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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir kismini, basili
(kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla kullanima a¢ma iznini Hacettepe
Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri
miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir bolimiiniin gelecekteki ¢aligmalarda

(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklari bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili
sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden
yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde

suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmast,
Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina Iliskin Yonerge” kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar

haricinde YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri Acik Erisim Sisteminde erisime agilir.

o Enstitii / Fakilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet tarihimden
itibaren 2 yil ertelenmistir. )
o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erigime agilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren ... ay ertelenmistir. @
o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmigtir. ©)
15/08/2024
Ecz. Ceren DURALOGLU

“Lisanstistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erigime Ac¢ilmasina Nigkin Yonerge”

O Madde 6.1. Lisansiistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma sureCinin devam etmesi
durumunda, tez danismaninin onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gorisii tizerine enstitii veya fakiilte
yonetim kurulu iki yil siire ile tezin erisime a¢ilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

@ Madde 6.2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullamldigi, heniiz makaleye déniismemis veya patent gibi
yontemlerle korunmamis ve internetten paylasimasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang
imkdnt olusturabilecek bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez danigsmaninin onerisi ve enstitii anabilim
dalvmin uygun Qoriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karart ile alti ayr asmamak
tizere tezin erigime agilmasi engellenebilir.

® Madde 7.1. Ulusal ¢ikarlart veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglik vb.
konulara iliskin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karar, tezin yapddigr kurum tarafindan verilir*. Kurum ve
kuruluslarla yapilan is birligi protokolii ¢ercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iligkin gizlilik karari ise,
ilgili kurum ve kurulusun énerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun goriisii iizerine iiniversite ygnetim
kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekogretim Kuruluna bildirilir.
Madde 7.2. Gizlilik karart verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallar
cercevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararimin kaldirilmasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir.

* Tez danismaninin onerisi Ve enstitii anabilim dalimin uygun Qoriisii iizerine enstitii veya fakiilte
yonetim kurulu tarafindan karar verilir.
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OZET

Duraloglu, C., idiyopatik Pulmoner Fibrozis (IPF) Tedavisinde Kullanilmak
Uzere Nintedanib ve miR-29b Yiikli Lipopleks Formiilasyonlarin
Gelistirilmesi, Karakterize Edilmesi ve Tedavi Etkinliklerinin IPF Hiicre
Kiiltiirii Modelinde Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisit  Farmasotik Teknoloji Programm Doktora Tezi, Ankara, 2024.
Idiyopatik pulmoner fibrozis (IPF), akcigerde hiicresel stres ve doku hasarinin neden
oldugu, ECM bilesenlerinin asir1 birikimiyle akciger yapisint ve isleyisini bozarak
ilerleyen, yiiksek mortalite oranina sahip bir hastaliktir. Mevcut tedavi secenekleri
yan etkileri nedeniyle sinirlt olup, alternatif tedavi seceneklerine ihtiya¢ vardir. Bu
calisma, Idiyopatik Pulmoner Fibrozis (IPF) tedavisinde Nintedanib ve miR-29b
yiklii katyonik lipopleks formiilasyonunun (LP-NIN-miR) gelistirilmesini ve bu
formiilasyonun in vitro akciger fibrozis modelinde anti-fibrotik etkilerini incelemeyi
amaglamaktadir. Calismada, katyonik lipozomlar Tasarimla Kalite Yaklasimi (QbD)
ile optimize edilmistir. Optimize edilmis lipozom formiilasyonu DOTAP, CHOL,
DOPE ve DSPE-mPEG 2000 kullanilarak hazirlanmistir. Nintedanib yiikli
lipozomlar (LP-NIN) mikroakigskanlastirma yontemiyle iiretilmis ve miR-29b ile
inkiibe edilerek LP-NIN-miR elde edilmistir. LP-NIN-miR'in partikiill boyutu,
polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli sirasiyla 87,3 £ 0,9 nm, 0,184 £ 0,003 ve
+24 + 1 mV olarak belirlenmistir. Nintedanib ve miR-29b'nin enkapsiilasyon
etkinlikleri %99'un {izerinde bulunmustur. Sitotoksisite ¢aligmalari, LP-NIN-miR'nin
giivenli bir tasiyici sistem oldugunu, transfeksiyon calismalari ise anti-fibrotik
terapotik etkisini kanitlamistir. Bu calisma, IPF tedavisinde yenilik¢i bir terapdtik

yaklasimin gelistirilmesi adina énemli bir adimdir.

Anahtar Kelimeler: nintedanib, miRNA, idiyopatik pulmoner fibrozis, lipopleks,

mikroakiskanlastirma.

Destekleyen Kurumlar: Hacettepe Universitesi BAP Destegi (Proje numarast:
TSA-2020-18783) ve YOK - 100/2000 Doktora Bursu
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ABSTRACT

Duraloglu, C., Development and Characterization of Nintedanib and miR-29b
Loaded Lipoplex Formulations for the Treatment of Idiopathic Pulmonary
Fibrosis (IPF) and Evaluation of Their Therapeutic Efficacy in an IPF Cell
Culture Model, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences
Doctor of Philosophy Thesis in Pharmaceutical Technology, Ankara, 2024.
Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a disease with a high mortality rate, caused by
cellular stress and tissue damage in the lungs, leading to the excessive accumulation
of extracellular matrix (ECM) components that disrupts lung structure and function.
Current treatment options are limited due to their side effects, highlighting the need
for alternative therapies. This study aims to develop a cationic lipoplex formulation
loaded with Nintedanib and miR-29b (LP-NIN-miR) for the treatment of IPF and to
investigate its anti-fibrotic effects in an in vitro lung fibrosis model. In this study,
cationic liposomes were optimized using a Quality by Design (QbD) approach. The
optimized liposome formulation was prepared using DOTAP, CHOL, DOPE, and
DSPE-mPEG 2000. Nintedanib-loaded liposomes (LP-NIN) were produced using a
microfluidization method and incubated with miR-29b to obtain LP-NIN-miR. The
particle size, polydispersity index, and zeta potential of LP-NIN-miR were
determined to be 87.3 = 0.9 nm, 0.184 £+ 0.003, and +24 + 1 mV, respectively. The
encapsulation efficiencies of Nintedanib and miR-29b were found to be over 99%.
Cytotoxicity studies demonstrated that LP-NIN-miR is a safe delivery system, and
transfection studies confirmed its anti-fibrotic therapeutic effect. This study marks an
important step toward the development of an innovative therapeutic approach for IPF

treatment.

Key words: nintedanib, miRNA, idiopathic pulmonary fibrosis, lipoplex,

microfluidization.

Supported by: Hacettepe University Scientific Research Coordination Unit (Project
no: TSA-2020-18783) and the Council of Higher Education (YOK) - 100/2000 PhD
Scholarship.
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1. GIRIS

Idiyopatik Pulmoner Fibrozis (IPF), akcigerdeki interstisyel dokunun kronik
ve ilerleyici fibrotik bir hastaligidir ve yiiksek mortalite oranlar1 ile karakterizedir
(1). Tani sonras1 genellikle 3-5 yil gibi kisa bir sagkalim siiresine sahiptir (2).
Hastalik, hiicresel stres ve doku hasar1 nedeniyle bozulmus doku onarimi ile
iliskilidir ve bu durum ekstraseliiler matriks (ECM) bilesenlerinin asir1 birikimine yol

acarak akciger yapisini ve islevini etkiler (3).

Geleneksel tedavilerin sinirli etkinligi ve potansiyel yan etkileri nedeniyle,
IPF'nin tedavisi siirhdir (4). Ancak, son yillarda Amerikan Gida ve ilag Dairesi
(FDA) tarafindan onaylanan Nintedanib (NIN) ve Pirfenidon gibi yeni ilaglar, IPF
tedavisinde umut vaat etmektedir. Bununla birlikte, bu ilaglarin yan etkileri ve

etkinliklerinin sinirli olmasi, yeni ve etkili tedavilerin arayisini siirdiirmektedir (5).

Gen cekspresyonunu diizenleyen kiigik RNA molekiilleri mikroRNA
(miRNA) olup, IPF patogenezinde énemli bir rol oynamaktadir (6). Ozellikle, miR-
29b'nin IPF'de ECM bilesenlerinin diizenlenmesinde kritik bir rol oynadigi ve
fibrozisi inhibe edebilecegi gosterilmistir (7). Bu nedenle, miR-29b'nin IPF

tedavisinde potansiyel bir terapdtik hedef oldugu diistiniilmektedir.

Bu tez, IPF tedavisinde yeni bir yaklasim olarak Nintedanib ve miR-29b'nin
birlikte  kullanildigt  lipopleks  formiilasyonlarinin  gelistirilmesini =~ ve
karakterizasyonunu ele almaktadir. Bu calisma, IPF hiicre kiiltiiri modeli ile
gelistirilen lipopleks formiilasyonlarinin hastaligin ilerlemesini yavaslatma veya
durdurma etkinligini degerlendirmeyi amaglamaktadir. Bu ¢alismanin sonuglari, IPF
tedavisinde yeni ve etkili bir terapotik stratejinin gelistirilmesine katkida bulunabilir

ve hastalarin yasam kalitesini artirabilir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. idiyopatik Pulmoner Fibrozis (IPF)

IPF, akcigerlerdeki interstisyel alanda asir1 miktarda ECM birikimi ve
rekonstriiksiyonunun neden oldugu, ilerleyici bir fibrozlu interstisyel akciger
hastaligidir (8). Diinya genelinde 3 milyondan fazla insani etkileyen bu hastalik,
genellikle kisa bir sagkalim siiresi ile karakterizedir (9-12). IPF'nin patolojisi,
tekrarlayan alveolar epitelyal hiicre hasari, diizensiz doku onarimi, fibrozis ve
ECM'nin asir1 birikmesi ile karakterizedir (6,13,14). Birincil patolojik olay, alveolar
epitelyal hiicrelerdeki hasardir. Bu hasarin ardindan, fibroblastlar ve myofibroblastlar
gibi interstisyel hiicreler, hasarli bolgeye goc eder ve fibrozisin baslamasina neden
olur. Fibrozis, normal akciger dokusunun yerini fibroz dokunun almasiyla
karakterizedir. Bununla birlikte, hastaligin etiyolojisi net olmamakla birlikte, sigara
icme, ¢evresel maruziyet, viral enfeksiyonlar, mide asidi refliisi ve genetik
yatkinligin rol oynadigi one siiriilmiistiir (13). Koronaviriis Hastaligi1 2019 (COVID-
19), 6zellikle ciddi vakalarda, akcigerdeki doku hasar1 ve inflamasyonla iliskili olup,
lyilesme sonrasinda fibrotik komplikasyonlara yol agabilir. Bu durum, Siddetli Akut
Solunum Yolu Sendromu Koronaviriis 2 (SARS-CoV-2) enfeksiyonu geciren
hastalarda viriisiin neden oldugu akciger hasari, IPF goriilme riskinin artmasina

neden olabilir (8,9,15).

Profibrotik sitokinler ve biiyiime faktdrleri, IPF patogenezinde énemli bir rol
oynar. Ornegin, timoér nekroz faktorii-a (TNF-a) ve bag dokusu biiyiime faktorii
(CTGF), fibroblastlarin ¢ogalmasi ve ECM sentezi iizerinde uyarict bir etkiye
sahiptir (13). Ayrica, transforme edici biiylime faktor-beta (TGF-B) gibi faktorler,
fibroblastlarin miyofibroblastlara donlismesini ve ECM sentezini artirarak fibrozisin
ilerlemesine katkida bulunur (13). Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) gibi
faktorlerin fibroblast proliferasyonunu ve ECM sentezini etkiler (16). Ayrica, platelet
kaynakl1 biiylime faktorii (PDGF) ve fibroblast biliylime faktorii (FGF) gibi biliylime
faktorlerinin de IPF'de belirgin etkileri vardir. Ozellikle, PDGF fibroblastlarin

mitojenik aktivitesini uyarak miyofibroblastlarin geniglemesine ve ECM birikimine



katkida bulunabilir (13). Benzer sekilde, FGF'ler de fibroblastlar igin giiclii
mitojenlerdir ve akciger fibroblastlarinda kollajen sentezini artirabilir (16). Bu
faktdrlerin anlasilmasi, IPF'nin patogenezinin derinlemesine anlasilmasina ve etkin

tedavi stratejilerinin gelistirilmesine yardime1 olabilir.

2.2. Idiyopatik Pulmoner Fibrozis (IPF) Tedavisi Yaklasimlar1

IPF, kronik, progresif ve genellikle 6liimciil bir interstisyel akciger
hastaligidir. IPF'nin etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte, genetik ve ¢evresel
faktorlerin hastaligin gelisiminde rol oynadigi diisiniilmektedir. Hastalik, alveoler
epitel hiicrelerinde tekrarlayan hasar ve anormal yara iyilesmesi sonucu interstisyel
fibrozis ile karakterizedir. Tedavi yaklagimlari, hastaligin ilerlemesini yavaglatmaya
ve semptomlar1 hafifletmeye yoneliktir. IPF'nin tedavisinde, ECM'nin asir1 kollajen
sentezini engellemeye yonelik yaklagimlar, iPF'nin ilerlemesini yavaslatabilir veya
durdurabilir (6).

IPF icin tavsiye edilen tedavi segenekleri oksijen takviyesi ve akciger nakli
ile smirhdir (6). Yiiksek tibbi gereksinime ragmen, IPF'nin kronik tedavisi igin
herhangi bir spesifik farmakolojik tedavi Onerilmemistir (13). Hastalara,
kortikosteroidler ve immiinosupresif ilaglar gibi destekleyici tedaviler nerilmistir,
ancak bu tedaviler sinirhi fayda saglamaktadir ve ciddi yan etki riski tasimaktadir

(17,18).

2014 yilina kadar etkin bir tedavisi bulunmayan IPF, Pirfenidon ve
Nintedanib etken maddelerinin onaylanmasiyla tedavi segenekleri genislemis,
hastalarin yasam kalitesi ve sagkalim siiresini artirmada onemli bir rol oynamistir
(9,19-22). Pirfenidon, anti-fibrotik ve anti-inflamatuar ozellikleri ile fibroblast
proliferasyonunu ve kolajen sentezini inhibe ederken, Nintedanib ise tirozin kinaz
inhibitorii olarak fibroblastlar, endotel hiicreleri ve perisitlerdeki biiyiime faktori
reseptorlerini hedef alarak fibrozis siirecini baskilar. Sekil 2.1°de Nintedanib'in IPF
patolojisindeki etki mekanizmasi, epitel hiicre hasari sonucunda alveoler epitel

hiicrelerinin apoptoza ugrayarak ve tip II hiicrelere doniiserek epitel-mezenkimal



gecis (EMT) ve fibroblast-mezenkimal gecgis (FMT) siireglerine katildig:
gosterilmektedir. Epitel hiicrelerin  hasar1 ile birlikte, rezidiiel akciger
fibroblastlarinin interstisyuma go¢ ederek proliferasyona ugradigi ve yaralanma
bolgesine tasindigi goézlemlenmektedir. Asir1 fibroblast proliferasyonu, fibroblast
migrasyonu ve myofibroblastlara doniisiim, fibrozise yol agmaktadir. Nintedanib'in
inhibitor aktiviteleri, fibroblast ve myofibroblastlarin goc¢iinii, proliferasyonunu ve
fibroblastlarin myofibroblastlara doniisiimiinii inhibe etmektedir. Bu inhibitor etkiler,
fibroblastlarin ve myofibroblastlarin sayisinin azalmasina, ECM birikiminin ve
depozisyonunun engellenmesine yol agmaktadir. Nintedanib'in EMT {izerinde
herhangi bir etkisi bulunmamaktadir. Nintedanib, fibroblast ve myofibroblastlarin
proliferasyonunu ve migrasyonunu inhibe ederek, fibrozis siirecini yavaslatmakta ve

akciger dokusunun zarar gérmesini engellemektedir (13).

Birgok caligma, akciger hastaliklarinda dolasimdaki miRNA seviyelerinin
diizensizligini  bildirmistir. Fibroz dahil ¢esitli hiicresel siireclerin temel
diizenleyicileri olmalarinin yani sira miRNA’lar, SARS-CoV-2 enfeksiyonu ve
patogenezi ile iliskili farkli mekanizmalar yoluyla da rol oynamaktadir. Ek olarak,
miRNA'larin COVID-19 ile iliskili belirtiler, 6zellikle pulmoner fibrozis, lizerinde
etkili oldugu gosterilmistir (8). IPF tanis1 i¢in biyobelirteclerin arastirilmasi dnemli
bir alan1 kapsar ve miRNA'lar bu konuda potansiyel biyobelirtecler olarak
incelenmistir. IPF hastalarinda belirli miRNA'larin asagi (miR-29 ve let-7d gibi)
veya yukari (miR-21, miR-154, miR-185, miR-210, miR-302¢, miR-376¢c ve miR-
423-5p gibi) regiile edildigi gozlemlenmektedir (6,23-29). Bu degisiklikler, ECM'nin
dengesiz bir sekilde birikmesine ve fibrozisin ilerlemesine katkida bulunabilir.
Dolayistyla IPF tedavisinde, asag1 regiile edilen miRNA'larin replasman tedavisi ile
seviyelerinin ylikseltilmesi ve yukari regiile edilen miRNA'larin inhibisyon tedavisi
ile seviyelerinin azaltilmast hedeflenmektedir. Bu tedavi stratejisi, ECM
bilesenlerinin diizenlenmesi ve fibrozisin durdurulmasi tizerinde olumlu bir etki

saglayarak IPF'nin ilerlemesini yavaslatabilir veya durdurabilir (19).
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Sekil 2.1. Nintedanib'in fibrotik akciger hastaliklarindaki etki mekanizmasi (13).

ECM birikimi ve EMT dahil olmak iizere ¢esitli siire¢leri hedef alan
miRNA'larin pulmoner fibrozun temel diizenleyicileri oldugu iyi bilinmektedir.
Akcigerdeki fizyolojik durumun korunmasina katilan miRNA dengesi IPF sirasinda
bozularak pulmoner fibrozun ilerlemesine katkida bulunur (30-33). Benzer sekilde,
COVID-19'da diizensiz olan miRNA'larin, kollajen birikimini ve miyofibroblast

dontisiimiinii indiikleyerek akciger fibrozisine neden olmaktadir (8).

IPF’de miktar1 azalan anti-fibrotik miRNA’larin (anti-fibromiR lerin)
miktariin artirilmasi, miktar1 artan fibrotik miRNA’larin (fibromiR’lerin) bloke
edilmesi farkli bir tedavi yaklasimi olarak c¢alismalarda yer almistir (34-36).
Bleomisin ile indiiklenen fibrozis fare modelinde miR-29b’nin terapdtik etkiler
gosterdigi rapor edilmistir (6,37). TGF-f'dan bagimsiz olarak bir ECM ve BM (bazal
membran) ile iligkili gen alt grubunu kontrol eden miR-29’nin ekspresyonunun
azalmasiyla kollajen ve ECM iligkili genlerde azalma meydana gelir. Asiri
ekspresyonunun ise, pulmoner fibroziste TGF-B1, CTGF ve Smad3 sinyalini inhibe
ettigi bildirilmistir (23,38,39).



[PF'nin karmasik patogenezi, farkli tedavi yaklasimlarinin arastirilmasini
gerektirir. Nintedanib ve miR-29b'nin, IPF tedavisinde birlikte kullamldig1 calismalar
literatiirde yer almamaktadir. Ancak bu kombinasyonun, farkli tedavi mekanizmalari
sayesinde aditif bir etki saglayabilecegi diisiiniilmektedir (40). Literatiirde, farkl
etken maddeler ile miRNA'nin ayni tasiyict sistem igerisinde formiile edilerek aditif
terapotik etki saglandigi birgok ornek bulunmaktadir (41-47). Bu yaklasim IPF
tedavisinde yeni bir strateji olabilir ve hastalarin yasam siiresini ve Kalitesini

artirabilme potansiyeli gdsterebilir.

2.3. Nintedanib

Nintedanib, 6-metoksikarbonil ile substitiie edilmis bir indolinondur ve
kimyasal yapist Sekil 2.2°de gosterilmektedir (kimyasal formiil: metil(32)-3-[[4-
[metil-[2-(4-metilpiperazin-1-il)asetilJamino]anilino]-10-fenilmetiliden]-2-okzo-1H-
indol-6-karboksilat; molekiiler formiil C31H33sNsO4). Nintedanib'in molekiil agirlig
539,62 g/mol’diir. Farkli ortamlar kullanilarak gergeklestirilen caligmalarda,
nintedanib’in ¢oziiniirliigi ve yag/su dagilim katsayis1 incelenmistir. Literatiirde yer
alan Nintedanib ¢oziiniirliik ¢alismasi sonuglarina gore, Nintedanib’in pH 6,8 PBS
tamponunda ¢oziiniirliigii 11.98+1.12 pg.mL? olarak belirlenmistir. Aym ortamda
%0,5 Tween 80 ilavesiyle bu deger 6nemli dlgiide artarak 441,67+10,25 pg.mL*'ye
ulasmistir. pH 7,4 PBS tamponunda ise ¢oziiniirliik 5,13+1,23 pug.mL* olarak
saptanmistir. Yine bu ortamda %0,5 Tween 80 varliginda c¢oziiniirlik degeri

132,42+8,87 ng.mLye yiikselmistir (48).

Nintedanib’in yag/su dagilim katsayis1 (LogP) ise pH 6.8 PBS tamponunda
2.40+0.15 olarak ol¢iilmiistiir. %0.5 Tween 80 eklenmesiyle bu deger 1.68+0.12°ye
diismiistiir. pH 7.4 PBS ortaminda LogP degeri 2.85+0.24 olarak belirlenmis olup,
%0.5 Tween 80 ilavesiyle bu deger 2.39+0.17°ye gerilemistir. Bu sonuglar,
nintedanib’in ¢Ozlinlirliigliniin ortamin pH’ma ve Tween 80 gibi ylizey aktif
maddelerin varligina baglh olarak 6nemli 6l¢iide degistigini gostermektedir. Ayrica,

yag/su dagilim katsayis1 da ortam kosullarina gore farklilik gostermektedir (48).



Nintedanib, antifibrotik etken maddeler grubuna ait bir protein kinaz
inhibitoridiir ve platelet kaynakli biiyiime faktorii reseptorleri (PDGFR)-a,-3,
fibroblast biiyiime faktorii reseptorleri (FGFR)-1,-2,-3 ve vaskiiler endotelyal
bliylime faktorii reseptorleri (VEGFR)-1,-2,-3 gibi ¢esitli tirozin kinazlar1 hedef alir
(13,16,48). Nintedanib, bu reseptorlerin adenozin trifosfat (ATP) baglayan
bolgelerine kompetitif olarak baglanarak intraseliiler sinyalizasyonu bloke eder.
Boylece IPF patolojisinde kritik rol oynayan akciger fibroblastlarinin proliferasyon,

migrasyon ve farklilasmasini engeller (13,16).

~
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Sekil 2.2. Nintedanib’in kimyasal yapisi1 (49).

Nintedanib'in  polifarmakolojisini ve sinyal yolaklar1 Sekil 2.3’te
gosterilmektedir. Nintedanib, FGFR, PDGFR ve VEGFR reseptorlerinin hiicre igi
ATP baglanma bolgelerine baglanarak bu reseptorlerin otofosforilasyonunu ve sinyal
kaskadlarin1 inhibe eder. Bu inhibisyon, fibroblast ve myofibroblastlarin
proliferasyonunu ve migrasyonunu azaltarak fibrozisi onler. Ozellikle FGFR'nin
inhibisyonu fibroblast proliferasyonunu engellerken, PDGFR'nin inhibisyonu

fibroblast migrasyonunu durdurur (13).

Anjiyogenezde ise, VEGFR'ye baglanarak anjiyogenezi inhibe eder ve
Fosfatidilinositol 3-Kinaz (PI3K), Protein kinaz C (PKC) ve Fokal adezyon kinaz
(FAK) gibi sinyal molekiillerinin aktivasyonunu engeller. PDGFR inhibisyonu,
vaskiiler hiicre proliferasyonunu ve migrasyonunu azaltir ve Protein Kinaz B (Akt)

ve Paksillin gibi sinyal molekiillerini inhibe ederek anjiyogenezi baskilar. Bu



mekanizmalar, IPF gibi hastaliklarin tedavisinde hiicre proliferasyonunu,
migrasyonunu ve anjiyogenezi azaltarak Onemli rol oynar. Nintedanib, cesitli
reseptorleri hedef alarak hem fibrozis hem de anjiyogenez siireglerini kontrol altina
alir ve hastalik progresyonunu yavaglatir. Bu mekanizmalar, Nintedanib'in ¢ok yonli

etkilerini ve terapotik potansiyelini agiklar (13).

Nintedanib, oral yolla alindiginda yaklasik 2-4 saat i¢inde maksimum plazma
konsantrasyonuna ulasir ve biyoyararlanimi %4,69'dur. Emilimi ve biyoyararlanimi
tastyict etkiler ve ilk gecis metabolizmasi ile azalir. Ilacin plazmada yiiksek protein
baglanma orani vardir ve tercihli olarak plazmada dagilir. Nintedanibin baslica
metabolik  yolu esterazlar tarafindan hidrolitik kirilma olup, sonrasinda
glukuronidasyon ile metabolize edilir. Ilacin eliminasyonu baslica fekal/safra yolu ile
gerceklesir ve terminal yarilanma omrii 10-15 saat arasindadir. Bu ozellikler,
nintedanibin etkinligini ve giivenligini artirarak IPF tedavisinde énemli bir secenek

olmasini saglar (50-52).
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Sekil 2.3. Nintedanib'in polifarmakolojisi ve sinyal yolaklar1 (FGFR: Fibroblast
biiylime faktorii reseptorii, PDGFR: Platelet kaynakli biiylime faktorli reseptorii, FGF: Fibroblast
biiyiime faktorii, RAS: Rat Sarkom Viriisii Onkogeni proteini, RAF: Hizli fvme Kazanan Fibrosarkom
kinaz, MEK: Mitogenle Aktive Olan Protein Kinaz/ Hiicre Digi Sinyal Diizenleyici Kinaz, ERK:
Hiicre Dis1 Sinyal Diizenleyici Kinaz, Akt: Protein Kinaz B, VEGFR: Vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii reseptorii, VEGF: Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii, PI3K: Fosfatidilinositol 3-Kinaz,

PKC: Protein kinaz C, FAK: Fokal adezyon kinaz, Paksillin: Paksillin proteini) (10).



Nintedanib’in piyasa preparatinin (Ofev®), farmasotik dozaj formu yumusak
jelatin kapsiildiir ve oral yolla uygulanmaktadir (53). Ancak, Nintedanib'in oral
uygulamasi gastrointestinal yan etkilere, 6zellikle mide bulantis1 ve diyareye neden
olabilir (54-56). Ek olarak, oral yoldan uygulanmasi entiibe ve mekanik ventilasyona
ihtiyag duyan IPF hastalarinda ve COVID-19 gibi solunum yetmezligi olan
hastalarda kullanimlarimi kisitlar (9). Gastrointestinal yan etkilerin énlenmesi veya
entlibe ve mekanik ventilasyona ihtiyag¢ duyan hastalarda kullanimi igin
Nintedanib'in lipozom tasiyict sistemlerle intravendz olarak uygulanmasi

diistiniilebilir (57).

Nintedanib, akciger fibroblast hiicrelerinin proliferasyonunu, fibroblast
motilitesini, TGF-B ile uyarilan fibroblasttan myofibroblasta farklilagsmasini, TGF-
Bmin indiikledigi kollajen sekresyonunu ve birikimini azaltir. Ayrica IPF'li
hastalardan alinan akciger fibroblastlarinda biiylime faktorii kaynakli proliferasyonu,
fibroblast motilitesini ve TGF-B ile wuyarilan fibroblasttan myofibroblasta
farklilasmayr inhibe eder. Bu hiicrelerde TGF-f'nin indiikledigi kollajen

sekresyonunu ve birikimini azaltir (58-60).

Iki tekrarli faz III INPULSIS® calismasinda, nintedanib'in, IPF'li hastalarda
hastaligin ilerlemesini yavaglattigi gosterilmistir (13). Klinik dis1 modellerde,
Nintedanib'in antifibrotik ve antiinflamatuvar etkiler gosterdigi ve IPF hastalarindan

alinan akciger fibroblastlarinin ¢ogalmasini ve doniisiimiinii inhibe ettigi goriilmiistiir

(61).

2.4. miR-29b

18-22 niikleotid uzunlugunda, gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol
oynayan kodlamayan RNA'lar miRNA olarak adlandirilir. Insan genomu,
transkripsiyon sonrasi baski yoluyla bir¢ok farkli mRNA hedefini diizenleyebilen,
2588 MiRNA igerir (62). miRNA'lar, hedef mRNA'nin 3' ¢evrilmemis bdlgelerine

antisens olarak baglanir ve translasyonu bloke ederek veya hedef mRNA'larin
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bozulmasini indiikleyerek gen ekspresyonunu transkripsiyonel olarak modiile ederler

(8).

miRNA biyogenezi Sekil 2.4’te gosterilmistir. Ik adimda RNA polimeraz 11
(pol 1), miIRNA genlerini uzun birincil transkriptlere (pri-miRNA'lar) kopyalar.
Sonraki adimda, niikleer RNaz III Drosha, pri-miRNA'lar1 pre-miRNA'lara, yani
kok-dongili ara maddelerine doniistiiriir. Pre-miRNA'lar, niikleositoplazmik tasiyici
faktor Exportin-5 ve RanGTPase tarafindan sitoplazmaya tasinir. Sitoplazmada,
RNase III endoniikleaz Dicer, pre-miRNA'nin ilmek bdlgesini keserek 22 niikleotid
uzunlugunda olgun miRNA'y1 olusturur. RNA kaynakli susturma kompleksi (RISC)
araciligiyla olgun miRNA, hedef mRNA'lara baglanir (62).

