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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi
bir kismini, basilt (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla
kullanima agma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle
Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri miilkiyet haklarim bende
kalacak, tezimin tamaminin ya da bir béliimiiniin gelecekteki ¢alismalarda (makale,
kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 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 almarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim
etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik
Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erigime Acilmasina Tliskin Yonerge”
kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi /
H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik Erisim Sisteminde erisime agilir.

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime acilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren 2 yil ertelenmistir. ()

o Enstitli/ Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erigime
agilmasi mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmistir. )

o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmisgtir. ®

28/08/2026
Ecz. Aysima SEZER

%) jsansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Agilmasina lliskin Yénerge”
(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi
durumunda, tez danigsmaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériisi lzerine enstitii veya
fakiilte yénetim kurulu iki yil siire ile tezin erisime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye dénlismemis veya patent gibi
ybntemlerle korunmamis ve internetten paylasiimasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang
imkani olugturabilecek bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez danigsmaninin énerisi ve enstitii
anabilim dalinin uygun goérisi lzerine enstitii veya faklilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile alti
ayl asmamak lizere tezin erisime agilmasi engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya glivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglik vb.
konulara iliskin lisanststii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve
kuruluglarla yapilan isbirligi protokolii ¢ercevesinde hazirlanan lisanslisti tezlere iliskin gizlilik karari ise,
ilgili kurum ve kurulusun 6nerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun gérisi lizerine (iniversite yénetim
kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekdgretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik sliresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallari
cercevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldiriimasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yliklenir

* Tez danismaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun g6riisi (izerine enstitli veya fakiilte yénetim kurulu

tarafindan karar verilir.



ETiK BEYAN

Bu ¢aligmadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi,
gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglar1 bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim
kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak
gosterilen durumlar disinda 6zgiin oldugunu, Tez Danigmaninin Prof. Dr. Samiye
Yabanoglu Cift¢i danismanliginda tarafimdan iiretildigini ve Hacettepe Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Yonergesine gore yazildigini beyan ederim.

Ecz. Aysima SEZER
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TESEKKUR

Doktora egitimim ve tez c¢aligmalarim boyunca bilgi ve deneyimleriyle bana yol
gosteren, bilimsel gelisimime degerli katkilarda bulunan, destegini ve anlayisini her

zaman hissettigim ¢ok degerli tez danismanim Prof. Dr. Samiye YABANOGLU
CIFTCI’ye,

Tez izleme siirecim boyunca degerli goriis ve Onerileriyle ¢alismamin sekillenmesine
katki saglayan, ayni zamanda tez ¢aligmamin ilag tasiyict sistemlerin gelistirilme
asamalarinda bilgi ve deneyimleriyle bana yol gdsteren degerli hocam Prof. Dr. Betiil

ARICA’ya,

Tez calismamin hayvan modelinin olusturulmast i¢in gerekli materyallerin
teminindeki katkilar1 ve lipozom karakterizasyon caligmalarindaki degerli destekleri

icin Prof. Dr. Kezban ULUBAYRAM’a,

Tez izleme siirecim boyunca degerli goriis ve Onerileriyle ¢alismamin gelismesine

katki saglayan tez izleme komitesi iiyesi Prof. Dr. Aymelek GONENC’e,

Doktora egitimim boyunca bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim, akademik
gelisimime katkida bulunan Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya

Anabilim Dalindaki degerli hocalarima,

Doktora siirecinin yalnizca bilimsel degil, ayn1 zamanda manevi yiikiinii de benimle
paylasan; giizel anilar biriktirdigim, desteklerini ve dostluklarini her zaman yanimda

hissettigim degerli ¢aligma arkadaslarima ve dostlarima,

Hayatim boyunca attigim her adimda yanimda olan, sevgilerini, desteklerini ve bana
olan inanglarin1 her zaman hissettiren; bugiinlere gelmemde en biiyiik paya sahip olan

canim aileme sonsuz sevgi, saygi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora egitimim siiresince 2211-A Yurt I¢i Doktora Burs Programi kapsaminda burs
destegi saglayan Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK)’a

tesekkiir ederim.

Bu tez ¢alismasi, TUBITAK 1001 programi kapsaminda 1238754 numarali proje ile

desteklenmistir.
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OZET

Sezer, A., U¢ Boyutlu Yazic1 Aracihigr ile Hazirlanan miR-132 ve Transforme
Edici Biiyiime Faktorii-p3 Yiiklii Lipozom Iceren Dual Etkili Kitosan Hidrojel
Iskelelerinin Tedavi Etkinliginin Yamik Yarasinda Degerlendirilmesi, Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Biyokimya Programm Doktora Tezi,
Ankara, 2026. Yanik yaralanmalarinda mortalite oran1 azalmis olmakla birlikte, yanik
sonras1 gelisen hipertrofik skar bireylerin yasam kalitesini diigiirmekte ve sosyal
yasama katilimint olumsuz etkilemektedir. Bu tez kapsaminda, miR-132 mimiginin
anti-inflamatuvar ve pro-anjiyojenik etkileri ile TGF-B3’lin antifibrotik etkisinin
birlikte kullanilmasi yoluyla kalici inflamasyonun ve TGF-Bl ile iliskili skar
olusumunun azaltilmasi, bdylece yanik yara iyilesmesinin hizlandirilmasi ve skarsiz
iyilesmenin desteklenmesi amaglanmistir. Bu amagcla TGF-B3,
DOTMA/DOPC/CHOL bazli katyonik lipozomlara enkapsiile edilmis; miR-132
mimidi ise lipozomlarla elektrostatik olarak komplekslestirilerek lipopleks
formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Transfeksiyon etkinligini artirmak amaciyla PEGile
edilen formiilasyonlar, 100-200 nm partikiil biiyiikliigii ve +40 mV’ye esit veya daha
yiikksek zeta potansiyeli hedeflenerek optimize edilmistir. Formiilasyonlarin
antifibrotik etkinligi, L929 hiicrelerinde TGF-B1 ile olusturulan fibrozis modelinde
gen ve protein diizeylerinde sirasiyla RT-qPCR ve ELISA yontemleriyle
degerlendirilmistir. Kombine uygulama, COL1/COL3 oranin1 optimize ederek
kollajen, MMP13, MMP9, RASA1 ve sitokin diizeylerinde dengeli bir antifibrotik
yanit olusturmustur. TGF-B3 yiiklii lipozomlar ve miR-132 yiiklii lipopleksler, lokal
ve kontrollii salim saglamak amaciyla 3B baski ile iiretilen kitosan bazli hidrojel
iskelelere yiiklenmistir. Optimize edilen hidrojel formiilasyonu uygun basilabilirlik ve
reolojik ozellikler gostermis; lipozom/lipoplekslerin hidrojel igerisinde disperse
edilmesi sisme, degradasyon ve mekanik o6zellikleri degistirmis, yapisal 6zellikler
SEM, DSC ve FTIR analizleriyle degerlendirilmistir. Salim ¢calismalarinda TGF-f3’iin
salim1 312 saat boyunca devam ederek %96,64’¢ ulasirken, miR-132 lipoplekslerinden
ayni stirede %9,84 salim gerceklesmis ve ani salim sinirlandirilmistir. Fare yanik yara
modelinde, miR-132 ve TGF-B3’ii birlikte igeren hidrojel iskele 7—15. giinler arasinda
yara kapanmasini hizlandirmis ve COL1/COL3 oranini diizenlemistir. Kombinasyon
grubunda o-SMA diizeylerinin  korunmasi, ekstraseliller matriks yeniden
yapilanmasinda miyofibroblast aktivitesi ve kontraktil kapasitenin devam ettigini
gostermistir. Sonug olarak, miR-132 ve TGF-B3’iin lipozom/lipopleks sistemleri
aracilifiyla 3B baskili kitosan hidrojel iskelelerden birlikte uygulanmasinin, yanik
yaralarinda inflamatuvar ve fibrotik siireglerin diizenlenmesi ve skarsiz yara
iyilesmesinin desteklenmesi agisindan umut vadeden dual etkili bir yaklagim oldugu
gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Yanik, miR-132, TGF-B3, yara iyilesmesi, lipozom, hidrojel
iskele.

Bu tez ¢alismas1, TUBITAK 1001 programi kapsaminda 123S754 numarali proje ile
desteklenmistir.
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ABSTRACT

Sezer, A., Evaluation of the Therapeutic Efficacy of Dual-Acting Chitosan
Hydrogel Scaffolds Containing miR-132 and Transforming Growth Factor-p3
Loaded Liposomes Prepared by Three-Dimensional Bioprinting in Burn
Wounds, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences, Program of
Biochemistry, Doctor of Philosophy Thesis, Ankara, 2026. Although mortality rates
in burn injuries have decreased, hypertrophic scarring that develops after burns reduces
the quality of life of individuals and adversely affects their social participation. In this
thesis, the combined use of the anti-inflammatory and pro-angiogenic effects of the
miR-132 mimic together with the antifibrotic effect of TGF-f3 was employed to
reduce persistent inflammation and TGF-f1-associated scar formation, thereby aiming
to accelerate burn wound healing and to promote scarless healing. For this purpose,
TGF-B3 was encapsulated into DOTMA/DOPC/CHOL-based cationic liposomes,
while the miR-132 mimic was electrostatically complexed with liposomes to prepare
lipoplex formulations. To enhance transfection efficiency, the PEGylated formulations
were optimized by targeting a particle size of 100-200 nm and a zeta potential equal
to or greater than +40 mV. The antifibrotic efficacy of the formulations was evaluated
in a fibrosis model induced with TGF-B1 in L929 cells at the gene and protein levels
by RT-qPCR and ELISA, respectively. Combined treatment optimized the
COL1/COL3 ratio and produced a balanced antifibrotic response in collagen, MMP13,
MMP9, RASAL1 and cytokine levels. TGF-B3-loaded liposomes and miR-132-loaded
lipoplexes were incorporated into chitosan-based hydrogel scaffolds fabricated by 3D
printing in order to provide local and controlled release. The optimized hydrogel
formulation exhibited appropriate printability and rheological properties; dispersion of
the liposomes/lipoplexes within the hydrogel altered the swelling, degradation and
mechanical properties, and the structural properties were evaluated by SEM, DSC and
FTIR analyses. In the release studies, TGF-B3 release continued over 312 h and
reached 96.64%, whereas 9.84% release was obtained from the miR-132 lipoplexes
over the same period, with burst release being limited. In a murine burn wound model,
the hydrogel scaffold containing miR-132 and TGF-B3 together accelerated wound
closure between days 7 and 15 and regulated the COL1/COLS3 ratio. Preservation of
a-SMA levels in the combination group indicated that myofibroblast activity and
contractile capacity were maintained during extracellular matrix remodelling. In
conclusion, co-delivery of miR-132 and TGF-B3 from 3D-printed chitosan hydrogel
scaffolds via liposome/lipoplex systems was shown to be a promising dual-acting
approach for regulating inflammatory and fibrotic processes in burn wounds and for
supporting scarless wound healing.

Keywords: Burn, miR-132, TGF-B3, wound healing, liposome, hydrogel scaffold.

This thesis study was supported by TUBITAK 1001 Programme, project no. 1238754,



ICINDEKILER

ONAY SAYFASI
YAYIMLAMA VE FIKRI MULKIYET HAKLARI BEYANI
ETIK BEYAN
TESEKKUR
OZET
ABSTRACT
ICINDEKILER
SIMGELER ve KISALTMALAR
SEKIiLLER
TABLOLAR
1. GIRIS
2. GENEL BILGILER
2.1. Derinin Yapisi
2.1.1. Epidermis
2.1.2. Dermis
2.1.3. Hipodermis
2.2. Yanik
2.2.1. Yanik Derecelendirilmesi ve Yanik Tiirleri
2.2.2. Yanik Morfolojisi
2.2.3. Yanik Patofizyolojisi
2.3. Yara lyilesmesi
2.3.1. Yanik Tedavi Stratejileri
2.3.2. TGF-B’larin Yara lyilesmesindeki Rolii
2.3.3. Yara lyilesmesinde miRNA ’larin Rolii
2.4. TGF-B3 veya miRNA Yiiklii lag Tastyic1 Sistemler
2.4.1. Lipozomlar
2.5. Yara lyilesmesinde 3 Boyutlu Biyobaski Yaklasimlart
3. GEREC ve YONTEM
3.1. Geregler
3.2. Lipozom/Lipopleks Formiilasyonu, Hazirlanmasi ve Optimizasyonu

3.2.1. Lipozom/Lipopleks Formiilasyonlarinin Mikroakiskan Karistirma

Yontemiyle Hazirlanmasi

3.2.2. Lipozom/Lipopleks Formiilasyonlarinin Karakterizasyonu
3.2.3. Stabilite Caligmalar1

3.2.4. Lipozom Formiilasyonlarinin Saflastirilmasi

3.2.5. Lipozom/Lipoplekslerdeki TGF-3 ve miR-132’nin in vitro Salim

Calismalar1
3.3. in vitro Hiicresel Alim (Transfeksiyon) Calismalari
3.4. Lipozom/Lipopleks Formiilasyonlarinin in vitro Hiicre Canlilik Testi

3.5. Optimize Edilen Lipozom/Lipopleksler ile Hiicre Kiiltiirii Caligmalari

3.5.1. Hiicre Kiiltiiriinde Fibrozis Modeli Olusturma
3.5.2. Dermal Fibroblast Hiicrelerinden RNA Izolasyonu
3.5.3. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

3.5.4. RT-qPCR Analizi

3.5.5. ELISA

X

iii
v

vi
vii
viil
X
Xii
XVi

X,
>

[

(e BENEEN o) NIV, BV, BV, TN SN NS

40
42
43
44

45
45
46
46
46
47
47
48
49



3.5.6. Transwell Hiicre Migrasyon Testi
3.6. Kitosan Hidrojel Dispersiyonlarinin Hazirlanmasi
3.6.1. Reolojik Karakterizasyon
3.6.2. Hidrojel Iskelelerin 3B Biyobask1 Optimizasyon Calismalari
3.7. Hidrojel iskelelerin Karakterizasyonu
3.7.1. pH Degerlerinin Belirlenmesi
3.7.2. FTIR Analizi
3.7.3. Termal Analiz
3.7.4. Sisme, Degradasyon ve Mekanik Dayanim Testi
3.7.5. Cok Katmanda Por Geometrisi Tayini
3.8. Lipozom/Lipopleks Yiiklii Hidrojel iskelelerdeki TGF-B3 ve miR-132’nin
in vitro Salim Caligmalar1
3.9. Lipozom/Lipopleks Yiiklii Hidrojel iskelelerin in vitro Hiicre Canlilik Testi
3.10. in vivo Hayvan Deneyleri
3.10.1. Yara Kapanmasinin Gorsel Gozlemi
3.10.2. Doku RNA izolasyonu, cDNA Sentezi ve RT-qPCR Analizi
3.10.3. Histolojik ve Immiinohistokimyasal Analizler
3.11. Istatistiksel Analiz
4. BULGULAR
4.1. Lipozom/Lipopleks Formiilasyonlarinin Karakterizasyonu
4.1.1. Partikiil Biiytikligti/Dagilim1 ve Zeta Potansiyel Analizi
4.1.2. Morfoloji ve Yiizey Ozellikleri Analizi
4.1.3. TGF-B3 LP ve miR-132 LPX Formiilasyonlarinin EE (%) Degerleri
4.2. Stabilite Caligmalar1
4.3. Lipozom Formiilasyonlarinin Saflastirilmast
4.4. Lipozom/Lipoplekslerdeki TGF-B3 ve miR-132’nin in vitro Salim
Calismalar1
4.5. Optimize Edilen Lipozom/Lipopleksler ile Hiicre Kiiltiirii Caligmalari
4.5.1. in vitro Hiicresel Alim (Transfeksiyon) Calismalari
4.5.2. Lipozom/Lipopleks Formiilasyonlarinin in vitro Hiicre Canlilik Testi
4.5.3. RT-qPCR Analizi
4.5.4. ELISA
4.5.5. Transwell Hiicre Migrasyon Testi
4.6. Hidrojel Dispersiyonlarinin Formiilasyonu ve Hazirlanmasi
4.6.1. Reolojik Karakterizasyon
4.6.2. Hidrojel Iskelelerin 3B Biyobask1 Calismalari
4.7. Hidrojel iskelelerin Karakterizasyon Caligsmalar
4.7.1. pH Degerlerinin Belirlenmesi
4.7.2. FTIR Analizi
4.7.3. Termal Analiz
4.7.4. Sisme, Degradasyon ve Mekanik Dayanim Testi
4.7.5. Cok Katmanda Por Geometrisi Tayini
4.8. Lipozom/Lipopleks Yiiklii Hidrojel iskelelerdeki TGF-B3 ve miR-132’nin
in vitro Salim Caligmalar1
4.9. Lipozom/Lipopleks Yiiklii Hidrojel Iskelelerin in vitro Hiicre CanlilikTesti
4.10. in vivo Hayvan Deneyleri
4.10.1. Yara Kapanmasinin Gorsel Gozlemi
4.10.2. Doku RT-qPCR Analizi

49
50
51
51
53
53
53
53
53
54

55
55
56
58
59
60
62
63
63
63
76
78
79
81

85
88
88
89
89
92
95
95
95
97
104
104
105
107
109
110

113
114
115
116
119



4.10.3. Histolojik ve Immiinohistokimyasal Analizler
5. TARTISMA
6. SONUC ve ONERILER
7. KAYNAKLAR
8. EKLER
EK-1: Etik Kurul izin Belgesi
EK-2: Tez Calismasi Orijinallik Raporu
EK-3: Dijital Makbuz
9. 0ZGECMIS

X1

121
127
162
164
184

187



3B

ABC
ABD
ACTA2
Ago
ALKS
ANOVA
BCA
CARPA
cDNA
CHOL
COL1
COL1A1
COL1A2
COL3
COL3A1
Ct
CTEM
CXCL1
DAB
DAPI
DD
DGCRS
DLS
DMEM
DMSO
DNA
DOE
DOPC
DOPE
DOTAP
DOTMA
DSC

DSPE-mPEG2000

DTT
ECM
EE

Xii

SIMGELER ve KISALTMALAR

Ug boyutlu

Hizlandirilmis kan klirensi (accelerated blood clearance)
Amerika Birlesik Devletleri

Aktin alfa 2, diiz kas

Argonaute proteini

Aktivin reseptorii benzeri kinaz 5

Varyans analizi

Bisinkoninik asit

Kompleman aktivasyonuna bagli psddoaler;ji
Komplementer DNA

Kolesterol

Kolajen tip 1

Kolajen tip I a1 zinciri

Kolajen tip I a2 zinciri

Kolajen tip III

Kolajen tip Il al zinciri

Esik dongiisii (cycle threshold)
Konvansiyonel gecirimli elektron mikroskobu
C-X-C motif kemokin ligandi 1
Diaminobenzidin

4',6-diamidino-2-fenilindol

Deasetilasyon derecesi

DiGeorge sendromu kritik bdlge 8

Dinamik 1s1k sag¢ilimi

Dulbecco's Modified Eagle Medium

Dimetil Siilfoksit

Deoksiribontikleik asit

Deney tasarimi (design of experiments)
1,2-dioleoil-sn-glisero-3-fosfokolin
1,2-dioleoil-sn-glisero-3-fosfoetanolamin
N-[1-(2,3-dioleoiloksi)propil]-N,N,N-trimetilamonyum kloriir
N-[1-(2,3-dioleyloksi)propil]-N,N,N-trimetilamonyum klortir
Diferansiyel taramali kalorimetri

1,2-distearoil-sn-glisero-3-fosfoetanolamin-N-
[metoksi(polietilen glikol)-2000]

Ditiyotreitol
Hiicre dis1t matriks (ekstraseliiler matriks)
Enkapsiilasyon etkinligi



EGF
EGFR
ELISA
ELS
ERK1/2
FALT
FBS
FFPE
FRR
FTIR
GA
GAPDH
GUV
H&E
HB-EGF
HRP
HS

IL

IHK
JAK/STAT
KGF
LD

LP

LPX
LUV
MAPK
MHF
miRNA / miR
miRISC
MKI67
MLV
MMP
MPS
mRNA
MTT
MWCO
N/P
NF-xB
NO

xiii

Epidermal biiytime faktorii

Epidermal biiylime faktorii reseptorii
Enzim bagli immiinosorbent testi
Elektroforetik 151k sagilim1

Hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz 1/2
Sabit sulu tabaka kalinlig1

Fetal s1g1r serumu

Formalinle fikse edilmis, parafine gomiilii
Akis hiz1 oran1 (su/organik)

Fourier doniistimlii kizil6tesi spektroskopisi
Giiven arali81

Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz

Dev tek katmanli vezikiil
Hematoksilen—eozin

Heparin baglayict EGF benzeri biiyiime faktorii
Yaban turpu peroksidazi

Hidrojel iskele

Interlokin

Immiinohistokimyasal / immiinohistokimya
Janus kinaz / transkripsiyon sinyal iletici ve aktivatorii
Keratinosit biiytime faktorii

Yiikleme kapasitesi (loading capacity)
Lipozom

Lipopleks

Biiyiik tek katmanl vezikiil

Mitogenle aktive olan protein kinaz
Mikro-hidrodinamik odaklama

MikroRNA

miRNA ile indiiklenen susturma kompleksi
Ki67 proliferasyon belirteci

Cok katmanli vezikiil

Matriks metalloproteinaz

Mononiikleer fagositik sistem

Mesajc1 RNA
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
Molekiil agirligi kesme degeri
Nitrojen/fosfat (lipid/niikleik asit) orani
Niikleer faktor kappa B

Nitrik oksit



PARN
PBS

PCL
PDGF

PDI

PEG

PFA
PI3K/AKT
PLGA
pre-miRNA
pri-miRNA
RASA1
RES

RF

RM ANOVA
RNA
RNaz
ROCK
ROS
RREBI1
RSD
RT-qPCR
RTU
SELE
SEM

SF

a-SMA
SMAD

SS

STAT3
SUV
SYBR
TEM

TFR

TGF

Poli(A)-spesifik riboniikleaz

Fosfat tamponlu salin

Polikaprolakton

Trombosit kaynakli biiytime faktorii
Polidispersite indeksi

Poli(etilen glikol)

Paraformaldehit

Fosfoinozitid 3-kinaz / protein kinaz B
Poli(laktik-ko-glikolik asit)

Onciil miRNA

Birincil miRNA

RAS p21 protein aktivatorii 1
Retikiiloendotelyal sistem

Riboflavin

Tekrarlanan 6l¢iimler varyans analizi
Riboniikleik asit

Riboniikleaz

Rho iliskili sarmal-sarmal i¢ceren protein kinaz
Reaktif oksijen tiirleri

Ras'a yanit veren eleman baglayici protein 1
Goreceli standart sapma

Kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
Kullanima hazir (ready to use)

E-selektin

Taramali elektron mikroskobu

Seyreltme faktorii

Alfa diiz kas aktini

SMAD ailesi transkripsiyon faktorleri
Standart sapma

Transkripsiyon sinyal iletici ve aktivatori 3
Kiigtik tek katmanli vezikiil

SYBR Green boyasi

Gegcirimli elektron mikroskobu

Toplam akis hizt

Doniistiiriicli bliylime faktorii

TGFB-R1/ TGFB-R2 TGF-p tip I/ tip II reseptorii

TNF
TRAF6
UTR

Tiimor nekroz faktorii
TNF reseptorii iligkili faktor 6
Cevrilmeyen bolge

Xiv



UV
VCAM1
VEGF
VIF
XPO1
XRN1

Ultraviyole

Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii 1
Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
Varyans sisirme faktorii

Exportin-1

Ekzoriboniikleaz 1

XV



XVi

SEKILLER
Sekil Sayfa
2.1. Yara iyilesmesinin 4 fazi (40) 8
2.2. miRNA biyogenezi (71). 17
3.1. Lipozony/ lipopleks formiilasyonlarinin hazirlaniginin sematik gdsterimi. 40
3.2. Mikroakiskan karistirma yonteminde kullanilan ¢ipin yapisint gosteren modellere
iliskin 6rnek fotograflar (uFluidic). 40
3.3. Tez calismas1 kapsaminda gergeklestirilen hayvan deneylerine iliskin etik kurul
onay belgesi. 56
4.1. Optimum formiilasyonun (F22) ortalama partikiil biiyiikliigii ve PDI degeri. 66
4.2. Standartlagtirilmis etkilerin pareto grafigi. 67
4.3. Normal olasilik grafikleri. A) Ortalama partikiil biiyiikliigii. B) PDI. C) Zeta
potansiyeli. 72
4.4. Artiklar-tahmin edilen degerler grafikleri. A) Ortalama partikiil biiytikligii. B)
PDI. C) Zeta potansiyeli. 73

4.5. DOTMA, DOPC ve CHOL bilesenlerinin partikiil biiytikliigli, PDI ve zeta
potansiyeli yanitlar i¢in ¢oklu yanit optimizasyonu ve bilesik uygunluk grafigi. 74

4.6. Lipozom/lipopleks formiilasyonlarinin TEM goriintiileri. A-B-C) Bos Lipozom.
D-E-F) TGF-3 LP. G-H-I) miR-132 LPX. A-D-G) 50 nm o6l¢ek, B-E-H) 100 nm
0lcek, C-F-1) 200 nm olgek. 77

4.7. Lipozomal formiilasyonlarin TEM analizi ile partikiil biyiikliigii dagilimi. 78

4.8. Termal stabilite ve sizint1 ¢aligmalart sonuglari. A) TGF-f3 LP ve B) miR-132
LPX. 79

4.9. TGF-B3 LP ve miR-132 LPX'in 4°C'de 336 saat boyunca zamana bagli olarak A)
ortalama partikiil biiyiikliigli, B) PDI, C) zeta potansiyeli ve D) EE (%) degerleri. 80

4.10. Farkli kosullar altinda ultrasantrifiijleme sonrasi peletten elde edilen
lipozomlarin ortalama partikiil biiylikligii ve PDI degerleri A) Seyreltme faktorii (SF)

100, 60 000 x g, 1 saat; B) SF 10, 30 000 x g, 2 saat. 83
4.11. Ultrafiltrasyondan sonra lipozom dispersiyonunun ortalama partikiil biiyiikliigii
ve PDI degerleri. 84

4.12. Uretim sonras1 ve saflastirma sonrasinda elde edilen A) ortalama partikiil
biiyiikligii ve B) PDI degerlerinin karsilagtirmasi. 84

4.13. Farkl1 kosullar altinda gerceklestirilen ultrasantrifiij sonrasi siipernatanttan elde
edilen lipozomlarin ortalama partikiil biiytikliigi ve PDI degerleri: A) SF 1, 1 saat
boyunca 60 000 x g; B) SF 1, 2 saat boyunca 30 000 x g. 85

4.14. TGF-B3 LP ve serbest TGF-B3'iin in vitro salim profili. 86



Xvii

Sekil Sayfa

4.15. miR-132 LPX’in in vitro salim profili. Serbest miR-132 2,12 saat i¢inde
neredeyse tamamen salinmistir (2 saatte %95,96 = 0,011). miR-132 LPX stabil kalmis
ve 4 saatte sadece %3,46, 312 saatte ise %9,84 miRNA salinmustir. 87

4.16. Lipopleks yoluyla fare fibroblast hiicrelerine miR-132 aliminin
degerlendirilmesi (6-FAM: 6-Karboksifloresin, DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol).

88
4.17. Bos Lipozom, TGF-B3 LP (2,5 ng/mL) LP + miR-132 LPX ve TGF-3 LP (5

ng/mL) LP + miR-132 LPX’in 4, 12 ve 24 saatlerdeki in vitro hiicre canlilik testi
sonuglart. 89

4.18. Kontrol, fibrozis ve tedavi gruplarinda gen ekspresyon seviyeleri. 90

4.19. Kontrol, fibrozis ve tedavi gruplarinda ELISA yéntemi ile belirlenen protein
ekspresyon seviyeleri. A) COL1, B) COL3, C) MMP13, D) mKi67 E) RASAL. 93

4.20. Transwell migrasyon testi sonuclari. Go¢ eden hiicrelerin temsili goriintiileri. A)
Kontrol, B) TGF-B3 LP (2,5 ng/mL), C) miR-132 LPX, D) TGF-f3 LP (2,5 ng/mL) +
miR-132 LPX. E) Deney gruplarindaki go¢ eden hiicre sayisi. 95

4.21. Bos kitosan (%7 (a/h)) hidrojel dispersiyonuna ait A) frekans taramasi, B)
gerinim taramasi, C) viskozite ol¢timleri. 96

4.22. Cesitli derisimlerde ve 0,2 mm katman yiiksekligi, farkli kosullar altinda basilan
kitosan ve kitosan-RF hidrojel iskelelerin goriintiileri. 98

4.23. Kitosan-RF hidrojel iskelelerin, %7 (a/h) kitosan derisiminde ve 0,2 mm katman
yiiksekliginde farkli baski kosullarinda elde edilen goriintiileri. 99

4.24. Kitosan-RF hidrojel iskelelerin, %6-7 (a/h) kitosan derigimlerinde, %8 dolulukta
ve 0,2 mm katman yiiksekligi ile farkli baski kosullarinda elde edilen goriintiileri. 100

4.25. Kitosan-RF hidrojel iskelelerin, %7 (a/h) kitosan derisiminde, 14G igne ucu
kullanilarak, 20 mm/s hiz ve 5,4 psi basingla, %8 dolulukta ve 0,2 mm katman
yiiksekliginde katman katman basilmasiyla edilen goriintiileri. 101

4.26. Kitosan-RF hidrojel iskelelerin, %7 (a/h) kitosan derisiminde, 14G igne ucu
kullanilarak 15 mm/s hizla, %8 dolulukta ve 0,2 mm katman yliksekliginde, farkl
basinglar altinda katman katman basilmasiyla elde edilen goriintiileri. 102

4.27. Lipozom yiiklii kitosan-RF hidrojel iskelelerin, %8 (a/h) kitosan derisiminde,
14G igne ucu kullanilarak, 15 mm/s hizla, %8 dolulukta ve 0,2 mm katman
yiiksekliginde, farkli basinglar altinda katman katman basilmasiyla elde edilen

goriintiileri. 103
4.28. Filament Ekstriizyon Biitiinliigiiniin Belirlenmesi. 103
4.29. Filament ¢okme testi ile sapma agisinin belirlenmesi. 104
4.30. FTIR Spektrumu. A) Bos hidrojel dispersiyonu. B) Lipozom/lipopleks yiiklii
hidrojel dispersiyonu. C) Bos hidrojel iskelesi. 106

4.31. DSC termogramlar1. A) Bos hidrojel iskele. B) Lipozom/lipopleks yiiklii hidrojel
iskelesi. 108



XViii

Sekil Sayfa

4.32. Mekanik test sonuclar1. Bos hidrojel iskelesine ait A) uzamaya kars1 ytik grafigi
ve B) gerinime karsi stres grafigi. Lipozom/lipopleks yiiklii hidrojel iskelesine ait C)

uzamaya kars1 yiik grafigi ve D) gerinime kars1 stres grafigi. 110
4.33. Bos hidrojel iskelesinin katmanlarina ait SEM goriintiileri. A-B) 1. katman, C-
D) 2. katman, E-F) 3. katman, G-H) 4. katman. 111
4.34. Lipozom/lipopleks yiiklii hidrojel iskelesinin katmanlarina ait SEM gortintiileri.
A-B-C) 1. katman, D-E-F) 2. katman, G-H-I) 3. katman, J-K-L) 4. katman. 112
4.35. TGF-B3 LP-HS ve TGF-B3 LP’nin in vitro salim profili. 113
4.36. miR-132 LPX-HS ve miR-132 LPX’nin in vitro salim profili. 114
4.37. Bos LP-HS ve TGF-B3 LP + miR-132 LPX-HS'nin 24 ve 48. saatlerdeki in vitro
hiicre canlilik testi sonuclari. 115
4.38. Farelerde ikinci derece yanik modelinin olusturulmasi. 115

4.39. A) Bos LP-HS. B) TGF-B3 LP-HS. C) miR-132 LPX-HS. D) TGF-3 LP + miR-
132 LPX-HS hidrojel iskelelerin uygulanmasi. E) Hidrojel iskele yerlestirildikten

sonra pansuman yapilan fare goriintiisii. 116
4.40. Yara kapanmasinin gorsel gozlemi. 117
4.41. Zaman kars1 yara kapanma yiizdesi grafigi. 118
4.42. Kontrol ve tedavi gruplarinda gen ekspresyon diizeyleri. 120

4.43. H&E boyamasi ve yari kantitatif skor analizi. A) Kontrol. B) Bos LP-HS. C)
TGF-B3 LP-HS. D) miR-132 LPX-HS. E) TGF-f3 LP + miR-132 LPX-HS. F) H&E
skorlari. 122

4.44. COL1A2 IHK boyamas1 ve yari kantitatif skor analizi. A) Kontrol. B) Bos LP-
HS. C) TGF-B3 LP-HS. D) miR-132 LPX-HS. E) TGF-B3 LP + miR-132 LPX-HS. F)
COL1A2 yar1 kantitatif skorlari. 123

4.45. COL3A1 IHK boyamas1 ve yari kantitatif skor analizi. A) Kontrol. B) Bos LP-
HS. C) TGF-B3 LP-HS. D) miR-132 LPX-HS. E) TGF-B3 LP + miR-132 LPX-HS. F)
COL3ALI yar kantitatif skorlar. 124

4.46. IL-10 IHK boyamas1 ve yar1 kantitatif skor analizi. A) Kontrol. B) Bos LP-HS.
C) TGF-B3 LP-HS. D) miR-132 LPX-HS. E) TGF-B3 LP + miR-132 LPX-HS. F) IL-
la yar kantitatif skorlari. 125

4.47. 0-SMA THK boyamas1 ve yar1 kantitatif skor analizi. A) Kontrol. B) Bos LP-HS.

C) TGF-B3 LP-HS. D) miR-132 LPX-HS. E) TGF-f3 LP + miR-132 LPX-HS. F) o-
SMA yar kantitatif skorlar. 126



XIX

TABLOLAR

Tablo Sayfa
2.1. Yara iyilesmesinde 6nemli miRNA’lar, hedefleri ve etkileri (76) 20
3.1. 33 faktoriyel tasariminda kullanilan faktorlere iligkin tablo. 41
3.2. in vitro ¢alismalarda RT-qPCR analizlerinde kullanilan olan primer dizileri (F:
[leri primerin sekansi, R: Revers primerin sekanst). 48
3.3. in vivo deney gruplari. 57
3.4. in vivo c¢aligmalarda RT-qPCR analizlerinde kullanilan olan primer dizileri (F:
[leri primerin sekansi, R: Revers primerin sekanst). 59
3.5. [HK analizlerde kullanilan belirteglerin skorlama kriterleri. 61
4.1. Formiilasyonlarin ortalama partikiil biiyiikliigii, PDI, zeta potansiyeli sonuglari.

63
4.2. 2. Uretim sonras1 formiilasyonlarin ortalama partikiil biiyiikliigii, PDI, zeta
potansiyeli sonuglari. 65
4.3. 3. Uretim sonras1 formiilasyonlarin ortalama partikiil biiyiikliigii, PDI, zeta
potansiyeli sonuglari. 65
4.4. Ortalama partikiil biiyiikligii icin katsayi tablosundaki temel etkilesimlerin
katsayilari. 69
4.5. Formiilasyondaki optimal lipid oranlar1 ve bilesimin hedeflenen parametreleri
karsilama derecesi. 74
4.6. Farkli akis hiz1 oranlarinda tiretilmis F22 formiilasyonunun ortalama partikiil
biiyiikligii, PDI ve zeta potansiyeli sonuglari. 75
4.7. TGF-B3 LP formiilasyonlarinin ortalama partikiil biiyiikligi, PDI ve zeta
potansiyeli sonuglari. 75
4.8. miR-132 LPX formiilasyonlarmin ortalama partikiil biyiikligii, PDI ve zeta
potansiyeli sonuglari. 76
4.9. Liyofilizasyondan sonra %3-25 (a/h) trehaloz veya siikroz iceren lipozom
formiilasyonlarinin ortalama partikiil biiytikliigii ve PDI degerleri. 82
4.10. Ultrasantrifiijleme sonrasinda peletten elde edilen lipozomlarin ortalama partikiil
biiytikliigii ve PDI degerleri. 83
4.11. Kitosan-RF hidrojel dispersiyonlarinin reolojik 6zellikleri. 95
4.12. Hidrojel iskelelerin pH degerleri. 104

4.13. Bos hidrojel ve lipozom/lipopleks yiiklii hidrojel mekanik dayanim testi
sonuglart. 110



1. GIRIS

Yanik yaralanmalarinda mortalite orani ge¢mis yillara kiyasla azalmig
olmasina ragmen, yanik sonrasi gelisen kutandz skar olusumu bireylerin yasam
kalitesini diisiirmekte ve sosyal yasama katilimini olumsuz etkilemektedir (1). Yara
iyilesmesi, cok asamali ve dinamik bir siirectir; bu siirecin farkli agsamalar1 arasindaki
dengenin bozulmasi patolojik skar olusumuna ya da kronik yara gelisimine yol
acabilmektedir (2). Yanik yaralarinda ise nekrotik doku yapisi, artmis kapiller
gecirgenlik ve damar sizintist normal iyilesme siirecini belirgin bigimde

geciktirmektedir (3).

Derin kutandz yaralanmalarda artan donistiiriici biiylime faktorii (TGF)-$1
aktivitesi ve buna bagh diisiik TGF-B3/TGF-B1 orani, miyofibroblast aktivasyonu ve
anormal hiicre dis1 matriks (ECM) organizasyonuyla skar olusumuna yol agmaktadir
(4, 5). Ayrica, basarisiz yara iyilesmesi ile kronik inflamasyon arasindaki iliski
bilinmektedir; ayrica bu durumda miR-132’nin inflamatuvar ve proliferatif fazlarda

yiiksek diizeyde eksprese edildigi bildirilmistir (6, 7).

miRNA’larin negatif yiiklii olmalari, riboniikleazlar (RNaz) tarafindan hizl
yikima ugramalar1 ve dolagimdaki kisa yar1 Omiirleri nedeniyle hedef dokuya
ulagtirilabilmeleri i¢in uygun tasiyici sistemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Viral olmayan
tastyict sistemler, diisiik toksisite ve immiinojenisite, yliksek hiicresel alim ve suda
¢ozliniirliik, endoniikleazlara direng gibi 6zellikleri nedeniyle viral vektorlere kiyasla
avantajlidir. Lipozomlar aracilifiyla taginan miRNA’larin biyoyararlaniminin ve
stabilitesinin yiliksek oldugu, diisiik doz gerektirdigi ve molekiiler etkinliginin giiclii

oldugu bildirilmistir (8).

Dermal hedefleme amaciyla kullanilan lipozomlarin ECM, fibroblastlar,
damarlar ve sinirlerin bulundugu dermise ulagabilmesi gerekmektedir (9). Bu ¢alisma
kapsaminda, katyonik lipid temelli sistemler kullanilmistir. Katyonik lipozomlar ile
niikleik asitlerin olusturdugu kompleksler lipopleks olarak adlandirilmaktadir.
Katyonik lipoplekslerde miRNA ile optimum transfeksiyon etkinligi elde etmek i¢in
partikiil boyut araliginin 100-200 nm, zeta potansiyelinin + 40 mV'ye esit veya daha



biliylik olmasi gerektigi literatiirde belirtilmistir (9-12). Bu c¢alisma kapsaminda
katyonik lipid olarak DOTMA (N-[1-(2,3-dioleyloksi)propil)]-N,N,N-
trimetilamonyum kloriir); noétral lipid olarak DOPC (1,2-dioleoil-sn-glisero-3-
fosfokolin) ve stabilite artirict lipid olarak kolesterol lipozom/lipopleks
formiilasyonlarinda kullanilmistir (13-23). Katyonik lipozom formiilasyonlarinin

yiizey modifikasyonda ise DSPE-mPEG2000 kullanilmistir (24, 25).

Lokal uygulamalar, hedef dokuya etkin madde taginmasini artirarak terapdtik
etkinligi iyilestirmekte ve sistemik toksisite riskini azaltmaktadir. Bu amagla
hidrojeller, yara ortaminda lokal uygulama ve kontrollii salim i¢in farmasétik sistemler
olarak 6ne ¢ikmaktadir. Hidrojel bazli formiilasyonlarin yara eksiidasini absorbe ettigi,
hiicre infiltrasyonunu destekledigi ve re-epitelizasyonu artirdigi gosterilmistir (26).
Ayrica kitosan bazli hidrojellerin biyouyumluluk ve biyobozunurluk o&zellikleri
nedeniyle yara Ortlisi  formiilasyonlarmin tasariminda avantaj sagladigi

bildirilmektedir (27-29).

Bu calisma kapsaminda, dual etki hedefiyle miR-132 ve TGF-B3 yiikli
katyonik lipozom/lipopleks iceren biyouyumlu kitosan bazli hidrojel iskelelerin
gelistirilmesi amaglanmistir. Hidrojellerin mekanik 6zelliklerinin sinirli olabilmesi ve
iiretim sonrasi boyut/sekil uyarlamasinin gii¢ olmasi ise 6nemli dezavantajlar arasinda
yer almaktadir. Bu sinirhiliklarin agilmasi amaciyla jellesme 6ncesi 3 Boyutlu (3B)
biyobaski yaklagiminin kullanilmasi planlanmistir (30, 31). Literatiirde 3B biyobaski
teknolojisinin hidrojel iiretiminde tekrarlanabilirlik, dogruluk ve biyomolekiil
enkapsiilasyonu agisindan stilinliik sagladigi bildirilmis; kitosanin biyobaski icin
uygun viskozite gosterebildigi ve baski sonrasi biyouyumlulugunu korudugu rapor
edilmistir (32). Kitosan hidrojel ag yapisinin mekanik direncini ve tastyici 6zelliklerini
optimize etmek amaciyla, literatiirdeki yaklagimlar dogrultusunda riboflavin (RF)

aracilt ultraviyole (UV) ¢apraz baglama yontemi tercih edilmistir (33).

Biiyiime faktorlerinin (6r. TGF-B3) ve miRNA’larin (6r. miR-132) anjiyogenez
ve doku rejenerasyonundaki kritik rollerine karsin, stabilitelerinin ve yara yerindeki
biyoyararlanimlarinin diisiikk olmasi nedeniyle klinik uygulamalar1 sinirl kalmaktadir
(34, 35). Tek basina lipozomlar hizli ilag salimi, diisiik stabilite ve sinirli retansiyon;

tek basma hidrojeller ise burst-effect ve ani salim Ozellikleri nedeniyle biyoaktif



ajanlarin yetersiz korunmasi gibi sorunlar gosterebilmektedir (36, 37). Lipozomlarin
hidrojel i¢inde disperse edilmesi, ila¢ salim kinetiklerini iyilestirerek uzatilmis ve
kontrollii salim saglanmaktadir (36, 37). Hidrojel matrisi, lipozomal yapiy1 koruyarak
burst-effect ve ani salinimi azaltirken; lipozomlar hidrojellerin mekanik ve reolojik
ozelliklerini gliclendirmekte ve sisme davranisini iyilestirmektedir (36). Bu nedenle
caligma kapsaminda, 3B biyobaski ile iiretilen kitosan bazli hidrojel iskelelerin, TGF-
B3 yiiklii lipozomlar ve miR-132 yiiklii lipoplekslerle birlestirilmesi ve yanik yara
iyilesmesi  agisindan in  vivo kosullarda  etkinliklerinin ~ degerlendirilmesi

amaglanmistir.

Literatiirde yanik yara iyilesmesinde TGF-B3 ve miR-132'nin birlikte
kullanildig1 bir yaklagima rastlanmamustir. Yanik yaralarinin kompleks patofizyolojisi
gdz Oniine alindiginda, inflamasyon, anjiyogenez ve fibrozis siireclerini es zamanl
hedefleyebilecek yaklasimlara ihtiya¢ duyulmaktadir (1). Bu dogrultuda, miR-132'nin
antiinflamatuvar ve pro-anjiyogenik etkileri ile TGF-f3'lin antifibrotik 6zelliklerinin
dual etkisiyle, yanik yaralarinda daha hizli yara kapanmasi ve skar olusumunun
azaltilmast yoniinde sinerjik bir etkinin elde edilebilecegi Ongoriilmistiir. Bu
caligmanin amaci, miR-132 ve TGF-B3 yiikli katyonik lipozom/lipopleks igeren, 3B
baski ile iiretilen kitosan bazli hidrojel iskelelerin gelistirilmesi ve formiilasyonun
yanik yara iyilesmesi agisindan potansiyelinin inflamasyon, kolajen sentezi, ECM
yeniden diizenlenmesi gibi fibrotik yanitla iligkili biyokimyasal siireclerin

modiilasyonu iizerinden degerlendirilmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Derinin Yapisi

Deri toplam viicut agirhiginin yaklasik %16’sin1 olusturan en genis organdir.
Deri dis etkenlere karst mekanik koruma i¢in bariyer olusturur (38, 39). Viicut
sicakligini diizenleme ve su kaybini 6nleme fonksiyonlartyla hemostazin siirdiiriilmesi
icin gereklidir (40). Bariyer fonksiyonunun hasarinda viicut enfeksiyonlara kars1 agik
hale gelir (41). Memeli derisi epidermis ve dermis olmak iizere iki temel katmandan
olusur. Avaskiiler yapidaki epidermis keratinize skuamoz epitel yapistyla en distaki su
gecirmez katmani olusturur (40). Epidermis yiizeyi kil folikiilleri, ter ve yag bezi
kanallarmi igerir. Dermis ise yara iyilesmesinde Onemli rol oynayan heterojen
fibroblastlardan olusur. Dermisteki kutan6éz damar agi {igiincii katman olan
hipodermise uzanir (38). Hipodermis, yag dokusu agisindan zengin deri alt1 tabakasidir

(40).
2.1.1. Epidermis

Alt tabakadan en iist tabakaya dogru stratum basale, stratum spinosum, stratum
granulosum, stratum lucidum ve stratum corneum olmak {izere 5 tabakadan
olusmaktadir (40, 41). Stratum basale bazal membran ile dermisten ayrilir.
Hemidesmozomlarin baglandigi bazal membran, dermo-epitelyal baglant1 olusturur.
Bu tabakada keratinosit tireten kok hiicreler ve melanositler bulunmaktadir. Stratum
spinosum komsu hiicrelerle desmozomlarla baglanti saglayan sitoplazmik uzantilar

bulunan hiicreler igerir. Ek olarak bu tabakada dendritik hiicreler bulunur (41).

Stratum basale’de iiretilen keratinositler 3-6 haftaya kadar farklilasarak
korneositlere doniisiir ve stratum corneum tabakasi olusturulur. Keratinositler, hiicre
popiilasyonunun yaklasik %9011 olusturan epidermis tabakasinda bulunan baskin
epidermal hiicrelerdir. Epidermal yara iyilesmesinde ve su tasiniminda 6nemli rol
oynarlar. Keratinositlerden ¢esitli biiyiime faktorleri kemokinler ve sitokinler

salgilanmaktadir. Keratin dahil olmak iizere bir¢ok protein keratinositlerde



sentezlemektedir. Stratum corneumda bulunan proteinler, hiicre zarlar1 ve kompleks

lipidler dehidrasyona kars1 bariyer gorevi yapmaktadir (40, 41).
2.1.2. Dermis

Dermis, deri agirligimin %90’ olusturur. Dermal tabakada yiliksek oranda
ECM, vaskiiler endotel hiicreleri, fibroblastlar, Schwann hiicreleri, mast hiicreleri, ter
bezleri, kan damarlari, kil folikiilleri ve serbest ve kapsiillii sinir u¢lar1 bulunmaktadir
(41). Dermis, papiler dermis ve retikiiler dermis olmak iizere 2 katmandan olusur.
Papiler dermis ylizeysel tabaka olarak adlandirilir. Fibroblastlar ve kalin kolajen lifleri
retikiiler dermis tabakasinda bulunur. Fibroblastlar derinin elastik yapis1 ve mekanik
dayanikliligindan sorumlu ana dermal hiicre popiilasyonudur. Glikozaminoglikanlar,

kolajen ve elastinler fibroblastlardan salgilanir (40).
2.1.3. Hipodermis

Deri alt1 fasya olarak da adlandirilan hipodermis, dermisin altinda bulunur (41).
Hipodermis tabakasi, gevsek bag doku, yag hiicreleri, proteoglikan ve
glikozaminoglikan absorblayict sivi, kan damarlar1 ve sinirlerden olusur. Yag
depolama ve viicut sicakliginin diizenlenmesi en 6nemli fonksiyonlari arasinda yer alir

(40). Deri alt1 yag dokusunda ise biiylime faktorleri salgilanmaktadir (39).
2.2. Yamk

Yanik yaralanmalari, derinin dis etkenlere bagli olarak sicaklik, kimyasal
maddeler veya elektrik akimi gibi faktdrlere maruz kalmasi sonucunda ortaya
cikmaktadir. Yaniklarin smiflandirilmasinda etkilenen viicut yiizey alani, maruz
kalinan sicaklik derecesi ve maruziyet siiresi gibi kriterler temel alinmaktadir (42, 43).
Yanik yaralanmalarini takiben deri biitiinliigiiniin bozulmasi, derinin fizyolojik
fonksiyonlarin1 yerine getirememesine yol acarak dehidratasyon, enfeksiyonlar,

metabolik bozukluklar ve hatta mortalite ile sonu¢lanabilmektedir (42, 44).

