Mekanik Karstiric
Mikrosantrifiij

Otoklav

Otomatik Mikropipetler (0.1-1000 pL)
Partikiil Boyutu Olger

pH Metre

X-Isim Kirinim Cihazi
Spektrofotometre

Su Banyosu

Su Banyosu
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Amresco, America

Merck, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Sigma, Amerika

Merck, Almanya

Arcelik Nofrost Elektronik
Thermo EC Midicell Primo
Venticell

Memmert

Consort E 861

Kodak Image Station 440CF
Leybold-Heraeus

IKA Ultra-Turrax T 25
Eppendorf Centrifuge 5417R
Hirayama HV-50L
Eppendorf Research
Malvern NanoZS

Profi Lab pH 597

Rigaku Rint 2200

Shimadzu

GFL 1052

PolyScience



Termal Analiz Cihazi DSC 60, Shimadzu

Vorteks IKA
Yatay Calkalayicili Su Banyosu Niive ST 402
Zeta Potansiyel Olger Hirayama HV-50L

3.2. YONTEMLER

Mikro- ve nanopartikiillerin formiilasyonlarinda kullanilan katyonik lipit
DOTAP® 1, lipit matrislerin ve plazmit DNA ile formiilasyon komplekslerinin
fizikokimyasal &zellikleri incelenmig, formiilasyonlar hazirlanmis ve bu

formiilasyonlarda in vitro ¢alismalar yapilmistir.
3.2.1. Calisilan Maddelerle Yapilan Calismalar
3.2.1.1. Katyonik Lipit DOTAP® Uzerinde Yapilan Analizler

Katyonik lipit DOTAP®in ozelliklerinin, formiilasyon asamalarn
srasindaki ortam farkliliklarina karsi degisimlerini saptamak amaciyla asagidaki
calismalar yapilmistir.

3.2.1.1.1. Erime derecesi tayini

DOTAP®1n erime derecesi, kilcal tiip icerisinde, erime derecesi tayin

cihaz ile saptannustir. Islem ii¢ kez tekrarlanmigtir.
3.2.1.1.2. Termal analiz

DOTAP®in termal analizinde, diferansiyel taramali kalorimetre (DSC)
kullamlmistir. DOTAP®, 10 hassasiyetle aluminyum &mek kabinda ~5 mg
tartilmig, kapak basing yardimiyla kapatilmis ve sikistimlmistir. Aluminyum
referans kullanilarak, 10°C/dak 1s1 artisi ile 25°C’den 90°C’ye kadar g¢ikilmis ve -
10°C/dak 1s1 azaltilmasi saglanarak, 50 mL/dak azot gazi akig hizinda termal
analiz islemleri gergeklestirilmistir.

3.2.1.1.3. Formiilasyon sirasindaki ortam kosullari uygulandiktan sonraki

termal analiz

DOTAP®, formiilasyon hazirlanmas: sirasinda kullanilan lipit matrislerin
erime derecelerine gore belirlenen sicakliklarda (45°C, 73°C ve 85°C) 1sitilarak ve
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yine aym sicakliklara isitildiktan sonra 121°C ve 1 atm basing altinda 15 dak
otoklavlanarak, Boliim 3.2.1.1.2.°de belirtildigi gibi, termal analizi yapilmigtir.

3.2.1.1.4. Kullamlan lipit matrisler icerisindeki ¢oziiniirliik tayini

DOTAP®1n, Dynasan®116, Gelucire®33/01 ve Compritol®ATO 888
icindeki ¢Ozliniirliiflinlin saptanmasi amaciyla, formiilasyonlarda kullamlan
oranlarda (% 4 lipit matris, % 0.35 DOTAP®) kangimlar hazirlanmus,
formiilasyon hazirlama asamasindaki sicakliklara (45°C, 73°Cve 85°C)
isttilmistir. Bu karisimlar aluminyum rnek kaplarina ~10 mg konularak, kaplarin
kapaklan kapatilmis ve basingla sikistirildiktan sonra, ayni1 yontemle termal analiz
uygulanmagtir.

3.2.1.1.5. X-Isum kirinim analizi

Analiz, 4°C-40°C araliginda, 40 kV voltaj ve 20 mA akim siddetinde
yapilmgtir.

3.2.1.1.6. Jel retardasyon deneyi

DOTAP®m 1 pg/l pL konsantrasyondaki sulu ¢dzeltisinin plazmit
DNA’y1 (pDNA) tutabilme yetenegi, 1:1, 1:2, 1:4, 1:6, 1:8, 1:10, 1:12, 1:14 ve
1:16 oranlarinda pDNA:DOTAP® kompleksleri olustururlarak, jel elektroforez

yontemi ile belirlenmistir.

Kompleks olusumu, herbir mikrotiipte bulunan 2 pg pDNA iizerine
belirtilen oranlan saflayacak sekilde 1 pg/1 pL konsantrasyondaki DOTAP®
¢ozeltisi eklendikten sonra, 2 sn 1 400 rpm vorteks yardimiyla kangtirma ve 10
dakika oda 1sisinda etkilesime birakilmasiyla saglanmigtir. Kompleksler {izerine
5 pL yiikkleme tamponu eklenerek mikropipet yardimiyla kanstirilmigtir ve % 1.5
agaroz jelde 25 mV’da 2 saat yiiriitiilerek saptanmugtir.

3.2.1.1.6.1. Elektroforez isleminde kullanilan ¢ézeltinin hazirlanmasi

Tank Tamponu:

Agaroz jel elektroforezi ¢aligmalar1 sirasinda tank tamponu olarak Tris-
Asetik asit-EDTA (TAE) tamponu kullamlmigtir. Bu tampon 50 kez konsantre
stok (50x TAE) olarak hazirlanmis, elektroforez igin 1x TAE tamponu
kullaniimigtir. Tampon bilesimi agagida yer almaktadir.
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¥ 50x TAE Tamponu Bilegimi

TrABB BBz, . .yt sinisiniinsis 242 ¢

Glasiyal Asetik asit ............... 57.1 mL

0.5 M EDTA (pH 8.0) .......... 100 mL

Distle R oo K0 cocisas 1000 mL
Ornek Yiikleme Tamponu:

Agaroz jele uygulanacak ornekleri kuyucuklara yiiklemek icin &rnek
yiikleme tamponu kullamilmistir. Omek yiikleme tamponu hazirlandiktan sonra
mikrotiibe bir miktar almip 4°C’de, geri kalam da -20°C’de saklanmugtir.

* 1x Ornek Yiikleme Tamponu Bilesimi

Bromfenol mavisi............... % 0.25
Gliserol (suda)'. ... oxvoneiacaiii % 30
Etidyum Bromiir Stok Cozeltisi:

Jele uygulanip yiiriitilen DNA molekiillerinin goriintiilenmesi i¢in
etidyum bromiir (EtBr) kullamlmigtir. DNA molekiillerinin olusturdugu bantlar
EtBr ile boyamadan sonra ultraviyole (UV) 151k altinda floresan vermektedir. EtBr
stok ¢ozeltisi 10 mg/mL konsantrasyonda hazirlanmis ve 4°C’de saklanmigstir. Jel
yuriitiildiikten sonra 1 pg/mL EtBr iceren distile suda boyanarak goriintiilenmistir.

3.2.1.1.6.2. Elektroforez islemi

Elektroforez islemi sirasinda % 1.5 konsantrasyonda agaroz jel
kullanilmugtir. 1.5 g agaroz tartilarak 100 mL TAE tamponu ile kanstirilmis ve
wstticili manyetik kangtiricinin 1sitic: kismn yardimiyla agaroz tamamen ¢6ziinene
dek beklenmistir. Bu ¢ozelti jel tepsisi iizerine dokiilmiis, jel polimerlestikten
sonra tarak ve yan destekler cikanlmistir. Jel tepsisi tank igindeki yerine
yerlestirilerek jelin {izerini tamamen 6rtecek sekilde tank tamponu ilave edilmistir.
Ornekler yitkleme tamponu ile kanstirldiktan sonra kuyucuklara yiiklenmis ve
25-80 Volt gerilim altinda, 1.5-2 saat yiiriitiilmiistiir. Jel EtBr igeren distile suda
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yaklasik 1 saat bekletilmis; yarim saat distile suda bekletilerek yikanmig ve UV
151k altinda goriintiilenmistir.
3.2.1.1.6.2. Jel retardasyon deneyinde kullanilan genetik materyal

Calismalarimizda genetik materyal olarak pUC18 plazmiti kullanilmgtir.
pUC plazmitleri, pPBR322 plazmitlerine alternatif olarak kullamlirlar ve pBR322
plazmitine ampisilin diren¢ geni ve ¢oklu klonlama bolgesi eklenerek modifiye
edilmesiyle elde edilirler. 13 klonlama bdlgesi bulunan pUCI18 plazmiti
~ 2.7 kb’dir (Sekil 9) (132, 133).

Bu plazmitlerin igerisinde genelde 5'ucunda LacZ geni (B-galaktozidaz)
vardir (13, 14). Hiicrelerde izopropiltiogalaktozid (IPTG) ile indiiklendiklerinde
aktif bir beta-galaktozidaz proteni (beta-Gal) olusur (134). Renksiz bir madde
olan X-Gal ( 5-bromo-4-klora-3-indolyl- 3-D-galaktozit) bdyle hiicrelerden olusan
kolonileri maviye boyar. (134). pUC18 plazmiti hiicre i¢ine aktarilabilmis ise, X-
Gal bulunduran plaklar iizerinde mavi koloniler olusturur (133-135).

Tasidig1 bu ozellikler nedeniyle, pUC18 plazmiti, in vitro ¢alismalarin
degerlendirilmesinin  ardindan, planlanabilecek iz vivo c¢alismalarda
formiilasyonlarin  transformasyon etkinliklerinin aragtirilmasinda yardimei

olabilecegi diislincesiyle se¢ilmistir.

Eco01081 2674 BstAP 179
Aatll 2617 Ndel 183

Sapl 683

Afflll, BspLUT1l 808

Sekil 9. pUC18/19 Plazmitinin Haritas:
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3.2.1.1.7. Formiilasyon sirasindaki ortam kosullari1 uygulandiktan sonraki

jel retardasyon deneyi

DOTAP®, formiilasyon sirasinda lipit matrislerin erime derecelerine gore
belirlenen sicakliklarda (45°C, 73°C ve 85°C ) isitilmis ve sogutulduktan sonra
Béliim 3.2.1.1.6.’da belirtilen kosullarda pDNA tutabilme yetenegi saptanmigtir.
Otoklavin etkisinin belirlenmesi amaciyla, yine aym sicakliklara getirilip
sogutulan DOTAP®, 121°C ve 1 atm basing altinda 15 dak otoklavlandiktan sonra
pDNA tutabilme yetenegi belirlenmistir.

3.2.1.1.8. Zeta potansiyelin belirlenmesi

DOTAP®1n pg/uL konsantrasyondaki sulu ¢ézeltisi, NaOH ile pH 7.4’
ve NaCl ile 50 pS’e ayarlanmis distile su icinde dagitildiktan sonra elektriksel
hareketliligi belirlenmistir.

Elektrostatik hareketliligin zeta potansiyele doniistiiriilmesinde Helmholtz-

Smoluchowski esitligi kullamlmistir. Olglimler yapilmadan 6nce cihaz -50 mV
lateks standart ile kalibre edilmis ve tiim Slgiimler 25°C’de 6 kez tekrarlanmisgtir.

3.2.1.1.9. Formiilasyon sirasindaki ortam kosullar1 uygulandiktan sonra

zeta potansiyelin belirlenmesi

DOTAP®, formiilasyon sirasinda lipit matrislerin erime derecelerine gore
belirlenen sicakliklarda (45°C, 73°C ve 85°C ) isitilmis ve sogutulduktan sonra
Boliim 3.2.1.1.8°deki kosullarda zeta potansiyelleri belirlenmistir. Otoklavin
etkisinin belirlenmesi amaciyla, yine aym sicakliklara getirilip sogutulan
DOTAP®, 121°C ve 1 atm basing altinda 15 dak otoklavlandiktan sonra zeta
potansiyel Sl¢timleri yapilmigtir.
3.2.1.2. Lipit Matrislerle Yapilan Cahsmalar

Dynasan® 116, Gelucire® 33/01 ve Compritol® ATO 888 kat: lipitlerinin
ozellikleri belirlenmistir.
3.2.1.2.1. Erime derecesi tayini

Her ii¢ lipitin erime derecesi, kilcal tiip igerisinde, erime derecesi tayin

cihazi ile belirlenmistir. islemler ti¢ kez tekrarlanmistir.
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3.2.1.2.2. Termal analiz

Her bir kat1 lipit, 10* hassasiyetle aluminyum omek kabinda ~5 mg
tartilmis, kapak basing yardimiyla kapatilmis ve sikistirilmistir. Aluminyum
referans kullanilarak, 10°C/dak 1s1 artigi ile 25°C’den 90°C’ye kadar ¢ikilmis ve
-10°C/dak 1s1 azaltilmas: saglanarak tekrar 25°C’ye inilerek, 50 mL/dak azot gaz1
akis hizinda termal analiz islemleri gergeklestirilmistir.

3.2.1.2.3. X-Isimi kirinim analizi

Analiz, 4°C-40°C araliginda, 40 kV voltaj ve 20 mA akim siddetinde
yapilmstir.

3.2.2. KLN Hazirlama On Calismalan
3.2.2.1. On Formiilasyon Calismalar:

Katyonik ozellik tasiyan kati lipit partikiillerin  hazirlanmasinda
su-i¢inde-yag basit emiilsiyon olusturma teknigi kullanilmistir.

Yapilan 6n ¢aligmalarda, partikiillere katyonik &6zellik vermesi beklenen
katyonik lipit DOTAP® kullanilmamugtur.

ilk asamada, kat: lipit matris olarak Dynasan 116% segilmis ve kararl bir
formiilasyonun elde edilebilmesi i¢in g¢aligmalar siirdiiriilmiistiir. Formiilasyonda
iki farkli noniyonik yiizey etkin madde (Tween 80® ve Span 85%) ve distile su
kullamlmastir.

Kat1 lipit matris Dynasan 116®nin formiilasyon igindeki konsantrasyonu
% 2-8, yiizey etkin maddelerin toplam konsantrasyonlar1 (Tween 80%+Span 85%)
% 3-5.2, ve yiizey etkin maddelerin kendi aralarinda oranlar 1:1-7:3 (Tween 80%-
Span 85®) arahginda degistirilerek farkli kombinasyonlarla formiilasyon
denemeleri yapilmustir.

Kangtirma hizz 8 000 - 24 000 rpm’de ultraturraks ile ve siiresi
1-5 dakikalar arasinda denenmistir. Literatiir bilgilerine gore, formiilasyon
sicakligi kati lipitin erime derecesinin ~10+1°C tizeri olarak belirlenmistir (13).

Formiilasyonlar 20-100 g miktarlarinda hazirlanmigtir.
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3.2.2.1.1. Katyonik lipit icermeyen 6n formiilasyonun hazirlanmasi

Kat: lipit, erime derecesinin ~10+1°C iizerinde (73+1°C ) su banyosunda
istilmigtir. Distile su iizerine eklenmis yiizey etkin maddeler su banyosunda
lipitle aym: sicakliga getirildikten sonra, su banyosunda isinmakta olan lipit
lizerine bosaltilmis ve 9 500 rpm’de 3 dakika kangtirilmigtir. Kanigtirma islemi
bittikten sonra, formiilasyon su banyosundan ¢ikarilarak, ¢calisma ortamimn diisiik
sicaklifindan kaynaklanan ani soguma ile kaymaklasmay1 6nlemek amaciyla
strafor kutu igerisinde ortammn sicaklifindan izole edilerek sogumaya
brrakilmistir. Beher ¢api ve formiilasyon miktarinin artmasiyla partikiil boyutunun
arttif1 gbzlemlendiginden, formiilasyonlar 20 g’lik porsiyonlarda, 4.5 -5 cm ¢apl
100 mL’lik beherde hazirlanmigtir. Formiilasyona FI kodu verilmistir.

Formiilasyonlarda kullamlan parametreler ve formiilasyon kodlar

Cizelge 1’de verilmistir.
3.2.2.1.2. Katyonik lipit iceren on formiilasyonlarm hazirlanmasi

Formiilasyon i¢indeki katyonik lipit konsantrasyonunu belirlemek
amaciyla dort farkl formiilasyon hazirlanmistir.

FI formiilasyonundaki yag ve ylizey etkin madde miktarlari sabit
tutularak, % 0.20, % 0.25, % 0.30 ve % 0.35 oranlarinda katyonik lipit yagh faza
katilarak farkli formiilasyonlar hazirlanmistir. Formiilasyonlarda kullamilan

parametreler ve formiilasyon kodlar: Cizelge 1°de verilmistir.
3.2.2.1.3. Katyonik lipit iceren 6n formiilasyonlarin sterilizasyonu

Katyonik lipit iceren formiilasyonlarin, sofumaya birakilmadan &nce,
1/3’1 alinarak 0.2 pm steril membran siizgegten, aseptik ortamda, 1 mL’lik steril
ampullere siiziilmiis ve ampuller kapatilmistir. Soguma iglemi yine ortamdan izole
edilerek gergeklestirilmigtir.

Formiilasyonlar soguduktan sonra, kalan miktarin yarnis1 1 mL’lik
ampullere doldurulmus, ampuller kapatildiktan sonra 121°C’de, 1 atm basing
altinda 15 dakika sterilize edilmiglerdir.