Exportin5

Nikleer
transfer

Sekil 2.4. miRNA biyogenezinin sematik gosterimi (62).
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Tek bir miRNA, birden fazla mRNA'y1 hedef alabilir; bu sekilde etkiledigi
yolak ile iligkili hastaligin olusumuna veya engellenmesine katkida bulunabilir (63).
Bu nedenle son yillarda miRNA temelli terapotik yaklasimlar ilgi cekici hale
gelmistir.  MiRNA'larin  ekspresyon profilleri ve mikrodizilerinin analizi,
miRNA'larmn insan hastaliklarindaki patojenik siireglerde yer aldigin1 gostermektedir
(64). Bu bulgular 1s18inda, miRNA mimik veya antagomir kullaniminin, miRNA
diizensizliginin neden oldugu hastaliklar i¢in yeni tedavi stratejileri olarak
diisiiniilmesi gerekmektedir. MiRNA terapdtik yaklasimlari, hedef miRNA'nin
ekspresyon durumuna bagli olarak inhibisyon ve replasman tedavisi olarak
siiflandirilabilir (62,65,66).

Hastalik patolojisinde yukari regiile edilmis miRNA tarafindan yiiriitiilen
protein ekspresyonunu inhibe etmek i¢in miRNA inhibisyon tedavisi kullanilabilir
(67). Replasman tedavisinde ise asag1r regiile olmus miRNA'nin yukari
regiilasyonunu saglamak amaciyla olgun endojen miRNA ile ayni diziyi iceren ve
dogal olarak iretilen miRNA ile aym biyolojik fonksiyona sahip tek veya cift
sarmalli miRNA mimikleri kullanilir (68). Ancak, miRNA'nin taginmasi ve
stabilitesi, bu terapdtik stratejilerin etkinligini belirleyen kritik faktorlerdir. Ciplak
miRNA riboniikleazlar tarafindan parcalanir, bunun sonucunda kandaki yarilanma
omrii ¢cok kisa olur (66). Stabil, biyolojik olarak pargalanabilen, biyouyumlu ve
hedeflenebilir bir tasiyici sistemi tasarlanarak miRNA’nin hedef bolgeye

ulastirilmasi saglanabilir (62,69,70).

Retikiiloendotelyal sistem (RES) tarafindan hizli temizlenmeleri nedeniyle,
miRNA'lar serumda yaklasik 5 dakikalik bir yar1 6mre sahiptirler ve bu nedenle
serumda ¢ok diisik bir stabiliteye sahiptirler (71,72). Polianyonik ve
makromolekiiler yapilari nedeniyle hiicre i¢i alimlar1 zayiftir. Viral ve viral olmayan
tasiyic1 sistemleri gelistirilerek enzimatik bozulmaya karst koruma saglanarak
fizyolojik kosullardaki stabiliteleri ve hiicresel alim artirilir (73). Viral tasiyici
sistemler yiiksek toksisiteye sahip olup, bagisiklik tepkisi olusturma riskini artirir.

Biiylik capta iiretimlerinde bazi zorluklar vardir ve tedavileri de asir1 pahalidir.
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Bunun tersine, viral olmayan tasiyict sistemler glivenlidir ve yiiksek enkapsiilasyon

verimine sahiptir (62).

Viral olmayan tasiyici sistemleri gelistirmek icin ¢esitli biyomateryaller
Onerilmistir. Etkili bir sekilde miRNA taginimu i¢in lipit, polimer ve inorganik bazl
nanopartikiiller kullanilmistir ancak bu yaklasimlar arasinda lipit yapili
nanotasiyicilar en ¢ok incelenen miRNA tasiyict sistemleridir (74,75). Biyouyumlu
ve biyolojik olarak pargalanabilir olmalarinin yani sira, formiilasyonlar1 ve olgek

biiyiitme tiretim siirecleri oldukga basittir (76).

21-25 niikleotid uzunlugunda kiiciik, tek sarmalli RNA molekiilii olan miR-
29b genellikle hiicrelerin sitoplazmasinda bulunur ve gen ekspresyonunun post-
transkripsiyonel diizenlenmesinde kritik bir rol oynar (77). Olgun miR-29b'nin
niikleotid  dizilimi 5’-UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU-3"  seklindedir.
Kimyasal olarak, miR-29b, riboz sekerleri, fosfat gruplari ve adenin, guanin, sitozin,
urasil gibi dort bazdan olusan niikleotidlerin polimerizasyonu ile yapilandirilmistir

(78). Bu molekiiler yap1, miR-29b'nin stabilitesini ve biyolojik islevlerini etkiler.

mMiR-29b'min kimyasal o6zellikleri, biyolojik fonksiyonlari ve etkilesimleri
acisindan biiyiik 6nem tasir. Niikleotid dizilimi, miR-29b'nin hedef mRNA'lar ile
tamamlayic1 baz eslesmesi yapabilme yetenegini belirler. Bu baz eslesmesi, miR-
29b'nin spesifik mRNA molekiillerine baglanarak translasyonu inhibe etmesine veya
mRNA yikimimi tetiklemesine olanak tanir (79,80). miR-29b'nin hedef genler
tizerindeki etkisi, Ozellikle kollajen ve diger ekstraseliiler matriks proteinlerinin

sentezini diizenleyen genler iizerinde yogunlasmustir.

Kimyasal stabilite agisindan, miR-29b, RNaz enzimi tarafindan kolayca
parcalanabilir. Bu nedenle, miR-29b'nin terapdtik uygulamalar1 i¢in uygun tasiyici
sistemlerin kullanilmasi 6nemlidir (81,82). Ornegin, lipozomlar veya polimerik
nanopartikiiller gibi tasiyici sistemler, miR-29b'nin koruyucu bir ortamda taginmasini

saglayarak hedef hiicrelere etkin bir sekilde ulastirilmasini saglar (83).
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Bu kimyasal ozellikler, miR-29b'nin terapétik potansiyelini artirmak igin
gelistirilmis tasiyic1 sistemler ile birlestirilerek, ozellikle fibrotik hastaliklar gibi

kronik ve tedavisi zor kosullarda 6nemli bir tedavi segenegi sunar (37).

2.5. Lipozomal ila¢ ve Gen Tasiyic1 Sistemler

Ilag ve gen tasiyict sistemler, farmasétik alaninda ilaglarin etkin bir sekilde
tasinmasi ve hedef dokulara ulastirilmasi i¢in Onemlidir. Bu sistemler, ilaglarin
biyoyararlanimini artirarak istenmeyen yan etkileri azaltabilir ve tedaviye spesifik bir
yaklagim sunabilir (84). Gen tasiyici sistemler ise gen terapisi alaninda biiyiik bir
Oneme sahiptir; genetik materyalin hiicrelere aktarilmasini ve gen ifadesinin

diizenlenmesini saglar (85).

Genel olarak, ilag ve gen tasiyict sistemler iki ana kategori altinda
incelenebilir: viral ve viral olmayan tasiyicilar. Viral tasiyicilar, genellikle
retroviriisler veya adenoviriisler gibi viriislerin genetik materyalini hiicrelere tagimak
icin modifiye edilmis halde kullanilir. Bunlar, yiiksek transdiiksiyon verimliligi
saglayabilirken, toksisite ve immiinojenisite gibi sakincalarla da iligkilendirilebilirler
(86). Viral olmayan tasyicilar ise genellikle lipit bazli veya polimerik
nanopartikiillerdir (87). Bu tasiyicilar, genlerin korunmasini saglayarak hedef

dokulara tasinmasini kolaylastirir.

Ozellikle lipit bazli tastyicilar arasinda lipozomlar énemli bir yere sahiptir.
Lipozomlar, lipit ¢ift tabakalarindan olusan kiiresel yapilar olarak tanimlanir ve
ilag/genlerin lipofilik ¢ekirdegine enkapsiile edilmesine olanak tanir (88,89).
Lipozomlar, toksisite ve immiinojenisite gibi sorunlari en aza indirirken, istenilen
hedef dokulara yonlendirilebilirler (90). Bu o&zellikleri, lipozomlarin ilag ve gen

tastyici sistemlerinde tercih edilmesini saglar.

Lipozomlar, genellikle amfifilik lipit, fosfolipid ¢ift tabakasi ve sulu bir
cekirdekten olusan, mezomorfik yapiya sahip, toksik olmayan, biyouyumlu ve

biyolojik olarak parcalanabilen sentetik keseciklerdir (91). Yapilarinda polar bir
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hidrofilik bas ve iki apolar hidrofobik zincir bulunur ve temel olarak
gliserofosfolipitler ve sfingomiyelinler dahil olmak {iizere iki ana kategoriyi iceren
fosfolipitlerden olusurlar (92). Hidrofobik kuyrukta bulunan hidrokarbon
zincirlerinin sayisi, uzunlugu ve doygunlugu lipozomlarin yapisinda onemli rol
oynar. Cift kuyruklu lipit molekiilleri, tek kuyruklu lipit molekiillerinden daha az
toksiktir. Lipozomun transfeksiyon etkinligi, kuyruk uzunlugunun ve doymamislhigin
artmasiyla artar (93). Farkli morfolojik o6zelliklere ve bilesime sahip c¢esitli
boyutlardaki lipozomlar tekrarlanabilir ve kolay bir sekilde iiretilebilir (94).

Lipozomlar, hedef hiicre ve dokularda hidrofilik, lipofilik ve amfifilik
maddeleri kapsiilleyerek, tasiyarak ve salarak aktif bilesiklerin etkinligini,
stabilitesini ve raf Oomriinti arttirirlar (95). Hidrofilik molekiiller sulu g¢ekirdekte
kapsiillenirken, hidrofobik molekiiller ¢ift tabakali membran iginde tutulabilir (91).
Lipozom yapisindaki lipit sinifi, doygunluk derecesi, boyutu ve lipozomun

hazirlanma yontemi, partikiillerin kapsiillenmesi ve salinmasi gibi 6zellikleri belirler

(96).

Lipozomlar, boyut ve tabaka gibi yapisal 6zelliklerine veya ylizey yiiklerine
gore siniflandirilabilir. Lipozomlar tabaka yapilarina gére 3 gruba ayrilir: Tek
tabakali, ¢ok tabakali ve oligolameller (97). Tek tabakali lipozomlar, kiigiik tek
tabakal1 kesecikler (SUV; yaklasik 100 nm'ye kadar), biiyiik tek tabakali kesecikler
(LUV; yaklasik 100 nm ile 1 mm arasinda) ve boyutu 1 mm'den biiyiikk dev tek
tabakali keseciklerdir (GUV'ler). Cok tabakali lipozomlar (LMV) genellikle 500
nm'den biiyiiktiir ve birgok esmerkezli tabakadan olusur. Bunlarin disinda az sayida
esmerkezli ¢ift tabakali ve 0,1-1 mm boyutunda ve ¢ok esmerkezli birbirine bagli tek
tabakali veya birden fazla esmerkezli olmayan cift tabakali ve boyutu 1 mm'den
biiyilk olan oligolameller lipozomlar da bulunmaktadir (98). Multi-vezikiiler
lipozomlar (MVL) da bu siniflandirmaya dahildir (94,96). Lipozomlarin bu boyutsal
ve yapisal siniflandirmalart ayn1 zamanda ilag tasima ozelliklerini de etkiler (99).
Tek tabakali lipozomlar biiyiikk bir sulu ¢ekirdege sahip olduklarindan genellikle
hidrofilik malzemelerin tasinmasinda kullanilir (100). Cok tabakali kesecikler ise iki

tabakali lipit yapiya sahip olduklarindan hidrofobik maddelerin tasinmasinda
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kullanilir (101). Boyutlarindan dolayr membran model sistem olarak GUV’ler
kullanilmaktadir (102).

Boyut ve tabakaliligin yani sira lipozomlar ylizey yiikiine veya fonksiyonel
yiizey degisikliklerine gore de siniflandirilabilir (94). Lipozomlar1 olusturan lipit
molekiilleri, hidrofilik baslarmin yiiklerine gore pozitif yiizey yiikii (katyonik),
negatif yiizey yiikii (anyonik) ve notr lipozomlar olarak 3'e ayrilir (93,96).

Katyonik lipozomlar, hidrofobik ve elektrostatik etkilesimler yoluyla negatif
yiiklii bilesikleri tasiyabilirler (103). Deoksiriboniikleik Asit (DNA), miRNA, Kiiciik
Miidahaleci RNA (siRNA) veya Oligoniikleotid (OND) tasinmasinda yer alan
katyonik lipozomlara lipopleks denir (102,104). Katyonik basa sahip lipitlerden
olusan lipozomlar, negatif yiiklii hiicre zarma daha yiiksek bir afinite gosterir ve
hiicresel alimi artirir. Ayrica, bu pozitif yiikli bas, proton siingeri etkisiyle

lizozomdan kagarak, lipozomun tagidigi molekiilii par¢alanmaktan korur (103).

Lipozomlarin yapisinda yaygin olarak kullanilan baslica katyonik lipitler
Tablo 2.1°de sunulmustur. Katyonik lipit formiilasyonlarinda en yaygin kullanilan
lipit olan N-[1-(2,3-Dioleoiloksi)propil]-N, N, N-trimetilamonyum kloriir (DOTAP),
yaklasik 30 yil once sentezlenmis olup, fizyolojik pH'da ester baginin biyolojik
olarak parcalanabilirligi nedeniyle nispeten diisiik toksisiteye sahiptir. DOTAP'a
yapisal olarak benzer olan 1,2-di-O-oktadesenil-3trimetilamonyum propan
(DOTMA), ester bagi yerine bir eter bagina sahiptir. DOTAP kimyasal olarak
kararsiz olmasina ragmen, biyolojik olarak pargalanabilirligi nedeniyle katyonik
lipozom formiilasyonlarinda sik¢a kullanilir. Diger yandan, DOTMA biyolojik
olarak parcalanamaz ve stabil bir yapiya sahiptir. Ticari transfeksiyon reaktifi
Lipofectin, DOTMA ve 1,2-dioleoil-sn-glisero-3-fosfoetanolamin (DOPE) igerir
(93).



Tablo 2.1. Katyonik lipozomlarin yapisinda kullanilan lipitler.

Lipidin
Ad1

Kimyasal Ad1

Kimyasal Yapis1
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Referans

DOTAP

DDAB

CTAB

DC-Chol

DODMA

DOTMA

DOSPA

DOGS

BCAT

DMRIE

N-[1-(2,3-

Dioleoiloksi)propil]-

N, N, N-
trimetilamonyum
kloriir

dimetil dioktadesil
amonyum bromiir

trimetilhekzadesil
amonyum bromiir

3B-[N-(N',N'-
dimetilaminoetan)-
karbamoil]kolesterol
hidrokloriir

1,2-dioleiloksi-3-
dimetilaminopropan

1,2-di-O-
oktadesenil-
3trimetilamonyum
propan

(+)-N,N-dimetil-N-
[2-
(sperminkarboksami
do)etil]-2,3-
bis(dioleiloksi)-1-
propaniminyum
pentahidrokloriir

Dioktadesil
amidoglisilspermin
(Transfectam®)

0-(2R-1,2-di-O-
(1,9-z-
oktadekadienil)-
gliserol)-3-N-(bis-2-
aminoetil)-karbamat

1,2-
dimiristiloksipropil-
3-dimetil-
hidroksietil
amonyum bromiir

Br
H]C\" y. C H3

N
AV A VA VAV ANV \CH3

0
+ Il
(CH;),NCH,CH,NHCO

u"ﬂ")(\?\'
on |

| ©
‘H:N/\/\Nf\/\HLH/\/‘TJ\,U —
H'
§ DOSPA

H.

4CFsC00~ N AUNH,'

o H
/\/\/\/\/\/\/W\N)\/N N/\/\NH,'
/\/\/\/\/\/\/\/\) 0 t"

o

HZN\/\NJKO/Y\O _
J

e}

NH,

\l‘ Q
—KN‘\‘,J\/CI

(105-107)

(74,106)

(108)

(106,109)

(74,106)

(74,105,
106)

(106,110)

(106,111)

(112)

(110)
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Katyonik lipit molekiilleri ile negatif yiikli niikleik asit molekiilleri
arasindaki elektrostatik etkilesimler sayesinde stabil bir kompleks olusur. Bu da
niikleik asitleri niikleaz enzimlerine karst koruyarak lipoplekslerin in vivo
transfeksiyon verimliligini artirir (103). Katyonik lipozomlar, ilag tasima konusunda
iistlin Ozelliklere sahip olmalarina ragmen, negatif yiiklii hiicresel bilesenler ve
katyonik lipitler arasindaki etkilesim nedeniyle sitotoksik vezikiiller olarak kabul
edilirler (103,113,114). Polietilen glikol ile kaplama (PEGilasyon) ile katyonik
lipozomlarm RES tarafindan taninmasi azaltilabilir ve bdylece hiicresel

sitotoksisiteye neden olma olasilig distiriilebilir (103,113,115).

Notr lipozomlarin yapisinda kullanilan lipitler Tablo 2.2°’de sunulmustur.
Notr yiizey yiikleri sayesinde yiiksek vezikiil stabilitesine ve in vitro/in vivo
performansa sahiptirler (103). Notr lipitler kullanilarak gelistirilen lipozomlar, diisiik

toksisite ve yiiksek verim saglar (115).

Notr  lipitler, anyonik veya katyonik lipozomlarin formiilasyonunu
tyilestirmek i¢in yardimci lipitler olarak da kullanilabilirler. Katyonik lipozom
yapisina yardimci bir lipid dahil edildiginde, daha yiiksek hiicresel alim ve
endozomal kagis saglanabilir, boylece stabilitesi artirilabilir (103,113,114). Katyonik
lipozom formiilasyonlarinda, genellikle DOPE ve 3f-Hidroksi-5-kolesten
(Kolesterol, CHOL) gibi lipitler yardimci lipid olarak kullanilir (104,114,116-118).
Bunun disinda sik¢a kullanilan diger yardimci lipitler arasinda 1,2-dioleoil-sn-
glisero-3-fosfatidilkolin ~ (DOPC) ve 1,2-distearoil-sn-glisero-3-fosfatidilkolin
(DSPC) bulunmaktadir (92). DOPE ve CHOL gibi yardimer lipitlerin kullanimiyla,
lipit membran yapisi stabilize edilir ve opsonizasyon ve RES tarafindan tutulma
azaltilir (93). Bu durumda, lipozomlarin tasiyici verimliligi ve in vivo transfeksiyon

etkinligi artirilmis olur.



Tablo 2.2. Notr lipozomlarin yapisinda kullanilan lipitler.
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Llﬁhdlm Kimyasal Ad1 Kimyasal Yapisi Referans
2
1,2-dioleoil-sn- — 3\0 o .
DOPE glisero-3- %\o—ﬁ—of\’""' (106,119)
fosfoetanolamin — cO H 3
1
0
Kolesterol,  3p-Hidroksi-5-
CHOL kolesten (106,115,120)
o]
. i
1,2-dioleoil-sn- \/\/\/\/ﬁ/\/\/\* ~P~,
! 0 0 0. -
DOPC glisero-3- /;(H\ o \/\NL (10162'11)1&
fosfatidilkolin NN I
0
0
1,2-distearoil- /\/\/\/\/\/\/\/\)k P~
DSPC sn-glisero-3- oo TN (106,122)
fosfatidilkolin VWVVV\WO H 0 |
o]
o]
Il
1,2-dipalmitoil- Wo o-P-o -
DPPC sn-glisero-3- 0"': N o \/\N‘\ (106,123)
fosfotidilkolin NN |
(o]
1,2-dioleoil-sn- /\/\/\/\/\/\)k ,Px Qe
EPC glisero-3- /\(\0 0\/\ (106,124)
etilfosfokolin / AN

\/\/\/\/\/\/Y J

icin uygun olabilecegi diislintilmektedir.

Anyonik lipozomlarin diistik sitotoksisitesinden dolayr niikleik asit iletimi

Ancak lipitler ve miRNA arasinda

elektrostatik etkilesimlerin olmamasi nedeniyle yiikleme kapasiteleri sinirlidir

(113,115).

sunulmustur.

Anyonik lipozomlarin yapisinda

kullanilan lipitler Tablo 2.3’te
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Tablo 2.3. Anyonik lipozomlarin yapisinda kullanilan lipitler.

Lipidin

Adi Kimyasal Ad1 Kimyasal Yapisi Referans

PC Fosfatidilkolin VW\/_\/V\/\/”\ ’\{\O'F“-ow 7 (106,111)

/*\N\/’\J\/\/\/\ﬁ" I‘\
o]
i it
fosfatidil \/\/W:\./A\/\/-'\JLO . o-P-o +
PE etanolamin Mw/\/\”‘n"‘f AR R (106,111)
o
o 0
il
L-o-fosfatidik \/‘\/\/\F\/\/\/\/ﬁ\ﬁ’\f\o*f‘nu
PA asit - 6H oW (106,111)
N\N\M\T Na*
o]
1,2-dimiristoil- -
e Wwwj\ p \/?:,,
fosfo-(1’-rac- - 0™ o-P-o OH
PG gliserol) W\/Md H on- (106,111)
o Nat
Fosfatidilgliserol
1,2-dimiristoil- o o "0._.0
e AN SNPENPNPNP :
PS fosfo-L-serin 0’;\*{;\03’_“0 e, (106,111)
Fosfatidilserin M
0
OH OH
I HO
\/\/\/\/:'\/\/\/\)L —Pe H
Pl Fosfatidilinositol 07X o-j-0 OH (111)

Notr veya anyonik lipozomlar, diisiikk opsonizasyon egilimi, pro-enflamatuar
reaksiyonlara neden olmama, plazma proteinlerine baglanma ve non-spesifik
bagisiklik tepkilerini indiikleme gibi {Ustiinliikklere sahiptir. Yikli lipozomlarin
aksine, notr lipozomlar biyolojik sivilarda daha az agregasyona egilimlidirler, bu
nedenle fagositoz yapan makrofajlar tarafindan daha az tutulurlar ve endotelyuma
yapismazlar (104). Klinik ¢aligmalari tamamlanmis bir¢ok lipozomal preparat
piyasada bulunmaktadir (103) ve Tablo 2.4’te sunulmustur. Sonug olarak, lipozomal
tasiyici sistemler, gen terapisi ve ¢esitli hastaliklarinda tedavisinde dnemli bir tagiyici
sistemdir. Yapilarmin ve bilesenlerinin uygun sekilde tasarlanmasi, formiilasyon
stratejilerinin optimize edilmesi ve klinik uygulamalarin gelistirilmesi, lipozomal

tastyict sistemlerin terapotik etkinliklerinin artirilmasini saglayabilir (125, 126).



Tablo 2.4. Klinik ¢alismalar1 tamamlanmis lipozomal piyasa preparatlari.

Lipit molar oranlar

Partikiil

Onay
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Piyasa Preparati Lipitler / Toplam lipit Etken Madde boyutu Endikasyon Yilh Referans
konsantrasyonu
Doxil® (Caelyx®) ) ) ) meme ve yumurtalik
(Jenerik {iriin Lipo- HSPC : CHOL : PEG 2000 56:39:5 doksorubisin ~ 100 nm kanseri 1995 (127-132)
DSPE .
Dox®) kaposi sarkomu
Myocet® EPC : CHOL 55 : 45 doksorubisin  ~ 180 nm metastatik meme o000 (127-129.133,
kanseri 134)
DaunoXome® DSPC : CHOL 2:1 daunorubisin 45 -80 nm kaposi sarkomu 1996 (127-131,135)
Marqibo® DSPC : CHOL 57,4 42,6 vinkristin-—— 154 50y~ akutlenfoblastik 2012 (130,135-138)
siilfat 16semi
Mepact® POPC : OOPS 7:3 mifamurtid 2,0-3,5um miyosarkom 2009 (130,135,136)
. . o daunorubisin N akut lenfoblastik (130,135,136,
Vyxeos® DSPG : DSPC : CHOL 2:7:1 ve sitarabin 110 nm 16semi 2017 139,140)
HSPC : CHOL : . . .. B .
Doxoves MPEG2000-DSPE 56,2 :38,5:5,3 doksorubisin 95 nm Meme kanseri 1995 (141)
Onivyde® DSPC : Chol : MPEG-2000- 3:2:0,015 irinotekan ~110 nm metastatik pankreas 515 q30 134.136)

DSPE

adenokarsinomasi




Tablo 2.4. (Devam) Klinik ¢alismalar1 tamamlanmis lipozomal piyasa preparatlari.

Lipit molar oranlar

Partikiil

Onay

21

Piyasa Preparati Lipitler [ Toplam lipit Etken Madde bovutu Endikasyon Vils Referans
konsantrasyonu y
. . } meme ve yumurtalik
Lipo-Dox® DSPC: CHSSITDEPEG 2000 56:39:5 doksorubisin ~100 nm kanseri 2013 (127,131,142)
kaposi sarkomu
Ambisome® DSPC : CHOL : DSPG 2:08:1 amfoterisin B 50 — 100 nm sistemik fungal 1997 ~ (127:130.131,
enfeksiyonlar 135)
(DepoFoam®)
4. . . (127,130,131,
DepoCyt® CHOL : Triolein : DOPC : 11:1:7:1 sitarabin 20 pm lenfoma 1999 135,136,143)
DPPG
Yagsa bagli makula
Visudyne® EPG : DMPC 3:5 Verteporfin <100nm  delenerasyonu (AMD), 550, (130131 135)
patolojik miyopi ve
okiiler histoplazmozis
Abelcet® DMPC : DMPG 7:3 Amfoterisin B~ 1,6- 11ym  Siddetliinvaziv fungal =500 (130,131,134,
enfeksiyonlar 144)
Mycobacterium avium
Arikayce® (Alis®) DPPC : CHOL 2:1 Amikasin 200 — 300 nm kompleksi (MAC) 2018 (135,145)
akciger hastalig1
. DPPA : DPPC : MPEG5000 Con . ultrason kontrast
Definity® DPPE 10:82:8 Perflutren 1,1-3,3 um maddesi 2001 (130,146)
(DepoFoam®)
DepoDur® CHOL : Triolein : DOPC : 11:1:7:1 Morfin siilfat 17 -23 um Agr 2004 (131,135,143,

DPPG

147)




Tablo 2.4. (Devam) Klinik ¢alismalar1 tamamlanmis lipozomal piyasa preparatlari.

Lipit molar oranlar

Partikiil

Onay

22

Piyasa Preparati Lipitler [ Toplam lipit Etken Madde boyutu Endikasyon Yilh Referans
konsantrasyonu
Rekombinant
varicella
50 mea - 1 ma - 0.25 zoster virlisi
Shingrix® MPL : DOPC : CHOL g- g e ylizey 50 —100 nm Zona (herpes zoster) 2017 (135,148)
mg.0,5 mL . .
glikoprotein E
(gE) antijen
bileseni
Diprivan ®
(Pr°p°f°'/'Llpur°® SBO: EYL 1:1 Propofol ~ 160-180nm  Anestezi, sedasyon 1989  (130,149-151)
Propofol®)
(DepoFoam®)
20:47:09:8,2 . . .
Exparel® Trikaprilin : CHOL : DPPG mg.mL -+ Bupivakain 24 -31 um Agn 1972 (135,143,152)
: DEPC
Meme kanseri, over
Lipusu® Lecithin : CHOL 72:10,89.1500mL?  Paklitaksel 400 nm _ kanseri, 2003 (153,154)
kiigiik hiicreli dist
akciger kanseri
DLin-MC3-DMA : DSPC : 13,0:3,3:6,2:1,6 Patisiran transtiretin (TTR)
Onpattro® CHOL : PEG2000-C-DMG mg.mL-1 (siRNA) 60 -100 nm aractli amiloidoz 2018 (130,155,156)
SARS-CoV-2
Comirnaty® virilistiniin
. ol ALC-0315: ALC-0159 : 0,43:0,05:0,09: L i
(]eperlk riin DSPC - CHOL. 0,19 mg.0.3 mL": proteinini 80-85 nm COVID-19 2020 (130,157,158)
Tozinameran®) kodlayan

MRNA




Tablo 2.4. (Devam) Klinik ¢alismalar1 tamamlanmis lipozomal piyasa preparatlari.

Piyasa Preparati

Lipit molar oranlar
/ Toplam lipit
konsantrasyonu

Etken Madde

Endikasyon

23

Referans

Moderna®

Spikevax®

Epaxal®

Inflexal V

(InfectoVac® Flu,

Isiflu® V,
Viroflu®)

SM-102 : PEG2000-C-DMG
: DSPC : CHOL

SM-102 : PEG2000-C-DMG
:DSPC : CHOL

DOPC : DOPE

DOPC : DOPE

Toplam lipit
konsantrasyonu: 1,93
mg.0,5 mL™*!

Toplam lipit
konsantrasyonu: 1,01
mg.0,5 mL!