Deri yiiksek rejeneratif kapasiteye sahip olmakla birlikte, yanigin retikiiler
dermis tabakasina ulagmasi durumunda iyilesme potansiyeli belirgin sekilde
azalmaktadir. Yara iyilesmesi; hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve yeniden

diizenlenim olmak iizere dort fazdan olusmaktadir. inflamasyon fazinda koagiilasyon,



sitokin salimi1 ve kemotaksis gibi olaylar gerceklesirken, proliferasyon fazi
anjiyogenez ve fibroplazinin meydana geldigi yeniden yapilanma siirecini
kapsamaktadir. ECM birikimi ise yeniden diizenlenim fazinda ger¢eklesmektedir. Bu
son asamada meydana gelen bozukluklar, hipertrofik skar olusumuna yol

acabilmektedir (44).

Yanik yaralarmin iyilesmesi, fizyolojik ve psikolojik etkileri birlikte
barindiran, akut ve uzun dénem sonuglara sahip, karmasik bir siirectir. Yanik hastalari,
multidisipliner yaklasim gerektiren yogun tibbi bakima ihtiya¢ duymaktadir. Bunun
yani sira, rehabilitasyon siireci yiiksek maliyetli olup, akut hastaneye yatisi takiben
uzun siireli bakim gereksinimi aylar veya yillar boyunca devam edebilmektedir.
Ozellikle ileri dereceli yamk yaralanmalarinda, hastalarin dzel yanmk merkezlerinde
yogun bakim ve kapsamli cerrahi miidahalelerle tedavi edilmesi gerekmektedir (44,

45).
2.2.1. Yanik Derecelendirilmesi ve Yanik Tiirleri

Yanik yaralanmalari; lezyonun derinligi, maruz kalinan sicaklik diizeyi ve
stiresi, etiyolojik faktorler, etkilenen viicut yiizey alani ile deri kalinlig gibi ¢cok sayida
parametreye bagl olarak derecelendirilmektedir. Yanik yaralarinin iyilesme siiresi,
hasarin derecesine paralel olarak farklilik gostermektedir (44). Yiizeysel (I. Derece)
yaniklarda hasar epidermis ile siirli olup, bu tiir lezyonlar genellikle skar olusumu
gozlenmeksizin 5-10 gilin igerisinde iyilesmektedir. Yiizeysel kismi kalinlikta
yaniklarda (ITA. Derece) ise hasar dermisin {ist tabakalarini igermektedir. Bu yaralar
cogunlukla diisiik skar riski ile 2-3 hafta i¢inde epitelizasyon gostermektedir (43, 46,
47). Derin kismi kalinlikta yaniklarda (IIB. Derece) retikiiler dermis tabakasi
etkilenmektedir (43). Bu tip yanik yaralanmalari, hiicre dis1 matriks biitlinliigliniin
bozulmasiyla birlikte uzamis inflamatuvar yanitla karakterizedir. Bu siirecte
proinflamatuvar sitokinler, proteolitik enzimler ve reaktif oksijen tiirlerinde (ROS)
belirgin artis meydana gelmektedir (42, 44). Bu nedenle derin yaniklarin yara iyilesme
stirecinde hipertrofik skar olusum riski yiiksektir. Yiizeysel yaniklara gore daha uzun
stirede iyilesme gozlenir. Tam kalinlikli yaniklarda (III. Derece) ise epidermis ve
dermisin tiim tabakalara ek olarak doku hasari subkiitan dokuya ilerleyebilmektedir.

Iyilesme siireci genellikle sekiz haftayr asmaktadir (43, 46). Daha derin dokulart



etkileyen tam kalinlikta bazi yaniklarda (IV. derece) kas ve kemik tutulumu goriiliir

ve lokal nekroza yol agar (47).
2.2.2. Yanik Morfolojisi

Birinci derece yaniklar eritem ile karakterizedir ve deri yiizeyinde belirgin
kizariklik, 6dem ve agr1 izlenir. Tip IIA dereceli yaniklarda agr1 belirgindir. Tip 1IB’de
deri kil folikiilleri ve ekzokrin bezleri igermemekle birlikte, deri yilizeyi kirmizi, nemli
ve hassastir. Epidermal nekroza bagli olarak epitelizasyon siireci bozulur ve kalic1 skar
olusumu gorilebilir. Baz1 olgularda cerrahi girisim ve deri greftlemesi
gerekebilmektedir. Uciincii derece yaniklarda deri kuru, sert bir yap:1 kazanir;
lezyonlar kahverengi, bronz veya kirmizi tonlarda gozlemlenebilir. Sinir uglar1 hasari
nedeniyle agri hissi genellikle bulunmaz ve tedavide cerrahi miidahale ve deri
transplantasyonu temel yaklagimi olusturur. Dérdiincii derece yaniklar karma nitelik

tasir ve ikinci ile liclincii derece yaniklarin klinik 6zelliklerini birlikte sergiler (47).
2.2.3. Yanik Patofizyolojisi

Yanik, deri tabakalarinda lokal koagiilatif nekroza neden olur. Kutan6z yanik
yaralanmalarinda deri 3 bolgeye ayrilir. Koagiilasyon bdlgesinde nekroz meydana
gelir, geri doniissiiz doku hasariyla karakterizedir. Bu bolgeyi ¢evreleyen orta derecede
hasar gormiis bolge staz bolgesinde doku perfiizyonu bozulmustur. Staz bolgesi
iyilesebilir veya nekroza gidebilir. En dista yer alan hiperemik bdlgede ise

inflamatuvar yanitin etkisiyle vazodilatasyon gozlenir (42).

Toplam viicut yilizey alaninin %30’undan fazlasin1 kapsayan yaniklar belirgin
sistemik yanitlarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bu diizeydeki yaniklar, ciddi
stvi kaybina baglt hipovolemiye ek olarak inflamatuvar mediyatorlerin asir1 iiretimi ve
sallmmmina neden olur. Bu durum “yanik soku” olarak tanimlanan 6zgiin bir
kardiyovaskiiler disfonksiyon tablosuna yol agmaktadir (42, 48). Yanik soku; yanik
alant ve c¢evre dokularda yaygin o©Odem olusumu, sistemik dolasimin ve
mikrosirkiilasyonun bozulmasi ile seyreden kompleks patofizyolojik bir durumdur.
Yanik yaralanmasina eslik eden belirgin plazma ekstravazasyonu, intravaskiiler
hacmin azalmasina, sistemik vaskiiler direncin artmasina ve periferik doku

perflizyonunun belirgin sekilde azalmasina yol a¢gmaktadir. Pulmoner ve sistemik



vaskiiler direngteki artigin devam etmesi ve miyokardiyal depresyonun geligmesi,
inflamatuvar yanitin siddetlenmesine ve ¢oklu organ yetmezligi tablosunun ortaya

¢ikmasina zemin hazirlamaktadir (42).
2.3. Yara lyilesmesi

Yara iyilesmesi, farkli hiicre tipleri ve biyokimyasal yolaklarin koordinasyonu
ile ilerleyen kompleks ve dinamik bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir. Yara

iyilesmesinin temel basamaklar1 Sekil 2.1°de gosterilmistir (38, 40).

Hemostaz fazinda, yaralanmay1 takiben vaskiiler konstriksiyon ve pihti
olusumu ile temel hedef kanamanin durdurulmasidir. Kan akiginin yavaslatilmasiyla
mikroorganizmalarin sistemik dolasima yayilimi1 sinirlandirilmaktadir. Ayni zamanda
epitel ve endotel hiicrelerinden salinan kemotaktik faktorler araciligiyla inflamatuvar

hiicrelerin yara bolgesine gocii uyarilmakta ve inflamasyon fazi baglatilmaktadir (40).
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Sekil 2.1. Yara iyilesmesinin 4 fazi (40).

Yaralanmay1 takiben ilk 24 saat icerisinde antimikrobiyal savunmanin
saglanmasi amaciyla nétrofiller yara bolgesine goc¢ etmektedir. Bu siirecte kapiller
permeabilitenin artmasi ve vazodilatasyonun gerceklesmesi, bagisiklik hiicrelerinin
hasarli dokuya gecisini kolaylastirmaktadir. Biiylime faktorleri ve sitokinlerin etkisiyle

notrofilleri takiben makrofajlar ve lenfositler de yara bolgesine infiltre olmaktadir.



Inflamasyon fazinda temel olay fagositoz olup, hiicresel kalintilarin ve patojenlerin
uzaklastirilmasiyla doku rejenerasyonu igin uygun bir mikrogevre olusturulmaktadir.
Yaklasik 1-4 giin siiren bu fazin sonunda makrofajlar proinflamatuvar fenotipten
antiinflamatuvar fenotipe gecis yaparken, noétrofiller apoptoza ugramaktadir (40).
Inflamasyon fazmi proliferasyon fazi izlemektedir. Bu geciste inflamatuvar
hiicrelerden salinan biiylime faktorleri fibroblastlar, keratinositler, endotelyal hiicreler
ve kok hiicrelerin proliferasyonunu ve aktivasyonunu uyarmaktadir. Fibroblastlar
tarafindan prokolajen, hiyaliironik asit, proteoglikanlar ve elastin sentezlenerek
graniilasyon dokusu olusturulmaktadir. Ayni zamanda endotel hiicrelerin
proliferasyonu ve migrasyonu ile anjiyogenez gerceklesmekte ve yeni damar olusumu
saglanmaktadir. Yeniden epitelizasyon ise keratinositlerin proliferasyonu, migrasyonu
ve farklilagmasi ile ger¢ceklesmektedir. Bu faz boyunca ekstraseliiler matriks (ECM)
sentezi, anjiyogenez ve keratinizasyon siiregleri hiicreler arasi etkilesimlerle koordine
edilmektedir. Proliferasyon fazini yeniden diizenlenme (remodeling) fazi takip
etmektedir. Bu asamada graniilasyon dokusunda kolajen tip I sentezi artarken,
fibroblastlarin miyofibroblastlara farklilagmasi sonucunda kolajen tip III kademeli
olarak kolajen tip I ile yer degistirmektedir. Ayrica yara bolgesinde ter bezleri, yag
bezleri ve kil folikiilleri gibi deri eklerinin yeniden olusumu gercekleserek doku

biitiinliigiiniin yeniden saglanmasina katkida bulunulmaktadir (38, 40).

Yaralar, iyilesme 6zelliklerine gore akut ve kronik olarak siniflandirilmaktadir.
Akut yaralarda, derinin rejeneratif kapasitesinin yiiksek olmasi sayesinde iyilesme
fazlar1 tamamlanmakta ve genellikle skarsiz iyilesme gozlenmektedir (39). Kronik
yaralarda ise hipoksi ve degismis hiicresel fenotipler nedeniyle yaranin farkl
bolgelerinde farkli fazlarin es zamanl olarak bulunmasiyla iyilesme siireci diizensiz
seyretmektedir (40). Fazlar arasindaki dengenin bozulmasi, herhangi bir fazin olmasi
gerekenden uzun siirmesi patolojik skarlagmaya, iyilesmeyen veya kronik yara
olusumuna neden olur (2). Dermal fibroblastlarda kolajen sentezi ve fibroziste dnemli
rolii olan TGF-B1 gibi inflamatuvar sitokinler iretilir. Ek olarak yara bdlgesindeki
fibroblast farklilasmasi sonucunda asir1 TGF-B1 aktivitesi goriilebilir. TGF-B1
varliginda fibroblastlardan farklilasan miyofibroblastlar, kolajen ve matriks
proteinlerini paralel bir diizende salgilar ve anormal ECM organizasyonuna neden

olarak skar doku olusumuna yol agar (4, 5).
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Kronik yaralarda inflamatuvar hiicrelerden biiylime faktorlerinin asir1 salimi
sonucunda kalict inflamasyon meydana gelir. Kalict inflamatuvar hiicreler, 6zellikle
notrofiller ve makrofajlar, uzun dénemde yara iyilesmesi siirecini olumsuz y&nde
etkileyerek yara bolgesinde proinflamatuvar sitokinler, proteolitik enzimler ve ROS
iretirler (6, 7). Ek olarak yara iyilesmesinin diizgiin bir sekilde ilerlemesi ve hiicreler
ile ¢coziliniir faktorlerin yarali dokuya ulagsmasi anjiyogeneze baghdir. Yanik dokunun
nekrotik olmasi nedeniyle anjiyogenezi tetikleyen trombosit ve makrofajlar yanik
dokuda islev gosteremezler bu nedenle anjiyogenez fizyolojik boyutlarda
gerceklesemez. Yanik yaralari diger yaralardan ayiran en onemli 6zellik kilcal
gecirgenligin artis1 sonucu damar sizintis1 ve damar hasari gézlenmesidir. Bu durum

normal iyilesme siirecini geciktirir (3).
2.3.1. Yamik Tedavi Stratejileri

Yanik tedavisinde ilk asamada soguk uygulamasi, sivi resiisitasyonu,
termoregiilasyon destegi, debridman ve antimikrobiyal uygulamalar temel yaklagimlar
arasinda yer almaktadir (34, 35). Yanik yaralanmasi sonrasi gelisen sivi kaybinin
yerine konulmasi, yanik sokunun azaltilmasi ve yanigin derinlesmesinin engellenmesi
acisindan sivi resiisitasyonu kritik dneme sahiptir. Deri biitiinliigiiniin bozulmasina
bagli olarak termoregiilasyon mekanizmalarinin etkilenmesi, hastalarda hipotermi
riskini artirmaktadir. Bu nedenle sivi resiisitasyonu sirasinda 1sitma sistemlerinin

kullanilmasi, viicut 1sisinin korunmasi agisindan énem tasimaktadir (44).

Debridman uygulamast ile yara bolgesindeki nekrotik dokunun
uzaklastirilmasi, enfeksiyon riskini azaltarak yara iyilesme siirecini olumlu yonde
etkilemektedir (34). Yanik bolgesinde erken donemde, normal deri florasinda bulunan
stafilokoklar, streptokoklar ve metisiline direncgli Staphylococcus aureus gibi
patojenlerin kontaminasyona neden oldugu gosterilmistir (44). Gelisen ciddi ve kalici
enfeksiyonlarin epitel dokuya geri doniisiimsiiz hasar vererek yara iyilesme siirecini
uzattig1 bilinmektedir (35). Bu nedenle yanik yara tedavisinde erken dénemde topikal

veya sistemik antibiyotik uygulamalar1 dnem tagimaktadir.

Antibiyotiklerin yam1 sira, genis spektrumlu antibakteriyel aktiviteleri
nedeniyle altin (Au), giimiis (Ag), ¢inko (Zn) ve bakir (Cu) gibi ¢esitli metalik iyonlar

da yanik tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunlar arasinda en sik tercih
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edilen ajanlardan biri olan glimiis siilfadiazin, 6zellikle stafilokok ve streptokok
tiirlerine kars1 etkili bir antimikrobiyaldir (35). Ancak antibiyotiklerin topikal veya
sistemik kullaniminda diisiik biyoyararlanim, toksisite ve antibiyotik direnci gibi
onemli sinirliliklar bulunmaktadir. Daha etkin antiinflamatuvar yanit saglanmasi ve
inflamatuvar fazin kontrol altina alinmasi amaciyla, yanik yara yiizeyine biiylime
faktorlerinin uygulanmasina yonelik ¢esitli ¢aligmalar literatiirde yer almaktadir (35,

49, 50).

Yara tedavisinde pansuman uygulamalari; epitel dokunun korunmasi,
bakteriyel kontaminasyonun onlenmesi, 1st ile su kaybinin azaltilmasi agisindan
gereklidir. Kullanilan pansuman materyallerinin biyouyumlu ve biyopargalanabilir
ozellikte olmasi tercih edilmektedir (44). Bu amacla organik veya inorganik
polimerlerden {iretilen film, hidrojel, hidrokolloid ve hidrofiber temelli g¢esitli
formiilasyonlar yanik yara Ortiisii olarak kullanilmaktadir (51). Ancak yanik
derinliginin toplam viicut yiizey alaninin %30’unu agmasi durumunda, yara Ortiisii
olarak donor bolgeden elde edilen otolog deri greftleri tercih edilmektedir (44).
Ozellikle iigiincii derece ve iizeri yaniklarda, yara kapanmasinin saglanmasinda
otogreftler ve deri ikameleri gibi konvansiyonel tedaviler uygulanmaktadir. Bununla
birlikte, bu yaklagimlar sinirli dondr alani, yetersiz vaskiilarizasyon, ek cerrahi travma,
enfeksiyon riski, skar olusumunun tamamen Onlenememesi, uzun tedavi siiresi ve

yiiksek maliyet gibi ¢esitli dezavantajlara sahiptir (34, 44).

Giliniimiizde yanik tedavisinde, doku rejenerasyonunu molekiiler diizeyde
indiikleyen biiylime faktorleri, kok hiicre tedavileri ve gen terapileri gibi yenilik¢i
yaklasimlar 6n plana ¢ikmustir. Ozellikle nanoterapétik yiiklii yara pansumanlari ve
biyomateryal temelli sistemler, cerrahi greft ihtiyacini azaltmakta veya cerrahi
tedavilere destekleyici olarak kullanilabilmektedir (34). Biliylime faktorleri,
inflamatuvar fazin yan1 sira hiicre proliferasyonu, anjiyogenez ve doku
rejenerasyonunu uyararak yara iyilesme siirecinde Onemli roller {istlenmektedir.
Keratinosit biiyiime faktorii (KGF), TGF-f, epidermal biiyiime faktorii (EGF), temel
fibroblast biiylime faktorii (bFGF), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve
trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) yamik yara tedavisinde potansiyel
terapotik ajanlar arasinda yer almaktadir. Ancak bu biliylime faktorlerinin

fizikokimyasal 0Ozelliklerine bagli stabilite ve biyoyararlanim sorunlari, klinik
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kullanimin1 smirlamaktadir. Bu nedenle s6z konusu terapotiklerin ilag tastyici
sistemlere enkapsiile edilerek uygulanmasi, etkinliklerinin secici olarak artirilmasin

saglamaktadir (35).

Biiylime faktorleri arasinda yer alan TGF-f ailesinin fibrozis ve skar
olusumunda diizenleyici rolii bulunmaktadir. Bu dogrultuda, TGF-p ailesinde yer alan
TGF-B3, pro-fibrotik yanit1 sinirlamasi ve fizyolojik iyilesme siirecini desteklemesi
nedeniyle, yanik tedavisinde oOne ¢ikan molekiillerden biri  olarak

degerlendirilmektedir (4, 5, 52).

Bununla birlikte, yanik yara iyilesmesi ¢ok katmanli bir biyolojik siire¢ olarak
tanimlanmakta olup, biiyiime faktorlerinin etkilerinin yalnizca protein diizeyindeki
sinyalle sinirli olmadigi bildirilmektedir. Bu siliregte gen ekspresyonunun post-
transkripsiyonel diizeyde diizenlenmesinin, hiicresel yanitlarin diizenlenmesine katki
sagladig1 belirtilmektedir. Bu diizenleyici mekanizmalar arasinda mikroRNA’larin
(miRNA/miR), yara iyilesmesinde gorev alan ¢esitli sinyal yolaklart ile iliskili oldugu
ve bu siireclerde rol oynadigi gosterilmistir (38, 53, 54).

2.3.2. TGF-p’larin Yara Iyilesmesindeki Rolii

TGF-B hiicre i¢i iletisimi kontrol eden ve immiinolojik reaksiyonlarda
yonlendirici rol oynayan bilyiime faktorleri grubundaki pluripotent sitokin ailesidir.
TGF-B stiper ailesi, genis bir polipeptit grubudur. TGF-p ailesi ve kemik morfogenetik
proteinleri (BMP'ler), biiylime ve farklilasma faktorleri (GDF'ler), aktivinler
(ACT'ler), inhibinler (INH'ler) ve glial kaynakli nérotrofik faktoérler (GDNF'ler) gibi
polipeptitler bu ailede bulunmaktadir (55).

TGF-B ailesi, TGF-B1, TGF-B2 ve TGF-B3 olmak iizere ii¢ izoformdan
olusmaktadir. En sik bulunan izoform TGF-B1 bir disiilfit bagiyla birbirine bagh
homodimer yapida 25 kDa molekiiler agirhiginda kompleks bir polipeptittir. Her
polipeptit zinciri 112 aminoasit kalintisindan olusmaktadir (55). TGF-B tiikiiriik
bezleri, kaslar, bobrekler, karaciger kalp gibi dokularda yaygin olarak iiretilmektedir.
Trombositlerin en ¢cok TGF-f salgilayan hiicre grubu oldugu bilinmektedir.

Biyosentezinde post-translasyonel modifikasyonlarla latent kompleks olan

salgilayic1 formuna déniismektedir. Oncii polipeptit olarak sentezlenen TGF-B
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monomerleri endoplazmik retikulumda dimer olusturur. Dimerler golgiye gecer ve
kiigiik latent kompleksler olusturur (56). Hiicre dis1 matriksteki latent komplekslerden
aktif TGF-f salimi, plazmin, matriks metalloproteinaz (MMP) 2 (Jelatinaz A), MMP
9 (Jelatinaz B), BMP-1 ve digerleri gibi proteazlar, trombospondin-1, asidik veya
bazik kosullarda, ROS ve integrinler gibi faktorlerlerle gergeklesebilir. Bu faktorlere
TGF-p aktivatorleri denir (55, 57).

Homodimerlerin biyolojik etkileri benzer sinyal yolaklar1 ile aktive olur.
ECM’den salindiktan sonra TGF- ligandi, transmembran ikiger adet tip I (TGFB-R1)
ve tip II (TGFB-R2) alt birimden olusan heterotetramerik reseptor kompleksi ile
etkileserek fosforile olur (55, 57).

TGF-B sinyal yolaklar1 kanonik (SMAD ailesi transkripsiyon faktorleri
(SMAD)-bagimli) ve non-kanonik olmak iizere ikiye ayrilabilir. Kanonik yolakta
TGFB-R1 aktivasyonu ile SMAD proteinleri SMAD2 ve SMAD3 fosforile edilir.
SMAD2/3 aktivin reseptorii benzeri kinaz 5 (ALKS) ile fosforile olduktan sonra
SMAD4 ile kompleks olusturarak cekirdege tasinir. Kompleksin SMAD baglama
elementine baglanmasiyla hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, ECM sentezi, apoptoz
ve inflamasyon ile iligkili genlerin transkripsiyonu diizenlenir (58). Bu kompleksin
defosforilasyonu sonrast SMAD4 sitoplazmaya geri doner. TGF-B1 negatif geri
bildirimiyle SMAD7 TGFB-R’ye baglanarak SMAD2 ve SMAD3 defosforilasyonu ile

yolag baskilar. Ek olarak reseptoriin ubikitinizasyonuna yol agar (59).

Non kanonik yolakta farkli sinyal yolaklar1 aktive olmaktadir. Mitogenle aktive
olan protein kinaz (MAPK), Ras homolog (Rho) GTPaz/Rho ile iligkili protein kinaz
(ROCK) sinyal yolagi (Rho GTPaz/ROCK), Fosfoinozitid 3-kinaz / Protein kinaz B
(PI3K/AKT), Niikleer faktor kappa B (NF-xB) ve Janus kinaz / Transkripsiyon sinyal
iletici ve aktivator (JAK/STAT) yolaklar1 TGF-B ailesinin non-kanonik sinyal
yolaklaridir. TGF-B ailesi, hiicre gocii, hiicre iskeleti yeniden diizenlenmesi,
inflamatuvar yanit, hiicre hayatta kalimi ve fibrotik yanit olusumu siireglerinde yer
alarak bu yolaklarin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Yolaklarin c¢apraz
etkilesimleri sonucu hiicre tipleri ve gevreye bagimli olarak TGF- sinyalizasyonu
farkli biyolojik etkilere neden olmaktadir (55, 57). Diizensiz TGF-f3 sinyalizasyonunun
bir¢ok hastalikla iligkili oldugu bilinmektedir (55).
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Yanik iyilesmesinde TGF-p1 ve TGF-$3 Rolleri

Izoformlar doku ve zamansal olarak farkli kosullarda eksprese olmaktadir.
TGF-B1 yara iyilesmesinde baskin rol oynar. Epidermiste stratum granulosum ve
stratum corneum’da TGF-B1, stratum basale’de daha diisiik diizeyde diger izoformlar
bulunmaktadir (60). TGF-B izoformlar1 epitel hiicrelerin yani sira keratinositler,
fibroblastlar, endotel hiicreler, monositler ve diger hiicre tiplerinin fonksiyonlarim

diizenleyerek yara iyilesmesinin tiim fazlarinda énemli bir rol oynarlar (60).

Akut donemde trombositlerde depolanan TGF-f izoformlar1 yara bolgesine
salimmaktadir. TGF-$ kemotaktik aktivitesiyle yara bolgesine epitel hiicreler, endotel
hiicreler, fibroblastlar, ndtrofiller, makrofajlar ve lenfositlerin gd¢iinii baslatmaktadir.
Ek olarak interlokin (IL)-1o/B, IL-6 ve tiimdr nekroz faktorii (TNF)-a gibi
proinflamatuvar sitokinlerin salimini tetiklemektedir (59, 60). Ge¢ donemde ise
inflamasyonu durdurmaktadir. TGF-f ECM iiretimi, kolajen sentezi ve MMP
dengesinden sorumludur. VEGF salimini artirarak anjiyogenezi uyarmaktadir (55, 59,
60). Fibroblast hiicrelerinde miyofibroblastlara farklilagmay1 tetiklemekte ve Rho
aktivasyonunu indiikleyerek yara kontraksiyonunu artirmaktadir. Yara kapanmasinda
keratinosit diferansiyasyonunu, migrasyonunu ve integrin ekspresyonunu uyararak re-

epitelizasyonu kolaylastirir (55, 59-61).

TGF-p izoform dengesine, maruziyet siiresi ve konsantrasyonuna bagli olarak
yara iyilesmesi farkli sekillerde diizenlenmektedir (59). Erken dénemde TGF-B3
izoformu daha baskinken, epitelizasyon siirecinde TGF-B1 artmaktadir. Yara
iyilesmesinde uzamis ve asir1 TGF-B1 sinyalizasyonu fibrozis ve skar olusumu ile
iligkilendirilmektedir. TGF-B2, TGF-B1’e benzer etkiler gostermektedir (59). TGF-3
ise sekans homolojisine ragmen ECM yeniden diizenlenimini 1iyilestirerek,
inflamatuvar yanit1 ve hiicre migrasyonunu diizenleyerek antifibrotik etkisiyle skarsiz

iyilesmeyi saglamaktadir (59-61).
TGF-p3 Potansiyel Terapotik Etkileri

TGF-B sinyal yolaklarinin hedeflenmesine yonelik olarak kiigiik molekiil
inhibitorleri, monoklonal antikorlar, ligand tuzaklar1 ve antisens oligoniikleotidler gibi

farkli mekanizmalarla TGF-B sinyalizasyonunu modiile eden terapotik ajanlar
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gelistirilmistir. Kiiglik molekiil inhibitorleri genellikle TGF-B reseptorlerini inhibe
ederken, monoklonal antikorlar ligand diizeyinde izoform spesifik inhibisyon
saglayabilmektedir. Ligand tuzaklar1 TGF-B1’in reseptore baglanmasini engelleyerek
sinyal iletimini baskilamaktadir. Antisens oligoniikleotid yaklagimlari, TGF-f ve/veya
SMAD gen ekspresyonunun baskilanmasina dayanmaktadir. Ek olarak, dogal ve

sentetik bazi bilesiklerin TGF- sinyalini baskiladig1 bildirilmistir (62).

TGF-p ile iliskili patolojilerde tedavi yaniti hiicre tipine, TGF-B izoform
dengesine, patoloji ile iliskili diger bozulmus biyolojik siireclere bagli olarak
degiskenlik gosterdigi i¢in dogrudan TGF-B sinyalinin inhibisyonunun uygun bir
yaklagim olmadig1 diisiiniilmektedir (62). Fibrozis ile iliskili hastaliklarda TGF-f
sinyal yolagin1 hedefleyen ¢aligmalarda, fibrotik yamitin TGF-B1 artisinin yaninda
TGF-B izoformlar1 ve sinyal yolaklarinin dengesinin bozulmasi sonucunda ortaya

ciktig1 gosterilmistir (63).

Bu nedenle TGF-f ndtralizasyonunun veya sinyalinin inhibisyonu yerine TGF-
B1/TGF-B3 dengesinin yeniden diizenlenmesi icin yara iyilesmesinde TGF-B1’in
izoformu  olan rekombinant TGF-f3’lin  antifibrotik  etki  potansiyeli
degerlendirilmistir. TGF-B3/TGF-B1 oranmnin yliksek oldugu fetal doku ve oral
mukoza gibi dokularda skarsiz ve hizli iyilesme goézlenmistir (4, 5, 59). Rekombinant
TGF-B3 (Avotermin) kontrollii faz 2 caligsmalarinda giivenli bulunmus ve tedavi
sonucunda skarsiz iyilesmeyi destekledigi gosterilmistir. Ancak, intravendz yoldan

uygulanan Avotermin faz 3 ¢calismalarinda basarisiz olmustur (1, 4, 5, 62).

Viicutta hizla metabolize olmasi nedeniyle rekombinant TGF-f3’iin biyolojik
yar1 Omrii kisa ve stabilitesi diisiiktiir. Bu nedenle 6zellikle intravendz uygulama gibi
parenteral uygulamalarda tedavi etkinligi smirlidir. Biyoyararlaniminin = ve
stabilitesinin artirilmasi icin TGF-B3’lin aktif ve pasif olarak dokuya hedeflendirilmis
nanoterapoétiklere ve lokal uygulamaya olanak saglayan ¢esitli ilag tastyici sistemlere
yiiklenerek etkinliginin degerlendirildigi ¢aligmalar da literatiirde yer almaktadir (64-
66). ilag tasiyici sistemlere enkapsiile edilmis TGF-B3’iin serbest forma gére terapotik
etkinliginin artirildig1 gosterilmistir (66-69).
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2.3.3. Yara Iyilesmesinde miRNA’larin Rolii

miRNA’lar yaklagik 22 niikleotid uzunlugunda, bir veya daha fazla sa¢ tokasi
yapist igeren, birincil miRNA (pri-miRNA) transkriptlerinden kdken alan RNA’lardir.
Cogu miRNA kodlanmayan transkript veya intronlardan tiiretilir. Geri kalan
miRNA’lar protein kodlayan genlerin ekzonlarindan islenmektedir (70, 71). miRNA
biyogenezi kanonik ve non-kanonik yolaklar ile gerceklestirilmektedir (70) (Sekil
2.2)).

miRNA’larin biiyiik cogunlugu 2 farkli RNaz III enziminin gorev aldig
kanonik yolak {izerinden tiretilmektedir (Sekil 2.2.A). RNA polimeraz Il ile transkripte
edilen pri-miRNA’nin sa¢ tokast bolgesi, ¢ekirdekte RNaz III enzimi Drosha ve
DiGeorge Sendromu Kritik Bolge 8 (DGCRS) proteinlerinden olusan mikroislemci
(microprocessor) kompleksi tarafindan kesilerek, yaklasik 55-70 niikleotid
uzunlugunda bir onciil miRNA (pre-miRNA) olusturur. Pre-miRNA niikleer tastyici
reseptor ailesinin bir liyesi Exportin 5 ( Exp5) ile sitoplazmaya tagindiktan sonra RNaz
IIT enzimi Dicer tarafindan terminal halkasindan kesilir ve bir miRNA dupleksi
meydana gelir (71). Olusan miRNA dupleksinin 5'ug tarafindaki (5p) veya
3'ug tarafindaki (3p) zincirlerinden biri, Argonaute (Ago) protein ailesinin bir liyesine

yliklenerek miRNA-induced silencing complex (miRISC) olusturur (70, 71).
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Sekil 2.2. miRNA biyogenezi (71). A) Kanonik miRNA biyogenezi. Cekirdekte

Drosha—-DGCRS tarafindan pri-miRNA kesilir. pre-miRNA Exp5 ile
sitoplazmaya tasindiktan sonra Dicer terminal halkay1 keser ve Ago
proteinine yiiklenen miRNA dupleksi olusur. Yolcu zincirin (mavi)
uzaklagtirilmasmin ardindan olgun miRNA (kirmiz1) Ago efektor
kompleksi ile miRISC olusturur. Kesilme bolgeleri gri ok ile gdsterilmistir.
B) Drosha/DGCRS8-bagimsiz yolaklar. Mirtronlar pre-miRNA benzeri
yapilardir. Kirpilma (splicing) kompleks ve intronlari ayiran enzimler
tarafindan olusturulur. Miirin Hepatit Viriisii tRNA biyogenezinde RNaz Z
ile pre-miRNA’lar serbestlestirilir. 5’m7g tasiyan pre-miRNA’lar
Exportin-1 (XPOL1) ile sitoplazmaya taginir. C) Ago2 bagiml yolaklar. pri-
miR-451 kesildikten sonra splicing dogrudan Ago2 ile ger¢eklesir. Bunu
takiben poly(A)-spesifik riboniikleaz (PARN) ile 3’uctan kesilerek olgun
miRNA olusturulur. miR-486, pre-miRNA govdesinde tam baz eslesmesi
icerdiginden, miRNA dupleksinin olusumu i¢in mikroislemci kompleksi
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tarafindan kesildikten sonra, yolcu zincirin (miRNA*) uzaklastirilmasi
Ago? tarafindan gerceklestirilir.

Komplekse katilmayan kisim yolcu zincir (passenger strand) olarak adlandirilir
ve tamamlayicilik derecesine bagli mekanizmalarla ayristirilarak yikima ugrar. Yolcu
zincirler kesilerek yikilir (70). Yolcu zincirin uzaklastirilmasinin ardindan olgun tek
zincirli kilavuz zincir (guide strand) miRNA, Ago efektor kompleksini (RNA kaynakl
susturma kompleksi, RISC) komplementer RNA hedeflerini baskilamaya yonlendirir
(71) (Sekil 2.2.A).

Non-kanonik yolaklar ise Drosha/DGCRS8-bagimsiz ve Dicer-bagimsiz
yolaklar olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir (Sekil 2.2.B) (71). Drosha/DGCRS8-
bagimsiz yolakta olusan bazi pre-miRNA’lar Drosha kesimine ihtiya¢ duymaksizin
dogrudan sitoplazmaya tasinir. Ancak 5’ ucta 7-metilguanozin (m7G) kapagi tasiyan
pre-miRNA’lar XPO1 araciligiyla sitoplazmaya tasinir. Pre-miRNA'nin 5" ucunda
bulunan m7G kapagi, Ago proteinine yiiklenmeyi engelledigi i¢in bu yapidaki pre-
miRNA'lardan yalnizca 3p zincirinden olgun miRNA olugmaktadir (Sekil 2.2.B).

Literatiirde tanimlanmis farkli non-kanonik yolaklar bulunmaktadir (70, 71).

Dicer-bagimsiz (Ago2 bagimli) yolakta ise kisa sa¢ tokast RNA (shRNA)
transkriptlerinden tiiretilen pre-miRNA’lar sitoplazmada Ago2’ye bagimli olarak
kesilir. Ardindan 5p zinciri 3'-5" yoniinde kisaltilarak olgun miRNA olusur (Sekil
2.2.C). Tiim yolaklarin sonucunda hedef mRNA’lar1 diizenleyen fonksiyonel miRISC
kompleksi olusmaktadir (70, 71).

miRNA-mRNA etkilesiminin etkinligi tohum (seed) bolgesindeki (2-8.
Niikleotid) tamamlayiciliga baghdir. Tam tamamlayiciik durumunda Ago2’ye
yiiklenen tek zincir, Ago2’nin endoniikleaz katalitik aktivitesiyle kesilir. Ancak
memeli hiicrelerinde kismi tamamlayicilik bulundugundan, baskilama g¢ogunlukla

translasyon inhibisyonu ve mRNA destabilizasyonu yoluyla olur (70, 72).

miRNA’lar gen ekspresyonunu cogunlukla post-transkripsiyonel diizeyde
diizenlemektedir (70). miRISC hedef mRNA’nin 3’gevrilmeyen bdolge (UTR)
bolgesindeki tamamlayict dizilere baglanmasi sonucunda translasyon baskilanmasi,
mRNA’da poli(A) kuyrugunun kisaltilmas: (deadenilasyon) ve mRNA kapaginin

uzaklastirilmast (decapping) gerceklestirilir (72). Translasyon baskilanmasinda
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ribozomal alt biriminin mRNA’ya baglanmasi engellenir. Bu asamalarin sonunda

Ekzoriboniikleaz 1 (XRN1) araciligryla mRNA degradasyonu gerceklesir (70, 72).

miRNA’larin 3’UTR bdlgeye baglanmasinin yaninda, 5 UTR bolgesine
baglanarak translasyonu baskiladigi ve promotor bolgelere baglanarak transkripsiyonu
artirabildigi rapor edilmistir (70). Ayrica miRNA’larin yalnizca sitoplazmada degil,
cekirdekte de transkripsiyonel regiilasyon, alternatif kesim (splicing) ve kromatin yap1

diizenlenmesine katki sagladigi bilinmektedir (70).

miRNA’larin fonksiyonu, hiicresel lokalizasyon, hedef mRNA bollugu,
baglanma afinitesi ve hiicre tipi gibi faktorlere bagh dinamik 6zellik gostermektedir
(70). miRNA ekspresyonlarindaki bozukluklar birgok patolojik durum ile
iliskilendirilmistir. Ayrica miRNA’larin  hiicre dis1 sivilara salgillandigr da
bilinmektedir (70). miRNA’lar hiicre digina hiicre hasar1 sonucunda pasif sizintiyla
veya mikrovezikiiller ve tastyict proteinler aracilifiyla aktif sekresyon ile
salinmaktadir (73). Hiicre disti miRNA’larin bircok hastalik igin potansiyel
biyobelirtegler olarak kullanimlar1 degerlendirilerek rapor edilmistir. Aktif salgilanan
miRNA’larin ise hiicreler arasi iletisimde sinyal molekiilii olarak rol oynadigi
bilinmektedir (70, 73). miRNA ekspresyonundaki bozukluklarin terapotik olarak
diizeltilmesi amactyla antisens teknolojiler kullanilarak miRNA hedeflemeye yonelik

sentetik miRNA’lar (miR-mimigi ve antagomiR) gelistirilmistir (54).

miR-mimikleri ile hedef miRNA diizeylerinin artirilmasi veya antagomirler
(anti-miR) ile hedef miRNA’nin baskilanmasi yoluyla miRNA aktivitesi
diizenlenmektedir. miR-mimikleri ¢ift zincirli RNA molekiilleridir. Hiicre iginde
hedef miRNA diizeyini artirarak hedef genlerin baskilanmasini desteklemektedir.
Anti-miR’ler kimyasal olarak modifiye tek zincirli oligoniikleotid yapil
molekiillerdir. miRNA fonksiyonunu hedef mRNA’ya baglanarak miRNA’nin
baglanmasini engeller. Bu sekilde miRNA aracili gen baskilanmasini engellemektedir

(54).

anti-miR veya miR mimigi uygulamalariyla ayn1 anda bir yolaktaki birden
fazla gen ekspresyonunun es zamanli diizenlenebilecegi bilinmektedir. Bununla
birlikte genomda benzer dizilere sahip miRNA kiimelerinin de hedeflenmesi nedeniyle

terapotik etkinin gili¢lenebilecegi gosterilmistir (54, 74).
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miR-mimigi ve anti-miR’lerin modifiye oligoniikleotid yapida olmalar
nedeniyle hiicre icine girdikten sonra metabolik acidan oldukga stabil ve
eliminasyonlar1 haftalar stirmektedir. Buna karsin miRNA’larin polar yapisi ve negatif
ylizey ylkleri hiicre membranin gecisini sinirlandirarak hiicresel alim verimini
azaltmaktadir. Endozomal yikim, immiinojenisite, dolasimda degradasyon ve hizli
klirens gibi faktorler nedeniyle miRNA’larin biyoyararlanimi diisiiktiir. miRNA’larin
hedef organda hiicre i¢ine aktif formda ulagmasi i¢in uygun ilag tasiyict sistemlerin

kullanildig: ¢aligmalar bulunmaktadir (54, 74).
Yanik Iyilesmesinde Onemli miRNA’lar

miRNA’larin yanik sonrasi hiicresel apoptoz, proliferasyon, migrasyon ve
fibroproliferatif yaniti mRNA iizerindeki diizenleyici etkileriyle modiile ettigi
bilinmektedir (75). miRNA’lar, yanik iyilesme siirecinin biitiin fazlarinda, 6zgiin
ekspresyon paterni ve fonksiyon sergileyerek gen ekspresyonlarint koordine
etmektedir (76). Yara iyilesmesinin her fazinda 6ne ¢ikan miRNA'lar, hedefleri ve

etkileri Tablo 2.1'de 6zetlenmistir.

Tablo 2.1. Yara iyilesmesinde 6nemli miRNA’lar, hedefleri ve etkileri (76).

Faz miRNA Hedef/ Yara iyilesmesindeki etkisi
mekanizma

Hemostaz miR-143/ Vaskiiler tonus Vazodilatasyonu ve vaskiiler

miR-145 dinamiklerin diizenlenmesini
destekler.

miR-409-3p, | Fibrinojen Asirt  tromboz  olusumunu
miR-29 ailesi | sentezi sinirlar.
miR-223 (| | Trombosit P1iht1 olusumunu destekler.
ekspresyon) | reaktivitesi
miR-126 (1 | Endotel Damar onarmmi ve trombis
ekspresyon) biitiinligi olusumunu destekler.
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Inflamasyon | miR-142-3p | GTPaz Notrofil ~ kemotaksisi  ve
translasyonu polarizasyonunu artirir;
fagositoz kapasitesi ve ROS
iiretimini diizenler.
miR-142-3p, | Endotelyal Biitiinliigii bozar, apoptozu
miR-451 biitiinliik artirir, anjiyogenezi baskilar;
IL-6, IL-8, CXCL10,
CXCL11 ekspresyonunu
artirir.
miR-223 MEF2C; TRAF6 | Notrofil diferansiyasyonu ve
aktivitesini dizenler; TRAF6
yoluyla NF-kB'yi baskilar.
miR-124a ICAM-1, CCL2 | Monosit migrasyonunu
diizenler.
miR-424 NFI-A M-CSFR aktivasyonunu
destekler.
miR-21 NF-xB NF-kB aktivitesini baskilar,
IL-10 tiretimini artirir.
miR-146a IRAK1/2, Inflamasyonu baskilar,
TRAF6 VEGF-A {iretimini artirir.
miR-218-5p | SFRP2 Apoptozu artirir.
Proliferasyon | miR-99 ailesi | IGF1R, AKT | Hiicre proliferasyonunu
(miR- (PI3K/AKT) destekler.

99a/b/100)
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miR-203 RAN, RAPH1 Proliferatif ve migratuvar
hiicre  davranisi  arasinda

denge saglar

Anjiyogenez | miR-126, SPREDI, VEGF/ANGPT-1  sinyalini
(pro- miR-130a, PIK3R2 giiclendirir
anjiyojenik) | miR-210,

miR-23, miR-

27, miR-24
Anjiyogenez | miR-92a, VEGFR2, ETS1 | Damar olusumunu smirlar
(anti- miR-217,

anjiyojenik) | miR-221/222,
miR-199a-5p,

miR-200b

miR-223-3p | FOXO1 HUVEC  proliferasyonunu

(1, yanik azaltir

hastalarinda)
Yeniden miR-29a TGF-B/SMAD3 | Antifibrotik  etki; MMPI
diizenlenim/ dretimini  artirir,  kolajen
fibrozis birikimini sinirlar

miR-145 KLF4 Miyofibroblast

diferansiyasyonu ve o-SMA
artisint destekler; hipertrofik

skarda yiiksek eksprese olur

Yara iyilesmesinin inflamatuvar fazinda salgilan sitokinler, biiytime faktorleri
ve proinflamatuvar mediyatdrler miRNA’lar tarafindan diizenlenmektedir.
miRNA’larin  diizenleyici etkisi Ozellikle TGF-f sinyal yolag: lizerinden
gerceklesmektedir. Yanik sonrasi yanik ile iligkisi olan miRNA’larin ¢ogu TGF-f
sinyal yolag ile iliskilidir (75). TGF-B ile indiiklenen miR-132 ve miR-31, insan
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derisinde inflamatuvar fazdan proliferatif faza gecis sirasinda ekspresyonu artan
miRNA’lar olarak tanimlanmaktadir (77). miR-132, calismanin hedef molekiillerinden

biri olmasit nedeniyle Boliim 2.3.3.2'de ayrintili olarak ele alinmustir.
miR-132’nin Yanik Iyilesmesinde Rolii

miR-132’nin insan deri yara iyilesmesi sirasinda ekspresyonu en fazla artig
gosteren miRNA’lardan biri oldugu bildirilmistir. miR-132"nin inhibisyonunun hem
fare in vivo modellerinde hem de insan ex vivo yara modellerinde yara kapanmasini
geciktirdigi gosterilmistir (78). Ayrica yanik hasarinda miR-132’nin inflamatuvar
yanitin ve anjiyogenezin diizenlenmesinde rol oynadigi, inflamatuvar ve proliferatif

fazlarda yiiksek diizeyde eksprese edildigi rapor edilmistir (6, 7).

miR-132’nin etki mekanizmasinin pleiotropik oldugu ve yara onariminda
gorev alan birden fazla hiicre tipini es zamanli olarak diizenledigi bildirilmektedir (76).
Ayrica cilt yaralarina lokal olarak uygulanan miR-132 mimiklerinin yara kapanmasini
hizlandirdig1, vaskiilarizasyonu ve doku yeniden diizenlenimini iyilestirdigi rapor

edilmistir (78, 79).

Inflamasyon ~ fazinda ~miR-132’nin  proinflamatuvar ~ mediyatorlerin
ekspresyonunun baskilandigi ve makrofajlarin  pro-reparatif M2 fenotipine
polarizasyonunun gii¢lii bigimde uyarildigi gosterilmistir (76). Bununla birlikte
keratinositlerde miR-132’nin NF-xB yolunu baskilayarak IL-1B, TNF-a ve IL-8 gibi
proinflamatuvar sitokinlerin yani sira C-X-C motif kemokin ligand1 (CXCL) 5,
CXCLI1 ve CCL20 gibi kemokinlerin sentezini azalttig1 gdsterilmistir. NF-kB yolunun
inflamasyon ve bagisiklik yanitinin temel diizenleyicilerinden biri oldugu; erken
inflamatuvar fazda IL-1p, IL-6 ve TNF-a gibi sitokinlerin ekspresyonunu artirirken,
ge¢ fazda IL-10 ve TGF-B gibi antiinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonuna katki
sagladig1 bildirilmektedir (80). Ayrica miR-132’nin keratinositlerde hedefi olan
heparin baglayict EGF-benzeri biliylime faktorii (HB-EGF) ile etkileserek
inflamasyonu azalttigit da rapor edilmistir (81). miR-132 diizeyi artmis
keratinositlerden elde edilen silipernatanlarin endotelyal hiicrelerde vaskiiler hiicre
adezyon molekiilii 1 (VCAMI1) ve E-selektin (SELE) ekspresyonunu azalttigi, bdylece

endotelyal aktivasyonu ve lokosit adezyonunu zayiflattigi saptanmistir (81).
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Kemotaksi deneylerinde ise miR-132 diizeyi yiiksek keratinosit siipernatanlarinin
ndtrofil ve mononiikleer hiicre gogiinii azalttigi gosterilmistir. Bu bulgular, miR-

132’nin 16kosit infiltrasyonunu sinirladigini ortaya koymaktadir (81).

Proliferatif fazda ise miR-132’nin keratinosit bilylimesini ve anjiyogenezi
uyardigi; dermal fibroblastlarin gdcilinii ve proliferasyonunu tesvik ederek yara
iyilesmesine katkida bulundugu bildirilmistir (78, 81-84). Keratinositlerde miR-132
asirt ekspresyonunun EGF reseptorii (EGFR), transkripsiyon sinyal iletici ve
aktivatoriic 3 (STAT3) ve ekstraseliller sinyalle diizenlenen kinaz (ERK)
fosforilasyonunu artirdig1 ve bunun hiicre proliferasyonunu destekledigi gosterilmistir.
miR-132’nin TGF-B1 tarafindan hem epidermal keratinositlerde hem de dermal
fibroblastlarda indiiklendigi gosterilmistir (85). Yara bolgesinde artan TGF-B1
dretiminin  miR-132  ekspresyonundaki  yiikselisten = sorumlu olabilecegi
diistiniilmektedir (81). Bununla birlikte miR-132’nin TGF-B/SMAD sinyal yolagin
modiile ettigi ve TGF-B1 3'UTR bolgelerine baglanarak TGF-B1 ekspresyonunu
diizenledigi ¢esitli caligmalarla bildirilmistir (16, 81, 86).

Ayrica artmis miR-132 ekspresyonunun endotelyal hiicre proliferasyonunu
dogrudan artirdig1 ve giiclii anjiyogenezi destekleyerek iyilesen dokuda oksijen ve
besin desteginin yeniden saglanmasina katki sundugu bildirilmistir (76). Literatiirde
miR-132°nin RAS p21 protein aktivatorii 1 (RASAI1)’i hedefleyerek endotelyal

hiicrelerde proliferasyon ve tiip olusumunu artirdig1 bildirilmektedir (87).