Formiilasyonlarda kullanilan parametreler ve formiilasyon kodlan

Cizelge 1°de verilmistir.
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Cizelge 1. Katyonik Lipit icermeyen ve iceren Formiilasyonlarin icerikleri ve Kodlari

73+ 1°C
1.2 ym 100 | 73+1°C
1.2 ym 100 | 73+ 1°C
1.2 ym 100 | 73+1°C
1.2 ym 100 | 73+ 1°C
33/01 - 2.8 1.2 ym 100 | 43+1°C
4
Gelucire® ®
33/01 D?]T.sgP 2.8 1.2 ym 100 | 43+1°C
4
Compritol®
ATO 888 - 2.8 1.2 ym 100 | 85+1°C
4
Compritol® ®
ATO 888 DC()"'I;;P 2.8 12 ym 100 | 85+£1°C
4

3.2.2.1.4. Katyonik lipit iceren 6n formiilasyonlarin liyofilizasyonu

Farkli oranlarda katyonik lipit DOTAP®1 igeren formiilasyonlarin 1/3’t,
1 mL’lik ampullere 500 pL miktarlarda doldurulmus, -24°C’de 4 saat bekletilerek
dondurulmus ve 9.4 mBar basing altinda -20°C’de 24 saat liyofilize edilerek

ampuller kapatilmigtar.

Tiim islemler ve islem goéren formiilasyon kodlari Sekil 10°da

gosterilmistir.
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Sekil 10. Formiilasyon Hazirlanmasinda Tiim Islemler ve islem Goéren Formiilasyon Kodlar:



3.2.2.1.4. Katyonik lipit iceren on formiilasyonlarin termal analizi

Hazirlanan katyonik kat: lipit mikro- ve nanopartikiillerin termal analizleri
diferansiyel taramali kalorimetre ile yapilmigtir. Siiziilmiis, otoklavlanmig ve
sulandirilmis liyofilize formiilasyonlardan 10 pL (~10 mg) alinarak, basinca
dayamikli aluminyum &mek kaplarina konulmus, kapaklari sikistirilarak
kapatilmistir. Aluminyum referans kullanilarak, 10 °C/dak 1s1 artis1 ile 25°C’den
90°C’ye kadar ¢ikilmig ve -10 °C/dak 1s1 azaltilmas: saglanarak tekrar 25°C’ye
inilerek, 50 mL/dak azot gaz akis hizinda termal analiz iglemleri
gerceklestirilmigtir.

3.2.2.1.5. Katyonik lipit iceren on formiilasyonlarin pDNA’ya baglanma

oranlarnnin belirlenmesi

Farkli oranlarda DOTAP® igeren formiilasyonlar, siiziilmiis, otoklavlanmis
ve liyofilize edilmis olarak smiflandinlarak, 1:5, 1:10, 1:15 ve 1:20
pDNA-formiilasyon (a/a) oranlarinda karigimlar hazirlanmugtir.

Formiilasyonlarin pDNA’ya elektrostatik olarak baglanma yetenekleri
karsilastirmali olarak test edilmistir. Siizgegten siiziilmiis formiilasyonlardan, 2 pL
pDNA (0.5 pg/1 pL) miktar: sabit tutularak, belirtilen oranlara kargilik gelecek
formiilasyonlar mikrotiiplere eklenerek, vorteks yardimiyla 1400 rpm’de 2 sn
kanstinlmistir. Bu islemlerden sonra, mikrotiip iginde pDNA ve formiilasyonlarin
elektrostatik etkilesmeyi saglayabilmesi igin, 10 dakika oda sicaklifinda
bekletilmis ve 5 pL yiikleme tamponu eklenerek mikropipet yardimiyla
kanstirllmistir. Bu karigimlar jele yiiklenmis ve 80 V’da 1.5 saat yiiriitiilmistiir.

Otoklavlianmis formiilasyonlara da aymi islemler uygulanmistir.

Liyofilize edilen formiilasyonlar, distile su ile liyofilize edilmeden 6nceki
miktarina (500 pL) ulasacak sekilde vorteks yardimiyla karistirilmis ve daha sonra
yukarida bahsedilen sekilde pDNA ile muamele edilerek jel elektroforez islemi
gerceklestirilmisgtir.
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3.2.2.1.6. Katyonik lipit iceren 6n formiilasyonlarmn zeta potansiyellerinin

belirlenmesi

Formiilasyonlardaki partikiillerin yiizey yiikleri, NaOH ile pH 7.4°e ve
NaCl ile 50 pS’e ayarlanmis distile su igerisinde dagitilarak Olgiilmiistiir.
Elektrostatik hareketliligin zeta potansiyele doniistiiriilmesinde, Helmholiz-
Smoluchowski esitligi kullamlmistir. Olglimler yapilmadan 6nce cihaz -50 mV
lateks standart ile kalibre edilmis ve tiim 8l¢limler 25°C’de 6 kez tekrarlanmagtir.

3.2.2.1.7. Katyonik lipit iceren on formiilasyonlarin partikiil boyutu
dagihimlar:

Ornekler, partikiil boyutu dl¢iimleri igin NaOH ile pH 7.4’ ve NaCl ile
50 pS’e ayarlanmis ve 0.2 pm’lik siizgegten siiziilmiis distile su igerisinde
dagitilmis ve cihazin kullanilip-atilan kiivetleri icinde Slgiilmiistiir.

3.2.2.2. Farkh Lipit Matrislerle Calisilacak Formiilasyonun Segilmesi

Dort farkli oranda (% 0.20, % 0.25, % 0.30 ve % 0.35) katyonik lipit
iceren 6n formiilasyonlarin (FIII, FIV, FV ve FVI), termal analizleri, pDNA’ya
baglanma (iistiinliikleri, zeta potansiyelleri ile partikiil boyutlari ve dagilim

belirlenmis ve degerlendirmeler sonucunda formiilasyon se¢imi yapilmustir.
3.2.3. KLN’lerle Yapilan Cahsmalar

On mikro- ve nanopartikiil hazirlama galigmalariyla en uygun katyonik
lipit i¢eren formiilasyonun (FVI) belirlenmesinden sonra, katyonik lipitin farkli
kat: lipit matrislerle olusturacag: formiilasyonlarin etkinlikleri arastirilmistir.

3.2.3.1. Dynasan® 166, Gelucire® 33/01 ve Compritol® ATO 888 ile
Hazirlanan KL.N’ler

Dynasan® 166, Compritol® ATO 888 kat: lipitler ve yar1 kati olan
Gelucire® 33/01 kullamlarak iic ayr1 KLN hazirlanmistir. On formiilasyon
calismalarinda belirlenen % 4 kati matris oram, % 0.35 katyonik lipit DOTAP®,
ylizey etkin maddeler ve distile su miktarlan sabit tutularak, kullanilan lipitlerin
erime derecelerinin 10+1°C fazlasi olmak iizere, formiilasyon sicaklif: (Dynasan®
116 icin 73°C, Gelucire® 33/01 igin 45°C ve Compritol® ATO 888 icin 85°C)

ayarlanmstir.
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Dynasan® 116 , Gelucire® 33/01 ve Compritol® ATO 888 icinde eritilen
katyonik lipit DOTAP® m iizerine, distile su icerisinde dagitilmis yiizey etkin
maddeler eklenmis ve su banyosunda 3 dakika siire ile 9500 rpm’ de
kanistinlmugtir. Karigtirma islemi bittikten sonra, formiilasyon su banyosundan
cikarilarak, strafor kutu igerisinde ortamin sicakligindan izole edilerek sogumaya
birakilmustir.

Formiilasyonlarda kullanilan parametreler ve formiilasyon kodlan
Cizelge 1’de verilmistir.

Uc farkli lipit ile hazirlanan KLN, Bolim 3.2.2.1.3.’de ve
Béliim 3.2.2.1.4.’de aciklandig: gibi sterilize ve liyofilize edilmistir.
3.2.3.2. KLN’lerin Ozelliklerinin Belirlenmesi Calismalar
3.2.3.2.1. Makroskobik incelemeler

Hazirlanan tiim formiilasyonlarin goriiniisii, rengi ve yapist makroskobik
olarak incelenmistir. Kati lipit mikro- ve nanopartikiil dispersiyonlarinda kivam
fark: ve faz ayrimi olup olmadigi da gozlenmistir. Liyofilize kat1 lipit partikiiller

liyofilize tozun 6zelliklerine gére degerlendirilmistir.
3.2.3.2.2. Sekilleri

% 0.35 katyonik lipit DOTAP® iceren FVI, GI ve CI KLN’lerin liyofilize
edilmis hallerinin sekilleri, 15tk mikroskobu altinda, 100X biiylitmede ve
immersiyon yag1 kullamlarak incelenmistir. Liyofilize formiilasyonlarin partikiil
sekilleri, kaybettikleri su (~500 pL) ile vorteks yardimiyla siispande edildikten
sonra incelenmistir.

3.2.3.2.3. pH degerlerinin belirlenmesi

Formiilasyonlardan 100 pL alinarak, NaOH ile pH 7.0’e ve NaCl ile 50uS
iletkenlife ayarlanmig, 10 mL distile su igerisinde dagitilmis ve pH metre
yardimiyla pH degerleri belirlenmistir.

3.2.3.2.4. Termal analizleri

Hazirlanan katyonik kati lipit mikro- ve nanopartikiillerin termal analizleri

diferansiyel taramali kalorimetre ile yapilmigtir. Siiziilmiis ve otoklavlanmis
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siispansiyon KLN’lerden 10 pL (~10 mg) ve liyofize KLN’lerden ~10mg
alinarak, basinca dayamikli aluminyum Ornek kaplarina konulmus, kapaklari
sikistirilarak kapatilmigtir. Aluminyum referans kullanilarak, 10°C/dak 1s1 artig
ile 25°C’den 90°C’ye kadar ¢ikilmis ve -10 °C/dak 1s1 azaltilmas: saglanarak
tekrar 25°C’ye inilerek, 50 mL/dak azot gaz1 akig hizinda termal analiz islemleri
gerceklestirilmistir.

3.2.3.2.5. X-Isim1 kirinim analizi

FVI, GI ve CI KLN’lerinin liyofilize hallerinin X-151m kirinim analizleri,
4°C-40 °C araliginda, 40 kV voltaj ve 20 mA akim siddetinde yapilmigtir.

3.2.3.2.6. pDNA’ya baglanma oranlarmin belirlenmesi

FVI, GI ve CI KLN’lerinin pDNA’ya baglanma oranlar, siiziilmiis,
otoklavlanmis ve liyofilize edilmis olmak {iizere simflandinlarak belirlenmistir.
Liyofilize edilmis KLN’lerin kaybettikleri su miktar1 (~500 pL) ile vorteks
yardimiyla tekrar siispansiyon hale getirilmistir.

pDNA, 1 pg/100 pL konsantrasyon olacak sekilde 25 mM HEPES iginde
seyreltilmigtir. 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6 ve 1:7 pDNA-formiilasyon (a/a)
oranlarinda, mikrotiip igerisinde 2 sn 1400 rpm’de vorteks yardimiyla
kanigtirildiktan sonra, elektrostatik etkilesmenin saglanabilmesi i¢in 10 dakika oda
sicaklifinda bekletilmistir. Bu siirenin bitiminde, 5 pL yiikleme tamponu ile
mikropipet yardimiyla kangtirilmis, rnekler jele yiiklenmis ve 25V’da 2 saat
yiiriitiilmiigtiir. KLN’lerin jel tlizerinde pDNA’ya baglanma kapasiteleri jel

dokiimantasyon cihazi ile gériintiilenerek belirlenmistir.

3.2.3.2.7. Escort™II iiriinii ile KLN’lerin pDNA’ya baglanma yeteneklerinin
karsilastiriimas:

Hazirlanan FVI, GI ve CI KLN’lerinin siiziilmiis, otoklavlanmis ve
liyofilize edilmis halleri ile, katyonik lipozom olan Escort™II {iriiniiniin
karsilastirilmasi yapilmstir.

1:1 oraninda katyonik lipit DOTAP ve notral lipit DOPE igeren piyasa
{iriinii liyofilize lipozom olan Escort™II ile belirli oranlarda pDNA ile mikrotiip
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igerisinde, mikropipet yardimiyla kangtinlmis ve 10 dakika etkilesime
birakilmistir.

FVI, GI ve CI KLN’leri ile etkilesime birakilacak olan pDNA,
konsantrasyon 1 pg/10 pL olacak sekilde 25 mM HEPES ile seyreltilmistir.
pDNA-KLN’lerin 1:2,1:4, 1:6 ve 1:10 oranindaki karigimlari, mikrotiip icerisinde,
2 sn, 1400 rpm’de vorteks yardimiyla kanstirildiktan sonra, elektrostatik
etkilesmenin saglanabilmesi i¢in oda sicakliginda 10 dakika bekletilmistir.

Stire bitiminde, her bir tiip icerisine 5 pL yiikleme tamponu eklenerek,
mikropipet yardimiyla karigtirilmis ve % 1.5 agaroz jele yiiklenerek, 25 mV’°da
2 saat yliriitilmiistiir. '

3.2.3.2.8. Zeta potansiyellerin belirlenmesi

Formiilasyonlardaki partikiillerin yilizey yiikleri, pH 7.4’e NaOH ile ve
50 uS’e¢ NaCl ile ayarlanmis distile su icerisinde dagitilarak Olcililmiistiir.
Elektrostatik hareketliligin zeta potansiyele doniistiiriilmesinde, Helmholtz-
Smoluchowski esitligi kullamlmistir. Olctimler yapilmadan once cihaz -50 mV
lateks standart ile kalibre edilmis ve tiim lgiimler 25°C’de 6 kez tekrarlanmustir.

3.2.3.2.9. pDNA-KLN komplekslerinin zeta potansiyelleri

Bu c¢aligmada, KLN’lerin pDNA ile farkli oranlarda bekletilmesi
sonucunda, pDNA-KLN komplekslerinin zeta potansiyellerinde goriilen

degismeler incelenmistir.

FVI, GI ve CI KLN’leri ile etkilesime birakilacak olan pDNA, 25 mM
HEPES ile 1 pg/10 pL oranda seyreltilmistir ve 11 mikrotiipe 10 pL gelecek
sekilde dagitilmistir. Bu karigim tizerine, herbir tiipe farkli miktarda [1, 2.5, 3.5, 5,
10, 20, 25, 30, 35, 40 ve 50 pL (=~ pg) ] KLN eklenmistir. Olusturulan 1:1, 1:2.5,
1:3.5, 1:5, 1:10, 1:20, 1:25, 1:30, 1:35, 1:40 ve 1:50 oranlarindaki pDNA-KLN
(a/a) kanigimlari mikrotiip icerisinde 2 sn, 1400 rpm’de vorteks yardimiyla
karigtinldiktan sonra, elektrostatik etkilesmenin saZlanabilmesi i¢in oda
sicaklifinda 10 dakika bekletilmistir.

55



Bu komplekslerden 30 pL alinarak, 1 mL pH 7.4 (NaOH ile ayarlanmis)
ve 50 uS (NaCl ile ayarlanmis) distile su i¢inde dagitilmis ve zeta potansiyelleri
Olclilmiistiir.
3.2.3.2.10. Partikiil boyutlar: ve dagihmlan

Orneklerin partikiil boyutu dlgtimleri, 0.2 pm’lik stizgegten siiziilmiis
distile su iginde dagtilmalanmin ardindan, cihazin kullanilip-atilan kiivetleri
icinde yapilmusgtir.

3.2.3.2.11. Saklama kosullarinda kararhilik kontrolleri

Stiziilerek, otoklavlanarak ve liyofilize edilerek renkli ampullere
doldurulan formiilasyonlar, buzdolabi (4+1°C), oda sicakligi (25+1°C) ve etiivde
(40£1°C) saklanmustir. 1, 3, 6 ve 9 aylik saklama siirelerinin sonunda, termal
analizleri Boliim 3.2.3.2.4.’de, zeta potansiyelleri Boliim 3.2.3.2.8’de ve partikiil
boyutlar1 ve dagilimlar: Béliim 3.2.3.2.9°da belirtildigi sekilde tayin edilmistir.

3.2.3.2.12.  pDNA-Formiilasyon komplekslerinin DNaz I enzimi ortaminda
kararhhg

Ciplak pDNA, pDNA-Escort™II ve pDNA-KLN kompleksleri DNaz I
enzimi ile muamele edilerek, niikkleaz varhiginda pDNA’nin kompleksler

icerisindeki kararlilig: karsilastirmali olarak kontrol edilmistir.

DNaz [ enzimi ile muamele sonucunda, kompleksler igerisindeki
pDNA’nin ne kadarinin enzim etkisiyle ne kadarmin ekstraksiyon islemleri
sirasinda kayboldugunun gozlenebilmesi i¢in, DNaz I enzimi ile muamele
edilmemis ¢iplak pDNA ve pDNA bagh komplekslere de ekstraksiyon islemleri
uygulanmigtir.

pDNA, konsantrasyon 1 pg/10 pL olacak sekilde 25 mM HEPES ile
seyreltilmistir ve bu ¢6zelti herbir mikrotiipte 40 pL olacak sekilde dagitilmustir.

e pDNA’nin DNaz I enzimi ile muamelesi: 4 pg pDNA bulunan mikro tiip
icerisine 4 U DNaz I enzimi eklenmis, mikropipet yardimu ile karigtirilmis
ve 10 dakika 37°C’de etkilesime birakilmistir. Tepkimeyi durdurmak igin
40 pL 25mM EDTA ¢ozeltisi eklenmigtir. 5 pL yikleme tamponu
eklenerek jele uygulanmigtur.
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pDNA-Escort™II komplekslerinin DNaz I enzimi ile muamelesi: 4 pg
pDNA bulunan mikro tiip igerisine 16 pL Escort™II eklenmis, 2 sn,
1400 rpm’de vorteks yardimi ile kanstinlmis ve oda sicaklifinda
10 dakika etkilesmeye birakilmistir. Siire bitiminde, 4 U DNaz I enzimi
eklenmis, mikropipet yardimi ile kangtinlmis ve 10 dakika 37°C’de
etkilesime birakilmigtir. Tepkimeyi durdurmak i¢in 40 pL 25mM EDTA
¢ozeltisi eklenmistir ve I. Ekstraksiyon yontemi uygulanmustir.