75:25

75:25

SARS-CoV-2
viriisiiniin
proteinini
kodlayan

mMRNA

SARS-CoV-2
viriisliniin
proteinini
kodlayan

MRNA
Inaktive
edilmis hepatit

A viriisii (RG-
SB susu)

Inaktive
edilmis A ve
B tipi
Influenza
viriis
suslarinin
hemaglutinini

(130,159,160)

(158,161,162)

(131,134,163)

(131,134,164)

HSPC: hidrojene soya fosfatidilkolin, PEG 2000-DSPE: 1,2-distearoil-sn-glisero-3-fosfoetanolaminin PEG tiirevi, EPC: 1,2-Dioleoil-Sn-Glisero-3-Etilfosfokolin,
DSPC: 1,2-Distearoil-Sn-Glisero-3-Fosfatidilkolin, POPC: 1-palmitoil-2-oleoilfosfatidilkolin, OOPS: 1,2- dioleoilfosfatidilserin, DSPG: distearoil fosfatidilgliserol,
DOPC: dioleoilfosfatidilkolin, DPPG: 1,2-dipalmitoil-sn-glisero-3—fosfo-rac-(1-gliserol), EPG: Yumurta Fosfatidilgliserol, DMPC: L-alfa-dimiristoilfosfatidilkolin,
DMPG: L-alfa-dimiristoilfosfatidilgliserol, DPPC: Dipalmitoilfosfatidilkolin, DPPA: 1-[(fosfonoksi)metil]-1,2-etandiil ester, monosodyum tuzu, mPEG5000-DPPE:
N-(metoksipolietilen glikol 5000 karbamoil)-1,2-dipalmitoil-sn-glisero-3-fosfatidiletanolamin, monosodyum tuzu, MPL: 3-O-desasil-4’-monofosforil lipit A, SBO:
Soya fasulyesi yagi, EYL: Yumurta lesitini, DEPC: Di-erusoilfosfatidilkolin, DLin-MC3-DMA: N,N-Dimetil-3,3-dioktakadesilaminopropan, PEG2000-C-DMG:
Polietilen Glikol 2000 konjuge edilmig Dimiristoilgliserol, ALC-0315: 4-hidroksibiitil azandiil bis(hekzan-6,1-diil) bis(2-hekzildekanoat), ALC-0159: 2-[(polietilen

glikol)-2000]-N,N-ditetradesilasetamid, SM-102: Heptadekan-9-il 8-((2-hidroksietil)(6-okso-6-(undekiloksi)heksil)amino)oktanoat.
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2.6. Lipozomlarin / Lipoplekslerin Uretim Yontemleri

Lipozom/lipopleks formiilasyonlarinin hazirlanmasinda konvansiyonel ve
yeni yontemler kullanilmaktadir. Konvansiyonel yontemler arasinda etanol/eter
enjeksiyonu, ince film hidrasyonu, ters faz buharlastirma, deterjan diyalizi ve yliksek
basingli homojenizasyon bulunmaktadir (165). Bu yontemler, lipozomlarin ve
lipoplekslerin geleneksel olarak {iretildigi, iyi bilinen ve yaygin olarak kullanilan
tekniklerdir. Yeni yontemler, mikro hidrodinamik odaklama (MHF), siiper kritik ters
faz buharlastirma, piiskiirterek kurutma ve c¢apraz akis enjeksiyonu gibi modern ve
gelismis  teknikleri igerir (166). Yeni yoOntemler, kontrolli ve verimli
lipozom/lipopleks formiilasyonlar1 saglamak amaciyla gelistirilmistir ve genellikle

yiiksek verimlilik ve stabilite sunar (167).

Mikroakigkanlastirma teknolojisi, MHF yontemini esas alarak monodispers
lipozomlarin/lipoplekslerin olusumunu saglamaktadir (168). Mikroakiskanlastirma
yonteminde, organik fazin (etanol, izopropil alkol, tert-biitil alkol) sulu faz ile
mikrokanallar igerisinde karistirilmasi sonucunda, lipit molekiillerinin ¢6ziindiigii
organik fazin konsantrasyonunda bir azalma meydana gelir. Diisiik organik faz
konsantrasyonu polaritede artisa ve bunun sonucunda lipitlerin lipozom olusturmak
izere ¢okmesini saglar (Sekil 2.5) (169,170). Bu teknik, yiiksek enkapsiilasyon
verimliligi ve dlgeklenebilirlik gibi tistiinliikler sunar (171). Ayrica, mikroakigkanlar
icin pompa kullanilarak toplam akis hizi ve inorganik/organik faz akis hizi oram

ayarlanabilmektedir.
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Sulu
tampon

-
Organik \ o o
solvan _
icerisinde 1
tpio cl e ——
L

Lipozom olusumu

Sulu
tampon

Sekil 2.5. Mikroakiskanlastirma yonteminde yer alan ¢ip ile lipozomlarin
elde edilmesinin sematik gosterimi (168).

2.7. Lipozomlarin / Lipoplekslerin Karakterizasyonu

Lipozomlar, suda az ¢6ziinen ilaglarin biyoyararlanimimi arttirmak, hem
lipofilik hem de hidrofilik ilaglar1 tasimak ve in vitro ve in vivo bozunmaya karsi
koruma saglamak igin siklikla kullanilir (172). Lipozomlarin karakterizasyonu
stabilite, gilivenlik ve etkinlik acgisindan ¢ok Onemlidir. Lipozomlarin
karakterizasyonu, in vitro ve in vivo davranig ve stabilitenin kontroliinii saglar (173).
Lipozomal ilag tasiyici sistemlerin ticarilesebilmesi ve klinige girebilmesi igin
triintin kalitesinin, giivenliginin ve etkinliginin gesitli karakterizasyon ve stabilite
calismalar1 ile kanitlanmasi gerekmektedir (95,174). Optimum klinik sonuglara
ulagmak i¢in, bitmis iirlin spesifikasyonlarinin hedeflenen sinirlar1 dahilinde stabil ve
dar boyutlu dagilimli lipozomal {iriinlerin gelistirilmesi gereklidir. Lipozomlarin
prtikiil boyutu, boyut dagilimi, yiizey 6zellikleri ve ylik potansiyeli gibi 6zellikler
cesitli tekniklerle karakterize edilir (175). Lipozomlarin karakterizasyonunda

kullanilan yontemlerin hizli, tekrarlanabilir ve anlamli olmasi gerekmektedir (95).
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2.7.1. Partikiil Boyutu ve Partikiil Boyutu Dagilim

Lipozomlarin partikiil boyutlari, kapsiillenmis maddelerin salimi iizerinde
etkiye sahiptir ve partikiil boyutu kiiclildiigiinde, yiizey alami biiylir. Ayrica kiigiik
boyutlu partikiiller, ilacin verilmesi sirasinda hedef dokuda birikme egilimindedir ve

dolayisiyla stabilitesi artar (176).

Lipozom formiilasyonunun karakterizasyonu i¢in vezikiil boyutu ve boyut
dagilmmin belirlenmesi gerekir. Ilag tasiyici sistemlerde keseciklerin boyutu ve
ilaclarin kapsiillenmesi dogru orantili oldugu gibi, lipit bilesenleri ve keseciklerin
boyut dagilimi da lipozomlarin organlardaki dagilim ve farmakokinetik gibi in vivo
ozelliklerini etkilemektedir. Lipozomlarin boyutu arttikga kandaki antikorlarin
lipozom yiizeyine etkili bir sekilde baglanma olasiligi artar (177). Bu nedenle,
LMV’ler, SUV’lere kiyasla daha yiiksek bir terapotik etkiye sahip olabilir (178).
Lipozom boyutu arttik¢a karacigerdeki Kupffer hiicreleri ve dalaktaki mononiikleer
fagosit sistemi (MPS) hiicreleri tarafindan vezikiillerin dolagimdan temizlenmesi
artar, dolayisiyla hedef dokuya dagilimi onemli Ol¢lide azalir. Lipozomlarin
boyutunun kiigtiltiilmesiyle bu istenmeyen tutulma azaltilir ve dolagimdaki yar1 omiir

uzatilir (177).

Lipozomlarin  karakterizasyonunda cesitli yOntemler kullanilmaktadir.
Mikroskopi, kirmim ve sagilma teknikleri ve hidrodinamik yontemler, lipozomlarin
partikiil boyutu ve partikiil boyutu dagilimlarin1 belirlemek i¢in kullanilan
yontemlerdir (179). Optik mikroskopi, konfokal mikroskopi, taramali elektron
mikroskobu, floresan mikroskobu, taramali prob mikroskobu, kriyo-elektron
gecirimli elektron mikroskobu ve negatif leke elektron mikroskobu teknikleri, genel
olarak mikroskopi olarak adlandirilan partikiill boyutu Olgiimiinde kullanilan
yontemlerdir (180). Hidrodinamik teknikler arasinda jel gecirgenlik kromatografisi,
alan akis fraksiyonu, akis sitometrisi, santrifiijlii sedimantasyon ve ultrasantrifiij
yontemleri yer alirken, foton korelasyon spektroskopisi ve lazer 15181 sagilimi kirinim

ve sagilma teknikleridir (181).
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Lipozomlarin boyut ve boyut dagilimini belirlemek i¢in en yaygin kullanilan
yontem, yar1 elastik sa¢ilma veya foton korelasyon spektroskopisi olarak da
adlandirilan Dinamik 151k sagilimi (DLS) yontemidir. Bu yontem,
partikiillerin kiiresel bir sekle sahip oldugu varsayimi ile Brown hareketi
gosteren partikiillerdan sagilan 1518in zamana bagl dalgalanmasini Olger
(177). DLS aym zamanda foton korelasyon spektroskopisi (PCS) olarak da
adlandirilir (182). Bu teknikte partikiil boyutu esas olarak silispansiyondaki
partikiillere gonderilen 1s1nin sagilma agisina ve enerjisine gore hesaplanir.
Bu yontem genellikle 1-500 nm boyut araligina sahip tek modlu tasiyici
partikiillerin boyut analizinde kullanilir (182). DLS cihaz1 temel olarak lazer

kaynagi, numune tutucu ve 151k dedektorii bilesenlerinden olusur (176,183).

Lazer kirmnim spektroskopisi, DLS yontemine gore daha genis tespit araligina
sahip, tek basina veya PCS ile birlikte kullanilabilen bir partikiil boyutu
6l¢iim yontemidir. Lazer 15181 sagilim1 olarak da adlandirilan bu yontem, lazer
isininin - partikiil igeren bir numunenin i¢inden gectikten sonra 15181
partikiillerin boyutuna gore farkli acilarda sagmasi prensibine dayanmaktadir.
Partikiil boyutu arttik¢ca 151k daha dar acilarda sacilir ve bu yontemle elde
edilen sonuglar, Mie teorisine gore kiiresel partikiil yarigapini tahmin etmek
icin kullanilir (184). Genis bir boyut araligini (1 nm-100 pm) 6lgmek i¢in
kullanilabilmesi, partikiillerin ¢oklu dagiliminin dogru tahmin edilmesine

olanak saglar (176).

Partikiil boyutlarinin analizinde mikroskobik yontemler kullanilir; bu
yontemler, tek tek partikiil ol¢liimii sagladigi icin 151k sagilimina dayal
tekniklere gore ustiinlilk gosterir. Elektron mikroskobu (EM) ve atomik
kuvvet mikroskobu (AFM) en sik kullanilan mikroskopik yontemlerdir
(185,186). Isik sagilimi yontemlerinde partikiillerin kiiresel bir sekle sahip
oldugu varsayilirken, mikroskobik yontemlerde partikiillerin ger¢cek boyutlar
degerlendirilir (187). EM, partikiillerin boyutu ve sekli hakkinda gorsel
olarak ayrintili bilgi sagladigi igin oldukga gegerli bir yontemdir (176). DLS

ve elektron mikroskobu yaygin olarak kullanilan yontemler olmasina ragmen
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PR

partikiil boyutunun hizla degistigi sistemler i¢in uygun degildir ve analiz

slireci uzundur (176,188).

Diferansiyel santrifiij sedimantasyon (DCS) yontemi, ayni yogunluktaki
partikiillerin boyutlarma gore ¢Okelme hizlarmin karsilastirilmasina

dayanmaktadir. Bu yontem ¢ok yiiksek ¢oziiniirliik saglar (176,189).

Analitik ultrasantrifiijleme (EAA) tekniginde, vezikiiller, sulu bir ortamda
analitik ultrasantrifiij 6l¢lim hiicresini (AUC) kullanarak bir merkezkag
kuvveti altinda hareket etmeye zorlanir ve daha biiyiik partikiiller daha hizl
cokeldikge fraksiyonlama meydana gelir (190). Farkli fraksiyonlarin ¢okelme
oranlar1 ultraviyole (UV) emilimi, kirilma indisi veya 151k sacilimi/bulaniklik
dedektorleri ile olgiiliir. Yontemin en onemli Gstiinliikleri numune hazirlama
gerektirmemesi, sadece numuneyi seyrelterek analiz etmesi ve yakalanan
molekiiliin UV goriiniir bolgesinde spesifik bir absorpsiyon bandina sahip
olmast durumunda serbest ve enkapsiile edilmis ila¢ orani hakkinda bilgi

vermesidir (177,191).

Nanopartikiil izleme analizi (NTA), partikiillerin Brownian hareket hiz1 ve
partikiil ¢aplarin1 aynit anda kullanarak partikiillerin polidispersitesinin ve
morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesine olanak saglar. Partikiillerin izerine
lazer 1511 gonderilir ve aydinlatma sirasinda sagilan 1s18a bagli olarak
partikiillerin boyutu belirlenir. DLS yonteminden farkli olarak her partikiilden
gelen sagilimi bagimsiz olarak izleyerek ayrintili ve dogru bir analiz saglar

(176,192,193).

X-1g1n1 kirinimi (XRD), partikiillerin seklini ve boyutunu karakterize etmek
igin yaygm olarak kullanilan ¢ok yonli bir yontemdir (194,195). Bu
yontemde, X-1sinlarinin genis agili elastik sacilimi, ayn1 dalga boyundaki bir
bosluktan gecen monokromatik radyasyona dayanmaktadir (196). Bu
yontemde, sivi i¢inde dagilmis olan partikiiller santrifiij yardimiyla sividan

ayristirilir ve numunenin firinda kurutularak tiim nemin uzaklastirilmasinin
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ardindan analiz yapilir (197). XRD atomik seviyede partikiil karakterizasyonu
saglar ancak partikiillerin tek bir konformasyonundan sonug¢ elde etme

kisitlamasina sahiptir (176,194).

e Kiiciik ac¢ili X 1511 sagilmasi (SAXS) yonteminde partikiillerden elastik
olarak sag¢ilmig 1s1min bir boliimii bu 1s1ma dik yonde iki boyutlu bir diiz X
isin1 dedektorii lizerinde bir sagilma modeli olusturmasi ve bu sagilma
1s1n1nin giiciiniin belirlenmesi esas alinir (198). Bu sekilde partikiillerin sekli,

boyutu, boyut dagilimi ve yapilari incelenebilir (176,199).

e Akis alani-akis fraksiyonlamasi (FIFFF) olarak adlandirilan eliisyon
tekniginde, akis eksenine dik bir yonde bir alan uygulanarak kesecikler ince
bir kanalda siyrilir. Bu bolgeye maruz kalan kesecikler boyutlarina gore
birikim duvari adi verilen bir kanal duvarina dogru yonlendirilir (200).
Kesecik boyutu arttik¢a daha gii¢lii bir alana maruz kalan partikiiller birikime
daha da yakinlasir ve partikiiller birikim duvarina yakinliklara gore farkl
hizlarda asag1 dogru siiriiklenir (201). Takiben bir fraksiyon toplayiciya veya
detektore aktarilir. FIFFF teknigi, heterojen ve ¢ok dagilmis karisimlarda
dogru partikiil boyutu dagilimini 6l¢mek icin ¢evrimici ¢cok agilt 151k sagilimi

(MALS) ve DLS ile birlikte kullanilir (177,202).

2.7.2. Zeta Potansiyeli

Zeta potansiyeli, lipozomlarin yiizey yiiklerinin ve stabilitelerinin
degerlendirilmesi acisindan kritik bir parametredir. Zeta potansiyeli, hareket
halindeki bir kat1 yiizeyine bagli ince s1v1 tabakasini (kars1 iyonlardan olusan) ayiran
hayali bir yiizey olan kayma diizlemindeki elektrik potansiyelini ifade eder (203).
Yiiksek zeta potansiyeli degerleri, lipozom ve lipoplekslerin daha kararli oldugunu
ve agregasyon veya flokiilasyon egilimlerinin azaldigini gosterir (204). Zeta
potansiyel 6l¢timiinde kullanilan yontemler arasinda DLS, Elektroakustik Yontemler,

Kapiller Elektroforez ve Zetafotometreler bulunmaktadir (205,206).



30

e DLS, partikiillerin boyut dagilimimi ve zeta potansiyelini 6lgmek igin

yaygin olarak kullanilir (176).

e Elektroakustik teknikler partikiillerin akustik dalgalar altinda hareketlerini

Olcerek zeta potansiyelini belirler ve yiiksek konsantrasyonlu ¢ozeltiler

icin uygundur (207-209).

e Kapiller elektroforez, partikiillerin bir kapiller tiip i¢inde elektrik alan
altinda hareket etmelerini analiz ederek yiiksek ¢oziniirlik ve

hassasiyetle zeta potansiyelini dlger (210).

o Zetafotometreler ise elektroforetik hareketliligi dogrudan olgerek zeta
potansiyelini belirler ve optik dedektorlerle donatilmig olup partikiillerin

hareket hizlarini izler (211,212).

2.8. Nintedanib ve miRNA Yiikli Lipoplekslerde Yerine Koyma
Etkinligi Tayin Yontemleri

Bu tezde IPF’de miktar1 azalan anti-fibromiR’lerden miR-29b segilerek,
MiRNA yerine koyma (replasmani) ile IPF modeli olusturulmus hiicrelerde miR-29b
miktarinin artirilmasi yoluyla IPF tedavisine yonelik etkin ve giivenilir bir lipit yapili
tastyici sistem olan lipopleks gelistirilmesi ile IPF tedavisinde alternatif bir yaklagim

sunulmasi hedeflenmektedir.

Hiicrelerde eksik veya anormal miRNA seviyelerini diizeltmek veya
degistirmek amaciyla miRNA yerine koyma tedavisi yaklasimi kullanilir. Bu tedavi
stratejisi, gen ifadesini diizenlemek ve hastalikli hiicrelerin islevlerini geri
kazandirmak icin tasarlanmistir (68). Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemi
miRNA yerine koyma tedavisinin etkinligini belirlemek i¢in 6nemlidir (213). PCR,
hedeflenen miRNA'nin varligin1 ve miktarini hassas bir sekilde tespit etmek igin
kullanilir (214). Ornegin, hiicrelerden veya doku &rneklerinden elde edilen RNA'nin,

hedeflenen miRNA'y1 icerip igermedigini belirlemek icin PCR spesifik primerler
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kullanilir. PCR ayrica, miRNA yerine koyma tedavisi sonrasinda hedeflenen
miRNA'nin ekspresyon diizeyindeki degisiklikleri dlgmek i¢in kullanilabilir (215).
Bu, tedavinin hiicresel yanitlarini ve potansiyel terapotik etkilerini degerlendirmek
icin 6nemli bir aragtir. PCR'nin yiiksek duyarlilign ve 6zgiinliigii, miRNA yerine
koyma tedavisinin etkinligini degerlendirmede giivenilir bir yontem olmasini saglar.
Bu nedenle, PCR, miRNA yerine koyma tedavisinin gelistirilmesi ve klinik

uygulamasi siirecinde 6nemli bir rol oynamaktadir (216-218).

Enzime Bagli Immunosorbent Deneyi (ELISA) yontemi de miRNA yerine
koyma tedavisinin etkinligini belirlemek icin kullanilabilir. ELISA, belirli
proteinlerin veya biyomolekiillerin varligin1 ve miktarini tespit etmek icin yiiksek
duyarlilik ve ozgiinliik sunan bir yontemdir. miRNA yerine koyma tedavisinde,
ELISA, miRNA hedeflerinin ve bu hedeflerle etkilesen proteinlerin ekspresyon
diizeylerini 6lgmek icin kullanilabilir. Bu yontem, miRNA'nin hedef proteinlerle olan
iligkisini ve tedavinin hiicresel diizeydeki etkilerini degerlendirmek i¢in dnemlidir.
ELISA'nin kullanimi, miRNA yerine koyma tedavisinin biyolojik etkilerini ve
tedaviye yanitlar1 kapsamli bir sekilde analiz etmeye olanak tanir (219). Sonug
olarak, PCR ve ELISA yontemleri, miRNA yerine koyma tedavisinin etkinligini ve

terapotik potansiyelini degerlendirmede kullanilan yontemlerdir.

2.8.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR, laboratuvar ortaminda DNA veya RNA'nin biiyilk miktarlarda
kopyalanmasini saglayan molekiiler bir tekniktir. PCR, belirli bir DNA veya RNA

dizisini hedef alarak, hedeflenen boélgenin milyonlarca kopyasini olusturur (220).

PCR'nin baslangi¢ asamasinda, PCR karisimina hedeflenen DNA veya RNA
ornegi eklenir; bu 6rnek, kopyalanmak istenen spesifik bir genin veya bolgenin DNA
veya RNA'smi igerir. Denatlirasyon adiminda, PCR karigimi yiiksek sicakliga maruz
birakilir, bu islem ¢ift sarmalli DNA veya RNA'min ayrilmasina ve tek zincirli hale
gelmesine neden olur. Tkinci adimda, primer ad1 verilen kisa, spesifik DNA pargalari,

hedef bolgeye spesifik olarak baglanir ve bu primerler, DNA polimerazin kopyalama
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islemine baglamasi ic¢in gerekli olan baglangic noktalarin1 saglar. Uzama
(elongasyon) adiminda, DNA polimeraz enzimi primerlere baglanir ve hedef bolge
boyunca hareket ederek yeni DNA zinciri sentezler; her DNA zincirinin
olusturulmasi, PCR karisimina eklenen her dongilide artar. Sogutma asamasinda,
sentezlenen DNA zincirleri tekrar ¢ift sarmal haline gelir ve PCR reaksiyonunun bir
sonraki dongiisiine hazir hale gelir. Bu siireg, birka¢ dongii boyunca tekrarlanir ve
her dongiide hedeflenen DNA veya RNA'nin milyonlarca kopyasi iiretilir (Sekil 2.6)
(221,222).

PCR, genetik testler, DNA dizileme, gen ifadesi analizi ve patojen tespiti gibi
bircok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir (223,224). Yiiksek hassasiyeti,
Ozglnliigii ve cogaltma kapasitesi, PCR'min genetik arastirmalarda ve tibbi

teshislerde temel bir ara¢ haline gelmesini saglamistir (225).

Sonug olarak, PCR yontemi, lipoplekslerin tasidigi genlerin hiicrelere basarili
bir sekilde aktarilip aktarilmadigini hiicrelere taginan genetik materyal ile iliskili gen

ekspresyon seviyelerini dlgerek dogrular.
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DNA polimeraz enzimi, ?
primerlere baglanir ve yeni DNA
zincirini 70-80°C'de sentezler. E E

Sekil 2.6. PCR yontemi asamalari (225,226).

2.8.2.  Enzime Bagh Immiinosorbent Deneyi (ELISA)

ELISA, hedeflenen bir protein veya molekiilin varligini tespit etmek ve
miktarmi belirlemek icin kullanilan bir ydntemdir (227). Ozellikle biyolojik
stvilardaki (6rnegin serum, plazma, hiicre kiiltiirii 6rnekleri) belirli bir proteini veya
molekiili hizli ve hassas bir sekilde 6lgmek i¢in kullanilir. Bu yontem, hedef
molekiiliin immobilize edilmesi, takiben 6zel antikorlarin eklenmesi ve renk

degisiminin Olgiilmesi adimlarini igerir (228). ELISA'min farkh tiirleri (Sekil 2.7),
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ozellikle de direkt, dolayli, sandvi¢ ve rekabetgi ELISA, ¢esitli uygulamalarda
kullanilmaktadir (229,230). Bu yontem, ozellikle spesifik antikorlarin, ¢oziiniir

antijenlerin veya hiicre ylizey antijenlerinin tespitinde kullanilmaktadir (231).

Substrat
1 -
Su bstrat 7\

Ik|nC|IAnt|kor _ O
Konjlgati Jl Inhibitor Substrat
Substrat ' \ Antijen
'Y / % AN Y .

Birincil Antikor

Konjugati .
Yakalama
Antijen . O Antlkoru O
[S— SE—
Dlrekt ELISA Dolayli ELISA Sandvu; ELISA Rekabetgi ELISA

Sekil 2.7. ELISA tiirleri ve yontem esaslari (230).

ELISA, hedef miRNA'nin varligin1 ve miktarini tespit etmek i¢in antikor-
tabanli bir immiinolojik testtir (219,232). PCR'nin aksine, ELISA, miRNA'nin
spesifik proteinlerle etkilesimini tespit eder ve miRNA'min iglevsel aktivitesini
yansitabilir. Ornegin, hiicrelerden veya doku orneklerinden elde edilen protein
orneklerindeki miRNA seviyelerini 6l¢mek i¢in ELISA kullanilabilir. miRNA yerine
koyma tedavisi sonrasinda hedeflenen miRNA'nin protein diizeylerindeki
degisiklikler ELISA ile belirlenebilir (233). ELISA'min yiiksek duyarliligni ve
6l¢eklenebilirligi, miRNA yerine koyma tedavisinin etkinliginin
degerlendirilmesinde giivenilir bir yontem olmasini saglar. Bu nedenle, PCR ile
birlikte ELISA'min kullanilmasi, miRNA yerine koyma tedavisinin hiicresel
yanitlarim1 ve terapdtik etkilerini kapsamli bir sekilde analiz etmek i¢in onemlidir
(234).

ELISA'nin ilk adimi, 6rnek i¢inde bulunan hedef proteini veya molekiili
belirlemektir (235); 6rnegin, miRNA yerine koyma tedavisi sonrasi hiicre kiiltiiri
orneginde hedef miRNA'nin varligini tespit etmek i¢in ELISA kullanilabilir (227).
Ornek igindeki hedef protein veya molekiil, mikrotitre plakalar1 gibi bir tasiyici
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yiizey iizerine immobilize edilir ve bu adim, hedef molekiiliin plaka yiizeyine
baglanmasini saglar. Ornekteki immobilize edilmis hedef molekiil iizerine 6zel bir
antikor eklenir ve bu antikor, hedef molekiille spesifik bir sekilde etkilesime girer.
Antikorun baglanmasini takiben, plaka yikanir ve ardindan bir ikincil antikor eklenir.
Ikincil antikor, bir enzimle isaretlenmistir ve hedef molekiille baglanan birincil
antikorla etkilesime girer. Enzim, 6zel bir substrat eklenmesiyle reaksiyona girer ve
bir renk degisimine neden olur. Renk degisimi, spektrofotometre gibi bir cihaz
kullanilarak olgiiliir ve bu, hedef molekiiliin miktarini belirlemek i¢in kullanilir.
Renk degisimi, ornekte yiiksek konsantrasyonda hedef molekiil oldugunu gosterir
(236,237).

Sonu¢ olarak, ELISA yoOntemi, nintedanib ve miR-29b iceren lipopleks
formiilasyonlarinin ve IPF tedavisindeki etkinliginin in vitro hiicre kiiltiirlerinde
analiz edilmesinde kritik bir rol oynar. Bu yontem, spesifik proteinlerin ve
biyomolekiillerin miktarin1 hassas bir sekilde Olgerek, tedavi edici bilesenlerin
hiicreler tizerindeki etkilerini degerlendirir. ELISA, hiicre kiiltiirlerinde nintedanib ve
miR-29b'nin antifibrotik etkilerini ve gen ekspresyon degisikliklerini belirlemek i¢in
kullamilir. Elde edilen veriler, IPF tedavisinde kullanilan bu kombinasyonun
potansiyel terapotik etkilerini ortaya koyarak, daha etkili tedavi stratejilerinin

gelistirilmesine katkida bulunur.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal/Biyolojik Maddeler

Nintedanib

mIRIDIAN mmu-miR-29b-3p taklitci

(olgun mikroRNA dizisi:

5’-UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU-3%)
DOTAP (1,2-dioleoil-3-trimetilamonyum-propan)

tozu
DOPE (1,2-Dioleoil-sn-glisero-3-

fosfoetanolamin) tozu

Kolesterol (Bitki kokenli, SyntheChol®)
18:0 PEG2000 PE (DSPE-mPEG2000) (1,2-

distearoil-sn-glisero-3-fosfoetanolamin-N-

[metoksi(polietilen glikol)-2000]
Etil Alkol (%96 h/h)

RNaz igermeyen distile su
TRIzol ajan1

5x siRNA Tamponu

Total RNA izolasyonu ¢ozeltisi
PBS (fosfat tampon ¢ozeltisi)
NIH/3T3 Hiicre hatt1

Hiicre kiiltiir ortam1 “Dulbecco’s Modified Eagle's

Medium” (DMEM)

Tripsin-EDTA ¢ozeltisi, %0,25, steril filtre

edilmis

Fetal s1g1r serumu (FBS)

Pen-Strep (Penisilin-Streptomisin Cozeltisi)

microRNA SYBR® Green PCR Kiti

miRNA PreAMP PCR Kiti

MCE, ABD
Dharmacon, Kolombiya

MCE, ABD

Avanti Polar Lipids, ABD

Sigma Aldrich, Almanya
Avanti Polar Lipids, ABD

Dr. Derman, Tiirkiye
ABT, ABD

ABT, ABD

Merck, Almanya
GeneAll, Kore

Sigma Aldrich, Almanya
ATCC, ABD

Capricorn, Almanya

Capricorn, Almanya

Capricorn, Almanya
Capricorn, Almanya
ABT, ABD
ABT, ABD



IQuant RNA HS Test Kiti

NA elektroforezi i¢in RNA 6rnek ylikleme
tamponu

RNA stabilizasyon ¢ozeltisi
Hybrid-R Kiti
Saf su

Trehaloz

siGLO yesil transfeksiyon gostergesi (6-FAM, 6-

Karboksifloresein)
a-SMA, FBN-1, ELN, COL1A1, COL4A1 ve
COL4A2 enzim bagli immiinosorbent testi

(ELISA) kitleri

3.2. Kullanilan Cihazlar

Hassas Terazi
Ultra saf su diizenegi

Mikroakiskanlastirici ¢ip (SM3-300um-Z300
Serpentine Mixing Microfluidics Chip)

Siringa pompast

Float-a-lyzer G2 diyaliz torbasi
Cok noktali manyetik karistiric
Isiticili manyetik karistiric
Vorteks

Ultrasantrifiij

Ultrasantrifiij

Liyofilizator
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ABT, ABD
ABT, ABD

GeneAll, Kore
GeneAll, Kore

Millipore, ABD
Sigma Aldrich, Almanya

Dharmacon, Kolombiya

BT Lab, Cin

Shimadzu, Japonya
Millipore, ABD

uFluidic, ABD

New Era Pump Systems, ABD
Spectrum Labs, ABD

Thermo Scientific, ABD

IKA, Almanya

IKA, Almanya

Hettich, Almanya

Ohaus, ABD

Labconco, ABD
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Yatay c¢alkalayici su banyosu Memmert, Almanya

Partikiil boyutu ve zeta potansiyel tayin cihazi Malvern Instruments, ingiltere
UV Spektrofotometre Shimadzu, Japonya

Floresan mikroskop Leica, Almanya

Karbondioksitli inkiibator MCO-20AIC, Sanyo, ABD
Qubit™ 4 florometre cihaz Thermo Fischer Scientific, ABD
EC3 Tezgah iistii UV Transilliminator UVP Bioimaging Systems, ABD

3.3. Lipozomal ila¢ Tasiyic1 Sistemlerin On Formiilasyon Calismalar

Lipozomal ilag tasiyict sistem formiilasyonu optimizasyon ¢alismalari,
mikroakigkanlastirma yontemiyle 6n formiilasyon caligmalar1 ile baslamistir. Bu
amagla toplam lipit konsantrasyonu 5 pmol.mL* ve DOTAP:DOPE:CHOL:DSPE-
mPEG2000 lipit molar oranlar1 10:2:7:1 olacak sekilde 3 ayr1 formiilasyon
hazirlanmistir. Bunun i¢in DOTAP, DOPE, CHOL ve DSPE-mPEG2000 tartilmis ve
tizerine etanol (%96, h/h) eklendikten sonra lipitler tamamen c¢oziinene kadar
karistirilmistir. Hazirlanan formiilasyonlarin iiretiminde akis hizinin ayarlanabildigi
siringa pompalari, baglanti kanallari, siringalar, mikroakiskanlastirici ¢ip ve toplama

kaplar1 kullanilmistir.