RAS proteinlerinin  kiigiik GTPazlar oldugu ve hiicre migrasyonu,
proliferasyonu, farklilasmasi ve apoptozun diizenlenmesinde O6nemli rol oynadigi
bilinmektedir. RAS yoluyla iliskili genler arasinda 6zellikle miR-132’nin dogrudan
hedefi olan RASA1 iizerine odaklanilmis ve bu genin dermal fibroblastlarda miR-132
tarafindan anlamli bi¢gimde baskilandigi gosterilmistir. RASA1’in RasGAP olarak
RAS aktivitesini negatif yonde diizenledigi; ayrica p190 RhoGAP ile etkilesim yoluyla
fibroblast hareketini diizenledigi ve Rab21 ile integrinlere baglanma konusunda
rekabet ederek hiicre migrasyonunu baskiladigi rapor edilmistir. Bu calismada RASAL1
ekspresyonunun baskilanmasinin fibroblast gogiinii artirdigi ve bu etkinin miR-132

asir1 ekspresyonu ile gbzlenen pro-migratuvar fenotipi taklit ettigi gosterilmistir. Bu
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bulgular, RASA1-RAS sinyal ekseninin miR-132’nin fibroblastlardaki biyolojik

etkilerinin temel mekanizmalarindan biri oldugunu diisiindiirmektedir (78).

Inflamatuvar fazi baskilamasi ve hiicre proliferasyonu ile migrasyonunu
desteklemesi nedeniyle miR-132, yanik iyilesmesinde potansiyel bir terapdtik hedef
olarak degerlendirilmektedir (78).

2.4. TGF-B3 veya miRNA Yiiklii Ila¢ Tastyic1 Sistemler

TGF-B3’lin disaridan uygulanmasiyla yara iyilesmesinde gii¢lii bir terapdtik
etkinlik  gosterdigi  bildirilmistir.  Bununla  birlikte = TGF-B3; proteolitik
inaktivasyon, hizli metabolizma ve buna bagli kisa yar1 Omiir gibi kisithiliklar
nedeniyle diisiik biyoyararlanima sahiptir. Bu nedenle, TGF-$3’{in terapétik etkisini
artirmak amaciyla proteinin  stabilitesini  saglayan, lokal uygulamaya olanak
saglayan ve kontrollii salim sunan tasiyict sistemlerin kullanimi hedeflenmektedir. Bu
baglamda TGF-B3’iin, yeni, toksik olmayan ve etkili bir tedavi yaklasimi gelistirmek
izere uygun ilag tasiyici sistemlere enkapsiile edilmesine ihtiyag duyulmaktadir (66,

68).

TGF-B3’lin polimerik nanopartikiillere enkapsiile edilerek tendon iyilesmesi,
yara iyilesmesi ve kapsiil kontraktiiriindeki etkinliginin degerlendirildigi ¢alismalarda;
nanopartikiillerin pasif hedefleme ile hedef dokuya ulagiminin artirildigi ve kontrollii
salim sayesinde serbest uygulamaya kiyasla tedavi etkinliginin iyilestirildigi

gosterilmistir (66-68).

Moioli ve ark. (88), yara iyilesmesinde uzatilmis salim saglayan TGF-f3 ytiklii
PLGA mikrokiirelerin etkinligini incelemis; PLGA mikrokiirelerden salim kinetiginin
uzatilabildigini ve biiylime faktoriiniin biyolojik aktivitesinin korunarak hedef
hiicrelere ulastirilabilecegi bildirmistir (88). Benzer sekilde, TGF-B3 yiikli
mikrokiirelerin hidrojel temelli ilag tasiyict sistemlere entegre edilmesi ile
baslangictaki burst-effect ve ani salimin azaltildigi ve daha kontrollii bir salim

profilinin saglandig1 raporlanmistir (89).

Kronik yaralarda ise tasiyici sistemin yalnizca salim kontrolii degil, aym
zamanda yara mikrogevresine katkist da Onem kazanmaktadir. TGF-B3

yiiklii kitosan/poli(etilen glikol) (PEG) hidrojel formiilasyonunda, polimerlerin
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antibakteriyel etkinligi ve bariyer 0zelligi sayesinde inflamatuvar yanitin

baskilanmasina katki saglandigi bildirilmistir (37).

TGF-B3’lin ayrica elektrospin polikaprolakton (PCL) fiber
iskelelere yliklenmesiyle uzatilmig salimin yan1 sira, ECM taklit eden yap1 sayesinde
hiicre adezyonunun desteklendigi gosterilmistir. Deriye lokal uygulamalarda mekanik
dayanim 0Ozelliklerinin deri dokusuna benzer olmasi, yara iyilesmesine katki saglayan

bir diger avantaj olarak degerlendirilmektedir (90).

miRNA’larin yara iyilesmesinde uygulamalarinda membran gegisi ve hiicresel
alimmin kisith olmasi tedavi etkinligini siirlanmaktadir. miRNA’larin niikleazlar
tarafindan enzimatik yikim, hizli renal eliminasyon, endozomal hapsolma, hedef dis1
gen susturma ve istenmeyen immiin aktivasyon gibi kisitlamalar1 da bulunmaktadir
(91). miRNA ilag tastyict sistemlere yiiklenerek bu sinirlamalar asilarak hedef

hiicrelere yiiksek hiicresel alim saglanabilecegi bildirilmistir (91).

Niikleik asit tagiyicilar1 viral ve viral olmayan tasiyicilar olmak {izere ikiye
ayrilmaktadir. Viral tasiyicilar, retrovirlis veya adenovirlis gibi viriislerin genetik
materyali hiicrelere ulastirma yeteneklerinden yararlanilarak modifiye edilmis
sistemlerdir. Viral vektor aracili miRNA tasinmasinda viral vektorler miRNA’lar1
biyogenezlerinin farkli asamalarinda (pri-miRNA ve pre-miRNA gibi) tasiyacak
bicimde tasarlanmaktadir (92).

Viral sistemler yliksek transdiiksiyon verimliligine sahiptir. Ancak viral
toksisite, immiinojenisite gibi ¢esitli biyogiivenlik sinirlamalari nedeniyle klinik
acidan daha az tercih edilmektedir. Viral olmayan tasiyicilar arasinda lipozomlar,
polimer nanopartikiiller, lipid bazli nanopartikiiller ve inorganik nanopartikiiller yer
almaktadir. Bu tastyicilar, genetik materyali koruyarak hedef dokulara tasginmasim

kolaylagtirmaya yardimci olur (92).

miRNA’nin lipozom veya polimerik nanopartikiil formiilasyonlarina
enkapsiile edilmesi, enzimatik yikima karst korunmayi saglamaktadir.
Formiilasyonlarin yilizey PEGilasyonu ise dolagim siiresini artirmaktadir. Nanopartikiil
ve lipozom dispersiyonlarmin partikiil biiyiikliigiiniin 30-150 nm araliinda olmasiyla
renal klirens azaltilmaktadir. Ayrica hedef dokunun por biiyiikliigiine uygun partikiil

biiyiikliigiine sahip formiilasyonlarin iiretilmesiyle pasif hedefleme yapilmaktadir.
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Endozomal kagis i¢in pH duyarli polimerlerin kullanim literatiirde yer almaktadir.
Hedef dis1 gen susturmanin engellenmesi icin peptit veya antikor gibi ligandlarla aktif

hedeflendirmeyle, hedef dokuya 6zgiil baglanma artirilmaktadir (91).

Lipozomlarin endositoz ile hiicre igine girebilmesi, niikleik asitlerin
tasinmasinda Onemli bir avantaj olarak degerlendirilmektedir. miRNA yiiklii
lipozomlarin en az %60-90 aralifinda enkapsiilasyon verimliligi saglayabildigi
bildirilmektedir. Ayrica yiizey yiikiiniin optimize edilmesiyle miRNA’nin negatif
yiikiiniin maskelenebildigi ve hiicre membranina transfeksiyonun artirilabildigi

belirtilmektedir (91).

Dendrimer ve polimerik nanopartikiillere miRNA enkapsiilasyonunda ise bazi
kisitlamalar raporlanmigtir. Dendrimerlerin sitotoksisite riski ve tiretim karmagiklig
gibi smirlamalart vardir. Polimerik nanopartikiillerin aktif hedefleme yapildig:
durumda miRNA enkapsiilasyon verimi %40-60 araliginda bulunmustur. Ancak etkin
endozomal kagisin saglanmasinda polimerik nanopartikiillerin yetersiz oldugu
bildirilmigtir. Bu gerekgeler dogrultusunda bu c¢alismada lipozomlar; biyouyumlu
yapilar hidrofilik ve hidrofobik aktif icerikleri tagiyabilmeleri ve hiicre membranina
benzer Ozellikler gostermeleri nedeniyle nanoteknolojik ilag tasiyict sistem olarak

tercih edilmistir (91).
2.4.1. Lipozomlar

Nanometrik 6l¢ekte gelistirilen ilk ilag tasiyict sistemlerin lipozomlar oldugu
kabul edilmektedir. Lipozomlar, ¢esitli avantajlart nedeniyle ilag tasima
uygulamalarinda yaygin bicimde kullanilmaktadir (91). Hidrofilik veya lipofilik
ilaclarin enkapsiile edilebilmesi, aktif igeriklerin stabilitesini ve biyoyararlanimin
artirabilmeleri gibi 6zellikleri nedeniyle ilag tasiyici sistem olarak yaygin bigimde
kullanilmaktadir. Lipozomlarin aktif igeriklerin toksik etkilerini azaltarak terapotik

etkinligi iyilestirdigi bildirilmektedir (91, 93).

Lipozomlarin antikanser, antibiyotik, antifungal, antiinflamatuvar, anestezik
ajanlar ve gen tedavisi iiriinlerinin taginmasinda ¢ok sayida klinik ¢alismada yer aldig:
bildirilmektedir. Lipozomlar, klinik kullanima basariyla taginabilmis ilk nanomedikal

tastyici platformlar arasinda yer almakta ve onaylanmis ¢ok sayida farmasotik dozaj
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sekli bulunmaktadir (93). Lipozomal formiilasyonlarin en bilinen 6rneklerinden biri,
FDA onayli PEG’lenmis doksorubisin lipozomu olan Doxil®’dir. PEGilasyonun
lipozomlara gizli (stealth) 6zellik kazandirarak opsonizasyonu ve mononiikleer
fagositik sistem (MPS) tarafindan tutulmayi azalttigi; bu yolla dolasim siiresini
uzattig1 belirtilmektedir. Doxil’in basarisinin, miRNA ytiklii stealth lipozomlar dahil
olmak tizere niikleik asit temelli tedavilere yonelik benzer formiilasyonlarin

gelistirilmesine onciiliik ettigi ifade edilmektedir (91).

Lipozomlarin yapisinda genellikle fosfatidilkolinler, fosfatidiletanolaminler,
fosfatidilserinler ve fosfatidilgliseroller gibi fosfolipidler ile kolesterol gibi stabilite
artirict maddeler yer almaktadir. Bu yapilar 20 ile yaklasik 1000 nm arasinda degisen
partikiil biiyiikliigiinde, tek veya birden fazla lipid ¢ift tabakasindan olusabilmektedir.
Hidrofilik ilaglarin sulu i¢ boslukta tasinabildigi, hidrofobik ilaclarin ise lipid ¢ift
tabakasinin hidrokarbon zincir bdlgesinde tutulabildigi belirtilmektedir. Bu 6zellikler

lipozomlarin ¢ok yonlii bir ila¢ tagima platformu olmasini saglamaktadir (93).

Lipozom yapisinin iiretim yontemine gii¢lii bicimde bagli oldugu ve bu nedenle
farkli tiplerin elde edilebildigi ifade edilmektedir. Lipozomlar; tek tabakali vezikiiller
(unilamellar) kapsaminda kiigiik tek tabakali vezikiiller (SUV, 20-100 nm), biiyiik tek
tabakal1 vezikiiller (LUV, 100-1000 nm) ve dev tek tabakali vezikiiller (GUV, >1000
nm) olarak siniflandirilabilir. Cok tabakali vezikiiller (MLV, >500 nm) ise ¢ok sayida
tabakadan olusmaktadir. Ilag tasima uygulamalarinda cogunlukla SUV ve kiigiik MLV
tercih edilirken, GUV’lerin daha ¢ok hiicre modelleri olarak kullanildig:
belirtilmektedir. SUV ¢ogunlukla hidrofilik maddelerin tasinmasinda kullanilirken,
MLV ise ¢ift tabakali lipid yapilart nedeniyle hidrofobik bilesikler i¢in tercih
edilebildigi belirtilmektedir (93).

Partikiil biytikliigli; lipozomlarda enkapsiilasyon verimi ve dolasimdaki
stabilite acisindan kritik bir parametredir. Kiigiik lipozomlarin fagositik hiicreler
tarafindan tutulmadan kagma olasiliginin daha yiiksek oldugu bildirilmistir.
Farmasotik amach  kullanilan ve 0Ozellikle parenteral uygulamaya yonelik
nanopartikiillerde partikiil biiylikliigliniin genellikle <100 nm olmas1 gerektigi kabul
edilmektedir. Ortalama partikiil biiylikliigii dinamik 151k sagilim1 (DLS), boyut diglama

kromatografisi, niikleer manyetik rezonans spektroskopisi ve mikroskopi gibi
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yontemlerle dlctilmektedir. Partikiil biiytikliigii dagilimi (polidispersite indeksi, PDI)
ekstriizyon, sonikasyon ve homojenizasyon gibi yontemlerle kontrol edilebilmektedir

(93).

Lipozomlarin genellikle lipid bas gruplarina bagh olarak pozitif, negatif veya
zwitter iyonik ylizey yiikiine sahip olabilir. Yiizey yiikii ¢gogunlukla zeta potansiyeli ile
ifade edilmektedir ve elektroforetik hareketlilikten hesaplanmaktadir. Lipozom
formiilasyonuna eklenen iyonik lipid oraniyla zeta potansiyeli arasinda dogrusal iliski
oldugu bilinmektedir. Zeta potansiyeli, partikiiller arasi etkilesimleri, karsi iyon
adsorpsiyonunu ve nanopartikiil stabilitesini belirlemektedir. Zeta potansiyeli diisiik
partikiiller agregasyona egilimliyken, yiiksek partikiiller birbirini iterek stabil

siispansiyon olusturmaktadir (93).

Lipozomlar, lipidlerin hidrofilik bas gruplarinin yiik durumuna gére katyonik
(pozitif yiiklii), anyonik (negatif yiiklii) ve notr olmak tizere tlige ayrilmaktadir (93).
Cok sayida katyonik lipid niikleik asit tasiyicist olarak degerlendirilmistir. Bu
lipidlerin temel farki bas grubunun iyonize katyonik karakterde olmasidir. Yapida
hidrofobik kisim (iki alkil zinciri veya kolesterol tiirevi), pozitif yiiklii polar bag grup

ve bu iki bdlgeyi baglayan bir baglayici (linker) bulunmaktadir (94).

Negatif yiiklii miRNA veya kiiciik miidahale edici RNA (siRNA) gibi niikleik
asitler hidrofobik ve elektrostatik etkilesimlerle katyonik lipidlerle lipid-niikleik asit
kompleksi olusturmaktadir. Niikleotid tasimmasinda goérev alan lipid-niikleik asit
kompleksi lipopleks olarak adlandirilmaktadir. Bu komplekslesme sonucunda niikleik
asitler stabilize edilerek niikleaz yikimina kars1 korunmaktadir. Lipopleksler katyonik
ozellikleri nedeniyle hiicre membranina daha yiiksek afinite gdstererek hiicre yiizeyine
adsorpsiyon, endositoz ve sitoplazmaya salinim basamaklariyla niikleik asitlerin
transfeksiyonunu artirmaktadir. Ek olarak katyonik bas grup proton siingeri etkisiyle

lizozomlardan kacis1 desteklemektedir (91, 93).

Bu calisma kapsaminda, diger tasiyici sistemlere kiyasla daha yliksek
transfeksiyon verimliligi sunan katyonik lipid bazli sistemler kullanilmistir. Katyonik
lipozomlarin elde edilmesinde, negatif yiikli miRNA ve hiicre membranlari ile giiglii
iyonik etkilesimler kurabilme yetenegi sayesinde miRNA'nin etkin enkapsiilasyonunu

ve hiicresel alimini kolaylagtirmak amaciyla formiilasyona DOTMA dahil edilmistir.
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Lipozom formiilasyonlarinda en sik kullanilan katyonik lipidler DOTAP (N-[1-(2,3-
dioleoiloksi)propil]-N,N,N-trimetilamonyum kloriir) ve DOTMA’dir. DOTMA iki
eter bagi icerirken, DOTAP iki ester bagi igermektedir. Her iki lipid ile de yiiksek
niikleik asit enkapsiilasyon verimi (EE (%)) bildirilmistir. Ancak, bu lipidlerin
karsilastirildig1 bir ¢alismada, DOTMA ile hazirlanan formiilasyonlarin DOTAP’a
gore daha disiik sitotoksisite ve daha yliksek transfeksiyon verimliligi sergiledigi

gosterilmistir (95).

Katyonik lipozomlarda yardimci lipid olarak en sik DOPE (1,2-dioleoil-sn-
glisero-3-fosfoetanolamin) ve kolesterol (CHOL) tercih edilmektedir. DOPE ve
CHOL gibi yardimci lipidlerin lipid membrani stabilize ettigi, opsonizasyonu ve
retikiiloendotelyal sistem (RES) tarafindan tutulmayr azalttifi; bu yolla tasiyici
verimliligini ve in vivo transfeksiyon etkinligini artirdigi bildirilmektedir (96).
Kolesterol, lipozomal ¢ift tabakanin stabilitesini ve sertligini (rigidity) artirmak i¢in
kullanilmaktadir; bu  durum, dolasim ve membran alimi  sirasinda

lipozom/lipoplekslerin yapisal biitlinliigliniin korunmasinda kritik rol oynar (95).

Bu caligmada, zwitter iyonik yardimci lipid olarak DOPE yerine DOPC
secilmistir. DOPC, fizyolojik kosullar altinda sivi-kristalin fazda kalarak cift tabaka
akigkanligini saglamaktadir (97). Zwitteriyonik bas grubu, katyonik DOTMA'nin
ylizey yiik yogunlugunu dengeleyerek spesifik olmayan elektrostatik etkilesimleri
azaltirken; biyouyumlulugu ve stabil ¢ift tabaka olusturma 6zellikleri onu farmasotik
uygulamalar i¢in uygun hale getirmektedir. Ayrica DOPC, enkapsiile edilmis terapdtik
ajanlarin hiicre i¢i iletimini artirmak amaciyla tercih edilmistir (95). Sonug olarak
DOTMA/DOPC/CHOL bilesimi; yiiksek transfeksiyon verimliligi, kolloidal stabilite
ve biyouyumluluk arasinda optimum dengeyi saglayarak miRNA ve biiylime

faktorlerinin es zamanl iletimini gerceklestirmek lizere tasarlanmistir.

Ayrica, miRNA'nin kan dolasimindaki yar1 Omriinii uzatmak, niikleaz
yikimindan korumak ve RES'ten kagisini saglamak amaciyla koruyucu ajan olarak
genellikle PEG gibi suda ¢oziinlir polimerler kullanilmaktadir. PEGilasyon
uygulanmis katyonik lipozomlarin fiizyona ugramadig: bilinmektedir. PEG zincirleri,
lipoplekslerin gevre ile olan etkilesimlerini en aza indirerek niikleik asitlerin hedef dis1

organ veya dokularda salimini engellemekte ve bdylece transfeksiyon etkinligini
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artirmaktadir (94). Bu ¢alismada PEGilasyon, lipoplekslere DSPE-mPEG 2000 (1,2-
distearoil-sn-glisero-3-fosfoetanolamin-N-[metoksi(polietilenglikol)-2000])

eklenerek saglanmistir. Bu modifikasyon ile lipoplekslerin etrafinda sterik bir bariyer
olusturularak opsonizasyonun ve RES tarafindan temizlenmenin 6nlenmesi, boylece

dolasim siiresinin uzatilmasi amag¢lanmistir (95).

Lipozomlarin nihai fizikokimyasal 6zelliklerinin, formiilasyonda yer alan
fosfolipid tiirlinlin yaninda kullanilan {iretim ydntemine dogrudan bagli oldugu
bildirilmektedir (98). Bu dogrultuda lipozom ve lipopleks sistemlerinin
hazirlanmasinda ~ konvansiyonel ~ve  modern  {iretim  yaklagimlarindan

yararlanilmaktadir.

Konvansiyonel yontemler arasinda ince film hidrasyonu, ters faz
buharlastirma, ¢Oziicli enjeksiyonu, deterjan diyalizi ve yiliksek basingh
homojenizasyon yer almaktadir (98). Her bir yontemin tekrarlanabilirligi, maliyet
etkinligi ve Olgeklenebilirligi farklilik gostermektedir. Laboratuvar Olgeginde bu
smirliliklar  ¢ogu zaman g6z ardi edilebilse de klinik uygulamaya gegis
siirecinde siirekli iiretime uygun, otomasyona elverisli ve yliksek tekrarlanabilirlik
saglayan yontemlere gereksinim duyulmustur. Bu gereksinim dogrultusunda,

konvansiyonel yaklagimlarin yaninda modern {iretim yontemleri gelistirilmistir (99).

Modern yontemler arasinda mikroakiskan karistirma yontemi, Fransiz basing
hiicresi yontemi, dehidrasyon-rehidrasyon ydntemi, 1sitma yontemi, sprey kurutma
yontemi, dondurarak kurutma yontemi, dondurarak sprey kurutma yontemi, ¢apraz
akis enjeksiyon yontemi, membran kontaktdr yontemi ve pH degisimi yontemi
bulunmaktadir (98). Bu yontemler icerisinde 06zellikle mikroakiskan karigtirma
yaklagimi, yalnizca lipozom iiretiminde degil, aynt zamanda farkli nano ve
mikropartikiil sistemlerinin hazirlanmasinda da yaygin bigimde kullanilan modern

yontemlerden biri olarak 6ne ¢ikmaktadir (98, 99).

Mikroakigkan karistirma yaklasimi mikro-hidrodinamik odaklama (MHF)
lipidlerin ¢6ziindligli organik fazla, sulu fazin mikroakiskan kanalda hizli bicimde
karistirilmasi esasina dayanmaktadir. MHF yonteminde, ortamda kayma gerilimi ve
bilesim dalgalanmalar1 olmadig1 icin konvansiyonel lipozomlara kiyasla yiiksek

miktarda, tiim parcaciklarin aym1  Ozellikte ve  biiyiiklikte oldugu
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lipozom/lipoplekslerin olusumu saglanmaktadir (96, 100). MHF’de, etanolde
¢coziinmiis lipid tek bir merkezden gelirken, iki sulu akim tarafindan hidrodinamik
olarak sikistirilir (96, 101). Karistirma esnasinda ortam polaritesinin artmasiyla
lipidlerin ¢Oziintirligli azalmaktadir. Bunun sonucunda lipidler hidrofobik alkil
zincirlerinin su ile temasini en aza indirmek {lizere kendiliginden vezikiiler yapilar
halinde organize olmaktadir. Hidrofilik aktif igerikler sulu faza, hidrofobik aktif
icerikler organik faza dahil edilerek olusan vezikiillere enkapsiilasyonu

saglanmaktadir (99).

Mikroakiskan karigtirmada siringa pompalariin kullanimi ile akis dinamigini
belirleyen toplam akis hiz1 (TFR) ve akis hizi orani (su/organik) (FRR) parametreleri
kontrol edilebilmektedir. TFR, birim zamanda elde edilen formiilasyon hacmini ifade
ederken; FRR, sulu ve organik fazlar arasindaki hacimsel orani tanimlamaktadir (99).
TFR ve FRR degisiklikleri ile lipozomlarin ortalama partikiil biiytlikliigi ve PDI
degerleri optimize edilmektedir. TFR lipozom boyutlar1 {izerinde smurlt etki
gosterirken, FRR arttikca daha kiiciik boyutlu ve daha diisiik PDI degerine sahip
formiilasyonlar elde edilebilmektedir (99).

2.5. Yara lyilesmesinde 3 Boyutlu Biyobaski Yaklasimlari

Son yillarda 3B biyobaski, rejeneratif tip alaninda yara iyilesmesine
yonelik hizli, hassas ve yiiksek verimli otomasyon saglayan yenilik¢i bir teknoloji
olarak o6ne ¢ikmistir. 3B biyobaski, canli hiicrelerin, biyomalzemelerin,
biyomolekiillerin ve biiyime faktorlerinin katman katman ve kontrolli sekilde
biriktirilmesine dayanan bir eklemeli iiretim yontemi olup, biyouyumlu yapay deri
iiretimi agisindan umut vadeden bir strateji sunmaktadir (40). Bu kapsamda biyobaski
ile olusturulan deri yapilari, dondr doku gereksinimini azaltmasi ve cerrahi girisimleri
siirlayabilmesi nedeniyle, klasik deri greftlerine alternatif bir yontem olarak

degerlendirilmektedir (40).

Biyobaski teknolojisinin; yaniklar, bas1 yaralari, vendz iilserler ve diyabetik
ayak tlserleri gibi farkli kronik yara tiplerinde deneysel olarak uygulandig
bildirilmektedir. Epidermis—dermis—hipodermisi igeren 3B biyobaski ile ¢ok katmanl
deri yapilarinin basariyla iiretilebildigi rapor edilmistir (40). Buna ek olarak,

biyomiirekkep igerisine anjiyogenezi destekleyen peptitlerin veya biyolojik faktorlerin
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dahil edilmesi gibi yeni stratejilerin damarlagsmay1 artirdigi; boylece yara kapanmasini

hizlandirarak re-epitelizasyonu destekledigi gosterilmistir (40).

Biyobaski ile iiretilen iskeleler, biyomiirekkep igerisindeki farkli hiicre tipleri
ve biyomalzemelerin spesifik tasarimlarda basilmasiyla dogal derinin mimarisi ve
heterojen yapisin1 6nemli Olclide taklit edebilmektedir (40). Bu iskeleler, hiicre
adezyonu, proliferasyonu, farklilasmasi ve gog¢ii i¢in uygun bir ortam saglamaktadir.
Ayn1 zamanda doku rejenerasyonu siiresince yapisal biitiinliigiin korunmasinda temel
rol iistlenmektedir (102). Iskelenin gdzeneklilik diizeyi besin ve oksijen difiizyonu,
atik uzaklastirilmasi, hiicre infiltrasyonu ve vaskiilarizasyon gibi siiregleri dogrudan
etkilemektedir. Ancak optimal gdzenek boyutunun hedef dokuya gore degisebilecegi,
ayrica porozitenin damarlagsmay1 ve yapisal stabiliteyi olumsuz etkilemeyecek sekilde

dengelenmesi gerektigi vurgulanmaktadir (102).

Iskele tasariminda  biyomalzemenin  biyouyumluluk ve  kontrollii
biyobozunurluk o6zellikleri 6nem tasimaktadir. Biyouyumlu iskeleler, istenmeyen
bagisiklik yanitlarii smirlayarak doku ile biitiinlesmeyi desteklerken; kontrollii
biyobozunurluk, iskelenin zamanla yerini yeni olusan dokuya birakmasma ve
bozunma iirlinlerinin toksik etki olusturmadan uzaklastirilmasina katki saglamaktadir.
Ayrica yiizey Ozellikleri hiicresel yanitlarin belirlenmesinde  belirleyicidir.
Islanabilirlik, ylizey ylikii ve fonksiyonel gruplarin hiicre adezyonu ve yayilimini
etkileyebilecegi bildirilmistir (102). Son olarak, iskelelerin mekanik 6zelliklerinin de

hedef dokunun gereksinimlerine gore optimize edilmesi gerekmektedir (102).

Deri rejenerasyonu ve yara iyilesmesi uygulamalarinda kullanilan biyobaski
yontemleri genel olarak ekstriizyon temelli, damlacik (inkjet) temelli, lazer temelli ve
stereolitografi temelli sistemler olarak smiflandirilmaktadir (40). Bu yoOntemler
arasinda en yaygin yaklagim, biyomiirekkebin mekanik ya da pnomatik sistemlerle
noziilden siirekli filamentler halinde itildigi ekstriizyon biyobaski teknigidir (103). Bu
teknigin; yiiksek baski hizi ve hassasiyetinde ¢ok sayida biyomalzeme ile uyumlu
oldugu ve genellikle 1sitma gerektirmedigi bilinmektedir. Bu nedenle bu yodntem
hiicrelerin ve biyoaktif bilesiklerin iskeleye entegrasyonunun saglanmasi i¢in tercih
edilmektedir. Ancak stabil 3B yapilarin elde edilebilmesi i¢in biyomiirekkebin baski

sirasinda ve sonrasinda sekil biitiinliigiinii koruyacak viskoziteye ve uygun c¢apraz
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baglanma &zelliklerine sahip olmasi gerekmektedir. Ote yandan, noziil titkanmasi gibi
teknik sinirlamalar yontemin gelistirilmesi gereken yonleri arasinda yer almaktadir

(40, 103).

Basarili 3B biyobaski icin biyomiirekkep secimi kritik bir basamaktir.
Biyomiirekkep ¢ogunlukla biyomalzeme, hiicreler ve siklikla biiyiime faktorlerinin bir
kombinasyonundan olusur. Bu baglamda, hidrojel bazli polimerik aglar; yiiksek su
tutma kapasitesi, sisebilme ve mekanik stabiliteyi belirli 6l¢lide koruyabilme
ozellikleriyle biyobaski uygulamalarinda 6ne g¢ikmaktadir (103). Kitosan, jelatin,
kolajen, alginat ve hyaluronik asit gibi dogal hidrojel bazli biyopolimerler; ¢ogu zaman
mekanik  Ozellikleri gliglendirmek amaciyla sentetik polimerlerle birlikte
kullanilmaktadir. Ideal bir biyomiirekkebin biyouyumlu, biyobozunur, kolay
basilabilir, sekil biitiinliiglini koruyabilen ve mekanik olarak stabil olmasi
beklenmektedir (40). Biyomiirekkebin reolojik ve viskoelastik 6zellikleri; hiicre gogii,
proliferasyonu ve hiicre dis1t matriksin yeniden yapilanmasi iizerinde dogrudan

belirleyicidir (40).

Biyomiirekkep bileseni olarak kitosanin kullanimi 6nemli avantajlar
sunmaktadir (40). Kitosan; kolay temin edilebilir olmasi, biyobozunurlugu,
immiinojen olmamasi, hidrofilik yapisi, hemostatik 6zellikleri ve biyouyumlulugu gibi
pek cok kritik niteligi bir arada tasimasi nedeniyle iskele tasariminda sik tercih
edilmektedir. Katyonik karakteri sayesinde glikozaminoglikanlar gibi negatif yiiklii
biyomolekiillerle elektrostatik  etkilesim  kurarak hiicre adezyonunu ve
proliferasyonunu desteklemektedir. Ayrica ECM’de bulunan bazi
glikozaminoglikanlara yapisal benzerligiyle yabanci cisim yanitini azaltmaya katki
saglayabilecegi  dislinlilmektedir (103). Bununla birlikte kitosan temelli
biyomalzemelerin mekanik ve fiziksel 6zelliklerinin, bazi biyomedikal uygulamalar
icin yetersiz kalabildigi belirtilmektedir. Bu nedenle lif takviyesi, kompozit yap1
olusturma, ylizey modifikasyonu ve biyolojik olarak aktif molekiillerin eklenmesi gibi
stratejilerle kitosan iskelelerin 06zelliklerinin 1iyilestirilebilecegi, ayrica {iiretim
yontemleri ve silire¢ parametrelerinin optimize edilmesiyle mekanik 6zelliklerin

ayarlanabildigi vurgulanmaktadir (103).
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Kitosan, kabuklular, mantarlar ve boceklerde bulunan kitinin deasetilasyonu
ile elde edilen dogrusal bir polisakkarittir. Deasetilasyon sirasinda kitin zincirindeki
N-asetil gruplar1 uzaklastirilarak amino gruplar1 kazandirilir ve bdylece kitosan
glukozamin birimlerince zengin hale gelir. Yapisinda glukozamin ve N-
asetilglukozamin kalintilar1 B(1—4) glikozidik baglarla birbirine baglanmistir (102).
Kitosanin molekiiler agirligt ve deasetilasyon derecesi (DD), 3B biyobaskida
basilabilirligi belirleyen temel parametrelerdir. Bunun nedeni kitosan hidrojel
dispersiyonunun viskozite, ¢Oziiniirliik, mekanik mukavemet, kristallik ve
biyouyumluluk gibi 6zelliklerinin bu faktorlerden etkilenmesidir. Daha yiiksek
molekiiler agirlik viskoziteyi artirarak ekstriizyon tabanli baskida basilabilirligi ve
yapisal dogrulugu giiclendirmektedir. Ancak cok yiiksek diizeylerde igne ucu
tikanmasi1 ve akigkanlik kaybi gibi sorunlara yol agmaktadir. Deasetilasyon derecesi
ise ¢oziniirlik, yiik yogunlugu, ¢apraz baglanma kapasitesi ve hiicre—biyomalzeme
etkilesimleri {izerinde etkilidir. Bu nedenle viskozite, mekanik dayanim ve
biyouyumluluk arasinda denge kuracak sekilde uygun molekiiler agirlik—DD
kombinasyonunun segilmesi gerektigi; ekstriizyon biyobaski i¢in genellikle orta

molekiiler agirlik ve orta-yiiksek DD’nin tercih edildigi belirtilmektedir (102, 103).

Kitosan hidrojel iskelelerinin mekanik 6zelliklerinin iyilestirilmesi i¢in fiziksel
veya kimyasal yontemlerle ¢apraz baglanabilecegi bildirilmistir. Fiziksel hidrojellerde
hidrofobik etkilesimler, elektrostatik/iyonik etkilesimler ve hidrojen baglar1 gibi geri
dontisli etkilesimler rol oynarken; pH, sicaklik veya kars1 iyon degisimi ile sol—jel
gecisi gozlenmektedir. Fiziksel jellerin diigiik toksisite ve ek ¢apraz baglayici
gerektirmeme avantajina karsin, polimerik yapi kusurlart ve mikrohomojenlik
nedeniyle mekanik mukavemetinin sinirli kalabildigi; ayrica goézenek boyutu,
coziinme oran1 ve fonksiyonellestirme tekrarlanabilirliginin kisitli olabilecegi
bildirilmektedir. Bu sinirhiliklar ise kimyasal capraz baglayicilarla geri doniissiiz
kovalent baglarin olusturulmasiyla azaltilabilmektedir. Capraz baglanma yogunlugu
ag yapisini, sisme davranigini, su igerigini, gevseme siirelerini ve ila¢ salimin
etkilerken; kompozit biyomalzeme eklenmesi fiziksel ve kimyasal 06zellikleri
iyilestirebilmektedir (103). Bununla birlikte RF aracili UV ¢apraz baglamanin, klasik
karbodiimid temelli kimyasal ¢apraz baglamaya alternatif bir yaklasim olarak

kullanilabildigi rapor edilmistir. Literatiirde, kitosan polimerinin elektron verici
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kapasitesi sayesinde UV fotobaslatici RF ile etkilesime girerek UV ile capraz baglama
stireglerinde yardime1 bagslatict (co-initiator) rolii iistlenebildigi bildirilmistir. RF,
dogal vitamin B2’nin suda ¢dziinebilen bir tiirevi olup, 1518a duyarlilifi nedeniyle
fotosensitizer ve fotobaslatict (photoinitiator) gibi islevler gosterebilmektedir. Bu
baglamda RF, doku miihendisligi ve yara iyilesmesi uygulamalarinda o6zellikle
kolajenin etkin bi¢cimde ¢apraz baglanmasini saglamak amaciyla yaygin olarak

kullanildig: belirtilmektedir (33).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerecler

Calismada kullanilan DOTMA, DOPC ve 3f-hidroksi-5-kolesten (kolesterol,
CHOL) Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, ABD) firmasindan temin edilmistir.
DSPE-mPEG2000 Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, ABD) firmasindan satin
alinmistir. Rekombinant insan TGF-B3 ve TGF-B1 proteinleri ProSpec (Ness Ziona,
Israil) firmasindan, miR-132 mimigi (5-ACCGUGGCUUUCGAUUGUUACU-3")
ise MyBioSource (San Diego, CA, ABD) firmasindan temin edilmistir.

Lipozom ve lipopleks iiretiminde kullanilan mikroakiskan ¢ip (HDF3, 300 um,
7100) uFluidic (Ankara, Tiirkiye) firmasindan temin edilmistir. Diyaliz islemlerinde
seliiloz membran diyaliz tiipii (molekiil agirligi kesme degeri (MWCO) 10-12 kDa,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) ile Spectra/Por® 6 diyaliz membrani (MWCO
25 kDa, Repligen, Waltham, MA, ABD) kullanilmigtir. Lipozomlarin
saflagtirllmasinda Amicon® ultrafiltrasyon iiniteleri (Millipore, Burlington, MA,

ABD) kullanilmistir.

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM),
fetal sigir serumu (FBS), penisilin-streptomisin ve tripsin-EDTA Capricorn Scientific
(Ebsdorfergrund, Almanya) firmasindan temin edilmistir. L929 fare fibroblast hiicre
hatti (NCTC clone 929; CCL-1™) ATCC (Manassas, VA, ABD) firmasindan
saglanmis ve diisiik pasaj numaralarinda kullanilmistir. Hiicre hatti deneylerde
kullanilmadan 6nce mikoplazma kontaminasyonu agisindan test edilmis ve negatif

oldugu dogrulanmastir.

Hiicre canlilik testlerinde kullanilan MTT reaktifi [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolyum bromiir] SERVA (Heidelberg, Almanya) firmasindan,
Transwell® 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii insertleri ise Sigma-Aldrich firmasindan temin
edilmisgtir.

TGF-B3 sandvi¢ enzim bagli immiinosorbent testi (ELISA) kiti CK-Bio (Cin)

firmasindan; fare kolajen tip 1 ol zinciri (COL1A1), kolajen tip 3 ol zinciri
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(COL3A1), MMP13 ve MMP9 ELISA kitleri Elabscience (Houston, TX, ABD)
firmasindan; fare ki67 proliferasyon belirteci (MKI67) ve RASA1 ELISA kitleri
FineTest (Wuhan, Cin) firmasindan; bicinkoninik asit (BCA) protein analiz kiti ise
Elabscience (Houston, TX, ABD) firmasindan temin edilmistir. Quant-iT™
RiboGreen™ RNA Assay Kit Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, ABD)

firmasindan satin alinmistir.

siGLO Green Transfection Indicator Horizon Discovery (Cambridge, Birlesik
Krallik) firmasindan; 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) ABT Laboratory Industry
(Ankara, Tirkiye) firmasindan; Hybrid-R RNA Isolation Reagent GeneAll (Seul,
Gliney Kore) firmasindan; 2x qPCR SYBR Green Master Mix (ROX igeren) ABT
Laboratory Industry (Ankara, Tiirkiye) firmasindan; SuperScript™ II Reverse
Transcriptase Invitrogen (Carlsbad, CA, ABD) firmasindan; PureLink™ formalinle
fikse edilmis parafine gomiilii (FFPE) RNA Isolation Kit Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, ABD) firmasindan temin edilmistir.

Hidrojel hazirlanmasinda yaklagik 272 kDa molekiil agirligina ve yaklasik %86
deasetilasyon derecesine sahip orta molekiil agirlikli kitosan, RF ve %90 laktik asit
Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmistir. Hidrojel iskelelerinin
iretiminde kullanilan baski siringalari, igne uglar1 ve baski kafalarit Axo Al 3B
Biyobask1 Sistemi kitinin (Axolotl Biosystems, Istanbul, Tiirkiye) bilesenleri olarak

saglanmustir.

Histolojik analizlerde kullanilan Masson trikrom boyama kiti, hematoksilen
¢ozeltisi ve Eozin Y ¢ozeltisi Merck firmasindan; immiinohistokimyasal (IHK)
analizlerde kullanilan UltraVision™ Detection System (yaban turpu peroksidazi
(HRP), diaminobenzidin (DAB) substrati, DAB kromojeni ve Mayer hematoksilen
iceren) Thermo Fisher Scientific firmasindan temin edilmistir. Kolajen tip I a2 zinciri
(COL1A2) (tavsan poliklonal; E-AB-10155), COL3A1 (fare monoklonal; E-AB-
22071) ve a-SMA (tavsan rekombinant monoklonal, E-AB-81457) antikorlar1
Elabscience firmasindan; RASA1 (tavsan poliklonal; bs-13281R) antikoru ise Bioss
Antibodies (Woburn, MA, ABD) firmasindan temin edilmistir.
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in vivo ¢aligmalarda ortalama 24-35 g agirliginda, 15 haftalik toplam 30 adet
erkek C57BL/6 fare kullanilmistir. Deney hayvanlar1 Kobay DHL AS (Ankara,

Tiirkiye) firmasindan temin edilmistir.
3.2. Lipozom/Lipopleks Formiilasyonu, Hazirlanmasi ve Optimizasyonu

Lipozom/lipopleks formiilasyonlarinda katyonik ozellikte lipid olarak
DOTMA; notral ozellikte lipid olarak DOPC, stabilite artirict lipid olarak CHOL ve
yiizey modifikasyonu ile stabilite artirict ajan olarak DSPE-mPEG2000 kullanilmistir
(Sekil 3.1.). Istenen terapotik etkiyi elde etmek igin rekombinant insan TGF-B3 ve
miR-132 yerine koyma amaciyla miR-132 mimigi (5°-
ACCGUGGCUUUCGAUUGUUACU-3’) kullanilmustr. Formiilasyonlar

mikroakigkan karistirma yontemiyle hazirlanmstir.

Lipozomlarin baslangic yiikleme orant TGF-B3 i¢in, yara iyilesmesini konu
alan literatiir bilgisi dogrultusunda 0,5-2 pg/mL aralifinda 3 doz (0,5-1-2 pg/mL)
denenmistir (4, 52, 66, 67, 104-106).

Lipoplekslerin baslangic yilikleme orani miR-132 igin, literatiir bilgisi
dogrultusunda sunulan miRNA dozu lipid/miR-132 kiitle oran1 1 mg/ 25 nug ve pozitif
yiikli azot gruplar1 (N)/ negatif yiiklii fosfat gruplari (P) oram1 4 olacak sekilde
denenmistir (101, 107-111). miRNA yiiklii lipoplekslerin hazirlanmasi igin farkli bir
yontem olan N/P orani, katyonik lipid DOTMA’daki pozitif yiiklii azot gruplart (N)
ile miRNA’daki negatif yiiklii fosfat gruplari (P) arasindaki molar orami ifade

etmektedir.
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Sekil 3.1. Lipozom/ lipopleks formiilasyonlarinin hazirlaniginin sematik gosterimi.

3.2.1. Lipozom/Lipopleks Formiilasyonlarinin Mikroakiskan Karistirma

Yontemiyle Hazirlanmasi

Lipozom/lipopleks formiilasyonlar1 mikroakiskan karigtirma yonteminde akis
ve karistirma saglayan 2 girisli-1 ¢ikisli mikroakiskanlastirici ¢ip (HDF3 300umZ100
Two Inlet Hydrodynamic Focusing Chip, uFluidic) kullanilarak iiretilmistir.

Sekil 3.2. Mikroakiskan karistirma yonteminde kullanilan ¢ipin yapisin1 gosteren
modellere iliskin 6rnek fotograflar (uFluidic).

Sekil 3.2.°de gosterilen ¢ipin iist girisinden su fazi (inorganik fazin), orta

giriginden ise farkli oranda lipid igeren etanol (organik faz) akisi saglanmistir.
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Katyonik lipozomlarin fizikokimyasal ozelliklerini belirleyen en o6nemli
parametre olarak lipid bilesimi (DOTMA/DOPC/CHOL mol oranlar1) secilmistir. Bu
kapsamda, lipid tiirleri ve mol oranlarmin sistematik olarak taranmasi amaciyla 3°
faktoriyel tasarim ile optimizasyon ¢alismalar gergeklestirilmistir. Lipozom/lipopleks
formiilasyonlarinin hazirlanmasinda bagimsiz degisken olarak secilen lipidlerin molar
orani Tablo 3.1°de verilmistir. Tiim formiilasyonlarda DSPE-mPEG2000 0,375 uM,
toplam lipid ise 15 pmol/mL konsantrasyonda sabit tutulmustur (112).
DOTMA/DOPC/CHOL molar oranlar1 33 faktoriyel tasarima gore degistirilerek
(Tablo 3.1) 27 formiilasyon iiretilmistir.

Optimizasyon galismalar1 boyunca TFR 2 mL.dk!"da sabit tutulmustur. Bu
deger, test edilen aralikta TFR'min lipozomlarin ortalama partikiil biiyiikliigii ve PDI
degerleri tlizerinde 6nemli bir etkisi olmadigini gdsteren dnceki verilere dayanarak
secilmistir (112). Bu nedenle, deneysel modelde gereksiz karmagsikligir onlemek ve
formiilasyonla ilgili degiskenlere odaklanmak i¢in TFR faktoriyel tasarimdan

cikarilmistir.

Su-organik faz akis hiz1 orani olarak tanimlanan FRR, baslangigta 3 olarak
sabitlenmigtir. Optimizasyon c¢aligmalari sonucunda en uygun FRR degerini
belirlemek amaciyla segilen formiilasyon (F22), FRR oranlar1 4 ve 5 olacak sekilde

iiretilmistir.

Istenen yanitlar Y1 (ortalama partikiil biiyiikliigii (nm); hedef aralik: 100-200
nm), Y2 (PDI; hedef: <0,3) ve Y3 (zeta potansiyeli (mV); hedef: >40 mV) olarak

tanimlanmustir.

Tablo 3.1. 33 faktoriyel tasariminda kullanilan faktorlere iligkin tablo.

FAKTOR DUZEY

Diistik Orta Yiiksek
DOTMA 6 9 12
DOPC 1 2 3
CHOL 4 7 10
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TGF-B3 su fazina eklenerek formiilasyona dahil edilmis ve mikroakigkan
karigtirma yontemiyle TGF-B3 yiikli lipozom (TGF-B3 LP) formiilasyonlar1 elde
edilmistir. miR-132 mimigi ise RNaz icermeyen suda hazirlanan Tris/HCI
tamponunda (pH=7,4) ¢oOziilmiistiir. Takiben lipid/miR-132 kiitle oran1 veya N/P
oranina gore tampon igerisindeki miR-132 lipozom dispersiyonuna gerekli miktarda
eklenmis ve oda sicakliginda 20-30 dakika inkiibe edilmistir. Bu inkiibasyon islemi
sonucunda miR-132 igeren lipopleks (miR-132 LPX) formiilasyonlar1 elde edilmistir
(101).

3.2.2. Lipozom/Lipopleks Formiilasyonlarinin Karakterizasyonu
Partikiil Bityiikliigii/Dagilim ve Zeta Potansiyel Analizi

Hazirlanan formiilasyonlarin ortalama partikiil biiyiikligi, PDI ve zeta
potansiyeli, Zetasizer NanoZS (Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik
Teknoloji Anabilim Dali, Ankara, Tiirkiye) cihazi kullanilarak DLS ve elektroforetik
151k sacilimi (ELS) yontemiyle belirlenmistir (96). Ornekler formiilasyonlarm saf su
ile 10 kat seyreltilmesiyle hazirlanmistir. Olgiimler 25°C°de 3 tekrarli gergeklestirilmis

ve sonuglar ortalama + standart sapma (SS) olarak sunulmustur.
Morfoloji ve Yiizey Ozellikleri Analizi

Lipozomlarin ve lipoplekslerin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesinde, bir
ornek iginden gegirilen yiiksek enerjili elektronlarin goriintiilenmesine dayanan, 20-
120 kV araliginda hizlandirici voltaj altinda ¢alisan Konvansiyonel Gegirimli Elektron
Mikroskobu (CTEM, FEI, Hillsboro, OR, ABD) kullanilmistir (113, 114). Analizler,
ODTU MERLAB (Ankara, Tiirkiye) biinyesinde hizmet alimi yoluyla
gerceklestirilmistir. Gorlintiileme islemi, ornekler tasiyici sistem formiilasyonlari
(lipozom/lipopleks) saf su ile 10 kat seyreltildikten sonra karbon kapli filmler {izerine

damlatilip kurutulduktan sonra gerceklestirilmistir.
TGF-p3 LP ve miR-132 LPX Formiilasyonlarinin Enkapsiilasyonu ve

Miktar Tayini

TGF-B3 doz optimizasyonu kapsaminda, 0,5, 1 ve 2 pg/mL derigimlerindeki
TGF-B3 LP formiilasyonlarinda miktar tayini ic¢in sandvi¢ ELISA yoOntemi
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kullanilmistir. TGF-B3 ELISA kiti iretici firmanin ydnergeleri dogrultusunda
kullanilmigtir.  Yikli lipozom formiilasyonlarinin 14 000 x g'de 20 dakika
santrifiijleme adimindan sonra elde edilen siipernatan, 0,22 um goézenek boyutlu
filtrelerden siizlilmiistiir. Stipernatan, TGF-B3'ii 6l¢mek i¢in kullanilmistir (52). TGF-
B3'in EE (%) asagida verilen Esitlik 3.1. kullanilarak hesaplanmistir:

TGF-B3 EE (%) = [(m] - m2) / m1] x 100 (3.1)
m1= Baslangictaki (formiilasyona eklenen) TGF-3 miktar1 (ug)
m2= Siipernatandaki (enkapsiile edilmemis) TGF-B3 miktar1 (png)

miR-132 LPX formiilasyonlarinda lipid/miR-132 kiitle oran1 1 mg/ 25 pg veya
N/P oran1 4 olacak sekilde yiiklenerek her bir formiilasyon i¢in EE (%) belirlenmistir.
En yiiksek EE (%) sahip formiilasyonun belirlenmesi i¢in hazirlanan miR-132 yiiklii
lipopleksler 4°C'de 10 000 rpm’de 30 dk santrifiij edilmistir (101, 115, 116).
Stipernatandaki serbest miR-132’nin RiboGreen RNA kiti ile reaksiyona sokulmasi ile
elde edilen parlak yesil floresans, floresans spektrofotometri (480 nm eksitasyon /520
nm emisyon) ile dl¢lilerek miRNA miktar1 belirlenmistir (117-119). miR-132 EE (%)
asagida verilen Esitlik 3.2. kullanilarak hesaplanmustir.

miR-132 EE (%) = [(m] - m2) /m1] x 100 (3.2)
m1= Baslangictaki (formiilasyona eklenen) miR-132 miktar1 (ng)
m2= Siipernatandaki (enkapsiile edilmemis) miR-132 miktar1 (ng)

Deneyler 3 kere tekrar edilmistir. EE (%) analizi sonucunda lipozom/lipopleks
formiilasyonlarindaki optimum TGF-f3 ve miR-132 mimigi konsantrasyonu
belirlenmistir. Ilerleyen donem calismalari bu optimum formiilasyon ile
ylriitilmiistir.