Ekstraksiyon yonteminin pDNA-Escort™II komplekslerine etkisinin

belirlenebilmesi i¢in, pDNA-Escort™II kompleksleri yukarida bahsedildigi gibi

hazirlanmis ve ortama DNaz [ enzimi eklenmeden tiim y&ntemler

gerceklestirilmistir.

pDNA-FVI komplekslerinin DNaz I enzimi ile muamelesi: 4 pg pDNA
bulunan mikro tiip igerisine 40 pL FVI formiilasyonu eklenmis, 2 sn,
1400 rpm’de vorteks yardimi ile kanstinlmis ve oda sicakliginda
10 dakika etkilesmeye birakilmistir. Siire bitiminde, 4 U DNaz I enzimi
eklenmis, mikropipet yardimi ile kangtinlmis ve 10 dakika 37°C’de
etkilesime birakilmistir. Tepkimeyi durdurmak igin 40 pL 25mM EDTA
cozeltisi eklenmistir ve 1. Ekstraksiyon yontemi uygulanmistir.

Ekstraksiyon  yonteminin pDNA-FVI  komplekslerine  etkisinin

belirlenebilmesi i¢in, pDNA-FVI kompleksleri yukarida bahsedildigi gibi

hazirlanmis ve ortama DNaz 1 enzimi eklenmeden tim yOntemler

gerceklestirilmistir.

pDNA-GI komplekslerinin DNaz I enzimi ile muamelesi: 4 pg pDNA
bulunan mikro tiip igerisine 40 pL. GI formiilasyonu eklenmis, 2 sn,
1400 rpm’de vorteks yardimi ile kangtinlmis ve oda sicaklifinda
10 dakika etkilesmeye birakilmistir. Siire bitiminde, 4 U DNaz I enzimi
eklenmis, mikropipet yardimi ile kangtinlmis ve 10 dakika 37°C’de
etkilesime birakilmigtir. Tepkimeyi durdurmak igin 40 pL 25mM EDTA
cozeltisi eklenmistir ve IL ekstraksiyon yontemi uygulanmisgtir.
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Ekstraksiyon = yonteminin pDNA-GI = komplekslerine  etkisinin
belirlenebilmesi i¢in, pDNA-GI kompleksleri yukarida bahsedildigi gibi
hazirlanmis ve ortama DNaz 1 enzimi eklenmeden tiim iglemler

gerceklestirilmigtir.

e pDNA-CI komplekslerinin DNaz I enzimi ile muamelesi: 4 pg pDNA
bulunan mikro tiip igerisine 40 pL CI formiilasyonu eklenmis, 2 sn,
1400 rpm’de vorteks yardimi ile kanstinlmis ve oda sicaklifinda
10 dakika etkilesmeye birakilmistir. Siire bitiminde, 4 U DNaz I enzimi
eklenmis, mikropipet yardimi ile kangtinlmig ve 10 dakika 37°C’de
etkilesime birakilmistir. Tepkimeyi durdurmak igin 40 pL 25mM EDTA
¢ozeltisi eklenmistir ve IIL ekstraksiyon yontemi uygulanmustir.

Ekstraksiyon = y6nteminin  pDNA-CI  komplekslerine  etkisinin
belirlenebilmesi igin, pDNA-CI kompleksleri yukarida bahsedildigi gibi
hazirlanmig ve ortama DNaz I enzimi eklenmeden tiim yontemler

gerceklestirilmigtir.
3.23.2.12.1. Ekstraksiyon yontemleri

Lipit matrislerin ortamdan tamamen uzaklastirilarak pDNA’nin serbest
kalmasinin saglanabilmesi i¢in, ekstraksiyon yontemleri lipitlerin ¢oziindiikleri
ortamlar gozoniine alinarak belirlenmistir.

L Ornek tizerine 500 pL kloroform-alkol (1:1) karisimi eklenmis, yavasca
kanstinlmis ve 15000 rpm’de 5 dak santrifiij edilmistir. Ust kisim atilmig ve
¢okelti iizerine 100 pL alkol (% 99.8) eklenerek, yine aym hizda ve siirede
santrifiij uygulanmigtir. Alkollii iist kisim atilmis ve ¢okelti oda sicaklifinda
kurumaya birakilmistir. 30 pL. TE ¢6zeltisi iginde ¢oziilmiis ve 5 pL yiikleme
tamponu eklenerek jele uygulanmustir.

IL. Omnek tizerine 500 pL alkol (% 99.8) eklenmis, yavasca kargtirilmis ve
15000 rpm’de 5 dak santrifiij edilmigtir. Ust kisim atilmig ve ¢okelti {izerine
100 pL alkol (% 99.8) eklenerek, yine aym hizda ve siirede santrifiij
uygulanmigtir. Alkollii iist kisim atilmis, ¢okelti oda sicaklifinda kurumaya
birakilmigtir. 30 pl. TE ¢ozeltisi igerisinde ¢oziilmils ve yiikleme tamponu

eklenerek jele uygulanmistir.
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III.  Ormnek iizerine 500 pL kloroform-alkol (1:1) karisimi eklenmis, yavasga
karigtinlmigtir. Compritol’iin tamamen ¢oziinebilmesi i¢in 500 pL kloroform daha
eklenmis ve 15000 rpm’de 5 dak santrifiij edilmigtir. Ust kisim atilmis ve ¢kelti
iki kez olmak tizere, 500 pL ve 100 pL alkol (% 99.8) ile ayn1 hizda ve siirede
santrifiij uygulanarak yikanmustir. Alkollii iist kistm atilmis, c¢okelti oda
sicaklifinda kurumaya birakilmistir. 30 pL. TE ¢dzeltisi icerisinde ¢dziindiiriilmiis
ve yiikleme tamponu eklenerek jele uygulanmistir.

59



4. BULGULAR
4.1. Cahsilan Maddelerle Yapilan Cahsmalara Ait Bulgular
4.1.1. Analizlere Ait Katyonik Lipit DOTAP® Uzerinde Yapilan Bulgular
4.1.1.1. Erime Derecesi Tayini Bulgulan
DOTAP® 1 erime derecesi, 40°C olarak bulunmustur (n=3).
4.1.1.2. Termal Analiz Bulgular

DOTAP®mn termogrami Sekil 11°de verilmistir. Bu termograma gore,
erime derecesinin 43.92°C ve lipitin 1 g’mnin erimesi igin gerekli olan enerjinin
8.10 joulg” oldugu bulunmustur. Sogutmadaki tekrar kristallenme noktasi
31.37°C ve 1 g'min tekrar kristallenmesi igin kaybetmesi gereken enerji
-107.64 joul.g™" olarak saptanmigtir.

DSC T
e DOTAP o
1.0F
3137C | e
0.0
1.0 60.00
-20r 140.00
43.92C
-3.0F
0.0 5.0 0.0 5.0
Zaman (dakike)

Sekil 11. DOTAP®’1n Termogrami
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4.1.1.3. Formiilasyon Sirasindaki Ortam Kosullar1 Uygulandiktan Sonraki
Termal Analiz Bulgulari

DOTAP®'1n, formiilasyon kosullar1  uygulandiktan sonraki
termogramlaninda analiz edilebilecek belirgin bir pik elde edilememistir. Erime
piki kaybolmustur.

4.1.14. Kullamlan Lipit Matrisler Icerisindeki Coziiniirliik Tayinine Ait
Bulgular

DOTAP®’1n, Dynasan® 116, Gelucire® 33/01 ve Compritol® ATO 888
icindeki ¢Oziinlirliigiiniin saptanmasi amaciyla, formiilasyonlarda kullanilan
oranlarda (% 4 lipit matris, % 0.35 DOTAP®) kangimlar hazirlanmis,
formiilasyon hazirlama agamasindaki sicakliklara (73°C, 45°C ve 85°C)
isitildiktan sonra elde edilen termogramlan Sekil 12°de ve bu termogramlara gére
erime dereceleri ve lipitlerin 1 g’inin erimesi igin gerekli olan enerjiler ile
sogutmadaki tekrar kristallenme noktalar1 ve 1 g’in tekrar kristallenme igin
kaybedilmesi gereken enerjiler Cizelge 2°de verilmistir.

Cizelge 2. DOTAP®in Kullanilan Lipit Matrisler icerisindeki Erime ve Tekrar Kristallenme
Dereceleri ve Enerjileri

Erime Enerii Tekrar Enerii
Lipit Matris Noktasi il '!1) Kristallenme Gul 'f;)
°C) € Noktasi (°C) 8
DOTAP®
+ 67.01 225.34 36.15 -103.66
Dynasan® 116
DOTAP®
+ 38.36 14.59 46.82 -68.06
Gelucire® 33/01
DOTAP®
- 73.66 176.71 59.82 -174.22
Compritol® ATO 888
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DSC Tgmﬂ
mW  —— DOTAP
2000f ——— DYNASAN 116 {000
——— DYNASAN 116 + DOTAP
10,008 170,00
.00t “_C___ii.sit 80.00
-10,00F 50.00
000k 63 40.00
430,00
'30-“"{ 67.01T
000 .00 10.00 15.00
Zaman (daldks)
DsC
W porap =
100F
——— CELUCIRE 3301 46.06°C w000
——— CELUCIRE33/0]+DOTAP
46.82C
0.0 60.00
40.00
10,00
20.00
[ ] 50
00 Zemen (dakis) 100
DsC Temp
mY . DOTAP e
——— Compritsl ATO 588 59.82°C
8000
100k — Cempriiol ATO £88-+DOTAP 62.84°C
70.00
0.0k 60.00
50.00
100+ -
30.00
.mgr 73.66°C
00 [ T0.0 50
Zaman (dakike)

Sekil 12. DOTAP®1n Dynasan® 116 icinde (A), Gelucire® 33/01 icinde (B) ve Compritol®
ATO 888 Icinde (C) Céziiniirliik Tayini Termogramlan
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4.1.1.5. X-Isim Kirmim Analizi Bulgulan

X-151m1 kirmim grafigi Sekil 13°de verilmistir.

350 ~
300 4
250 | .
= -, '
n. 1
= 200
L
-]
=
3 150 A
100
50 -
0 T T L}
10 13 20 25 30 B
29 (derece)

Sekil 13. DOTAP® in X-Isim Kirimim Grafigi

4.1.1.6. Jel Retardasyon Deneyine Ait Bulgular

DOTAP®1n pg/pL konsantrasyondaki sulu ¢dzeltisinin plazmit DNA’ya
elektrostatik etkilesme ile baglanarak tutunabilme yetenegini saptamak igin,
agaroz jel elektroforezi yontemi ile Cizelge 3‘de belirtilen oranlarda
pDNA-DOTAP® (ug/pg) kompleksleri olusturulmustur. Agaroz jel elektroforezi
uygulandiktan sonraki fotografi Sekil 14’deki Bant I’de goriilmektedir.

4.1.1.6.1. Formiilasyon sirasindaki ortam kosullar1 uygulandiktan sonraki

jel retardasyon deneyi Bulgular:

Katyonik lipit olan DOTAP®™m, formiilasyon asamalari sirasinda
pDNA’y1 tutabilmesinde goriilebilecek degisiklikler saptanmaya galisiimustir.
Kullamlan lipit matrislerin erime derecelerine bagh belirlenen farkli formiilasyon
sicakliklann uygulanmigtir. Ortam kosullar1 uygulanmis DOTAP® kodlari,
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pDNA-DOTAP® oranlari ve uygulama alanlani Cizelge 3’de verilmistir. Bu
oranlarla hazirlanmis ve agaroz jel elektroforezinde yiiriitlilmiis komplekslerin
goriintiileri, Sekil 14’deki Bant IL, IIL, IV, V, VI ve VIDI’de g6sterilmistir.

Cizelge 3. Katyonik Lipit Kodlan, Uygulanan Ortam Kosullari, pDNA—DOTAPQ(n)
Oranlari, Uygulama Hatt: ve Uygulama Alanlan

Katyonik Lipit Kodlar:
Uygulanan Ortam Kosullar: Uygulanan Alanlar
[DOTAP® (n)]
DOTAP® - Bant I
DOTAP®I 43+1°C’ye Isitilmis DOTAP® Bant I1
43£1°C’ye Isitildiktan Sonra
DOTAP®II Otoklavianan DOTAP® Bant III
DOTAP®III 73£1°C’ye Isitilmig DOTAP® Bant IV
73+1°C’ye Isitildiktan Sonra
DOTAP*IV Otoklavlanan DOTAP® Hamk ¥
DOTAP®V 85+1°C’ye Isitilmis DOTAP® Bant VI
85+1°C’ye Isitildiktan Sonra
DOTAP®VI Otoklavianan DOTAP® Bant VII
Uygulama Hatt: 15 2 3. 4. 58 6. 7. 8. 9. | 10.
PDNA-DOTAP®@)Oramt | 10 | 11 | 12 | 1:4 | 156 | 1:8 | 1:10 | 1:12 | 1:14 | 1:16
(ng/pg)

P Jel Konsantrasyonu

:% 1.5

» Uygulanan Gerilim ve Siiresi : 25 Volt, 2 Saat

P Katyonik Lipit Tiplerinin Seyreltme Ortami ve Konsantrasyonu : pH 7.4’¢ NaOH ile
ayarlanarak otoklavlanmus distile su, pg/pL
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Sekil 14. DOTAP®'mn, Formiilasyon Sirasindaki Ortam Kosullari Uygulandiktan Sonraki Jel
Retardasyon Deneyi Goriintiileri




4.1.1.7. Zeta Potansiyelin Belirlenmesine Ait Bulgular

DOTAP®'1n (n), pg/pl konsantrasyondaki sulu ¢ozeltileri, pH 7.4 (NaOH
ile ayarlanmis) ve 50 pS (NaCl ile ayarlanmis) distile su i¢inde dagitildiktan sonra
elde edilen zeta potansiyel degerleri Cizelge 4’de verilmistir.

Cizelge 4. Katyonik Lipit DOTAP®In Formilasyon Kosullari Uygulanmadan ve
Uygulandikian Sonraki Zeta Potansiyel Degerleri

Katyonik Lipit Kodlan | v 0)nan Ortam Kogullan | Zeta Potansiyel (mV) + SH
[DOTAP® (n)]
DOTAP® : 73.773 £ 0.518
DOTAP®1 43+1°C’ye Isitilmis DOTAP® 72.873 + 0.574
- 43+1°C’ye Isitildiktan Sonra
DOTAP®1I A 71.188 + 0.544
Otoklavlanan DOTAP
DOTAP®III 73+1°C’ye Isitilmig DOTAP® 71.490 + 0.508
73+1°C’ye Isitildiktan Sonra
DOTAP’IV A 70.778  0.829
Otoklavlanan DOTAP
DOTAP®V 85+1°C’ye Isitilmis DOTAP® 71.041 £ 0.577
85+1°C’ye Isitildiktan Sonra
DOTAP®VI 69.407 + 0.396
Otoklavlanan DOTAP®

n=6; SH : Standart Hata

4.1.2. Lipit Matrislerle Yapilan Calismalara Ait Bulgular
4.1.2.1. Erime Derecesi Tayini

Dynasan® 116, Gelucire® 33/01 ve Compritol® ATO 888’in erime
dereceleri, sirasiyla, 63 °C, 33 °C ve 75 °Colarak belirlenmistir (n=3).

4.1.2.2. Termal Analiz Bulgular:

Oncelikle kati lipit partikiilleri igeren siispansiyonlarin yagh fazim
olusturan Dynasan® 116, Comprit01® ATO 888 ve Gelucire® 33/01’in yapilan
incelenmistir. Formiilasyonun hazirlanmasinda bir kez ve DSC analizi sirasinda
ikinci kez sicaklia maruz kalacafindan, yagh fazlara iki kez 1sitma
uygulanmistir. Birinci ve ikinci isitmada lipitlerin erime noktalar, lipitlerin

1 g’mn erimesi icin gerekli enerjiler ile birinci ve ikinci sogutmada tekrar
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kristallenme noktalar: ve lipitlerin 1 g’min tekrar kristallenmesi i¢in kaybetmesi

gereken enerjiler Cizelge 5°de analiz termogramlar ise Sekil 15°de verilmistir.

Cizelge 5. Lipit Matrislerin Erime ve Tekrar Kristallenme Dereceleri ve Enerjileri

. o Tekrar e
Lipit Matris E"m(ig(;kms‘ (;:l;l]er:';l) Kristallenme (f‘ :]er:',')
8 Noktasi (°C ) -8
Dynasan® 116 62.58 250.95 37.72 -162.74
g
Z Gelucire® 33/01 38.69 47.40 42.96 91.61
o
Compritol® ATO 888 73.56 63.91 61.09 -98.82
Dynasan® 116 63.68 149.82 37.19 -88.21
-]
E
Z Gelucire® 33/01 35.96 33.50 46.06 -16.32
Compritol® ATO 888 75.33 160.40 62.84 -104.05
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DSC
W DYNASAN 116 Tgm
37.19C
10.0r 18000
oot
80.00 A
100F
4000
200+
63.68°C
X ; '
u W s ” 00 T80
DsC GELUCIRE 33/01 Temo
mw e
100+ e
80.00
0.0t
B
60.00
100+
440.00
35.96°C
-20.0F
o0 50 100 80
Zemean (dakiks)
DSC COMPRITOL ATO e
W e
62.84°C
100+ 80.00
7000
0.0t 60.00 &
50.00
40.00
00
3000
75.33°C
' g 5 J T80
0.0 R, s 100 B

Sekil 15. Dynasan® 116 (A), Gelucire 33/01 (B) ve Compritol® ATO 888’in (C) IL Isitma

Termogramlan
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4.1.2.3. X-Ismi Kirinim Analizi Bulgulan

Dynasan® 116, Gelucire® 33/01 ve Compritcﬂ@ ATO 888’in X-1s1m
kirmim analizleri yapilmis ve grafikleri Sekil 16°de verilmistir.