Mikroakigkanlastirma yonteminde akis ve karistirma saglayan 3 girigli - 1
¢ikish mikroakiskanlastirici ¢ip (SM3-300um-Z300 Serpentine Mixing Microfluidics
Chip, uFluidic) kullanilmistir. Bu yontemde, Sekil 3.1.’de gosterilen 3 girisli ¢ipin 1.
ve 3. girisinden su fazinin (inorganik fazin), 2. girisinden etanol (organik faz)
igerisinde ¢oziindiiriilmiis farkli oranda lipitlerin akis1 saglanmistir. Cipin kivrimh
kisminda (mikrokaristirict kisim) lipozom olusumu gerceklesmis ve 4 numara ile
gosterilen ¢ikis kismindan ise olusan lipozomlar toplanmistir. Cozlinmiis lipitleri
iceren etanol fazinin akis izt 100 pl.dk® olarak sabitlenmis olup, farkli etanol:su
fazi1 akig hizi oranlart (1:1, 1:2,5 ve 1:5) sirasiyla denenmistir. Elde edilen

formiilasyonlar oda sicakliginda 24 saat manyetik karistiricida bekletilerek
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icerisindeki etanoliin ucurulmasi saglanmistir. Formiilasyonlar partikiill boyutu,
partikiil boyutu dagilimi ve zeta potansiyeli agisindan analiz edilerek sonuglar

degerlendirilmistir.

y Linnl
]

I
|

Sekil 3.1. Mikroakigkanlastirma yonteminde kullanilan kivrimli ¢ipin yapisi
(SM3-300um-Z300 Serpentine Mixing Microfluidics Chip, uFluidic) (238).

3.4. Tasarimla Kalite Yaklasim ile Lipozomal flac¢ Tasiyic1 Sistemlerin

Gelistirilmesi

Tasarim ile Kalite (Quality by Design, QbD) yaklasiminin benimsenmesi,
nihai formiilasyonun giivenligini ve etkinligini géz Onilinde bulundurarak, hasta
odakl1 bir yaklasimla Kalite Hedefli Uriin Profilinin (Quality Target Product Profile,
QTPP) tanimlanmasiyla baslatilmistir (239-246). Uluslararasi Insan Kullanimina
Yénelik Ilaglara Iliskin Teknik Gereksinimlerin Uyumlastirilmas: Konseyi (ICH) Q8
kilavuzlarinda belirtilen tavsiyeler dogrultusunda degerlendirme yapilmistir (247).
Uygulama yolu, dozaj formu, enkapsiilasyon etkinligi, partikiil boyutu ve salim
profili gibi kritik parametrelere, iirliniin gelistirilmesi siiresince énem verilmistir.
Ayrica, iriin kalitesi ilizerinde Oonemli bir etkiye sahip olan temel Kritik Kalite
Ozellikleri (Critical Quality Attributes, CQA) tanimlanmis ve istenen iiriin kalitesine

ulagilmasini saglamak i¢in bu CQA'lar titizlikle izlenmis ve kontrol edilmistir (248).
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Deney Tasarimi (Design of Experiments, DoE) - 3® Faktoriyel Tasarim
metodolojisi (240,249), cesitli degiskenlerin yanitlar {izerindeki etkisini incelemek
icin Design Expert® 13 yazilimi (Deneme Siirtimii 13, Stat-Ease Inc., Minneapolis,
MN) kullanilarak gerceklestirilmistir (250). DOTAP (A), DOPE (B) ve CHOL (C)
lipid molar oranlarini igeren formiilasyon faktorleri, diisiik (—1), orta (0) ve yiiksek

(+1) olmak tizere ii¢ farkli seviyede incelenmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Lipozomlarm iiretimi i¢in 3% faktoriyel tasariminda kullanilan
farkli degiskenler ve diizeyleri

Faktorler Diizeyler
Formiilasyon Degiskenleri Diisiik (-1) Orta (0) Yiiksek (+1)
A (DOTAP) 6 10 12
B (DOPE) 1 2 3
C (CHOL) 4 7 10
Yanitlar
Y1 (Partikiil boyutu) 100 - 150 nm
Y2 (Polidispersite Indeksi) 0,0-0,2
Y3 (Zeta Potansiyeli) (+)30 — (+)60 mV

Segilen yanitlar, partikiil boyutu dagilimi (Y1), Polidispersite indeksi (PDI)
(Y2) ve zeta potansiyeli (Y3) kapsamaktadir. Bu tasarimda, toplam lipid
konsantrasyonu 15 pmol.mL™? olarak sabit tutulmus (251) ve yiizey modifikasyon
ajaninin (DSPE-mPEG2000) molar orani diizeyi 1 olarak sabit tutulmustur (252).
Calismalar sirasinda, TFR 3000 pL.dk? olarak sabit tutulurken, FRR 1:5 oraninda
uygulanmistir. Uygun partikiil boyutu ve dagilimi ile lipozom olusumu, akis ve
karigim saglayan bir 3-girisli/1-¢ikish mikroakiskanlastirict ¢ip (SM3-300um-Z300
Serpentine Mixing Microfluidics Chip, uFluidic) kullanilarak elde edilmistir. Sonug
olarak, toplamda 27 deneme calismasi yapilmistir. Yanit etkilesimlerinin kapsamli
bir sekilde incelenmesi, 3 boyutlu yamit grafiklerinin olusturulmasiyla

gergeklestirilmistir.
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Formiilasyonun optimize edilmesi ¢aligsmalari sirasinda, partikiil boyutu 100-
150 nm araliginda (95), PDI degeri <0,2 (95) ve zeta potansiyeli degeri (+)30-(+)60
mV (253) araliginda olmasi hedef ozellikler olarak belirlenmistir. Optimizasyon
stireci, 0 ile 1 arasindaki arzu edilebilirlik araliginda dengeli bir ¢6ziim elde etmeyi
amaglamistir. Optimize edilmis formiilasyon i¢in gozlemlenen sonuglar, tahmin

edilen degerlerle karsilastirilmistir.

3% faktoriyel deneysel tasarim calismalarinin sonucunda, partikiil boyutu
(100<partikiil boyutu<150 nm), PDI (<0,2) ve zeta potansiyeli ({) degeri (30 mV<
< 60 mV) uygun olan optimum formiilasyon, mikroakigskanlastirma yoOntemiyle
Nintedanib ile birlestirilerek Nintedanib iceren lipozomlarin (LP-NIN) iiretilmesi
icin kullanilmistir. DOTAP, CHOL, DOPE ve DSPE-mPEG 2000, etanolde (%96
h/h) ¢oziindiiriilmiistiir. Nintedanib, lipid karisimima Nintedanib konsantrasyonu 0,2
uM olacak sekilde eklenmistir. Etanol fazi, 2. giristen saglanirken, sulu faz, 3 girisli
polidimetilsiloksan (PDMS) mikroakiskanlastirict ¢ipinin 1. ve 3. girislerinden
saglanmistir. Elde edilen LP-NIN formiilasyonlari, organik ¢6ziicii kalintisini
buharlastirmak i¢in oda sicakliginda 24 saat boyunca manyetik karistiricida

bekletilmis (254) ve 0,22 um siringa filtresi ile sterilize edilmistir (57).

QbD ¢ergevesinde, bos lipozom (LP) iiretim siireci igin QTPP'ler ve CQA'lar
tanimlanmistir. Bu stratejinin genel amaci, formiilasyonun etkinligini, kalitesini ve
hastanin giivenligini saglamaktir. QTPP'ler ve CQA'lar hakkinda kapsamli bilgiler
Tablo 3.2 ve Tablo 3.3'te sunulmustur.
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Tablo 3.2. Kalite Hedefli Uriin Profili (QTPP) ve gerekgeleri.

Kalite Hedefli
Uriin Profili Hedefler Gerekceler
(QTPP)

Intravendz (iv) Steril siispansiyon formundaki lipozomal
enjeksiyon i¢in steril tastyici sistemler, iv uygulama yoluyla
Dozaj Formu  siispansiyon formunda  kullanilabilir. Bu yontem, dozaji ve yan
lipozomal tasiyict etkileri azaltarak hasta uyumunu artirmay
sistemler amaglar (255).

Birincil amag, nihai
formiilasyon i¢indeki
ila¢ konsantrasyonunu

arttirmak i¢in daha

yiiksek bir
enkapsiilasyon
etkinligine (%EE)
ulasmaktir.

Yiiksek %EE, iiretim maliyetlerinin
azaltilmasina ve farkli dozaj se¢eneklerinin
saglanmasina olanak tanir (256).

Enkapsiilasyon
Etkinligi (ilag /
miRNA)

[lacin/miRNA'nin bir lipozomal sistemden
kontrollii ve kesin olarak salinmasi, bunun
terapotik etkinliginin ve genel etkisinin
belirlenmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynar
(257).

[lag / miRNA Terapotik etkinligi
salim profili stirdiirmeli

iv lipozomal formiilasyonlar i¢in sterilite
cok onemlidir, ¢iinkii formiilasyondaki
herhangi bir mikrobiyal kontaminasyon,
tedaviyi alan hastalar i¢in ciddi saglik
riskleri olusturabilir. Lipozomal ilag
tastyici sistem formiilasyonlari, 0,22
um'lik bir filtreden gegirilerek sterilize
edilir (57).

Sterilite Steril olmal

Fiziksel, kimyasal ve Kullanim noktasina/raf 6mriine kadar
Stabilite terapotik hedeflerin  karakteristik degerlerin 6nerilen araliklarda
stirdiiriilmesi kalmasi esastir (88).
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Tablo 3.3. Kritik Kalite Ozellikleri (CQA) ve gerekceleri.

Kritik Kalite
Ozellikleri Hedefler Gerekceler
(CQA)
Kan damarlarinda dolasan 100-150 nm
Partikiil Boyutu capindaki lipozomlar, akciger kilcal

(Y1) 100 - 150 nm damarlarinda uzun siire kalarak ilag

tasinmasini saglar (95).

PDI partikiillerin boyut dagiliminin
homojen olmama derecesini tanimlamak
icin kullanilir. PDI'nin sayisal degeri 0,0
(partikiil boyutuna gére homojen bir
PDI (Y2) <02 numune i(;?n) ile 1,0 (y@ksek derecedef.;o.k
dagiliml1 bir numune i¢in) arasinda degisir.
Lipozom formiilasyonlarinda PDI
degerinin 0,3 ve altinda olmasi kabul
edilebilir olup homojen bir partikiil boyutu
dagilimini gostermektedir (95).

Zeta potansiyeli () ile lipozom/lipopleks

stabilitesi arasindaki iliski, ilag tasiyict
sistemlerin etkinligini belirlemede kritik
bir faktordiir. Yiiksek { degeri, partikiiller

(+)30 — (+)60 mV arasindaki elektrostatik itme kuvveti

saglayarak stabiliteye katkida bulunabilir,

ancak bu mutlak bir gereklilik degildir.
IC| > 30 mV ve |{| <60 mV degerleri daha

stabil olarak kabul edilmektedir (253).

Zeta Potansiyeli
(Ys)

3.5. Lipopleks Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Mikroakigkanlastirma yontemiyle elde edilen LP ve LP-NIN (Sekil 3.2 A)
izerine 1xsiRNA tamponu (pH=7,4) icerisindeki miR-29b farkli lipit:miR-29b
agirlik oranlarinda (Lipit:miRNA 1:1, 5:1, 10:1, 12,5:1, 15:1, 20:1 ve 30:1, a/a)
eklenerek, oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyonu saglanmig (258-260) ve miR-29b
iceren lipopleks formiilasyonlart (LP-miR, LP-NIN-miR) elde edilmistir (Sekil 3.2
B). miRNA enkapsiilasyon etkinligi agaroz jel elektroforez ve florometre yontemleri
kullanilarak belirlenmistir. 1xXTris-Asetat-EDTA tamponu (TAE tamponu) igerisinde
5 uL Etidyum Bromiir (EtBr) eklenerek %1°lik agaroz jel hazirlanmistir. 10 pL

numune ile 2 pL 6xYiikleme Tamponu karistirilarak, 10 ve 14’li hiicre plakalar ile
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olusturulmus kuyucuklara yiliklenmistir. Numunelerin 120V - 30 dakika kosullarinda
yiiriitiilmesi saglanmistir. miRNA igeren formiilasyonlar partikiil boyutu, partikiil
boyutu dagilimi ve zeta potansiyeli agisindan analiz edilerek sonuglar

degerlendirilmistir.

A)

4
NINTEDANIB
x 22 Sulu Faz

DOTAP J # H—1—
g CHOL z Etanol Fazi
DSPE- s .
SO S BEEAE0D Mikroakiskanlastirici Cip LP-NIN

B) .<.>

miR-29b

inkiibasyon

Oda sicakliginda 30 dakika
LP-NIN LP-NIN-miR

Sekil 3.2. A) Mikroakiskanlagtirma yontemiyle LP-NIN elde edilmesi, B)
Inkiibasyon y&ntemi ile LP-NIN-miR elde edilmesinin sematik gdsterimi.

Trehaloz ve/veya mannitol (261), 1:1 - 1:12 lipid:kriyoprotektan agirlik
oranlarinda (lipit:trehaloz 1:0, 1:1, 1:2, 1:4, 1:6, 1:8 ve 1:12, a/a; lipit:mannitol 1:0,
1:2, 1:4, 1.8 ve 1:12, ala; lipititrehaloz:mannitol 1:4: 4, a/a) lipoplekslere
kriyoprotektan olarak eklenmistir. Lipopleks numuneleri -20°C'de dondurulmus ve -
80°C'de 24 saat boyunca 0,010 mbar'da liyofilize edilmistir (Heto Power Dry
PL3000 liyofilizator, Danimarka). Liyofilize numuneler -20°C'de saklanmustir.
Liyofilize numuneler dondurucudan ¢ikarilmis ve gerektiginde 1xsiRNA tamponu
kullanilarak oda sicakliginda gerekli konsantrasyona kadar rekonstitiie edilmeden
once 10 dakika oda sicakliginda tutulmustur. Rekonstitiie edilen lipopleksler,

numuneler tamamen dagilincaya kadar oda sicakliginda vortekslenmistir.
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3.6. Lipoplekslerin Karakterizasyonu

3.6.1. Lipoplekslerin Partikiil Boyutu, Partikiil Boyutu Dagilimi ve Zeta

Potansiyeli Tayini

Hazirlanan formiilasyonlarin partikiil boyutu, partikiil boyutu dagilimi ve zeta
potansiyeli Ol¢limleri, Malvern Zetasizer NanoZS (Malvern Instruments, UK)
kullanilarak DLS yéntemi kullanilarak yapilmustir. Olgiimler 25°C'de yapilmis ve her

Ol¢tim 3 kez tekrarlanmis, ortalama (X) + standart sapma (SS) olarak rapor edilmistir.

3.6.2. Lipoplekslerin Morfolojik Degerlendirilmesi

LP-NIN-miR'in morfolojisi, Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) (FEI
Tecnai G2 Spirit Biotwin CTEM, Oregon, ABD) ile karakterize edilmistir. Bu
yontemde lipopleksler bir TEM bakir 1zgarasi lizerinde kurumaya birakilmis ve TEM

altinda incelenmistir.

3.6.3. Nintedanib Miktar Tayini ve Analiz Yontemi Validasyonu

Bu tez ¢alismasinda kullanilan Nintedanib etken maddesinin in vitro miktar
tayini ve validasyonu UV spektrofotometre yontemi ile yapilmistir (262). Analitik
yontem validasyonunda Nintedanib i¢in kullanilan yontemin dogrusallik, dogruluk,

kesinlik, duyarlilik ve 6zgiilliikk parametreleri incelenmistir (263).

Nintedanib’in miktar tayini i¢in dalga boyu (L) segimi amaciyla, 5 pg.mL*
standart ¢ozeltisi hazirlanmis ve elde edilen ¢ozelti ile, 190-800 nm dalga boyu
araliginda spektrum taramasi yapilmistir.

Dogrusallik (Linearity)

Nintedanib’in  kalibrasyon denkleminin belirlenebilmesi i¢in  farkl

konsantrasyonlarda (0, 0,5, 1, 1,5, 2,5, 5 ve 10 ug.mL™) Nintedanib stok ¢ozeltileri
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hazirlanmistir. UV spektrofotometre kullanilarak 190-800 nm dalga boyunda
analizleri gergeklestirilmistir. 393 nm dalga boyunda elde edilen veriler sonucunda
kalibrasyon dogrusu c¢izilerek, kalibrasyon denklemi bulunmus ve korelasyon

katsayis1 hesaplanmuistir.

Dogruluk (Accuracy)

Kullanilan analitik yOntemin dogrulugunun degerlendirilebilmesi ig¢in,
kalibrasyon sinirlari igerisinde bulunan, 3 farkli konsantrasyonda olmak iizere (1
pug.mL?, 2,5 pgmL? ve 5 pg.mL™Y) 3 seri ¢ozelti hazirlanarak UV spektrofotometre
analizi yapilmistir. Analiz sonucunda teorik ve pratik konsantrasyonlar ile % geri

kazanim ve % bagil standart sapma (BSS) (varyasyon katsayisi, VK) hesaplanmastir.

Kesinlik (Precision)

Tekrar Edilebilirlik (Repeatability)

Tekrar  edilebilirlik  calismasi  igin, Nintedanib'in 1  pg.mL?
konsantrasyonunda hazirlanan ¢ozeltisinin li¢ ayr1 kez 6l¢iimii gerceklestirilmistir.
Her bir dlglimde elde edilen absorbans degerleri, kalibrasyon egrisi kullanilarak
pratik konsantrasyonlara donistiiriilmiis ve bu pratik konsantrasyonlar tizerinden %

VK hesaplanmustir.

Tekrar Elde Edilebilirlik (Reproducibility)

Nintedanib'in 5 pg.mL? konsantrasyonunda hazirlanan ¢dzeltisinin tekrar elde
edilebilirligini degerlendirmek amaciyla, farkli bir analist tarafindan ii¢ ayr1 6lglim
yapilmustir. Her bir dl¢limde elde edilen absorbans degerleri, dnceden olusturulan
kalibrasyon egrisi kullanilarak pratik konsantrasyonlara doniistiiriilmiistiir. Elde
edilen pratik konsantrasyonlar iizerinden % Varyasyon Katsayis1 (VK)

hesaplanmustir.
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Giinler Arasi Tekrar Edilebilirlik

Nintedanib'in giinler arasi tekrar edilebilirligini degerlendirmek amaciyla, 5
ng.mL? konsantrasyonunda hazirlanan ¢ozeltinin ii¢ farkli giinde i¢ ayr1 kez 6l¢iimii
gerceklestirilmistir. Her bir giin icin elde edilen absorbans degerleri, 6nceden
olusturulan ~ kalibrasyon  egrisi  kullanilarak  pratik ~ konsantrasyonlara
dontstiirilmiistiir. Elde edilen pratik konsantrasyonlar iizerinden her giin i¢in ayri

ayr1 % VK hesaplanmig, ardindan giinler aras1 % VK degeri belirlenmistir.

Giin I¢i Tekrar Edilebilirlik

Nintedanib'in giin i¢i tekrar edilebilirligini degerlendirmek amaciyla, 5
pug.mL? konsantrasyonunda hazirlanan ¢dzeltinin aym giin icinde farkli zaman
dilimlerinde (0., 4. ve 8. saatlerde) {i¢ ayr1 Ol¢iim yapilmistir. Her bir 6l¢timde elde
edilen absorbans degerleri, kalibrasyon egrisi kullanilarak pratik konsantrasyonlara
doniistiiriilmiistiir. Elde edilen pratik konsantrasyonlar {izerinden % VK

hesaplanmustir.

Duyarhhk

Analitik yontemin duyarliligini degerlendirmek amaciyla, saptama siniri
(LOD) ve miktar tayini siir1 (LOQ) degerleri belirlenmistir. Bu degerlere ulasmak
icin, sinyal/giiriiltii oranina dayali bir yontem kullanilmistir. LOD, analitin tespit
edilebilecegi en diislik konsantrasyonu temsil eder ve sinyalin giiriiltiiye oraninin en
az 3 oldugu durumlar esas alinmistir. LOQ ise, analitin kabul edilebilir dogruluk ve
kesinlikle kantitatif olarak oOlciilebilecegi en diisiik konsantrasyonu ifade eder ve

sinyalin giiriiltiiye oraninin en az 10 oldugu durumlar temel alinmistr.

Ozgiilliik (Segicilik) (Specifity)

Nintedanib'in UV spektrofotometrik analizinde, yontemin Ozgilligi

(seciciligi), bos orneklerin (Nintedanib i¢cermeyen lipozomlar) UV spektrumlarinin,
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Nintedanib standart ¢ozeltisi ile karsilastirilmasiyla degerlendirilmistir. Orneklerin
190 ila 800 nm dalga boyu araliginda taramasi yapilmis ve ilgili dalga boylarindaki

absorbans degisiklikleri incelenmistir.

3.6.4. Nintedanib Enkapsiilasyon Etkinliginin Degerlendirilmesi

Hidrofobik 6zellige sahip bir etken madde olan Nintedanib’in hazirlanan
lipopleks tasiyict sistemin hidrofobik arayiizeyinde tutunmasi; hidrofilik ozellige
sahip niikleik asit miR-29b’nin ise hazirlanan lipopleks tasiyici sistemin hidrofilik i¢

kisminda tutunmasi beklenmektedir (Sekil 3.3).

DOTAP CHOLESTEROL DOPE DSPE-mPEG2000
NINTEDANIB MIR-29B

Sekil 3.3. Nintedanib ve miR-29b igeren lipopleks tastyici sisteminin sematik
gdsterimi.

Nintedanib’in enkapsiilasyon etkinliginin belirlenmesi amaciyla ultrasantrifiij
yontemi uygulanarak Nintedanib yiiklii lipozomlarin silipernatanda kalmasi,
enkapsiile edilmemis Nintedanib’in ise ¢Okmesi saglanmistir (264). Enkapsiile
edilmemis Nintedanib'in ¢oktiiriilmesi ultrasantrifiij yontemi (10000 rpm, 30 dakika,
25°C) kullanilarak saglanmis ve Nintedanib'in enkapsiilasyon etkinligi UV
spektrofotometre yontemiyle (dalga boyu: 393 nm) belirlenmistir (265,266).
Nintedanib %EE asagida verilen Esitlik 3.1 kullanilarak hesaplanmuistir.

EEnNintedanib(%0)= [(m1- m2)/m¢] x 100 (3.1)

m1= Baslangigtaki (formiilasyona eklenen) Nintedanib miktar1 (mg)

my= ¢okeltideki (enkapsiile edilmemis) Nintedanib miktar1 (mg)
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3.6.5. mMIiR-29b Enkapsiilasyon Etkinliginin Degerlendirilmesi

Santrifiij yontemi uygulanarak miR-29b yiiklii lipozomlarin silipernatanda
kalmasi, enkapsiile edilmemis miR-29b’nin ise ¢okmesi saglanarak miR-29b’nin
enkapsiilasyon etkinliginin belirlenmesi saglanmistir (264). Enkapsiile edilmemis
mMIiR-29b'nin ¢oktiriilmesi, santrifiijleme yontemi (7500 rpm, 30 dakika, +4°C)
kullanilarak saglanmis ve %EE, florometre ve jel elektroforez yontemleriyle
Olglilmiistiir (267). Florometre yonteminde dl¢iimler iQuant™ HS RNA miktar tayini
kiti (ABP Biosciences, ABD) ile Qubit™ 4 florometre cihazi (Thermo Fischer
Scientific, ABD) kullanilarak yapilmistir. Agaroz jel elektroforez yonteminde
IXTAE tampon igerisine 5 pL EtBr ilave edilerek %1 (a/h) agaroz jel hazirlanmistir.
Cokeltinin 1xsiRNA tamponu ile ¢oziilmesiyle numuneler hazirlanmistir. 10 pL
numune ve 2 pL 6xYikleme Tamponu karigtirilarak 10 ve 14 kuyucuklu hiicre
plakalariyla olusturulan kuyucuklara yiiklenmistir. Numunelerin 120 V’da 30 dakika
yiirlitiilmesi ile bantlar elde edilmistir (268). Jelde olusan bantlar EC3 Benchtop UV
Transilluminator (UVP Bioimaging Systems, ABD) ile goriintiilenmistir. miR-29b
%EE asagida verilen Egitlik 3.2 kullanilarak hesaplanmuistir.

EEmir-200(%)= [(m1-m2)/m1] x 100 (3.2)

m1= Baslangictaki (formiilasyona eklenen) miR-29b miktar1 (ug)
m»= ¢okeltideki (enkapsiile edilmemis) miR-29b miktari (ug)

3.6.6. Lipoplekslerden in vitro Nintedanib ve miR-29b Salim Cahsmalari

In vitro salm ¢aligmasi, diyaliz membran yontemiyle (molekiiler agirlik
kesme degeri (MWCO) 12,000-14,000 Da) LP-NIN, LP-miR ve LP-NIN-miR
formiilasyonlar1 ile gergeklestirilmistir. Calisma, fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS)
(pH=7.4) salim ortaminda, siirekli manyetik karistirma (100 rpm) altinda
37+0.5°C'de gergeklestirilmistir (269). Belirli zaman araliklarinda (Nintedanib igin
0.,05,1,2,4,8., 12, 24., 48. ve 72. saatte; miR-29b i¢in 0., 2., 4., 8., 12., 24. ve

48. saatte) salim ortamindan numuneler alinmistir. Nintedanib ve miR-29b'nin in
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vitro salim profilleri sirasiyla UV spektrofotometre ve florometre yontemleri
kullanilarak belirlenmistir. LP-NIN, LP-miR ve LP-NIN-miR formiilasyonlarinda
yer alan Nintedanib ve miR-29b'nin in vitro salim profili, serbest Nintedanib ve

serbest miR-29b'min salim profiliyle karsilastirilmastir.

3.7. Stabilite Calismalar

Stabilite ¢alismasi, LP'lerin ve LP-NIN'lerin uzun siireli depolama
kosullarinda fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin nasil degistigini degerlendirmek igin
yapilmistir. Bu ¢aligma, iirlinlerin raf dmriinii belirlemek ve depolama siiresince iiriin
kalitesinin korunmasini saglamak amaciyla gergeklestirilmistir. Ayrica, LP-NIN-miR
lipoplekslerinin farkli sicaklik kosullarinda saklanirken stabilitesinin incelenmesi,
tirtiniin depolama ve tasima stireclerinde karsilagabilecegi degisikliklere yanit verme
kapasitesini anlamak i¢in énemlidir. Bu ¢alisma, ilaglarin ve miRNA'nin lipozomal
sistemden  kontrolli  saliniminin  stabilitesini ve etkinligini  belirlemeyi

amaclamaktadir.

LP'ler ve LP-NIN, 24 ay boyunca 5+3°C'de saklanirken, LP-NIN-miR
lipopleksleri 1 ay boyunca 5+3°C'de saklanmistir. LP-NIN ve LP-NIN-miR'de
Nintedanib ve miRNA'nin sizint1 stabilitesi, sirasiyla UV  spektrofotometri ve
florometri yontemleri kullanilarak degerlendirilmistir. Takiben partikiil boyutu ve

zeta potansiyeli degerleri DLS yontemiyle 6l¢iilmiistir.

3.8. Hiicre Kiiltiirii ve /n Vitro idiyopatik Pulmoner Fibrozis Modeli

Olusturulmasi

In vitro hiicre kiltiirinde NIH/3T3 fare fibroblast hiicre hatt1 kullanilmistir.
Hiicreler antibiyotiklerle desteklenen (100 U.mL? penisilin, 100 pg.mL*
streptomisin), 4 mM L-Glutamin, 1 mM sodyum piriivat ve %10 Fetal bovine serum
(FBS) igceren Dulbecco'nun Minimum Temel Besi Ortami (Dulbecco’s Minimum

Essential Media, DMEM) ile kiiltiire edilmistir (270).
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DMEM ile silispande edilen hiicreler deneysel plana gore hiicre kiiltiirii
plaklara aktarilmistir, 37°C’de %5 CO: igeren nemli atmosferli ortamda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonu takiben, yiizeye tutunmayan hiicreler uzaklastirilmistir.
Tutunmus olan hiicreler antibiyotiklerle desteklenen (100 U.mL™ penisilin, 100
png.mL? streptomisin), %10 oraninda FBS iceren DMEM igerisinde ¢ogaltilmustir.
Kiiltiire edilen hiicrelerde idiyopatik pulmoner fibrozis modeli olusturmak igin
hiicrelere TGF-B1 (5, 10, 15 ve 20 ng.mL™') uygulanmis ve 96 saat inkiibe edilmistir
(271). IPF modelinin olusumu, Tablo 3.4’te yer alan IPF belirteglerine ait spesifik
gen ekspresyon diizeylerinin Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-

PCR) yontemi kullanilarak gosterilmistir.

Tablo 3.4. RT-PCR deneylerinde kullanilacak olan primer dizileri.