Formiilasyonlarin yilikleme kapasitesi (LD(%)) asagida verilen Esitlik 3.3.
kullanilarak hesaplanmistir.

LD (%)= [m1/ (ml + m2)] x 100 (3.3)
m1= Enkapsiile edilen TGF-B3 veya miR-132 miktar1 (png)

m2= Toplam lipid (ng)
3.2.3. Stabilite Calismalar

Optimum miR-132 ve TGF-B3 yiiklii lipozom/lipopleks formiilasyonlarinda

stabilite caligmalar1 yliriitilmiistiir.
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Formiilasyon igerigindeki biyolojik ve biyoteknolojik iiriinlerin saklama
kosulu olan 4 °C ile formiilasyonun nihai uygulama sicakligi olan 37 °C, termal ve
sizma stabilitesi deneyleri igin sicaklik noktalari olarak belirlenmistir. Ornek alma
noktalar1 olarak, ilk 12 saat siiresince saat basi ve 1., 3., 5., 7. ve 14. Giinler
belirlenmistir (120-122).

Ideal olarak secilen yiiklii formiilasyonlarda siipernatant yerine, ayni deney
diizeneginden (4°C'de ve ayni zaman noktalar1 kullanilarak) lipozom/lipopleks
numuneleri alinmis ve pH 7,4 tampon ¢ozeltisi ile 10 kat seyreltilmistir. Ortalama
partikiil biiyiikliigii, PDI ve zeta potansiyeli degerleri analiz edilmistir (120-122).

Lipozom/lipopleks formiilasyonlarinin EE (%) degeri de belirlenmistir.
3.2.4. Lipozom Formiilasyonlarinin Saflastiriimasi

Lipozom formiilasyonlariin saflagtirllmast ve konsantre edilmesi,
liyofilizasyon, ultrasantrifiijleme ve ultrafiltrasyon yoOntemleri kullanilarak
gerceklestirilmistir (123-126). Lipozom/lipopleks formiilasyonlarindaki serbest aktif
icerigin (miR-132 mimigi ve TGF-B3) ve organik c¢oziiciilerin uzaklastiriimasi

amaciyla formiilasyonlar saflastirilmigtir.

Liyofilizasyon c¢aligmalar1 i¢in, kriyoprotektan olarak trehaloz ve siikroz Tris
tamponunda (pH 7,4) %3-25 (a/h) konsantrasyon araliginda hazirlanmis ve lipozom
formiilasyonlarina eklenmistir (113). Dondurarak kurutma isleminden sonra,
formiilasyonlar 1 mL fosfat tamponlu salin (PBS) (pH 7,4) i¢inde yeniden
cozllmiistiir. Kriyoprotektan konsantrasyonunun membran biitiinliigli ve partikiil
biiyiikligii izerindeki etkisi, yeniden ¢dzlindiirme sonrasi partikiil biiyiikligii ve PDI

Olciilerek degerlendirilmistir (127).

Ultrasantrifiij yontemiyle saflastirmada iki protokol degerlendirilmistir. Ilk
protokolde, dispersiyonlar 60 000 x g'de 1 saat siireyle, ikinci protokolde ise 30 000 x
g'de 2 saat siireyle santrifiijlenmistir. Elde edilen pellet PBS (pH 7,0) icinde yeniden
dispersiyon haline getirilmistir (125, 126).

Lipozom dispersiyonlari, ultrafiltrasyon yoluyla konsantre edilmistir (123).
Ultrafiltrasyon yoOnteminde, formiilasyonlar {iireticinin talimatlarina uygun olarak

ultrafiltrasyon tiipleri (MWCO 100 kDa) kullanilarak 3 000 x g'de 30 dakika
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santrifiijlenmistir. Siiziintii (flow-through) atilmis, retentat PBS (pH 7,4) ile bir kez
yikandiktan sonra pipet yardimiyla toplanmistir. Bu adimin temel amaci partikiil geri
kazanimini en iist diizeye ¢ikarmak degil, artik ¢oziiciileri ve serbest aktif bilesenleri
uzaklastirmak oldugundan, geri kazanim nicel olarak degerlendirilmemistir. Bununla
birlikte, ultrafiltrasyona dayali saflagtirmanin partikiil biitiinliiglinti koruyarak yiiksek

lipozomal geri kazanim sagladig: bildirilmistir (128, 129).

3.2.5. Lipozom/Lipoplekslerdeki TGF-B3 ve miR-132’nin in vitro Sahhm

Cahismalan

in vitro salim profili belirlenirken diyaliz membran yontemi kullanilmistir. Bu
yontemde TGF-B3 yiikli lipozom dispersiyonu veya miR-132 vyiikli lipopleks
formiilasyonu diyaliz membran1 (TGF-B3 i¢cin MWCO 25 kDa ve miR-132 i¢in
MWCO 10-12 kDa) igerisine uygun miktarda yerlestirilmistir. in vitro salim
caligmalar1 PBS (pH=7,4) salim ortaminda 37+0,5 °C’de siirekli manyetik karistirma
altinda (100 rpm) gergeklestirilmistir.

Ornekler belirlenen zaman noktalarinda iist fazdan toplanmistir. Salinan etkin
madde miktar1 (TGF-3 or miR-132) belirlenmistir. Her zaman noktas1 i¢in iist fazin
tamami1 alinip ve ayni miktarda yeni PBS eklenerek bir sonraki zaman noktasina
gecilmistir (17, 96, 130).

ELISA yontemi ile hesaplanan TGF-B3 miktarlart ve Ribogreen Kkiti
kullanilarak hesaplanan miR-132 miktarlar1 her zaman noktasi i¢in toplanarak in vitro

salim profilleri elde edilmistir (117-119). Deneyler 3 tekrar lizerinden yapilmaistir.
3.3. in vitro Hiicresel Alim (Transfeksiyon) Calismalar:

in vitro deneyler, fare dermal fibroblast hiicre hatti (L929) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Transfeksiyon verimliligini belirlemek i¢in hiicreler, yaklasik 10°
hiicre/kuyucuk yogunlugunda 24 kuyucuklu plakalara ekilmis ve tek tabaka halinde
cogaltilmistir. Serbest miR-132 ve miR-132 LPX, 1:1 oraninda siGLO Green
Transfeksiyon Gostergesi (6-FAM, 6- Karboksifloresin) ile isaretlenmistir. Serbest 6-
FAM-miR-132 ve 6-FAM-miR-132 LPX, 50 nM konsantrasyonda L929 hiicrelerine

uygulanmis ve 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan hiicreler PBS ile
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yikanmis ve hiicre g¢ekirdekleri DAPI ile boyanmustir. Transfeksiyon verimliligi,

floresan mikroskobu ile gosterilmistir (131).
3.4. Lipozom/Lipopleks Formiilasyonlarinin in vitro Hiicre CanhihkTesti

TGF-B3 LP ve miR-132 LPX’in L929 hiicreleri iizerindeki sitotoksisitesini
belirlemek amaciyla MTT testi gergeklestirilmistir (132). Her bir kuyucuga, %10 FBS
iceren DMEM besiyerinde yaklasik 4 x 10*-6 x 10* hiicre ekilmistir. Hiicreler, plaka
tasarimina gore TGF-B3 LP ve miR-132 LPX ile muamele edilmistir. Her kuyucuga
10 uL 5 mg/mL MTT ¢ozeltisi eklendikten sonra hiicreler 37 °C'de sirasiyla 4, 12 ve
24 saat inkiibe edilmistir. Her inkiibasyon siiresinin sonunda hiicre kiiltiiri besiyeri
uzaklastirllmigtir. Hiicrelerde olusan formazan kristalleri kuyucuk bagina 100 pL
DMSO’da ¢o6ziilmiis ve plaka 630 nm’de plaka okuyucuda (Fluostar Omega, BMG
LABTECH, Almanya) okunmustur. Sonuglar kontrol grup degerleri kullanilarak
standardize edilmistir. MTT deneyi en az n=3 olacak sekilde gergeklestirilmistir.

3.5. Optimize Edilen Lipozom/Lipopleksler ile Hiicre Kiiltiirii

Cahismalan

Dermal fibroblast hiicre hatt1 kiiltiiriinde hiicreler, %10 FBS ile desteklenmis
ve 100 U/mL penisilin ile 100 pg/mL streptomisin iceren DMEM besiyerinde siispanse
edilerek deneysel plana uygun sekilde 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarina
ekilmigtir. Hiicreler, %5 CO: iceren nemli atmosfer kosullarinda 37 °C'de inkiibe
edilmistir.

Inkiibasyonu takiben, yiizeye tutunmayan hiicreler uzaklastirilip tutunmus olan
hiicreler antibiyotiklerle desteklenen %10 oraninda FBS iceren DMEM i¢inde
bliylimeye birakilmistir. Bu kosullarda hiicreler genellikle 3-4 giin i¢inde deney
yapmaya hazir sekilde iiremektedir ve hiicre kiiltiirii plakalarinda istenilen doluluga

ulagilmaktadir.
3.5.1. Hiicre Kiiltiiriinde Fibrozis Modeli Olusturma

L929 hiicre hattinda fibrozis modeli olusturmak i¢in, hiicreler 20 ng/mL
konsantrasyonundaki TGF-B1 ile 96 saat boyunca inkiibe edilmistir (131). Dermal

fibroblast hiicre hattinda fibrozis siirecinin bagladigi, siirecte rol oynayan COL1A1 ve
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COL3AT1 genlerinin ekspresyon diizeylerinin kantitatif gercek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-qPCR) kullanilarak belirlenmesi ile dogrulanmistir. Bu genlerin
ekspresyon diizeylerindeki degisikliklerin protein diizeylerine ne dlgiide yansidigini
belirlemek i¢in, bu genler tarafindan eksprese edilen proteinlerin diizeyleri ELISA

yontemi kullanilarak belirlenmistir.

TGF-B3 dozu 2,5 ng/mL ve 5 ng/mL olarak se¢ilmistir (133). miR-132 dozu
literatiir dogrultusunda 100 nM olarak belirlenmistir (134).

Kontrol, Fibrozis, Bos Lipozom, TGF-$3 LP (2,5 ng/mL), TGF-B3 LP (5
ng/mL), miR-132 LPX, TGF-B3 LP (2,5 ng/mL) + miR-132 LPX ve TGF-3 LP (5
ng/mL) + miR-132 LPX olmak {izere deney gruplar1 belirlenmistir. Fibrozis modeli
olusturulan hiicrelere bos lipozomlar, TGF-B3 LP, miR-132 LPX ve TGF-f3 LP+
miR-132 LPX uygulanmistir. Uygulama sonrasinda deney gruplarindaki gen
ekspresyonu RT-qPCR ile analiz edilmis ve takiben protein diizeyleri ELISA ile

belirlenmistir.
3.5.2. Dermal Fibroblast Hiicrelerinden RNA izolasyonu

Primer kiiltiir hiicrelerinin 24 saatlik uyarim siireleri bittigi zaman, besiyerleri
toplandiktan sonra hiicreler lizis tamponu ile kazinmis ve Hybrid-R RNA Izolasyon
Kit (GeneAll, Giiney Kore) kullanilarak, {iretici firmanin yonergeleri dogrultusunda

RNA izolasyonlar1 gerceklestirilmistir.
3.5.3. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Tek zincirli cDNA sentezi 1 pg total RNA’dan SuperScript Il reverse
transcriptase (Invitrogen by Life Technologies, ABD) kullanilarak gergeklestirilmistir.
Bu islem Superscript II iireticisinin yonergeleri dogrultusunda, son hacim 20 pL
olacak sekilde, steril mikrosantrifiij tiipii icerisindeki total RNA {iizerine 3 pg/mL
random primer ve 1 pL deoksiniikleotid fosfat (INTP) karisimi (her birinden 10 mM
olacak sekilde) eklenerek 65°C’de 5 dakika 1sitilarak buz iizerine almmistir. Uzerine
5X First-Strand tamponu, 0,1 M ditiyotreitol (DTT) ve 40 U/uL RNaseOUT eklenerek
25 °C'de 2 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra karisima 1 pL (200 U) SuperScript II
RT eklenmis ve 25°C'de 10 dakika, 42°C'de 50 dakika ve 70°C'de 15 dakika dongiisii
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kullanilarak cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Orneklerde kontaminasyon olmadigi,

SuperScript II kullanilmadan hazirlanmis negatif kontrol 6rnekleri ile dogrulanmastir.
3.5.4. RT-qPCR Analizi

TGF-B1 ile veya formiilasyonlarla uyarim siirelerinin bitiminde, fare
fibroblastlarinda COL1A1, COL3A1, MMP13, MMP9, mKi67, RASA1 ve CXCL1
gen ekspresyon diizeyleri degerlendirilmistir. RT-qPCR analizlerinden elde edilen esik
dongiisii (Ct) degerleri, gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH) referans genine

—AACt

gore normalize edilmis ve bagil gen ekspresyonlart 2 yontemi kullanilarak

hesaplanmustir.

RT-qPCR analizleri 96 kuyucuklu plakalarda SYBR Green PCR Master Mix
kullanilarak ABI ViiA™ 7 (Applied Biosystems) sekans deteksiyon sistemi ile
gerceklestirilmistir. Amplifikasyon reaksiyonlar1 (25 pl), 1:5 oraninda seyreltilmis 5
pL cDNA o6rnegi varliginda ti¢lii kontrol sistemi ile gerceklestirilmistir. Kullanilan
primer ciftleri Tablo 3.2°de verilmistir. Her deneyde aragtirilan genin degeri, referans

genin (housekeeping gene, GAPDH) degerine oranlanarak normalize edilmistir.

Tablo 3.2. in vitro calismalarda RT-qPCR analizlerinde kullanilan olan primer dizileri
(F: Ileri primerin sekansi, R: Revers primerin sekansi).

Gen Sekans (5°...3’) Tm (°C)

F: TGTTCCTACCCCCAATGTGT 58,55
Referans gen | GAPDH

R: ATTGTCATACCAGAAATGAGCTT |58,49

Kolajen Tip
F: CCTCAGGGTATTGCTGGACAAC
1 al zinciri 60,94

) . COLI1ALl R: CAGAAGGACCTTGTTTGCCAGG 61,65
Proliferatif

Faz Kolajen Tip

III

F: GACCAAAAGGTGATGCTGGACAG |61,92

COL3Al R: CAAGACCTCGTGCTCCAGTTAG 60,67
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Ki67 F: GAGGAGAAACGCCAACCAAGAG |61,44
Mki67 R: TTTGTCCTCGGTGGCGTTATCC 62,87
Kolajenaz -3 | F: GATGACCTGTCTGAGGAAGACC 59,83
MMP13 R: GCATTTCTCGGAGCCTGTCAAC 62,07
Jelatinaz B |F: GCTGACTACGATAAGGACGGCA 62,15
MMP9 R: TAGTGGTGCAGGCAGAGTAGGA 62,56

. Cxcll F: TCCAGAGCTTGAAGGTGTTGCC 63,03

Inflamatuar

Faz CXCL1 R: AACCAAGGGAGCTTCAGGGTCA 63,59
RAS p21

Pro- protein F: GCAAAACCCAGTATGGTCAGAGG |61,43

.. aktivatori 1

anjiyogenez

RASA1 R: CCTGCTCAACTGGCAACGCATA 63,69
3.5.5. ELISA

TGF-B1 ile veya formiilasyonlarla uyarim siirelerinin bitiminde, hiicrelerin

besiyerleri toplanmis ve bu besiyerlerinde ekspresyonlarinin degismesi ya da sabit

kalmas1 beklenen COL1A1, COL3Al, Mki67, MMP13, MMP9, RASA1 protein

diizeyleri ELISA kitleri ile tayini, iiretici firmanmn ydnergeleri dogrultusunda

gerceklestirilmistir.

Protein konsantrasyonlarini normalize edilmesi amaciyla, numunelerdeki

toplam protein miktari, iireticinin talimatlarina uygun olarak bir BCA kiti kullanilarak

hesaplanmustir.

3.5.6. Transwell Hiicre Migrasyon Testi

L929 hiicrelerinin migrasyonu, gozenekli membran insertleri iceren 6

kuyucuklu plakalarda Transwell hiicre migrasyon testi ile degerlendirilmistir. Kisaca,
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L929 hiicreleri %80-90 konfluense ulasincaya kadar kiiltire edilmis ve deney
oncesinde 24 saat boyunca serumsuz besiyerinde inkiibe edilmistir. Daha sonra
hiicreler serumsuz DMEM igerisinde silispanse edilmis ve her bir Transwell insertinin
iist kismina toplam 2 X 10> hiicre ekilmistir (135). Hiicrelere TGF-B3 LP ve/veya
miR-132 LPX uygulanmigtir. Kemotaktik gradyanin olusturulmas: amaciyla alt
hazneye %10 FBS iceren 2 mL DMEM eklenmistir (135). Plakalar, hiicre gd¢iiniin
gerceklesmesi icin 37 °C’de %5 COs: ile nemlendirilmis atmosferde 48 saat siireyle
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan, membranin iist yiizeyindeki gd¢ etmemis
hiicreler pamuk uclu aplikator yardimiyla nazikg¢e uzaklastirilmistir (135). Membranin
bazal tarafindaki go¢ etmis hiicreler %4 paraformaldehit (PFA) i¢inde 15 dakika
sabitlenmis ve ardindan 90,1 kristal violet ¢ozeltisinde 20 dakika boyunca
boyanmustir (135). Asir1 boyay1 uzaklagtirmak amaciyla PBS ile yikamanin ardindan
membranlar kurumaya birakilmistir.

Migrasyon gosteren hiicreler, ZOE Fluorescent Cell Imager (Bio-Rad, ABD)
kullanilarak degerlendirilmistir. Her membran igin rastgele secilen bes farkli goriis
alanimin 10% biiyiitmede goriintiisii alinmis ve go¢ eden hiicreler sayilmistir. Sonuglar,

goriis alan1 bagina diisen ortalama go¢ eden hiicre sayisi = SS olarak ifade edilmistir.
3.6. Kitosan Hidrojel Dispersiyonlarinin Hazirlanmasi

Hidrojel formiilasyonlarinin hazirlanmasinda yaklasik 272 kDa molekiil
agirhgna ve yaklasik %86 deasetilasyon derecesine sahip orta molekiil agirlikli
kitosan kullanilmistir (136-139). Literatiirde, laktik asidin yiiksek 1slanabilirlik, uygun
viskozite ve hizli jellesme 6zellikleri nedeniyle kitosan hidrojel formiilasyonlarinin
hazirlanmasinda diger organik asitlere kiyasla daha istiin oldugu bildirilmistir (67,
140-142). Bu dogrultuda, laktik asit konsantrasyonu %1-8 (a/h) araliginda
degerlendirilmis ve formiilasyon optimizasyonu kapsaminda kitosan konsantrasyonu
da %1-8 (a/h) araliginda incelenmistir. Elde edilen hidrojel dispersiyonlarinin reolojik
ozellikleri ve 3B biyobaskiya uygunlugu degerlendirilmistir (67, 140). Giris
boliimiinde agiklandig: tizere (33), UV ile ¢apraz baglanmanin saglanmasi amaciyla

fotobaglatici olarak RF kullanilmistir.

Kitosan hidrojel dispersiyonlari, hassas terazide tartilan kitosanin %1-8 (a/h)

laktik asit ¢ozeltisi icerisinde disperse edilmesiyle hazirlanmigtir. Karisim, kitosan



51

tamamen disperse olana kadar oda sicakliginda manyetik karistirict (IKA-Werke
GmbH & Co. KG, Almanya) kullanilarak karnistirtlmistir (27, 143, 144). RF ¢ozeltisi,
%50 etanol icerisinde 98,3 uM konsantrasyonda hazirlanmistir. RF ¢dzeltisi kitosan
hidrojel dispersiyonuna 1/10 (h/h) oraninda eklenmistir. Karanlikta homojenize

edilmistir (33).

Optimum lipozom veya lipopleks formiilasyonlari, hidrojel dispersiyonlarina
toplam hidrojel agirliginin %10-20’si (a/a) oraninda ilave edilmis ve homojen bir
dagilim saglanincaya kadar karistirllmistir (122, 145). Hidrojel dispersiyonlar1 baski
cihazindaki siringaya dokiilmeden 6nce 10 dk 3000 rpm’de santrifiij edilmistir.

3.6.1. Reolojik Karakterizasyon

Hidrojel dispersiyonlarmin reolojik 6zellikleri, paralel plaka geometrisine
sahip rotasyonel bir reometre (ARES Reometre, TA Instruments, ABD) kullanilarak,
Orta Dogu Teknik Universitesi Merkez Laboratuvar1 (ODTU MERLAB, Ankara,
Tiirkiye) biinyesinde hizmet alim1 yoluyla degerlendirilmistir. Kayma hiz1 0,01-1000
s araliginda degistirilmistir. Gerinim taramasi analizleri %0,01-100 gerinim
araliginda, frekans taramasi analizleri ise 1-100 rad/s agisal frekans araliginda
gerceklestirilmistir. Analizler, Farkli polimer konsantrasyonlarina (%2—7 (a/h)) sahip
kitosan—RF hidrojel dispersiyonlarinin viskozite dl¢timleri gergeklestirilmistir. Tiim
analizler li¢ bagimsiz tekrar halinde yapilmis ve sonuglar ortalama + SS olarak

sunulmustur (146, 147).

Lipozom/lipopleks tasiyict sistemlerinin kitosan hidrojel dispersiyonlarina
ilavesinin reolojik oOzellikleri etkileyebilecegi bildirilmistir (122). Bu nedenle,
optimize edilen formiilasyonlar olan %7 (a/h) kitosan hidrojel dispersiyonu ile
lipozom/lipopleks yiiklii %8 (a/h) kitosan hidrojel dispersiyonunun viskozite, gerinim
taramas1 ve frekans taramasi analizleri gerceklestirilmis; elde edilen sonuglar

karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.
3.6.2. Hidrojel iskelelerin 3B Biyobaski Optimizasyon Cahsmalari

Hazirlanan hidrojel dispersiyonlarindan Axo Al 3B Biyobask: Sistemi

(Axolotl Biosystems, Tiirkiye) kullanilarak ekstriizyon tabanli biyobaski yontemi ile
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3B hidrojel iskeleleri tiretilmigtir. Hidrojel dispersiyonlari, hava basinci kontrollii
ekstriizyon sistemine ait baski siringalarina yiiklenmis ve tiretici tarafindan saglanan
biyobaski kitleri kullanilarak basilmistir (148, 149). Biyobaski siirecinde igne ucu
capi, ekstriizyon basinci ve baski hizi gibi temel islem parametreleri sistematik olarak
optimize edilmistir. Bu optimizasyon sonucunda, homojen katman birikimi gdsteren

ve iyl tanimlanmis ag yapisina sahip hidrojel iskeleleri elde edilmistir.

Igne ucu optimizasyonu, hidrojel dispersiyonlarmin farkli ¢aplara sahip 14G—
25G igneler kullanilarak uygun basing kosullarinda ekstriide edilmesiyle
gerceklestirilmigtir. Baski hizinin etkisi ise, belirlenen optimum igne ucu ve basing
kosullar1 altinda 15-25 mm.s™!' aralifinda degerlendirilmistir (31, 148, 150). Hidrojel
iskeleleri, ardigik katmanlarin birbirine 90° ag¢1 yapacak sekilde yerlestirildigi dort
katmanli dikdortgen yapilar (2 x 4 cm?) olarak tasarlanmistir (151).

Filament olusumu ve baski dogrulugu, siirekli ve dogrusal filament
ekstriizyonunun dogrulanmasi amaciyla gorsel olarak degerlendirilmistir. Filament
stirekliligi ve kopma egilimi, hidrojel dispersiyonunun baski ylizeyinden 10 cm

yiikseklikten dikey olarak ekstriide edilmesiyle incelenmistir (149).

Tek katmanli dogrusal filamentlerin basilmasinin ardindan filament yayilmasi
ve ¢cap homojenligi degerlendirilmistir. Filament ¢api, elde edilen goriintiiler izerinden
farkli noktalarda 6l¢iilmiis veya filamentler arasindaki mesafeye dayali olarak dolayli
sekilde hesaplanmistir. Yayilma orani, dlciilen filament ¢apinin ignenin i¢ ¢apina

oranlanmastyla belirlenmistir (149).

Ekstriide edilen filamentlerin yergekimi altinda sekil kararliligi, filament
cokme (filament collapse) testi ile degerlendirilmistir. Bu yontemde filamentler,
aralarinda giderek artan bosluklar bulunan destekler iizerine ekstriide edilmis ve

olusan ¢okme agis1 (0) Slgiilmiistiir(149).

Yercekimine bagli deformasyonun yani sira, zamana bagh akis ve ylizey
geriliminin etkisiyle bitisik filamentler arasinda olusabilecek filament fiizyonu da
degerlendirilmistir. Bu amagla, optimize edilen baski parametreleri kullanilarak
ardisik katmanlar1 90° yonelimli dort katmanli hidrojel iskeleleri iiretilmistir. Baski
sonrasinda teorik iskele yiiksekliginin deneysel olarak oOlgiilen iskele yiiksekligine

oran1 hesaplanmistir. Bu oranin 1,0 degerine yaklagmasi, katmanlar arasindaki
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filament flizyonunun minimum diizeyde oldugunu ve baski dogrulugunun ytiksek

oldugunu gostermektedir (149).
3.7. Hidrojel Iskelelerin Karakterizasyonu
3.7.1. pH Degerlerinin Belirlenmesi

Hidrojellerin pH'sinin belirlenmesi i¢in 1’er g kitosan hidrojel tartilmig ve
20’ser mL saf su i¢inde ¢ozlilmistiir. Dispersiyonlar 2 saat saklanmistir. Hidrojellerin
pH'1, pH metrenin elektrotu (Orion Star Series, Thermo Scientific, ABD) hidrojel ile

temas ettirilerek olgiilmiistiir (27).
3.7.2. FTIR Analizi

Hidrojel formiilasyonlarinin kimyasal yap1 analizi, Fourier doniistimli
kizilotesi (FTIR) spektrometresi (Shimadzu IRTracer™-100, Japonya) kullanilarak,
ODTU MERLAB (Ankara, Tiirkiye) biinyesinde hizmet alimi yoluyla
gerceklestirilmistir. Formiilasyonlardan alinan 6rnekler bir gece etiivde kurutulduktan
sonra havanda doviilerek toz haline getirilmistir. Bos hidrojel dispersiyonu,
lipozom/lipopleks yiiklii hidrojel dispersiyonu ve UV ile ¢apraz baglanmis hidrojel
iskelesinin ana fosfolipid bolgelerinin titresim frekanslari, 400-4000 cm™ dalga say1

araliginda yorumlanmustir (152).
3.7.3. Termal Analiz

Termal analizler Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC) Q100 aparati (TA
Instruments, ABD) kullanilarak, ODTU MERLAB (Ankara, Tiirkiye) biinyesinde
hizmet alimi yoluyla gerceklestirilmistir. Hidrojel dispersiyonlaridan alinan
numuneler, alliminyum standart DSC kaplarina tartilmis (5-10 mg) ve kapatilmistir.
Tim numuneler, nitrojen atmosferinde 10 °C/dk'lik bir 1sitma hizinda (akis hiz1 50

mL/dk) 25 ila 350 °C arasinda 1sitilmigtir (143).
3.7.4. Sisme, Degradasyon ve Mekanik Dayanim Testi

Hidrojel s1vi alim kapasitesini degerlendirmek i¢in yapilan sigsme testleri, pH

7,4 ve 37°C sicaklikta PBS icinde yapilmistir. Kurutulmus hidrojel iskeleler tartilip 2
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mL PBS (pH 7,0) iceren siselere yerlestirilmistir. Siseler kapatilip 37° C'de bir
inkiibatorde bekletilmistir. Hidrojeller, 15 dakika, 30 dakika, 1 saat, 2 saat, 4 saat, 6
saat, 24 saat, 48 saat ve 72 saat olmak {izere farkli zaman araliklarinda tartilarak sivi
alim kapasiteleri belirlenmistir (144, 153, 154). Sisme yiizdesini bulmak i¢in Esitlik
3.4. kullanilmistir:

Sisme %= (W-Wd)/Wd x 100 (3.4,

Wd: Hidrojel iskelenin kuru agirligi
W: Hidrojel iskelenin 1slak agirlig

Degradasyon testinde, hidrojel iskeleler lizozim ilavesiyle pH 7,4 ve 37°C'de
PBS icinde 24 saat calkalayicida (IKA-Werke GmbH & Co. KG, Almanya)
bekletilmistir. Sonunda hidrojeller liyofilize edildikten sonra kuru agirliklar: tartilmis

ve ilk agirliklarina gore degradasyon yiizdeleri belirlenmistir.
Degradasyon ylizdesini bulmak i¢in Esitlik 3.5. kullanilmistir:
Degradasyon %= (Wo-Wg)/ Wo x 100 (3.5)
W,: Hidrojel iskelenin kuru agirlig:
Wo: Hidrojel iskelenin baslangic agirlig

Hidrojel iskelelerin ¢ekme dayanimi testinde evrensel test cihazi kullanilmigtir.
Analizler, Labiotech  (Ankara, Tirkiye) blinyesinde hizmet alimi yoluyla
gerceklestirilmistir. Testten Once iskelelerin kalinliklar1 dijital mikrometre ile
olgiilerek cihaz yazilimina girilmistir. Takiben iskelelerin her bir numunesinin iist ve
alt kisimlar1 cihazin ilgili boliimiine yatay olarak yerlestirilerek tek eksenli gekme testi
yapilmistir. Testler, 0,1-1000 N kapasiteli yiik hiicresi ve 5 mm.dk™! test hizi
kullanilarak gerceklestirilmistir (150, 155, 156). Testler 3 kez tekrarlanmistir.
Analizler TOBB ODTU MERLAB (Ankara, Tiirkiye) biinyesinde hizmet alimi
yoluyla gerceklestirilmistir.

3.7.5. Cok Katmanda Por Geometrisi Tayini

Bos ve lipozom/lipopleks yiikli hidrojel iskelelerin morfolojik
karakterizasyonu, Taramali Elektron Mikroskobu (QUANTA 400F Field Emission
SEM, FEI, ABD) kullanilarak, ODTU MERLAB (Ankara, Tiirkiye) biinyesinde
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hizmet alimi1 yoluyla gerceklestirilmistir. Buna gore 3B hidrojel iskelelerin 1., 2., 3. ve
4. Katmanlarinda 20kV’da zaman baglhh SEM goriintileme analizleri
gerceklestirilmistir (157). Analiz 6ncesi hidrojel iskeleleri piiskiirtmeli kaplama

cihazinda 90 saniye altin ile kaplanmistir (143).

3.8. Lipozom/Lipopleks Yiiklii Hidrojel Iskelelerdeki TGF-B3 ve miR-

132’nin in vitro Sahm Cahismalari

TGF-B3 lipozom ve miR-132 lipopleks yiiklii hidrojel iskelesinin (HS) in vitro
etkin madde salim1 incelenmistir. Bu amagla 4 g hidrojel iskelesi diyaliz membranina
(MWCO 25 kDa) yerlestirilmistir. Daha sonra “sink™ kosullarin saglanmasi igin
diyaliz membran 50 mL fosfat tamponu igerisine (pH 7,4) yerlestirilmistir. Ortam,
37°C ve 110 rpm'ye ayarlanmis bir c¢alkalamali inkiibatére (SHEL LAB, Sheldon
Manufacturing Inc., ABD) alimip 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 24, 48 ve 72 saatlik zaman
noktalarinda 1 mL’ik 6rnek alinmis ve ayni miktarda taze tampon eklenmistir.
Numunelerdeki TGF-B3 miktar1 bir sandvig-ELISA kiti kullanilarak (67, 68) ve miR-
132 miktar1 ise Quant-It RiboGreen RNA kiti kullanilarak (117-119) belirlenmistir.
Formiilasyonlarin in vitro salim profillerini elde etmek i¢in numunelerdeki miR-132
ve TGF-B3 miktarlar1 kiimiilatif olarak toplanmistir. Deneyler 3 tekrar iizerinden

yapilmustir (67, 158).

3.9. Lipozom/Lipopleks Yiiklii Hidrojel iskelelerin in vitro Hiicre Canlihk
Testi

L.929 hiicre hatt1 tizerinde bos lipozom (LP) yiiklii hidrojel iskelelerin (Bos LP-
HS) ve TGF-B3 LP + miR-132 LPX yiiklii hidrojel iskelelerin (TGF-3 LP + miR-132
LPX -HS) sitotoksisitesini belirlemek i¢cin MTT testi gerceklestirilmistir. Yaklasik
4x10*-6x10* hiicre, DMEM besiyerinde 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarinin her
bir kuyucuguna ekilmistir (132). Bos LP-HS ve TGF-3 LP + miR-132 LPX-HS, 37
°C’de 6 saat siireyle PBS (pH 7,4) tamponunda dagitilmis, ardindan plaka tasarimina
uygun dozlarda hiicrelere muamele edildikten sonra MTT testi Boliim 3.4’te agiklanan

sekilde gergeklestirilmistir.
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Bu ¢aligma, hayvan arastirmalarina yonelik ARRIVE 2.0 kilavuzlarina uygun

olarak tasarlanmig ve raporlanmistir. Hayvan sayisi, 5 grup i¢in kaynak esitligi

(resource equation) metoduna gore tek yonlii varyans analizi (ANOVA) tasariminda

grup basina en az 5 olarak belirlenmistir (159). Ek olarak, drneklem biiyiikliigii

a=0,05, 1-=0,90 ve =0,8 varsayimlar altinda G*Power kullanilarak hesaplanmais;

toplam Orneklem biiytikliigi 30 olarak belirlenmistir. Bu ¢alismada kullanilan 30

hayvan i¢in etik kurula yapilan basvuru, 18 Ekim 2022 tarihinde 639 numaral1 belge
(KOBAY DHL A.S. Yerel Kurulu) ile onaylanmistir (Sekil 3.3.).
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Hayvanlar, ortalama agirlig1 24-35 g olan 15 haftalik erkek C57BL/6 farelerden
secilmistir. Her deney grubuna, tarafsiz bir veteriner hekim tarafindan rastgele alti

hayvan dagitilmistir (160).

Yanik yara modeli olusturulmadan 6nce, 50-100 mg/kg ketamin ve 5-10
mg.kg! ksilazin intramiiskiiler uygulanarak farelere genel anestezi uygulanmustir. Her
fareye yanik modeli olusturma islemi Oncesinde intraperitoneal bolus salin (%0,9
NaCl) 0,08 mL.g"! uygulanmistir. Farenin sirt1 tirag edildikten sonra %70 (h/h)’lik
alkolle dezenfekte edilmistir.

Meeh formiiliine gore, 3,8 cm?'lik bir alan, 28 g'lik bir fare i¢in toplam viicut
ylizey alanimin yaklasik %4,2'line karsilik gelir. Tiim hayvanlarda yanik modelleri
olusturulmustur (161, 162). Farelerde 3,8 cm?'lik bir yanik yarasi olusturmak i¢in, 2,2
cm ¢apinda bir piring metal sablon 100°C'ye 1sitilmistir. Standart bir yanik yarasi
olusturmak i¢in sicaklik bir termometre ile izlenmistir. Isitilmig piring sablonun
farelerin sirt bolgesinde 8 saniye boyunca tutulmasiyla ikinci derece yanik modeli

olusturulmustur (163, 164).

Yanik kontrol grubuna herhangi bir tedavi uygulanmamis olup bu grup pozitif
kontrol grubu olarak degerlendirilmistir. Deney gruplarinda ise yanik bdlgesine
hidrojel iskeleleri uygulanmis, ardindan yara bolgesi pansumanla kapatilarak
hayvanlar kafeslerine alinmistir (160-162). Hidrojel iskelelerinin yara bolgesinde
stabilitesini saglamak amaciyla yapiskan bant ve/veya cerrahi bant kullanilmistir.

Deney gruplar1 Tablo 3.3’te sunulmustur.

Tablo 3.3. in vivo deney gruplari.

Grup Tamm

Kontrol in vivo yanik modeli (pozitif kontrol)

Bos LP-HS in vivo yanik modeli + Bos LP yiiklii
hidrojel iskele

TGF-p3 LP-HS in vivo yanik modeli + TGF-B3 LP yiikli

hidrojel iskele
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miR-132 LPX-HS in vivo yanik modeli + miR-132 LPX
yiiklii hidrojel iskele
TGF-p3 LP + miR-132 LPX-HS in vivo yanik modeli + TGF-B3 LP ve

miR-132 LPX yiiklii hidrojel iskele

in vivo ¢aligma siiresince hayvanlarda yara kapanma yiizdesi diizenli olarak
takip edilmistir. Deney siiresince uygun yara bakimi uygulanmig; yara bolgesinde
kizariklik, 6dem ve enfeksiyon bulgulari ile hayvanlarin genel saglik durumu diizenli
olarak degerlendirilmistir. Ayrica tedavi siiresince hayvanlar agri, yetersiz beslenme,
hareketsizlik, dehidrasyon ve genel halsizlik agisindan izlenmistir. Hayvanlara su ve
yem ad libitum olarak saglanmistir. Giinliik yem ve su tiiketimi takip edilmis, ilk 72
saat boyunca giinde iki kez agri1 degerlendirmesi yapilmis ve bu degerlendirmeler

dogrultusunda gerekli goriilen hayvanlara ek sivi destegi uygulanmstir.

Hayvanlar, gorsel degerlendirme sonucunda yara kapanmasiin yaklasik
%100'e ulastig1 belirlendikten sonra sakrifiye edilmistir. Her gruptan alt1 hayvana ait
yanik yara dokular1 RT-qPCR, histolojik inceleme ve IHK analizler i¢in toplanmuistir.
RT-qPCR analizlerinde a-SMA, kolajen tip I, kolajen tip III, RASA1 ve IL-la gen

ekspresyon diizeyleri degerlendirilmistir.
3.10.1. Yara Kapanmasinin Gorsel Gozlemi

Tedavi siirecinin tamamlanmasinin ardindan yaralarin dijital fotograflar
cekilmistir. Her fotograf, yaranin altina bir cetvel yerlestirilerek ayni1 pozisyonda
cekilmistir. Her bir hayvanin yamik yara alani, ImageJ yazilimi kullanilarak

hesaplanmistir. Yara kapanma yiizdesi, esitlik 3.6. kullanilarak hesaplanmistir (165).
Yara kapanma (%) = (A0-At)/A0x100 (3.6.)
Ao: Baglangig yara yiizey alani (cm?)

At: Gozlemlenen yara yiizey alani (cm?)
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3.10.2. Doku RNA izolasyonu, cDNA Sentezi ve RT-qPCR Analizi

Ekspresyon diizeyi analizleri i¢in FFPE doku 6rneklerinden RNA izolasyonu,
iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda PureLink FFPE RNA Izolasyon Kiti

kullanilarak gergeklestirilmistir.

cDNA sentezi, Bolim 3.5.4'te aciklandig1 sekilde gerceklestirilmistir. Elde
edilen cDNA ornekleri dogrudan RT-qPCR analizlerinde kullanilmig veya daha

sonraki analizlerde kullanilmak tizere —20 °C'de saklanmuistir.

RT-qPCR analizleri, Bolim 3.5.5'te agiklanan yontem dogrultusunda
gerceklestirilmistir. Kullanilan primer ciftleri Tablo 3.4’te verilmistir. Hedef genlerin
ekspresyon diizeyleri, referans geni olarak kullanilan GAPDH genine normalize

edilerek degerlendirilmistir.

Tablo 3.4. in vivo ¢aligmalarda RT-qPCR analizlerinde kullanilan olan primer dizileri
(F: Ileri primerin sekansi, R: Revers primerin sekansi).

Tm
Gen Sekans (5°...3’)
(°C)
GAPDH F: TGTTCCTACCCCCAATGTGT 58,55
Referans
gen R: ATTGTCATACCAGAAATGAGCTT | 58,49
Kolajen Tip
| FFCCTCAGGGTATTGCTGGACAAC 60,94
1 al zinciri
) ) COL1A1 R: CAGAAGGACCTTGTTTGCCAGG 61,65
Proliferatif
Faz ) )
Kolajen tip
- F: GACCAAAAGGTGATGCTGGACAG | 61,92
COL3Al R: CAAGACCTCGTGCTCCAGTTAG 60,67
IL-1a F: ACGGCTGAGTTTCAGTGAGACC 62,49
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Inflamatuar
. IL1A R: CACTCTGGTAGGTGTAAGGTGC 60,35
az
RAS p21
Pro protein F: GCAAAACCCAGTATGGTCAGAGG | 61,43
. aktivatorii 1
anjiyogenez
RASA1 R: CCTGCTCAACTGGCAACGCATA 63,69
Fibroblast a-SMA F: TGCTGACAGAGGCACCACTGAA 64,11
Farklilagsma
st ACTA2 R: CAGTTGTACGTCCAGAGGCATAG | 60,74

3.10.3. Histolojik ve Immiinohistokimyasal Analizler

Histolojik ve IHK analizler icin dokular, ilk olarak 20 mL %10’luk formalin
cozeltisine konulmus, gerekli transport saglandiktan ve 24 saat beklendikten sonra
dehidrate edilmis, parafin uygulanmis ve numunelerden4 pum kesitler
alinmustir. Histolojik ve IHK degerlendirmeler, tedavi gruplarina iliskin bilgiye
korlenmis bir patoloji asistani ile bir 6gretim tiyesi patoloji uzmani tarafindan, 6nceden
tamimlanmis  objektif yar1 kantitatif degerlendirme kriterleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Degerlendirmeler tim Orneklere ayni kriterler dogrultusunda
tutarlt bir sekilde uygulanmistir. Puanlamalar arasinda goriis ayrilifi olmasi
durumunda preparatlar birlikte yeniden degerlendirilmis ve ortak bir karara varilarak
nihai skor belirlenmistir. Bu yaklasim, goézlemci kaynakli yanliligi ve goézlemciler

aras1 degiskenligi en aza indirmek amaciyla uygulanmistir.

Histolojik analiz i¢in, preparatlar hematoksilen-eozin (H&E) ile boyandiktan
sonra skorlama kriterleri ile degerlendirilmistir (166, 167). Her preparata 1 ila 12
arasinda degisen bir histolojik puan verilmistir. 1-3 arasi, fibroblast birikimi yok veya
graniilasyon dokusu yok veya epitel migrasyonu yok; 4—6 arasi, az sayida fibroblast,
kilcal damar veya kolajen birikimine sahip, inflamatuvar hiicrelerin baskin oldugu ince
ve olgunlasmamis graniilasyon, diisiikk miktarda epitel migrasyonu; 7-9 arasi, orta

derecede kalin graniilasyon dokusu, baskin inflamatuvar hiicreler, daha fazla fibroblast
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ve kolajen birikimi, yaygin neovaskiilarizasyon ve minimal ila orta derecede epitel
migrasyonu; 10—12 arasi, fibroblastlarin baskin oldugu kalin, vaskiiler graniilasyon
dokusu ve yaygin kolajen birikimi ve yaray1 kismen veya tamamen kaplayan epitel
doku varligy; seklinde skorlama yapilmistir (166, 167).

IHK analizler igin kesitler deparafinize ve rehidratize edildikten sonra IHK
yontemine Ultra Vision Detection System Large Volume Anti-Polyvalent, HRP
(RTU) (TP-125-HP, Thermo Fisher Scientific, ABD) kiti kullanilarak devam edilmis
ve iiretici firmanin yonergesi uygulanmigstir. Kesitler, uygun dilisyonlarda hazirlanmis
COL1A2 (E-AB-10155), COL3A1 (E-AB-22071), RASATI (bs-13281R), IL-1a (E-
AB-10391) ve a-SMA (E-AB-81457) primer antikorlar1 ile +4°C'de bir gece inkiibe
edilmigtir. DAB substrati iceren kromojen DAB (TA-125-HD, Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, ABD) ile gozle goriilebilir immiin tepkimenin ortaya
cikmasi saglandiktan sonra zemin boyasi olarak Mayer’in Hematoksilen’i (TA-125-
MH, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ABD) kullanilmistir. DAB ile boyanan
lamlar azalan alkol serilerinden gegirilmistir. Ardindan kesitler 20 dakika ksilolde
bekletildikten sonra entellan ile kapatilan kesitlerin IHK analizler igin goriintiilemesi,
DM 4000B (Leica, Mannheim, Almanya) bilgisayar destekli 151k mikroskobunda ve
LAS V49 (Leica, Mannheim, Almanya) programinda gerceklestirilmistir. Deney
gruplarina ait doku kesitlerinde Tip I ve Tip III kolajen, a-SMA, IL-1a, RASAI

skorlamasi Tablo 3.5’e gore yapilmstir.

Tablo 3.5. IHK analizlerde kullanilan belirteglerin skorlama kriterleri.

Ana hedef
Degerlendirilen | Degerlendirme | Skorlama | Yoruma esas ana
Belirte¢ | biyolojik

kompartman kriteri yaklasimi | nokta
siirec
Damar diiz kasi
) Yaygmlik |internal  kontrol
Miyofibroblas Stromal SMA-+
Stroma (damar (1-az,  2-|kabul edilerek
a-SMA |t aktivasyonu / hiicrelerin
) duvari haric) orta 3-| stromal
fibrozis yayginligi
yaygin) ekspresyon  esas

almmustir.




62

€)

Kalm, paralel
Lif yogunlugu | Diisiik (1)/|lifler skar paterni
Olgun kolajen .
COL1A2 ECM ve Orta(2) /|lehine
(skar matriksi)
organizasyonu | Yiiksek(3) |degerlendirilmisti
r.
Erken / Ince ve daginik lif
. ) Diistik(1) / o .
yeniden Lif dagilimi ve paterni rejeneratif
COL3A1 ECM Orta(2) /
diizenlenen diizeni iyilesme  lehine
) Yiiksek(3)
matriks yorumlanmustir.
Endotel Boyanma
) Hiicresel agirlikl (1) | yogunlugundan
Anjiyogenez | Endotel +
RASA1 | lokalizasyon / Diffiiz| ¢cok hiicre tipi ve
iligkili sinyal | stroma
paterni stromal(2)/ | dagilim  dikkate
Yaygin (3) | alinmstir.
Diffiiz zemin
Odaksal
) ) boyanmasindan
Epidermis  ve (1) .
. ) Ekspresyon ziyade
IL1A Inflamasyon | inflamatuvar Yamasal
paterni inflamatuvar
hiicreler (2)/ Yaygin
hiicre  kiimeleri

esas alimmustir.

3.11. istatistiksel Analiz

in vitro ve in vivo deneylerdeki sonuclar Ortalama + SS olarak raporlanmastir.

Tim deneyler en az ii¢ bagimsiz tekrarda gerceklestirilmistir. Formiilasyonlari

karakterize etmek ig¢in (partikiil biiyiikliigii, PDI ve zeta potansiyeli sonuglarini

karsilagtirmak amaciyla) tek yonlii ANOVA kullanilmistir. Deney gruplari, Student t-
testi, tek yonlii ANOVA ve iki yonli tekrarlanan 6l¢iimler (RM) ANOVA testleri

kullanilarak karsilastirilmistir. Histoloji ve IHK sonuglar1 igin Kruskal-Wallis ve

Dunn testleri yapilmistir. P degeri <0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Hesaplamalar i¢cin GraphPad Prism® ver.5 yazilimi (GraphPad Software, San Diego,

CA, ABD) kullanilmstir.
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4. BULGULAR

4.1. Lipozom/Lipopleks Formiilasyonlarimin Karakterizasyonu
4.1.1. Partikiil Biyiikliigii/Dagilimi ve Zeta Potansiyel Analizi

Bos lipozom formiilasyonlarinin (27 formiilasyon) ortalama partikiil
biiytikliigii, PDI, zeta potansiyelinin 3 tekrarli 6l¢lim sonuglart Tablo 4.1°de yer
almaktadir. Veriler ortalama + standart sapma (ort. = SS) seklinde sunulmustur.