9000 -
8000 4
7000 -
5000 -
"
£ 5000 -
B 4000 &
|
¥ 3000 -
2000 -
1000 4
10 12 14 16 18 20 z » 2% b
28 (derece)
iy
£
= B
=
=3
10 s 0 P © 3 ©
28 (derece)
12000 -
10000 -
8000 -
=
&
s B000 4 C
-
& 4000 |
2000 +
0 - - T — — ==an
10 15 20 25 30 35 40
206 (derece)

Sekil 16. Dynasan® 116 (A), Gelucire® 33/01 (B) ve Compritol® ATO 888’in (C) X-Isim Kirimim

Analiz Grafikleri
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4.1.3. Kati Lipit On Formiilasyonlarm Ozelliklerinin Belirlenmesine Ait
Bulgular

4.1.3.1. Termal Analiz Bulgulan

Taze hazirlanmig KLN dispersiyonlarinin termogramlari Sekil 17°de ve bu
termogramlara gore, erime dereceleri ve lipitlerin 1 g’mmin erimesi igin gerekli
olan enerjiler ile sogutmadaki tekrar kristallenme noktalari ve 1 g’in tekrar

kristallenme icin kaybedilmesi gereken enerjiler Cizelge 6’da verilmistir.

Cizelge 6. Taze Hazirlanmis FIII, FIV, FV ve FVI KLN’lerin Erime ve Tekrar Kristallenme
Dereceleri ve Enerjileri

. - Tekrar i
KINKodu | omeNoktasy  Everi | g peme|  Emer)
( C) (Jul'g ) Noktasn (\‘!C) (J“Lg )
FIII 58.94 35.11 49.37 -96.77
FIV 61.24 16.60 39.56 -52.43
FV 60.39 48.53 46.56 144.10
FVI 59.35 2430 50.90 -191.62
DsSC Termn
mify &
180.0
5.0r

160.0
0.0
-3.0 140.0
-10.¢
: : \ 1200
0.0 5.0 10.0 15.0

Zaman (dakiks)

Sekil 17. Taze Hazirlanms FIIL, FIV, FV ve FVI KLN’lerin Termogrami
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4.1.3.2. pDNA’ya Baglanma Oranlarmm Belirlenmesi Bulgular:

Dort farkli oranda katyonik lipit DOTAP® igeren her bir formiilasyon
(FIII; %0.20, FIV; %0.25, FV; %0.30 ve FVI; %0.35), siiziilen, otoklavlanan ve
liyofilize edilen olmak iizere smiflandirilarak, pDNA’ya elektrostatik olarak
baglanma yetenekleri karsilastirmali olarak test edilmistir. Formiilasyon kodlari,
pDNA-formiilasyon oranlar1 ve uygulama alanlar1 Cizelge 7-9°da verilmistir. Bu
oranlarla hazirlanmis ve agaroz jel elektroforezi uygulanmis komplekslerin
goriintiileri de, Sekil 18-20°deki Bant I ve Bant II’de gosterilmigtir.

Cizelge 7. Siiziilmiis KLN’lerin Kodu (Fn), pDNA:KLN Oranlari (ng/pg), Uygulama Hatt: ve
Uygulama Alanlan (Bant I ve II)

Uygulama Hatti
13 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9.
= FIII | FUOI | FIO FIl | g4 | FIV | FIV | FIV | FIV
2 1:5 1:10 1:15 1:20 | PDNA | 135 1:10 1:15 1:20
= FV | FV | FV FV | q1ug | FVI | FVI | FVI | FVI
=
& 1:5 1:10 | 1:15 | 120 | PDNA | j:5 10 | 135 | 120

P Jel Konsantrasyonu: % 1.5

P> Uygulanan Gerilim ve Siiresi : 80 Volt, 1.5 Saat

Sekil 18. Siiziilmiis FIII, FIV, FV ve FVI Formiilasyonlarim pDNA’ya Baglanma Oranlarinin
Jel Goriintiisii
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Cizelge 8. Otoklavianmis KLN’lerin Kodu (Fn), pDNA:KLN Oranlari (ug/pg), Uygulama
Hatti ve Uygulama Alanlar (Bant I ve II)

Uygulama Hatt:
1, 2, 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9.
s FII | FII | FI | FIl | y,, [ FIV | FIV | FIV | FIV
= 1:5 1:10 | 1:15 | 120 | PDNA | 15 1:10 | 1:15 | 1:220
= FV FV FV FV | qug | FVI | FVI | FVI | FVI
=
2 1:5 1:10 | 1:15 | 1:220 | PDNA | 5 B0 | IS | 120

P Jel Konsantrasyonu: % 1.5
P Uygulanan Gerilim ve Siiresi : 80 Volt, 1.5 Saat

Sekil 19. Otoklavianms FIII, FIV, FV ve FVI KLN’lerin pDNA’ya Baglanma Oranlarmin
Jel Goriintiisii
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Cizelge 9. Liyofilize Edilmis KLN’lerin Kodu (Fn), pDNA:KLN Oranlar: (ug/pg), Uygulama
Hatti ve Uygulama Alanlar: (Bant I ve II)

Uygulama Hatt1
1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9.
E FII | FIO | FIOI | FII | y,, ( FIV | FIV | FIV | FIV
2 1:5 1:10 | 1:15 | 120 | PDNA | 335 1510 | ‘15187 | 120
= FV FV FV FV | q1pug | FVI | FVI | FVI | FVI
=
& 1:5 1:10 | 1:15 | 120 | PDNA | g5 1:10 | 1:15 | 1:20

B Jel Konsantrasyonu: % 1.5
» Uygulanan Gerilim ve Siiresi : 80 Volt, 1.5 Saat
P Liyofilize Edilmis Formiilasyonlarm Seyreltme Ortam: pH 7.4 distile su

Sekil 20. Liyofilize Edilmis FIII, FIV, FV ve FVI Formiilasyonlarin pDNA’ya Baglanma
Oranlarinin Jel Goriintiisii
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4.1.3.3. Zeta Potansiyellerin Belirlenmesi Bulgulan

Hazirlanan 6n formiilasyonlarin elektriksel hareketliliginden hareketle
hesaplanan zeta potansiyel degerleri Cizelge 10°da verilmis ve Sekil 21°de
gosterilmigtir.

Cizelge 10. FIII, FIV, FV ve FVI KLN’lerinin Ortalama Zeta Potansiyel DeZerleri ve
Standart Hatalan

FIII |FIll, | FIII, | FIV |FIVo |FIVy | FV | FV, | FVy | FVI | FVIg | FVL,

Zeta
Potansiyel |38-35 |36.69 28.89 [33.73 |32.09 | 22.45 | 41.85 | 39.97 | 42.83 [48.90 | 48.15 | 49.10

(mV)

SH 0.12 | 0.03 | 0.10 | 0.14 | 027 | 0.10 | 0.51 | 0.27 | 0.26 | 0.63 | 0.33 | 0.17

n=3; SH: Standart Hata

Zeta Potansiyel (mV)

H Stiziilmlls B Otoklavlanmis @ Liyofilize Edilmis Formillasyonlar

Sekil 21. FIII, FIV, FV ve FVI KLN’lerinin Zeta Potansiyel Grafigi
4.1.3.4. Partikiil Boyutlar: ve Dagilimlarina Ait Bulgular

Hazirlanan farkli formiilasyonlarin (FIII, FIV, FV ve FVI) ortalama
partikiil boyutlari ve dagilim degerleri Cizelge 11°de ve partikiil dagilim grafikleri
de Sekil 22-25’de gsterilmistir.
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Cizelge 11. Siiziilmiig, Otoklavlanmis ve Liyofilize Edilmis FIII, FIV, FV ve FVI KLN’lerinin
Partikiil Dagilim Degerleri

FIII | Fillp | FIII, | FIV |FIVy |FIVy| FV | FVp | FVy | FVI (FVIp | FVL,

Ortalama
113.8(139.8|351.9/153.3(166.0(525.1|138.2|178.4|629.7|180.3|176.9 | 680.2
Biiyiikliik (nm)
Pl 02 |03 104 103 |'03 | @503 [ 03] 0503 | 03 | 07

n=3; PI: Polidisperslik Indisi

20
15 =
510 1| E A
g 5“
D“ + “:Hr. MTM::.:: + —t=
1 10 100 1000 10000
Pariikill Capa (xm)
20
15 M
i i
i 10 - B
8 5“
D“ e I- -I-rﬂ- Tn—n—n-th”— + T
1 10 100 1000 10000
Pariikiil Capz (rom)
10 [ .
8 —— -
8
3] 1 c
2 "
5 o 3
1 10 100 1000 10000

Partikiil Cap1 (nm)

Sekil 22. Siiziilmiisy (A), Otoklavlanms (B) ve Liyofilize Edilmis (C) FIII KLN’lerinin
Partikiil Boyutu Dagilim Grafikleri
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Sekil 23. Siiziilmiis (A), Otoklavlanmis (B) ve Liyofilize Edilmis (C) FIV Formiilasyonunun

Partikiil Capz (o)

Partikiil Boyutu Dagilim Grafikleri

2
1 I
15
E | i
é‘lﬂ
& . -
5
3 o T
1 10 100 1000 10000
Partikill Cap1 (om)
2
15
R
Em
&, i
8 [ e
1 10 100 1000 10000
Partiliil Cap1 (yon)
20
15 ]
:
g ‘{
5
5 et 111111/
1 10 100 1000 10000
Partikil Capz (nm)

Sekil 24. Siiziilmiis (A), Otoklavlanmis (B) ve Liyofilize Edilmis (C) FV Formiilasyonunun

Partikiil Boyutu Dagihm Grafikleri
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Sekil 25. Siiziilmiis (A), Otoklavlanmig (B) ve Liyofilize Edilmis (C) FVI Formiilasyonunun
Partikiil Boyutu Dagilim Grafikleri

4.1.3.5. Farkh Lipit Matrislerle Calisilacak Formiilasyonun Secilmesi

Hazirlanan on formiilasyonlarin termal analiz sonuglari ve partikiil
boyutlar1 arasinda  belirgin farkliliklar gorillmemistir. FIII ve FIV
formiilasyonlarmin liyofilize hallerinin zeta potansiyelleri 30 mV’un altinda
bulunmustur. KLN’lerin, zeta potansiyel degeri |30|-|60] mV araliginda (11)
oldukga iyi elektrostatik kararlilik gosterdikleri belirtilmektedir (11, 136, 137). FV

ve FVI formiilasyonlarinin tiim hallerinin (siiziilmiis, otoklavlanmis ve liyofilize
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edilmis) zeta poptansiyellerinin 30 mV’un iizerinde bulunmasi ile uzun siireli
kararlilig1 saglayabilecegi diigiiniilmiistiir.

pDNA baglama agisindan FVI formiilasyonunun FV formiilasyonuna
Ustiinliigli gbz Oniine alinmig ve bu nedenle en uygun formiilasyon olarak FVI

belirlenmistir.
4.1.4. KLN’lerle Yapilan Caliymalara Ait Bulgular

Mikro- ve nanopartikiil hazirlama 6n calismalariyla en uygun katyonik
lipit igeren formiilasyonun (FVI) belirlenmesinden sonra, katyonik lipitin farkli
kati lipit matrislerle olusturacagi formiilasyonlarin etkinliklerinin aragtiriimasi
yapilmigtir.

4.1.4.1. KLN’lerin Ozelliklerinin Belirlenmesi Cahsmalarinin Bulgular
4.1.4.1.1. Makroskobik incelemeleri

Kat1 lipit mikro- ve nanopartikiil siispansiyonlari, beyaz renkte ve akici
kivamdadir. Dynasan® 116 ve Gelucire® 33/01 ile hazirlanan formiilasyonlarla
kargilagtirildiginda, Compritol® ATO 888 ile hazirlanmis formiilasyonun rengi,
diger formiilasyonlarin su ile seyreltilmis haline benzemektedir, opak beyazdir ve
daha akici kivamdadir.

Otoklavlama isleminden sonra, formiilasyonlarin goriintiilerinde herhangi

bir degisim gdzlenmemistir. Tiim formiilasyonlarda faz ayrimi goriilmemistir.

Liyofilizasyon islemi sonrasinda, Dynasan® 116 ve Compritol® ATO
888 ile hazirlanmig formiilasyonlar, beyaz kopiikli kalintilar olusturmustur.
Compritol® ATO 888 ile hazirlanmis formiilasyon, Dynasan® 116 ile hazirlanmis
liyofilize formiilasyona oranla daha kivamli ve yapigkan haldedir. Her iki
formiilasyonun bu sekillerinin, liyofilize katyonik lipit DOTAP®’da goriilen kilcal
cam boru ile karigtirildidinda hacim kiiciilmesi, yan kat1 6zellik gostererek kilcal

cam boruya sivanmasi ve renkte sararma 6zelliklerini gosterdigi belirlenmistir.
Katyonik lipit DOTAP® icermeyen Dynasan® 116 ve Compritol® ATO
888 ile hazirlanmig FI ve C formiilasyonlarn liyofilize hallerinde renkte sararma

gozlenmemesi nedeniyle, FVI ve CI formiilasyonlarindaki bu renk degisimine
DOTAP® 1n neden oldugu bilirlenmistir.
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Liyofilizasyon sirasinda kaybettikleri su miktar1 eklenerek tekrar siispande
edilmeleri sirasinda, Compritol® ATO 888°li formiilasyon daha zor dagitilmugtir.
Tekrar siispande edilmis halleri daha yogun kivam almigtir.

Gelucire® 33/01 ile hazirlanan formiilasyon, liyofilizasyon islemi
sonrasinda yari kati ve bulanik bir jel kivaminda ampullerin tabaninda kiigiik bir
hacim kaplamstir. Kilcal cam boru ile karistirildiginda, viskoz sivi hale gelmistir.
Su ile tekrar stispande edilmesi de ¢ok ¢abuk olmus ve kivamimin daha yogun
oldugu gozlenmistir.

4.1.4.1.2. Sekilleri

Isik mikroskobu ile FVI, GI ve CI kodlu formiilasyonlarin liyofilize
edilmis hallerinin 151k mikroskobunda goriilen sekilleri Sekil 26°da verilmistir.

Sekil 26. Liyofilize Edilmis FVI (A), GI (B) ve CI (C) KLN’lerin Isik Mikroskobunda
Goriiniimleri
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4.1.4.1.3. KLN’lerin pH degerlerinin belirlenmesine ait bulgular

DOTAP® iceren ve icermeyen formiilasyonlarin pH degerleri, FI igin
6.46 £ 0.05; FVI i¢in 6.23 + 0.04; G i¢in 6.51 + 0.09; GI i¢in 6.21 + 0.02; C i¢in
6.46 + 0.02 ve CI i¢in 6.05 = 0.00 olarak bulunmustur. pH 7.0’e ayarlanmis su
igerisine formiilasyonlarin eklenmesiyle pH da diigiis bulunmustur.

4.1.4.1.4. KLN’lerin termal analiz bulgular

Kullanilan aluminyum kaplarin hacmine gére ayarlanan 10 pL (~10 mg)
icindeki formiilasyonda yer alan yaglarin miktarinin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle,
ayrica liyofilize edilmis Orneklerden (su ile muamele edilmemis) ~10 mg
aluminyum &rnek kaplarina konarak termal analizleri gergeklestirilmis ve dikkate
alinmisgtir. Elde edilen sonuglar, Béliim 4.1.4.1.11.’de Saklama Kogsullarinda
Kararlilik Kontrollerinde verilmistir.

4.1.4.1.5. KLN’lerin X-1ism1 kirinim analiz bulgular:

Analizlerin kati 6rnek {izerinde yapilabilme imkani nedeniyle, analizler

formiilasyonlarin liyofilize edilmis sekilleri {izerinde yapilabilmistir.

DOTAP® iceren ve icermeyen liyofilize formiilasyonlarin X-1s1m1 kirimm
analizleri DOTAP® karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir. Analiz sonucu elde
edilen grafikler Sekil 27°de verilmistir.
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Sekil 27. Dynasan® 116 ile (A), Gelucire® 33/01 ile (B) ve Compritol® ATO 888 (C) ile
Hazirlanan KLN’lerin X-Isini Kirinim Analizleri
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4.1.4.1.6. KLN’lerin pDNA’ya baglanma oranlarimin belirlenmesine ait

bulgular

Stiziilmiis, otoklavlanmis ve liyofilize edilmis FVI, GI ve CI KLN’leri ile
pDNA oranlan Cizelge 12-14’de ve jel goriintiileri Sekil 28-30°da verilmistir.