Gen Sekans (5'->3") Tm %GC
COL1A1 F:GGAGAGAGCATGACCGATGG 59.97 60.00
R:GGTAGGGAAGTAGACGGGGT  60.03 60.00

COL4AL F:-TCCTCACTGTGGATCGGCTA 59.97 60.00
R:TTGGATCAGGAGCGCCATTT 60.03 60.00

COLAA? F:CGAGAGGCGTCTCTGGATTC 59.97 60.00
R:CGCCTTTTGAGATTACGCCG 59.97 55.00

ELN F:GTACCACTAAGCTGGCTGGG 60.11 60.00
R:AAACCCAAAGAGCACACCAA  58.14 45.00

FBN-1 F: AGGGACTGAAACTCCTGGCT 60.47 55.00
R: GAGGAGCAATTCTCCCGAGG  59.89 60.00

0-SMA F: CCTTCGTGACTACTGCCGAG 59.97 60.00
R: TCAGCAATGCCTGGGTACAT 60.03 60.00

GAPDH F:GCATCTTCTTGTGCAGTGCC 60.11 55.00
R:TACGGCCAAATCCGTTCACA 59.96 50.00

F: ileri primerin sekansi, R: Revers primerin sekansi, Tm: Erime sicakhigi °C, %GC: Guanin ve
Sitozin igerigi yiizdesi, COL1AL: Kollajen 1A1, COL4Al: Kollajen 4Al, COL4A2: Kollajen 4A2,
ELN: Elastin, FBN-1: Fibrillin, a-SMA: Alfa-Diiz Kas Aktini, GAPDH: Gliseraldehit-3-Fosfat
Dehidrojenaz

3.9. In Vitro Sitotoksisite Calismalari

In vitro hiicre kultiirinde NIH/3T3 fare fibroblast hiicre hatt1 temin edilerek,
hiicreler antibiyotiklerle desteklenen (100 U.mL?' penisilin, 100 pgmL™?
streptomisin), 4 mM L-Glutamin, 1 mM sodyum piriivat ve %10 FBS igeren DMEM
ile kiiltire edilerek cogaltilmistir. Kiiltiire edilen hiicreler ile hiicre canlilik testi

gerceklestirilmistir.
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Nintedanib ve miR-29b yiikli lipoplekslerin pulmoner fibroblast hiicre
hatlarinin proliferasyonu iizerindeki etkilerinin saptanabilmesi i¢in kolorimetrik bir
yontem olan XTT ([3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium  bromiir])
yontemi kullanilmigtir. Canli hiicreler tarafindan sar1 renkli tetrazolyum, mor renkli
formazan kristallerine doniistiiriiliir. Olusan formazan kristalleri ek bir ¢oziinme
islemine gerek duyulmadan, ortamda olusan renk, spektrofotometrik olarak
absorbans Ol¢limii ile belirlenmektedir. Dolayisiyla bu yontem, herhangi bir terapotik
ajanin hiicre {lizerindeki sitotoksik ya da proliferatif etkilerinin belirlenmesinde

kullanilmaktadir (272).

NIH/3T3 hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara 5x10* hiicre/kuyucuk olacak
sekilde ekilmis ve 24 saat boyunca a¢ birakilmistir. Hiicre canlilik testi dncesinde
liyofilize toz halinde olan formiilasyonlar DMEM Kkiiltiir ortaminda disperse
edilmistir. Hiicrelere 100 pL olacak sekilde 3 farkli miR-29b (0,01-0,5 uM) ve
Nintedanib  (0,1-0,6 uM) konsantrasyonlarinda DMEM kiiltiir ~ortamindaki
formiilasyonlar (LP, LP-NIN, serbest NIN, serbest miR-29b ve LP-NIN-miR)
uygulanmis ve hiicreler 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Pozitif kontrol gruplar
olarak Nintedanib siispansiyonu ve LP-miR kullanilmis ve kontrol hiicrelerine sadece
kiltiir ortam1 uygulanmistir. XTT deneyi, 6 tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Kuyu
basina 10 pL 5 mg.mL? XTT soliisyonu eklendikten ve 4 saat inkiibe edildikten
sonra absorbanslar bir plaka okuyucuda 590 nm'de okunmus ve kontrol grubunun
absorbansiyla karsilastirilarak %  hiicre canlilign  Egitlik 3.3 kullanilarak
hesaplanmistir (273). Deneyin plani Sekil 3.4.’te sematize edilmistir.

Hiicre Cﬂn]l]lgl [']"n) =A[6rnck ]-A{pf)?ilifknmrol] A(ncgmifkmltrol‘.i'A{puzirif kontrol) X 100 (33)

Aimek: Ornegin 590 nm’deki absorbans degeri.
Apozitif kontrol: Pozitif kontroliin 590 nm’deki absorbans degeri.
Anegatif kontrol: Negatif kontroliin 590 nm’deki absorbans degeri.
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Sekil 3.4. XTT deney planinin sematik gosterimi (n=3).

3.10. Hiicresel Alim (Transfeksiyon) Calismalari

Hiicresel alimi degerlendirmek igin serbest miR-29b ve LP-NIN-miR, siGLO
Yesil Transfeksiyon Gostergesi (6-FAM, 6-Karboksifloresein), ile 1:1 oraninda
etiketlenmistir (261). 50 nM konsantrasyonda 6-FAM-miR-29b, LP-NIN-6-FAM-
miR ve tasiyict kontrol grubu olarak 100 nM 6-FAM-miR-29b NIH/3T3 hiicrelerine
uygulanmistir. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan hiicreler PBS ile yikanmis ve hiicre
cekirdekleri 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) ile boyanmistir. Hiicresel alim

floresans mikroskobi yontemi ile gosterilmistir.

3.11. In Vitro Terapétik Etkinligin Belirlenmesi

LP-NIN-miR'in terapotik etkilerini karakterize etmek i¢cin NIH/3T3 hiicreleri,
5x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara ekilmis ve bir gece
boyunca 4 mM L-Glutamin, 1 mM sodyum piruvat, %10 FBS ve antibiyotikler (100
U.mL? penisilin, 100 pg.mL™ streptomisin) ile desteklenmis DMEM ortaminda
kiiltiire edilmistir. Hiicreler, in vitro IPF modelini olusturmak icin 96 saat boyunca
20 ng.mL™? TGF-B1 ile inkiibe edilmistir. Takiben hiicreler serbest Nintedanib (0,6
uM), LP-NIN (0,6 uM), serbest miR-29b (0,2 uM), LP-miR (0,2 uM) ve LP-NIN-
miR (MiR-29b: 0,2 uM, Nintedanib: 0,6 uM) formiilasyonlar: ile 48 saat siireyle

inkiibe edilmistir (n=3). Hiicreler ve biiyliime ortamlar1 toplanarak gen ekspresyon
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diizeyleri RT-PCR yontemi ve bu genlerin ifade ettikleri proteinlerin diizeyleri

ELISA yontemi kullanilarak gosterilmistir.

Pulmoner fibroblastlardan total RNA izolasyonu, iiretici firmanin
talimatlarina uygun olarak RNA ekstraksiyon kiti kullanilarak gerceklestirilmistir.
Tek zincirli cDNA, 1 pg total RNA'dan ters transkriptaz kullanilarak sentezlenmistir.
Bu islem, tiretici firmanin yonergelerine gére 100 U Superscript 11 Ters Transkriptaz
Enzimi, 0,25 pg random primer, 0,5 MM Deoksiriboniikleotid Trifosfatlar (ANTP), 5
mM Ditiotreitol (DTT) ve 32 U RNase inhibitorii ile birlikte 60 dakika boyunca
42°C'de, toplam hacim 20 pL olacak sekilde ters transkripsiyon tamponu ig¢inde
gerceklestirilmistir. ~ Orneklerde  kontaminasyon olmadigi,  Superscript 1l

kullanilmadan hazirlanan negatif kontrol 6rnekleri ile dogrulanmistir.

RT-PCR analizleri, SYBR Green PCR Master Mix ve 96 kuyucuklu plakalar
kullanilarak ABI ViiA™ 7 (Applied Biosystems) sekans tespit sistemi ile
gerceklestirilmistir. Amplifikasyon reaksiyonu (25 pl), tiretici firmanin talimatlarina
gore 1:5 oraninda seyreltilmis; 5 pl ornek ile tglii kontrol sistemi uygulanarak
yuriitiilmiistir. Her deneyde arastirilan genin ifadesi, i¢ kontrol gen (housekeeping
gene; GAPDH) ifadesi ile normalize edilmistir (83,274).

Fibrotik siiregte protein diizeyindeki ekspresyonlariin degismesi ya da sabit
kalmas1 beklenen proteinlerin miktar tayinleri ELISA kitleri (Bioassay Technology,
Cin) ile yapilmis ve dlgiimler kullanilan kitlerin iiretici protokollerine uygun olarak

gerceklestirilmistir.

Hiicre kiiltiirii caligmalar1 Sekil 3.5’te 6zetlenmistir.



55

Hiicre Kiilttri
DMEM + %10 FBS

Doygunluga ulagmis fare
pulmoner fibroblast hicre
hatti

+20 ng/ml TGF-B1

miR-29b, LP-miR ve LP-NIN-miR
@ formilasyonlarinin inkiibasyonu

)

Kontrol gruplan

)

48 saat sonra \ 48 saat sonra 48 saat sonra /

R 1Tt

@ serbest Nintedanib, LP-NIN, serbest

Hiicre Kiiltiiri Ortamlari Lizise ugratiimis hiicreler Hiicre Kiltiirii Ortamlari Lizise ugratilmig hicreler
ELISA ile protein -RNA izolasyonu ELISA le protein -RNA izolasyopu
ekspresyonu -cDNA eldesi ekspresyonu miktar -cDNA elde§| .
miktar tayini -Gen ekspresyonu i¢in PCR tayini -Gen ekspresyonu igin PCR

analizi analizi

Sekil 3.5. Fare fibroblast hiicrelerine TGF-f1 uygulanmasi sonrasi, A)
IPF olusumunun analizi, B) serbest Nintedanib, LP-NIN, serbest miR-29b, LP-
miR ve LP-NIN-miR formiilasyonlarinin inkiibasyonu sonrasinda gerg¢eklestirilen
ELISA ve PCR ¢alismalarinin sematik gosterimi.

3.12. istatistiksel Analiz

Elde edilen sonuglarin degerlendirilmesinde ve istatistiksel analizinde Tek
Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) ve Student t test kullanilmistir. In vitro deneylerde
sonuglar X = SS olarak rapor edilmistir. p < 0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli

kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Lipozomal la¢ Tasiyic1 Sistemlerin On Formiilasyon Calismalari

MHF yonteminin bir pargasi olan mikroakiskanlastirma teknolojisi, organik
fazin (etanol) konsantrasyonunu diislirerek sulu faz ile karistirilmasi suretiyle
uniform lipozomlar olusturmak ig¢in  kullamilmistir (275). Organik faz
konsantrasyonundaki bu azalma, polariteyi artirir, bu da lipit ¢okelmesine ve lipozom
olusumuna neden olur. Ortaya ¢ikan tasiyict sistemin Ozellikleri, partikiil boyutu,
PDI, zeta potansiyeli, enkapsiilasyon verimliligi ve hiicresel alim verimliligi gibi
faktorler, lipit bilesimi ve mikroakiskanlastirma sirasinda FRR tarafindan etkilenir
(276). Bu nedenle, formiilasyon gelistirme ¢alismalarindan once, optimum FRR 6n

formiilasyon c¢aligmalari ile belirlenmistir.
On formiilasyon denemelerinde mikroakiskanlastirma yontemiyle elde edilen
LP’lere ait degiskenler Tablo 4.1°de, partikiil boyutu, partikiil boyutu dagilimi ve

zeta potansiyeli analiz sonuglar1 Tablo 4.2, Sekil 4.1 ve Sekil 4.2'de sunulmaktadir.

Tablo 4.1. On formiilasyon denemelerine ait degiskenler.

Degiskenler
Formiilasyon DSPE- Etanol Fazn  Su Faz
Kodu DOTAP DOPE CHOL mPEG Akis Hizn  Akis Hizziit FRR
2000 (uL.dk?)  (unL.dk?)
LP#1 10 2 7 1 100 500 15
LP#2 10 2 7 1 100 250 1:2,5
LP#3 10 2 7 1 100 100 11

Tablo 4.2. On formiilasyon denemelerine ait partikiil boyutu, partikiil boyutu
dagilimi ve zeta potansiyeli analiz sonuglar1 (n=3, X £+ SS).

. Yanitlar
Formiilasyon . o . .
Kodu Partikiil boyutu Polidispersite indeksi Zeta potansiyel
(nm) (PDI) (mV)
LP#1 137,54 1,1 0,181 + 0,005 37+4
LP#2 160,8 + 1,9 0,170+ 0,010 41+3

LP#3 189,0+0,4 0,178 £ 0,028 44 +1
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Sekil 4.2. On formiilasyon denemelerine ait zeta potansiyeli grafigi.

FRR arttikca, partikiil boyutunda ve zeta potansiyelinde bir azalma
gbzlenmistir. On formiilasyon deneme sonuclar1 ve iiretim siireci siiresi analiz
edildiginde, gelecekteki formiilasyon gelistirme caligmalarinda etanol akis hizi

oraninin 1:5 olarak uygulanmas1 gerektigi belirlenmistir.

4.2. Tasarimla Kalite Yaklasim ile Lipozomal flac¢ Tasiyic1 Sistemlerin

Gelistirilmesi

Tastyic1 sistem formiilasyonlarmin gelistirilmesi amaciyla 3% faktoriyel
formiilasyon tasarimi uygulanmistir. Formiilasyon tasarimi olusturulurken toplam

lipit konsantrasyonu 15 umol.mL? olarak ve DSPE-mPEG2000 molar orani diizeyi 1
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olarak sabit tutulmus olup; DOTAP, DOPE ve CHOL i¢in farkli molar orani

diizeyleri kullanilmistir.

Tablo 4.3'te sunuldugu gibi, ANOVA sonuglari, ii¢ parametrenin de p
degerleri "<0,0001" ile ifade edilmektedir, ve bu parametrelerin istatistiksel olarak
anlamli oldugunu gostermektedir. Formiilasyon degiskenlerinin lipozomlarin partikiil
boyutu, PDI ve zeta potansiyeli tizerindeki etkisi sirasiyla Esitlik 4.1, 4.2 ve 4.3'te
verilmistir. Bu iligkiler, 3 boyutlu yanit yilizey grafikleri ile Sekil 4.3’te gosterilmis
olup, partikiil boyutu (p < 0,0001, R* = 0,8719), PDI (p = 0,0487, R* = 0,4856) ve
zeta potansiyeli (p < 0,0001, R? = 0,9854) icin istatistiksel olarak anlamli oldugu

belirlenmistir.

Partikiil Boyutu (Y1)= 22,40 + 0,36XA — 8,02xB + 16,39xC — 0,11xAB — 0,62xXAC + 0,50xBC  (4.1.)
PDI (Y2)= 0,72 — 0,05XA — 0,25xB — 0,07xC + 0,03XAB — 0,01XAC + 0,04xBC — 0,004xABC  (4.2.)

Zeta Potansiyel (Y3)= 2,50xA + 7,30xB + 3,83xC + 0,02xAB — 0,26xAC — 0,96xBC 4.3)

Esitlik 4.1, 4.2 ve 4.3 degerlendirildiginde, DOTAP (A) ve CHOL (C)
konsantrasyonlar1 arttik¢a partikiil boyutu artmakta, DOPE (B) konsantrasyonu
arttikca partikiil boyutu azalmaktadir. Ayrica AB, AC ve BC etkilesim terimleri de
partikiil boyutu iizerinde Onemli ancak bireysel etkilerden daha kiiciik etkilere
sahiptir. DOTAP (A), DOPE (B) ve CHOL (C) konsantrasyonlar1 arttikga PDI
azalmakta ve partikiillerin homojenligi artmakta olup, AB, AC ve BC etkilesim
terimleri de PDI iizerinde daha az etkilere sahiptir. DOTAP (A), DOPE (B) ve
CHOL (C) konsantrasyonlar1 arttikga zeta potansiyeli ve dolayisiyla partikiillerin
stabilitesi artmakta, ayrica AB, AC ve BC etkilesim terimleri de zeta potansiyeli
tizerinde daha az etkilere sahip olmaktadir. DOTAP, DOPE ve CHOL
konsantrasyonlariin partikiil boyutu (Y1) iizerinde istatistiksel olarak anlamli bir
etkisi vardir (p < 0,05). PDI (Y2) iizerinde de anlamli bir etki bulunmakla birlikte (p
= 0,0487), diisik R? degeri (0,4856) etkisinin zayif oldugunu gosterir. Zeta
potansiyeli (Y3) tlizerinde ise bu degiskenlerin gii¢lii ve anlaml1 bir etkisi vardir (p <

0,0001, R*=0,9854).
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Tablo 4.3. 3% faktoriyel formiilasyon tasarmmi ile elde edilen LP formiilasyonlarina ait partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyeli
Ol¢iimleri i¢in Varyans Analizi (ANOVA).

Partikiil Boyutu (Y,) PDI (Y>) Zeta Potansiyeli () (Y3)
Formiilasyon Degiskenleri . . = )
SS df MS F-degeri p-degeri SS df MS F-value p-value SS df MS degeri p-degeri
Model 25784,87 6 4297,48 22,70 <0,0001 * 00213 7 0,0030 2,56 0,0487 * 3274961 6  5458,27 235,76 <0,0001 *
A: DOTAP 1,43 1 1,43 0,0075 0,9317 0,0014 1 0,0014 1,17 0,2937 297,78 1 297,76 12,86 0,0017 *
B: DOPE 49,97 1 49,97 0,2639 0,6131 0,0006 1 00005 04124 0,5284 83,24 1 83,24 3,60 0,0718
C:CHOL 2072,02 1 2072,02 10,94 0,0035 * 0,0044 1  0,0044 3,67 0,0704 298,66 1 298,66 12,90 0,0017 *
AB 1,45 1 1,45 0,0076 0,931 0,0043 1 0,0043 3,65 0,0712 0,0469 1 0,0469  0,0020 0,9645
AC 387,03 1 387,03 2,04 0,1682 0,0013 1 0,0013 1,08 0,3108 116,17 1 116,17 5,02 0,0360 *
BC 27,30 1 27,30 0,1442 0,7082 0,0068 1  0,0068 5,75 0,0269 * 120,59 1 120,59 521 0,0330 *
ABC - - - - - 0,0107 1  0,0107 9,01 0,0073 * - - - - -
Artik 3786,73 20 189,34 - - 0,0226 19 0,0012 - - 486,19 21 23,15 - -
Toplam 29571,60 26 - - - 0,0226 26 - - - 33235,80 27 - - -
Standart sapma 13,76 0,0345 4,81
Ortalama (x) 88,87 0,2116 34,80
Varyasyon Katsayisi (VK) (%) 15,48 16,30 13,83
R2 0,8719 0,4856 0,9854
Ragi2 0,8335 0,2961 0,9812
Tahmin Edilmis R? 0,7316 -0,3047 0,9775
Yeterlilik Hassasiyeti 15,2990 6,7136 7,1376

SS: Kareler Toplamu, df: Serbestlik Derecesi, MS: Ortalama Kare, F: Fisher Orani, p: Olasilik, PDI: Polidispersite Indeksi, {: Zeta Potansiyeli, R Belirleme Katsayisi,

Ragj* Diizeltilmis R2.
(*p <0,05)
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Sekil 4.3. 3° faktoriyel

formiilasyon tasariminda yer alan formiilasyon

degiskenlerinin A) Partikiil Boyutu, B) PDI ve C) Zeta Potansiyeli iizerindeki
etkisini gosteren 3 boyutlu yanit yiizey grafigi.

Sekil 4.3te yer alan grafiklerde ii¢ farkli parametre (Partikiil Boyutu, PDI ve

Zeta Potansiyeli) icin 3 boyutlu yanit yiizey grafikleri sunulmustur. DOTAP, DOPE

ve CHOL konsantrasyonlarmin partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyeli {izerindeki

etkileri gosterilmektedir. Grafikteki renk degisimleri ve yilizey egilimleri, DOTAP,

DOPE ve CHOL konsantrasyonlarinin partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyeli

iizerindeki etkilerini gdstermektedir. Partikiill Boyutu (A) grafiklerinde, DOTAP,

DOPE ve CHOL konsantrasyonlarinin partikiil boyutu iizerindeki etkileri, renk

degisimleri ve ylizey egilimleri ile agik¢a gozlemlenmektedir. PDI (B) grafik setinde,

bu bilesenlerin PDI iizerindeki etkileri yiizey grafiklerinde gozlenen egilimler ve

renk degisimleri ile gosterilmistir. Zeta Potansiyeli (C) grafiklerinde ise, DOTAP,

DOPE ve CHOL konsantrasyonlarinin zeta potansiyeli lizerindeki giiclii etkileri, renk

degisimleri ve yiizey egilimleri ile ortaya konmustur. Tim grafikler birlikte

degerlendirildiginde, DOTAP, DOPE ve CHOL konsantrasyonlarinin partikiil
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boyutu, PDI ve zeta potansiyeli lizerinde etkileri oldugu goriilmektedir. Grafikteki
renk degisimleri ve ylizey egilimleri, bu bilesenlerin her bir parametre iizerindeki

etkisinin belirgin oldugunu gostermektedir.

Kan damarlarinda dolasan 100-150 nm ¢apindaki lipozomlar, ilacin
hedeflenmesini uzun siire boyunca akciger kapillerlerinde kalarak saglarlar (95).
PDI, partikiil boyutu dagiliminin heterojenligini aciklamak i¢in kullanilir. PDI'nin
sayisal degeri, homojen bir partikiil boyutundan yiiksek derecede polidispers bir
ornege kadar 0,0 ile 1,0 arasinda degisir. Lipozom formiilasyonlarinda, 0,3 ve
altindaki PDI degeri kabul edilebilir olarak degerlendirilir ve homojen bir partikiil
boyutu dagilimini gosterir (95). Zeta potansiyeli (€) ile lipozom/lipopleks stabilitesi
arasindaki iligki, ilag tagima sistemlerinin etkinligini belirlemede kritik bir faktordiir.
Yiksek { degeri, partikiiller arasindaki elektrostatik itme kuvveti saglayarak
stabiliteye katkida bulunabilir, ancak bu mutlak bir gereklilik degildir. Yiiksek
degerler, agregasyonu Onleyen ve itici elektriksel kuvvetler nedeniyle yeniden
dagitilan yiiksek zeta potansiyel degerine sahip partikiilleri gosterirken, diisiik zeta
potansiyelinde agregasyon meydana gelebilir. 30 mV < |{| < 60 mV degerleri stabil
olarak kabul edilmektedir (253).

Sekil 4.4’te gosterilen grafikler, formiilasyon degiskenlerinin lipozomal ilag
tasiyic1 sistemlerin iyilestirilmesi ic¢in tasarim alanmi ve yanit ylizeylerini
gostermektedir. Kontur grafigi (Sekil 4.4A) formiilasyonu optimize etmek icin
tasarim alanii gosterirken, {ist iiste bindirme grafigi (Sekil 4.4B) tiim hedeflenen
yanit araliklarini temsil etmektedir. Kontur ¢izimi genellikle iki degigsken arasindaki
iligkiyi gosteren grafiksel bir gosterimdir ve bu durumda lipozomal formulasyonla
ilgili farkli degiskenlerin degerlerinin dagilimini gosterir. Ust {iste bindirme grafigi,
tim hedeflenen yanit araliklarini karsilayan formiilasyon parametrelerini gosterir.
Sar1 bolge, belirlenen kriterlere uyan optimum formiilasyon alanini temsil eder. Bu
grafik, optimum formiilasyonun belirlenmesinde kritik rol oynar ve optimum
DOTAP ve CHOL konsantrasyonlarini net bir sekilde gosterir. Grafiklerdeki renk
degisimleri ve ylizey egilimleri, DOTAP, DOPE ve CHOL konsantrasyonlarmin her

bir bilesenin her bir parametre iizerindeki etkisinin belirgin oldugunu goéstermektedir.
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Kontur Grafigi
Tim Yanitlar
® Tasarim Noktalar:
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Sekil 4.4. A) Kontur grafigi ve B) iist iiste bindirme grafigi, lipozomal
formiilasyonun optimize edilmesi i¢in tasarim alanini1 gostermektedir.
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Bu tez kapsaminda optimum LP'lerin gelistirilmesi i¢in en yiiksek arzu
edilebilirlik degeri ile iliskilendirilen degisken seviyeleri secilmistir. Takiben segilen
formiilasyon degerleri ile mikroakiskanlastirma yontemiyle LP'ler iiretilmis ve elde

edilen yanitlar teorik degerlerle karsilastirilmistir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Optimize edilmis LP formiilasyonuna ait yanitlarin teorik ve pratik
ortalama degerleri ve arzu edilebilirlik degeri.

Formiilasyon Degiskenleri Konsantrasyonlar
A (DOTAP) 10
B (DOPE) 1
C (CHOL) 10
Teorik Pratik
Yamitlar Ortalama Ortalama
Degerler Degerler
Y1 (Partikiil Boyutu) (nm) 123,8 1439+ 54*
Y2 (PDI) 0,184 0,182 +0,024 *
Y3 (Zeta Potansiyeli) (mV) 35 3241 %

Optimize edilmis formiilasyonun arzu edilebilirlik

**
degeri 0,999

* Degerler, X + SS (n=3) olarak sunulmustur.
** Arzu edilebilirlik degeri O ile 1 arasinda degisir ve 1'e yakin degerler, sonuclarin istenen hedeflere
yaklastigint gosterir.

Tablo 4.3'te, optimize edilen formiilasyonun yanitlarina ait teorik ve pratik
ortalama degerler karsilastirilmaktadir. Degerler, genel olarak uyumludur ve modelin
partikiil boyutu iizerinde 1yi bir tahmin yetenegine sahip oldugunu gosterir. PDI i¢in
teorik ortalama deger 0,184, pratik ortalama deger ise 0,182'dir; bu kiigiik fark,
ongoriilen degerin partikiil dagilimindaki homojenligi dogruya yakin tahmin ettigini
gostermektedir ve her iki deger de kabul edilebilir bir homojenlik diizeyindedir. Zeta
potansiyeli i¢in teorik ortalama deger 35 mV, pratik ortalama deger ise 32 mV'dir; bu
fark, ongoriilen degerin zeta potansiyelini biraz daha yiiksek tahmin ettigini gosterse

de, her iki deger de iyi bir stabilite gostermektedir.

33 faktoriyel deneysel tasarim ¢alismasinin sonucunda, partikiil boyutu (100 <

partikiil boyutu <150 nm), PDI (<0,2) ve zeta potansiyel degeri (30 mV <{ <60 mV)
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limitler dahilinde olan optimum lipozom formiilasyonu ile, mikroakigkanlagtirma
yontemi kullanilarak 3000 pL.dk? sabit TFR ve 1:5 FRR oraninda ve farklh
Nintedanib konsantrasyonlarinda enkapsiilasyon c¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
Hazirlanan Nintedanib iceren formiilasyonlarin partikiil boyutu ve dagilimi dlgiimleri
DLS yontemiyle Zetasizer NanoZS (Malvern Instruments, Ingiltere) cihazi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Formiilasyonlara ait ortalama sonuglar sirasiyla
Tablo 4.5’te sunulmustur. Partikiil boyutu ve dagilimi analiz sonuglarina iliskin

grafik Sekil 4.5’te sunulmustur.

Tablo 4.5. Nintedanib igermeyen / igeren lipozom (LP, LP-NIN)
formiilasyonlarina ait partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyeli analiz sonuglari.

DSPE- Nintedanib Partikiil Polidispersite Zeta
Formiilasyon DOTAP DOPE CHOL MPEG2000 Konsantrasyonu boyutu Indeksi Potansiyel
(nM) (nm) (PDI) (mV)
LP #1 10 1 10 1 - 1439+ 54 0,182 + 0,024 32+1
LP-NIN #1 10 1 10 1 0,1 144,5+2,8 0,178 £ 0,011 30+2
LP-NIN #2 10 1 10 1 0,2 126,0 + 0,4 0,189 + 0,008 49+2
LP-NIN #3 10 1 10 1 0,3 132,7+3,5 0,207 + 0,023 30+£3

Partikiil Boyutu Dagilim

-
(4]

o

wn

Yogunluk (%)

(=]

10 100 1000 10000

o
-
-

Partikiil Boyutu (nm)

Sekil 4.5. Nintedanib i¢eren lipozom formiilasyon denemelerine (LP-NIN #1,
#2 ve #3) ait partikiil boyutu dagilimi grafigi.
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4.3. Lipopleks Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

4.3.1. Lipoplekslerin Partikiil Boyutu, Partikiil Boyutu Dagilimi ve Zeta

Potansiyeli Tayini

LP, LP-miR, LP-NIN ve LP-NIN-miR formiilasyonlarina ait partikiil boyutu,
PDI ve zeta potansiyeli degerleri Tablo 4.6'da gosterilmektedir.

Tablo 4.6. LP, LP-NIN, LP-miR ve LP-NIN-miR formiilasyonlarina ait
partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyeli degerleri.

.. Partikiil Boyutu Polidispersite Indeksi Zetg .
Formiilasyon (nm) (PDI) Potansiyeli
(mV)
LP 1439+ 54 0,182 + 0,024 32+1
LP-NIN 126,0 £ 0,4 0,189 + 0,008 49 £2
LP-miR 95,6 £ 0,9 0,198 = 0,001 28+ 1
LP-NIN-miR 87,3+0,9 0,184 + 0,003 24+ 1
(n=3, X £ SS)

LP-NIN-miR formiilasyonunun partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyeli
strastyla 87,3 + 0,9 nm, 0,184 + 0,003 ve +24 + 1 mV olarak elde edilmistir (Sekil
4.6 A, B).
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Sekil 4.6. 30:1 (a/a) lipit:miR-29b agirlik oraninda hazirlanan LP-NIN-miR
formiilasyonuna ait A) partikiil boyutu dagilimi ve B) zeta potansiyeli grafikleri.