Tablo 4.1. Formiilasyonlarin ortalama partikiil biiylikligii, PDI, zeta potansiyeli
sonuglari (ort. = SS).

Formiilasyon Ortalama Partikiil PDI Zeta Potansiyel
Bityiikliigii (nm)
No. Y2 (mV), Y3
Y1

F1 247,5 + 22,69 0,343 £ 0,036 39,9 £ 1,67
F2 148,3 £ 8,215 0,365+0,1 42,6 £2,29
F3 84,47 £6,25 0,371 £0,05 40,6 £ 0,643
F4 152,3+0,93 0,27 £0,012 42,7+0,8

FS 92,51 + 8,565 0,252+ 0,019 38,4+1,08
Fé 199,0 £9,258 0,259 +0,019 38,3+£3,19
F7 208,4 + 13,63 0,335+ 0,024 49,7 + 3,06
F8 169,6 2,892 0,265 + 0,02 41,2 +3,67
F9 119,5 + 4,24 0,396 +£ 0,011 16,5+ 0,551
F10 176 £30,51 0,307 £0,018 38,6 £2,31
F11 154,1 + 1,587 0,296 £ 0,011 37,6 £ 1,45




F12

F13

F14

F15

F16

F17

F18

F19

F20

F21

F22

F23

F24

F25

F26

F27

144,6 + 22,57

119,5 £2,39

103,5+0,9238

182,7 £16,58

133,7+ 3,585

156,3 £2,779

110,7 + 1,908

128,7 + 1,735

229,3 +£44,12

124,5 + 26,31

99,63 £ 0,458

138,4 £5,354

160,2 = 8,637

98,72 £ 6,336

164,8 £23,94

127 + 6,684

0,386 0,137

0,361 £ 0,025

0,313 £0,023

0,284 £ 0,051

0,525 +0,051

0,289 +0,014

0,306 £ 0,015

0,393 = 0,004

0,383 = 0,096

0,327 £0,051

0,233 0,007

0,362 £ 0,058

0,249 + 0,02

0,541 + 0,107

0,306 £ 0,018

0,248 + 0,042

31,2+ 1,37

39,4 £ 0,351

39,8 £ 0,361

38,5+ 1,55

45 +£3,81

38,8 £2,54

35,3+ 1,16

43,2 +1,85

42,30 £2,73

35,8 £ 2,63

39,8 £ 0,896

38,6 £2,51

14,5+ 0,643

39 +£8,48

38,5+ 8,81

23,2+341

64

F2, F4, F5, F8 ve F22 formiilasyonlar1 hedeflenen aralikta partikiil biiytikligi

(100-200 nm), zeta potansiyeli (>40 mV) ve PDI (<0,3) degerine sahip formiilasyonlar

oldugu i¢in liretimleri tekrar edilmistir. F26 formiilasyonun partikiil biiytikliigii istenen

araliktadir, ancak 200 nm’ye ¢ok yakin (186,1 nm) olmasi nedeniyle etkin madde

yiiklendikten sonra partikiil biiyilikliigliniin istenen araligin disma ¢ikma riski goz

ontine alinarak c¢ikarilmistir. F1, F3, F14 ve F19 formiilasyonlar1 ortalama partikiil

biiyiikligii 150 nm’nin altinda ve zeta potansiyeli yaklasik 40 mV oldugu i¢in bu
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formiilasyonlarin 0,3 ten biiyiik olan PDI degerlerinin liretim hatasindan kaynakli olup

olmadiginin belirlenmesi i¢in liretimleri tekrar edilmistir.

Formiilasyonlarmn 2. Uretim sonrasi ortalama partikiil biiyiikliigii, PDI ve zeta

potansiyelinin 3 tekrarli 6l¢im sonuglar1 Tablo 4.2°de sunulmustur (ort. = SS).

Tablo 4.2. 2. Uretim sonrasi formiilasyonlarin ortalama partikiil bityiikliigii, PDI, zeta
potansiyeli sonuglar1 (ort. £ SS).

. il Ortalama Partikiil PDI
ormiilasyon .
Y Biiyiikliiii (nm) Zeta Potansiyeli
No. Y2 (mV), Y3
Y1

F1 153,9 £ 4,285 0,24 £ 0,032 31,1 +£5,35
F2 127,9 £ 0,8544 0,396 + 0,399 18,8 £ 5,8
F3 110,8 £ 9,251 0,537+0,104 31,7+ 1,88
F4 103,4 +2,479 0,25+ 0,008 31,6 £1,02
F5 132,2 £2,722 0,319+ 0,04 39,8 £ 0,67
F8 159,3 £ 68,19 0,313 £ 0,06 44,4 + 8,61
F19 110,0 £+ 3,564 0,424 £ 0,011 41,2+2.78
F22 133,7 £ 1,401 0,269 + 0,024 40,7 + 1,88

Bu sonuglar dogrultusunda, ii¢iincii liretimde kullanilmak tizere F5 ve F22
formiilasyonlar1 segilmistir. FS formiilasyonu, uygun partikiil biiytikligi ve 0,319 +
0,04 PDI degeri; F22 formiilasyonu ise uygun partikiil biiyiikliigii ve PDI degerinin
yant swra 40,7 + 1,88 mV =zeta potansiyeli dikkate alinarak belirlenmistir.
Formiilasyonlarin ortalama partikiil biiyiikliigii, PDI ve zeta potansiyeline iliskin ii¢

tekrarli 6l¢iim sonuglar1 Tablo 4.3'te sunulmustur (ort. + SS).

Tablo 4.3. 3. Uretim sonrasi formiilasyonlarin ortalama partikiil bityiikliigii, PDI, zeta
potansiyeli sonuglar1 (ort. £ SS).
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. il Ortalama Partikiil PDI
ormiilasyon PR
Y Biiyiikliiii (nm) Zeta Potansiyeli
No. Y2 (mV), Y3
Y1
F5 102,8 £ 0,33 0,221 £+ 0,005 31,2+ 0,57
F22 96,59 + 3,48 0,154 + 0,003 38,4+2,02

F5 ve F22 formiilasyonlarinin 3. iiretiminin karakterizasyon sonuglarinda,
F5'in ortalama partikiil biiytikliigli ve PDI degerinin istenen aralikta oldugu, ancak zeta
potansiyelinin 31 mV oldugu bulunmustur. Optimum partikiil biiytikligii, PDI ve zeta

potansiyeline sahip oldugu icin F22 formiilasyonu ileri donemdeki c¢aligsmalar igin

secilmistir.

Optimum formiilasyon F22'nin 5 iiretiminden elde edilen ortalama partikiil
biiytikliigii, PDI ve zeta potansiyeli sonuglari (ort. + SS) sirasiyla su sekildedir: 102,9
+ 13,43 nm, 0,227 + 0,049 ve 37,38 £ 2,29 mV. Optimum formiilasyon F22'nin 5.

iiretiminden elde edilen karakterizasyon sonuglar1 Sekil 4.1.'de verilmistir.

Diam. (nm) % Intensity Width (nm)
Z-Average (d.nm): 102,9 Peak 1: 129,0 98,6 69,47
Pdl: 0,227 Peak 2: 4683 1.4 7916
Intercept: 0,942 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Sekil 4.1. Optimum formiilasyonun (F22) ortalama partikiil biiyiikliigii ve PDI degeri.

Tiim formiilasyonlarin istatistiksel degerlendirmesi, 3* faktoriyel deneysel
tasarim kapsaminda Minitab® yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir. DOTMA,
DOPC ve CHOL'liin molar oranlarinin ortalama partikiil biyiikligii, PDI ve zeta
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potansiyeli tlizerindeki etkileri, ANOVA varyans analizi kullanilarak incelenmistir.
Model, ana etkileri (dogrusal), iki yonlii etkilesimleri ve ii¢ yonli etkilesimleri
icerecek sekilde tanimlanmustir. Etkilerin anlamliligi, katsay1 tablolar1 ve Pareto etki
grafikleri kullanilarak degerlendirilmistir. Ortalama partikiil biiylikligii, PDI ve zeta
potansiyeli i¢in Pareto etki grafikleri Sekil 4.2.'de sunulmustur. Pareto etki
grafiklerindeki kirmiz1 kesikli ¢izgi (2.086), istatistiksel anlamlilik esigini (a0 = 0,05)

temsil etmektedir.

Pareto Chart of the Standardized Effects B Pareto Chart of the Standardized Effects
A (response is PB_1, a = 0.05) (response is PDI, a = 0.05)
Term 2086 Term 2086
™ T
| I
AC | AC ‘ i
i i
] }
C | C ‘
i
i i
i i
ABC ! B | |
i
|}
AB | A }
i
B ABC |
| }
A AB i
] I
i i
BC ! BC !
‘ ! I i
0.0 05 1.0 15 20 0.0 05 1.0 15 20
Standardized Effect Standardized Effect
A gray bar represents a term not in the model. A gray bar represents a term not in the model
C Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is ZETA_1, a = 0.05)
Term 2.086
I T
1
AC ‘ i
i
BC ‘ !
i
}
AB !
|
c |
I
}
B i
}
I
ABC i
|
A 1
I
I
! ' ! . 1
0.0 05 1.0 15 20
Standardized Effect
A gray bar represents a term not in the model.

Sekil 4.2. Standartlastirilmis etkilerin pareto grafigi. A) Ortalama Partikiil Biyukligi.
B) PDI. C) Zeta Potansiyeli. (A: DOTMA, B: DOPC, C: CHOL, AB:
DOTMA-DOPC etkilesimi, BC: DOPC-CHOL etkilesimi, AC:
DOTMA-CHOL etkilesimi, ABC: DOTMA-DOPC-CHOL iglii
etkilesimi).

Ortalama partikiil biliytlikliigii icin Standartlastirilmis Etkilerin Pareto grafigi
incelendiginde (Sekil 4.2.A), en baskin etkinin DOTMA-CHOL ikili etkilesimi oldugu

goriilmektedir. CHOL faktoriinlin de ortalama partikiil biiyiikliigii tizerinde anlamli bir
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ana etkiye sahip oldugu gozlemlenmistir, ancak bu etki DOTMA ile birlikte

degerlendirildiginde 6nemli dl¢lide artmustir.

ANOVA sonuglarina gore, toplam agiklanan varyans (Adj SS) 44304,8 olarak
hesaplanmistir. Bu toplamin %15,5’inin ana etkilerden, %50,7 sinin ikili
etkilesimlerden ve %33,8’inin {icli etkilesimden kaynaklandigi belirlenmistir. Ana
etkiler arasinda yanit degiskenindeki varyasyona en yiiksek katkiyr CHOL faktorii
saglamistir (Adj SS = 5 351,4; %12,08). ikili etkilesimler arasinda en yiiksek katki ise
DOTMA x CHOL etkilesiminde gozlenmistir (Adj SS =17 708,2; %39,97). Bu bulgu,
yanit degiskenindeki degisimin 6nemli bir boliimiiniin DOTMA x CHOL etkilesimiyle

iligkili oldugunu gostermektedir.

Bu varyans dagilimi, ortalama partikiil biiyiikliigi yanitinin faktorlerin ana
etkilerinin yan1 sira faktorler arasi etkilesimler tarafindan sekillendigini
gostermektedir. Uclii etkilesimler incelendiginde, DOTMA(6)-DOPC(1)-CHOL(10)
kombinasyonunun regresyon katsayis1 degeriyle ortalama partikiil biytikligiini
azaltic1 yonde giiclii bir etki gdsterdigi belirlenmistir. Bu kombinasyonda goézlenen
diistik ortalama partikiil bliylikliigii, yalnizca CHOL'{in yiiksek molar oranindan degil,
aynt zamanda DOTMA ve DOPChnin CHOL ile olusturdugu ikili ve ficli
etkilesimlerden de kaynaklanmaktadir. Uglii etkilesimlerin toplam varyansin yaklasik
%33,8'Ini agiklamasi, uygun li¢lii kombinasyonun secilmesinin ortalama partikiil

biiyiikliigii tizerinde kritik bir rol oynadigini gostermektedir.

DOTMA x CHOL ikili etkilesimine ve ilgili tiglii etkilesim terimine ait negatif
katsayilar, s6z konusu kombinasyonun ortalama partikiil biiylikliglinii azaltma
bakimindan uygun oldugunu gdstermistir. Modelin sabit terimi (kesisim) yaklasik 147
nm olarak hesaplanmigtir. Ortalama partikiil biiyiikligiine iliskin katsay1 tablosunda
varyans sisirme faktorii (VIF) degerlerinin 1,33 ile 2,37 arasinda degistigi
goriilmiistiir. Bu degerler, modelde belirgin bir c¢oklu dogrusal baglanti
(multikolinearite) sorunu bulunmadigini gdstermektedir. CHOL faktoriinlin yanit
izerindeki etkisinin yliksek oldugu belirlenmistir; CHOL'liin molar oran1 4 oldugunda
partikiil blyilikligii artarken, molar oranin 10'a yiikseltilmesiyle partikiil

biiyiikligiinde belirgin bir azalma gozlenmistir. DOPC'nin etkisi orta diizeyde,

DOTMA'nn ana etkisi ise diisiik diizeyde kalmigtir. Buna gore partikiil biiytikliigliniin
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esas olarak CHOL faktorii ile DOTMA x CHOL etkilesimi tarafindan belirlendigi,
DOTMA ve DOPC'nin ana etkilerinin ise sinirlt oldugu degerlendirilmistir. Ortalama
partikiil biiyiikliigiine iliskin ytliksek katsayili etkilesimler Tablo 4.4'te sunulmustur.

Tablo 4.4. Ortalama partikiil biiylikliigi i¢in katsay1 tablosundaki temel etkilesimlerin

katsayilari.
Etkilesim Katsay1
DOTMA6-DOPC1 +17,84
DOTMA6-CHOL10 —31,49
DOPC1-CHOL10 —-1,739
DOTMA6-DOPC1-CHOL10 —20,76

DOTMAG6-DOPCI etkilesimi partikiil biiytikliigiini artiritken, DOTMA6—
CHOLI10 etkilesimi ise 6nemli 6l¢iide azaltir. DOPC1-CHOL10 etkilesimi de partikiil
biiyiikligiiniin azalmasina katkida bulunur. Ortalama partikiil biiyiikligii icin

regresyon denklemi asagida verilmistir

Ortalama partikiil biyiikliigii
= 147.18 + 5.8(DOTMA) — 3.0(DOTMAy) — 2.8(DOTMA,)
— 6.7(DOPC,) — 1.7(DOPC,) + 8.4(DOPC;) + 16.9(CHOL,)
+ 0.7(CHOL,) — 17.6(CHOL,,)

Ortalama partikiil bliylikligii i¢in regresyon denkleminde, pozitif katsayilar
partikiil biiytikliiglinde artisi, negatif katsayilar ise azalmay1 temsil eder. Ortalama
partikiil bliytikligiinii azaltan en etkili seviyeler sirastyla CHOL10, DOPC1, DOPC2
ve DOTMA9-12 iken, artiran seviyeler ise CHOL4, DOPC3 ve DOTMAG6'dir.
DOTMA6-DOPCI-CHOL10 kombinasyonu i¢in tahmini ortalama partikiil
biiytikliigii yaklasik 92,5 nm'dir. Bu deger, CHOL10'un negatif ana etkisine ek olarak
DOTMAG6-CHOL10 ve DOTMA6-DOPC1-CHOL10 etkilesimlerinin  negatif
katkilariyla agiklanmaktadir.
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PDI i¢in Standartlastirilmis Etkilerin Pareto Grafigi (Sekil 4.2.B)
incelendiginde, en baskin etkinin DOTMA-CHOL ikili etkilesiminde oldugu
goriilmektedir. Ana etkiler degerlendirildiginde, CHOL, DOPC ve DOTMA
faktorlerinin PDI {izerinde orta diizeyde bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Diger
ikili ve tglii etkilesimlerin PDI yaniti iizerindeki etkisinin zayif oldugu bulunmustur.
Model sabiti yaklasik 0,39 olarak hesaplanmistir. PDI icin katsay: tablosundaki 1,33
ile 2,37 arasinda degisen VIF degerleri, modelde ¢oklu dogrusal baglant1 olmadiginm
gostermektedir. Ana faktorler arasinda CHOL, PDI {izerinde 6nemli bir etkiye sahiptir.
CHOL molar orant 4 oldugunda PDI'nin artti§i, 10 oldugunda ise azaldig
belirlenmistir. DOPC'nin orta diizeyde bir etkisi varken, DOTMA'nin diisiik bir etkisi
vardir. Etkilesim terimleri incelendiginde, DOTMA—-CHOL etkilesiminin PDI'da
baskin bir rol oynadigr, DOTMA-DOPC ve DOPC—CHOL etkilesimlerinin ise diisiik
ila orta diizeyde katkida bulundugu goriilmektedir.

PDI regresyon denklemi agagida verilmistir.

PDI = 0.3320 — 0.0197 (DOTMA,) + 0.0254 (DOTMA,) — 0.0057 (DOTMA,)
—0.0237 (DOPC,) — 0.0081 (DOPC,) + 0.0319 (DOPC5)
+0.0424 (CHOL,) — 0.0176 (CHOL,) — 0.0248 (CHOL,,)

Denklemde pozitif katsayilar PDI'da artisi, negatif katsayilar ise PDI'da
azalmay1 temsil etmektedir. Buna gore, PDI'y1 azaltan seviyeler CHOL 7-10, DOPC
1-2 ve DOTMA 6-12 olarak belirlenmistir. PDI'y1 artiran seviyeler ise etki biiytikligii
sirasina gére CHOL 4, DOPC 3 ve DOTMA 9'dur. CHOL 4 seviyesi PDI'y1 artirirken,
CHOL 7-10 ve diisiik DOPC seviyeleri PDI'da azalma ile iligkilidir. DOTMA'nin

etkisi siirli olup seviyeye baghdir.

Zeta potansiyeli yamtinin istatistiksel degerlendirmesinde, ana etkiler
diizeyinde istatistiksel olarak anlaml1 bir etki bulunmamistir (P>0,05). Zeta potansiyeli
icin standartlastirilmis etkilerin Pareto grafigi (Sekil 4.2.C) incelendiginde, en baskin
etkinin DOTMA x CHOL ikili etkilesiminden kaynaklandig1 goriilmektedir. Bunu
sirastyla DOPC x CHOL ve DOTMA x DOPC etkilesimleri izlemektedir. Ana etkiler
(DOTMA, DOPC ve CHOL) ayr1 ayr1 degerlendirildiginde, zeta potansiyeli lizerinde

diisikk diizeyde etki gosterdikleri goriilmektedir. Bu durum, zeta potansiyelinin
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formiilasyon bilesenleri arasindaki etkilesimlere daha duyarli oldugunu

gostermektedir.
Zeta potansiyeli regresyon denklemi asagida verilmistir.

Zeta Potansiyeli
= 37.46 + 0.94(DOTMA4) — 0.72(DOTMA,) — 0.22(DOTMA ;)
— 0.28(DOPC,) — 1.39(DOPC,) + 1.67(DOPC3) + 2.61(CHOL,)
— 0.77(CHOL,) — 1.84(CHOL,,)

Denklemde pozitif katsayilar zeta potansiyelinde artigi, negatif katsayilar ise
azalmay1 temsil etmektedir. Buna gore, zeta potansiyelini azaltan seviyeler dncelikle
CHOL 10 ve DOPC 2'dir. Zeta potansiyelini artiran seviyeler ise etki biiyiikligi
sirasina gore CHOL 4, DOPC 3 ve DOTMA 6'dir. Ana etkiler diizeyinde
degerlendirildiginde, zeta potansiyelinin en c¢ok CHOL faktorii tarafindan
sekillendirildigi goriilmektedir. Diisik CHOL oraninin zeta potansiyelini artirdigi,
yiiksek CHOL oraninin ise zeta potansiyelini azalttig1 belirlenmistir. Bu bulgular, zeta
potansiyelinin formiilasyondaki CHOL seviyesine ve bilesenler arasi etkilesimlere

duyarli oldugunu gdstermektedir.

Modelin istatistiksel yeterliligini  ve uygunlugunu degerlendirmek
amaciyla normal olasilik grafikleri ile artiklar-tahmin edilen degerler
grafikleri olusturulmustur. Ortalama partikiil biiyiikliigii, PDI ve zeta potansiyeline ait

normal olasilik grafikleri Sekil 4.3.”te gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Normal olasilik grafikleri. A) Ortalama partikiil biiytlikliigii. B) PDI. C) Zeta
potansiyeli.

Artiklarin yaklagik dogrusal bir dagilim sergilemesi, model hatalarinin normal
dagilima yakin oldugunu gostermektedir. Bu bulgu, Deney Tasarimi (DOE) modeli
kapsaminda uygulanan parametrik istatistiksel analizlerin gecerliligini dogrulamakta
ve elde edilen model sonuglarinin giivenilir bir sekilde yorumlanabilecegini ortaya

koymaktadir.

Ortalama partikiil biiytlikliigii, PDI ve zeta potansiyeline iligskin artik-tahmin
degerleri grafikleri Sekil 4.4.’te sunulmustur.
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Sekil 4.4. Artiklar-tahmin edilen degerler grafikleri. A) Ortalama partikiil biiytikligi.
B) PDI. C) Zeta potansiyeli.

Artiklarin sifir etrafinda rastgele dagilmasi ve artiklar ile tahmin edilen
degerler grafiklerinde belirgin bir 6riintii gézlenmemesi, modelde sistematik bir hata
bulunmadigint ve DOE modeli i¢in sabit varyans (homoskedastisite) varsayiminin
saglandigin1  gostermektedir. PDI yanitina iliskin artitk analizleri, model
varsayimlarinin genel olarak karsilandigini ve regresyon modelinin PDI’daki
degiskenligi yeterli diizeyde temsil ettigini ortaya koymustur.

Zeta potansiyeli yanitina iliskin artik analizleri genel olarak kabul edilebilir
bulunmustur. Bununla birlikte, 6zellikle diisiik degerler bolgesinde gbzlenen sapmalar
ve aykirn degerler nedeniyle modelin agiklayiciligmin - smirli  oldugu
degerlendirilmistir. Bu durum, incelenen deneysel tasarim aralifinda zeta
potansiyelinin DOE faktdrlerine gorece zayif bir yanit verdigini diisiindiirmektedir.
Varyans analizi, F5 formiilasyonunun minimum ortalama partikiil biytikligi ile
sonuglanacagini dngdérmiistiir.

Optimum formiilasyonu (F22) dogrulamak amaciyla Minitab® yazilinm
kullanilarak tarama tasarimi gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar, F22
formiilasyonunun (6:2:10) optimum formiilasyon oldugunu dogrulamistir. Optimum

formiilasyona ait uygunluk oran1 Tablo 4.5’te gosterilmistir. DOTMA, DOPC ve
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CHOL bilesenlerine ait partikiil biiytikliigii, PDI ve zeta potansiyeli yanitlari i¢in ¢oklu

yanit optimizasyonu ve bilesik uygunluk grafigi Sekil 4.5.’te sunulmustur.

optimal DO‘ITZMA 003Pc Cl;lé)L
D:0.9507 'y 6 2 10
Low 6 1 4
* o L o]
Composite ¢ o ®
Desirability .
D:0.9507
N - S N [
ZETAPOT T s} T oo I
Targ: 40.0 o
y =40.30
d=0.97391
o .
PDI o]
Minimum
y =0.240 o
d=088235 ¢ — _ _ _ | _ o __®____ _ _4
)
psd
Minimum ®
y = 99.780 o
d = 1.0000 ¢ ®
- e 3

Sekil 4.5. DOTMA, DOPC ve CHOL bilesenlerinin partikiil biiytikliigii, PDI ve zeta
potansiyeli yanitlart i¢in ¢oklu yanit optimizasyonu ve bilesik uygunluk

grafigi.

Tablo 4.5. Formiilasyondaki optimal lipid oranlar1 ve bilesimin hedeflenen

parametreleri karsilama derecesi.

Parametreler
Minimum Hedef Maksimum Agirhk

Zeta Hedef 14 40,00 51,50 1
potansiyeli
PDI Minimum 0,204 0,51 1
Partikiil Minimum 99,780 255,90 1
Bityiikligii

Zeta PDI Partikiil

Potansiyeli Biiyiikliigii Uygunluk

Coziim DOTMA DOPC CHOL Fit
6 2 10 40.3

Fit  Fit

0.24 99.78




75

Uretim iizerinde FRR etkisini belirlemek amaciyla secilen optimum
formiilasyon farkli FRR degerlerinde iiretilmistir. Literatiir dogrultusunda (112), TFR
2 mL/dk ve baslangi¢ FRR degeri su/etanol orani 3:1 olacak sekilde belirlenmis ve
optimizasyon ¢aligsmalari gergeklestirilmistir. F22 formiilasyonu, FRR degerleri 4:1 ve
5:1 olacak sekilde yeniden iiretilmistir. F22 optimum formiilasyonunun FRR 4:1 ve

5:1 kosullarinda iiretilmesiyle elde edilen sonuglar, Tablo 4.6’da sunulmustur (ort. +
SS).

Tablo 4.6. Farkli akis hizi oranlarinda iiretilmis F22 formiilasyonunun ortalama
partikiil biiyiikliigii, PDI ve zeta potansiyeli sonuglari (ort. = SS).

Ortalama Partikiil

FRR PDI Zeta Potansiyeli (mV)
Biiyiikliigii (nm)

3:1 109,5+ 13,43 0,237 + 0,049 37,38 £2,29

4:1 133,2£22,17 0,328 + 0,055 40,83 +2,1

S5:1 167,4 + 8,42 0,297 £ 0,032 25,7+2,65

Bu sonuglar, F22 formiilasyonunun {iretimi i¢in optimum FRR'nin 3:1

oldugunu dogrulamistir.

TGF-B3 LP formiilasyonlarmin 0,5, 1 ve 2 pg/mL derisimlerindeki ortalama
partikiil biiyiikliigii, PDI ve zeta potansiyeli sonuglari (ort. = SS) Tablo 4.7'de

verilmistir.

Tablo 4.7. TGF-B3 LP formiilasyonlariin ortalama partikiil biiyiikliigii, PDI ve zeta
potansiyeli sonuglar1 (ort. £ SS).

TGF-3
.. Ortalama Partikiil
Derisimi PDI Zeta Potansiyeli (mV)
Biiyiikliigii (nm)
(ng/mL)
0.5 108,1 =7 0,201 £ 0,047 34,65+ 1,85
1 109,9 + 14,36 0,318 £ 0,027 499 +1,1

2 101,1 + 4,23 0,248 £ 0,022 36,5 +2,49
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miR-132 LPX baslangigta 1 mg/25 pg lipid/miR oraninda hazirlanmigtir. Daha
sonra EE'yi (%) artirmak igin, literatiirdeki ¢aligmalarla uyumlu olarak en yiiksek
verimliligi saglayan N/P 4 orani (101), yiikleme orani olarak denenmistir. miR-132
LPX formiilasyonlarmin ortalama partikiil biiyiikliigii, PDI ve zeta potansiyeli

sonuclar1 Tablo 4.8'de (ort. £ SS) gosterilmistir.

Tablo 4.8. miR-132 LPX formiilasyonlarinin ortalama partikiil biiyiikliigii, PDI ve
zeta potansiyeli sonuglari (ort. = SS).

miRNA Ortalama Partikiil PDI Zeta Potansiyeli
Dozu Bityiikliigii (nm) (mV)
Lipid/miR 1
143,1+9 0,279 £ 0,003 33,7+ 1,6
mg/25 pg
N/P 4 97,6 5,1 0,211 +£0,03 33,16 £2,87

4.1.2. Morfoloji ve Yiizey Ozellikleri Analizi

Formiilasyonlarin (bos lipozomlar, TGF-f3 LP ve miR-132 LPX) TEM
sonuclar1 Sekil 4.6.'da gosterilmistir. Bos lipozomlarin, TGF-B3 LP'min ve miR-132
LPX'in TEM goriintiilerinin yaklagik 100 nm biiyiikliigiinde oldugu ve miR-132"in

lipozom ile basarili bir sekilde kompleks olusturdugu dogrulanmaistir.



77

Sekil 4.6. Lipozom/lipopleks formiilasyonlarinin TEM goriintiileri. A-B-C) Bos
Lipozom. D-E-F) TGF-f3 LP. G-H-I) miR-132 LPX. A-D-G) 50 nm
6lcek, B-E-H) 100 nm 6l¢ek, C-F-I) 200 nm dlgek.

Her bir formiilasyon i¢in toplam 100 partikiiliin biiytikliigi Image]J yazilimi
kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Bos lipozomlarin ortalama partikiil biiyiikligi 106,04+32,7
nm olarak belirlenmis; medyan partikiil biiyiikligi 105,5 nm, partikiil blytkligii
araligr ise 55,4-198,7 nm olarak hesaplanmistir. TGF-f3 LP formiilasyonunun
ortalama partikiil bliylikligi 123,4 £+ 32,2 nm, medyan partikiil biyiikligii 117,4 nm
ve partikiil biiylikliigi araligi 74,4-208,6 nm olarak bulunmustur. miR-132 LPX
formiilasyonunun ise ortalama partikiil biiyiikligi 112,9 + 30,7 nm, medyan partikiil

blytkligi 107,2 nm ve partikiil biyikligi aralign 58,0-199,6 nm olarak
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belirlenmistir. U¢ formiilasyona ait partikiil biiyiikliigii dagilimlar1 Sekil 4.7.°de

sunulmustur.

— 5k —

n=100 n =100 n =100

A 161B | ortalama = 127.5 £ 13.9nm C Ortalama = 115.2 £ 10.6 nm
1 Medyan = 126.8 nm Medyan = 114.5 nm

Minimum =94.7nm Minimum =94.7nm
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Sekil 4.7. Lipozomal formiilasyonlarin TEM analizi ile partikiil bliylikligt dagilimai.
A) Bos LP (Ortalama=110,4 + 13,6 nm, n = 100), B) TGF-3 LP (Ortalama
=127,3 £ 13,9 nm, n = 100), C) miR-132- LPX (Ortalama = 115,2 + 10,8
nm, n = 100). Esdeger cap, ImageJ kullanilarak TEM mikrograflarindan
hesaplanmistir. Siyah egriler, partikiil biiyiikligii dagilimmin Gauss
dagilimina uyumunu temsil etmektedir.

TEM goriintiilerinin (n=100) nicel analizi, DLS tabanli partikiil biiytkligi
analizini dogrulamistir. TEM ve DLS Ol¢limleri arasindaki korelasyon,
formiilasyonlarin monodispers oldugunu ve komplekslesme siireci boyunca yapisal

ozelliklerini korudugunu gostermistir.

4.1.3. TGF-p3 LP ve miR-132 LPX Formiilasyonlarinin EE (%)

Degerleri

TGF-B3, 0,5, 1 ve 2 pg/mL derisimlerinde lipozomlara yiiklenmis ve bu
derisimlerde elde edilen EE (%) degerleri sirastyla %57,6+3,78, %53,3+£0,14 ve
%50,69+0,87 olarak hesaplanmistir. Buna karsilik, LD (%) degerleri sirasiyla
%0,013+0,0007, %0,024+0,0004 ve %0,046+0,0006 olarak belirlenmistir. Artan
TGF-B3 derisimiyle birlikte EE (%) degerinin azaldig1 gériilmiistiir. En yliksek EE (%)
degeri 0,5 pg/mL TGF-B3 derisiminde elde edildiginden, sonraki ¢aligmalar i¢cin TGF-
B3 derisimi 0,5 pg/mL olarak se¢ilmistir.

miR-132 icin lipid/miRNA kiitle oram1 1 mg/25 pg olarak belirlendiginde,
lipoplekslerin EE (%) degeri %95,52 ve LD (%) degeri %2,28+0,07 olarak
hesaplanmistir. Literatiirde, miR-132 lipopleksleri i¢cin EE (%) degerlerinin %100’e
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yakin oldugu bildirilmistir (101). Bu dogrultuda, EE (%) degerini artirmak amaciyla
miR-132 lipopleksleri N/P orani 4 olacak sekilde hazirlanmistir (101). Bu kosulda EE
(%) degeri %99,29+0,021, LD (%) degeri ise %0,180+0,003 olarak belirlenmistir. En
yliksek EE (%) degeri N/P oran1 4’te elde edildiginden, sonraki ¢aligmalar i¢in miR-
132 yiikleme kosulu N/P orani 4 olarak secilmistir.

4.2. Stabilite Calismalar:

Saklama sirasindaki stabilite, sizint1 oranlar1 belirlenerek degerlendirilmistir.
TGF-B3 LP ve miR-132 LPX formiilasyonlar1 i¢in termal stabilite ve sizint1 caligmalari
sonuclar1 Sekil 4.8.'de verilmistir. Sonuclar, 3 bagimsiz deneyin ortalamasi (ort. £ SS)

olarak sunulmustur.

Salim (%)
gl
Salm (%)

o
=} @
5}

0.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 0 24 48 72 9 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336
Zaman (saat) Zaman (saat)

& 4°C 3 37°c

Sekil 4.8. Termal stabilite ve sizint1 ¢galigmalar1 sonuglari. A) TGF-B3 LP ve B) miR-
132 LPX (ort.£ SS).

Her iki formiilasyonun 336 saat boyunca 4°C ve 37°C’deki sizint1 oranlari,
Sidak coklu karsilastirma testi kullamilarak karsilastirlmistir.  TGF-B3  LP
formiilasyonunda kiimiilatif salim oran1 4°C’de %0,424+0,001, 37 °C’de ise
%0,19+0,002 olarak belirlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda TGF-f3 LP
formiilasyonunun her iki sicaklikta da stabil oldugu degerlendirilmistir. miR-132 LPX

formiilasyonunda ise kiimiilatif salim oram1 4°C’de 9%0,51+£0,0001, 37°C’de
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%1,03+0,003 olarak hesaplanmigtir. miR-132 LPX formiilasyonunun da 4°C ve

37°C’de stabil oldugu sonucuna varilmistir.

Formiilasyonlarin in vitro salim c¢alismasi siiresince, yani 336 saat boyunca,

fiziksel stabilitelerini degerlendirmek amaciyla her iki formiilasyonun stabilitesi

4°C’de izlenmistir (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. TGF-B3 LP ve miR-132 LPX'in 4°C'de 336 saat boyunca zamana bagl
olarak A) ortalama partikiil biiylikliigli, B) PDI, C) zeta potansiyeli ve D)
EE (%) degerleri. Veriler ort. = SS olarak sunulmustur (n=3).

Istatistiksel analiz, her bir zaman noktasindaki degerlerin baslangic degeriyle

(0 saat) karsilastirtlmast ve Dunnett'in ¢oklu karsilagtirma testi kullanilarak

yapilmistir. TGF-B3 LP formiilasyonunun baglangictaki partikiil biiytikliigi 108,1+2,1
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nm, PDI degeri ise 0,201+0,01 olarak belirlenmistir. Partikiil biiyiikliigiinde, 336 saat
boyunca istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlenmis ve partikiil biiylikligli son
zaman noktasinda 192,34+6,2 nm'ye ulagsmistir (Ortalama Fark = 84,2 nm, P<0,0001).
Bununla birlikte, PDI degeri ¢alisma siiresince anlamli degisiklik gdstermemis ve 336.
saatte 0,264+0,02 olarak belirlenmistir (P>0,05). Bu bulgu ortalama partikiil
blyiikligiindeki artisa ragmen formiilasyonun homojenligini  korudugunu
gostermektedir. Zeta potansiyeli pozitifligini korumus ve 34,6+2,5 mV'den 39,7+0,3
mV'ye hafif bir artig gostermistir (Ortalama Fark = 5,05 mV, P<0,05). Bu sonug,
elektrostatik itme yoluyla kolloidal stabilitenin korundugunu diistindiirmektedir. TGF-
B3 icin EE (%) degeri, %57,6+2,5'ten %50,5+0,4'e diismiistiir. Bu azalma istatistik
olarak anlamli bulunmustur (P<0,001). Bununla birlikte, bu sonu¢ TGF-B3 ytikiiniin
bliyiik boliimiiniin 14 gilinlik ¢aligma siiresi boyunca lipozomlar igerisinde

korundugunu gostermektedir.

miR-132 LPX formiilasyonunun baslangigtaki partikiil biytkligi 97,6+2,3
nm, PDI degeri ise 0,21140,02 olarak belirlenmistir. TGF-f3 LP formiilasyonuna
benzer sekilde, partikiil biiyiikliigiinde kademeli bir artis gozlenmis ve partikiil
biiytlikliigii 336. saatte 177,4+5,8 nm’ye ulagmistir (Ortalama Fark = 79,8 nm, P<
0,0001). PDI degerinde hicbir zaman noktasinda istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik gozlenmemis ve bu deger 336. saatte 0,242+0,03 olarak Sl¢iilmiistiir. Bu
bulgu partikiil popiilasyonunun homojenligini korudugunu gostermektedir. Zeta
potansiyeli pozitifligini korumus ve c¢alisma siiresince istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik goOstermemistir. 336. saatte zeta potansiyeli 35,4+0,8 mV olarak
belirlenmistir (P>0,05). Ozellikle, miR-132 LPX formiilasyonunun EE (%) degeri,
TGF-B3 LP formiilasyonuna kiyasla daha yiiksek bulunmustur. miR-132 LPX’in
baslangigtaki EE (%) degeri %99,2+0,5 iken, bu deger 336. saatte %93,2+0,3'e
diismiistlir (Ortalama Fark = %6,09, P<0,0001). Bu sonug, niikleik asitlerin katyonik
lipid ¢ift tabakasiyla giiclii bir sekilde komplekslestigini gdstermektedir.

4.3. Lipozom Formiilasyonlarinin Saflastirilmasi

Liyofilizasyondan sonra %3-25 (a/h) trehaloz veya silikroz igeren

formiilasyonlarin partikiil biiyiikliigii ve PDI degerleri Tablo 4.9°da verilmistir.
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Tablo 4.9. Liyofilizasyondan sonra %3-25 (a/h) trehaloz veya siikroz igeren lipozom
formiilasyonlarinin ortalama partikiil biiyiikligii ve PDI degerleri (ort. +

SS).
Kriyoprotektan Trehaloz Siikroz
Derisim (a/h) Ortalama Ortalama
(nm) (nm)

%3 245,8 £10,85 0,454 £ 0,005 | 441,7 +29,35 | 0,504 + 0,087

%S5 2248 £47,03 10,476 0,092 | 201 +12,71 | 0,505+ 0,034
%17,5 288,2 + 14,45 10,457 +0,089 | 271,2+ 10,06 | 0,37 + 0,047
%10 363,1 +£8,32 | 0,57+0,069 | 162,1+6,37 | 0,355+0,015
%15 271+3,67 ]0,464+0,014 | 123,6+0,46 | 0,317+ 0,039
%20 684,6 + 106,3 | 0,608 + 0,045 | 140,8 + 3,568 | 0,329 + 0,01
%25 892,7+114,2 10,866 + 0,015 | 179,2 + 6,864 | 0,48 + 0,049

Optimizasyon sonuglarina gore, lipozomlarin liyofilizasyonu i¢in en uygun

kriyoprotektan, minimum PDI ve partikiil biiyiikliigii degerlerini saglayan %15 (a/h)

siikroz olarak belirlenmistir.

Liyofilizasyon sirasinda lipozom stabilitesini korumak i¢in yiiksek siikroz

derisimlerinin kullanilmasi, siikkrozun uzaklastirilmasi i¢in uygulanan diyaliz adimlari
sirasinda protein ve gen yiikli lipozom formiilasyonlarinin stabilitesini olumsuz
etkileyebilir. Bu nedenle, bu formiilasyonlarin yapisal biitiinliiglinii korumak ig¢in
ultrasantrifiij ve  ultrafiltrasyon  gibi  alternatif

saflagtirma  yontemleri

degerlendirilmistir (127).

Ultrasantrifiijden sonra pelet i¢cinde elde edilen lipozomlarin ortalama partikiil
biiytikliigii ve PDI sonuglar1 Tablo 4.10'da sunulmustur. Ultrasantrifiijden sonra pelet
icindeki lipozomlarin ortalama partikiil biiylikligii ve PDI sonuglar1 Sekil 4.10.'da

gosterilmistir.
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Sekil 4.10. Farkli kosullar altinda ultrasantrifiijleme sonrasi peletten elde edilen
lipozomlarin ortalama partikiil biiytikliigli ve PDI degerleri A) Seyreltme
faktorii (SF) 100, 60 000 x g, 1 saat; B) SF 10, 30 000 x g, 2 saat.

Tablo 4.10. Ultrasantrifiijleme sonrasinda peletten elde edilen lipozomlarin ortalama
partikiil biiyiikliigii ve PDI degerleri (ort. + SS).

Ortalama Partikiil Bityiikliigii (nm) PDI
60 000 x g, 1 saat 175,3 + 4,592 0,346 + 0,004
30 000 x g, 2 saat 137,5 £ 3,208 0,302 + 0,024

Ultrafiltrasyondan sonra lipozom dispersiyonunun ortalama partikiil

biiytikliigii ve PDI sonuclar1 sirastyla 110,1 + 5,97 nm ve 0,303 + 0,048 olarak

belirlenmistir (Sekil 4.11.).
Z-Average (d.nm): 110,1 Peak 1:
Pdl: 0,303 Peak 2:
Intercept: 0,934 Peak 3:

Result quality Good

Diam. (nm)
1297
4802
0,000

% Intensity  Width (nm)
96,4

3.6
0,0

62,51
723,7
0,000

Intensity (%)

Size Distribution by Intensity

0.1 1 10

100

Size (d.nm)

1000
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Sekil 4.11. Ultrafiltrasyondan sonra lipozom dispersiyonunun ortalama partikiil
biiytikliigii ve PDI degerleri.

Uretim sonrasina kiyasla, %15 siikroz ile liyofilizasyon (*), 60 000 x g'de 1
saatlik ultrasantrifiij (****) ve 30 000 % g'de 2 saatlik ultrasantrifiij (***) sonrasinda
ortalama partikiil biiylikliigiinde anlamli bir artis gézlemlenmistir. Buna karsilik,
ultrafiltrasyon yontemiyle saflastirilan lipozomlarin ortalama partikiil biiyilikliglinde
iiretim sonrasina gore istatistiksel olarak anlamli fark gozlemlenmemistir (P>0,05)

(Sekil 4.12.A).

A B N
I Uretim sonrasi
Il Liyofilizasyon
2009 *kkk 047 * *k 60,000x g 1 saat
l I 30,000x g 2 saat
150 *hkk [ Ultrafiltrasyon

13
o
1

Ortalama Partikiil Biiyiikliigii (nm)

0.3+
*

100 £ 0.2+

0.1+

0.0

Sekil 4.12. Uretim sonrasi ve saflastirma sonrasinda elde edilen A) ortalama partikiil
biiyiikliigii ve B) PDI degerlerinin karsilastirmasu. Istatistiksel anlamlilik,
her bir kosulun iiretim sonrasi elde edilen degerlerle karsilagtirilmasiyla,
tek yonliit ANOVA ve ardindan Dunnett testi kullanilarak belirlenmistir.
(*P< 0,05, ***P< 0,001, ****P< 0,0001). Veriler ortalama + SS (n = 3)
olarak sunulmustur.

o
|

Siikroz (%15 (a/h)) ile liyofilizasyon (*) ve 60 000xg'de 1 saatlik ultra
santrifiijleme (**) sonrasinda PDI degerlerinde iiretim sonrasina kiyasla anlamli artig
gozlemlenmistir. Bununla birlikte, 30 000xg'de 2 saatlik ultrasantrifiijleme ve
ultrafiltrasyon sonrasi elde edilen PDI, iiretim sonrasina kiyasla istatistiksel olarak

anlamli fark gostermemistir (P>0,05) (Sekil 4.12.B).

Ultrasantrifiij sonrasinda stipernatantin DLS analizi, her iki kosulda da
slipernatant icerisinde artik partikiillerin bulundugunu dogrulamistir. Z-ortalama
partikiil biiytikliigii 30 000 x g ve 60 000 x g kosullari i¢in sirasiyla 140,7 nm ve 98,48
nm olarak belirlenmigtir (Sekil 4.13.). Bu sonug, partikiillerin tamamen pellete
doniismedigini  gostermektedir. Ayrica, daha yiliksek santrifiij kuvvetinin

slipernatanttan daha biiylik partikiillerin uzaklastirilmasini sagladig1 goriilmiistiir.
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System System
Temperature (°C): 25,0 Duration Used (s): 70 Temperature (°C): 25,0 Duration Used (s): 90
Count Rate (kcps): 166,0 Measurement Position (mm): 4,65 Count Rate (keps): 122.8 Measurement Position (mm): 4,65
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 9 Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 7
Results Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n... Sizo (d.n... %Intensity: St Dov (d.n...
Z-Average (d.nm): 98,48 Peak1: 1154 100,0 46,82 Z-Average (d.nm): 140,7 Peak1: 1740 95,7 65,50
Pdl: 0,134 Peak2: 0,000 0,0 0,000 Pdi: 0,172 Poak2: 44,10 43 8,508
Intercept: 0,975 Peak3: 0,000 00 0,000 Intercept: 0,954 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result quality Good Result quality Good
Size Distribution by Intensity Size Drstribution by Intensdy
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Sekil 4.13. Farkli kosullar altinda gerceklestirilen ultrasantrifiij sonrasi siipernatanttan
elde edilen lipozomlarin ortalama partikiil bliytikligii ve PDI degerleri: A)
SF 1, 1 saat boyunca 60 000 x g; B) SF 1, 2 saat boyunca 30 000 x g.

Ultrasantrifiij yonteminde ikinci protokol ile (30 000 x g, 2 saat) saflastirilan
lipozomlar ile ultrafiltrasyon kullanilarak saflastirilan lipozomlar arasinda PDI
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamis olsa da (P>0,05; Sekil
4.12.B), ek pratik avantajlar1 nedeniyle saflasgtirma yontemi olarak ultrafiltrasyon
tercih edilmigtir. DLS karakterizasyonu ile de dogrulandigi iizere, bu yontem partikiil
biitiinltiglinli korurken serbest aktif maddeleri ve artik organik ¢oziiciileri etkin bir
sekilde wuzaklastirmis ve geri kazanimi en iist diizeye c¢ikarmistir. Ayrica

ultrafiltrasyon, aktif madde sizintis1 riskini azaltmaktadir (123).

4.4. Lipozom/Lipoplekslerdeki TGF-B3 ve miR-132’nin in vitro Salim

Cahismalan

TGF-B3 LP ve miR-132 LPX'in in vitro salim profilleri Sekil 4.14.-4.15."te

gosterilmistir.
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Sekil 4.14. TGF-B3 LP ve serbest TGF-B3"lin in vitro salim profili (n=3, ort. +
SS).

TGF-B3 LP'den 312 saat i¢inde toplam %96,64 + %0,64 oraninda TGF-f3
salinmistir. Serbest TGF-B3'in tamami yaklagik 72 saatte salinmistir. Bu sonuglar,
TGF-B3lin lipozomlara yiiklenmesiyle kontrollii bir sekilde salinmasinin

saglanabildigini gostermektedir.



Kiimiilatif Salim (%)

2=

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312

Zaman (saat)

Sekil 4.15. miR-132 LPX’in in vitro salim profili (n=3, ort.£SS). Serbest miR-132
2,12 saat i¢inde neredeyse tamamen salinmistir (2 saatte 9%95,96 +
0,011). miR-132 LPX stabil kalmis ve 4 saatte sadece %3,46, 312 saatte
ise %9,84 miRNA salinmistir.

Sonuglar, miR-132 LPX'ten miR-132"nin %3,46'sin1n ilk 4 saat i¢inde ortama
salindigin1 gostermistir. Salinan toplam miR-132 miktar1 168 saatin sonunda
%8,17'ye, 312 saatin sonunda ise %9,84'e ulagmistir. Literatiirle uyumlu olarak, bu

sonuclar miRNA LPX'in tedavi siiresi boyunca stabil kaldigini gostermektedir (168).
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4.5. Optimize Edilen Lipozom/Lipopleksler ile Hiicre Kiiltiirii

Cahismalan

4.5.1. in vitro Hiicresel Alim (Transfeksiyon) Calismalari

6-FAM DAPI BIiRLESTIRILMIS

Kontrol

Serbest 6-FAM-

miR-132

6-FAM-miR-132
LPX

Sekil 4.16. Lipopleks yoluyla fare fibroblast hiicrelerine miR-132 aliminin
degerlendirilmesi (6-FAM: 6-Karboksifloresin, DAPI: 4',6-diamidino-
2-fenilindol).