Cizelge 12. Siiziilmiig, Liyofilize ve Otoklavlanmis FVI KLN’lerinin pDNA-KLN Oranlari,
Uygulama Noktalari ve Uygulama Alanlari

Uyﬁ‘;':::“a 18 2 1 & 4. 1S @& | % |8
N o memr iR L | B2 | 13 | v | 15 | 6 | 1
B | (s R | i | i | 18 | ] 48 | B | 1
ol b R WIBERBEAR - AEE AR R EC AR
» Jel Konsantrasyonu :% 1.5

P Uygulanan Gerilim ve Siiresi

: 25 Volt, 2 Saat

P Liyofilize Edilmis Formiilasyonlarin Seyreltme Ortami: NaOH ile pH 7.4’e ayarlanarak

otoklavlanmis distile su

Bant 11

Sekil 28. Siiziilmiis, Liyofilize Edilmis ve Otoklavilanmis FVI KLN’lerinin pDNA’ya

Baglanma Oranlarinin Jel Retardasyon Goriintiileri
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Cizelge 13. Siiziilmiis, Liyofilize ve Otoklavianmis GI KLN’lerinin pDNA-KLN Oranlari,

Uygulama Noktalar: ve Uygulama Alanlar

o RETRRE B T - I8N I A0 I O S I 1

PDNAEi:f;‘;;““S Gl | Bantr p%ﬁ\ 1:1 | 12 | 13 | 14 | 1:55 | 1:6 | 117

PDNZ‘;{[‘;’;‘“ GE | saen p’;’)ﬁ 1:1 |12 | 13 | 14 | 155 | 1:6 | 127

P"NA'OE;‘g",:‘g")”“““S Gl Bant m pzD;gA 1:1 |12 ] 13| 14| 155 1:6 | 127
P Jel Konsantrasyonu :% 1.5

» Uygulanan Gerilim ve Siiresi

P Liyofilize Edilmis Formiilasyonlarin Seyreltme Ortami: NaOH ile pH 7.4’e ayarlanarak

otoklavlanmis distile su

: 25 Volt, 2 Saat

Sekil 29. Siiziilmiis, Liyofilize Edilmis ve Otoklavlanmis GI KLN’lerinin pDNA’ya Baglanma

Oranlarinin Jel Retardasyon Goriintiileri




Cizelge 14. Siiziilmiis, Liyofilize ve Otoklavilanmis CI KLN’lerinin pDNA-KLN Oranlari,

Uygulama Noktalari ve Uygulama Alanlan

Rl L (2l |4als]e %] s

N g || et pz[);i 11 |12 [ 13 [ 14 | 1:5 | 1:6 | 17

P meem] S 08 | 2 |12 08| 4 |0 | B | 2

B e | e 288 [ 1 12 | | 24| um ) 16 |
P Jel Konsantrasyonu % 1.5

» Uygulanan Gerilim ve Siiresi

P Liyofilize Edilmis Formiilasyonlarin Seyreltme Ortami: NaOH ile pH 7.4’e ayarlanarak

otoklavlanmis distile su

: 25 Volt, 2 Saat

Sekil 30. Siiziilmiis, Liyofilize Edilmis ve Otoklavlanmis C1 KLN’lerinin pDNA’ya
Baglanma Oranlarinin Jel Retardasyon Goriintiileri




4.14.1.7. Escort™]I iiriiniiniin ile KLN’lerin pDNA’ya baglanma

yeteneklerinin karsilastirnlmasina ait Bulgular

1:1 oraninda katyonik lipit DOTAP ve nétral lipit DOPE iceren piyasa
tirlinii liyofilize lipozom olan Escort™II, Cizelge 15°de belirtilen oranlarda pDNA
ile kanstirilmis ve etkilesime birakilmistir. Jel {izerindeki goriintiiler ise,

Sekil 31°de Bant I, Bant II ve Bant III’de goriilmektedir.

Cizelge 15. Escort™Il Uriiniiniin ve FVI, GI, CI KLN’lerinin pDNA ile Olusturduklari
Komplekslerin Miktarlari ve Uygulama Alanlan

Uygulama Hatt:

(1[2[3[ 4 [5[6]7[8[9 [10] 11 [12[13[14]15] 16 [17[18]19]20] 21
Oranlar ' ‘ ;

1:22|1:4)|1:6 | 1:10 | - (1:2|1:4[1:6/1:10] - | 2pg |- |1:2|1:4|1:6|1:10| - |1:2|1:4|1:6| 1:10

(a/a)

BantI | pDNA-Escort™II pDNA-FVI pDNA pDNA-FVIg pDNA-FVI,
Bant Il | pDNA-Escort™II pDNA-GI pDNA pDNA-GI, pDNA-GI;,
Bant Il | pDNA-Escort™II pDNA-CI | pDNA pDNA-Clg pDNA-CI.

—
-
-
=
=
e
e

Bant 111

Sekil 31. Escort™II Uriiniiniin ve FVI, GI, CI KLN’lerinin pDNA ile Olusturduklari
Komplekslerin Jel Goriintiileri
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4.1.4.1.8.

KLN’lerin zeta potansiyellerin belirlenmesine ait bulgular

Stiziilmis,

otoklavlanmig ve

liyofilize edilmis FVI, GI ve CI

formiilasyonlarindan alinan 30 pL’lik drnekler, pH 7.4 (NaOH ile ayarlanmis) ve
50 uS (NaCl ile ayarlanmig) 1 mL distile su iginde dagitildiktan sonra zeta
potansiyelleri Sl¢iilmiistiir. Zeta potansiyel degerleri Cizelge 16°da verilmistir.

Cizelge 16. Siiziilmig, Otoklavlanmig ve Liyofilize FVI, GI ve CI KLN’lerinin Zeta
Potansiyel Degerleri (mV)

Formiilasyon

— FVl FVlp | FVIL GI Glo GI, CI Clo Cl,
Zetn 48.90 | 48.15 | 49.10 | 58.17 | 56.90 | 59.38 | 35.91 | 34.61 | 28.90
Potansiyel
” - - + s - - + ~ - C - + x
Standart Hata| 063 | 033 | 0.17 | 038 | 046 | 0.60 | 049 | 0.19 | 0.27
n=3
4.1.4.1.9. pDNA-KLN komplekslerinin zeta potansiyellerine ait bulgular

pDNA-formiilasyon oranlar1 ve zeta potansiyel degerleri Cizelge 17 ve
grafigi Sekil 32°de verilmigtir.

Cizelge 17. pDNA- KLN Komplekslerinin Zeta Potansiyel Degerleri (mV)

pDNA-KLN Oranlar (a/a)
KLN
Kodlart 5% ) 1:2.5 | 1:3.5 1:5 1:10 | 1:20 | 1:25 1:30 1:35 1:40 1:50
19.97 | 20.06 | 26.60 | 33.90 | 35.72 | 36.94 | 3845 | 38.50 | 38.94 | 38.71 | 39.57
FVI + + + o g i 4 e 4 + + N
0.20 0.32 0.36 0.10 0.31 0.27 0.32 0.63 0.25 0.11 0.23 Er
~u
27.91 | 29.61 | 33.62 | 36.23 | 37.68 | 39.69 | 42.99 | 43.60 | 46.37 | 48.86 | 50.94 §
GI + + 3+ 4 + 3 + + + + + s
0.42 0.52 0.27 0.11 0.19 | 0.51 0.30 0.07 0.13 0.28 0.21 '“:%'
9.83 0.86 | 11.98 | 13.63 | 20.08 | 24.21 | 26.98 | 27.55 | 28.14 | 28.68 | 30.21 g‘)
CI + $ + + + + + + + + + =
0.23 0.02 0.14 0.20 0.19 0.20 0.20 0.11 0.01 0.22 0.52

n=3; SH : Standart Hata
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60.000

50.000

40.000

30.000

Zeta Potansiyel

O pDNA:CI
H pDNA:FVI
E pDNA:GI

T2 125 qgg
pDNA:Formiillasyon Oranlari

Sekil 32. pDNA- KLN Komplekslerinin Zeta Potansiyel Grafigi

4.1.4.1.10. KLN’lerin partikiil boyutlar: ve dagilimlari
FVI, GI ve CI KLN’lerinin partikiil boyutu ve dagilim degerleri Cizelge
18°de ve partikiil dagilim grafikleri de Sekil 33-35’de g6sterilmistir.

Cizelge 18. Siiziilmiis, Otoklavlanmis ve Liyofilize Edilmis FVI, GI ve CI KLN’lerinin
Partikiil Boyutlari ve Dagihm Degerleri

FVI1 FVIp, | FVL, GI Gl GI, CI Clp CI,
Ortalama
Biiyiikliik | 180.30 | 176.90 | 680.20 | 166.80 | 185.30 | 664.20 | 297.20 | 218.00 | 614.70
(nm)
PI 0.30 0.29 0.73 0.26 0.36 0.60 0.48 0.37 1.00

n=3; PI: Polidisperslik indisi
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Sekil 33. Siiziilmiis (A), Otoklavlanmis (B) ve Liyofilize Edilmis (C) FVI KLN’lerinin
Partikiil Boyutu Dagihm Grafikleri
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Sekil 34. Siiziilmiis (A), Otoklavlanmis (B) ve Liyofilize Edilmis (C) GI KLN’lerinin Partikiil
Boyutu Dagilim Grafikleri
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Sekil 35. Siiziilmiis (A), Otoklavianmis (B) ve Liyofilize Edilmis (C) CI KLN’lerinin Partikiil

Boyutu Dagilim Grafikleri



4.1.4.1.11. KLN’lerin saklama kosullarinda kararhhik kontrollerine ait
bulgular

4.1.4.1.11.1. Termal analizleri

Siiziilerek, otoklavlanarak wve liyofilize edilerek renkli ampiillere
doldurulan formiilasyonlarin, buzdolabi (4+£1°C), oda sicakhigi (25+1°C) ve
etiivde (40+1°C) saklanmalan sirasinda, 1, 3, 6 ve 9 aylik siirelerin sonunda,
termal analizleri, zeta potansiyelleri ve partikiil boyutlarn elde edilmistir. Zeta
potansiyel degerleri ve partikiil boyutlarimin &l¢lim sonuglar1 SPSS programi
kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Hazirlanan KLN’lerin (FVI, GI ve CI) erime dereceleri ve lipitlerin 1
g’mn erimesi igin gerekli olan enerjiler ile, sogutmada tekrar kristallenme
noktalar1 ve 1 g’imin tekrar kristalizasyonu igin kaybetmesi gereken enerjiler
Cizelge 19°da verilmistir.

Tekrar sulandirilmadan termal analiz yapilan ve belirgin pik veren
liyofilize haldeki FVI, GI ve CI KLN’lerine ait termal analiz termogramlan
Sekil 36-38’de gosterilmistir.
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Cizelge 19. FVI, GI ve CI Formiilasyonlarina Ait Termal Anaiiz Sonuglan

Zaman 1.giin 3 Ay 6.Ay 9.Ay
Islem Isitma | Soputma Isitma Sogutma Isitma Sogutma Isitma Sogutma
e, Enerji [Rekristalizasyoni Enerji ol Enerji [Rekristalizasyon| Enerii o5 ‘Eniji [Rekistalizasyon| Enerji oo | Enerji_[Rekristalizasyon| Enerji
(°C) (joule.g™") | noktasi (°C) [(joule.g™) (°C) (joule.g™")| noktasi (°C) |(joule.g™) (°C) (joule.g™)| noktast (°C) |(joule.g") (°Cc) (joule.g™)| noktasi (°C) [(joule.g™)
FVI 59.35 24.30 50.90 -191.62 | 64.93 30.82 44.72 -167.54 | 61.37 46.95 56.65 -215.52 | 60.60 42.85 55.99 -187.77
é FVio 58.91 26.55 53.48 -239.24 | 59.86 51.88 51.08 -219.62 | 59.56 33.63 42.21 -21.60 61.46 33.87 59.50 -174.71
.§ FVIL 60.72 90.88 37.66 -45.02 60.64 90.15 37.09 -50.93 60.72 102.28 37.10 -53.15 60.63 92.87 37.55 -52.13
5: oS FVI 59.35 24.30 50.90 -191.62 | 60.55 15.24 46.24 154.66 | 60.77 42.39 59.99 -29.49 57.82 41.12 51.69 -149.54
%‘ E FVlo 58.91 26.55 53.48 -239.24 | 60.33 33.54 52.73 -164.61 | 60.94 361.07 57.53 -279.93 | 61.59 | 292.10 57.10 -1.31
% = FVI]_, 60.72 90.88 37.66 -45.02 62.43 88.34 36.20 -53.89 61.15 90.84 37.03 -50.24 60.37 64.49 37.72 -38.11
2 = FEVI 59.35 2430 50.90 -191.62 | 60.32 | 374.35 61.53 -1.30 59.7 33041 59.76 -1.61 60.14 | 203.35 54.20 -1.41
Ié g FVio 58.91 26.55 53.48 -239.24 | 59.44 43.30 56.90 -24.49 60.75 | 260.57 45.64 -167.57 | 60.09 | 297.50 58.67 -1.32
A FVI, | 60.72 | 90388 37.66 4502 | 6275 | 15530 36.36 7158 | 6111 | 8537 36.38 -5096 | 60.94 | 94.54 37.51 -55.05
Lo - - : o ) o - s s : e : :
a Glo - 2 = : G 4 . G ' a " - 7 T - -
3 GXL 30.18 25.79 54.98 -4,23 33.14 6.67 52.34 -77.89 31.67 11.75 50.93 -51.23 3244 3.25 53.90 -57.74
§E[Glo | - | - : = L= | @ - - | = | = : e B - :
E GIL 30.18 25.79 54,98 -4.23 32.13 25.26 - - 31.20 7.59 53.47 -9.07 29.03 11.38 - -
2| =| GI - - - - - - - - - - - - - - . -
NS Gl | - [ - : T R [ : e : R I : -
8 GIL 30.18 25.79 54.98 4,23 32.25 9.02 58.88 -12.52 3337 1.04 55.18 -5514 33.44 7.11 - -
CI 68.77 616.49 47.15 -188.60 - - - - 73.86 26.44 51.64 -188.40 | 75.14 34.14 47.10 -150.57
é Clo 68.33 22.37 49,37 -19.45 72,96 37.99 51.52 -169.20 - - - - 71.64 34.63 48.65 -148.13
.§ CIL 67.29 91.95 60.79 -55.84 67.44 109.47 61.11 -56.25 68.60 118.26 61.76 -58.57 69.36 149.15 61.16 -69.77
5: Cl 68.77 616.49 47.15 -188.60 73.74 42.07 50.60 -164.88 75.46 34.82 47.55 -162.65 75.39 27.58 48.44 -136.47
% E Clo 68.33 22.37 49.37 -19.45 71.30 67.32 61.17 -25541 | 71.72 39.21 47.37 -155.14 | 72.16 35.88 47.27 -134.70
E CIL 67.29 91.95 60.79 -55.84 67.05 122.38 61.42 -48.50 73.63 111.63 64.41 -56.28 74.54 83.00 65.62 -62.19
el = CI 68.77 616.49 47.15 -188.60 | 72.32 36.26 48.94 -140.25 | 71.79 34.99 48.99 -134.21 | 71.31 59.96 50.39 -232.68
% % Clo 68.33 22.37 49.37 -19.45 73.85 29.31 48.44 -128.21 | 73.87 33.09 51.29 -166.63 - - - -
8 CIL 67.29 91.95 60.79 -55.84 67.28 61.76 61.33 -28.77 67.26 126.80 61.43 -59.14 67.65 110.82 61.42 57.25
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Sekil 36. Liyofilize FVI Formiilasyonunun 25°C’de (A), 4°C’de (B) ve 40°C’de (C) Aylara

Gore Termogramlari
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4.1.4.1.11.2. Zeta potansiyelleri

FIII, FIV ve FV 6n formiilasyonlarinin ve FVI, GI ve CI KLN’lerin aylara
gore belirlenen ortalama zeta potansiyel degerleri Cizelge 20-21°de verilmistir.

Cizelge 20. FIII ve FIV ve FV KLN’lerin Farkh Ortamlarda Aylara Gore Ortalama Zeta
Potansiyel DeZerleri ve Standart Hatalar:

0. Ay 3. Ay 6. Ay 9. Ay
Zeta Zeta Zeta Zeta
SH SH SH SH
Potansiyel Potansiyel Potansiyel Potansiyel

FIII 38.353 0.122 27.780 0.553 14.540 0.472 6.105 0.128

25°C | FlIll, 36.693 0.029 21.070 0.406 12.517 0.207 5.540 0.245
FIII,, 28.890 0.095 15.793 0.162 8.360 0921 | -26293 | 0317

FIII 38.353 0.122 33.453 0.306 18.360 0.236 11.617 0.265

40°C | FIII, 36.693 0.029 28.267 0.217 17.850 0.285 5.386 0.013
FIII, 28.890 0.095 16.760 0.202 14.630 0.098 4.990 0.123

FIII 38.353 0.122 28.927 0.224 17.567 0.198 13.970 0.224

4°C | FII, 36.693 0.029 13.290 0.127 14.380 0.148 11.920 0.278
FIII, 28.890 0.095 11.467 0.033 22.353 0.098 13.130 0.312

FIV 33.730 0.136 21.800 0.183 19.640 0.407 19.530 0.098

25°C | FIV, 32.087 0.268 23.080 0.427 19.700 0.407 9.763 0.078
FIV,, 22.450 0.095 20.773 0.156 10.370 0.440 4320 0.149

FIV 33.730 0.092 22.110 0.167 19.320 0.398 12.300 0.265

40°C | FIV, 32.087 0.932 20.370 0.251 10.980 0.407 8.800 0.121
FIV,, 22.450 0.342 10.113 0.125 10.970 0.431 5.605 0.098

FIV 33.730 0.092 25.687 0.163 22.300 0.321 18.200 0.241

4°C | FIV, 32.087 0.932 27.613 0.310 21.940 0.345 13.200 0312
FIVy, 22.450 0.342 21.823 0.263 20.520 0.232 12.800 0.210

FV 41.847 0.511 41.647 0.020 29.000 0.150 16.760 0.219

25°C | FV, 39.967 0.269 29.010 0.501 22.657 0.341 14.630 0.092
FV. 42 830 0.264 26.360 0.320 22.987 0.607 5.150 0214

FV 41.847 0.511 38.840 0.462 28.100 0.275 17.850 0.265

40°C | FV, 39.967 0.269 39.400 0.398 27.700 0.387 13.970 0.241
FV, 42 830 0.264 28.920 0.128 12210 0.198 5.996 0.312

FV 41.847 0.511 32.225 0.485 23.140 0.335 18.360 0.452

4°C FVo 39.967 0.269 39.553 0.322 27.360 0.259 14.540 0.265
FVy 42830 0.264 30.143 0.218 23.420 0.423 5.700 0.321

n=3; SH: Standart Hata
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Cizelge 21. FVI ve GI ve CI Formiilasyonlarinin Farkh Ortamlarda Aylara Gére Ortalama
Zeta Potansiyel Degerleri ve Standart Hatalan