Lipozom/lipopleks formiilasyonlarinin uzun siireli stabilitesini saglamak icin
liyofilizasyon  (dondurarak  kurutma)  yapilmistir  (277).  LP-NIN-miR
formiilasyonunun liyofilizasyon calismalar1 i¢in kriyoprotektan olarak literatiirde en
¢ok kullanilan trehaloz ve mannitol maddeleri secilmistir (278). Farkh
lipit:kriyoprotektan agirlik oranlarinda kriyoprotektan eklenmis liyofilize LP-NIN-
miR formiilasyonlar1 1xsiRNA tamponunda dagitilarak partikiill boyutu dagilimi
acisindan analiz edilmistir. Sekil 4.7°de sunuldugu gibi, kontrol grubu olan liyofilize
edilmemis LP-NIN-miR formiilasyonu, 87,3 = 0,9 nm partikiil boyutuna ve 0,2’den
daha diisik PDI degerine sahiptir. Kriyoprotektan icermeyen liyofilize
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formiilasyonlar, kontrol grubuna goére daha biiyiik ve heterojen partikiil boyutu
dagilimi gostermektedir. Zeta potansiyel agisindan liyofilize edilmemis LP-NIN-miR
formiilasyonu ile liyofilize edilmis formiilasyonlar arasinda anlamli bir fark
gozlenmemistir (p > 0,05). Liyofilize edilen formiilasyonlarda, 1:12 (a/a)
lipit:trehaloz orani ile kontrol grubuna en yakin ve en kiiciik partikiil boyutu (84,8 +
0,9 nm) ve PDI < 0,3 ile en homojen partikiil dagilimi elde edilmistir. Bu nedenle,
diisiik partikiil boyutu diisiik PDI degeri agisindan optimum sonuglar veren 1:12 (a/a)

lipit:trehaloz oran1 segilmistir.

a) 1100
1000
900
800
700 4
500 1
500 4
400 4

Partikiil Boyutu (nm)

300 A
200
100 A
o

Kontrol 10 11 12 14 1:6 18 112 1:4:4 12 14 1:8 112
LP-NIN-miR | J L ) )\ ]

Kriyoprotektan Lipitler: Trehaloz LT:M Lipitler:Mannitol
igermeyen (a/a) (a/a) (a/a)

b) 12

038 4
06 A

04 4

Polidispersite indeksi (PDI)

Kontrol 10 Il 12 14 1:6 138 1:12 1:4:4 12 14 18 112
LP-NIN-miR | J L J L J L |

Kriyoprotektan Lipitler: Trehaloz L:TM Lipitler:Mannitol
igermeyen (a/a) (a/a) (a/a)

Sekil 4.7. Kriyoprotektanlar (trehaloz ve/veya mannitol) ile liyofilize edilmis
LP-NIN-miR formiilasyonuna ait a) partikiil boyutu ve b) polidispersite indeksi,
lipit:kriyoprotektan agirlik oranlar1 1:1 - 1:12 (lipit:trehaloz 1:0, 1:1, 1:2, 1:4, 1.6, 1:8
ve 1:12, a/a; lipit:mannitol 1:0, 1:2, 1:4, 1:8 ve 1:12, a/a; lipit:trehaloz:mannitol
1:4:4, a/a) (L: Lipitler, T: Trehaloz, M: Mannitol).
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4.3.2. Lipoplekslerin Morfolojik Degerlendirilmesi

TEM goriintiileri, LP-NIN-miR'nin partikiil boyutu dagilimimi (Sekil 4.8 A,
B) ve bilamellar bir yapiya sahip oldugunu gostermistir (Sekil 4.9).

500 nm ) —— 200 nm

Sekil 4.8. LP-NIN-miR formiilasyonuna ait TEM goriintiileri (6l¢ek: A) 500
nm ve B) 200 nm).

Sekil 4.9. LP-NIN-miR formiilasyonuna ait TEM goriintiisic A) hidrofilik
cekirdek, B) lipid ¢ift tabakasi. (Olgek: 100 nm).
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4.3.3. Nintedanib Miktar Tayini ve Analiz Yontemi Validasyonu

Nintedanib’in miktar tayini i¢in dalga boyu secimi amaciyla hazirlanan
Nintedanib standart ¢dzeltisinin absorbans degerlerini igeren UV spektrumu Sekil
4.10°da gosterilmigtir. 190 nm ile 800 nm arasindaki dalga boylarinda spektrum
taramasi yapilmis ve en yiiksek absorbans gosteren dalga boyu (A) 393 nm olarak
belirlenmistir. Nintedanib'in 393 nm dalga boyunda karakteristik bir maksimum
absorpsiyon kapasitesine sahip oldugunu ve bu dalga boyunun Nintedanib

analizlerinde giivenilir bir referans noktasi olarak kullanilabilecegini gostermektedir
(279).

4,024 T

ool A=393 nm

o~ \
0,000

2,000 H B

Absorbans

4,000 g

4,729 1 1
190,00 400,00 600,00 800,00

Dalga boyu (A, nm)

Sekil 4.10. LP-NIN-miR formiilasyonuna ait Nintedanib UV spektrumu.

Dogrusallik (Linearity)

Nintedanib'in farkli konsantrasyonlardaki (0, 0,5, 1, 1,5, 2,5, 5 ve 10 pg.mL™)
piklerine ait absorbans degerlerinin kalibrasyon egrisi Sekil 4.11°de gosterilmektedir.
Kalibrasyon egrisi, konsantrasyon ile absorbans arasindaki dogrusal iliskiyi
yansitmaktadir. Egri, y=0,1133x-0,0145 dogrusal denklemi ile ifade edilmistir ve R?
degeri 0.9989 olarak belirlenmistir. Bu yiiksek R? degeri, kalibrasyon egrisinin
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dogrulugunu ve giivenilirligini gdstermektedir, konsantrasyon ve absorbans arasinda

giiclii bir dogrusal iligki vardir.

Kalibrasyon egrisi, Nintedanib'in UV spektrofotometre analizlerinde
konsantrasyonlarin belirlenmesi i¢in kullanilmigtir. Farkli konsantrasyonlarda
Nintedanib standart c¢ozeltilerinin piklerine ait egri altinda kalan alanlarin
belirlenmesi, Nintedanib'in dogru ve giivenilir bir sekilde miktar tayinini
saglamaktadir. Bu egri, bilinmeyen numunelerin konsantrasyonlarini absorbans

degerlerine gore hesaplamak i¢in kullanilmistir.

Nintedanib Standart Cozeltis1 Kalibrasyon
Dogrusu (A=393 nm)

1,200
y =0,1133x-0,0145
1,000 R? =0,9989

0,800

0,600

Absorbans
[ ]

0,400
0,200 o

0,000
0,000 2,000 4,000 6,000 8,000 10,000 12,000

Konsantrasyon (pg.mL?)

Sekil 4.11. Nintedanib’e ait UV spektrofotometre (A=393 nm) kalibrasyon

dogrusu ve denklemi.

Dogruluk (Accuracy)

Nintedanib miktar tayininde kullanilan UV spektrofotometre analitik
yonteminin dogrulugunu gostermek amaciyla, kalibrasyon sinirlar1 igerisinde
bulunan, 3 farkli konsantrasyonda (1 pg.mL?, 2,5 pgmL? ve 5 ug.mL™) 3 seri
Nintedanib ¢ozeltisi hazirlanarak UV spektrofotometre analizi yapilmistir. Olgiimle

bulunan konsantrasyonlardan Nintedanib’in geri kazanimlar1 hesaplanmistir. Elde
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edilen sonuglar Tablo 4.7°de sunulmus ve % BSS (VK) degerleri %2’nin altinda

bulunarak yontemin dogrulugu gosterilmistir (280,281).

Tablo 4.7. Nintedanib’in UV Spektofotometre analitik yontem validasyonuna ait
dogruluk, % geri kazanim ve % bagil standart sapma degerleri (n=3).

Pratik Bagil Standart

Teorik Pratik Ortalama Geri Kazanim Sapma (BSS)
Konsantrasyon Konsantrasyon 1-adzant (Varyasyon
1 1 Konsantrasyon (%)
(ng.mL™) (ng.mL™) 1 Katsayisi, VK)
(ng.mL") 0

(%)
1,01

1 0,98 0,99 £+ 0,02 99,33 +£1,53 1,54
0,99
2,47

2,5 2,46 2,47 +0,01 98,67 £ 0,23 0,23
2,47
5,03

5 5,01 5,00 = 0,03 100,07 + 0,61 0,61
4,97

Kesinlik (Precision)

Tekrar Edilebilirlik (Repeatability)

Nintedanib’in miktar tayini i¢in dalga boyu se¢imi amaciyla hazirlanan farkl
konsantrasyonlardaki Nintedanib standart ¢ozeltilerinin absorbans degerlerini igeren
UV spektrumu Sekil 4.12°de gosterilmistir. 190 nm ile 800 nm arasindaki dalga
boylarinda absorbans degisimleri gosterilmekte olup, en yiliksek absorbans tiim
konsantrasyonlarda 393 nm'de goézlemlenmistir. Farkli konsantrasyonlarda yapilan
Olctimlerde, bu dalga boyunda en yliksek absorbansin goriilmesi, Nintedanib'in

tekrarlanabilir bir absorbans profiline sahip oldugunu dogrulamaktadir (279).
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Sekil 4.12. Farkli konsantrasyondaki Nintedanib c¢dozeltilerine ait UV

spektrumu (A¢ik Mavi, Siyah, Kirmiz1 ve Yesil Spektrumlar: Sadece Nintedanib iceren farkli
konsantrasyondaki standart ¢dzeltilerin spektrumlarini temsil eder. Koyu Mavi Spektrum: Nintedanib
iceren lipozom formiilasyonunun spektrumunu gosterir. Pembe Spektrum: Nintedanib icermeyen bos

lipozomlarin spektrumunu gosterir.).

Nintedanib’in 1 png.mL? konsantrasyonunda hazirlanan ¢ozeltisinin 3 ayr1 kez
6l¢iilmesi ile elde edilen absorbans degerlerinin kalibrasyon dogrusunda kullaniimasi
ile hesaplanan konsantrasyonlar ve % VK degerleri degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuglar Tablo 4.8’de sunulmus ve % VK degeri %2’nin altinda bulunarak yontemin

kesinligi (tekrar edilebilirligi) gosterilmistir (281).

Tablo 4.8. Nintedanib’in UV Spektofotometre analitik yontem validasyonuna
ait tekrar edilebilirlik ve % bagil standart sapma degerleri (n=3).

Teorik Pratik Pratik Ortalama Varyasyon
Konsantrasyon Konsantrasyon Konsantrasyon Katsayis1 (VK)
(ng.mL") (ng.mL") (pg.mL™) (%)
1,01
1 0,98 0,99 £ 0,02 1,54

0,99
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Tekrar Elde Edilebilirlik (Reproducibility)

Nintedanib’in 5 pg.mL? konsantrasyonunda hazirlanan ¢dzeltisinin farkli bir
analist tarafindan 3 ayr1 kez Olclilmesi ile elde edilen absorbans degerlerinin
kalibrasyon dogrusunda kullanilmasi ile hesaplanan konsantrasyonlar ve %VK
degerleri degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.9’da sunulmus ve % VK
degeri %2’nin altinda bulunarak yontemin kesinligi (tekrar elde edilebilirligi)

gosterilmistir (281).

Tablo 4.9. Nintedanib’in UV Spektofotometre analitik yontem validasyonuna
ait tekrar elde edilebilirlik ve % bagil standart sapma degerleri (n=3).

Teorik Pratik Pratik Ortalama Varyasyon
Konsantrasyon Konsantrasyon Konsantrasyon Katsayis1 (VK)
(ng.mL™) (ng-mL™) (ng-mL™) (%)
4,96
5 5,02 4,99 £ 0,03 0,60
4,99

Giinler Arasi Tekrar Edilebilirlik

Nintedanib’in 5 pg.mL™ konsantrasyonunda hazirlanan ¢ozeltisinin 3 farkli
giinde 3 ayn kez olciilmesi ile elde edilen absorbans degerlerinin kalibrasyon
dogrusunda kullanilmasi ile hesaplanan konsantrasyonlar ve %VK degerleri
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.10°da sunulmus ve %VK degeri
%?2’nin altinda bulunarak yontemin kesinligi (gilinler arasi tekrar edilebilirligi)

gosterilmistir (281).
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Tablo 4.10. Nintedanib’in UV  Spektofotometre analitik  yOntem
validasyonuna ait giinler arasi tekrar edilebilirlik ve % bagil standart sapma degerleri
(n=3).

. . . Giin igi Giinler
Teorik Pratik Pratik Ortalama Varyasyon Arasli
Giinler  Konsantrasyon Konsantrasyon Konsantrasyon Varyasyon
-1 -1 1 Katsayisi
(ng.mL™) (ng.mL™) (ng.mL™) (VK) (%) Katsayisi
(VK) (%)
5,03
1.Giin 5 5,01 5,00 £ 0,03 0,61
4,97
4,96
2.Giin 5 5,02 4,99 £ 0,03 0,60 0,47
4,99
5,00
3.Giin 5 4,98 5,00 + 0,02 0,31
5,01

Giin I¢i Tekrar Edilebilirlik

Nintedanib’in 5 pg.mL? konsantrasyonunda hazirlanan ¢dzeltisinin ayn1 giin
icinde 3 farkli zamanda (0., 4. ve 8. saat) Olgiilmesi ile elde edilen absorbans
degerlerinin kalibrasyon dogrusunda kullanilmasi ile hesaplanan konsantrasyonlar ve
%VK degerleri degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.11°de sunulmus ve
%VK degeri %2 nin altinda bulunarak yontemin kesinligi gosterilmistir (281).

Tablo 4.11. Nintedanib’in UV  Spektofotometre analitik yontem

validasyonuna ait giin i¢i tekrar edilebilirlik ve % bagil standart sapma degerleri
(n=3).

Teorik Pratik Pratik Varyasyon
. Ortalama
Giinler Konsantrasyon Konsantrasyon Konsantrasyon Katsayisi
.mL*! .mL* : VK) (%
(ng.mL") (ng.mL") (g.ml) (VK) (%)
0.saat 5 4,95
4.saat 5 5,01 4,98 £0,03 0,60
8.saat 5 4,98

Tablo 4.10 ve Tablo 4.11°de sunulan bulgulara gore varyasyon katsayisi
%2 den kiiclik bulunmustur. Bu durum, Nintedanib ¢6zeltisinin giin i¢inde ve 3 giin

boyunca bozunmadan stabil kaldigin1 gostermektedir. Bu veriler dogrultusunda,
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caligmalarda taze hazirlanan LP-NIN formiilasyonlar1 kullanilmis ve miktar tayini /

enkapsiilasyon etkinligi analizleri 3 giin igerisinde gergeklestirilmistir.

Duyarhhk

Analiz yonteminin duyarliliginin belirlenmesi i¢in saptama sinir1 (LOD) ve
miktar tayini smir1 (LOQ) degerleri saptanmistir. LOD, analitin tespit edilebilecegi
en diisiik konsantrasyonu temsil eder. Bu durumda, sinyalin giiriiltiiye oran1 en az 3
olmalidir, yani sinyal, arka plan giiriiltiisiinden {i¢ kat daha biiyiik olmalidir. LOQ,
analitin kabul edilebilir dogruluk ve kesinlikle kantitatif olarak Slgiilebilecegi en
diisiik konsantrasyonu temsil eder. Bu durumda, sinyalin giiriiltiiye oran1 en az 10

olmalidir, yani sinyal, arka plan giiriiltiisiinden on kat daha biiylik olmalidir.

Bu caligmada, UV spektrofotometrik analiz yontemi i¢in LOD ve LOQ
degerleri, kalibrasyon egrisinden elde edilen verilere dayanarak hesaplanmistir.
Yontemin duyarliig igin LOD 0,422 pgmL? ve LOQ 1,28 pgmL? olarak
belirlenmistir. LOD ve LOQ degerleri, kalibrasyon egrisinde yer alan en diisiik
konsantrasyon degerinden (0,5 pg.mL?) daha diisik olarak bulunmustur. Bu
sonuglar, secilen analitik yontemin c¢alismanin amacina uygun bir duyarliliga sahip

oldugunu gostermektedir.

Ozgiilliik (Segicilik) (Specifity)

Nintedanib UV spektrumunda Nintedanib piki 393 nm dalga boyunda
gozlemlenmektedir (Sekil 4.13). Bu, Nintedanib'in 393 nm'de belirgin bir pik
gosterdigini ve diger formiilasyon bilesenleri olan DOTAP, DOPE, CHOL ve DSPE-
mPEG 2000'in bu dalga boyunda herhangi bir girisim yapmadigin1 ortaya
koymaktadir. Dolayisiyla, 393 nm dalga boyu Nintedanib'in analizi i¢in spesifik bir
dalga boyu olarak kullanilabilir. Nintedanib igeren formiilasyon (koyu mavi
spektrum), bos lipozomlardan (pembe spektrum) farkli olarak 393 nm'de belirgin bir
pik gostermektedir, ve Nintedanib'in varligin1 dogrulamaktadir. Bu bulgular,

Nintedanib'in UV spektrofotometrik analizlerinde giivenilir bir sekilde tespit
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edilebilecegini ve formiilasyondaki diger bilesenlerin analiz  sonuglarini

etkilemedigini gostermektedir.

4024

2,000

0,000

Absorbans

-2,000

4,000

4729 1 L
190,00 400,00 600,00 800,00)

Dalga boyu (A, nm)

Sekil 4.13. LP-NIN-miR (Nintedanib igeren) ve LP-miR (Nintedanib
icermeyen) formiilasyonlarina ait Nintedanib UV spektrumu (Siyah spektrum: Nintedanib
igeren formiilasyon, Pembe spektrum: Nintedanib igermeyen formiilasyon).

4.3.4. Nintedanib Enkapsiilasyon Etkinliginin Degerlendirilmesi

Nintedanib’in enkapsiilasyon etkinliginin belirlenmesi amaciyla ultrasantrifiij
yontemi Boliim 3.6.4°te belirtildigi sekilde uygulanmistir. Bulgular Tablo 4.12°de

sunulmustur.

Tablo 4.12. LP-NIN ve LP-NIN-miR formiilasyonlarina ait Nintedanib %EE
degerleri (n=3, X £ SS).

Teorik Nintedanib

Formiilasyon Konsantrasyonu Nintedanib % EE
(uM)
LP-NIN #1 0,1 %99,8 + %0,03
LP-NIN #2 0,2 %99,9 + %0,1
LP-NIN #3 0,3 %83,5 + %1,2

LP-NIN-miR 0,2 %99,8 + %0,08




77

LP-NIN #1 ve LP-NIN #2 formiilasyonlari, sirastyla 0,1 uM ve 0,2 pM teorik
Nintedanib konsantrasyonlarinda hazirlanmis olup, her iki formiilasyonda da %EE
neredeyse %100 olarak bulunmustur (sirastyla %99,8 + %0,03 ve %99,9 + %0,1). Bu
durum, Nintedanib’in bu konsantrasyonlarda lipozomlara yiiksek oranda enkapsiile
edilebildigini gostermektedir. LP-NIN #3 formiilasyonu ise 0,3 uM teorik
Nintedanib konsantrasyonuna sahiptir ve %83,5 + %1,2 enkapsiilasyon etkinligi
gostermektedir. Bu deger, Nintedanib konsantrasyonunun artmasiyla birlikte
lipozomlarin Nintedanib'i kapsiilleme kapasitesinin azaldigin1 ve daha yiiksek

konsantrasyonlarda bir doygunluga ulasildigini gostermektedir.

LP-NIN #2 formiilasyonu, sonraki caligmalar i¢in optimum Nintedanib
konsantrasyonu (0,2 uM) olarak secilmistir ¢iinkii bu formiilasyon, Nintedanib’in
lipozomlara enkapsiilasyonunda %99,9 + %0,1 gibi oldukca yiiksek bir %EE
saglamaktadir. LP-NIN #1 ve LP-NIN #2 formiilasyonlari, partikiil boyutu,
polidispersite indeksi (PDI) ve zeta potansiyel degerleri agisindan belirlenen limitler
dahilinde uygun sonuglar vermistir. Ancak, LP-NIN #2 formiilasyonu, Nintedanib’in
daha yiiksek bir miktarin1 enkapsiile edebilen lipozom formiilasyonu olmasi
nedeniyle tercih edilmistir. Bu nedenle, LP-NIN-miR formiilasyonu 0,2 pM

Nintedanib konsantrasyonu kullanilarak hazirlanmistir.

Nintedanib ve miR-29b igeren nihai LP-NIN-miR formiilasyonu, 0,2 pM
teorik Nintedanib konsantrasyonunda 9%99,8 + 9%0,08 enkapsiilasyon etkinligi
gostermistir. Bu sonug, Nintedanib’in miR-29b ile birlikte lipozomlara yiiksek
verimle enkapsiile edilebildigini ve miR-29b'nin enkapsiilasyon etkinligini olumsuz

etkilemedigini ortaya koymaktadir.

4.35. miR-29b Enkapsiilasyon Etkinliginin Degerlendirilmesi

Optimize edilmis LP'ler ve LP-NIN'ler mikroakiskanlagtirma yontemi ile
hazirlanmistir.  1xsiRNA  tamponunda (pH=7.4) bulunan miR-29b, katyonik
lipozomlar ile negatif yiiklii miR-29b arasinda elektrostatik etkilesim yoluyla LP-
miR veya LP-NIN-miR hazirlamak igin farkli lipit:miR-29b a/a oranlarinda (1:1, 5:1,
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10:1, 12.5:1, 15:1, 20:1 ve 30:1) LP veya LP-NIN ile karistirilmis ve oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir. miRNA %EE agaroz jel elektroforezi ve
florometre yoOntemleri kullanilarak belirlenmistir. Agaroz jel elektroforezi
calismasinin sonuglarina gore (Sekil 4.14), lipit:miR-29b oran1 20:1 (a/a) ve daha
yiiksek oldugunda %100 miRNA yiiklemesi elde edilmistir.

LP-NIN-miR
Lipit:miR-29b (a/a)

Kontrol
miRNA (5 uM)

Sekil 4.14. Farkli lipit:miR-29b molar oranlarinda hazirlanan LP-NIN-miR
formiilasyonlarinda miR-29b'nin enkapsiilasyon etkinligini gosteren agaroz jel
elektroforez goriintiisii.

1:1 (a/a) oraninda belirgin bir bant gdzlemlenmekte olup, miRNA'nin biiyiik
bir kisminin serbest oldugunu ve enkapsiile edilmedigini gosterir. 5:1 (a/a) oraninda
bant yogunlugu azalmakta ve miRNA'min bir kisminin enkapsiile edildigi
anlasilmaktadir. 10:1 (a/a) ve 12.5:1 (a/a) oranlarinda bantlar zayiflayarak,
miRNA'nin ¢ogunun enkapsiile edildigini gostermektedir. 15:1 (a/a), 20:1 (a/a) ve
30:1 (a/a) oranlarinda ise bantlar tamamen kaybolmus olup, miRNA'nin tamaminin

enkapsiile edildigini (%EE: %100) gostermektedir.

Kalitatif olarak elde edilen sonuglar florometre yontemi ile kantitatif olarak
da analiz edilmis (Tablo 4.13) ve sonuglar agaroz jel elektroforezi sonuglarini

dogrulamustir.
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Tablo 4.13. Farkli lipit:miR-29b molar oranlarinda hazirlanan LP-NIN-miR
formiilasyonlarina ait miRNA enkapsiilasyon etkinligi tablosu.

DSPE- Lipit:miR-

DOTAP DOPE CHOL Nintedanib miR-29b
Formiilasyon mPEG2000 29b
M M M M %EE
eM) M) (M) (uM) (uM) (ala) 0
12,5:1 % 96,3 + %2,1
15:1 % 98,3 + %0,7
LP-NIN-miR 10 1 10 1 0,2

20:1 % 99,6 + %1,4

30:1 % 99,7 £ %1,2

(n=6, X £ SS)

Lipit:miR-29b agirlik oran1 12,5:1'den 30:1'e (a/a) arttik¢a %EE sirasiyla
%96,3, %98.,3, %99,6 ve %99,7 olarak artmistir. Calismalar sonucunda, nihai LP-
NIN-miR formiilasyonunu elde etmek amaciyla en yiiksek %EE (%100) saglayan
30:1 (a/a) lipitmiR-29b agirhk orami  segilmistir. Nihai LP-NIN-miR
formiilasyonunda miR-29b'nin %EE florometre yontemi ile %99,7 + %]1,2 olarak

belirlenmistir.

4.3.6. Lipoplekslerden in vitro Nintedanib ve miR-29b Salim Calismalari

LP-NIN, LP-miR ve LP-NIN-miR formiilasyonlar1 ile diyaliz membran
yontemi kullanilarak in vitro salim ¢alismasi gergeklestirilmistir. Sekil 4.15 ve Sekil
4.16'da sunulan grafikler, Nintedanib ve miR-29b'nin serbest ve lipozomal
formiilasyonlardan kiimiilatif salim profillerini gdstermektedir. Ilk grafik (Sekil
4.12), serbest Nintedanib, LP-NIN ve LP-NIN-miR formiilasyonlarindan salinan

Nintedanib'in zaman i¢indeki kiimiilatif salim profillerini karsilagtirmaktadir.
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Sekil 4.15. Nintedanib'in kiimiilatif salim grafigi (n=3, X + SS).

Serbest Nintedanib (gri ¢izgi), ilk 8 saat i¢inde hizli bir sekilde salinarak,
maksimum seviyeye (%98,3 + %1,9) ulagsmaktadir. LP-NIN (turuncu ¢izgi) ve LP-
NIN-miR (mavi ¢izgi) formiilasyonlarindan Nintedanib'in salimi ise daha yavas ve
kontrollii bir sekilde gerceklesmektedir. LP-NIN-miR, LP-NIN'e gore biraz daha
hizl1 bir salim profili sergilemistir. Her iki formiilasyondan Nintedanib salim1 72 saat
sonunda %90'n lizerine ¢gikmaktadir (LP-NIN-miR igin %96,4 + %1,1; LP-NIN igin
%98,7 + %0,4). Bu sonuglar, lipozomal formiilasyonlarin ani salim etkisi (burst
effect) olmadan Nintedanib'in kontrollii ve wuzatilmis salimim sagladigimni

gostermektedir.

Ikinci  grafik (Sekil 4.16), serbest miR-29b ve LP-NIN-miR
formiilasyonlarindan salinan miR-29b'nin zaman i¢indeki kiimiilatif salim profillerini

gostermektedir.
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Sekil 4.16. miR-29b'nin salim grafigi (n=3, X + SS).

Serbest miR-29b (mavi ¢izgi) hizli bir sekilde salinirken (48 saat sonunda
%104,4 + %1,7), LP-NIN-miR (turuncu ¢izgi) formiilasyonundan miR-29b'nin
salimi daha yavas ve kontrolliidiir (48 saat sonunda %71,6 + %1,2). Serbest miR-
29b'nin ilk 8 saat icinde hizli bir sekilde salindigi (%%38,8 + %3,0), LP-NIN-
miR'nin ise daha uzatilmig bir salim profili sergiledigi (%26,4 + %1,3)
goriilmektedir. LP-NIN-miR formiilasyonu, ani salim etkisi (burst effect) olmadan

MiR-29b'nin kontrollii ve uzatilmig salimint saglamaktadir.

4.4. Stabilite Calismalar:

Lipozom formiilasyonlarinin stabilitesini degerlendirmek amaciyla, etken
madde icermeyen 6n formiilasyon denemeleri 5+3°C buzdolabi saklama kosulunda
ve 25°C oda kosulunda 24 ay boyunca bekletilmistir. Partikiil boyutu, partikiil
boyutu dagilim1 ve zeta potansiyeli agisindan stabilitesi degerlendirilmis ve Tablo

4.14’de sunulmustur.
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Tablo 4.14. On Formiilasyon denemelerine ait stabilite sonuglari.

Stabilite Sonuclar:

) Saklama ' - _ Zeta
Formiilasyon Kosulu Siire (Ay) Partikiil I?olldlspemte Potansiyeli

boyutu (nm) Indeksi (PDI) (MV)

Baslangic 1375+ 1,1 0,181 +0,005 37+4

6. Ay 127,5+ 1,0 0,205 £ 0,006 40 £ 1

9. Ay 131,6 £1,2 0,294 + 0,004 45+2

12. Ay 134,1£1,8 0,225+0,015 35+2

Lp #1 24. Ay 1152+1,7 0,243+0,011 40+5

Baslangic 137,5+1,1 0,181 £0,005 37+4

6. Ay 959+42 0,270 + 0,025 34+5

9. Ay 1053 £1,5 0,286+0,013 36+4

12. Ay 943 +3,2 0,305+ 0,022 30+5

24. Ay 82,2+4,6 0,247 £ 0,027 41 £ 4

Baslangic 160,8+1,9 0,170+ 0,010 41 +3

6. Ay 149,1 £2,2 0,188 + 0,009 33+£2

9. Ay 163,3+1,7 0,243+0,012 35+£1

12. Ay 1684+1,9 0,238 +0,009 36+2

Lp # 24. Ay 150,0£2,3 0,196+0,013 38+3

Baslangi¢ 160,8+19 0,170+ 0,010 4143

6. Ay 1149+2,7 0,203+0,014 33+£1

9. Ay 116,1 £2,9 0,223+ 0,021 40+2

12. Ay 122,6 £3,3 0,281 +0,016 33+4

24. Ay 99,1 + 3,7 0,218 +£0,023 35+6

Baslangic 189,0+0,4 0,178 0,028 44 + 1

6. Ay 179,1 £0,8 0,207 = 0,009 37+1

9. Ay 204,0+1,8 0,301 +0,010 42 £1

12. Ay 189,2+1,2 0,287+ 0,008 41 +£2

Lp #3 24. Ay 1784 +1,5 0,189+0,014 43 +2

Baslangic 189,0+0,4 0,178 0,028 44 + 1

6. Ay 1583+2,8 0,374+0,017 44 + 4

9. Ay 156,0£2,2 0,333 +0,015 49 +2

12. Ay 141,8+1,3 0,370+ 0,023 45+ 4

24. Ay 113,828 0,359+0,018 43 +£5

(n=3, x = SS)

LP ve LP-NIN formiilasyonlarinin uzun dénem stabilitesi degerlendirilmistir.