Hiicresel alim, floresan mikroskop ile gosterilmistir (131). Sekil 4.16., miR-

132 lipopleks araciligiyla 1929 hiicrelerine miR-132 aliminin floresan mikroskop ile

degerlendirilmesini gostermektedir. Kontrol grubundaki hiicrelerde floresan sinyal

gbzlenmezken, serbest 6-FAM-miR-132 ile muamele edilen hiicrelerde zayif diizeyde
floresan sinyal gozlenmistir. Buna karsilik, 6-FAM-miR-132 LPX ile muamele edilen
hiicrelerde belirgin bir 6-FAM floresan sinyali saptanmistir. Bu bulgular, miR-132’nin
lipopleks formiilasyonu araciligryla 1929 hiicrelerine daha etkin bir sekilde transfekte

ettigini gostermektedir (Sekil 4.16.).



4.5.2. Lipozom/Lipopleks Formiilasyonlarinin in vitro Hiicre Canhhk

Testi
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Sekil 4.17. Bos Lipozom, TGF-B3 LP (2,5 ng/mL) LP + miR-132 LPX ve TGF-B3 LP
(5 ng/mL) LP + miR-132 LPX’in 4, 12 ve 24 saatlerdeki in vitro hiicre
canlilik testi sonuglar1 (n=3, ort. = SS).

Hiicre canlilik testi sonuglar1 Sekil 4.17.'de gosterilmistir. Kontrole kiyasla, 4,

12 ve 24 saat sonra bos lipozomlar, TGF-3 (2,5 ng/mL) LP + miR-132 LPX ve TGF-

B3 (5 ng/mL) LP + miR-132 LPX gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmamistir

(P>0,05).

4.5.3. RT-qPCR Analizi

Sekil 4.18.'de kolajen tip I (COL1), kolajen tip III (COL3), MMP13, MMP9,

CXCLI ve COL1/COL3 oraninin gen diizeyindeki ekspresyonlar1 gosterilmektedir.
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A B
8 5 Il Kontrol
it [ Fibrozis
T 4 @4 Bos LP

zeyleri

= TGF-B3LP (2.5 ng/mL)
= TGF-B3 LP (5 ng/mL)

miR-132 LPX

TGF-B3 LP (2.5 ng/mL) +miR-132 LPX
w1 TGF-B3 LP (5 ng/ml) + miR-132 LPX

Relatif COL1 mRNA Diizeyleri
> @
Relatif COL3 mRNA Dii
N w

COL1/COL3
Relatif MMP13 mRNA Diizeyleri
T g

eyleri

Relatif MMP9 mRNA Diizeyleri
Relatif CXCL1 mRNA Diize

Sekil 4.18. Kontrol, fibrozis ve tedavi gruplarinda gen ekspresyon seviyeleri (n=6). A)
COL1, B) COL3, C) COL1/COL3 orani, D) MMP13, E) MMP9 F)
CXCL1. Fibrozis, kontrol grubuna kiyasla COLI, COL3, MMPI13,
MMPY, CXCLI1 ekspresyonunu ve COL1/COL3 oranint 6nemli 6l¢iide
artirmigtir. Tedavi gruplari, fibrozisle iligkili gen ekspresyonunu farkli
sekilde modiile etmis olup, kombine TGF-f3-LP + miR-132 LPX
gruplarinda belirgin azalmalar gézlemlenmistir. Veriler ort. = SS olarak
sunulmustur (*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, ****P<(0,0001 kontrol
grubuna gore anlamh farkliligi gostermektedir. y P<0,05, yy P<0,01, yyy
P<0,001, yyyy P<0,0001 fibrozis grubuna goére anlamli farklilig
gostermektedir. ####P<0,0001 bos lipozom grubuna gore anlaml
farklilig1 gostermektedir).

Gen diizeyinde, fibrozis grubunda COL1 ekspresyonu kontrol grubuna gore
artmistir (****). TGF-B3 LP (2,5 ng/mL), TGF-B3 LP (5 ng/mL), miR-132 LPX ve
TGF-B3 LP (5 ng/mL) + miR-132 LPX gruplar1 ile kontrol grubu arasinda anlamli bir
fark bulunamamistir (P>0,05). Gen diizeyinde COL1 ekspresyonu, fibrozis grubuna
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kiyasla bos lipozom (yyyy), TGF-B3 LP (2,5 ng/mL) (yy), TGF-B3 LP (5 ng/mL)
(yyyy), miR-132 LPX (y), TGF-B3 LP (2,5 ng/mL) + miR-132 LPX (yyyy) ve TGF-33
LP (5 ng/mL) + miR-132 LPX (y) gruplarinda azalmistir (Sekil 4.18.A).

Gen diizeyinde, fibrozis grubunda COL3 ekspresyonu kontrol grubuna gore
artmistir (*). TGF-B3 LP (2,5 ng/mL), miR-132 LPX ve TGF-B3 LP (5 ng/mL) + miR-
132 LPX gruplar ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunamamaistir (P>0,05).
Bos lipozom (****), TGF-B3 LP (5 ng/mL) (*) ve TGF-B3 LP (2,5 ng/mL) + miR-132
LPX (*) gruplarinda, COL3 mRNA ekspresyonu kontrol grubuna gore azalmistir. Bos
lipozom (y), TGF-B3 LP (5 ng/mL) (y) ve TGF-B3 LP (2,5 ng/mL) + miR-132 LPX
(y) gruplarinda, COL3 mRNA ekspresyonu fibrozis grubuna kiyasla azalmistir. TGF-
B3 LP (2,5 ng/mL), miR-132 LPX ve TGF-3 LP (5 ng/mL) + miR-132 LPX gruplar1

ile fibrozis grubu arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (Sekil 4.18.B).

Fibrozis grubunda COL1/COLS3 oran1 kontrol grubuna gore artmistir (*). TGF-
B3 LP (2,5 ng/mL), miR-132 LPX ve TGF-B3 LP (5 ng/mL) + miR-132 LPX gruplar1
ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (P>0,05). Bos lipozom
(****) ve TGF-B3 LP (5 ng/mL) (*) gruplarinda COL1/COL3 oran1 kontrol grubuna
gore artmistir. TGF-B3 LP (2,5 ng/mL) + miR-132 LPX grubunda, COL1/COL3 oran
kontrol grubuna (**), fibrozis grubuna (y) ve bos lipozom grubuna (####) gore
azalmustir (Sekil 4.18.C).

Fibrozis grubunda kontrol grubuna kiyasla gen diizeyinde MMP13
ekspresyonu artmistir (*). TGF-f3 LP (2,5 ng/mL), TGF-3 LP (5 ng/mL), TGF-f3
LP (2,5 ng/mL) + miR-132 LPX ve TGF-B3 LP (5 ng/mL) + miR-132 LPX gruplar1
ile kontrol grubu (P>0,05) arasinda anlamli bir fark bulunamamaistir. Bos lipozom (**)
ve miR-132 LPX (*) gruplarinda gen diizeyinde MMP13 ekspresyonu, kontrol
grubuyla karsilastirildiginda azalmistir. Bos lipozom (y), miR-132 LPX (y) ve TGF-
B3 LP (5 ng/mL) + miR-132 LPX (y) gruplarinda gen diizeyinde MMP13 ekspresyonu,
fibrozis grubuna kiyasla azalmistir. TGF-f3 LP (2,5 ng/mL), TGF-B3 LP (5 ng/mL)
ve TGF-f3 LP (2,5 ng/mL) + miR-132 LPX gruplan ile fibrozis grubu (P>0,05)

arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (Sekil 4.18.D).

Kontrol grubuna kiyasla fibrozis grubunda gen diizeyinde MMP9 ekspresyonu
artmistir (**). TGF-B3 LP (2,5 ng/mL), TGF-B3 LP (5 ng/mL), miR-132 LPX ve TGF-
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B3 LP (5 ng/mL) + miR-132 LPX gruplart ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark
bulunamamaigtir (P>0,05). Bos lipozom (**) ve TGF-f3 LP (2,5 ng/mL) + miR-132
LPX (***) gruplarinda gen diizeyinde MMP9 ekspresyonu kontrol grubuna kiyasla
azalmistir. Bos lipozom (yy), TGF-B3 LP (2,5 ng/mL) (y), TGF-B3 LP (5 ng/mL) (yy),
miR-132 LPX (yy), TGF-B3 LP (2,5 ng/mL) + miR-132 LPX (yy) ve TGF-3 LP (5
ng/mL) + miR-132 LPX (yy) gen diizeyindeki MMP9 ekspresyonu, fibrozis grubuna
kiyasla azalmistir (Sekil 4.18.E).

Kontrol grubuna kiyasla is grubunda gen diizeyinde CXCL1 ekspresyonu
artmistir (**). Kontrol grubu ile TGF-B3 LP (2,5 ng/mL) ve TGF-3 LP (5 ng/mL)
gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (P>0,05). Kontrol grubuna kiyasla
bos lipozom (**), miR-132 LPX (****), TGF-3 LP (2,5 ng/mL) + miR-132 LPX (*)
ve TGF-B3 LP (5 ng/mL) + miR-132 LPX (*) gruplarinda gen diizeyinde CXCLI
ekspresyonu azalmistir. Bos lipozom (yyy), TGF-B3 LP (2,5 ng/mL) (v), miR-132 LPX
(v), TGF-B3 LP (2,5 ng/mL) + miR-132 LPX (y) ve TGF-B3 LP (5 ng/mL) + miR-132
LPX (y) gruplarinda, is grubuna kiyasla gen diizeyinde CXCL1 ekspresyonu
azalmistir. TGF-f3 LP (5 ng/mL) ve is gruplart arasinda anlamli bir fark
bulunamamistir (P>0,05) (Sekil 4.18.F). Gen diizeyinde mKi67 ekspresyonunda
gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (P>0,05). RASA1 ekspresyonu gen
diizeyinde degerlendirildiginde, gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamistir

(P>0,05).
4.5.4. ELISA

COL1, COL3, MMP13, mKi67 ve RASA1'in protein diizeyindeki ekspresyon

seviyeleri Sekil 4.19.'da gdsterilmistir.
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Sekil 4.19. Kontrol, fibrozis ve tedavi gruplarinda ELISA yontemi ile belirlenen
protein ekspresyon seviyeleri (n=6). A) COL1, B) COL3, C) MMP13, D)
mKi67 E) RASAIL. Veriler ort. £ SS olarak sunulmustur (*P<0,05,
**p<0,01, ***P<0,001 kontrol grubuna gore anlamli farklilig
gostermektedir. y P<0,05, yy P<0,01, yyy P<0,001 fibrozis grubuna gore
anlaml farklilig1 gostermektedir).

Fibrozis grubunda, COL1 protein miktar1 kontrol grubuna gore artmistir (**).
Bos lipozom (***), TGF-f3 LP (2,5 ng/mL) (**), TGF-3 LP (5 ng/mL) (**), miR-
132 LPX (**), TGF-B3 LP (2,5 ng/mL) + miR-132 LPX (***) ve TGF-B3 LP (5
ng/mL) + miR-132 LPX (***) gruplarinda, COL1 protein miktar1 kontrol grubuna
gore artmistir. Bos lipozom (y), TGF-B3 LP (5 ng/mL) (y) ve TGF-B3 LP (2,5 ng/mL)
+ miR-132 LPX (y) gruplarinda, COL1 protein seviyesi fibrozis grubuna gore
azalmistir (Sekil 4.19.A).

Fibrozis grubunda, kontrol grubuna kiyasla COL3 protein miktar1 artmigtir
(**). Bos lipozom (**) ve miR-132 LPX (**) gruplarinda COL3 protein seviyeleri
kontrol grubuna gore artmistir. TGF-B3 LP (2,5 ng/mL), TGF-B3 LP (5 ng/mL), TGF-
B3 LP (2,5 ng/mL) + miR-132 LPX ve TGF-B3 LP (5 ng/mL) + miR-132 LPX gruplar1
ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (P>0,05). TGF-f3 LP (5
ng/mL) (y), TGF-B3 LP (2,5 ng/mL) + miR-132 LPX (yy) ve TGF-B3 LP (5 ng/mL) +
miR-132 LPX (yy) gruplarinda COL3 ekspresyonu, fibrozis grubuna kiyasla protein
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diizeyinde azalmistir. Bos lipozom, TGF-3 LP (2,5 ng/mL) ve miR-132 LPX gruplar1
ile fibrozis grubu arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (P>0,05) (Sekil 4.19.B).

Fibrozis, bos lipozom, TGF-3 LP (2,5 ng/mL), TGF-3 LP (5 ng/mL), miR-
132 LPX ve TGF-B3 LP (2,5 ng/mL) + miR-132 LPX gruplari ile kontrol grubu
arasinda MMP13 protein miktarinda anlamli bir fark bulunamamistir (P>0,05). TGF-
B3 LP (2,5 ng/mL), TGF-B3 LP (5 ng/mL), TGF-f3 LP (2,5 ng/mL) + miR-132 LPX
ve TGF-B3 LP (5 ng/mL) + miR-132 LPX gruplarn ile kontrol grubu arasinda da
anlamli bir fark bulunamamistir (P>0,05). TGF-B3 LP (5 ng/mL) + miR-132 LPX (*)
protein seviyesinde MMP 13 miktari, fibrozis grubuna kiyasla azalmistir. Bos lipozom,
TGF-B3 LP (2,5 ng/mL), TGF-B3 LP (5 ng/mL), miR-132 LPX, TGF-B3 LP (2,5
ng/mL) + miR-132 LPX ve TGF-B3 LP (5 ng/mL) + miR-132 LPX gruplari ile fibrozis
grubu arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (P>0,05) (Sekil 4.19.C). Tiim gruplar

arasinda MMP9 protein derisimlerinde anlamli bir fark bulunamamaistir (P>0,05).

Fibrozis grubu ile kontrol grubu arasinda mKi67 protein miktarinda anlamli bir
fark bulunamamistir (P>0,05). Bos lipozom (**), TGF-B3 LP (2,5 ng/mL) (**), miR-
132 LPX (***), TGF-B3 LP (2,5 ng/mL) + miR-132 LPX (*) ve TGF-B3 LP (5 ng/mL)
+ miR-132 LPX (*) gruplarinda, protein i¢indeki mKi67 miktar1 kontrol grubuna gore
azalmistir. TGF-B3 LP (5 ng/mL) (**) grubunda ise protein i¢indeki mKi67 miktari
kontrol grubuna gore artmistir. Bos lipozom (y), TGF-B3 LP (2,5 ng/mL) (yy), miR-
132 LPX (yyy), TGF-B3 LP (2,5 ng/mL) + miR-132 LPX (y) ve TGF-B3 LP (5 ng/mL)
+ miR-132 LPX (yy) gruplarinda, mKi67 protein miktar1 fibrozis grubuna kiyasla
azalmistir. TGF-B3 LP (5 ng/mL) grubu ile fibrozis grubu arasinda anlaml bir fark
bulunamamaistir (P>0,05) (Sekil 4.19.D).

Fibrozis grubu ile kontrol grubu arasinda RASA1 protein miktarinda anlaml
bir fark bulunamamaistir (P>0,05). Bos lipozom (**) grubunda, RASA1 protein miktar1
kontrol grubuna gore artmistir. TGF-3 LP (2,5 ng/mL), miR-132 LPX, TGF-$3 LP
(2,5 ng/mL) + miR-132 LPX ve TGF-$3 LP (5 ng/mL) + miR-132 LPX gruplar ile
kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (P>0,05). TGF-3 LP (5
ng/mL) (*) grubunda, protein diizeyindeki RASA1 miktar1 kontrol grubuna gore
azalmistir. TGF-B3 LP (2,5 ng/mL) (y), TGF-B3 LP (5 ng/mL) (yy), miR-132 LPX (y),
TGF-B3 LP (2,5 ng/mL) + miR-132 LPX (yy) ve TGF-3 LP (5 ng/mL) + miR-132
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LPX (yy) gruplarinda, protein diizeyindeki RASA1 miktar1 fibrozis grubuna kiyasla
azalmistir. Bos lipozom (yy) grubunda ise protein diizeyindeki RASA1 miktar fibrozis
grubuna kiyasla artmistir (Sekil 4.19.E).

4.5.5. Transwell Hiicre Migrasyon Testi
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Sekil 4.20. Transwell migrasyon testi sonuglari. Go¢ eden hiicrelerin temsili
goriintiileri. A) Kontrol, B) TGF-f3 LP (2,5 ng/mL), C) miR-132 LPX, D)
TGF-B3 LP (2,5 ng/mL) + miR-132 LPX. E) Deney gruplarindaki go¢
eden hiicre sayis1 (n=5). Veriler ort. = SS olarak sunulmustur. (*P<0,05,
*#%p<(0,001 kontrol grubuna gdre anlamli farklilig1 gostermektedir).

TGF-B3 LP (*) ve miR-132 LPX (**) grubunda 48 saatte, kontrol grubuyla
karsilastirildiginda hiicre migrasyonu onemli Ol¢lide artirilmistir. Buna karsilik,
kombinasyon tedavisi (TGF-f3 LP+ miR-132 LPX) migrasyonu tesvik etme egilimi
gostermesine ragmen (Ortalama Fark = —64,80), gbzlemlenen artis istatistiksel olarak

anlamli bulunamamistir (P = 0,0642) (Sekil 4.20.).
4.6. Hidrojel Dispersiyonlarinin Formiilasyonu ve Hazirlanmasi
4.6.1. Reolojik Karakterizasyon

Kitosan-RF hidrojel dispersiyonlarinin reolojik ozellikleri farkli polimer

derisimlerinde degerlendirilmistir. Sonuglar Tablo 4.11'de sunulmustur.

Tablo 4.11. Kitosan-RF hidrojel dispersiyonlarinin reolojik 6zellikleri (ort. = SS).
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Kitosan Derisimi Kayma hiz1 Ol¢iim yapilan Viskozite (cP)
(% a/h) arahg (s™) kayma hizi (s™)
2 0,01-200 80 70,56 + 3,43
3 0,01-90 0,098 480,00 + 13,70
5 0,01-2,5 0,086 7680,00 + 22,52
7 0,01-0,2 0,200 401841,00 + 15,40

Kitosan derisimi %?2-7 (a/h) aralifinda olan hidrojel dispersiyonlar1 ile
biyobaski ¢alismalar1 yapilmis ve baski performansi agisindan hidrojel iskele tiretimi
icin en uygun formiilasyonun %7 (a/h) kitosan hidrojel dispersiyonu oldugu
belirlenmistir. Bununla birlikte, hidrojel dispersiyonunun lipozom formiilasyonu ile
kombinasyonunun reolojik ozellikleri ve dolayisiyla biyobaski yetenegini
etkileyebilecegi Ongoriildiigiinden, lipozom/lipopleks yiiklii hidrojel biyobaski
caligmalari icin %8 (a/h) kitosan derigimi se¢ilmistir. Bos kitosan (%7 (a/h)) hidrojel
ve lipozom yiikli kitosan (%8 (a/h)) hidrojel dispersiyonlarinin reolojik analiz

sonuglar1 Sekil 4.21'de sunulmustur.

e e e 0 fo =§ N P Y P it 1

..................

Sekil 4.21. Bos kitosan (%7 (a/h)) hidrojel dispersiyonuna ait A) frekans taramasi, B)
gerinim taramasi, C) viskozite Ol¢iimleri. Lipozom/lipopleks yiiklii
kitosan (%8 (a/h)) hidrojel dispersiyonuna ait D) frekans taramasi, E)
gerinim taramasi, F) viskozite 6l¢iimleri.
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Frekans tarama analizinde, her iki formiilasyonun da incelenen frekans
araliginda genel olarak kararli viskoelastik davranis sergiledigi ve depo modiilii (G')
degerlerinin kayip modiilii (G") degerlerinden daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu
bulgu, her iki hidrojel sisteminde elastik davranigin baskin oldugunu ve sistemlerin jel

benzeri bir karakter tagidigini gostermektedir.

Gerilme tarama analizinde, belirli bir gerilme araliginda modiil degerlerinin
biiyiik 6l¢iide sabit kalmasi, sistemlerin dogrusal viskoelastik bdlge icinde yapisal
biitiinliiklerini korudugunu gostermistir. Viskozite Ol¢iimlerinde, kayma hizinin
artmasiyla viskozitenin azalmasi, her iki sistemin de kayma incelmesi davranisi
sergiledigini ortaya koymustur. Genel olarak, %8 (a/h) kitosan hidrojel igerisine
lipozom/lipopleks yiiklenmesiyle elde edilen sistemin daha yiiksek viskoelastik

ozelliklere ve viskoziteye sahip oldugu goézlenmistir.
4.6.2. Hidrojel iskelelerin 3B Biyobaski Cahsmalari

Hazirlanan hidrojel dispersiyonlari, Axo A1 3B Biyobaski Sistemi kullanilarak
3B olarak basilmistir. Standardize hidrojel iskeleler elde etmek i¢in, igne ucu tipi/¢api,
basing ve baski hiz1 optimize edilmistir (Sekil 4.22.). igne ucu ve ¢apinin segimi igin,
hidrojel dispersiyonlar1 uygun basin¢clarda 14G-25G mikro ignelerden ekstriide
edilmisgtir.

Sekil 4.22.'de, igne ucu ve basing optimizasyonu i¢in, %1-7 (a/h) derigim
araliginda hazirlanan kitosan hidrojel dispersiyonlarinin 25 mm/s hizda basilmasiyla

elde edilen hidrojel iskelelerinin goriintiileri yer almaktadir.
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Sekil 4.22. Cesitli derisimlerde ve 0,2 mm katman yiiksekligi, farkli kosullar altinda

basilan kitosan ve kitosan-RF hidrojel iskelelerin goriintiileri. A-B)
Kitosan hidrojel iskele (%1 (a/h)), sirastyla 0,9 ve 1,2 psi basingta ve %7
dolulukta, 25G igne kullanilarak basilmistir. C-D) Kitosan hidrojel iskele
(%3 (a/h)) ve kitosan (%3 (a/h))-RF hidrojel iskele, sirasiyla 1,9 ve 1,4 psi
basingta ve %7 dolulukta, 20G igne kullanilarak basilmistir. E-F-G)
Kitosan (%5 (a/h))-RF hidrojel iskele, 4,0 ila 5,6 psi basingta ve %8 veya
%16 dolulukta, 16G veya 18G igneler kullanilarak basilmigtir. H-I-J-K)
Kitosan (%7 (a/h))-RF hidrojel iskele, 10,3 ila 11,3 psi basingta, %7 veya
%8 dolulukta, 14G veya 16G igneler kullanilarak basilmis; ardindan 4,5
cm mesafeden 365 nm dalga boyundaki UV 15181 altinda 1,5 saat boyunca
capraz baglanmistir. L) Ikinci katman, K'deki katmanin iizerine
basilmistir.
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Takiben %6-7 (a/h) araligindaki hidrojel dispersiyonlari, igne ucu ve ¢apinin
secimi i¢in uygun basinglarda 14G-18G mikro ignelerden ekstriide edilmistir.
Optimize edilmis igne ucu ve basingta, farkli hizlarda (15-25 mm/s) basilan hidrojel
iskelelerin goriintiileri Sekil 4.23.-4.24.'te yer almaktadir.
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Sekil 4.23. Kitosan-RF hidrojel iskelelerin, %7 (a/h) kitosan derisiminde ve 0,2 mm
katman yiiksekliginde farkli baski kosullarinda elde edilen goriintiileri. A-
B) Hidrojel iskele 14G igne kullanilarak, %16 dolulukta, sirasiyla 25 ve
20 mm/s hizlarda ve 9,6 psi basingta basilmistir. C) Hidrojel iskele 14G
igne kullanilarak, %16 dolulukta, 15 mm/s hizda ve 8,7 psi basingta
basilmistir. D) Hidrojel iskele 14G igne kullanilarak, %16 dolulukta, 25
mm/s hizda ve 7 psi basingta basilmistir. E-F) Hidrojel iskele 14G igne
kullanilarak, %16 dolulukta, sirasiyla 20 ve 15 mm/s hizlarda ve 7,5 psi
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basingta basilmistir. G-H) Hidrojel iskele 16G igne kullanilarak, %16
dolulukta, 20 mm/s hizda ve sirasiyla 9,4 veya 8,6 psi basingta basilmistir.
I) Hidrojel iskele; 16G igne kullanilarak, %16 dolulukta, 15 mm/s hizda
ve 7,5 psi basingta basilmistir.

14 I
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Sekil 4.24. Kitosan-RF hidrojel iskelelerin, %6-7 (a/h) kitosan derisimlerinde, %8
dolulukta ve 0,2 mm katman yiiksekligi ile farkli baski kosullarinda elde
edilen goriintiileri. A-B-C-D-E) Kitosan (%7 (a/h)) + RF hidrojel
iskeleler; sirasiyla 8,5; 7; 6,6; 5,8 ve 5 psi basingta, 20 mm/s hizla ve 14G
igne ucu kullanilarak basilmistir. F) Kitosan (%7 (a/h)) + RF hidrojel
iskele 5,2 psi basingta ayn1 baski kosullar1 altinda basilmis ve ardindan 4,5
cm mesafeden 365 nm dalga boyundaki UV 15181 altinda 1 saat capraz
baglanmistir. G) Kitosan (%7 (a/h)) + RF hidrojel iskele, 7 psi basingta,
20 mm/s hizla ve 16G igne ucu kullanilarak basilmistir. H-I) Kitosan (%6
(a’/h)) + RF hidrojel iskeleler; sirasiyla 4,5 ve 3,7 psi basingta, 25 ve 20
mm/s hizlarla ve 16G igne ucu kullanilarak basilmistir. J) Kitosan (%7
(a/h)) + RF hidrojel iskele, 4,7 psi basingta, 15 mm/s hizla ve 16G igne



101

ucu kullanilarak basilmig ve ardindan ayni kosullar altinda 1 saat capraz
baglanmistir.

Basing ve baski hizinin optimizasyonu i¢in, %7 (a’/h) kitosan + RF hidrojeli
dispersiyonu 14G igne ile ekstriide edilmistir. Optimize edilmis basingta ve 15-20
mm/s hizlarda katman katman biriktirme yontemiyle basilarak elde edilen iskelelerin

goriintiileri Sekil 4.25.-4.26.'da yer almaktadir.

Sekil 4.25. Kitosan-RF hidrojel iskelelerin, %7 (a/h) kitosan derisiminde, 14G igne
ucu kullanilarak, 20 mm/s hiz ve 5,4 psi basingla, %8 dolulukta ve 0,2 mm
katman yiiksekliginde katman katman basilmasiyla edilen goriintiileri. A)
Hidrojel iskele basilmistir. B) Hidrojel iskele, 4,5 cm mesafeden 365 nm
dalga boyundaki UV 15181 altinda 1 saat boyunca ¢apraz baglanmistir. C)
Ayn1 baski kosullart altinda, tek katmanli hidrojel iskele iizerine ikinci
katman basilmig ve ardindan UV ile ¢apraz baglanmistir. D) Ayni baski
kosullar1 altinda, iki katmanli hidrojel iskele iizerine {iglincli katman
basilmis ve ardindan UV ile ¢apraz baglanmistir.
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Sekil 4.26. Kitosan-RF hidrojel iskelelerin, %7 (a/h) kitosan derisiminde, 14G igne
ucu kullanilarak 15 mm/s hizla, %8 dolulukta ve 0,2 mm katman
yiiksekliginde, farkli basinglar altinda katman katman basilmasiyla elde
edilen goriintiileri. A) Hidrojel iskele 6,3 psi basingta basilmigtir. B)
Hidrojel iskele 7 psi basingta basilmig ve UV ile ¢apraz baglanmistir. C)
Hidrojel iskele lizerine 7 psi basingta 2. katman basilmis ve ardindan UV
ile ¢apraz baglanmistir. D) Hidrojel iskele 7,6 psi basingta basilmis ve
ardindan UV ile ¢apraz baglanmistir. E) Hidrojel iskele {izerine 7,6 psi
basingta 2. katman basilmig ve ardindan UV ile ¢apraz baglanmistir. F)
Hidrojel iskele lizerine 7,6 psi basingta 3. katman basilmis ve ardindan UV
ile capraz baglanmistir.

Biyobaski optimizasyon ¢alismalarina dayanarak, bos kitosan hidrojel iskeleler
icin en uygun formiilasyon, 14G igne, 15 mm/s hiz, 7,6 psi basing, %8 doluluk (1zgara
deseni) ve 0,2 mm katman yiiksekligi baski parametreleriyle %7 (a/h) kitosan + RF
hidrojeli dispersiyonu olarak belirlenmistir (Sekil 4.26.D-F). Her katmandan sonra
UV (365 nm) ¢apraz baglama uygulanmasi yalnizca dordiincii katmandan sonra UV
(365 nm) capraz baglamaya gore yiiksek c¢oziliniirliikli hidrojel iskeleler elde
edilmesini saglamistir. En uygun UV maruziyet siiresi 1 saat, UV-iskele mesafesi ise

4,5 cm olarak belirlenmistir.

Lipozom/lipopleks yiiklii hidrojel dispersiyonu, 14G igne kullanilarak 15 mm/s
hizda, 7 psi basingta, %8 doluluk oraninda (1zgara) ve 0,2 mm katman yiiksekliginde
ekstriide edilmis ve ardindan UV c¢apraz baglama islemi uygulanarak lipozom yiiklii

hidrojel iskeleleri elde edilmistir (Sekil 4.27.A-D).
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Sekil 4.27. Lipozom yiklii kitosan-RF hidrojel iskelelerin, %8 (a/h) kitosan
derisiminde, 14G igne ucu kullanilarak, 15 mm/s hizla, %8 dolulukta ve
0,2 mm katman yiiksekliginde, farkli basinglar altinda katman katman
basilmasiyla elde edilen goriintiileri. A) Hidrojel iskele 7 psi basingta
basilmis ve UV ile ¢apraz baglanmistir. B) Hidrojel iskele iizerine 7 psi
basingta 2. Katman basilmis ve ardindan UV ile ¢apraz baglanmistir. C)
Hidrojel iskele {izerine 7 psi basingta 3. katman basilmis ve ardindan UV
ile ¢apraz baglanmistir. D) Hidrojel iskele iizerine 7 psi basingta 4.
katman basilmig ve ardindan UV ile ¢apraz baglanmistir.

Hidrojel dispersiyonlarinin filament ekstriizyonu, kitosan (%6 ve %7 a/h) + RF
ve lipozom/lipopleks yiikli kitosan (%8 a/h) + RF formiilasyonlar1 3B biyobaski
cihazinda degerlendirilmistir. Test edilen tiim formiilasyonlar siirekli, kirilmamis

filament ekstriizyonu gostermistir (Sekil 4.28.).

Sekil 4.28. Filament Ekstriizyon Biitlinliigiiniin Belirlenmesi. A) Kitosan (%6 (a/h)) +
RF hidrojel dispersiyonu (16G igne ucu). B) Kitosan (%7 (a/h)) + RF
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hidrojel dispersiyonu (14G igne ucu). C) Lipozom/lipopleks yiikli %8
(a/h) kitosan + RF hidrojel dispersiyonu (14G igne ucu).
Bos ve lipozom/lipopleks yiiklii hidrojel iskeleler i¢in maksimum yayilma
orani 2,0 olarak belirlenmistir. Her iki formiilasyonda da, 1,0 ve 1,25 yayilma oranlari
yliksek oranda gozlemlenmistir. Filament ¢cokme testinde olgiilen sapma agis1 38,9°

olarak hesaplanmistir (Sekil 4.29.).

Sekil 4.29. Filament ¢okme testi ile sapma agisinin belirlenmesi.

Biyobaski ¢aligmalarinda, her katman 0,2 mm yiikseklikte basilmistir. Dijital
mikrometre dl¢timleri, dort katmanl hidrojel iskelenin toplam katman yiiksekliginin
0,8 mm oldugunu ve teorik-gercek yiikseklik oraninin 1,0 oldugunu dogrulamistir. Bu
bulgu hidrojel iskelede minimum katmanlar aras1 kaynasma ve yercekimi kaynakl

deformasyonu gostermektedir.
4.7. Hidrojel Iskelelerin Karakterizasyon Calismalar
4.7.1. pH Degerlerinin Belirlenmesi
Hidrojel iskelelerin pH degerleri Tablo 4.12'de verilmistir.

Tablo 4.12. Hidrojel Iskelelerin pH degerleri (n=3, ort. + SS).

Kitosan Derisimi (% a’h) pH

6 3,36 0,1

7) 3,31 £0,05
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8 3,22+ 0,09

8 (Lipozom/lipopleks yiiklii) 3,28 £ 0,01

Farkli derisimlerdeki kitosan hidrojel iskelelerin ve lipozom/lipopleks yiiklii
%8 (a’/h) kitosan hidrojel iskelesinin pH degerleri arasinda anlamli bir fark

bulunamamuistir (P>0,05).
4.7.2. FTIR Analizi

Bos  hidrojel  dispersiyonunun, lipozom/lipopleks  yiiklii  hidrojel
dispersiyonunun ve bos hidrojel iskelesinin FTIR spektrumlari Sekil 4.30.'da

verilmistir.
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Sekil 4.30. FTIR Spektrumu. A) Bos hidrojel dispersiyonu. B) Lipozom/lipopleks
yiikli hidrojel dispersiyonu. C) Bos hidrojel iskelesi.
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Bos hidrojel dispersiyonunun FTIR spektrumundaki (Sekil 4.30.A) 2157,67
cm! dalga sayisindaki titresim, numune hazirlamada kullanilan ATR kristalini
gostermektedir. Ayni spektrumda 3263,56 cm™ dalga sayisinda gozlenen ana pik, N—
H ve O-H gerilme titresim bantlar ile iligkilendirilmektedir. Ayrica 1640,73 cm™
dalga sayisindaki major pik, C=0O gerilme, C-H gerilme ve N-H biikiilme
titresimlerine karsilik gelmektedir (169). Benzer sekilde, 11284 ve 1044,54 cm™
civarinda gozlenen diger iki pik ise C—O gerilme titresimlerini gostermektedir (170).
Lipozom/lipopleks yiiklii hidrojel dispersiyonunun analizinde de benzer bir spektrum

elde edilmistir (Sekil 4.30.B).

Bos hidrojel iskelesinde UV ¢apraz baglama reaksiyonu kitosanin NH2
fonksiyonel grubunda gerceklestigi i¢in, kitosanin N-H bagi ve O-H bagi gerilme
bantlar1, hidrojel dispersiyonuna kiyasla daha genis ve daha diisiik yogunlukta 3246,11
cm’! dalga sayisinda gozlemlenmistir (33, 169). Ayrica, 2924 cm™! dalga sayisindaki
piklerin, ¢apraz baglanmis kitosanin CH ve metilen gruplarinin C-H titresimlerinden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir (171). Bunun yani1 sira, 1724 cm™ dalga sayisindaki
pik, RF ile kitosan arasinda olusan amid bagi ile iliskilendirilmistir (33) (Sekil 4.30.C).

RF literatiirle uyumlu sekilde (33) C=0O gerilme titresimleri, halka I'in C—C
gerilme titresimlerinden kaynaklanan 1565,82 cm! dalga sayisindaki major pik ve CN
cift bag gerilmesiyle birlikte C—C, C—N gerilmesine ve CH veya CNH biikiilme

titresimlerinden kaynaklanan ¢oklu bantlarla karakterize edilmistir (33).

RF’in UV 151811 absorbe ettigi ve radikal tiirler ve reaktif ara triinler
olusturdugu bilinmektedir (33). Diisiik dalga sayist bdlgesinde (1500-500 cm™)
gbzlenen heterojen piklerin, UV 15181 altinda RF tarafindan olusturulan reaktif oksijen
tiirlerinin hidrojel dispersiyonu igerisindeki fonksiyonel gruplar arasinda rastgele ve

spesifik olmayan reaksiyonlari1 baglatmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir (33).
4.7.3. Termal Analiz

Bos ve lipozom/lipopleks yiiklii hidrojel iskelesinin DSC termogramlar1 Sekil

4.31.'de verilmistir.
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Sekil 4.31. DSC termogramlari. A) Bos hidrojel iskele. B) Lipozom/lipopleks yiiklii

hidrojel iskelesi.
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Bos ve lipozom/lipopleks yiiklii hidrojel iskeleler icin sirasiyla 210,06 °C ve
213,81 °C'de elde edilen endotermik pikler, iskele icindeki nemin buharlasmasindan
kaynaklanmaktadir. Yiiklenmemis ve lipozom/lipopleks yiiklii hidrojel iskeleler i¢in
strastyla 212,06 °C ve 215,25 °C'de elde edilen ekzotermik pik, polimerik zincirlerin
kendilerini yeniden diizenleyip kristal forma girebildigi kristallesme sicakligindan
kaynaklanmaktadir (172). Bos hidrojel ve lipozom yiiklii hidrojel iskele i¢in sirasiyla
305,19 °C ve 305,69 °C'deki endotermik bant yiiksek sicaklikta oksijenin varliginda
molekiiler yapimin depolimerizasyonu ve ayrica kitosanin yapisinin ayrismasi

nedeniyle gozlenmistir (173).
4.7.4. Sisme, Degradasyon ve Mekanik Dayanim Testi

Hidrojel iskeleler 24 saat sonra dagildig1 icin, iskelelerin sisme yiizdeleri 24
saatlik siire i¢inde belirlenmistir. Bos ve lipozom/lipopleks yiiklii hidrojel iskelelerin
24 saat sonunda belirlenen sigme yiizdeleri sirasiyla 1287,59 £20,9 ve 1667,86 +47,15
olarak bulunmustur. Bu bulgu, PBS igerisinde hidrojel yapisinin hidrat haldeki

biitiinltiglinli korudugunu gostermektedir.

Degradasyon yiizdeleri ise bos ve lipozom/lipopleks yiiklii hidrojel iskeleler
icin sirastyla 3,51 + 0,14 ve 8,45 + 1,23 olarak bulunmustur.

Mekanik c¢ekme dayanim testi sonuglari Tablo 4.13'te sunulmustur. Bos
hidrojel ve lipozom ytiklii hidrojel iskelelerin uzamaya kars1 yiik grafigi ve gerinime

kars1 stres grafigi sekil 4.32.’de yer almaktadir.
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Sekil 4.32. Mekanik test sonuglari. Bos hidrojel iskelesine ait A) uzamaya kars1 yiik
grafigi ve B) gerinime kars1 stres grafigi. Lipozom/lipopleks yiiklii hidrojel
iskelesine ait C) uzamaya kars1 yiik grafigi ve D) gerinime kars1 stres

grafigi.

Tablo 4.13. Bos hidrojel ve lipozom/lipopleks yiiklii hidrojel mekanik dayanim testi
sonuglari (ort. = SS).

Maksimum Uzamada Maksimum Maksimum
Maksimum Yiikteki Kirilma Gerinim Gerinim
Yiik (N) Uzama (Standart)
(MPa) (mm/mm)
(mm) (mm)
Bos
Hidrojel | 11,12+£8,26 | 5,4442,80 8,77+2,88 1,55+1,15 0,29+0,15
Iskele
Lipozom/
Lipopleks
Yiiklii 62,10+6,13 1,00+0,62 1,90+0,93 8,67+0,86 0,05+0,033
Hidrojel
Iskele

4.7.5. Cok Katmanda Por Geometrisi Tayini

Bos ve lipozom/lipopleks yiiklii hidrojel iskelelerin 1., 2., 3., 4. Katmanlarinin

SEM goriintiileri Sekil 4.33.-4.34.’te yer almaktadir.
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Sekil 4.33. Bos hidrojel iskelesinin katmanlarina ait SEM goriintiileri. A-B) 1.
katman, C-D) 2. katman, E-F) 3. katman, G-H) 4. katman. Olgek
cubuklari: 200 pm olan C paneli harig, 1. panel i¢in 20 pm; 2. panel igin
ise 2 mm.
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Sekil 4.34. Lipozom/lipopleks yiiklii hidrojel iskelesinin katmanlarina ait SEM
goruntileri. A-B-C) 1. katman, D-E-F) 2. katman, G-H-I) 3. katman, J-
K-L) 4. katman. Olg¢ek ¢ubuklari: (A) 500 nm; (B, D, E, G, J) 1 um; (C)

200 pm; (F) 1 mm; (H) 4 pm; (I) 500 pm; (K) 5 pm; (L) 3 mm.
Lipozom/lipopleks yiikli hidrojel iskelelerinin SEM goriintiileri, partikiil
biiyiikliigii belirleme ve lipozomlarin morfolojik analizi yoluyla lipozomlarin hidrojel

iskele formiilasyonuna dahil edildigini dogrulamistir.
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4.8. Lipozom/Lipopleks Yiiklii Hidrojel Iskelelerdeki TGF-B3 ve miR-

132’nin in vitro Sahhm Calismalari

TGF-B3 LP + miR-132 LPX-HS formiilasyonundan TGF-3 ve miR-132 in vitro salim
profilleri Sekil 4.35.-4.36.’da gosterilmistir.
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Serbest TGF-p3 = TGF-B3 LP + TGF-3 LP-HS

Sekil 4.35. TGF-B3 LP-HS ve TGF-B3 LP ’nin in vitro salim profili (n=3, ort. = SS).

Hidrojel iskeledeki TGF-B3 igeriginin tamami yaklasik 336 saat icinde
salinmistir. TGF-B3 LP'den toplam %96,64 + 0,640 312 saat i¢inde salinmustir.
Serbest TGF-B3'iin tamami yaklasik 72 saatte salinmistir. Bu sonuglar, TGF-$3 LP’nin

hidrojel iskeleye yiiklenmesinin salim siiresini uzattigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.36. miR-132 LPX-HS ve miR-132 LPX’nin in vitro salim profili (n=3, ort. +
SS).

Hidrojel iskeledeki miR-132'nin %2,03 £ 0,004'liniin ilk 4 saat i¢inde ortama
salinmistir. 168. saatin sonunda kiimiilatif salim %7,34 + 0,35'e, 312. saatin sonunda
ise %8,23 + 0,001'e ulasmistir. Lipopleks icerisindeki miR-132 ise ilk 4 saat i¢inde
%3,46 = 0,001, 168 ve 312. saatlerde ise sirasiyla %8,17 + 0,02 ve %9,84 + 0,004

oraninda salinmigtir. Serbest miR-132"nin toplam miktari ilk 3 saat i¢inde salinmustir.

Bu bulgular, hidrojel iskeleye yiiklenen miR-132 LPX’in 312 saate kadar
kontrollii ve kademeli bir salim profili sergiledigini gostermektedir. Elde edilen
sonuclar literatiirle uyumlu bulunmustur (168). Bu sonuglar ayrica miR-132 LPX'in

hidrojel iskelesine yliklenmesinin salim siiresini uzattigini gostermektedir.

4.9. Lipozom/Lipopleks Yiiklii Hidrojel Iskelelerin in vitro Hiicre
CanhhkTesti

in vitro hiicre canlilik testi sonuclar1 Sekil 4.37.'de gosterilmistir.
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Sekil 4.37. Bos LP-HS ve TGF-3 LP + miR-132 LPX-HS'nin 24 ve 48. saatlerdeki
in vitro hiicre canlilik testi sonuglar1 (n=3, ort. £ SS).

Kontrol ile karsilagtirildiginda, 24 ve 48 saatte bos LP-HS ve TGF-B3 LP +
miR-132 LPX-HS arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (P>0,05).

4.10. in vivo Hayvan Deneyleri

Sekil 4.38.'de, in vivo deneylerde farelerde yanik modelinin olusturulmasi

gosterilmektedir.

Sekil 4.38. Farelerde ikinci derece yanik modelinin olusturulmasi. A) Yanik
olusturmak i¢in kullanilan metal pirin¢ sablonun 100 °C’ye 1sitilmasi. B—
C) Isitilmig metal sablonun farelerin dorsal bolgesine uygulanarak
standart yanik alaninin olusturulmasi.
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Sekil 4.39.°da ise hidrojel iskele uygulamasiin ardindan pansuman yapilan

farelerin goriintiileri yer almaktadir.

Sekil 4.39. A) Bos LP-HS. B) TGF-3 LP-HS. C) miR-132 LPX-HS. D) TGF-B3 LP
+ miR-132 LPX-HS hidrojel iskelelerin uygulanmasi. E) Hidrojel iskele
yerlestirildikten sonra pansuman yapilan fare goriintiisi.

4.10.1. Yara Kapanmasimin Gorsel Gozlemi

Sekil 4.40.'da yanik ve tedavi gruplarinda 0, 1, 2, 7, 10, 15 ve 21. giinlerde yara

iyilesme siirecinin gorsel degerlendirmesine ait goriintiiler yer almaktadir.
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Sekil 4.40. Yara kapanmasmin gorsel gozlemi. Yalnizca yanik modeli olusturulan

grubu (kontrol) ile bos LP-HS, TGF-f3 LP-HS, miR-132 LPX-HS ve

TGF-B3 LP + miR-132 LPX-HS gruplarindaki farelerin yanik yaralarina
ait0.,1.,2.,7.,10., 15. ve 21. giinlerde elde edilen goriintiiler.

Kontrol ve tedavi gruplari i¢in zaman igindeki yara kapanma ylizdesini

gosteren grafik Sekil 4.41.'de sunulmustur. Tiim gruplarda makroskobik olarak yara

kapanmasinin %80-100 diizeyine ulastigi 21. giinde hayvanlarin sakrifikasyonu

gergeklestirilmistir.
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—=-Kontrol Bos LP-HS *-TGF-B3 LP-HS +-miR-132 LPX-HS ~ ---TGF-p3 LP + miR-132 LPX-HS

Sekil 4.41. Zaman kars1 yara kapanma yiizdesi grafigi. Yanik modelindeki farkli tedavi
gruplarinda yara kapanma yiizdesi (%), baslangigtaki yara alanina gore
normalize edilerek (ImageJ kullanilarak) hesaplanmistir (n=6, ort. = SS).
Kontrol grubu siyah, bos LP-HS turuncu, TGF-f3 LP-HS yesil, miR-132
LPX-HS mavi ve TGF-f3 LP + miR-132 LPX-HS ise mor ¢izgilerle
gosterilmistir.

Yara kapanma yiizdelerinin zamana bagh degisimi iki yonli RM ANOVA ile
analiz edilmistir. Analiz sonuglari, zamanin yara kapanmasi lizerinde anlamli bir etkisi
oldugunu gostermistir (Zaman etkisi: P<0,0001). Ayrica, tedavi gruplart arasinda
genel olarak anlamli farkliliklar saptanmis (Tedavi etkisi: P<0,0001) ve zaman ile

tedavi arasindaki etkilesimin de istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir

(Zaman % Tedavi etkilesimi: P<0,0001).

Bu bulgular, yara iyilesme siirecinin yalnizca zamana degil, uygulanan
tedaviye ve tedavinin zamana bagh etkisine gore degistigini gostermektedir. Ayni
hayvanlarin zaman i¢inde izlenmesi nedeniyle tekrarli dl¢iim yapisina uygun olarak

Geisser—Greenhouse diizeltmeli iki yonlii RM ANOVA kullanilmistir.

Zaman noktasina 6zgii ¢coklu karsilagtirmalarda, erken donemde (2. giin) yara
kapanma yiizdesinin TGF-f3 LP + miR-132 LPX igeren hidrojel iskele tedavi
grubunda kontrol grubuna kiyasla arttig1 belirlenmistir (P=0,0036).

Ikinci giinde miR-132 LPX-HS ve TGF-B3 LP + miR-132 LPX-HS gruplarinda
yara kapanma yiizdesinin bos LP-HS grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu
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belirlenmistir (P<0,05). Yedinci giinde, TGF-B3 LP-HS (*), miR-132 LPX-HS (**) ve
TGF-3 LP + miR-132 LPX-HS (*) gruplarinin yara kapanma yiizdesinin kontrol
grubuna kiyasla anlamli derecede arttigt gozlenmistir (P<0,05). Ayni zaman
noktasinda, TGF-f3 LP + miR-132 LPX-HS (*) grubunun yara kapanma yiizdesinin
miR-132 LPX-HS grubuna gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir (P<0,05). Ayni
zaman noktasinda, TGF-f3 LP + miR-132 LPX-HS (*) grubunun yara kapanma
yiizdesinin miR-132 LPX-HS grubuna gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir
(P<0,05).

Onuncu giinde, TGF-B3 LP-HS (**), miR-132 LPX-HS (*) ve TGF-3 LP +
miR-132 LPX-HS (***) gruplarimin yara kapanma yiizdesinin kontrol grubuna gore
arttig1 goriilmiistiir. Ayn1 zamanda TGF-B3 LP + miR-132 LPX-HS grubunda yara
kapanma yiizdesinin, hem TGF-B3 LP-HS (*) hem de miR-132 LPX-HS (**)
gruplarina kiyasla anlamli derecede daha yiiksek oldugu saptanmistir (P<0,05). On
besinci giinde ise, TGF-B3 LP + miR-132 LPX-HS grubunun yara kapanma yiizdesinin
kontrol (*), TGF-B3 LP-HS (**) ve miR-132 LPX-HS (**) gruplarina kiyasla anlaml
bicimde arttig1 belirlenmistir (P<0,05).

4.10.2. Doku RT-qPCR Analizi

Her gruptaki 6 hayvandan alinan yanik yara dokusu 6rnekleri histolojik analiz
icin ayrilmis; daha sonra, a-SMA, tip I kolajen, tip III kolajen, RASA1 ve IL-1A
genlerinin ve proteinlerinin ekspresyon seviyeleri IHK ve biyokimyasal analiz

kapsaminda degerlendirilmistir.