0. Ay 3. Ay 6. Ay 9. Ay 12. Ay
Zeta Zeta Zeta Zeta Zeta
SH SH SH SH SH
Potansiyel Potansiyel Potansiyel Potansiyel Potansiyel
FVI | 48.900 |0.630| 47.510 |0.404| 39.390 |0.630| 28.920 |0.263| 21.697 |(0.421
25°C | FVIp | 48.150 (0.332| 47.757 |0.217| 45417 (0276 28.100 |0.176 | 26.040 |0.121
FVI, | 49.100 (0.174 39.803 |0.457| 32.333 [0.547| 28.100 |0.176 | 21.147 |0.393
FVI | 48.900 |0.63| 46.800 |0.682| 43.753 |0.679| 34.383 |0.030| 26.117 |0.545
40°C | FVIp | 48.150 [0.332| 34.640 |0.651| 42.993 |0.286| 33.910 |[0.383| 32.530 |0.219
FVI, | 49.100 |0.174| 39.630 |0.738| 38.320 |0.070| 31.487 |[0.491( 21.480 |[0.356
FVI | 48.900 |0.630| 47.630 |0.411| 37.167 |0.638| 39.680 |0.231| 35.167 |0.792
4°C | FVIp | 48.150 |0.332 49.060 [0.425| 36.260 |0.357| 34.335 |0.331| 34.357 |0.577
FVI, | 49.100 (0.174| 43.777 [0.398| 39.540 [0.530| 38.520 |0.153| 31.100 |0.533
GI 58.167 [0.379| 50.753 |0.426| 47.510 |0.404| 28.920 |0.263| 21.697 |0.421
25°C | GIp | 56.900 [0.461| 50.190 [0.217| 45.417 |0.276| 26.040 |(0.121| 28.100 |0.176
GI, | 59.380 (0.604| 53.490 |0.433| 45910 (0.363| 32.333 |0.547| 21.147 [0.393
GI 58.167 |0.379| 52.630 [0.490| 46.800 |0.679| 21.263 |0.534| 26.117 |0.545
40°C | GIp | 56.900 |0.461| 52.717 |(0.107| 42.993 |0.286| 33.910 |0.383| 32.530 |0.219
GI, | 59.380 |[0.604| 53.817 [0.203| 39.540 [0.070| 41.263 |0.534| 38.520 (0.491
GI 58.167 |0.379| 48.323 |0.638| 47.630 |0.411| 39.680 |0.231| 42.120 |0.792
4°C Glp | 56900 |0.461| 52.150 |0.357| 48.790 |0.722| 49.060 |0.425| 46.120 |0.577
GI, | 59.380 |0.604| 46.950 |0.398| 45.720 |0.417| 38.320 |0.530| 31.487 |0.153
CI 35910 (0.489| 33.233 [0.284]| 22.353 [0.921| 22.450 |0.095 - -
25°C | Clp | 34.617 |0.192 33.570 |0.777| 33.057 |(0.568| 26.923 |0.073 B -
CI, | 28900 |(0.272| 28.530 [0.669| 19.640 (0.236| 12.740 |0.365 - -
CI 35910 |0.489| 32.127 |0.390| 23.467 |0.110| 20.773 |0.202 - -
40°C | CIp | 34.617 |0.192| 32.087 |0.690 27.500 |0.358| 22.150 |0.345 - -
CI, | 28.900 |0.272| 28.830 |0.148| 17.767 |0.800| 9.789 |0.533 - -
CI 35910 |0.489| 35373 |[0.118| 29.400 (0.280| 22.120 |35.910 B -
4°C Clp | 34.617 |0.192 33.673 [0.192| 27.447 |0.296] 20.533 (34.617 - -
CI. | 28900 [0.272| 25.167 |0.712| 18.658 |0.583| 13.903 [28.900 - -

n=3; SH: Standart Hata
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4.1.4.1.11.3. Partikiil boyutu ve dagilimlar

FIII, FIV ve FV 6n formiilasyonlarinin ve FVI, GI ve CI KLN’lerin aylara
gore belirlenen partikiil boyutlar1 ve Polidisperslik indisi degerleri Cizelge 22 ve
Cizelge 23’de verilmisgtir.

Cizelge 22. FIII ve FIV ve FV Formiilasyonlarinin Farkh Ortamlarda Aylara Gore
Ortalama Partikiil Boyutlari ve Dasilim Degerleri

0. Ay 3.Ay 6. Ay 9. Ay

Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama
PI PI PI PI

Bilyiikliik Biiyiikliik Biiyiikliik Biiyiiklik
FIII 113.80 0.21 293.20 0.81 154.40 0.28 158.80 0.28
25°C | FII, 139.80 0.27 162.80 0.28 155.00 0.27 199.00 0.31
FII1,, 351.90 0.41 630.90 0.70 412.00 0.25 696.10 0.45
FIII 113.80 021 174.30 0.39 156.70 0.28 185.80 0.26
40°C | FHI, 139.80 027 167.20 0.38 157.90 0.29 200.00 0.14
FIII, 351.90 0.41 814.50 0.07 837.30 0.80 74420 0.44
FIII 113.80 0.21 151.90 0.29 149.40 0.36 157.60 0.12
4°C FIlI, 139.80 027 156.70 0.27 163.70 0.34 187.40 0.27
FIII,, 351.90 0.41 617.50 0.60 573.40 0.44 445.30 0.42
FIV 153.30 0.25 219.90 0.47 166.00 0.29 159.30 0.32
25°C | FIV, 166.00 0.29 178.30 | 0.38 161.90 0.28 165.90 0.28
FIV,, 525.10 0.52 | 1053.00 | 095 522.20 0.30 672.20 0.85
FIV 153.30 0.25 169.30 027 156.00 0.27 225.80 0.25
40°C | FIV, 166.00 0.29 16590 | 0.28 157.20 0.28 186.40 0.27
FIV, 525.10 0.52 619.40 0.39 796.00 0.57 713.20 0.44
FIV 153.30 0.25 171.10 0.30 176.90 0.30 185.60 0.26
4°C FIV, 166.00 0.29 173.10 | 0.30 169.40 0.37 169.80 0.24
FIV, 525.10 0.52 639.60 0.65 643.00 0.48 788.20 0.54
FV 138.20 0.26 174.10 0.28 167.30 0.28 215.30 0.26
25°C FVo 178.40 0.29 170.30 0.28 172.60 0.27 182.20 0.26
FV,, 629.70 0.47 447.00 0.92 528.80 0.17 532.70 0.21
FV 138.20 0.26 176.60 027 170.40 0.29 195.80 0.30
40°C FVo 178.40 0.29 253.90 0.43 189.80 0.36 192.40 0.29
FV, 629.70 0.47 886.20 0.46 863.80 0.62 754.90 0.52
FV 138.20 0.26 190.20 0.42 180.70 0.38 156.30 0.34
4°C FVo 178.40 0.29 248.40 0.47 184.40 0.40 213.50 0.33
FV, 629.70 0.47 646.50 0.25 704.70 0.61 568.40 0.69

n=3; PI : Polidisperslik Indisi
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Cizelge 23. FVI ve GI ve CI Formillasyonlarinin Farkh Ortamlarda Aylara Gére Ortalama
Partikiil Boyutlari ve Dagihm Degerleri

0. Ay 3. Ay 6. Ay 9. Ay 12. Ay
Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama
PI PI PI PI
Bilyiiklik Bilyiikliik Biiyiikliik Biiyiikliik Biiyiikliiki
FVI 180.30 | 0.30 | 175.00 | 0.27 | 172.60 | 0.27 | 176.20 | 0.28 | 170.70 | 0.31
25°C FVIp | 17690 | 029 | 17440 | 0.34 | 220.00 | 0.44 | 172.60 | 0.33 | 161.20 | 0.35
FVI, | 680.20 | 0.73 | 1165.00 | 0.73 | 707.00 | 0.50 | 10620 | 0.79 | 783.00 | 0.50
FVI 180.30 | 0.30 | 177.70 | 0.38 | 169.60 | 0.28 | 232.10 | 0.41 | 199.60 | 0.40
40°C FVIp | 17690 | 029 | 211.80 | 0.47 | 167.50 | 0.27 | 173.90 | 0.28 | 224.40 | 0.42
FVI, | 680.20 | 0.73 | 956.30 | 0.49 | 707.00 | 0.50 | 656.00 | 0.19 | 596.80 | 0.29
0

FVI 180.30 | 0.30 | 182.30 | 0.29 | 183.10 | 036 | 172.80 | 0.29 | 188.80 | 0.31
4°C FVIp | 17690 | 029 | 182.10 | 0.29 | 185.20 | 0.34 | 210.00 | 0.43 | 182.60 | 0.36
FVI; | 680.20 | 0.73 | 1141.00 | 0.82 | 774.20 | 0.66 | 608.70 | 0.52 | 580.70 | 0.61
GI 166.80 | 0.26 | 120.70 | 0.22 | 120.40 | 0.23 | 11220 | 033 | 116.10 | 0.25
25°C Glp 185.30 | 0.36 | 123.40 | 0.24 | 123.40 | 0.24 | 107.70 | 0.24 | 110.80 | 0.24
GI. 664.20 | 0.60 | 342.00 | 0.52 | 446.10 | 0.48 | 218.00 | 0.44 | 177.30 | 0.34
GI 166.80 | 0.26 | 117.10 | 0.19 | 124.50 | 0.23 | 109.00 | 0.22 | 112.10 | 0.24
40°C Glp 18530 | 0.36 | 119.60 | 0.23 | 119.60 | 0.23 | 108.00 | 0.23 | 112.70 | 0.26
Gl 664.20 | 0.60 | 446.10 | 0.45 | 289.30 | 0.61 | 265.20 | 0.39 | 265.80 | 0.35
GI 166.80 | 0.26 | 121.00 | 023 | 121.10 | 0.24 | 110.80 | 0.25 | 111.20 | 0.31
4°C Glp 185.30 | 0.36 | 191.50 | 0.39 | 120.70 | 0.22 | 112.20 | 0.23 | 130.00 | 0.34
GI. 664.20 | 0.60 | 457.90 | 0.57 | 364.10 | 0.47 | 320.00 | 0.57 | 306.60 | 0.51

C1 297.20 | 0.48 | 18490 | 0.39 | 18590 | 0.40 | 184.30 | 0.42 . -

25°C Cl, | 218.00 | 0.37 | 192.50 | 0.32 | 189.20 | 0.32 | 183.70 | 0.32 - -

CI,, 614.70 | 1.00 | 1767.00 | 1.00 | 519.70 | 0.59 | 521.30 | 0.64 - -

CI 297.20 | 048 | 17790 | 0.31 | 166.90 | 0.30 | 159.80 | 0.30 - -

40°C CIp | 218.00 | 0.37 | 177.00 | 0.28 | 162.30 | 0.35 | 160.70 | 0.31 - -

CI, 614.70 | 1.00 | 563.40 | 0.73 | 1837.00 | 1.00 | 941.60 | 1.00

CI 29720 | 048 | 18490 | 0.39 | 185.90 | 0.40 | 184.30 | 0.42 - -

4°C Clg | 218.00 | 037 | 19250 | 0.32 | 189.20 | 0.32 | 183.70 | 0.32 - -

CI, 614.70 | 1.00 | 1767.00 | 1.00 | 519.70 | 0.59 | 521.30 | 0.64 - -

n=3; PI : Polidisperslik Indisi
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4.1.4.1.12. pDNA-KLN komplekslerinin

kararhhi@mna ait bulgular

DNaz

I enzimi

Cizelge 24°de ve jel goriintiileri Sekil 39°da verilmistir.

ortaminda

pDNA, pDNA-KLN kompleksleri ve DNaz I enziminin miktarlar

Cizelge 24. pDNA, pDNA-KLN Komplekslerinin ve DNaz 1 Enziminin Miktarlari,
Uygulama Hatlan ve Uygulanan Ekstraksiyon Yéntemi
Uygulanan Ornek Miktar Riatxalagon
Yontemi

1 DNA Marker 10 pL -

2 pDNA 4ug =

3 pDNA + DNaz I 4pug+40 -

4 < = =

5 pDNA 4ug I

6 pDNA-Escort™II 4 pg:16 pg I

7 pDNA-Escort™II +DNazI 4pg:l6pug+40 I

< 9 pDNA-FVI 4 pgi40 pg I
.LE‘ 10 pDNA-FVI + DNaz I 4pugd0pug+40 I
g 11 - - -
12 pDNA 4 ug I

13 pDNA-GI 4 ng:40 pg II

14 pDNA-GI + DNaz I 4pgd0ug+40 I

15 - - -

16 pDNA 4 g I

17 pDNA-CI 4 pg40 pg 11

18 pDNA-CI + DNaz I 4pgd40pg+40 111
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Sekil 39. pDNA ve pDNA-Formiilasyon Komplekslerinin DNaz I Enzimi VarhZindaki

Kararhhginin Jel Goriintiisii
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5. TARTISMA ve SONUC
5.1. TARTISMA
S.1.1. Calisilan Maddelerle Yapilan Caligmalara Ait Degerlendirmeler

5.1.1.1. Katyonik Lipit DOTAP® Uzerinde Yapilan Analizlere Ait

Degerlendirmeler

X-151mm kirmmini, kristal yapilardaki atomlarin yerlesimleri ve kristal
tabakalar1 arasindaki uzakligin belirlenmesinde 6nemli bir kimyasal analiz
yontemidir. Bu ySntem, metallerin, polimer maddelerin ve diger katilarin fiziksel
ozelliklerinin daha iyi anlasilmasina imkan tanir (138). Yapilan X-15mm1 kirmmim
analizi sonucunda DOTAP®’1n amorf yapida oldugu belirlenmistir (Sekil 13).

DOTAP®1n yapisinda sicakligin etkisi, DSC termal analiz yontemi ile
aragtirlmistir. Elde edilen termogramlarda, pik altinda kalan alan, tepkimede
emilen veya agifa cikan 1s1 ile, pik yiikseklikleri ise tepkime hizi ile dogru
orantilidir. Piklerin integrali, 6rnek maddesinin aldig1 veya verdigi 1s1 miktarina
esittir (139).

DOTAP®]a yapilan DSC termal analizinde ¢ok kiiciik pik elde edilmistir
(Sekil 11). 43.92°C’deki pik endotermik erime gegisine, 31.37°C’ye ait pik ise
ekzotermik kristallenmeye aittir. Termogramda erime pikinden sonra gézlenen
hareketlenme maddenin 1s1 ile bozundugunun géstergesidir (139). Bu nedenle,
formiilasyon sirasindaki ortam kosullari uygulandiktan sonra yapilan DSC
analizlerinde DOTAP® 1 belirgin piklerinin elde edilemedizi diisiiniilmektedir.
Ayrica, termal analiz yOntemi, DOTAP®in kullanilan matrisler igerisindeki
davranigini (Sekil 12) belirlemede yardimci olmustur. KLN’lerinin hazirlanmasi
sirasinda kullamlan DOTAP® ve lipit matrisler, formiilasyonlarda yer alan
oranlarda (% 4 lipit matris, % 0.35 DOTAP®) kanstirildiktan sonra, formiilasyon
hazirlama sicakligina (73°C, 45°C ve 85°C) sitilmigtir ve sogutulmustur. Daha
sonra, formiilasyonlara DSC analizi sirasinda uygulanan 25°C’den 90°C’ye
isitilarak sogutma iglemi gerceklestirilmistir.

Elde edilen sonuglarda, DOTAP® ve Dynasan®116’m erime derecesi
67.01°C, DOTAP® ve Gelucire® 33/01’in 38.36°C, DOTAP® ve Compritol® ATO
888’in ise 73.66°C ve bu kanigimlarin 1 graminin erimesi igin gerekli enerjiler,

102



sirastyla, 225.34 joule.g”, 14.59 joule.g” ve 176.71 joule.g™” olarak saptanmigtir;
sogutmadaki kristallenme noktalarinin, sirasiyla, 36.15°C, 46.82°C ve 59.82°C ve
1 gramimnin tekrar kristallenmesi igin kaybedilmesi gereken enerjilerin
-103.66 joule.g™, -68.06 joule.g™ ve -174.22 joule.g! oldugu belirlenmistir.

Elde edilen termogramlarda piklerin kaybolmamasi ve yeni bir pikin
ortaya ¢ikmamasi, olusan yapida etkilesme veya gecimsizlik olmadigim
gostermistir (26). 25°C-90°C araliginda DOTAP®a ait pikin gdzlenmemesinin
nedeni, ikinci 1sitma sonrasinda DOTAP’mn belirgin bir pik vermemesinin
sonucudur. DOTAP® 1n DSC termograminda, 90°C’ye 1sitilmas: sirasinda goriilen
bozunmalar ve ikinci isitma sirasinda ve formiilasyon sirasindaki ortam kosullari
uygulandiktan sonra belirgin bir pik elde edilememesi, sicakhigin DOTAP®
lizerinde olumsuz etkisi oldugunu gdstermektedir. Bu nedenle, DOTAP®m
pDNA ile elektrostatik etkilesmesi iizerine sicaklifin etkisinin arastirilmasina
gerek duyulmustur.

DOTAP® sulu ortamlarda dagitildiginda kendi kendine lipozom
olusturabilmektedir (7, 34). DOTAP® su iginde konsantrasyon pg/puL olacak
sekilde dagitilmis ve ortama Cizelge 3’de belirtilen oranlarda pDNA eklenerek
pDNA-DOTAP® kompleksleri olusturulmustur. Herhangibir islem uygulanmadan
dogrudan dogruya su ile pg/pL konsantrasyonda hazirlanrms DOTAP®, 1:10
(PDNA-DOTAP®) oraminda pDNA’ya tamamen baglanabilmis ve jel igerisinde
pDNA’nin hareketini engellemistir (Sekil 14). DOTAP® 1 1:12 (pDNA-
DOTAP®I) oraminda ve DOTAP® II 1:14 (pDNA-DOTAP®I) oraninda aym
etkiyi gdsterebilmistir. DOTAP® III, DOTAP® IV, DOTAP® V ve DOTAP® VI
ancak 1:16 oraninda (pDNA-DOTAP) pDNA’y1 hareketsiz hale getirebilmistir.
Formiilasyon sirasinda uygulanan sicakliklarin (43°C, 73°C, 85°C) artmasi,
DOTAP®’ 1 etkisinde azalmaya neden olmustur. Otoklavlama iglemi sonucunda
da DOTAP® 1n pDNA’y1 baglama etkisinin giderek azaldig1 gozlenmistir. Ancak,
uygulanan ilk sicakligin, DOTAP® i pDNA’ya baglanma etkisini kaybetmesinde
daha etkili oldugunu goriilmiistiir.