Tablo 4.15’te ve Sekil 4.17°de sunulan stabilite sonuglari, ti¢ farkli lipozom
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formiilasyonunun (LP, LP-NIN (0,1 puM Nintedanib) ve LP-NIN (0,2 uM
Nintedanib)) 54+3°C'de 24 ay boyunca partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyeli
acisindan degerlendirilmesini igermektedir. Partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyeli
baslangic degerleri referans olarak alimmistir. Sonuglar, LP ve LP-NIN
formiilasyonlarinin 5+3°C'de 24 ay boyunca stabil kaldigin1 ve partikiil boyutu, PDI
ve zeta potansiyeli agisindan istatistiksel olarak anlamli degisiklikler gostermedigini
(p > 0,05) ortaya koymaktadir. Bu durum, bu formiilasyonlarin uzun siireli saklama
kosullarinda fizikokimyasal stabilitelerini koruduklarini ve etken maddenin
korunmasinda basarili olduklarin1 gostermektedir. Tiim formiilasyonlarda stabilitenin
korunmasi, lipozomlarin 5+£3°C  saklama kosulunda etkin bir sekilde
saklanabilecegini ve formiilasyonlarin terapotik etkinliklerini koruyabilecegini

gostermektedir.

Tablo 4.15. LP ve LP-NIN formiilasyon denemelerine ait stabilite sonuglari.

Stabilite Sonuclari
Saklama Zeta

Formiilasyon o Siire (Ay) Partikiil ~ Polidispersite ;
e ) boyutu (nm) indeksi (PDI) FOETEE
(mV)
Baslangic 143,9+54 0,182 +0,024 32+1
3. Ay 151,6+1,9 0,238 + 0,025 30+2
LP 5+3°C
6. Ay 1638+ 1,1 0,272+0,011 30+ 1
24. Ay 1494+0,6 0,183+0,014 32+1
Baslangic 144,5+2,8 0,178 +0,011 30+£2
LP-NIN #1 3. Ay 166,0+1,5 0,228 + 0,009 26+2
0,1 pM 5+3°C
Nintedanib) 6. Ay -(*) -(*) -(*)
24. Ay 1552+0,7 0,185+0,021 30+ 0
Baslangic 126,0+ 0,4 0,189 + 0,008 49+ 2
LP-NIN #2 3. Ay -(*) -(*) -(*)
0,2 pxM 5+3°C
Nintedanib) 6. Ay -(*) -(*) -(*)
24. Ay 142,1+0,8 0,185+ 0,005 40+ 1
(n=3, x = SS)

(*)Belirtilen zaman noktalarinda stabilite numunelerinin analizleri yapilmamuistir.
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Partikiil Boyutu Dagilinm

Sekil 4.17. A) LP, B) LP-NIN (0,1 uM Nintedanib), C) LP-NIN (0,2 uM
Nintedanib) formiilasyonlarina ait partikiil boyutu dagilimi stabilite sonuglari
grafikleri.

N

intedanib ve miR-29b (lipit:miRNA molar oran1 30:1) igeren lipopleks

formiilasyonunun (LP-NIN-miR) stabilitesi, miR-29b igerigini ve stabilitesini
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koruyarak 54+3°C saklama kosulunda bir aya kadar test edilmistir ve sonuglar Tablo

4.16’da sunulmustur.

LP-NIN formiilasyonu 5+3°C’de 24 ay saklanmis ve Nintedanib sizma
stabilitesi agisindan degerlendirilmistir. UV spektrofotometre ile Nintedanib miktar
tayini analiz edilmistir. 5£3°C'de 24 ay sonra, LP-NIN'den Nintedanib sizintisi
%10'dan az olmus ve %8,7 + %0,01 olarak belirlenmistir, bu durum uzun dénem
stabilite icin anlamli bir bozulma veya terapdtik etkinin kaybi olmadan giiglii bir

stabilite oldugunu gostermektedir (p > 0,05).

LP-NIN-miR formiilasyonu 15-25°C, - 20°C + 5°C ve 5+3°C’de 1 ay
saklanmig ve miRNA sizma stabilitesi agisindan agaroz jel elektroforez ve florometre

yontemleri ile degerlendirilmistir. Sonuglar Tablo 4.10 ve Sekil 4.18’de sunulmustur.

Tablo 4.17°de sunulan veriler, LP-NIN-miR formiilasyonunun miR-29b
sizma stabilitesini 25°C, 5+£3°C ve -20°C saklama kosullarinda 1 ay boyunca
korudugunu (miR-29b miktar tayini limit araligi: %95-105) gostermektedir. Tim
saklama kosullarinda  enkapsiilasyon etkinliginde anlamhi  bir degisiklik
gozlenmemistir (p > 0,05), bu durum formiilasyonun miR-29b'yi etkin bir sekilde
enkapsiile ettigini ve saklama siliresi boyunca sizma gostermedigini ortaya
koymaktadir. Bu sonuglar, LP-NIN-miR formiilasyonunun farkli saklama
kosullarinda miR-29b'yi etkin bir sekilde korudugunu ve stabil kaldigim

gostermektedir.

Liyofilize edilip RNaz icermeyen su ile disperse edilen LP-NIN-miR
formiilasyonunun baslangigta partikiil boyutu 84,8 = 0,9 nm, PDI degeri 0,229 +
0,018 ve zeta potansiyeli 47 + 0 mV olarak Ol¢iilmistiir. 14 giin 5+3°C'de
saklandiktan sonra, partikiil boyutu 87,2 £ 0,3 nm, PDI degeri 0,200 + 0,011 ve zeta
potansiyeli 48 = 3 mV olarak belirlenmistir. Bu veriler, formiilasyonun 14 giin
boyunca partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyeli agisindan stabil kaldigini
gostermektedir (p > 0,05).
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Tablo 4.16. LP-NIN-miR (lipit:miRNA molar orani 30:1) formiilasyon
denemesine ait stabilite sonuglari.

Stabilite Sonugclari

. Saklama .. . . .
Formiilasyon o Siire (Giin) Partikiil Polidispersite Zeta}
Kosulu (°C) . . Potansiyel
boyutu (nm) Indeksi (PDI)
(mV)
Baslangi¢ 87,3+ 0,8 0,184 + 0,006 2442
1. Giin 86,1 +0,7 0,192 + 0,009 2440
LP —NIN-miR 5+3°C 4. Giin 81,4+0,3 0,212 £ 0,002 24+ 1
7. Giin 76,0 £ 0,3 0,260 + 0,005 24 +3
30. Giin 79,7 +0,5 0,260 + 0,005 262
(n=3, X £ SS)

Tablo 4.17. LP-NIN-miR formiilasyonuna ait miR-29b sizma stabilitesi
sonugclari.

Saklama Kosulu Enkapsiile edilmis miR-29b

Formiilasyon ©C) Siire (Ay) Miktar Tayini (%)
- 20°C £ 5°C Baslangic % 99,7+ 1,2
l.ay % 96,7+ 7,5
. Baslangic % 99,7+ 1,2
LP —-NIN-miR 5+3°C
l.ay % 100,0 = 3,1
15-25°C Baslangic %99,7+1,2
l.ay %97,3+5,1
(n=3, x £ SS)

Baslangic Enkapstilasyon etkinligi sonuglari

Kontrol PR A T o o
miRNA (5 pM) * 1:1 5:1 10:1 12,5:1 15:1 20:1 : lay lay

Sekil 4.18. LP-NIN-miR formiilasyonuna ait miR-29b miktar tayini stabilite
sonuglart.

4.5. Hiicre Kiiltiirii ve In Vitro IPF Modeli Olusturulmasi

Hiicre kiiltiirii ve in vitro IPF modeli olusturma calismasinda, NIH/3T3
hiicrelerine 96 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda TGF-B1 (5, 10, 15, ve 20
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ng.mL?) uygulanarak fibrozis indiiklenmistir. Bu islem sonrasinda, a-SMA, FBN-1,
ELN, COL1A1, COL4A1 ve COL4A2 genlerinin mRNA ekspresyon seviyeleri RT-
PCR ile olgiilmiistiir. Elde edilen sonuglar, GAPDH gen ekspresyonu kullanilarak

normalize edilmis ve sonuglar Sekil 4.19'da gosterilmistir.

16 - . | Kontrol TGF-B1 (-)
— B TGF-B1 (+) (5 ng/ml)
14 4 TGF-B1 (+) (10 ng/ml)
TGF-B1 (+) (15 ng/ml)
= 1 B TGF-B1 (+) (20 ng/ml)
_E
>5
Q
5 o 10 -
[=
c©
s
£ 2 87 xx
Ze — T
w :oon *
% v 6
e 1
e T
a
<
g 4 .
2 .
O -
a-SMA FBN-1 ELN COL1A1 COL4A1 COL4A2

Sekil 4.19. In vitro idiyopatik pulmoner fibrozis modelinin RT-PCR ile
karakterizasyonu (Kontrol TGF-B1 (-)) elde edilen GAPDH sonuglari, normalizasyon faktérleri
olarak kullanilmigtir (n=3, *: p < 0,05, **: p < 0,01, iki yonlii Student t testi).

RT-PCR sonuglarma goére, a-SMA ve COL1Al genlerinde TGF-p1
konsantrasyonu arttitkca anlamli  bir sekilde gen ekspresyonunun arttig
gozlemlenmistir. Ozellikle 20 ng.mL? TGF-B1 konsantrasyonunda a-SMA ve
COLI1AT1 ekspresyonlari en yiiksek seviyede tespit edilmistir (p < 0,05). ELN gen
ekspresyonunda da benzer bir artig gozlenmis olup, en yliksek konsantrasyonda
anlamli bir yukari regiilasyon oldugu belirlenmistir (p < 0,01). FBN-1 ve COL4A2
gen ekspresyonlarinda da TGF-B1 uygulamasiyla birlikte artis goriilmiis olup, bu
genlerdeki degisiklikler istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0,05). COL4Al

geninde ise TGF-B1 uygulamasi ile belirgin bir artis gozlenmemistir.
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Bu sonuclar, TGF-B1'in NIH/3T3 hiicrelerinde fibrotik belirteg genlerin
ekspresyonunu artirdigini ve boylece IPF'yi in vitro olarak basarili bir sekilde simiile
ettigini gostermektedir. a-SMA, COL1A1 ve ELN gibi fibrotik belirteclerdeki bu
artiglar, in vitro IPF modelinin etkinligini dogrulamakta ve LP-NIN-miR'in IPF'ye

kars1 etkinligini test etmek icin saglam bir temel olusturmaktadir.
4.6. In Vitro Sitotoksisite Calismalari
Sekil 4.20'de c¢ogaltilan NIH-3T3 fare pulmoner fibroblast hiicreleri

goriilmektedir. Mikroskop altinda c¢ekilen bu goriintiide, hiicrelerin morfolojik

ozellikleri ve kiiltiir ortamindaki dagilimlar1 net bir sekilde gézlemlenmistir.

Sekil 4.20. NIH-3T3 fare pulmoner fibroblast hiicrelerine ait mikroskop

goruntuisu.

NIH-3T3 hiicreleri, fibroblast benzeri bir morfolojiye sahip olup, tipik olarak
uzun ve ince uzantilarla karakterizedir. Goriintiide, hiicrelerin birbirleriyle temas
halinde oldugu ve ag benzeri bir yap1 olusturdugu fark edilmektedir. Bu tiir hiicresel

diizenlemeler, fibroblastlarin bag dokusu olusturma ve onarma islevleriyle



89

uyumludur. Hiicrelerin saglikli ve aktif proliferasyon gosterdigi, hiicre kiiltliriiniin
basarili bir sekilde siirdiiriildiigiinii ve deneyler i¢in uygun bir hiicre hatt1 elde

edildigini gostermektedir (282).

Lipozom/lipopleks formiilasyonlarinin  toksisitesi, NIH/3T3 hiicreleri
tizerinde LP, LP-NIN, Serbest Nintedanib, Serbest miR-29b ve LP-NIN-miR'in miR-
29b (0 - 0,5 uM) ve Nintedanib (0 - 0,6 uM) konsantrasyonlar1 kullanilarak
degerlendirilmistir. Hiicre canlilig1 24 saat sonra XTT yontemi ile dl¢iilmiistiir. Sekil
4.21, NIH/3T3 hiicrelerinin farkli formiilasyonlara ve konsantrasyonlara maruz
kaldiktan sonraki canlilik ytlizdelerini gostermektedir. Kontrol grubuna kiyasla, LP,
Serbest miR-29b ve LP-NIN-miR gruplarinda hiicre canliliginda anlamli bir
degisiklik gozlenmemistir (n=3, p > 0,05). Bu durum, bu formiilasyonlarin hiicreler
tizerinde toksik bir etki olusturmadigin1 géstermektedir. Bununla birlikte, Nintedanib
iceren gruplarda belirgin bir hiicre canlilifi azalmasi gozlenmistir. LP-NIN
formiilasyonunda, Nintedanib konsantrasyonu 0,6 uM oldugunda hiicre canlilig
onemli olgiide azalmistir (n=3, p < 0,05). Serbest Nintedanib grubunda ise,
Nintedanib konsantrasyonlar1 0,01 uM (n=3, p < 0,05), 0,3 uM (n=3, p < 0,05) ve
0,6 uM (n=3, p < 0,01) oldugunda hiicre canlilig1 anlamli derecede azalmistir. Bu
sonuglar, serbest Nintedanib'in hiicreler iizerinde daha belirgin bir toksik etki

yarattigini, lipozomal formiilasyonun ise toksik etkisini azalttigini gdstermektedir.

Serbest miR-29b uygulanan hiicrelerde, miR-29b'nin konsantrasyonu 0,5
uM'ye kadar c¢ikarildiginda hiicre canliliginda anlamli bir azalma gézlenmemistir
(n=3, p > 0,05). Bu sonug, serbest miR-29b'nin hiicreler iizerinde toksik bir etkisi
olmadigin1 gostermektedir. LP-NIN-miR formiilasyonuna maruz kalan hiicrelerde de
benzer bir durum gozlenmistir. miR-29b'nin LP-NIN igindeki konsantrasyonu 0,5
uM'ye kadar ¢ikarildiginda hiicre canliliginda anlamli bir azalma olmamstir (n=3, p
> 0,05). Bu durum, LP-NIN-miR formiilasyonunun da hiicreler iizerinde toksik bir
etkisi olmadigmi ve giivenli bir sekilde kullanilabilecegini gdstermektedir. /n vitro
terapotik etkinlik calismalart i¢in, miR-29b'nin 0,2 uM ve Nintedanib'in 0,6 pM
konsantrasyonlar1 secilmistir. Bu konsantrasyonlar, hiicre canliligin1 fazla

etkilemeden yeterli terapotik etkiyi saglamak amaciyla belirlenmistir.
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Sekil 4.21. NIH/3T3 hiicrelerinin canliligi grafigi (n=3, *: p < 0,05, **: p < 0,01, iki yonlii Student t testi).
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4.7. Hiicresel Alim (Transfeksiyon) Calismalari

Hiicresel alimi degerlendirmek i¢in 6-FAM ile isaretlenmis serbest miR-29b
ve LP-NIN-miR formiilasyonlar1 NIH/3T3 hiicrelerine uygulanmistir. Sekil 4.22,
NIH/3T3 hiicrelerine miR-29b'nin LP-NIN-miR araciligiyla hiicre i¢ine aliminin
floresans mikroskobi yoOntemiyle degerlendirilmesini gostermektedir. Kontrol
hiicrelerinde herhangi bir floresan sinyali gézlenmezken, serbest 6-FAM-miR-29b ile
islenen hiicrelerde zayif veya hig¢ floresan sinyali gériilmemistir. Buna karsilik, LP-
NIN-6-FAM-miR ile islenen hiicrelerde belirgin bir 6-FAM floresan sinyali
gozlenmistir, bu da LP-NIN'nin miR-29b'yi etkin bir sekilde hiicre igine transfekte
ettigini gostermektedir. Bu sonuglar, LP-NIN tasiyici sistemlerinin, miR-29b gibi
genetik materyallerin hiicre i¢ine iletilmesinde potansiyel olarak daha etkili oldugunu

dogrulamaktadir.

NIH/3T3 Hiicreleri  6-FAM DAPI Birlestirilmis

6-FAM-miR-29b Hucreleri

LP-NIN-
6-FAM-miR

Sekil 4.22. In vitro NIH/3T3 hiicrelerinde miR-29b'nin  LP-NIN-miR
araciligryla hiicre i¢ine alimmnin degerlendirilmesi (6-FAM: 6-Karboksifloressein, DAPI:
4',6-diamidino-2-fenilindol).
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4.8. In Vitro Terapotik Etkinligin Belirlenmesi

NIH/3T3 hiicreleri 96 saat boyunca 20 ng.mL™? TGF-B1 ile muamele edilmis
ve ardindan 0,2 uM miR-29b ve 0,6 uM Nintedanib ig¢eren serbest Nintedanib,
serbest miR-29b, LP-miR, LP-NIN ve LP-NIN-miR ile 48 saat boyunca inkiibe
edilmistir. RT-PCR ve ELISA analizleri, LP-NIN ve LP-miR'nin fibrotik belirtegleri
MRNA ve protein diizeylerinde serbest formlardan daha etkili bir sekilde
diistirdiigiinii gostermistir. Bu durum lipozomal sistemin terapotik etkinligi artirdigi

gorilmiistiir.

LP-NIN-miR tedavisi, hedeflenen belirteclerin (a-SMA, FBN-1, ELN,
COL1AI1, COL4A1 ve COL4A2) mRNA diizeylerini tiim kontrol gruplarina kiyasla

belirgin sekilde azaltmis ve IPF tedavi potansiyelinin artimi gostermistir (Sekil
4.23).

RT-PCR analizi ile tedavi edilen hiicreler ile model hiicreler arasinda fibrotik
belirteclerin ekspresyon seviyelerinde onemli farkliliklar gozlenmis (a-SMA ve
COLA4A2 i¢in p < 0,01), ELISA analizi ile de LP-NIN-miRnin protein seviyelerini de
onemli Olclide azalttig1 goriilmiistiir (a-SMA, FBN-1, COL1A1 ve COL4A2 igin p <
0,05; ELN ve COL4AL1 igin p <0,01).

Bu bulgular, Nintedanib ve miR-29b'nin lipopleksler araciligiyla basarili bir
sekilde hiicrelerin igerisine tagindigini ve bunlarin birlikte tasinmasiyla IPF

tedavisinde elde edilen aditif anti-fibrotik etkileri vurgulamaktadir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.23. LP-NIN-miR'in in vitro IPF modelinde terapotik etkilerinin RT-PCR ile degerlendirilmesi (n=3) (*: TGF-B1 (+) ile
karsilagtirilmastir., *: p < 0,05, **: p < 0,01) (#: TGF-B1 (-) ile karsilastirilmastir., #: p < 0,05, ##: p < 0,01).
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Sekil 4.24. LP-NIN-miR'in in vitro IPF modelinde terapotik etkilerinin ELISA ile degerlendirilmesi (n=3) (*: TGF-B1 (+) ile

karsilagtirilmastir., *: p < 0,05, **: p < 0,01) (#: TGF-B1 (-) ile karsilastirilmastir., #: p < 0,05, ##: p < 0,01).
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5. TARTISMA

5.1. Lipozomal ila¢ Tasiyic1 Sistemlerin On Formiilasyon Calismalari

Nintedanib ve miR-29b tasiyicili lipit yapili bir ilag tasiyict sistem
formiilasyonu (lipozom/lipopleks) hazirlanabilmesi icin DOTAP, DOPE, CHOL ve
DSPE-mPEG2000 lipitleri segilmistir. On formiilasyon calismalarinda MHF
yonteminin kullanimi, lipozomlarin homojenligini ve stabilitesini artirmada etkili
olmustur. Ayrintili 6n formiilasyon g¢alismalari, organik (etanol) ve sulu fazlar
arasindaki optimum FRR belirlenmesinde 6nemli bir rol oynamistir. Tablo 4.1 ve
Sekil 4.1'de gosterildigi gibi, FRR 1:5 olarak belirlenmesi literatiirde yer alan
mikroakigkanlastirma yoluyla lipozom iiretimi ile ilgili diger yayimlarla uyumludur
(275; 283-288). Bu oran, partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyeli gibi kritik partikiil
ozelliklerinin dengelenmesinde kilit bir rol oynamistir. Bu oranin se¢imi ve iiretim
yontemi, Nintedanib igeren lipozomal formiilasyonlarin kalitesini ve homojenligini

artirarak, farmasotik formiilasyon alanina 6nemli bir katki saglamigtir (169).

5.2. Tasarimla Kalite Yaklasim ile Lipozomal fla¢ Tasiyic1 Sistemlerin

Gelistirilmesi

QbD yaklasimi, nihai iriiniin gilivenligi ve etkinligi g6z Oniinde
bulundurularak QTPP ve CQA tanimlanarak gergeklestirilmistir. QTPP'lerin ve
CQA'larin tanimlanmasi, literatiirdeki diger lipozom formiilasyon calismalariyla
uyumlu olmakla birlikte, Nintedanib yiiklii lipozomlara 6zgii yenilik¢i yonler de
sunmaktadir (289-291). ANOVA sonuglarina goére partikiil boyutu, PDI ve zeta
potansiyeli gibi parametrelerin formiilasyon iizerinde istatistiksel olarak anlamli
etkileri oldugu belirlenmistir (p < 0.0001). Bu sonugclar, formiilasyon degiskenlerinin
lipozomlarin fizikokimyasal 6zellikleri tizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu ve
QbD yaklagimimin formiilasyon optimizasyonunda etkili bir ara¢ oldugunu

gostermektedir (290).



96

3% faktoriyel deney tasarmmi ile farkli molar oranlarda lipitler kullanilarak
lipozom formiilasyonlari optimize edilmistir. MHF yontemi ile mikrofluidizasyon
teknolojisi kullanilarak lipozomlar Ttretilmistir. Bu yontem, diger calismalarda
kullanilan tiretim tekniklerinden 6nemli Olgiide farklidir ve homojen lipozom
partikiilleri iiretme yetenegine sahiptir (292-298). Bu homojenlik, tutarli terapotik

etkinlik ve arttirilmis ilag tasima verimliligi agisindan kritik bir faktordiir.

Bu calismada amag, QbD yaklasimi ile farkli formiilasyon degiskenleri
arasindaki etkilesimleri ayritili matematiksel modellerle genisleterek bu anlayisi
ileriye tagimaktadir. Formiilasyon optimizasyonu i¢in tasarim alaninin kullaniminin,
kontur ve iist iiste bindirme grafikleriyle gosterilmesi stratejisi, literatiirde uzun
stiredir cesitli formiilasyonlar i¢in kullanilmaktadir (289,292,299-302). Bu yaklagim,
Nintedanib iceren lipozomlar i¢in daha Once uygulanmamig olup, c¢aligmamizi
ozellikle anlamli kilmaktadir. Varyans analizi sonuglari, formiilasyon degiskenlerinin
partikiil boyutu dagilimi, PDI ve zeta potansiyeli ilizerinde anlamli etkilere sahip
oldugunu gostermektedir. Bu etkiler, esitlikler ve 3 boyutlu yanit yiizey grafikleri ile
sunulmustur. Partikiill boyutu, PDI ve =zeta potansiyeli iizerindeki etkiler
incelendiginde, DOTAP ve CHOL konsantrasyonlariin arttik¢a partikiil boyutunun
arttig1, DOPE konsantrasyonu arttik¢a ise partikiil boyutunun azaldigi goriilmektedir.
Ayrica, bu bilesenlerin etkilesim terimlerinin de partikiil boyutu lizerinde 6nemli ama
bireysel etkilerden daha kii¢iik etkilere sahip oldugu belirlenmigtir. Lipid
konsantrasyonlari ile partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyeli arasindaki pozitif
korelasyonlar mevcut c¢alismalarla uyumludur (303,304). PDI iizerindeki etkiler
incelendiginde, DOTAP, DOPE ve CHOL konsantrasyonlarinin arttikga PDI'nin
azaldig1 ve partikiillerin homojenliginin arttifi goriilmektedir. Ayrica, etkilesim
terimlerinin de PDI {izerinde kiigiik ama g6z ardi edilemeyecek etkilere sahip oldugu
gozlemlenmistir. Zeta potansiyeli lizerindeki etkiler incelendiginde ise, DOTAP,
DOPE ve CHOL konsantrasyonlarmin arttik¢a zeta potansiyeli ve partikiillerin

stabilitesinin arttig1 belirlenmistir.

Bu tez kapsaminda, tasarim alaninin olusturulmasi ve optimum formiilasyon

degerlerinin belirlenmesi, {iretilen lipozomlarin belirlenen yanit araliklarina uymasini
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saglamak igin kritik adimlar olmustur. Ozellikle, partikiil boyutlarinin 100-150 nm
arasinda degigmesi ve PDI degerinin 0,3'lin altinda olmasi, partikiil boyutunun
homojenligini gostermektedir. Bu boyut araligi, lipozomlarin kan damarlarinda etkin
bir sekilde dolagsmasimi ve akciger Kkapillerlerinde optimum siirede kalmasini
saglamak agisindan Onemlidir. Ayni sekilde, c¢alismamizda elde edilen zeta
potansiyeli degerleri, stabilitenin saglanmasi i¢in belirlenen araliklarla uyumludur,
bu durum tutarli terapétik etkinin saglanmasi i¢in gereklidir. Bu bulgular, akciger
hastaliklarinin tedavisi i¢in gelistirilen intravendz lipozom formiilasyonlarina iliskin
literatiirdeki standartlarla uyumludur (305-307). DOTAP:DOPE:CHOL:DSPE-
mPEG2000 lipitlerinin 10:1:10:1 molar oranlarinda kullanildigr formiilasyon
optimum olarak belirlenmistir. Optimum lipozom formiilasyonu ile Nintedanib ve

miR-29b enkapsiilasyonu ¢alismalar1 ger¢eklestirilmistir.

5.3. Lipopleks Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Lipopleks formiilasyonlarinin hazirlanmasinda kullanilan yontemler, partikiil
boyutu, PDI ve zeta potansiyeli gibi kritik parametrelerin optimize edilmesine
yardimc1 olmustur. Bu tez kapsaminda kullanilan karakterizasyon yontemleri, TEM,
DLS, UV spektroskopisi, agaroz jel elektroforezi ve florometri gibi, diger lipozom
formiilasyon arastirmalarinda da yaygin olarak kullanilmaktadir (248,308-311). Bu
yontemler, lipozomlarin ¢ift tabakali yapisin1 ve homojen partikiil boyutu dagilimini

dogrulamustir.

5.3.1. Lipoplekslerin Partikiil Boyutu, Partikiil Boyutu Dagilimi ve Zeta

Potansiyeli Tayini

LP formiilasyonu, biiyiik partikiil boyutuna (143,9 + 5,4 nm) ve diisiik PDI
degerine (0,182 + 0,024) sahip olup, stabil bir yap1 gosterir. LP-NIN formiilasyonu
ise daha kiigiik partikiil boyutuna (126,0 £ 0,4 nm) ve oldukca yiiksek bir zeta
potansiyele (49 + 2 mV) sahiptir. LP-miR formiilasyonu, en kiigiik partikiil boyutuna
(95,6 + 0,9 nm) sahiptir ve yeterli stabilite saglar (28 = 1 mV). Son olarak, LP-NIN-

miR formiilasyonu i¢in elde edilen 87,3 + 0,9 nm'lik partikiil boyutu, lipozomlarin



98

biyolojik bariyerleri asabilmesi ve hiicresel diizeyde etkili olabilmesi i¢in uygun bir
boyutta oldugunu gostermektedir. PDI degerinin 0,184 =+ 0,003 olmasi,
formiilasyonun dar bir partikiil boyutu dagilimina sahip oldugunu ve homojenite
acisindan oldukea iyi bir profil sergiledigini ortaya koymaktadir. Zeta potansiyeli
degeri ise +24 + 1 mV olarak belirlenmis olup, bu deger lipozomlarin yiliksek
stabiliteye sahip oldugunu ve elektrostatik olarak kararli bir yapi olusturdugunu
gostermektedir. Bu pozitif zeta potansiyeli, lipozomlarin biyolojik ortamlarda uzun
siire kararli kalmasina ve hedef hiicrelerle etkilesime girme potansiyeline sahip

olmasina katk1 saglamaktadir (312).

Lipozom/lipopleks formiilasyonlarinin uzun siireli stabilitesini saglamak i¢in
liyofilizasyon (dondurarak kurutma) yapilabilir (277). Liyofilizasyon, su igerigini
uzaklagtirarak partikiillerin bozulmasint Onler ve bdylece raf Omriinii uzatir.
Kriyoprotektanlar ise liyofilizasyon siirecinde kullanilan koruyucu maddelerdir.
Kriyoprotektanlar (6rnegin, trehaloz ve mannitol), lipozom/lipopleks partikiillerinin
donma ve kurutma sirasinda yapisal biitiinliigiinii korur, partikiill boyutunun ve
homojenligin korunmasina yardimci olur. Bu durum, yeniden disperse edildiklerinde

formiilasyonlarin etkinligini ve biyoyararlanimini siirdiirmesini saglar (313).

LP-NIN-miR formiilasyonunun liyofilizasyon caligmalar1 i¢in literatiirde en
cok kullanilan kriyoprotektanlar olarak trehaloz ve mannitol se¢ilmistir (278). Farkli
lipid:kriyoprotektan  agirlik oranlarinda hazirlanan liyofilize LP-NIN-miR
formiilasyonlari, 1xsiRNA tamponunda dagitilarak partikiil boyutu dagilimi analiz
edilmistir. Sekil 4.14'te gosterildigi tizere, kontrol grubu olan liyofilize edilmemis
LP-NIN-miR formiilasyonu, 87,3 + 0,9 nm partikiil boyutuna ve 0,2’den daha diisiik
PDI degerine sahiptir. Kriyoprotektan icermeyen liyofilize formiilasyonlar, kontrol
grubuna kiyasla daha biiyiik ve heterojen partikiil boyutu dagilimi gostermistir. Zeta
potansiyeli acisindan, liyofilize edilmemis LP-NIN-miR formiilasyonu ile liyofilize
edilmis formiilasyonlar arasinda anlamli bir fark bulunmamstir (p > 0,05). Liyofilize
edilen formiilasyonlarda, 1:12 (a/a) lipid:trehaloz orani ile kontrol grubuna en yakin

ve en kiiciik partikiil boyutu (84,8 = 0,9 nm) ve PDI < 0,3 ile en homojen partikiil
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dagilimi elde edilmistir. Bu nedenle, partikiil boyutu ve PDI agisindan optimum

sonuglar veren 1:12 (a/a) lipid:trehaloz orani tercih edilmistir.