Doku orneklerinden izole edilen RNA'lar kullanilarak yapilan RT-qPCR
analizinden elde edilen COL1, COL3, IL-1a, RASAT1 ve tip 1/3 kolajen (COL1/COL3)
oraninin gen diizeyindeki ekspresyon seviyeleri Sekil 4.42.°de sunulmustur.
COLI1/COL3 orani her 6rnek i¢in 2°(—(CtCOL1-CtCOL3)) formiilii kullanilarak

hesaplanmustir.
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Sekil 4.42. Kontrol ve tedavi gruplarinda gen ekspresyon diizeyleri (n=6). A) COL1,
B) COL3, C) COL1/COL3 orani, D) IL-1a, E) RASA1. Tedavi gruplari,
kontrol ve bog LP-HS gruplarina kiyasla fibrozis ve inflamasyonla iligkili
gen ifadelerini farkl sekillerde modiile etmistir. Veriler ort. + SS olarak
sunulmustur (*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, ****P<(0,0001 kontrol
grubuna kiyasla anlamli bir farki; a P<0,05, aa P<0,01, aco P<0,001 bos
LP-HS grubuna kiyasla anlaml1 bir fark: belirtmektedir).

Kontrol ve Bos LP-HS gruplar1 arasinda gen diizeyinde COL1 ekspresyonunda
anlamli bir fark bulunamamistir (P>0,05). TGF-f3 LP-HS (***), miR-132 LPX-HS
(***) ve TGF-f3 LP + miR-132 LPX-HS (****) gruplarinda, gen diizeyinde COL1
ekspresyonu kontrol grubuna gore azalmistir. Gen diizeyindeki COL1 ekspresyonu,
Bos LP-HS grubuna kiyasla TGF-$3 LP-HS (a)), miR-132 LPX-HS (a) ve TGF-B3 LP

+ miR-132 LPX-HS (a) gruplarinda azalmistir.

Gen diizeyindeki COL3 ekspresyonu, kontrol grubuna kiyasla Bos LP-HS
(***), TGF-B3 LP-HS (**), miR-132 LPX-HS (****) ve TGF-B3 LP + miR-132 LPX-
HS (****) gruplarinda azalmistir. TGF-B3 LP-HS grubu ile Bog LP-HS grubu arasinda
anlamli bir fark bulunamamistir (P>0,05). Gen diizeyindeki COL3 ekspresyonu, Bos
LP-HS grubuna kiyasla miR-132 LPX-HS (aa) ve TGF-f3 LP + miR-132 LPX-HS

(o) gruplarinda azalmastir.
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Bos LP-HS grubu ile kontrol grubu arasinda COL1/COL3 oraninda anlamli bir
fark bulunamamistir (P>0,05). COL1/COL3 orani, kontrol grubuna kiyasla TGF-3
LP-HS (**), miR-132 LPX-HS (**) ve TGF-B3 LP + miR-132 LPX-HS (**)
gruplarinda azalmistir. COL1/COL3 orani, bos LP-HS grubuna kiyasla TGF-3 LP-
HS (o), miR-132 LPX-HS (o) ve TGF-f3 LP + miR-132 LPX-HS (a) gruplarinda

azalmstir.

Gen diizeyindeki IL-1a ekspresyonu, kontrol grubuna kiyasla Bos LP-HS (*),
TGF-B3 LP-HS (¥***), miR-132 LPX-HS (****) ve TGF-B3 LP + miR-132 LPX-HS
(***) gruplarinda azalmigtir. TGF-B3 LP-HS (a) ve miR-132 LPX-HS (o) gruplarinda,
Bos LP-HS grubuna kiyasla gen diizeyinde IL-1a ekspresyonu azalmistir. TGF-3 LP
+ miR-132 LPX-HS grubu ile Bos LP-HS grubu arasinda anlamli bir fark

bulunamamaistir (P>0,05).

Bog LP-HS (****), TGF-B3 LP-HS (****), miR-132 LPX-HS (****) ve TGF-
B3 LP + miR-132 LPX-HS (****) gruplarinda, kontrol grubuna kiyasla gen diizeyinde
RASAL ekspresyonu azalmistir. TGF-3 LP-HS grubu ile Bos LP-HS grubu arasinda
anlamli bir fark bulunamamistir (P>0,05). miR-132 LPX-HS (a) grubunda, RASA1
gen diizeyindeki ekspresyonu, Bos LP-HS grubuna kiyasla azalmistir. TGF-$3 LP +
miR-132 LPX-HS (aaa) grubunda ise RASA1 gen diizeyindeki ekspresyonu, Bos LP-
HS grubuna kiyasla artmistir.

4.10.3. Histolojik ve Immiinohistokimyasal Analizler

Yanik yara dokularinin H&E boyali mikroskobik goriintiilerinden ve histolojik
incelemelerinden elde edilen yar1 kantitatif skor analizi Sekil 4.43.'te sunulmustur. Bos
LP-HS ve TGF-B3 LP + miR-132 LPX-HS gruplarinin H&E skorlar1 ile kontrol grubu
arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (P>0,05). TGF-$3 LP-HS (*) ve miR-132
LPX-HS (*) gruplarinda H&E skorlar1 kontrol grubuna gore azalmistir.
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H&E Skoru

Sekil 4.43. H&E boyamasi ve yari kantitatif skor analizi (n=6). A) Kontrol. B) Bos
LP-HS. C) TGF-83 LP-HS. D) miR-132 LPX-HS. E) TGF-B3 LP + miR-
132 LPX-HS. F) H&E skorlar1. Veriler medyan (%95 giiven araligi (GA))
olarak sunulmustur (*P<0,05 kontrol grubuna kiyasla anlamli bir fark:

belirtmektedir).

COL1A2, COL3A1, IL-1a ve 0-SMA immiin boyamasinin IHK gériintiileri ve
yar1 kantitatif analizi sirastyla Sekil 4.44.-4.47.'de sunulmustur.
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Sekil 4.44. COL1A2 IHK boyamasi ve yar1 kantitatif skor analizi (n=6). A) Kontrol.
B) Bos LP-HS. C) TGF-3 LP-HS. D) miR-132 LPX-HS. E) TGF-3 LP
+ miR-132 LPX-HS. F) COL1A2 yari kantitatif skorlari. Veriler medyan
(%95 GA) olarak sunulmustur (*P<0,05 kontrol grubuna kiyasla anlaml

bir farki belirtmektedir).
Kontrol grubu ile Bog LP-HS, miR-132 LPX-HS ve TGF-f3 LP + miR-132
LPX-HS gruplar1 arasinda COL1A2 skorlarinda anlamli bir fark bulunamamistir
(P>0,05). TGF-f3 LP-HS grubunda (*), COL1A2 skoru kontrol grubuna gore

azalmstir.
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Sekil 4.45. COL3A1 IHK boyamasi ve yar1 kantitatif skor analizi (n=6). A) Kontrol.
B) Bos LP-HS. C) TGF-3 LP-HS. D) miR-132 LPX-HS. E) TGF-3 LP
+ miR-132 LPX-HS. F) COL3Al1 yar kantitatif skorlari. Veriler medyan
(%95 GA) olarak sunulmustur.

Bos LP-HS, TGF-3 LP-HS, miR-132 LPX-HS ve TGF-$3 LP + miR-132
LPX-HS gruplar ile kontrol grubu arasinda COL3A1 skorlarinda anlamli bir fark

bulunamamuistir (P>0,05).
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Sekil 4.46. IL-10 IHK boyamas1 ve yar1 kantitatif skor analizi (n=6). A) Kontrol. B)
Bos LP-HS. C) TGF-B3 LP-HS. D) miR-132 LPX-HS. E) TGF-B3 LP +
miR-132 LPX-HS. F) IL-1a yar1 kantitatif skorlar1. Veriler medyan (%95
GA) olarak sunulmustur.

Bos LP-HS, TGF-3 LP-HS, miR-132 LPX-HS ve TGF-$3 LP + miR-132
LPX-HS gruplan ile kontrol grubu arasinda IL-la skorlarinda anlamli bir fark

bulunamamuistir (P>0,05).
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Sekil 4.47. a-SMA IHK boyamasi ve yar1 kantitatif skor analizi (n=6). A) Kontrol. B)
Bos LP-HS. C) TGF-B3 LP-HS. D) miR-132 LPX-HS. E) TGF-p3 LP +
miR-132 LPX-HS. F) a-SMA yar kantitatif skorlari. Veriler medyan
(%95 GA) olarak sunulmustur (*P<0,05 kontrol grubuna kiyasla anlaml
bir farki belirtmektedir).

Bos LP-HS, miR-132 LPX-HS ve TGF-f3 LP + miR-132 LPX-HS gruplar ile
kontrol grubu arasinda a-SMA skorlarinda anlamli bir fark bulunamamaistir (P>0,05).

TGF-B3 LP-HS grubunda (*), a-SMA skoru kontrol grubuna goére azalmistir.
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5. TARTISMA

Yanik yaralarmin karmasik patofizyolojisi nedeniyle inflamasyonu,
anjiyogenezi ve fibrozisi ayni anda hedefleyebilen tedavi stratejilerine ihtiyag
duyulmaktadir (4). Bu baglamda, antiinflamatuvar ve proanjiyojenik etki gosteren
miR-132 ile antifibrotik 6zellikleriyle bilinen TGF-B3'iin kombine kullaniminin, yara
iyilesmesini hizlandirirken skar olusumunu azaltan sinerjistik bir etki olusturabilecegi
ongoriilmektedir. miR-132 ve TGF-B3 kombinasyonunun birbirini tamamlayict etki
mekanizmalariyla fibrotik kaskadi hedefleyerek, TGF-B3'iin bilinen antifibrotik
potansiyeline ragmen klinik c¢alismalarda bildirilen sinirli ve tutarsiz etkinliginin
asilmasina katki saglayabilecegi diisliniilmektedir (4). Bu dogrultuda, bu tez
kapsaminda TGF-B3 LP ve miR-132 LPX ytiklii 3B kitosan bazli hidrojel iskelelerin
gelistirilmesi ve bu sistemlerin yanik yaralariin tedavisindeki terapdtik potansiyelinin

degerlendirilmesi amaglanmistir.

Biyoaktif bilesiklerin kombine edildigi nanoteknolojik ilag¢ tasiyict sistemler,
yara iyilesmesinde sinerjik etkiler sergilemistir. Mercy ve ark. (174), antioksidan, anti-
inflamatuvar ve antimikrobiyal Ozelliklere sahip biyoaktif bilesiklerle yiiklii
aljinat/jelatin hidrojellerin 72 saat icinde %98 oranindain vitro yara kapanimi
sagladigin1 ve sadece nanosilver iceren formiilasyonlara (%56 kapanim) kiyasla
onemli Olgiide daha iyi performans gosterdigini bildirerek kombine ila¢ dagitim

sistemlerinin faydalarini vurgulamistir (174).

Onceki calismalarda, miRNA’larin ve bityiime faktorii ile iliskili terapotiklerin
birlikte verilmesi i¢in c¢esitli ilag tasiyict sistemler arastirilmistir. miRNA’larin ve
biliylime faktorlerinin birlikte verilmesine iligskin sinirli sayidaki ¢alisma arasinda, Hu
ve ark. (175), yara iyilesmesi amaciyla miR-145 ve PDGF-BB ile yiiklii bir poli(laktik-
ko-glikolik asit) (PLGA)-lipozom hibrit elektrospun fiber sistemi gelistirmistir (175).
Bu calismada, miRNA elektrospun fiber matrisi i¢ine kapsiillenirken, PDGF-BB ise
fiberlerin i¢ine gomiilil lipozomlara dahil edilmistir. Bu sayede her iki ilacin da sirayla
salinmasi saglanmistir. Ancak, ¢ok asamali iiretim siireci ve yogun fiber yapisinin,
hiicresel infiltrasyon ve oksijen difiizyonu acisindan zorluklar yaratabilecegi

bildirilmigtir.
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Nie ve ark. (176), miyokard enfarktiisinde miR-499 ve VEGF kodlayan
plazmid DNA’nin salimi i¢in lipozom icermeyen bir Hep@PGEA nanokompleksi
kullanmiglardir. Polimerik nanokompleksler, kardiyak rejenerasyon modellerinde
miRNA’larin ve VEGF’yi kodlayan plazmid DNA’nin eszamanli salinimint miimkiin
kilmistir (176). Ayrica, Torreggiani ve ark. (177), trombosit kaynakli ekzozomlarin
sadece fonksiyonel kiiciik RNA’lar1 degil, ayn1 zamanda ¢ok sayida biiytime faktoriinii
de tagidigini gostermis ve bu bulguyla kombine tedaviler i¢in biyolojik bir gerekce

sunmustur (177).

Bu c¢aligmalarin tamami, rejeneratif yolaklarin terapdtik olarak modiile
edilmesinde niikleik asitler ile biliylime faktorli sinyallerinin bir arada verilmesinin
faydali olabilecegini gostermektedir. Bu sistemlerin umut verici rejeneratif sonuglar
gostermesiyle beraber, aktif icerik stabilitesi, yiikleme verimliligi ve salimin uzamsal-
zamansal kontrolii konusundaki kisitlamalar devam etmektedir. Polimerik fiber ve
nanokompleks sistemleriyle karsilastirildiginda, lipozomal/lipopleks formiilasyonlari,
niikleik asitlerin kolayca kapsiillenmesi, miRNA’larin enzimatik bozunmadan
korunmasi ve tek bir tasiyici sistem igerisinde biyolojik olarak aktif molekiillerin
yiiklenebilmesi gibi ¢esitli pratik avantajlar sunmaktadir (131). Bu ¢alismalar, miRNA
ve biiylime faktorii yolaklarmin birlestirilmesinin  terap6tik  potansiyelini
desteklemekte ve bu stratejinin Ozellikle yanik yarasi tedavisine uygulanmasinin

yenilik¢iligini vurgulamaktadir.

Lipozom/lipopleks formiilasyonlari, aktif maddenin stabilitesi, yiikleme
verimliligi ve salimin uzamsal-zamansal kontrolii a¢isindan sinirlamalarla kars
karsiya kalan polimerik liflere, nanokomplekslere veya ekzozomlara dayali dnceki
kombine ilag dagitim sistemlerinden farkli olarak, tek bir mikroakigkan platform

icinde her bir aktif i¢erigin bagimsiz olarak optimize edilmesini saglamistir.

TGF-B3, mikroakiskan ¢ip kullanilarak enkapsiile edilirken, miR-132 kontrollii
bir N/P oraninda sulu bir ortamda dnceden optimize edilmis katyonik lipozomlara
baglanmaktadir. Lipozom 0&zellikleri (partikiil biiytikliigli, PDI, zeta potansiyeli)
oncelikle optimize edilip karakterize edildikten sonra, uygun kosullar altinda miRNA
ile kontrollii kompleks olusturulmaktadir. Bu iki agsamali strateji, literatiirde niikleik

asit iletimi i¢in iyi bilinen bir yontemdir (178).
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Niikleik asit taginmasinda sagladiklari avantajlara ragmen, katyonik
lipozomlarin yaygin olarak bildirilen sinirlamalar1 bulunmaktadir. Katyonik lipidlerin
pozitif yiizey yiikii, negatif ylikli miRNA ile elektrostatik kompleks olusumunu
kolaylastirirken, yiiksek konsantrasyonlarda hiicre zar1 biitlinliigiinii bozarak
sitotoksisiteye yol acabilecegi bildirilmistir (179). Katyonik lipozomlar ayrica
kompleman sistemini aktive ederek, potansiyel olarak kompleman aktivasyonuna
bagl psddoalerjiyi (CARPA) tetikleyebilir; sistemik uygulama durumunda ise hizla
opsonize edilir ve mononiikleer fagosit sistemi (MPS) tarafindan ortadan kaldirilirlar

(94, 180).

Bu tez kapsaminda, formiilasyonun dolasim siiresini uzatmak ve sterik
stabilizasyon saglamak amaciyla PEGile lipozom formiilasyonlar gelistirilmistir (93).
Ancak PEGile tastyicilarin tekrarli intraven6z uygulanmasi, anti-PEG antikorlariin
aracilik ettigi hizlandirilmis kan klirensi (ABC) fenomenini tetikleyerek, sonraki
dozlarda terapdtik etkinligi azalmasina yol a¢maktadir (94). Mevcut caligmada,
lipozom/lipopleks formiilasyonlart dogrudan yara bolgesine lokal uygulama amaciyla
tasarlanmistir. Lokal tedavi, hedef bolgede yiiksek ila¢ konsantrasyonu saglarken,
sistemik dolasimi ve bununla iliskili yan etkileri biiyiik 6l¢lide onlemektedir (181).
Ayrica, formiilasyondaki yardimci lipidler olan DOPC ve CHOL, yiizey yiik

yogunlugunu diizenlemeye ve cift tabakay: stabilize etmeye yardimci olmaktadir.

Faktoriyel tasarim analizi, partikiil biiyiikliigii, PDI ve zeta potansiyeli
tizerindeki baskin etkinin DOTMA-CHOL etkilesiminden kaynaklandigini,
CHOL un ise en biiyiik ana etki katkisina sahip oldugunu gostermistir. CHOL molar
oraninin artirilmast ortalama partikiil biiylikliiglinii azaltirken, DOPC oraninin
artirtlmasi bunu diisiik oranda artirmistir. Tek bagina DOTMA "nin partikiil biiyiikligi

iizerinde anlamli bir ana etkisi olmamustir.

PDI agisindan en biiyiik ana etkinin CHOL faktorii oldugu belirlenmistir Daha
yilksek CHOL oranlar1 PDI degerlerini azaltmistir. Mekanizma agisindan
bakildiginda, CHOL, yag asitleriyle hidrojen bagi kurarak membran kohezyonunu
artirtr ve boylece membran akiskanligini ve gecirgenligini diizenler (182, 183).

Optimal CHOL oranlari, lipid paketlenmesini iyilestirerek daha kompakt ve kararl
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partikiiller olusmasini saglamaktadir. Ancak, asirt CHOL, ¢ift tabakanin viskozitesini

artirabilir, kararlilig1 azaltabilir ve agregasyonu tesvik edebilir (184).

Zeta potansiyeli acisindan en baskin etki DOTMA—CHOL etkilesiminden
kaynaklanmigtir. Ana etki diizeyinde ise, daha diisiik CHOL oranlar1 zeta potansiyelini
artirirken, daha yiiksek oranlar ise zeta potansiyelini azaltmistir. Bu durumun katyonik
sistemlerdeki  ¢ift tabakanin  yeniden  diizenlenmesinden  kaynaklandig:
diisiiniilmektedir (184, 185). Artik analizleri, test edilen deneysel aralik i¢inde zeta
potansiyeli i¢cin agiklayici giiciin diger DOE faktorlerine kiyasla daha sinirlt oldugunu

ortaya koymustur.

DOE sonuglari, partikiil biiyiikliigii ve PDI degerlerinin agirlikli olarak
DOTMA—-CHOL etkilesimleri tarafindan belirlendigini ortaya koymustur. Bu sonuglar
bilesenler aras1 optimizasyonun dnemini vurgulamaktadir. En diislik partikiil boyutu,
DOTMAG6-CHOLI10 etkilesiminde gozlemlenmistir. Yaklasik 40 mV'lik zeta
potansiyeline sahip olmasi nedeniyle, 6-1-10 (F5) ve 6-2—10 (F22) formiilasyonlar1

arasindan F22 optimal formiilasyon olarak secilmistir.

Parti-parti tekrarlanabilirligin degerlendirilmesi i¢in F22 formiilasyonu bes
bagimsiz iiretimde (n=5) hazirlanmis ve ortalama 102,9 + 13,43 nm biiytikliik (goreceli
standart sapma (RSD) %13,05) ile 0,227 + 0,049 PDI degeri elde edilmistir. Bu
degerler, benzer kosullar altinda (n=3) mikroakigskan karistirma yontemiyle iiretilen
PC:Chol lipozomlari i¢in 107,9 + 14,1 nm biiyiikliik (RSD %13,1) bildiren Dimov ve
ark. (128) tarafindan rapor edilen degerlerle tutarlidir (128). Ayn1 ¢alismada, daha
basit iki bilesenli bir katyonik lipozom formiilasyonu (DOPE: DOTAP) yalnizca %3,0
RSD  gostermistir.  Bu  calismalar  dogrultusunda mevcut formiilasyonun
(DOTMA/DOPC/CHOL/DSPE-mPEG2000) daha kompleks bilesenli olmasinin

gozlemlenen varyasyona katkida bulundugu diistintilmektedir (128).

Bu calismanmn bir diger smirlamasi, her bir formiilasyonun temel bir
mikroakigkan ¢ip kullanilarak laboratuvar 6l¢eginde iiretilmis olmasidir. Kiiciik
hacimlerde (1 mL, toplam 15 pmol lipid), mikroakiskan kanallarda yaklasik 4,5 umol
lipid kalmaktadir; bu da %30’luk bir kayba karsilik gelmektedir. Ayni ¢ip daha biiyiik
bir hacimle (5 mL, toplam 75 pumol lipid) siirekli olarak calistirildiginda, ayn1 kayip

toplamin yalnizca %6'sina karsilik gelmektedir. Lipid veriminin artmasinin ve biiyiik
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Olgekli iiretimin hem partikiil biiylikligii hem de PDI degerlerini iyilestirdigi
gbzlemlenmistir. Bu durum, mikroakiskan ¢iplerde seri iiretimin baslangic ve kapanis
asamalarina baglh kayiplar1 en aza indirdigini ve kii¢iikk hacimli {iretimlerde toplam
isleme siiresinin daha biiyiik bir boliimiinii olusturan bu agamalardan kaynaklanan
kalite degiskenligini azalttigimni bildiren literatiirle uyumludur (186). Elde edilen
bulgular, partiler arasindaki degiskenligin biiylik dl¢lide formiilasyon kararsizligindan
degil, dlgcege bagl baslangic kayiplarindan kaynaklandigini diistindiirmektedir. Her ne
kadar partiler arasinda partikiil biiyiikliigii ve PDI degerlerinde belirli diizeyde
varyasyon gdzlenmis olsa da, tiim degerler kabul edilebilir sinirlar igerisinde kalmistir.
Bu sonuglar, mikroakiskan sistemlerde iiretim tekrarlanabilirliginin artirilmasinda
Olgek biiyiitme ve seri iiretim stratejilerinin onemini ortaya koymaktadir. Siirecin daha
ileri diizeyde optimize edilmesi ve 6l¢ek biiylitme ¢aligmalarinin siirdiiriilmesi, partiler
aras1 degiskenligin daha da azaltilmasina ve iiretim tekrarlanabilirliginin artirilmasina

katk1 saglayacaktir.

TGF-B3 LP formiilasyonlarinin EE (%) degeri, baslangic protein
konsantrasyonu 0,5 pg/mL’den 2 pg/mL’ye yiikseltildik¢e azalirken, LD (%) degeri
buna orantili olarak artmistir. Lipozomlar, lipid bilesimleri ve vezikiil biiyiikliikleri
tarafindan belirlenen sinirl bir i¢ sulu hacme sahiptir; eklenen protein miktari lipid ¢ift
tabakasinin enkapsiilasyon kapasitesini astiginda vezikkiiller doygunluga ulasmakta
ve proteinin giderek artan bir kismi hiicre dis1 ortamda kalarak daha diisiik bir EE (%)
degeriyle sonuglanmaktadir (187). Sharma ve ark. (187), somon iskelet proteini
hidrolizat1 yiikli lipozomlarin EE degerinin, peptit konsantrasyonu %1’den %3’e
ylikseldik¢ce %89,6’dan %60,5’e anlamli bigimde azaldigini bildirmis ve bu azalmay1
sinirl i¢ hacim ile yiiksek peptit yliklemelerinde ortaya ¢ikan vezikiil doygunluguna
baglamistir (187). Benzer bir egilim Chotphruethipong ve ark. (188) tarafindan da
gozlemlenmis; s6z konusu ¢alismada konjugat konsantrasyonu %0,25’ten %]1’e (a/h)
ylikseldik¢e daha diisiik EE (%) degeri elde edilmistir (188). Benzer sekilde Ambati
ve ark. (2025), lipid nanopartikiillerde protein/lipid oraninin 1:20 (a/a) degerinin
iizerine ¢ikarimasinin EE (%) degerini artirmadigini; aksine fazla proteinin islem
sirasinda denatiire olarak ¢oktiigiinii gostermis ve bu bulgu lipid sistemine 6zgii belirli
bir yiikleme kapasitesinin varligina isaret etmistir (189). Bu dogrultuda, en yiiksek EE

(%) degerini saglamasi ve dolayisiyla terapdtik proteinin en verimli sekilde
y P p
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kullanilmasina olanak tanimasi nedeniyle, sonraki deneyler i¢in 0,5 ng/mL TGF-B3

dozu se¢ilmistir (190, 191).

miRNA EE (%) degeri %99,29 + 0,021 diizeyine ulasmis olup, bu sonug
lipopleks sistemlerinde neredeyse tam enkapsiilasyon bildiren ¢aligmalarla uyumludur
(101, 116, 192). EE (%) degeri 4 N/P oraninda artmis, lipozom oranlarinin azaltilmasi

ise miRNA enkapsiilasyonunu diisiirmiistiir.

Termal ve sizint1 stabilitesi calismalari, TGF-f3 LP ve miR-132 LPX
formiilasyonlarinin hem 4°C hem de 37°C’de stabil kaldigin1 géstermistir. Hem TGF-
B3 LP hem de miR-132 LPX, 14 giinliik siire boyunca ortalama partikiil biiytikliigiinde
kademeli artislar sergilemistir. Bununla birlikte, her iki formiilasyon i¢in de PDI degeri
istatistiksel olarak degismemis (P> 0,05) ve 0,3’{in altinda kalmistir; bu durum partikiil
poplilasyonunun monodispers kaldigin1 gostermektedir. On dort giinliikk depolama
stiresi boyunca ortalama partikiil biiyiikliiglinde gozlemlenen kademeli artis, PEG
zincirlerinin hidrasyonuna ve buna bagli olarak vezikiillerin ¢evresinde Sabit Sulu
Tabaka Kalinlig1 (FALT) olusumuna atfedilebilir (193). Kritik olarak, PDI degerinin
stabil kalmas1 ve 0,3’iin altinda seyretmesi (P>0,05), formiilasyonun homojenligini
korudugunu ve kontrolsiiz agregasyon veya flizyona ugramadigini dogrulamaktadir
(194). Formiilasyonlarin partikiil biiyiikliigiindeki artis potansiyel bir stabilite
siirlamasi olarak kabul edilse de (193), kritik kalite 6zelliklerinin (partikiil biiyiikliigii
<200 nm, yiiksek zeta potansiyeli ve kabul edilebilir EE%) korunmasi, formiilasyonun

terapotik uygulamaya uygunlugunu dogrulamaktadir.

in vitro salim c¢alismalarinda serbest TGF-B3 72 saat i¢inde tamamen
salinirken, lipozomlardan TGF-B3’iin %96,64 + %0,64’linlin 312 saat boyunca
kademeli olarak salindiginin gosterilmesi uzatilmis ve kontrollii salimi dogrulamistir.
Serbest miR-132 membrandan 2,12 saat i¢inde tamamen difiize olurken, miR-132
LPX sinurl bir salim gdstermistir. i1k 4 saat iginde yalnizca %3,46, 312 saat boyunca
ise %9,84 oraninda salim gerceklesmistir. miR-132'nin diisiik in vitro salim hizi, sinirh
biyoyararlanimdan ziyade, lipopleks formiilasyonunun hiicre digi ortamda stabil
kaldigini géstermektedir. Bu durum, niikleik asitlerin etkin hiicresel iletimi i¢in gerekli
bir Ozelliktir (168). Hiicre i¢i iletim amaciyla tasarlanan katyonik lipopleks

formiilasyonlarinda, niikleik asitlerin hiicresel alim1 gerceklesene kadar ilag tasiyici
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sistem i¢inde kalmasi gerekmektedir (168, 195). Devulapally ve ark. (168), anti-miR-
10b ve anti-miR-21 yiiklii polimer nanopartikiillerin hiicre dis1 ortamda yapisal
biitiinliiklerini korudugunu, ilk 3 giin i¢inde niikleik asitlerin yalnizca ~%4’{iniin
salindigin1 ve yiklii nanopartikiillerin uygulanmasindan 6 giin sonra anti-miR-21
diizeylerinin iki katindan fazla arttigini1 gostermistir (168). Bununla uyumlu olarak
Mendonga ve ark. (195), katyonik lipid temelli nanotastyicilarin elektrostatik
etkilesimler yoluyla miRNA ile stabil kompleksler olusturdugunu ve pozitif yiikli
komplekslerin negatif yiiklii hiicre zarlariyla etkileserek endositozu baslattigini,
boylece etkin hiicre ig¢i iletimin miimkiin kilindigin1 vurgulamistir (195). Buna paralel
olarak, in vitro transfeksiyon ¢aligmalarinda, negatif yiiklii miRNA'nin hiicre zarim
smirl diizeyde gecebilmesi nedeniyle serbest 6-FAM-miR-132 uygulanan hiicrelerde
zayif floresans sinyali gozlendigini gostermistir (54, 74). Buna karsilik, miR-132 LPX
uygulanan hiicrelerde giiglii floresans gézlemlenmis ve bu bulgu etkin transfeksiyonu
dogrulamistir. Artan hiicresel alim, katyonik lipopleksler ile hiicre zar1 arasindaki
elektrostatik etkilesimlerin endositozu kolaylastirmasina atfedilmistir (131). Hiicre
dist miRNA saliminin en az diizeyde olmasiyla birlikte degerlendirildiginde, bu
sonuclar formiilasyonun hiicre dis1 salimdan ziyade hiicre i¢i iletim i¢in optimize

edildigini dogrulamaktadir.

MTT analizleri, bos lipozomlari, TGF-f3 LP (2,5 ng/mL)+miR-132 LPX ve
TGF-B3 LP (5 ng/mL)+miR-132 LPX formiilasyonlarinin dermal fibroblastlarda 4, 12

ve 24. saatlerde sitotoksisite gostermedigini dogrulamistir (P>0,05).

L929 fare fibroblast hiicre hatti, yara iyilesmesi ve fibrozis arastirmalarinda
yaygin olarak kullanilan, iyi karakterize edilmis bir in vitro modeldir. Fibroblastlar,
keloid patogenezindeki baslica efektor hiicreler olup asir1 kolajen birikiminden ve
ECM yeniden diizenlenmesinden sorumludur (196). Bu tez kapsaminda
degerlendirilen parametreler (COL1/COL3 oran1 (ECM birikimi), MMP aktivitesi
(ECM yeniden sekillenmesi), CXCLI (kemokin birikimi), RASA ve MKI67
(proliferasyon)), fibroblastlarin yara iyilesmesi ve fibrozisteki iglevsel rollerini
yansitmaktadir. Bununla birlikte, Li ve ark. (78), yara iyilesmesi sirasinda miR-
132’nin insan dermal fibroblastlarinda yiiksek diizeyde eksprese edildigini
gostermistir (83). miR-132’nin keratinositlerde, 6zellikle re-epitelizasyon siirecinde

inflamasyonu ve proliferasyonu diizenledigi bildirilmistir (81). Ancak TGF-B1 ile
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indiiklenmis fibroblast fibrozis modelinde lipopleks formiilasyonu araciligiyla iletimi

daha once arastirilmamastir.

TGF-B1 ile fibroblast uyarimi, fibrozisin in vitro olarak modellenmesinde
fizyolojik a¢idan dogrulanmis bir yaklasimdir. in vivo kosullarda TGF-B1, fibrotik
kaskadin ana diizenleyicisi olup ECM birikimini (COL1/COL3 artis1 yoluyla),
inflamasyonu (CXCL1 dahil kemokin indiiksiyonu yoluyla) ve fibroblast migrasyonu
ile proliferasyonunu yonlendirmektedir. Andrews ve ark. (196), keloid dokusunda
TGF-B'nin kalict olarak aktif oldugunu ve yiliksek diizeyde eksprese edildigini;
dogrudan kolajen sentezini uyarirken, MMP aracilt hiicre dis1 matriks (ECM) yikimin
baskiladigini bildirmistir (196). Ansorge ve ark. (197) ise, in vivo kosullar1 yeterince
yansittiklart siirece basitlestirilmis in vitro modellerin, fibroziste TGF-B1 sinyal
yolaklarinin  aydinlatilmasi  acisindan  temel Oneme  sahip  oldugunu
vurgulamistir (197). Bu dogrultuda, L.929 fibroblastlarinin TGF-B1 ile uyarilmast,
fibrotik mikrogevrede goriilen patolojik TGF-f sinyalizasyonunun in vitro ortamda

modellenmesini saglamaktadir (196).

TGF-B1'in fibroblastlarda MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonunu baskilayip COL1
ve COL3 ekspresyonunu artirarak fibrozisi uyardigi bilinmektedir (62, 198). Buna
karsin TGF-B3, doku yeniden sekillenmesi siirecinde hiicre migrasyonunu ve re-
epitelizasyonu desteklemektedir (62). TGF-B3, TGF-Bl'e benzer sekilde Smad2/3
yolunu aktive edebilmesine ragmen, Smad7 indiiksiyonu araciligiyla TGF-B1 sinyalini
dengelemekte ve fibrotik yanitt doza bagimli olarak baskilamaktadir (133, 179, 199,
200). Diisiik dozlarda TGF-B3, TGF-B1 sinyalini modiile ederek antifibrotik etki
gosterirken, daha yiliksek dozlarda Smad2/3 aktivasyonunun baskin héle gelmesi
fibrotik yanit1 destekleyebilmektedir (63, 133). Ayrica TGF-B3'iin fibronektin, COL1
ve COL3 diizeylerini azaltarak dermal matriksin yeniden diizenlenmesini destekledigi
ve skar olusumunu sinirlandirdigr gosterilmistir (62, 133, 199, 200). Bu durumu
destekler nitelikte Murata ve ark. (133), TGF-B3'lin insan dermal fibroblastlarina tek
basma uygulandiginda COL1 sentezini artirdigini; buna karsiik TGF-1 ile
uygulandiginda COL1 ve TGF-f1 mRNA  ekspresyonunu azalttigini
bildirmistir (133). Bu bulgular, TGF-B3'lin biyolojik etkilerinin dozuna, TGF-3
izoformlar1 arasindaki dengeye ve hiicresel mikrogevreye bagli olarak degisebilecegini

gostermektedir.



135

miR-132'nin yara iyilesmesindeki rolii baslica iki mekanizma iizerinden
gerceklesmektedir. {1k olarak, RASA1 mRNA'smin 3’ ¢evrilmeyen bdlgesine (3'UTR)
baglanarak Ras/MAPK sinyal yolunu aktive etmekte ve bdylece fibroblast ile
keratinosit migrasyonunu desteklemektedir (83). Ikinci olarak ise, TGF-B1
mRNA'sinin 3'UTR bolgesini hedefleyerek TGF-1 ekspresyonunu baskilamasiyla
Smad2/3 sinyal yolunu negatif yonde diizenlemektedir (81, 86, 201). Ayrica TGF-
B1'in miR-132 ekspresyonunu indiikledigi ve bu sayede iki molekiil arasinda negatif
geri besleme dongiisii olustugu bildirilmistir (81). Bu ¢ift yonli diizenleyici
mekanizma, miR-132"nin hiicre proliferasyonu, hiicre migrasyonunu ve antifibrotik
stirecleri diizenlemedeki 6nemli roliinii ortaya koymaktadir. Bununla uyumlu olarak
Li ve ark. (81), miR-132 mimik uygulamasinin inflamatuvar mediyatdrlerin
ekspresyonunu baskilayarak yara iyilesmesini destekledigini gostermistir (81). Benzer
sekilde, timor hiicrelerinde miR-132 ve TGF-f sinyal yolunun hedeflenmesinin tiimor
hiicre invazyonunu ve proliferasyonunu azalttig1 bildirilmistir (86, 202). Bu bulgular,
miR-132 ile TGF-B1 arasindaki etkilesimin hiicresel baglama ve biyolojik kosullara

bagli olarak farkli sonuglar dogurabilecegini diistindiirmektedir.

RT-qPCR analizinde TGF-B1 ile indiiklenen fibrozis modelinde COL1 gen
ekspresyonu kontrole kiyasla anlamli diizeyde artmistir. Fibrozis grubuyla
karsilagtirildiginda, tiim tedavi gruplarinda COL1 ekspresyonu azalmistir. Bununla
birlikte, bos lipozom (**) ve TGF-B3 LP (2,5 ng/mL) + miR-132 LPX gruplarinda
COLI ekspresyonu kontrolden anlamli bigimde daha diisiik bulunmustur.

Onceki ¢aligmalarda miR-132’nin yara iyilesme siirecindeki etkileri, RASA1
ve inflamatuar mediyatorlerdeki degisikliklerin gen diizeyinde degerlendirilmesiyle
belirlenmistir (81, 83). Literatiirde miR-132’nin COL1, COL3 ve MMP diizeylerine
etkilerini gen veya protein diizeyinde degerlendiren bir ¢aligma bulunmamaktadir. Bu
caligmada, miR-132 LPX uygulamasinin ardindan in vitro fibrozis modelinde COL1
ekspresyonunun gen diizeyinde azaldigi (yyyy) gosterilmistir. Bu bulgunun, miR-
132’nin TGF-B1°1 hedefleyerek asir1 fibrotik yaniti dengeleyebilme yetenegiyle iliskili

olabilecegi dngoriilmiistiir.

COL1 gen ekspresyonunda, 2,5 ve 5 ng/mL TGF-B3 LP uygulamalarinin

ardindan gozlemlenen farkli baskilanma diizeyleri, TGF-f3'iin daha 6nce tanimlanan
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doza bagimli etkileriyle uyumludur. Kombine tedavide 2,5 ng/mL TGF-3, COLI
mRNA’sin1 5 ng/mL’ye kiyasla daha etkili bicimde baskilamigtir. Bu bulgu, TGF-33
ile miR-132"in birlikte uygulanmasinda antifibrotik etkinligin TGF-B3 dozuna bagh
olarak degisebilecegini ve daha diisiik TGF-B3 dozlarinin bu kosullarda daha etkili

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Protein diizeyinde, fibrozis modelinde COL1 ekspresyonunun kontrol grubuna
kiyasla anlamli diizeyde artmis olmasi, RT-qPCR bulgular1 ve literatiir ile
uyumludur (62, 133). Fibrozis grubuyla karsilastirildiginda, bos lipozom, TGF-3 LP
(5 ng/mL) ve TGF-B3 LP (2,5 ng/mL) + miR-132 LPX gruplarinda COL1 protein
diizeyleri azalmig; ancak kontrol grubundaki degerlere tam olarak gerilememistir.
Buna karsilik, diger tedavi gruplarinda fibrozis grubuna kiyasla anlamli bir degisiklik
saptanmamistir (P>0,05). Tiim tedavi gruplarinda COL1 protein diizeylerinin kontrol
grubuna gore daha yiiksek kalmasi, 96 saatlik TGF-B1 indiiksiyonunu takiben
uygulanan 24 saatlik tedavi siiresinin sinirli olmasina baglanabilir. Bu siire gen
ekspresyonundaki degisikliklerin ortaya ¢ikmasi igin yeterli goriinmekle birlikte,
ozellikle kolajenler ve a-SMA gibi yapisal proteinler ile MMP'ler gibi sentezi, salinimi
ve aktivasyonu ¢ok asamali mekanizmalarla diizenlenen proteinlerde meydana gelen
degisikliklerin protein diizeyine tam olarak yansimasi i¢in yeterli olmayabilir (203,

204).

COL3 ekspresyonu da benzer bir oriintii sergilemistir. In vitro fibrozis
modelinde TGF-B1 uygulamasinin ardindan COL3 mRNA ekspresyonu, kontrol
grubuna kiyasla artmis olup bu bulgu 6nceki ¢alismalarla uyumludur (62, 179, 205,
206). Fibrozis grubuyla karsilastirildiginda ise COL3 mRNA diizeyleri bos lipozom,
TGF-3 LP (5 ng/mL) ve TGF-$3 LP (2,5 ng/mL) + miR-132 LPX gruplarinda
azalmistir. Kombine tedavide TGF-f3 dozunun 2,5 ng/mlL'den 5 ng/mL'ye
yiikseltilmesi, COL3 ekspresyonunun baskilanmasini azaltmig; bu durum COL1
bulgulariyla paralellik gostererek TGF-B3'in doza bagimli biyolojik etkisini
desteklemistir (133, 207). Ayrica, tek basina uygulanan 5 ng/mL TGF-B3 fibrozis
grubuna kiyasla COL3 ekspresyonunu azaltirken, kombine tedavide ayni etkinin 2,5
ng/mL TGF-B3 ile elde edilmesi, miR-132 ile TGF-B3 arasinda doza bagli bir etkilesim

bulundugunu diisiindiirmektedir.
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Tek basina miR-132, TGF-B1 sinyalindeki diizenleyici roliiyle uyumlu olarak
COL3 gen ekspresyonunu kontrol grubuna yakin diizeylere diistirmistiir (81, 201,
208). Bununla birlikte, bu etkinin protein diizeyine aymi oOl¢iide yansimadigi
goriilmiistiir. Dikkat ¢ekici olarak, kombinasyon grubunda COL3 mRNA diizeyindeki
azalmanin tek basina 2,5 ng/mL TGF-B3 uygulamasina kiyasla daha belirgin olmasi,

iki ajanin birlikte kullaniminin antifibrotik etkinligi artirabilecegini diistindiirmektedir.

Protein diizeyinde ise COL3 ekspresyonu, fibrozis grubunda kontrol grubuna
kiyasla artmistir. Tedavi gruplarinin bir kisminda fibrozis grubuna goére anlaml bir
farklilik saptanmamis olsa da (P>0,05), 6zellikle TGF-B3 LP (5 ng/mL), TGF-f3 LP
(2,5 ng/mL) + miR-132 LPX ve TGF-B3 LP (5 ng/mL) + miR-132 LPX gruplarinda
COL3 protein diizeylerinde azalma egilimi gézlenmistir. Yirmi dort saatlik tedavi
sonunda, tek basina 2,5 ng/mL TGF-B3 uygulanan grup disinda kalan TGF-B3 iceren
tiim gruplarda COL3 protein diizeyleri kontrol grubundaki degerlere yaklagsmistir.

Bazi ¢alismalarda TGF-B3'lin COL3 gen ekspresyonunu artirdigi bildirilmis
olsa da (209), TGF-B1 ile uygulandiginda COL3 ekspresyonunu azalttig1 ve yara
iyilesmesi silirecinde TGF-f izoformlar1 arasindaki dengenin korunmasina katki
sagladig1 gosterilmistir (52, 62, 133, 179). Bu izoform dengesinin korunmasi, yara
iyilesmesinin skarsiz ilerlemesi ve fibrotik yanitin sinirlandirilmasi agisindan kritik
oneme sahiptir (63, 133, 210). Bu tez calismasinda ise 24 saat sonunda COL3 protein
diizeyindeki azalma yalnizca aktif madde yiiklii formiilasyonlarda gozlenmistir. Bu
bulgu, aktif madde yiikli formiilasyonlarin bos lipozomlara kiyasla COL3

ekspresyonunun baskilanmasinda daha etkili oldugunu diisiindtirmektedir.

Calismalarda, kolajen birikimindeki diizensizliklerin baglica COL1/COL3
oranindaki degisikliklerle karakterize oldugu bildirilmistir. COL1, sert fibriller
olusturarak doku mekanik stabilitesini artirirken, COL3 daha ince, lifsi ve elastik bir
ag olusturmaktadir. Yara iyilesmesinin erken evresinde COL3 diizeyleri daha
yiiksekken, ge¢ evrede COL1 baskin hale gelmektedir. Bu orandaki degisiklikler
matriksin mekanik ve islevsel 6zelliklerini etkilemektedir (211). Yiiksek COL1/COL3
orani, bircok doku ve organda fibrotik yamit ve skar dokusu olusumuyla

iligkilendirilmistir (211, 212). Buna karsilik, COL1/COL3 orani1 daha diisiik olan
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dokularin daha elastik bir yap1 sergiledigi ve skarsiz iyilesme gosterdigi bildirilmistir

(213).

COL1/COL3 gen orani, profibrotik profille uyumlu olarak fibrozis grubunda
kontrole kiyasla artmigtir. TGF-B3 LP (2,5 ng/mL) + miR-132 LPX kombinasyon
grubu, bu orani hem kontrol hem de fibrozis gruplarina gdére anlamli bi¢cimde
normallestiren tek formiilasyon olmus ve giiclii bir antifibrotik etkiye isaret etmistir.
Daha yiiksek TGF-B3 dozu (5 ng/mL) bu orani artirarak, yukarida tanimlanan doza
bagimli mekanizmay1 desteklemistir. Genel olarak, tek ajanlarin kisa siireli (24 saat)
uygulanmasi, COL1/COL3 oranmm1i mRNA diizeyinde belirgin bigimde
normallestirmek ic¢in yetersiz gorlinmektedir. Protein diizeyinde, kombinasyon
gruplarinda COL1/COL3 oranindaki artis, biiylik olasilikla COL3 proteinindeki
azalmanin COL1’e kiyasla daha erken baslamasini yansitmakta olup, ¢ift etkili
formiilasyonun kolajen izoformlarini farkli zamansal kinetiklerle modiile ettigini

diistindiirmektedir.

COL1/COL3 gen ekspresyon orani, profibrotik fenotiple uyumlu olarak
fibrozis grubunda kontrol grubuna kiyasla artmigtir. TGF-f3 LP (2,5 ng/mL) + miR-
132 LPX kombinasyon grubu, bu orant hem kontrol hem de fibrozis gruplarina kiyasla
anlamli diizeyde normallestiren tek formiilasyon olmus ve belirgin bir antifibrotik
potansiyel sergilemistir. Buna karsilik, daha yiiksek dozda uygulanan TGF-B3 LP (5
ng/mL), COL1/COL3 oraninda artisa neden olmus; bu bulgu TGF-B3"in doza bagiml
biyolojik etkisini desteklemistir. Genel olarak, tek ajan uygulamalarinin 24 saatlik
tedavi siiresinde COL1/COL3 oranini mRNA diizeyinde belirgin bigimde
normallestirmek i¢in yeterli olmadig1 goriilmiistiir. Protein diizeyinde, kombinasyon
gruplarinda COL1/COL3 oranindaki artis, biiylik olasilikla COL3 proteinindeki
azalmanin COL1’e kiyasla daha erken baslamasini yansitmakta olup, kombine
formiilasyonun kolajen izoformlarin1 farkli zamansal kinetiklerle modiile ettigini

diistindiirmektedir.

MMP’ler ¢inko (Zn) bagimli endopeptidazlar olup, ECM proteinlerinin ve
hiicre dis1 biiylime faktorleri gibi diger proteinlerin yikimi i¢in gereklidir (214). MMP
dengesi bozuldugunda, yara iyilesme siirecinde artmis ECM yikimu, sitokin profilinde

degisiklikler ve skar olusumu goézlemlenmektedir (215).
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Akut yaralarda MMP1, MMPS, MMP9 ve MMP3 gibi proteazlarin
ekspresyonu gosterilmistir (203). Ozellikle akut fazda MMP1’in trombositler
tarafindan yliksek miktarlarda salindig1 bilinmektedir (203). Ancak fare hiicrelerinde
MMP1’in yerini, yapisal olarak insan MMP13’{ine benzeyen interstisyel kolajenaz
MMP13 almaktadir. Farelerde yara iyilesmesi sirasinda MMP9 ve MMP13’iin re-
epitelizasyona katkida bulundugu bildirilmistir (203).

Literatiirde, kronik kutanoz iilserlerde fibroblastlarda yiliksek diizeyde MMP13
ekspresyonu bildirilmistir (216). Ayrica MMP13 ekspresyonu, skarsiz iyilesen insan
fetal deri ve gingival dokularinda da gosterilmistir (214, 216). MMP13, miyofibroblast
fonksiyonunun diizenlenmesi, inflamasyonun kontrolii, anjiyogenez ve matriks yikimi
gibi siireclerde rol oynayarak yara iyilesmesine katkida bulunmaktadir. Cok sayida
sitokin ve biiylime faktorii, MMP ekspresyonunu transkripsiyonel diizeyde aktive
edebilmektedir. TGF-f ailesi de bunlar arasinda yer almaktadir (203). Gingival ve fetal
deri fibroblastlarinda MMP13 ekspresyonunun TGF-f tarafindan indiiklendigi
bildirilmistir (216).