Kolloidal partikiiller dagildiklar1 ortamlardan iyon adsorbe ederler ve her
partikiil pozitif veya negatif yiiklii olusuna goére, aksi yondeki iyonlarla
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cevrilebilirler. Tek tabakal: molekiiler (monomolekiiler) bir tabaka olustururlar ve
bu tabakamin etrafinda da partikille bagl olmayan, hareketli ikinci bir iyon
tabakas1 yer alir. Bu tabakaya Helmotz ¢ift tabakas: veya difiize ¢ift tabaka
denmektedir. Cift tabakanin diginda da pozitif iyonlarin negatif iyonlara egit
oldugu nétral bir alan bulunmaktadir ve partikiiliin yiizeyi ile bu nétral bolge
arasindaki potansiyel farkina zeta potansiyeli denmektedir (136, 140).

Olgiimler partikiillerin bir elektriksel alan igerisindeki elektroforetik
hareketlerinden yararlanilarak zetametre ile yapilir. Partikiillerin hiicrelerarasi
g0c¢ii sonucunda olusan agirlhk degisimlerine dayanan gravimetrik veya lazer-
droppler Slgiimii esasma goére elektroforetik hareket olgiildiikten sonra, ortamin
viskozlugu ve dielektrik sabitesi de biliniyorsa, Helmholtz-Smoluchowski
esitlifinden yararlanilarak zeta potansiyel hesaplanir:

_4mn.(9.104), V.

Z
D E
& : Zeta potansiyel
V/E : Elektroforetik hareketlilik
n : Viskozluk

D : Ortamun dielektrik sabitesi (136).

Zeta potansiyel, katyonik lipit ile DNA’nin elektrostatik etkilesmesinde de
o6nemli parametrelerden birisidir (32). Su iginde konsantrasyon pg/pL olacak
sekilde dagitilmig, herhangibir islem uygulanmamis ve formiilasyon kosullari
uygulanmis DOTAP®1n zeta potansiyelleri zetametre kullanilarak ve Helmholiz-
Smoluchowski esitliginden yararlanilarak belirlenmistir.

Formillasyon sicakliklarmin artigt  ile DOTAP®m  zeta
potansiyellerinde istatistiksel olarak belirgin bir diisme g6zlenmemistir (p>0.05).

S.1.1.2. Lipit Matrislerle Yapilan Cahsmalara Ait Degerlendirmeler

KLN’ler ile yapilan birgok ¢alimada kati lipit olarak tercih edilen
Dynasan® 116 (65, 141) ve Compritol® ATO 888’in (142, 143) erime dereceleri,
sirastyla, 63°C ve 75°C olarak ve yan kati 6zellikte olan Gelucire® 33/01%inki
(144) 33°C olarak belirlenmigtir. DSC analizleriyle yapilan termal analiz

sonucunda elde edilen erime ve tekrar kristallenme dereceleri sonuglan, literatiir
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bilgileri ve madde spesifikasyonlan ile kargilastirildiginda uyumlu olduklar:
gorilmiistiir (42, 68, 69, 144).

X-Ismu kinmim analizi sonucunda Dynasan® 116 ve Compritol® ATO
888’in kristalin ve elucire® 33/01’in amorf yapida oldugu gdzlenmistir (Sekil 16).

5.1.1.3. On Formiilasyon Calismalarina Ait Degerlendirmeler

On formiilasyon ¢alismalarinda, kat: lipit olarak Dynasan 116 segilmistir.
Farkli oranlarda lipit ve ylizey etkin madde ile olusturulan formiilasyonlarin
partikiil boyutlarmin ve faz ayrimi, kaymaklasma, jellesme ve ¢okelti olusmamasi
gibi makroskobik o6zelliklerinin degerlendirmesi sonucunda en kararli KLN
dispersiyonu secilmis ve FI kodu verilmistir.

Formiilasyona katyonik 6zellik kazandiracak ajan olarak secilen katyonik
lipit DOTAP®, dort farkli oranda (% 0.20, % 0.25, % 0.30 ve % 0.35) FI
formiilasyonuna dahil edilerek ©n formiilasyonlar (FIII, FIV, FV ve FVI)
hazirlanmistir. On formiilasyonlarin termal analizleri sonucunda, erime
derecelerinin 58.94°C ve 61.24°C arasinda ve tekrar kristallenme noktalarinin da
39.56°C ve 50.90°C arasinda oldugu saptanmistir. On formiilasyonlarin tiimiiniin
erime derecelerinin, DOTAP®’mn Dynasan®116 icindeki coziiniirliik tayini
caligmalarinda elde edilen erime derecesinden (63.68°C) diisik oldugu
- gozlenmistir (Cizelge 19). Bu durum, erime derecesi diisiik olan yagin lipit matris
icindeki konsantrasyonunun artmasiyla karigimin erime derecesinde goriilen
diismeye, nanometre araliginda olan kiiciik partikiil boyutu ile genis ylizey alana
veya yiizey etkin madde varlifina baglanabilir (143). Ayrca, DOTAP® ve
Dynasan®116 kangimlarimin tekrar kristallenme derecesi (36.15°C) ile &n
formiilasyonlarin tekrar kristallenme noktalar1 arasinda fark gézlenmistir. Ufak
partikiil ve yiizey alanimin kristalizasyon noktasini da etkiledigi bildirilmistir (42).
Elde edilen sonuglar, literatiir bilgileriyle paralellik gostermektedir. Diger taraftan,
formiilasyonlarin termogramlarinda herhangibir polimorfik degisim goriilmemistir
(Sekil 17).

On formiilasyonlarin pDNA baglama oranlarinin belirlenmesi i¢in yapilan
calismalarda, dort farkl: oranda katyonik lipit iceren herbir formiilasyon, siiziilen,

otoklavlanan ve liyofilize edilen olmak iizere simiflandinlmig ve pDNA’ya
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elektrostatik olarak baglanma yetenekleri kargilagtirmali olarak test edilmistir.
Elde edilen goriintilere gére, % 020 orannda DOTAP® iceren FIII
formiilasyonunun DNA’y:1 tutabilme &zelliginin en diisiik oldugu belirlenmistir
(Sekil 18-20). Uygulama alanindan yiiriime mesafesine kadar farkli bolgelerde
bantlar g6zlenmis ve uygulama alanlarindaki formiilasyon miktarinin
arttinlmasiyla pDNA’min boyutunun bilyiidiigii gériilmiistir. Bu biiyiime,
DNA’nin siiper sarmal seklinden agik halkasal sekle doniistiigtinii gostermektedir.
Stiper sarmal DNA konformasyonu iyonik ortama baghidir ve bu ortamlarda
partikiil biiylimesi gosterir (145).

Cift zincirli DNA kivrilmis, supercoil ve kivrimsiz konformasyonlar
gosterebilen ve esneyebilen yapidadir (146). Lipozomal DNA-lipit
komplekslerinde, tabakalar arasina DNA’min sikistirilmasi veya hekzagonal
kolonlarin olugmasiyla yiiksek kararlilik goriiliir (147). Bu katmanlarin yiizeyinin
rolatif neminin azalmasi ve pozitif yiikiin artmasi, DNA’nin konformasyonunun
degismesine yol agar. Saf DOTAP ve DOTAP/DOPE lipozomlariyla yapilmig bir
¢alismada, DOTAP veya DOTAP/DOPE ile elektrostatik etkilesmede bulunan
DNA oranimin 1’in tizerine (lipozom:DNA>1) ¢ikmas ile, siiper sarmal seklin
yavas yavas agilmaya basladigi ve DNA konformasyonunda farkliliklar goriildiigt
bildirilmigtir  (147). Islemlerin etkisi dikkate alindiginda, liyofilize
formiilasyonlar, siiziilmiis ve otoklavlanmig formiilasyonlara gére, pDNA’nin
konformasyonunun bozulmasinda daha etkilidir.

Formiilasyonlarin hepsinde lipit orami arttikga baglanmanin arttify
gozlenmigtir. FV ve FVI KLN’leri, FIII ve FIV KLN’lerine gére daha fazla
baglanma gBstermistir. Sonug olarak, en yitksek katyonik lipit DOTAP® miktarim:
(% 0.35) iceren FVI KLN’lerinin, pDNA baglama yetenegi en yiiksek olan
formiilasyon oldugu belirlenmistir. Liyofilize FVI KLN’lerinde de aym &zellikler
gozlenmektedir. Ancak, otoklavlanmigs FVI KLN’lerinde, sicakligin DOTAP®
iizerindeki olumsuz etkisi nedeniyle, pPDNA baglama yeteneginde diisme vardir.

Zeta potansiyel, pratikte, siispansiyonlarin degerlendirilmesinde Snemle
dikkate alinan &lgiittiir (136). Hazirlanan formiilasyonlarin kararlihifinin
saglanabilmesi i¢in (11), pDNA ile partikiillerin elektrostatik etkilesmelerinin
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olusturulabilmesi ve bu etkilesme sonucunda olusan kompleksin hiicre
membranina baglanabilmesi (99, 107) amaciyla partikiillerin belirli bir zeta
potansiyele sahip olmasi gerekmektedir. Hazirlanan 6n formiilasyonlarda, artan
DOTAP® miktarina bagl: olarak, zeta potansiyellerde 38.35 mV’dan 48.90 mV’a

varan artis gézlenmistir.

Partikiill boyutu DNA-polimer, lipit kompleksleri ve lipozomlar
hazirlarken en Onemli parametrelerden birisidir (100). Yapilan caligmalarda,
hiicreler ve dokular tarafindan partikiillerin yakalanmasinda boyutun ¢ok 6nemli
oldugu belirtilmistir (116). On formiilasyonlarn partikiil boyutlar,
113.8 nm-138.2 nm aralifinda bulunmustur. Gen tedavisi amaci ile hazirlanan
formiilasyonlarda, bazi hiicre tiplerinin ancak mikronalti boyuttaki partikiilleri
yakalayabildikleri (105) gozoniine alinacak olursa, bu galismada hazirlanan 6n
formiilasyonlarin partikiil boyutlar1 bu amag i¢in uygun dzelliktedir.

5.1.1.4. Farkh Lipit Matrislerle Calisilacak Formiilasyonun Secilmesi

Hazirlanan ©on formiilasyonlarin termal analiz sonuglart ve partikiil
boyutlar1 arasinda belirgin farkliliklar gériilmemistir. Ancak, FVI formiilasyonu,
diger formiilasyonlara gére uygun sinirlar i¢inde zeta potansiyeline sahip olmasi
nedeniyle uzun siireli kararlilig1 saglayabilme (3, 11) olasilifi ve pDNA baglama
yeteneginin tstlinliigii diigliniilerek en uygun formiilasyon olarak belirlenmistir.

5.1.2. KLN’lerle Yapilan Caligmalara Ait Degerlendirmeler

5.1.2.1. KLN’lerin Ogzelliklerinin  Belirlenmesi Cabsmalarina  Ait

Degerlendirmeler

KLN formiilasyonlarinin ve lipit maddelerin X-15imm kinmimlan
kargilastinilarak lipit yapisindaki degisiklikler belirlenebilmektedir. Uygulanan
islemler sonucu ortaya ¢ikan degisimler, maddenin i¢ yapist incelenerek
agiklanabilir. Bu incelemeler arasinda olan X-1igmm kirnmim teknigi ile analiz
yapildiginda maddenin fiziksel durumu hakkinda bilgi edinilebilir. Dogada
kristalin yapiya sahip biitiin maddelerin (saf veya karigim halde) herbirisi kendine
ozgii kirmim modeli olusturur ve dolayisiyla X-igmm kirmmimi analizi de bu
gercege dayanir (29).
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Bu ¢alismada, katyonik lipit igeriginin lipitin fiziksel durumuna olan
etkisi, X-151m kirinim analizi ile kristal 6zellikleri incelenerek arastinlmistir. Bu
yonde karsilagtirma yapabilmek amaciyla, dncelikle, kullanilan kati lipitlerin ve
katyonik lipitin analizleri yapilmigtir. Daha sonra, hazirlama ydntemi ile katyonik
lipit kullammindan olugabilecek degisiklikleri izlemek amaciyla iicli katyonik
lipitsiz (FI, G ve C) ve 3’1 katyonik lipitli (FVI, GI ve CI) olmak iizere hazirlanan

6 formiilasyon tizerinde inceleme yapilmistir (Sekil 27).

Referans ve deneysel piklerin herbiri bir diizlem ailesini temsil ettiginden,
karsilagtirma yapilan bilesigin pikleri, formiilasyonlara ait piklerle gakigtirilarak
karsilagtinlabilir. Bu dogrultuda yapilan incelemelerde, Dynasan® 116 ve
Compritol® ATO 888’in saf hallerinde goriilen kristalin yapimn formiilasyon
icerisinde bozunmadigi, ancak kirimim diizenlerinde pik siddetlerinde azalma
gerceklestigi goriilmiigtiir. Benzer sonuglar literatiirde de gzlenmektedir (4, 142,
141). Gelucire® 33/01’in yapisinda goriilen kristalin yapiya ait pikin, katyonik
lipit konulmadan hazirlanmig formiilasyonda (C) kayboldugu g6zlenmistir.
Ancak, DOTAP® iceren formiilasyonlarda pik belirgin bir sekilde goriilmiistiir.
Bu durum da, DOTAP®n formiilasyon islemleri sirasinda Gelucire® 33/01’in
kristalin yapisinin korunmasinda yardimci oldugunu gostermektedir. Sonug
olarak, X-istm1 kirmnim diizenleri, formiilasyonlarda izlenen diizenler ile
karsilastinldiginda, benzer 2 © agilarinda ¢akigan piklerin varlifi saptanmugtir.
Boylece, kullanilan maddelerin yapisinda, formiilasyonlarin hazirlamgindan
kaynaklanabilecek herhangi bir degisiklik olmadig: belirlenmistir. Ayn1 zamanda,
katyonik lipit (DOTAP®) kullaniminimn da kat: lipit tizerinde yapisal degisiklikler
olusturmadig: izlenmistir. Olusan yapilara yonelik tiim yorumlar yalmizca X-151m1
kimim analizi ile yapilamayacagindan, formiilasyonlara ait DSC verileri de
dikkate alinmigtir.

5.1.2.1.1. Saklama kosullarinda kararlihk kontrolleri

DSC yontemi, lipit nanopartikiiller gibi kristal yapil1 maddelerin erime ve
tekrar kristallenme davramslarim belirlemek igin kullanilir. Kristal yapida olusan
polimorfizm, kristal diizeni ve cams: gegis gibi sicakliga bagl degisimler, kristal
yapinin sicaklifa bagh bozunmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. DSC analizleri, kat1
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¢ozeltiler, basit otektik kangimlar gibi kati dispersiyonlari anlamak veya etkin
madde-lipit etkilesimlerini belirlemek i¢in ¢ok yararlidir (143).

FVI KLN’lerinin siiziilmiis ve otoklavlanmig dispersiyonlarinin erime
derecelerinde, zamana bagl olarak kiigiik artislar g6zlenmistir. Bu durum, zaman
icerisinde partikiil boyutunda goriilen biiyiime ile veya kristalin yapidaki
degisiklerle iliskilendirilebilir. Kat1 lipit partikiiller genellikle karakteristik o, f ve
B modifikasyonlar1 gosterir. Erime derecelerinde goriilen artis, lipitin f seklinden
daha kararli olan B sekline gectigini ve partikiillerin kristalizasyonlarinin arttigimi
gostermektedir. Jellesen sistemler yliksek kristalin 6zellik gosterirler ve bu durum
sistemdeki enerji (1s1, 151k) degisikligine baglidir (141). Buzdolabinda bekletilen
liyofilize FVI formiilasyonunun termograminda goriilen kaymalar, trigliseritlerin
diisiik sicakliklarda kararsiz yap1 (0. modifikasyonlar1) gdstermelerine baglanabilir
(141). Erime derecesinin en az degisimi oda sicakhigindaki liyofilize FVI
KLN’lerde gerceklesmistir ve dolayisiyla liyofilize FVI KLN’ler i¢in en uygun
saklama ortami oda sicakligidir.

Stiziilmiis, otoklavlanmis GI KLN dispersiyonlarinin termal analizlerinde
belirgin pikler elde edilememistir. Ancak, liyofilize GI KLN’leri ile yapilan
termal analiz caligmalarinda, endotermik pikler ile biiyiik ¢ogunlugunda
ekzotermik pikler elde edilebilmistir (Sekil 37). Oda sicaklifinda saklanan
liyofilize GI KLN’lerinde, 3. ay sonunda erime piklerinin yamsira goriilen kiiciik
hareketlenme, erime derecesinden yiiksek sicaklikta ortaya cikmistir. Bu
hareketlenme, liyofilize GI KILN’lerinde polimorfizmin ortaya ¢iktigim
gostermektedir (143). Kiigiik partikiil boyutu polimorfik gegisleri arttirmaktadir
(142).

Termal analizlerde endotermik veya ekzotermik bir pikin kaybolmas: veya
yeni bir pikin ortaya ¢ikmas: etkilesme ve gecimsizlik olarak degerlendirilir (26).
4°C’de saklanan liyofilize GI KLN’lerde 25°C’dekilerden daha yiiksek dercede
polimorfik yap1 gériilmiigtiir. Bu polimorfik yapimn 3. ayda da goriilmesi, lipit
partikiillerde etkilesme ve ge¢imsizligin ilk aylarda basladiginmi, ancak siddetin
gecen siireyle fazla artmadigim gdstermektedir. 40°C’de saklanan liyofilize GI
KLN’lerde de 4°C’deki polimorfik yapilar gozlenmistir. Bu yapilar gecen zaman
icerisinde 4°C’dekinden daha belirgin &zelliktedir. Polimorfik yapilarin
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olugmasinda sicakligin etkisinin oldugu goriilmiistiir. Liyofilize GI KLN’lerinin
kararlili1 igin en uygun sicakligin 4°C oldugu belirlenmistir.