Bu veriler, trehalozun liyofilizasyon siirecinde kriyoprotektan olarak etkili
oldugunu ve LP-NIN-miR formiilasyonlarinin partikiil boyutu ve homojenligini
korudugunu gostermektedir. Kriyoprotektan igermeyen formiilasyonlar daha biiyiik
ve heterojen partikiil dagilimi sergilerken, trehaloz kullanimi partikiil stabilitesini
artirmistir. Zeta potansiyelinde onemli bir degisiklik olmamasi, formiilasyonlarin
elektrostatik = stabilitesinin korundugunu ve uzun siireli saklama kosullarinda
fizikokimyasal 6zelliklerini muhafaza ettigini gostermektedir. Bu bulgular, 1:12 (a/a)
lipid:trehaloz oraninin LP-NIN-miR formiilasyonlarinin stabilitesini optimize etmek

icin en uygun oran oldugunu ortaya koymaktadir.

5.3.2. Lipoplekslerin Morfolojik Degerlendirilmesi

TEM goriintiileri, LP-NIN-miR formiilasyonunun partikiil boyutunun
dagilimim1 ve yapisal Ozelliklerini net bir sekilde ortaya koymustur. Sekil 4.10'da
goriildigi tizere, LP-NIN-miR partikiilleri homojen bir dagilim sergilemektedir ve
farkli Olgeklerde (500 nm ve 200 nm) yapilan incelemelerde partikiillerin
boyutlarinin birbirine yakin oldugu ve DLS yontemi ile 6l¢iilen partikiil boyutu (87,3
+ 0,9 nm) degeri ile benzer oldugu gozlemlenmistir. Sekil 4.11'de sunulan TEM
goriintlisti, LP-NIN-miR partikiillerinin bilamellar (¢ift tabakali) bir yapiya sahip
oldugunu gostermektedir. Bu ¢ift tabakali yapi, lipozomlarin etkin bir ilag tasiyict
sistemi olarak kullanilmasini saglayan temel bir Ozellik olup, miR-29b'nin
kapsiillendigi hidrofilik ¢ekirdegi koruyan lipid ¢ift tabakasini icermektedir. Bu yapz,
lipozomlarin stabilitesini artirmakta ve enkapsiile edilen maddelerin kontrollii

salimini saglamaktadir (314).

5.3.3. Nintedanib Miktar Tayini ve Analiz Yontemi Validasyonu

Nintedanib’in UV spektrofotometrik analiz yontemi ile yapilan miktar tayini

ve analiz yontemi validasyonu sonuglari, yontemin dogrulugunu, kesinligini ve
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giivenilirligini acikca ortaya koymaktadir. Calismada belirlenen dalga boyu olan 393
nm, Nintedanib icin spesifik bir dalga boyu olarak tespit edilmistir. Bu dalga
boyunda Nintedanib'in en yiiksek absorbans degerine sahip oldugu gézlemlenmis ve
bu durum, Nintedanib'in UV spektrofotometrik analizlerinde giivenilir bir referans

noktasi olarak kullanilabilecegini gostermektedir (279).

Kalibrasyon egrisinden elde edilen y = 0,1133x — 0,0145 dogrusal denklemi
ve 0,9989 gibi yiiksek bir R? degeri, Nintedanib’in konsantrasyonu ile absorbans
arasinda giiglii  bir dogrusal iliski oldugunu dogrulamaktadir. Cesitli
konsantrasyonlardaki Nintedanib ¢ozeltileri ile yapilan analizlerde, % geri kazanim
degerlerinin %98,67 ile %100,07 arasinda degismesi ve % BSS degerlerinin %2 nin

altinda kalmasi, yontemin dogrulugunu kanitlamaktadir. Bu veriler, yontemle yapilan

miktar tayinlerinin dogru ve giivenilir oldugunu gostermektedir.

Tekrar edilebilirlik ve tekrar elde edilebilirlik calismalari, yontemin yiiksek
kesinlik sagladigini gostermektedir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltilerle
yapilan analizlerde, % VK degerlerinin %2’nin altinda kalmasi, yontemin hem ayni
giin i¢inde hem de farkl giinlerde yapilan analizlerde tutarli sonuglar verdigini ortaya
koymaktadir. Ozellikle, Nintedanib’in 5 pg.mL™? konsantrasyonunda hazirlanan
cozeltisinin farkli analistler ve farkli giinlerde yapilan analizlerinde elde edilen
sonuglarin benzer olmasi, yontemin tekrarlanabilirliginin ve giivenilirliginin yiiksek

oldugunu gostermektedir.

LOD (0,422 pg.mL™) ve LOQ (1,28 pg.mL™?) degerlerinin, kalibrasyon
egrisindeki en diisiik konsantrasyon degerinden (0,5 pg.mL™) daha diisiik olmas,
yontemin yiksek duyarhiliga sahip oldugunu gostermektedir. Bu degerler,
Nintedanib’in ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile gilivenilir bir sekilde tespit

edilebilecegini ve miktar tayininin yapilabilecegini kanitlamaktadir.

Nintedanib'in 393 nm dalga boyunda gosterdigi belirgin pik, bu dalga
boyunun Nintedanib i¢in spesifik oldugunu ve diger formiilasyon bilesenlerinin

(DOTAP, DOPE, CHOL, DSPE-mPEG 2000) bu dalga boyunda herhangi bir girisim
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yapmadigini ortaya koymaktadir. Bu bulgu, Nintedanib’in UV spektrofotometrik
analizlerinde gilivenilir bir sekilde tespit edilebilecegini ve formiilasyondaki diger

bilesenlerin analiz sonuglarini etkilemedigini gostermektedir.

Sonug olarak, Nintedanib’in UV spektrofotometrik analiz yontemi ile yapilan
bu validasyon c¢aligmalari, yontemin dogruluk, kesinlik, duyarlibik ve 06zgiillik
acisindan yiiksek performans sergiledigini ortaya koymaktadir. Bu veriler, yontemin
Nintedanib’in miktar tayini i¢in uygun ve giivenilir bir segenek oldugunu

dogrulamaktadir.

5.3.4. Nintedanib Enkapsiilasyon Etkinliginin Degerlendirilmesi

Nintedanib’in lipozom i¢inde enkapsiilasyon etkinligini degerlendirmek
amaciyla yapilan c¢alismada elde edilen sonuglar, Nintedanib'in belirli
konsantrasyonlarda yiiksek verimle enkapsiile edilebildigini ortaya koymaktadir.
Ozellikle LP-NIN #1 ve LP-NIN #2 formiilasyonlari, sirasiyla 0,1 uM ve 0,2 uM
teorik Nintedanib konsantrasyonlarinda hazirlanmis olup, her iki formiilasyonda da
%EE yaklagik %100 olarak bulunmustur (sirasiyla %99,8 + %0,03 ve %99,9 +
%0,1). Bu durum, Nintedanib’in bu konsantrasyonlarda lipozomlara oldukg¢a yiiksek

bir etkinlikle enkapsiile edilebildigini gostermektedir.

Bununla birlikte, LP-NIN #3 formiilasyonu, 0,3 uM teorik Nintedanib
konsantrasyonunda %83,5 + %1,2 gibi daha diisiik bir %EE degeri sergilemistir. Bu
diisiis, lipozomlarm belirli bir konsantrasyonun iizerinde Nintedanib'i kapsiilleme
kapasitesinin azaldigin1 ve yliksek konsantrasyonlarda bir doygunluk noktasina
ulasildigini gostermektedir. Bu bulgu, Nintedanib'in lipozomlara etkin bir sekilde
enkapsiile edilmesi icin optimum konsantrasyonun segilmesi gerektigini

vurgulamaktadir.

Sonraki caligmalar icin LP-NIN #2 formiilasyonu, optimum Nintedanib
konsantrasyonu olarak belirlenmistir. Bu formiilasyon, %99.,9 + %0,1 gibi yiiksek bir

%EE sunarken, ayni zamanda partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyel gibi
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fizikokimyasal parametreler acisindan da belirlenen limitler dahilinde uygun
sonuglar vermistir. LP-NIN #2 formiilasyonu, Nintedanib’in daha yiiksek bir
miktarin1 enkapsiile edebilme kapasitesi nedeniyle tercih edilmistir. Bu nedenle,
Nintedanib ve miR-29b i¢eren LP-NIN-miR formiilasyonu, 0,2 uM Nintedanib

konsantrasyonu kullanilarak hazirlanmistir.

Nihai  LP-NIN-miR  formiilasyonu, 0,2 uM teorik Nintedanib
konsantrasyonunda 9%99,8 + %0,08 enkapsiilasyon etkinligi géstermistir. Bu sonug,
Nintedanib’in miR-29b ile birlikte lipozomlara yiiksek verimle enkapsiile
edilebildigini ve miR-29b'nin Nintedanib'in enkapsiilasyon etkinligi {izerinde
olumsuz bir etkisinin olmadigini ortaya koymaktadir. Bu %EE degeri, literatiirde yer
alan diger Nintedanib i¢eren lipozomal formiilasyon ¢alismalarindan daha ytiksektir
(292,293). Bu bulgular, lipozomlarin Nintedanib ve miR-29b gibi terapotik
maddelerin etkin bir sekilde tasinmasinda ve korunmasinda etkin bir tasiyici sistem

olarak kullanilabilecegini gdstermektedir.

5.3.5. miR-29b Enkapsiilasyon Etkinliginin Degerlendirilmesi

Florometre ve agaroz jel elektroforez yontemleri ile miR-29b’nin lipozomal
tasiyic1 sistemlerde basarili bir sekilde enkapsiile edildigini ve serbest formlarina
kiyasla kontrollii salim sagladigin1 gostermistir. Agaroz jel elektroforez analizinde
miR-29b'nin enkapsiilasyon etkinligi %100 olarak gdzlenmistir. Bu sonug, literatiirde
yer alan diger miR-29b igeren lipozomal formiilasyon ¢alismalarindan daha yiiksektir
(315). Bu yiiksek enkapsiilasyon verimliligi, terapotik maddelerin biiyiik bir kisminin
lipozomlar i¢inde kapsiillenmesini saglayarak ila¢ tagima sistemimizin etkinligini

artirmaktadir.
5.3.6. Lipoplekslerden in vitro Nintedanib ve miR-29b Salim Cahsmalari
Nintedanib ve/veya miR-29b igeren lipozom/lipopleks formiilasyonlart ile

diyaliz membran yontemi kullanilarak in vitro salim g¢alismasi gergeklestirilmistir.

Gelistirilen lipozom/lipopleks formiilasyonunun, hi¢ ani salim etkisi (burst effect)
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olmadan Nintedanib etken maddesinin ve miR-29b’nin 72 saat boyunca kontrollii
salimini1 sagladigi gozlenmistir. Bu bulgular, lipozomal tasiyici sistemlerin ilag ve
gen tasima kapasitesini artirarak terapotik  etkinliklerini  optimize ettigini

gostermektedir (316).

5.4. Stabilite Calismalari

Lipozom ve lipopleks formiilasyonlariin farkli saklama kosullarinda (5+3°C
ve 25°C) stabiliteleri degerlendirilmis ve partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyeli
acisindan anlamli degisiklikler goézlenmemistir. Bu, formiilasyonlarin uzun siireli
saklama kosullarinda fizikokimyasal stabilitelerini korudugunu gostermektedir.
Stabilite calismalarmin sonuglari, lipozomlarin uzun siireli saklama kosullarinda
terapotik etkinliklerini koruyabilecegini ve gilivenli bir sekilde kullanilabilecegini
dogrulamaktadir. Diger ¢alismalar (292-294,296,297), sinirli saklama siireleri i¢in
Nintedanib yiiklii lipozomal formiilasyonlarin benzer stabilite profillerini
gostermistir. Ancak, genisletilmis stabilite degerlendirmelerimiz, uzun siireli
farmasotik uygulamalar i¢in olaganiistlii bir dayanmiklilik gostermektedir. Bu bulgu,
farmasotik tirtinlerin gelistirilmesinde 6nemli bir faktor olan uzun raf émrii ve tutarh

terapotik etkinlik potansiyelini vurgulamaktadir (317).

Liyofilize edilip RNaz icermeyen su ile disperse edilen LP-NIN-miR
formiilasyonunun baslangigta partikiil boyutu 84,8 = 0,9 nm, PDI degeri 0,229 +
0,018 ve zeta potansiyeli 47 + 0 mV olarak Ol¢iilmistiir. 14 giin 5+3°C'de
saklandiktan sonra, partikiil boyutu 87,2 + 0,3 nm, PDI degeri 0,200 = 0,011 ve zeta
potansiyeli 48 = 3 mV olarak belirlenmistir. Bu veriler, formiilasyonun 14 giin
boyunca partikiill boyutu, PDI ve =zeta potansiyeli agisindan stabil kaldigim
gostermektedir (p > 0,05).

Bu sonuglar, liyofilizasyon isleminin ve kullanilan kriyoprotektanlarin,
lipozom/lipopleks partikiillerinin uzun siireli stabilitesini korumada etkili oldugunu
dogrulamaktadir. Partikiil boyutunda gozlemlenen minimal artis ve PDI degerindeki

hafif diisiis, partikiillerin homojenligini ve yapisal biitiinliigiinii korudugunu
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gostermektedir. Ayrica, zeta potansiyelindeki degisikliklerin istatistiksel olarak
anlamli olmamasi, partikiillerin kolloidal stabilitesinin korundugunu ve uzun siireli
depolama kosullarinda bile etkinligini stirdiirebilecegini gostermektedir. Bu bulgular,
LP-NIN-miR formiilasyonlarinin farmasotik uygulamalar i¢in giivenilir ve etkili bir

tasgtyict sistem oldugunu ortaya koymaktadir.

5.5. Hiicre Kiiltiirii ve /n Vitro iPF Modeli Olusturulmasi

Hiicre kiiltiirii ve in vitro IPF modeli olusturma calismasinda, NIH/3T3
hiicrelerine 96 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda TGF-B1 (5, 10, 15, ve 20
ng.mL‘l) uygulanarak fibrozis indiiklenmistir. Bu siire¢ sonunda a-SMA, FBN-1,
ELN, COL1A1, COL4Al ve COL4A2 genlerinin mRNA ekspresyon seviyeleri
Olgiilmistir. RT-PCR sonuglari, a-SMA ve COL1A1l genlerinde TGF-B1
konsantrasyonu arttik¢a gen ekspresyonunun anlamli sekilde arttigini gostermektedir
(p < 0,05). Ozellikle 20 ng.mL* TGF-B1 konsantrasyonunda a-SMA ve COL1A1
ekspresyonlari en yiiksek seviyeye ulagsmistir (p < 0,05). Bu durum, TGF-B1'in giiclii
bir fibrotik indiikleyici oldugunu dogrulamaktadir. 20 ng.mL™* TGF-B1 kullanimi,
hiicrelerin maksimum fibrotik yaniti gostermesini saglamak amaciyla tercih

edilmistir.

ELN gen ekspresyonunda da benzer bir artis gézlemlenmis olup, en yiiksek
TGF-B1 konsantrasyonunda anlamli bir yukari regiilasyon tespit edilmistir (p < 0,01).
FBN-1 ve COL4A2 gen ekspresyonlarinda da TGF-B1 uygulamasiyla birlikte artis
gozlemlenmis ve bu degisiklikler istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0,05).
COL4AL geninde ise TGF-B1 uygulamasi ile belirgin bir artig gdzlenmemistir, bu

durum TGF-B1'in bu gen tizerindeki etkisinin sinirlt olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu sonuglar, TGF-B1'in NIH/3T3 hiicrelerinde fibrotik belirte¢ genlerin
ekspresyonunu artirarak, in vitro IPF modelinin etkin bir sekilde olusturuldugunu
gostermektedir. a-SMA, COL1A1 ve ELN gibi kritik fibrotik belirteclerdeki artislar,
in vitro modelin fibrozis siirecini dogru bir sekilde yansittigini dogrulamaktadir. Bu
sonuclar, TGF-B1'in NIH/3T3 hiicrelerinde fibrozisi indiikledigini ve IPF'yi in vitro
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olarak basarili bir sekilde simiile ettigini gostermektedir. Bu model, LP-NIN-miR'in

IPF'ye kars1 etkinligini test etmek icin saglam bir temel olusturmaktadir (318).

5.6. In Vitro Sitotoksisite Calismalari

In vitro sitotoksisite calismasinda, NIH/3T3 fare pulmoner fibroblast
hiicrelerinin  ¢esitli  lipozom/lipopleks formiilasyonlarina ve serbest terapotik
maddelere maruz birakilarak canlilik oranlarinin degerlendirilmesi amaglanmistir.
Hiicreler, LP, LP-NIN, serbest Nintedanib, serbest miR-29b ve LP-NIN-miR gibi
farkli formiilasyonlar ve bu formiilasyonlarin degisen konsantrasyonlar1 ile inkiibe

edilmistir. Canlilik oranlar1, XTT yontemi kullanilarak 24 saat sonunda 6l¢giilmiistiir.

Sonuglara gore, LP, serbest miR-29b ve LP-NIN-miR gruplarinda kontrol
grubuna kiyasla hiicre canliliginda anlamli bir degisiklik gozlenmemistir (n=3, p >
0,05). Bu sonuglar, bu formiilasyonlarin hiicreler iizerinde toksik bir etki
yaratmadigmi ve hiicre canliligimi etkilemedigini gostermektedir. Buna karsilik,
Nintedanib igeren gruplarda belirgin bir hiicre canliligi azalmas1 gozlenmistir. LP-
NIN formiilasyonunda, Nintedanib konsantrasyonu 0,6 uM oldugunda hiicre canliligi
onemli dl¢iide azalirken (n=3, p < 0,05), serbest Nintedanib grubunda 0,01 uM (n=3,
p < 0,05), 0,3 uM (n=3, p < 0,05) ve 0,6 uM (n=3, p < 0,01) konsantrasyonlarinda
hiicre canliliginda anlamli derecede azalma tespit edilmistir. Bu bulgular, serbest
Nintedanib'in hiicreler {izerinde daha belirgin bir toksik etki yarattigini, lipozomal

formiilasyonun ise bu toksik etkiyi azalttigin1 géstermektedir.

Ayrica, serbest miR-29b ve LP-NIN-miR formiilasyonlari ile inkiibe edilen
hiicrelerde, miR-29b'min konsantrasyonu 0,5 uM'ye kadar ¢ikarildiginda hiicre
canliliginda anlamli bir azalma gozlenmemistir (n=3, p > 0,05). Bu, miR-29b'nin
serbest formda ve lipozomal formiilasyon iginde hiicreler iizerinde toksik bir

etkisinin olmadigin1 géstermektedir.

Bu veriler, LP ve LP-NIN-miR formiilasyonlarinin hiicreler tizerinde toksik

etkisinin olmadigin1 ve giivenli bir sekilde kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.
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Serbest Nintedanib'in hiicre canlilifini belirgin sekilde azaltmasi, serbest formdaki
ilacin toksik etkisini gosterirken, lipozomal formiilasyonun bu etkiyi azaltmasi,
lipozomlarin terapotik ajanlarin glivenligini ve etkinligini artirmada 6nemli bir rol

oynadigimi gostermektedir (83,293).

Bu c¢alisma, lipozom/lipopleks sistemlerinin ilag tasima ve gen tedavisi
uygulamalarinda potansiyelini ortaya koymaktadir. Lipozomlar, ilacin kontrollii
salinimini saglayarak ve hiicrelere olan toksik etkilerini azaltarak, terapotik etkinligi
optimize etmistir. /n vitro terapotik etkinlik ¢alismalari i¢in miR-29b'nin 0,2 uM ve
Nintedanib'in 0,6 uM konsantrasyonlarinin se¢ilmesi, hiicre canliligin1 fazla

etkilemeden yeterli terapdtik etki saglama hedefini desteklemektedir.

5.7. Hiicresel Alim (Transfeksiyon) Calismalar:

Hiicresel alim1 degerlendirmek amaciyla 6-FAM ile isaretlenmis serbest miR-
29b ve LP-NIN-miR formiilasyonlart NIH/3T3 hiicrelerine uygulanmistir. Sekil 4.22,
NIH/3T3 hiicrelerine miR-29b'nin LP-NIN-miR araciligiyla hiicre i¢ine aliminin
floresans mikroskobi yoOntemiyle degerlendirilmesini gostermektedir. Kontrol
hiicrelerinde herhangi bir floresan sinyali gézlenmezken, serbest 6-FAM-miR-29Db ile
islenen hiicrelerde zayif veya hi¢ floresan sinyali goriilmemistir. Buna karsilik, LP-
NIN-6-FAM-miR ile islenen hiicrelerde belirgin bir 6-FAM floresan sinyali
gozlenmistir. Bu, LP-NIN-miR'in miR-29b'yi etkin bir sekilde hiicre igine transfekte

ettigini géstermektedir.

Bu sonuglar, LP-NIN-miR tasiyici sistemlerinin genetik materyallerin hiicre
i¢ine iletilmesinde serbest formdan daha etkili oldugunu dogrulamaktadir. Serbest 6-
FAM-miR-29b'in diisiik veya hi¢ floresan sinyali vermemesi, serbest formun hiicre
icine alim etkinliginin diisiik oldugunu gostermektedir. Buna karsilik, LP-NIN-6-
FAM-miR ile islenen hiicrelerde giiglii bir floresan sinyali gézlenmesi, lipozomal
formiilasyonun miR-29b'min  hiicre igine tasinmasinda istlin = oldugunu

kanitlamaktadir.
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LP-NIN-miR tasiyic1  sistemlerinin  etkinligi, miR-29b gibi genetik
materyallerin hiicre i¢ine basarili bir sekilde iletilmesiyle terapdtik uygulamalarda
biiyiik bir potansiyele sahip oldugunu gostermektedir. Bu ¢alisma, LP-NIN-miR'in
gen terapisi ve ila¢ tasima sistemlerinde kullanilabilirligini destekleyen Onemli
veriler sunmaktadir. Ayrica, floresans mikroskobi ile elde edilen bu sonuglar, LP-
NIN-miR sistemlerinin gen tasima etkinligini artirarak terapotik etkinliklerini

optimize edebilecegini gostermektedir.

5.8. In Vitro Terapétik Etkinligin Belirlenmesi

IPF tedavisinde gelistirilen lipopleks formiilasyonunun terapotik etkinligi,
IPF modellemesinde yaygin olarak kullanilan NIH/3T3 fare fibroblast hiicreleri (319-
323) ile yapilan in vitro IPF model ¢alismalar1 ile gosterilmistir. NIH/3T3 hiicreleri
96 saat boyunca 20 ng.mL? TGF-pI ile muamele edilerek fibrotik bir model
olusturulmus ve ardindan 0,2 pM miR-29b ve 0,6 uM Nintedanib igeren serbest
Nintedanib, serbest miR-29b, LP-miR, LP-NIN ve LP-NIN-miR ile 48 saat boyunca
inkiibe edilmistir. RT-PCR ve ELISA analizleri, LP-NIN ve LP-miR'nin fibrotik
belirtecleri mRNA ve protein diizeylerinde serbest formlardan daha etkili bir sekilde
disiirdiigiinii  gostermistir. Bu durum, lipozomal sistemin terapdtik etkinligini

artirdigin1 ortaya koymaktadir.

LP-NIN-miR tedavisi, hedeflenen belirteglerin (a-SMA, FBN-1, ELN,
COL1A1, COL4Al ve COL4A2) (320,324,325) mRNA diizeylerini tiim kontrol
gruplarina kiyasla belirgin sekilde azaltmis ve IPF tedavi potansiyelinin arttigini
gostermistir. RT-PCR analizine gore, tedavi edilen hiicreler ile model hiicreler
arasinda fibrotik belirteclerin ekspresyon seviyelerinde oOnemli farkliliklar
gozlenmistir. Ozellikle 0-SMA ve COL4A2 igin p < 0,01 diizeyinde anlaml
farkliliklar tespit edilmistir. ELISA analizinde de LP-NIN-miR'in protein seviyelerini
Oonemli Olciide azalttig goriilmiistiir; a-SMA, FBN-1, COL1A1 ve COL4A2 igin p <
0,05, ELN ve COL4A1 i¢in p < 0,01 diizeyinde anlaml1 azalmalar gozlenmistir.
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Bu bulgular, Nintedanib ve miR-29b'nin lipopleksler araciligiyla basarili bir
sekilde hiicrelerin icerisine tasindigini ve birlikte tasinmasiyla IPF tedavisinde aditif
anti-fibrotik etkiler elde edildigini vurgulamaktadir. LP-NIN ve LP-miR'in, gen ve
ilag tasima kapasiteleri ile terapdtik etkinliklerini artirarak hiicre igi fibrotik stiregleri

inhibe etmede 6nemli rol oynadig goriilmiistiir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, IPF tedavisinde yenilikgi bir yaklasim olarak Nintedanib
ve MiR-29b'min birlikte kullanildigi lipozomal ilag tasiyici sistemlerin gelistirilmesi,
karakterizasyonu ve etkinliginin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu amag
dogrultusunda, QbD yaklagimi kullanilarak lipozom formiilasyonlar1 optimize

edilmistir.

On formiilasyon calismalari, partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyeli gibi
kritik kalite Ozelliklerinin belirlenmesinde Onemli rol oynamistir. ANOVA
sonuclarina gore, formiilasyon degiskenlerinin bu parametreler {izerinde istatistiksel
olarak anlamli etkileri oldugu belirlenmistir. Mikroakiskanlastirma teknolojisi
kullanilarak hazirlanan lipozomlarin partikiil boyutlarmin 100-150 nm araliginda ve
PDI degerlerinin 0,3'in altinda oldugu tespit edilmistir. Bu boyut araligi,
lipozomlarin kan damarlarinda etkili bir sekilde dolasabilmesi ve akciger
kapillerlerinde optimum siire boyunca kalabilmesi igin kritik 6neme sahiptir. Elde
edilen zeta potansiyeli degerleri, lipozomlarin stabilitesinin yiiksek oldugunu ve

terapotik etkinligin tutarli bir sekilde saglanabilecegini gostermektedir.

Calismada kullanllan TEM ve DLS gibi karakterizasyon ydntemleri,
lipozomlarin  bilamellar yapistm1  ve homojen partikiill boyutu dagilimim
dogrulamistir. UV spektroskopisi, agaroz jel elektroforez ve florometre yontemleri
ile yapilan enkapsiilasyon etkinligi 6lgiimleri, Nintedanib ve miR-29b icin yiiksek
enkapsiilasyon verimliligi gostermistir. Bu sonuglar, gelistirilen lipozomlarin ilag
tasima kapasitesinin yiiksek oldugunu ve tedavi edici maddelerin etkin bir sekilde

taginabildigini gostermektedir.

Stabilite ¢alismalar1, lipozomlarin uzun siireli saklama kosullarinda stabil
kaldigin1 ve kontrollii ilag salinim profilleri sergiledigini ortaya koymustur. Bu,

farmasotik uygulamalarda uzun raf 6mrii ve siirekli terapétik etkinlik i¢in gereklidir.
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In vitro IPF modeli kullanilarak yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismalari, LP-NIN-
miR formiilasyonunun fibrotik belirtegleri mRNA ve protein diizeyinde anlamli
derecede diisiirdligiinii gostermistir. Sitotoksisite ve hiicresel alim ¢alismalari, miR-
29b'nin biyouyumlulugunu ve etkin taginimini dogrulamistir. LP-NIN-miR ile tedavi
edilen hiicrelerde gozlemlenen aditif anti-fibrotik etkiler, Nintedanib ve miR-29b'nin
birlikte kullanimmin IPF tedavisinde bireysel maddelere gore iistiin terapdtik

faydalar sundugunu gostermektedir.

Bu tez kapsaminda yapilan ¢aligmalar sonucunda Onerilebilecek calismalar

asagida sunulmustur:

- In vitro calismalarda elde edilen olumlu sonuglar, gelistirilen lipozomal
formiilasyonlarin klinik denemelerde test edilmesini gerektirmektedir. Klinik
aragtirmalar, formiilasyonun insan hastalar {izerindeki etkinligini ve
giivenligini belirlemek i¢in kritik 6neme sahiptir.

- miR-29b'nin yam sira diger miRNA'larin da IPF tedavisindeki potansiyel
etkinlikleri arastirilmalidir. Farkli miRNA'larin kombinasyonlari, hastaligin
tedavisinde daha etkili sonuglar verebilir.

- Farkli lipit kombinasyonlar1 ve enkapsiilasyon yontemleri kullanilarak
formiilasyonlarin  optimizasyonu ve varyasyonlar1 incelenmelidir. Bu,
tedaviye spesifik ihtiyaglara gore uyarlanmis esnek ve etkin tasiyict
sistemlerin gelistirilmesine olanak taniyabilir.

- Formiilasyonlarin uzun vadeli stabilite caligmalarinin genis kapsamli olarak
yapilmasi, raf dmriiniin ve etkinligin korunmasi agisindan 6nemlidir.

- Oral, inhalasyon veya transdermal gibi farkli dozaj formlariin gelistirilmesi,
Nintedanib ve miR-29b'nin uygulanabilirligini artirabilir ve hastalarin
tedaviye uyumunu kolaylagtirabilir.

- Hedeflendirilmis ilag¢ tasiyici sistemleri gelistirilerek lipozomlarin spesifik
akciger dokularina yonlendirilmesi saglanabilir. Bu, ilaglarin etkinligini

artirirken yan etkileri minimize edebilir.
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Bu oneriler dogrultusunda yapilacak calismalar, IPF tedavisinde daha etkili
ve giivenilir terapdtik stratejilerin gelistirilmesine katki saglayacaktir. Bu tez, IPF
gibi zor tedavi edilen hastaliklar i¢in yenilik¢i yaklasimlarin arastirilmasi ve

uygulanmasi agisindan 6nemli bir adim teskil etmektedir.
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