Otoklavlanmig ve siiziilmiis CI formiilasyonlarinin erime derecelerinde,
tiim saklama kosullarinda, saf Compritol® ATO 888 ve DOTAP® karigimlarinin
erime derecesine yaklasan degisimler goriilmiistir. Bu durum, yapinin
kristallendigini ve sistemin jellesme egiliminde oldugunun géstergesidir (42). CI
KLN’lerindeki degisimlerin 3. ay 6ncesinden bagladig: goriilmiistiir (Cizelge 19).
3. ay sonunda, 40°C’de saklanan liyofilize CI KLN’lerinin erime ve kristallenme
derecelerindeki artisin, 25°C ve 4°C’de saklanan liyofilize CI KLN’lerininkinden
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayrica, 40°C’de saklanan liyofilize CI
KLN’lerinde, 3. ay sonunda polimorfik yapilara da rastlanmistir (Sekil 38).
Termal analiz sonucunda, CI KLN’lerinin liyofilize halde 4°C’de saklanmasinin,
kararlilifin saglanmasi i¢in uygun kosul olusturdugu goriilmiistiir.

5.1.2.1.2. KLN’lerin pDNA’ya baglanma oranlarmmmn belirlenmesi

degerlendirmeleri

Stiziilmiis, liyofilize edilmis ve otoklavlanmis FVI, GI ve CI KLN’lerinin
pDNA baglama yetenekleri, jel retardasyonu yontemi ile degerlendirilmistir
(Sekil 28-30).

Stiziilmiis FVI formiilasyonunun 1:4 [pDNA-FVI (a/a)] oraninda
pDNA’ya tamamen baglandig1 ve pPDNA’nin hareketini engelledigi goriilmiistiir.
Uygulama alaninda 1s1ma g6zlenmemesi, siiziilmiis taze formiilasyonun pDNA’ya
kuvvetli iyonik bagla baglanarak, EtBr ile pDNA baglanmasim engellendigini
gostermektedir. Ayrica, akim siddeti 25 V’a digiiriilmesine ragmen, jel
elektroforezi iglemi sirasinda gozle goriilebilir sekilde, formiilasyonun pDNA’y1
da alarak uygulama alanindan ¢ikmasi ve anota dogru hareket etmesi olusan
pDNA-FVI komplekslerinin pozitif yiik tagidiginin gostergesidir.

Siiziilmiis GI formiilasyonu, 1:7 [pDNA-GI (2/a)] oraminda pDNA’y1
hareketsiz hale getirebilmistir. 1:3 [pDNA-GI (a/a)] oramindan 1:6 oranina kadar
olan baglama orani, formiilasyon miktar arttikca kademeli olarak artmigtir. Bant
I’de (Sekil 29) goriildiigii lizere, pDNA’ya baglanma yetenegi, liyofilize
formiilasyonlarda stiziilmiis GI formiilasyonuna gore daha yiiksektir. Liyofilize GI
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formiilasyonu 1:5 [pDNA-GIy, (2/a)] oraninda pDNA’y1 tamamen hareketsiz hale
getirebilmigtir. Otoklavlanmis GI formiilasyonunda, sicakligin etkinlik kaybina
neden oldugu, 1:7 [pDNA-Glp (a/a)] oraninda da, ¢ok az da olsa pDNA’nin
formiilasyondan siyrilarak jelde hareket etmesiyle agiklanabilir.

CI formiilasyonunun, FVI ve GI formiilasyonlarinda kullanilan oranlarda,
elektrostatik etkilesmelerinin ¢ok zayif oldugu jel {izerindeki goriintiilerle
belirlenmistir. Siiziilmiis, liyofilize edilmis ve otoklavlanmis CI’lerin pDNA’1
tamamen tutamadigi g6zlenmistir.

Sonug olarak, pDNA’ya baglanarak hareketsiz hale getirebilen en etkin
formiilasyonlarin, siiziilmiiy formiilasyonlardan FVI, liyofilize edilmis ve
otoklavlanmis formiilasyonlardan GI olduklar1 belirlenmistir. Stiziilmiis FVI
KLN’lerinin, liyofilize ve otoklavlanmig GI KLN’lerine iistiinliigii goriillmiistiir.

5.1.2.1.3. Escort™II iiriiniiniin ile KLN’lerin pDNA’ya baglanma

yeteneklerinin karsilastirilmasina ait degerlendirmeler

1:1 oraninda katyonik lipit DOTAP® ve nétral lipit DOPE igeren piyasa
lirlinii liyofilize lipozom olan Escort™I]I, Cizelge 15‘de belirtilen oranlarda pPDNA
ile kanstinlmig ve etkilesime birakilmistir. Siiziilmiis, liyofilize edilmis ve
otoklavlanmig FVI, GI ve CI KLN’leri ile pDNA baglama kapasiteleri oranlari
sabit tutularak karsilastirilmigtir. Sonugta, GI formiilasyonunun liyofilize seklinin,
Escort™II‘nin pDNA’ya elektriksel etkilesme ile baglanarak hareketini
engellemesine en yakin formiilasyon oldugu gézlenmis ve tiim formiilasyonlarda
1:10 oranlarinda otoklavlanmig formiilasyonlarin etkilerinin yetersiz kaldig:
kanisina varilmistir (Sekil 31).

5.1.2.14. KLN’lerin zeta potansiyelleri ile partikiill boyutlar1 ve
dagihimlarina ait degerlendirmeler

Hazirlanan tiim formiilasyonlarin (FIII, FIV, FV, FVI, GI ve CI),
stiziilmiis, liyofilize ve otoklavlanmig hallerinin, 25°C°, 4°C’ ve 40°C’deki
saklama kosullarinda zeta potansiyelleri ile partikiil boyutlan ve dagilimlar
dlgiiliip, bu kosullar altinda en kararli formiilasyonlar istatistiksel olarak
degerlendirilerek belirlenmeye g¢alisilmigtir.
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FIII, FIV ve FV formiilasyonunun siiziilmiig, otoklavlanmis ve liyofilize
edilmis biitiin sekillerinin, 9 aylik siire sonunda, zeta potansiyellerinde belirgin
diizeyde diisme gozlenmistir (Cizelge 20). Taze hazirlanmig formiilasyon ile 9. ay
sonunda farkli ortamlarda (25°C, 40°C ve 4°C) bekletilmis formiilasyonlarin zeta
potansiyel degerlerindeki diisme 6zellikle 40°C’de ¢ok daha yiiksek diizeydedir
(p<0.001). Formiilasyonlar ilk 3 ay icerisinde zeta potansiyellerini
koruyabilmigler, ancak 6. ay sonunda bu degerlerde hizla azalma olmustur.
Liyofilize edilmis formiilasyonlarin, 4°C’de zeta potansiyellerindeki kaybin diger
ortamlara oranla daha az oldugu goriilmiistiir. Liyofilize sekildeki formiilasyonlar
40°C’de en belirgin zeta potansiyel kaybini géstermislerdir.

FVI, GI ve CI formiilasyonlarmn siiziilmiis, otoklavlanmis ve liyofilize
edilmis sekillerinin, farkli ortamlarda (25°C, 40°Cve 4°C), ilk 3 ay icinde zeta
potansiyellerinde belirgin (p>0.05) bir diigme gdzlenmemistir (Cizelge 21). GI
formiilasyonu tiim ortamlarda bu 6zelligini 6. ay sonuna kadar korumustur. 9. ve
12. aylarda ise, taze hazirlanmig hallerine oranla olduk¢a anlamli diisme (p<0.01)
gézlenmistir. Bu diisme, oda sicaklifindaki aylara oranla etiiv ve buzdolabinda
daha azdir.

FVI ve CI formiilasyonlarinin zeta potansiyelleri, taze hazirlanmis halleri
ile kargilastirlldiginda, 9. ayda ileri diizeyde (p<0.001) azalma gergeklestigi
goriilmiistiir.

FIII, FIV ve FV formiilasyonlarimn siiziilmiig, otoklavlanmis ve liyofilize
edilmis sekillerinin, farkli kosullar altinda (25°C, 40°C ve 4°C), partikiil
boyutlarinda ve partikiil daglimﬂannda (PI) anlamhi degisiklikler gozlenmemistir
(Cizelge 21). Formiilasyonlarin farkli sekillerinin saklama kosullarinin, partikiil
boyutuna belirgin (p=>0.05) bir etkisi saptanmamugtir.

FVI, GI ve CI formilasyonlarimin tiim sgekillerinin (siiziilmiis,
otoklavlanmig ve liyofilize edilmis), farkli ortamlarda, partikiil boyutlarinda ve
PI’larinda anlam bir artig gézlenmemistir (Cizelge 22).

Bu sonuglar, ortam kosullarina ragmen (25°C, 40°C ve 4°C) yapida
herhangibir bagkalagimin (jellesme gibi) olmadigin1 gbstermektedir.
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5.1.2.1.5. pDNA-KLN komplekslerinin zeta potansiyel degerlendirmeleri

Lipit miktarinin arttirilarak eklenmesi ile yapilan dl¢iimler sonucunda,
olusan komplekslerin zeta potansiyel degerlerinde artis gézlenmistir. Daha &nce
yapilmis olan jel retardasyon deneylerinden ¢ikartilan sonucu destekleyen bu
degerler, formiilasyonlarin artan miktarlarda eklenmesi ile baglanma oranlarinin

artmasina ve kararli komplekslerin olusmasina da neden oldugunu géstermektedir.

GI formiilasyonu zeta potansiyeli en yiiksek olan formiilasyondur ve CI
formiilasyonu ile kargilastinldiginda, pDNA ile baglanma yetenegi oldukc¢a
yiksek diizeydedir. FVI ve CI formiilasyonlarimin 1:10 oraminda pDNA ile
olusturduklar1 komplekslerin zeta potansiyelleri ile 1:50 oranindaki zeta
potansiyelleri arasinda belirgin bir artis gozlenmemektedir. Ancak, GI
formiilasyonunda ortama eklenen formiilasyon miktar1 arttikca, zeta potansiyelde
de artig goriilmektedir.

5.1.2.1.6. pDNA-KLN komplekslerinin DNaz I enzimi ortammda
kararhh@imin degerlendirilmesi

DNaz 1 (deoksiriboniikleaz I) glikoprotein karakterinde bir
endoniikleazdir. Restriksiyon endoniikleaz olarak tamimlanan bu enzimler, cift
veya tek iplikg¢ikli DNA’y1 oligoniikleotit ve mononiikleotitlere aynistirir (19, 27,
68).

Terapotik gen uygulamalarinda, vektorler tasidifn maddeyi ¢evre
etkilerinden korumalidir. Bu etmenlerin en 6nemlisi DNaz yikimidir. pDNA’nin
niikleazlardan korunmasi, in vitro oldugu kadar in vivo’da da gen saliminin
etkinliginde kritik fakt6rlerdendir. pDNA’nin lipitlerle veya polimerlerle
komplekslesmesinin genel amaci, DNA’nin enzimatik yikimdan korunmasidir
(32, 45, 70, 59).

Bu ¢aligmada hazirlanan formiilasyonlarin pDNA baglama ozelliklerinin
belirlenmesinin ardindan, in vitro olarak DNaz I enzim yikimina kars1 koruma

ozelligi arastirilmistir.

3. noktaya uygulanan pDNA iizerinde ekstraksiyon islemleri
yapilmamistir. Enzimin etkisiyle ¢ok kiigiik pargalara boliinen pDNA’nin
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ekstraksiyon islemleri sirasinda geri kazamlmas: miimkiin olmadigindan, EDTA
eklendikten sonra kuyucuga yiikleme tamponu eklenerek uygulama yapilmistir. 3.
hatta goriilen leke (Sekil 39), pDNA’nin enzim ile tamamen pargalandigini
gOstermektedir.

Ekstraksiyon islemleri sonucunda, pDNA miktarinda kayip oldugu (5. ve
12. noktalar) ve pDNA’nin siiper sarmal yapisininin degistigi (16. nokta)

belirlenmistir.

6. ve 7. noktalarda leke gériilmemesinin, pPDNA-Escort™II kompleksinden
pDNA’nin uzaklastinlmasinda ekstraksiyon yonteminin basansizlifindan m
yoksa Escort™I'un pDNA’y1 koruyamamasindan mi kaynaklandiginmin

belirlenemesi nedeniyle enzim etkisi yorumlanamamgtir.

9. nokta, FVI formilasyonundan pDNA’nin ekstre edildigini
gostermektedir; ancak, 2. noktada gozlenen bant ile karsilastirildiginda,
pDNA’nin bir kisminin ekstraksiyon iglemleri sirasinda kaybedildigi gozlenmistir.
10. noktada, enzimin pDNA-FVI kompleksi iizerindeki etkisi goriilmektedir. Bu
noktada, {lic bant ve simir goriilmektedir. 12. nokta, ¢iplak pDNA’min II
ekstraksiyon yonteminde ¢ok biiyiik miktarmin kayboldugunu, 13. noktada
goriilen lekeler ise, pDNA-GI kompleksinden pDNA’nin geri kazanmldigim
gostermektedir. pDNA’nin GI formiilasyonundan uzaklastirilmas: sirasinda,
ckstraksiyon isleminin, pDNA’nin  konformasyonel yapisinda oranlan
degistirdigini gostermektedir. 14. noktada ortama enzimin eklenmesiyle, siiper
sarmal yapmn kayboldugu ve farkli pDNA konformasyonlarimin olustugu
gbzlenmistir.

16. noktada, III ektraksiyon igleminin ¢iplak pDNA {izerindeki etkisi
gozlenmektedir. Bu islem, pDNA’nin siiper agik halkasal yapisin biiyiik bir
boliimiintin agilmasimi saglamigtir. 2. noktada pDNA ile karsilastirildiginda,
sarmal yapimn siiper sarmal yapiya oranla daha yogun oldugu gozlenmektedir. 17.
noktada, pDNA’nin CI ile olusturdugu kompleks yapidan pDNA’da kayip oldugu
goriilmekte, ancak tamamen yok olmadig: anlasilmaktadir. 18. noktada, ortama

eklenen DNaz I enziminin etkisi gézlenmektedir.
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10., 13., 14. ve 18. noktalarda beliren farkli bantlarin, pDNA’nin
organizmaya alindiktan sonra nasil etki ile ortaya ¢ikacag: bilinmemektedir. Bu
yorumun yapilabilmesi igin, bu yapiin organizma igine alindiktan sonraki
fonksiyonlarinin  deZerlendirilebilecegi in vivo ¢aligmalanin yapilmasi
gerekmektedir.

Formiilasyonlarla olusturdugu komplekslerden, pDNA’min  enzim
olmaksizin ekstraksiyonu islemleri sirasinda da konformasyonel degisiklikler
olusmustur. Bu sekilde degerlendirme yapilirsa, GI ile CI formiilasyonlarinin
DNaz I enzimine karsi pDNA’min biiyiik bir boliimiinii koruyabildigi sonucu
¢ikanlabilir.
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5.2. SONUC

Hazirlanan 6n formiilasyonlarda yapilan zeta potansiyel o&lgiimleri,
formiilasyonlara eklenen DOTAP® miktarimin artmasiyla zeta potansiyellerin
arttigin1 gostermistir. Bu sonug, DOTAP®'mn eklenmesiyle kat: lipit partikiillere

katyonik 6zellik kazandirildiginin géstergesidir.

Katyonik lipit DOTAP® eklenerek ii¢ farkli lipit matrisle (Dynasan® 116,
Gelucire®33/01 ve Comprito]® ATO 888) hazirlanan KLN’lerin pDNA’ya
elektrostatik etkilesmeyle baglandig: saptanmugtir.

Formiilasyon islemi sirasindaki ortam kosullarimin uygulanmasinin
ardindan yapilan termal analiz sonucu, sicakligin DOTAP® iizerinde etkili
oldugunu gostermistir. Lipit matrisler ile DOTAP® kangimlarinmn yapilarinda
etkilesme veya gecimsizlik olmamasi DOTAP®n, lipit matrisler igerisinde

¢oziiniir zellikte oldugunu isaret etmektedir.

KLN’lerde otoklav ile sterilizasyon isleminden sonra zeta potansiyellerde
diisme oldugu belirtilmistir (18). Bu islem sonucunda, hazirlanan KLN’lerin zeta
potansiyellerinde diisme gb6zlenmistir. Ancak, partikiil boyutlarinda, farkli
ortamlarda (25°C, 40°C ve 4°C) kararlilik kontrolleri sonucunda, belirgin bir
farklilasma olmamasi, zeta potansiyellerin olusan yapiy1 koruyabilecek 6zellikte
oldugunu géstermektedir.

Sicaklik, 151k etkisinde oldugu gibi enerji girisi saglar ve lipitin kristal
yapisinda degisikliklere neden olur. Yiiksek sicaklik, zeta potansiyelin diismesine
ve kararsizhigin artmasina yol agar (19). Liyofilize FVI, GI ve CI KLN’lerinin
kristal yapilar1 acgisindan en kararli yapiyr gosterdikleri belirlenmistir. En uygun
saklama kosulu, liyofilize FVI KLN’leri i¢in 25°C, liyofilize GI ve CI KLN’leri
i¢in ise 4°C olarak belirlenmigtir.

GI KLN’leri, zeta potansiyeli diger formiilasyonlardan yiiksek olmasi
nedeniyle, pPDNA’ya baglanmada iistiinlilk gostermistir. FVI KLN’lerinin pDNA
ile olusturduklari komplekslerde, pDNA’y1 DNaz I enzimine karsi koruma
kapasitesinin GI ve CI KLN’lerine gére diisiik oldugu saptanmustir.
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