MMP13 gen ekspresyonu, Onceki caligmalarla uyumlu olarak fibrozis
grubunda kontrole kiyasla artmigtir. Ekspresyon, fibrozise kiyasla bos lipozom, miR-
132 LPX ve TGF-B3 LP (5 ng/mL)+miR-132 LPX gruplarinda azalmistir. Buna karsin,
TGF-B3 LP (2,5 ng/mL), TGF-B3 LP (5 ng/mL) ve TGF-B3 LP (2,5 ng/mL)+miR-132
LPX gruplarinda MMP13 diizeylerinin kontrol ile fibrozis gruplar1 arasinda yer
almasi, ekspresyonun fizyolojik sinirlara dogru dengelendigini ve patolojik aktivitenin
baskilanirken normal doku yeniden sekillenmesi igin gerekli bazal MMP13 diizeyinin
korundugunu diistindiirmektedir. Buna karsilik, bos lipozom ve miR-132 LPX
gruplarinda gézlenen, MMP13 ekspresyonunun kontrol diizeylerinin de altina inmesi,
matriks yeniden sekillenmesinin asir1 baskilanabilecegine ve bunun doku onarimini
olumsuz etkileyebilecegine isaret etmektedir. Daha Once de belirtildigi iizere,
literatiirde miR-132'nin TGF-B1 aracili Smad2/3 sinyal yolunu modiile ettigi
bildirilmistir (81). MMP13 ekspresyonunun TGF-/Smad sinyal yolu aracilifiyla
diizenlendigi goz Oniinde bulunduruldugunda, miR-132'nin TGF-B1 ile indiiklenen
MMP13  ekspresyonunu  baskilamasi  beklenen bir mekanizma  olarak
degerlendirilmektedir. Bununla birlikte, bu c¢alismada yalnizca miR-132

uygulamasinin MMP13 ekspresyonunu kontrol diizeylerinin altina indirmesi, tek
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basia gii¢lii bir inhibitor etki olusturabilecegini; buna karsin diisiik doz TGF-B3 ile
kombinasyonunun ekspresyonu fizyolojik aralikta tutarak matriks yikimi ile yeniden
yapilanma  arasindaki dengeyi daha etkin bi¢gimde saglayabilecegini

diisiindiirmektedir.

Bu baglamda, TGF-B3’iin Smad2/3 sinyalini doza bagmmli bicimde
baskilayarak MMP13 ekspresyonunu diizenledigi ileri siiriilmustiir. miR-132"nin 2,5
ng/mL dozunda TGF-B3 ile kullanilmasinin, MMP13 ekspresyonunu gen diizeyinde
kontrol ve fibrozis gruplar1 arasinda dengeledigi belirlenmistir. miR-132’nin inhibitor
etkisinin TGF-B3 ile kombine kullanildiginda degistigi gozlemlenmistir. Protein

diizeyinde ise, biiyiik olasilikla modelin zamansal sinirlamalari nedeniyle 24 saatin

sonunda anlamli bir farklilik gézlemlenmemistir.

Caligsmalar, hipertrofik skar dokusunda MMP9 aktivitesinin skarsiz iyilesme
gosteren dokuya kiyasla arttigini ortaya koymustur (215). TGF-f1 Smad3 sinyalinin,
sinyal iletici ve transkripsiyon aktivatorii 3 (STAT3) araciligiyla MMP2, MMP9,
TIMP2 ve CTGF ekspresyonunun artmasina yol agtig1 bilinmektedir (217). MMP9’un
fibroblastlardaki rolii tam olarak aydinlatilamamistir. MMP9, fibroblastlarda diisiik
diizeylerde iiretilmektedir (218). Kobayashi ve ark. (219), MMP9’un pozitif bir geri
besleme dongiisti araciligiyla inaktif latent TGF-B1°1 aktive ettigini ve bdylece
fibroblast kontraksiyonunu artirdigini géstermistir (219). MMP9 inhibisyonuna bagh
olarak fibroblastlarda TGF-B1 diizeylerinin azalmasinin ardindan kolajen matriks
kontraksiyonunda anlamli bir azalma goézlemlenmistir (219). Bu bulgular, fibroziste
MMP9’un inhibe edilmesinin antifibrotik bir etkiye katkida bulunabilecegini

diisiindiirmektedir.

MMP9 gen ekspresyonu fibrozis grubunda artmis, tiim tedavi gruplarinda ise
azalmistir; en belirgin azalmalar bos lipozom ve TGF-3 LP (2,5 ng/mL) + miR-132
LPX gruplarinda gozlemlenmistir. Bu bulgular, TGF-B3 ve miR-132"nin, 6zellikle
kombine uygulandiklarinda, MMP9 sinyal yolunun modiilasyonu araciligiyla fibrotik

stirecin diizenlenmesine katkida bulunabilecegini diisiindiirmektedir.

MMP13 bulgulartyla uyumlu olarak, bos lipozom grubunda MMP9 gen
ekspresyonu hem kontrol hem de fibrozis gruplarina kiyasla azalmistir. TGF-f3

uygulamas1 da benzer sekilde, biiylik olasilikla Smad2/3 sinyalinin baskilanmasi
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yoluyla MMP9 ekspresyonunu azaltmigtir. miR-132 LPX grubunda fibrozise kiyasla
gozlemlenen azalma ise miR-132’nin anti-inflamatuar 6zelliklerine ve TGF-B1°i

dogrudan hedeflemesine atfedilmistir (81).

MMP9 ekspresyonu fibrozise kiyasla tiim tedavi gruplarinda azalmis olsa da,
diizeylerin kontrol degerlerinin altina inmesi fizyolojik iyilesmeyi olumsuz
etkileyebilir. Asirt diisiik MMP9 diizeyleri, gecikmis epitelizasyon ve azalmis hiicre
proliferasyonu ile iligskilendirilmistir (203, 215). Bu nedenle tedavi etkinligi yalnizca
MMP9 mRNA ekspresyonuna dayanarak degerlendirilmemeli, diger gen ve protein

bulgulariyla birlikte yorumlanmalidir.

Gruplar arasinda MMP9 protein diizeylerinde anlamli bir farklilik
saptanmamistir (P>0,05). Bu durum, transkripsiyon sonrasi islenme, sekresyon ve
hiicre dis1 aktivasyonu iceren ¢ok asamali MMP diizenlenmesiyle uyumlu olup, bu
stirecler mRNA ve protein diizeyleri arasinda zamansal uyumsuzluklara neden
olabilmektedir (203, 204, 214). Ayrica, MMP9 ve MMP13'lin aktivasyonunun yara
iyilesmesinin ileri evrelerinde gerceklesen hiicre disi proteolitik kaskadlara bagh
olmasi nedeniyle, protein diizeyindeki degisiklikler 24 saatlik gézlem siiresi i¢inde tam

olarak ortaya ¢ikmamais olabilir.

CXCLI, nétrofil migrasyonunu kolaylastirarak yara bolgesinde antimikrobiyal
korunmaya katkida bulunmaktadir (81, 220). Ayrica, yara bolgesine ulasan immiin
hiicreler tarafindan sitokin ve biiytime faktorii salinimi artirilmaktadir. Sonug olarak,
uzamis inflamatuar yanitlarda TGF-f gibi ¢esitli biiylime faktorlerinin stirekli salinimi

ECM diizensizligine ve hipertrofik skar olusumuna yol agmaktadir (81).

Culley ve ark. (221), TGF-Bl wuygulamasi sonrasinda insan dermal
fibroblastlarinda CXCL1 mRNA ekspresyonunda artis oldugunu bildirmistir (221). Bu
bulguyla uyumlu olarak, gen diizeyinde CXCL1 ekspresyonu fibrozis grubunda
kontrol grubuna kiyasla artmistir. Bununla birlikte, literatiirde TGF-/Smad2/3 sinyal
yolunun belirli kosullarda CXCL1 ekspresyonunu baskilayabildigi ve CXCLI
eksikliginin azalmis TGF-B1 sinyallemesi aracilifiyla antifibrotik etkilerle iliskili
oldugu bildirilmistir (222, 223). Bu durum, CXCL1 ekspresyonunun hiicre tipine ve
biyolojik baglama bagli olarak farkli sekillerde diizenlenebildigini diistindiirmektedir.
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Bu c¢alismada, TGF-B3 uygulanan gruplarda (2,5 ve 5 ng/mL) CXCLI1
ekspresyonu kontrolden anlamli bi¢imde farklilik gdstermemis (P>0,05); bu durum
TGF-B3’lin sinyal dengesini yeniden saglayabilecegine isaret etmektedir. Fibrozise
kiyasla CXCLI1 ekspresyonunda azalma 2,5 ng/mL TGF-B3 ile gozlemlenirken, 5
ng/mL doz anlamli bir baskilanma g6zlenmemistir. Bu bulgu daha 6nce tanimlanan

doza bagimli TGF-B3 etkisini bir kez daha desteklemistir.

Bos lipozom, miR-132 LPX, TGF-B3 LP (2,5 ng/mL) + miR-132 LPX ve TGF-
B3 LP (5 ng/mL) + miR-132 LPX gruplarinda CXCL1 mRNA ekspresyonu hem
kontrol hem de fibrozis gruplarina kiyasla anlamli bigimde azalmistir. Onceki
caligmalar, miR-132’nin asir1 ekspresyonunun, heparin baglayici epidermal biiyiime
faktorii (HB-EGF) sinyali ya da niikleer faktor kappa B (NF-«kB) aktivitesinin
inhibisyonu yoluyla CXCL1 gibi inflamatuar mediyatorleri baskiladigini gostermistir.
Ayrica TGF-B1 ve TGF-B2’nin miR-132 ekspresyonunu indiikledigi ve boylece
inflamasyon siddetini modiile ettigi bildirilmistir (81). Bu bulgularla uyumlu olarak,
miR-132 LPX uygulamasi fibroblastlarda CXCL1 ekspresyonunu azaltmig, kombine
tedaviler ise bu anti-inflamatuar etkiyi daha da giiclendirmistir. MMP9 gen
ekspresyonuyla birlikte degerlendirildiginde, tedavi gruplar1 genelinde CXCLI1’de
gozlemlenen azalma, MMP9 diizenlenmesinin inflamatuar sinyalin baskilanmasi

yoluyla gergeklesebilecegini diisiindiirmektedir.

mKi67, yara iyilesme siirecinde proliferasyon belirteci olarak kullanilmaktadir.
mKi67, dinlenme fazi (GO) ve erken G1 faz1 disinda aktif hiicre dongiisiiniin tiim
fazlarinda saptanmaktadir (224, 225). Epidermis ve dermiste yiiksek mKi-67 diizeyleri
skar olusumuna ve aktif bir proliferasyon siirecine isaret etmektedir (226). Yanik
yarast iyilesme siirecinde tedavi uygulanan dokulardaki mKi-67 diizeylerinin, tedavi
uygulanmayan gruba kiyasla daha diisiik oldugu bildirilmistir. Bu bulgu, skar
dokusunda yiiksek mKi-67 diizeyleriyle belirlenen asir1 hiicre proliferasyonunu

desteklemektedir (227).

Gen diizeyinde mKi67 ekspresyonu agisindan gruplar arasinda anlamli bir
farklilik gozlemlenmemistir (P>0,05). Yara iyilesmesinin erken evresinde Ki67
ekspresyonunda artis gozlemlenirken, ge¢ evrede ise genel olarak azaldig

bildirilmistir (228). Bu baglamda, bu ¢alismada uygulanan 24 saatlik inkiibasyon
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stiresinin, gruplar arasinda mKi67 gen ekspresyonunda olusabilecek olas1 farkliliklar

ortaya koymak i¢in yeterli olmadig: diistiniilmektedir.

Fibrozis siirecinde yiiksek TGF-B1 sinyali fibroblast proliferasyonunu
uyararak patolojik skar olusumuna yol a¢gmaktadir (6). Fibrozis grubunda protein
diizeyindeki mKi67 miktar1 kontrol grubuna kiyasla artma egilimi gostermistir, ancak

bu farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunamamuistir (P>0,05).

Protein diizeyinde, 2,5 ng/mL TGF-B3 uygulamas: TGF-B1 sinyaliyle iliskili
asir1 proliferatif aktiviteyi baskilarken, 5 ng/mL doz ters yonde bir etki gostermis ve
doz bagimliligini ortaya koymustur. miR-132 LPX ve kombine tedaviler mKi67
ekspresyonunu anlamli bigimde azaltmis olup, bu durum iki aktif madde arasindaki
sinerjistik etkilesimi desteklemektedir. COL1, COL3, MMP'ler ve CXCLI1
ekspresyonundaki degisikliklerle birlikte degerlendirildiginde, bu bulgular tedavilerin
asir1 hiicre proliferasyonunu smirlandirarak yara iyilesmesini modiile ettigini

diisiindiirmektedir (229).

RasGAP ailesinin bir {iyesi olan RASA1, GTP hidrolizini hizlandirarak Ras
aktivitesini diizenlemekte ve yara iyilesmesi sirasinda fibroblast ile keratinosit
migrasyonunda Onemli rol oynamaktadir (230). miR-132 dogrudan RASAT1’i
hedeflemekte olup, asir1 ekspresyonunun RASA1 diizeylerini baskiladigi ve hiicre

migrasyonu ile proliferasyonunu etkiledigi gosterilmistir (83, 230).

RASALI ekspresyonu gen diizeyinde degerlendirildiginde, gruplar arasinda
anlamli bir farklilik gézlemlenmemistir (P>0,05). RASA1 ekspresyonunun baslica
transkripsiyon sonrasi diizeyde diizenlendigi bilinmektedir (231). miRNA’lar,
RASAT1’in 3’ gevrilmeyen bolgesini (3'UTR) hedefleyerek ya da RASA1 mRNA’sinin
yikimini artirarak mRNA translasyonunu baskilamaktadir. Bu nedenle miRNA aracili
diizenlenmede, mRNA diizeylerinde anlamli bir degisiklik olmaksizin protein
ekspresyonunda anlamli farkliliklar gozlemlenebilmektedir (78, 232). Ayrica
literatiirde RASA1 mRNA stabilitesinin diisiik oldugu ve transkript yarilanma
omriiniin saatlik Olgekte degistigi bildirilmistir (233). Dolayisiyla, tek bir zaman
noktasinda gergeklestirilen gen ve protein diizeyindeki degerlendirmelerde, RASAI
ekspresyonunda mRNA diizeyindeki olasi degisikliklerin gézden kagmis olabilecegi

diistinilmektedir.
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Mevcut c¢aligmada, Onceki calismalarla uyumlu olarak, miR-132 LPX
grubunda RASA1 protein diizeyleri fibrozis grubuna kiyasla azalmistir. Buna karsin,
fibrozis ve kontrol gruplar1 arasinda anlaml bir farklilik saptanmamaistir. Bu bulgu,
TGF-B1'in miR-132 ekspresyonunu uyardigini gdsteren onceki ¢aligmalarla uyumlu
olup, fibrozis grubunda endojen miR-132 ekspresyonunun artmis olabilecegini ve
bunun RASA1 diizeylerinin kontrol grubuna benzer seviyelerde korunmasina katki

saglamis olabilecegini diisiindiirmektedir (81).

Tedavi gruplarinin ¢ogu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik
saptanmamis olsa da, TGF-f3 LP (5 ng/mL) grubunda RASA1 protein ekspresyonu
kontrol (*) grubuna kiyasla azalmistir. Ayrica, fibrozis grubuna kiyasla tiim tedavi
gruplarinda RASAL1 diizeyleri diismiistiir. Genel olarak bu bulgular, miR-132 ve TGF-
B3’lin yara iyilesme silirecinde proliferasyon ve migrasyon yolaklarinin

modiilasyonundaki diizenleyici roliinii desteklemektedir.

TGF-f sinyali yalnizca kanonik Smad yolaklariyla degil, ayn1 zamanda hiicre
dis1 sinyal diizenleyici kinaz 1/2 (ERK1/2), Ras ve kanonik olmayan sinyal yolaklar
(p38, PI3K/AKT, MAPK, JNK) gibi kanonik olmayan/mitojenik kaskadlarla da
iligkilidir (234). RASA1l ile TGF- arasinda dogrudan bir etkilesim acik¢a
tanimlanmamistir. Ancak Ras’a yanit veren eleman baglayict protein 1 (RREBI),
TGF-p1 ile Ras yolaklar1 arasinda molekiiler bir baglant1 saglamaktadir (232). Mevcut
calismada, TGF-B3 uygulamasi sonrasinda RASA1 diizeylerinde gozlemlenen doza
bagiml degisiklikler, Ras ile iligkili sinyal mekanizmalarinin siirece dahil oldugunu
diistindiirmektedir. TGF-B'nin fibroblastlarda Ras/MEK/ERK sinyal yolunu gecici
olarak aktive edebildigini bildiren calismalarla uyumlu olarak (235), TGF-B3
uygulanan gruplarda RASAT1 protein diizeyleri azalmis, en belirgin diisiis ise 5 ng/mL
TGF-B3 grubunda gozlenmistir. RASA1'in Ras sinyal yolunun negatif diizenleyicisi
oldugu g6z Oniinde bulunduruldugunda, RASA1 diizeylerindeki azalmanin Ras
aktivasyonunu kolaylagtirarak hiicre proliferasyonu ve migrasyonunu etkileyebilecegi
diistintilmektedir. Ayrica, TGF-B3'lin doza bagli olarak pro- veya antifibrotik etki
gosterebildigi bilinmektedir (133). Bu nedenle, farkli TGF-B3 dozlarinda gozlenen
RASA1 degisiklikleri biyolojik ag¢idan anlamli kabul edilmistir. Kombinasyon
gruplarinda ise RASA1 baskilanmasinin daha dengeli oldugu goriilmiistiir.

Proliferasyon belirtecleri birlikte degerlendirildiginde, TGF-B3 ve/veya miR-132
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tedavisi sonrasinda gozlenen RASA1 azalmasinin asir1 proliferatif bir yanittan
bagimsiz olarak hiicre migrasyonu ve doku yeniden sekillenmesini destekleyen

mekanizmalarla iligkili olabilecegi diistiniilmektedir.

Bos lipozom grubunda fibrozis grubuna kiyasla COL1, COL3, MMP9,
MMP13 ve CXCL1 gen ekspresyonunda gozlemlenen azalmalar, DOPC ve DSPE-
mPEG2000 gibi lipid bilesenlerinin biyolojik aktiviteye sahip oldugunu
gostermektedir. Formiilasyondaki DOPC bir fosfatidilkolin yapisindayken, DSPE-
mPEG2000 fosfoetanolamin yapisindadir. Véazquez-de-Lara ve ark. (236),
fosfoetanolaminin akciger fibroblastlarinda ERK ve STAT sinyal yolaklarini aktive
ederek COL1 ekspresyonunu baskiladigini géstermistir (236). Bu bulgu, bos lipozom
grubunda gbzlemlenen gen diizeyindeki COLI1 ekspresyon azalmasim

desteklemektedir.

Literatiirde, lipozom formiilasyonunda bulunan kolesteroliin terapdtik
uygulamalarda NF-«xB aktivasyonunu baskilayabildigi bildirilmistir (237). Ayrica, van
Alem ve ark. (238), lipid temelli ila¢ tastyic1 sistemlerinin inflamatuvar yaniti
baskilayabildigini gostermistir (238). Fosfatidilkolin ve fosfoetanolamin yapisindaki
lipidlerin ise hiicre zar1 organizasyonunu modiile ederek inflamatuvar sinyal
yolaklarin1 etkileyebildigi bildirilmistir (239). Bununla birlikte, lipid temelli
nanoterapotik sistemlerin sitokin iretimini, nitrik oksit (NO) sentezini ve diger
proinflamatuvar mediyatdrlerin salinimini baskilayabildigi de gosterilmistir (238). Bu
bulgularla uyumlu olarak, mevcut ¢alismada bos lipozom grubunda CXCLI1 gen
ekspresyonunun hem fibrozis hem de kontrol gruplarina kiyasla azaldig
belirlenmistir. Bu sonug, lipozom bilesenlerinin tek basina inflamatuvar yanitin

diizenlenmesine katkida bulunabilecegini diisiindiirmektedir.

MMP’leri aktive eden NF-kB gibi sinyal yolaklari, inflamatuar yanit siirecinde
aktive olmaktadir (240). Bu dogrultuda, bos lipozom formiilasyonunun inflamatuvar
yanitt baskilamasinin, MMP ekspresyonunun azalmasma katkida bulunmusg

olabilecegi diisliniilmektedir.

Dikkat c¢ekici bi¢cimde, bos lipozom grubunda RASAI1 protein diizeyleri
kontrol ve fibrozis gruplarma kiyasla artmistir. Azalmis mKi67 protein

ekspresyonuyla birlikte degerlendirildiginde, bu bulgu bos lipozom formiilasyonunun
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RASAI1 artist yoluyla Ras/MAPK/ERK sinyalini baskilayarak proliferasyonu
siirlandirabilecegini diisiindiirmektedir. Ras proteinlerinin membranla iligkili oldugu
ve lipid bilesimine duyarlilik gosterdigi géz Oniine alindiginda, formiilasyonun

indiikledigi membran lipid degisikliklerinin Ras yolagi aktivitesini modiile etmis

olabilecegi degerlendirilmektedir (241-243).

Bos lipozom grubunda, COL1 ekspresyonundaki degisimle uyumlu olarak
COL3 gen ekspresyonunda da azalma gozlenmesi, formiilasyon bilesiminde yer alan
fosfolipidler ve kolesteroliin  fibrotik siireci etkileyebilecegi  hipotezini
desteklemektedir. Bu dogrultuda, literatiirde fosfoetanolamin gibi yiizey aktif 6zellik
gosteren  lipidlerin  akciger fibroblastlarinda kolajen  birikimini  azalttig

bildirilmistir (244).

Bununla birlikte, bos lipozom grubunda COL1/COL3 oraninin artmasi ve bazi
parametrelerin kontrol grubunun da altina diismesi, tasiyici sistemin tek bagina fibrotik
stireci optimal sekilde diizenlemek ig¢in yeterli olmadigint gostermektedir. Genel
olarak bu bulgular, bos lipozom formiilasyonunun biyolojik olarak inert olmadigini ve
destekleyici antifibrotik ile antiinflamatuvar etkiler gosterebilecegini ortaya
koymaktadir. Bununla birlikte, temel terapétik etkinligin TGF-3 ve miR-132 gibi
aktif ajanlardan kaynaklandigi, tasiyict sistemin ise bu etkiyi destekleyici ve

tamamlayici bir rol iistlendigi diistiniilmektedir.

RT-qPCR ve ELISA analizlerinden elde edilen hedef gen ve protein
modiilasyonu bulgulari, lokal lipozom/lipopleks stratejisinin terapétik potansiyelini
desteklemektedir. Bu molekiiler bulgularin fonksiyonel olarak dogrulanmasi amaciyla,
fibroblast migrasyonu 48 saatlik Transwell hiicre migrasyon testi ile
degerlendirilmistir (135). Hem TGF-3 LP hem de miR-132 LPX gruplarinda, kontrol
grubuna kiyasla fibroblast migrasyonunun anlamli diizeyde arttig1 belirlenmistir
(swrastyla P<0,05 ve P<0,001). miR-132 LPX grubunda gozlenen artmis migratuvar
aktivite, miR-132'nin RASAI1 aracili fibroblast migrasyonunu diizenledigini bildiren
onceki ¢aligmalarla uyumludur (83). Benzer sekilde, TGF-B3 LP grubunda goézlenen
artmis migrasyon da TGF-B3'lin temel hiicresel fonksiyonlar1 korurken skar
olusumunu azaltan Onemli bir diizenleyici oldugunu gosteren literatiirle

uyumludur. Buna karsin, kombinasyon formiilasyonu kontrol grubuna kiyasla
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fibroblast migrasyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis olusturmamistir
(P=0,0642). Bu dengeli yanit, fibroblast aktivitesinin fizyolojik sinirlar igerisinde
diizenlendigini, yara kapanmasi i¢in gerekli migrasyonu korurken fibrotik siireglerle
iliskili agirt migratuvar fenotipin 6nlenmesine katki saglayabilecegini gostermektedir.
Bu bulgu, terapétik ajanlarin doku acikliginin kapanmasi ve re-epitelizasyon igin
gerekli homeostatik migrasyonu korurken fibrozisle iligkili asir1 migratuvar fenotipi
baskilamay1r amacladigi "dengeli aktivasyon" modeliyle uyumludur (245, 246).
Molekiiler analizlerde gozlenen iyilesmis COLI1/COL3 oram1 ve MMP
ekspresyonundaki diizenlenme ile degerlendirildiginde, bu fonksiyonel bulgular TGF-
B3 ve miR-132'nin birlikte uygulanmasinin diizensiz fibrotik skar olusumu yerine

diizenli doku yeniden sekillenmesini destekledigini gostermektedir.

In vitro diizeyde elde edilen umut verici molekiiler ve fonksiyonel bulgularin
ardindan, TGF-Bf3 LP ve miR-132 LPX'in yara bdlgesine kontrollii ve lokal olarak
uygulanmasini saglayacak bir tasiyict sistem gelistirilmesi amacglanmistir. Bu
dogrultuda, in vivo yanmik modeli c¢alismalarinda kullanilmak iizere 3D
biyobaskilanmis kitosan bazli hidrojel iskeleleri gelistirilmis ve fizikokimyasal ile

reolojik 6zellikleri degerlendirilmistir.

Viskoziteleri 30 mPa.s ile 6 x 107 mPa.s arasinda degisen biyomalzemelerin
mikroekstriizyon temelli biyobaski cihazlartyla uyumlu oldugu bildirilmistir (247). Bu
dogrultuda, optimal standardize hidrojel iskelenin belirlenmesi amaciyla kitosan
konsantrasyonu %?2 ile %8 (a/h) arasinda degisen hidrojel dispersiyonlar iizerinde
reolojik ve 3B biyobaski ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. Lipozomal formiilasyonlarin
ilavesiyle baski davranisinin degisebilecegi goz onilinde bulundurularak hem deneysel
bulgularimiz hem de onceki caligmalar dogrultusunda lipozom yiiklii hidrojel

biyobaskist i¢in %8 (a/h) kitosan konsantrasyonu secilmistir (148, 151, 157).

Bos kitosan (%7 (a/h)) ve lipozom/lipopleks yiiklii kitosan (%8 (a/h)) hidrojel
dispersiyonlarina ait frekans tarama analizleri, her iki sistemde de depolama
modiiliiniin (G') kayip modiiliinden (G") tiim frekans araliginda daha yiiksek oldugunu
gostermistir. Bu bulgu, her iki hidrojelin de baskin olarak elastik ve jel benzeri bir

davranig sergiledigini dogrulamaktadir.
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Gerinim taramasi testlerinde dogrusal viskoelastik bdlgenin belirlenmesi,
hidrojel aglarinin diisiik kayma kosullar1 altinda yapisal biitiinliglinii korudugunu
gostermektedir. Her iki formiilasyon da, kayma hizinin artmasiyla viskozitenin
azalmasiyla karakterize edilen kayma incelmesi (shear-thinning) davranis
sergilemigtir. Bu gozlemle uyumlu olarak Cardoso ve ark. (248), kitosan temelli
hidrojellerin ekstriizyon temelli 3B biyobaskiya uygun olabilmesi i¢in kayma
incelmesi Ozelligi gostermesi gerektigini bildirmistir. Bu Newtonyen olmayan,
psodoplastik akis davranisi, yiiksek kayma gerilimi altinda nozuldan sorunsuz
ekstriizyona ve depozisyon sonrasinda hizli yapisal geri kazanima olanak tanidigindan

kritik 6neme sahiptir (248).

Lipozomlarin polimer ag1 i¢inde fiziksel dolgu fazi olarak yer almasi nedeniyle
%38 (a/h) lipozom yiiklii kitosan formiilasyonunda viskoelastik 6zelliklerin iyilestigi
ve viskozitenin arttig1 diisiiniilmiistiir. Lipozomlarm hidrojel ag1 igerisindeki varligi,
ag yogunlugunu ve molekiiller arasi etkilesimleri artirarak akisa karsi direncin
giiclenmesine katki saglamus olabilir. Bununla birlikte, Ca¢i¢ ve ark. (181), farkli
lipozom tiplerinin kitosan hidrojellere ilavesinin viskozite profilleri {izerinde anlaml
bir degisiklige neden olmadigini bildirmis ve viskozite ilizerinde lipozom varligindan
ziyade polimer konsantrasyonunun daha belirleyici oldugunu gostermistir. Bu
dogrultuda, bu ¢alismada gozlenen viskozite artisinin temel nedeninin, %7 (a/h) yerine
%38 (a/h) kitosan konsantrasyonunun kullanilmasi oldugu diistiniilmektedir. Ayrica, bu
calismada elde edilen G’ degerleri, Yang ve ark. (37) tarafindan lipozom-hidrojel
kompozitleri i¢in bildirilen ve yumusak doku miihendisligi uygulamalar1 agisindan
uygun kabul edilen 9.000-18.000 Pa aralifi ile uyumludur. Genel olarak
degerlendirildiginde, bu reolojik bulgular, gelistirilen hidrojel formiilasyonlarinin
ekstriizyon tabanli 3D biyobaskilama ve sonraki biyomedikal uygulamalar i¢in uygun

viskoelastik 6zelliklere sahip oldugunu gostermektedir.

Hidrojel iskelelerinin biyobasilabilirligini degerlendirmek amaciyla yayilma
orani (spreading ratio) ile teorik baski ytiksekligi/baski sonrasi yiikseklik orani analiz
edilmistir. Hem bos hem de lipozom/lipopleks yiiklii hidrojel iskelelerinde maksimum
2'lik yayilma oraninin elde edilmesi, formiilasyonlarin benzer yayilma davranisi ve
sekil dogrulugu sergiledigini gostermektedir. Ayrica, yayilma oraninin agirlikli olarak

1 ve 1,25 oldugu bolgelerin baskin olmasi, hidrojellerin baskilama sirasinda kontrollii
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sekilde yayildigmi ve ardisik katmanlar arasinda yapisal biitiinliiglinii korudugunu

gostermektedir.

Dort katmanli 90° filament yerlesime sahip iskelelerde teorik baski
yiiksekligi/baski sonras1 yiikseklik oraninin 1 olarak belirlenmesi, optimize edilen
baski parametrelerinin yiiksek dogruluk sagladigini ve katmanlar aras1 ¢okmenin etkin
sekilde onlendigini dogrulamaktadir. Benzer sekilde, Schwab ve ark. (149), 1'e yakin
teorik baski yiiksekligi/baski sonras1 ylikseklik oranlarinin hidrojel bazli iskeleler igin
optimum biyobasilabilirligi temsil ettigini bildirmistir. Kitosan, dogal yapist geregi
biyobaskilanabilirligi sinirli bir polimer olarak kabul edilmesine ragmen (151), bu
caligmada standardize hidrojel iskeleleri basariyla {iretilmistir. Bu basarinin, RF'nin
formiilasyona dahil edilmesinin yani sira igne geometrisi ve ¢api, ekstriizyon basinci
ile baski hizi gibi temel biyobaski parametrelerinin optimize edilmesinden

kaynaklandig1 diistintilmektedir.

Farklt polimer konsantrasyonlarinda hazirlanan kitosan hidrojel iskeleler
arasinda ya da bos ve lipozom/lipopleks yiiklii kitosan (%8 a/h) + RF hidrojel iskeleler
arasinda pH degerleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlemlenmemistir (P>0,05). Bu bulgular, lipozom ilavesinin hidrojel sisteminin
pH’sin1 anlamli bi¢imde degistirmedigini gostermektedir. Bu gdzlem ayrica,
lipozomlarin polimer aginin iyonik 6zelliklerini degistirmeden kitosan matriksi i¢inde
fiziksel olarak hapsedildigini diisiindiirmektedir. Benzer sekilde, dnceki ¢caligmalarda
da lipozom veya lipoplekslerin hidrojel formiilasyonlarina eklenmesinin pH iizerinde

anlamli bir degisiklige neden olmadig: bildirilmistir (145, 249).

FTIR analizinde, lipozom/lipopleks yiikli hidrojel dispersiyonlarinin
spektrumlarinin bos hidrojel ile biiylik dl¢iide benzerlik gostermesi, lipozomlar ile
kitosan matriksi arasinda yeni kovalent baglarin olusmadigini ortaya koymustur.
Ayrica hidrojel iskelede gozlemlenen karakteristik pikler capraz bagl hidrojel ag
yapisinin basariyla olustugunu dogrulamistir (33). Bu bulgular, lipozomlarin polimer
yapisinda kimyasal bir degisiklige yol agmaksizin hidrojel iskelesi icerisine fiziksel

olarak entegre edildigini gostermektedir.

Benzer sekilde, bos ve lipozom/lipopleks yiiklii hidrojel iskelelerin DSC

termogramlar1 karsilastirilabilir termal gecis profilleri sergilemistir. Ilk 1sitma
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dongiisiinde saptanan endotermik gecis sicakliklar1 neredeyse ayni bulunmus (bos
hidrojel iskele i¢in 212,06°C ve lipozom/lipopleks yiiklii hidrojel iskele i¢in 215,25°C)
ve bu durum lipozom ilavesinin hidrojel matriksinin termal stabilitesini 6nemli 6l¢iide
degistirmedigini gdstermistir. Buna karsilik entalpi, lipozom ilavesinin ardindan 15,41
J/g’dan 7,21 J/g’a diismiistiir. Bu azalma, lipozomlarin polimer zincir paketlenmesini
bozarak hidrojel agindaki kristalin yap1y1 azaltmasindan kaynaklanmis olabilir. DSC
termogramlarinin genel benzerligi ve entalpideki azalma birlikte degerlendirildiginde,
lipozomlarin molekiiler diizeyde anlaml1 yapisal degisikliklere yol agmaksizin kitosan

matriksi i¢inde fiziksel olarak hapsedildigi sonucu desteklenmektedir (173).

Onceki calismalar, hidrojel matrikslerinin enkapsiile edilmis lipozomlarin
membran biitlinligiinii ve mekanik stabilitesini korudugunu; lipozomlarm ise lipid
bilesimlerine ve konsantrasyonlarina bagli olarak hidrojellerin sisme davranisini ve
reolojik Ozelliklerini modiile edebildigini gdstermistir (36). Ozellikle DOTMA,
DOPC, kolesterol ve PEG gibi lipozomal lipidlerin hidrofilik bas gruplari, hidrofilik
etkilesimler yoluyla su alimimi desteklemektedir (250). Ayrica DOTMA igeren
katyonik lipozomlarin, elektrostatik etkilesimler aracilifiyla polimer agini
genisleterek kitosan hidrojellerinin sisme kapasitesini artirdigir gosterilmistir (181).
PEGile lipozomlar ise ylizeydeki PEG zincirlerinin su baglama kapasitesi sayesinde
hidrasyonu ek olarak artirmaktadir (37, 250). Bu caligmalarla uyumlu olarak, bu
calismada gelistirilen lipozom/lipopleks yiiklii hidrojel iskeleleri, 24 saatlik
inkiibasyon sonrasinda bos hidrojel iskelelerine kiyasla anlamli derecede daha ytiksek
sisme (swelling) kapasitesi gostermistir. Bu bulgu, lipozomlarin hidrojel matriksine

dahil edilmesinin su absorpsiyon kapasitesini artirdigin1 dogrulamaktadir.

Lipozom yiiklenmesinin hidrojel iskelelerinin degradasyon davranis
tizerindeki etkisi degradasyon testi ile degerlendirilmistir. Yirmi dort saat sonunda,
lipozom/lipopleks yiiklii hidrojel iskelelerinin bos hidrojel iskelelerine kiyasla daha
yiiksek degradasyon oran1 gosterdigi belirlenmistir. Bu artigin, lipozom yiiklenmesiyle
hidrojel matriksinin su alim kapasitesinin artmasina ve degradasyon siireci sirasinda
lipozomlarin matriksten salinmasina bagl oldugu diisiiniilmektedir. Benzer sekilde,
Kaul ve ark. (251), lipozomlarin hidrojel ag yapisina su penetrasyonunu

kolaylastirarak matriks degradasyonunu hizlandirdigini bildirmistir.
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Mekanik karakterizasyon sonuclari, lipozom/lipopleks yiiklii hidrojel
iskelelerinin bos hidrojel iskelelerine kiyasla daha yiiksek ¢ekme gerilmesi, ancak
daha diisik kopma uzamasi sergiledigini gostermistir. Bu bulgular, lipozom
yiiklenmesinin polimer ag yapisinin homojenligini kismen bozarak hidrojelin
elastikiyetini azalttigin1 diisiindiirmektedir. Bu etkiyi dengelemek ve hidrojel
iskelesinin mekanik performansimi iyilestirmek amaciyla kitosan konsantrasyonu
artirllmig ve bdylece daha yliksek ¢ekme dayanimina sahip hidrojel iskeleleri elde
edilmistir. Ayrica hem bos hem de lipozom/lipopleks yiiklii hidrojel iskeleleri igin
belirlenen mekanik 6zelliklerin literatiirde genel olarak bildirilen degerlerden daha
yliksek oldugu goriilmiistiir. Bu durumun, mekanik testler sirasinda Orneklerde

meydana gelen kismi su kaybindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (252).

SEM analizi, lipozomlarin hidrojel iskeleye basariyla dahil edildigini bir kez
daha dogrulamistir. Hidrojel matriksi igerisinde gozlenen kiiresel partikiillerin
biiyiikligi, dagilimi ve morfolojik 6zelliklerinin hazirlanan lipozomlarla uyumlu
olmasi, lipozomlarin hidrojel matriksi igerisine basariyla gomiildiigiine iliskin

dogrudan kanit saglamaktadir.

TGF-B3 ve miR-132'ye ait salim profilleri, bu molekiillerin lipozom veya
lipopleksler igerisinde hidrojel iskelelere yiiklenmesinin, serbest formlarina ve
lipozom/lipopleks igerisindeki salimlarina kiyasla salim siirelerini belirgin sekilde
uzattigin1 gostermistir. Serbest TGF-B3 yaklagitk 72 saat igerisinde tamamen
salimirken, hidrojel iskelesine yiiklenen TGF-B3 yiiklii lipozomlar 312 saate kadar
uzayan kontrollii bir salim profili sergilemis ve kiimiilatif salim oran1 %96,64 + 0,64
olarak belirlenmistir. Benzer sekilde, serbest miR-132 ilk 2 saat icerisinde %95,6 +
0,01 oraninda hizla salinirken, hidrojel iskelesine yiiklenen miR-132 yiiklii
lipoplekslerden 312 saatin sonunda yalnmizca %9,84 + 0,004 oraninda salim

gerceklesmistir.

Bu bulgular, Yang ve ark. (37) tarafindan oOnerilen lipozom-hidrojel
sistemlerindeki iki agamali salim mekanizmasi ile uyumludur. Bu mekanizmaya gore,
ilag salimi ilk olarak hidrojelin sigsmesi veya degradasyonu sirasinda olusan
gozeneklerden lipozomlarin diflizyonu, ardindan ise enkapsiile edilen etkin maddenin

lipozomlardan salinmasi seklinde gergeklesmektedir. Benzer sekilde, oOnceki
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caligmalar lipozomlarin hidrojeller ile birlikte kullanilmasinin baglangicta goriilen ani
salimi (burst release) azalttigini ve her iki tastyici sistemin tek bagina saglayamayacagi
uzun siireli kontrollii ilag salimina olanak tanidigin1 gostermistir (36). Ayrica, lipozom
yiiklii etkin maddelerin kitosan hidrojellere yiiklenmesinin, lipozomal membrana ek
olarak ikinci bir diflizyon bariyeri olusturarak ila¢ salimini daha da uzattig:

bildirilmistir (181).

TGF-B3 (%96,64) ve miR-132 (%8,23-9,84) icin belirlenen kiimiilatif salim
oranlar arasindaki belirgin fark, bu molekiillerin farkli fizikokimyasal 6zellikleri ile
aciklanabilir. Coziiniir bir protein biiylime faktdrii olan TGF-B3, hem lipozomal
membranlardan hem de hidrojel go6zeneklerinden nispeten kolay difiize
olabilmektedir. Buna karsilik, negatif yiiklii bir niikleik asit olan miR-132, katyonik
kitosan matriksi ve katyonik lipopleks bilesenleri ile giiclii elektrostatik etkilesimler

olusturdugundan, hidrojel iskelesinden difiizyonu 6nemli dl¢iide kisitlanmaktadir.

Hidrojel iskelesinden 312 saatin sonunda miR-132'nin smurlt diizeyde
salinmast, lipoplekslerin bu siire boyunca yapisal stabilitesini korudugunu ve hidrojel
matriksinin kontrollii salima katki sagladigin1 gostermektedir. Boylece, hidrojel
matriksi ile lipozom/lipopleks sisteminin birlikte olusturdugu c¢ift bariyer yapisi, her
iki terapotik ajanin uzun siireli ve kontrollii salimmi desteklemistir. Bu bulgular,
lipozom/lipopleks yiikli kitosan hidrojel iskelesinin proteinler ve niikleik asitlerin
lokal ve uzun siireli uygulanmasi ic¢in etkili bir tasiyict platform oldugunu

desteklemektedir (36, 181).

MTT analizi, 24 ve 48 saat sonunda kontrol, bog LP-HS ve TGF-3 LP + miR-
132 LPX-HS gruplar arasinda hiicre canlilig1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik olmadigini géstermistir (P>0,05). Bu sonug, gelistirilen hidrojel iskelelerinin
dermal fibroblastlar iizerinde sitotoksik etki olusturmadigini ve biyouyumlu oldugunu
dogrulamaktadir. Elde edilen bulgular, kitosan bazli lipozom-hidrojel kompozit
sistemlerinin yiiksek biyouyumluluk gosterdigini bildiren Onceki c¢alismalarla

uyumludur (36, 248).

Optimize edilmis formiilasyonun terapotik etkinligi, in vitro kosullarda
gozlemlenen sinerjistik etkilerin fizyolojik agidan anlamli yara iyilesme kosullarinda

da yeniden olusturulup olusturulamayacagini belirlemek amaciyla in vivo fare yanik
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modelinde ayrica degerlendirilmistir. Calisma boyunca yara kapanmasi1 makroskobik
olarak izlenmis, histolojik ve biyokimyasal analizler ise yara iyilesmesinin yeniden

diizenlenme fazina karsilik gelen 21. giinde gerceklestirilmistir.

Fare yanik modellerinde 21. giin, yara iyilesmesinin proliferatif fazdan yeniden
diizenlenme (remodeling) fazina ge¢is donemi olarak kabul edilmektedir (253, 254).
Tedavi gruplarinin cogunun 21. giine kadar yaklasik %80—100 oraninda makroskobik

yara kapanmasi sergilemesi nedeniyle, doku toplama i¢in bu zaman noktasi se¢ilmistir.

Proliferatif faz genellikle yaralanmayi takip eden iigiincii glinde baslamakta ve
yaklagik ii¢ haftaya kadar devam etmektedir (255). Bu faz; fibroblast proliferasyonu,
miyofibroblastlara farklilasma, ECM sentezi ve yara kontraksiyonu ile karakterizedir.
Ayni donemde, keratinositler ile fibroblastlar arasindaki koordineli epitelyal-
mezenkimal etkilesimler sonucunda re-epitelizasyon gerceklesirken, anjiyogenez,
endotelyal hiicre proliferasyonu ve periferik sinir rejenerasyonu da es zamanl olarak
ilerlemektedir. Bu siiregler, kendisinden 6nceki inflamatuar faz sirasinda salinan ve
doku rejenerasyonu ile yeniden diizenlenme fazina yonlendiren sitokinler ve biiylime

faktorleri tarafindan siki1 bi¢imde diizenlenmektedir (253).

Yara iyilegsmesinin son evresi olan yeniden diizenlenme fazi, tipik olarak
yaralanmadan yaklasik 2-3 hafta sonra baslamakta ve birka¢ ay boyunca devam
edebilmektedir (254). Bu evrede graniilasyon dokusu kademeli olarak gerilerken,
epidermis ve dermal vaskiiler yapi, doku mimarisini yeniden olusturmak iizere yapisal
bir reorganizasyon geg¢irmektedir. Es zamanli olarak fibroblast, miyofibroblast ve
vaskiiler bilesenlerin sayis1 azalmakta ve periferik kan mononiikleer hiicreleri
(PBMC’ler) apoptoz yoluyla yara boélgesinden uzaklastirilmaktadir (253). Bu
dogrultuda, 21. giinde sakrifiye edilen farelerin yara iyilesmesinin yeniden

diizenlenme fazina girmis oldugu degerlendirilmistir (253, 254).

Makroskobik degerlendirme, 7. ile 15. giinler arasinda TGF-f3 LP-HS, miR-
132 LPX-HS ve TGF-B3 LP + miR-132 LPX-HS gruplarinda yara kapanmasinin yanik
kontrol grubuna kiyasla anlamli bigimde arttigim1 gostermistir (P< 0,05). Ozellikle
kombinasyon tedavisi uygulanan grupta, yara kapanmasinin her iki monoterapi
grubuna gore daha fazla olmasi, TGF-f3 ve miR-132'nin birlikte uygulanmasinin

sinerjistik bir terapotik etki olusturdugunu diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, 21.
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giinde tiim deney gruplarinda yara kapanma oranlarinin benzer diizeye ulagmasi
nedeniyle gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir
(P>0,05). Bu bulgular, TGF-f3 ve miR-132'nin tek basina yara iyilesmesini
hizlandirabildigini, ancak kombine uygulanmalarinin yara iyilesmesinin erken ve orta

donemlerinde doku onarimin1 daha da hizlandirdigini gostermektedir.

RT-qPCR analizinde, yanik kontrol grubu ile Bog LP-HS grubu arasinda COL1
ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir
(P>0,05). Onceki in vitro RT-qPCR bulgularinda, bos lipozom formiilasyonu kontrollii
hiicre kiiltiirii kosullarinda icerdigi nispeten yiiksek lipid konsantrasyonuna bagl
olarak orta diizeyde antifibrotik etki gdstermistir (256). Buna karsin, in vivo ¢calismada
hidrojel iskelesinin bilesiminde lipozomlarin oransal olarak daha diisiik miktarda
bulunmasi ve yara mikrogevresinin daha kompleks yapisi nedeniyle bu lipid kaynakli
etkinin sinirlanmis olabilecegi diistiniilmektedir. Nitekim Bog LP-HS grubunda, yanik
kontrol grubuna kiyasla COL1, COL3 ve IL-1a diizeylerinde IHK skorlar1 agisindan
anlamli bir farklilik goézlenmemistir (P>0,05). Bu bulgular, in vitro kosullarda
gbzlenen biyolojik etkinin in vivo ortamda biiylik Olclide baskilandigini ve doku
onariminin esas olarak aktif terapotik ajanlar olan TGF-B3 ve miR-132 tarafindan

yonlendirildigini diistindiirmektedir.

TGF-B3 LP-HS, miR-132 LPX-HS ve TGF-f3 LP + miR-132 LPX-HS
uygulamalar1 hem yanik kontrol hem de Bos LP-HS gruplarina kiyasla COL1 gen
ekspresyonunu anlamli bi¢imde azaltmistir. Bu bulgu, tedavi uygulanmayan yanik
modellerinde TGF-B1 ekspresyonunun yanik sonrasi ilk iki hafta boyunca yiiksek
seyrettigini ve 21. glinde de normal diizeylerin ilizerinde kaldigini gdsteren dnceki
caligmalarla uyumludur (209, 257, 258). TGF-B1 kolajen sentezinin ve fibrozisin
baslica indiikleyicisi oldugundan, TGF-B3 uygulamasinin TGF-f sinyalini modiile
ederek bu profibrotik etkileri dengeledigi diisiiniilmektedir. in vitro bulgularimiz ve
yayimlanmis ¢aligmalarla uyumlu olarak (62, 133, 199, 200), TGF-B3 LP-HS
uygulamasinin yeniden diizenlenme faz1 boyunca COL1 ekspresyonunu etkin bicimde
baskilayarak asir1  skar dokusu ile iligkili kolajen birikimini azalttigini

diisiindiirmektedir.
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Benzer sekilde miR-132 LPX-HS, in vitro gdzlemlerimizle uyumlu olarak hem
yanik kontrol hem de Bos LP-HS gruplarina kiyasla COL1 ekspresyonunu anlamli
bicimde azaltmistir. Bu bulgular, miR-132’nin yara iyilesmesi sirasinda TGF-3
sinyalini diizenleme ve patolojik kolajen birikimini sinirlandirmadaki roliinii daha da
desteklemektedir (81). Onceki caligmalarda ayrica, sinaptik plastisite modellerinde
miR-132’nin MMP9 mRNA’sinin 3'-UTR bdélgesine baglanarak MMP9 protein
ekspresyonunu baskiladig1 gosterilmistir (259, 260). Bu diizenleyici mekanizma yara
iyilesmesinde heniiz tam olarak ortaya konulmamis olsa da, MMP9’un hiicre dist
matriks yeniden diizenlenmesinde kritik bir mediyatér olmasi, yara iyilesmesi
sirasinda da benzer bir mekanizmanin isleyebilecegini diisiindiirmektedir. in vitro RT-
qPCR sonuglarinda, miR-132 LPX grubunda dermal fibroblastlarda gdzlenen MMP9
gen ekspresyonundaki azalma, in vivo ¢alismada belirlenen COL1 ekspresyonundaki
azalmanin, MMP9'un baskilanmasiyla dolayli olarak iligkili olabilecegine isaret
etmektedir. Benzer sekilde, kombinasyon tedavisi (TGF-B3 LP + miR-132 LPX-HS)
de COL1 ekspresyonunda anlamli bir azalma saglamig olup, bu bulgu her iki terapdtik

ajanin birlikte uygulanmasinin in vivo antifibrotik etkinligini desteklemektedir.

COL3 gen ekspresyonu da Bos LP-HS, TGF-B3 LP-HS, miR-132 LPX-HS ve
TGF-B3 LP + miR-132 LPX-HS gruplarinda yanik kontrol grubuna kiyasla anlamli
bicimde azalmistir. Kitosanin, TGF- ve MAPK yolaklar1 dahil olmak iizere doku
onariminda yer alan gesitli sinyal yolaklarin1 diizenledigi bildirilmistir (211, 261).
Ayrica kitosan temelli biyomalzemelerin, kolajen tip III’ten zengin matriksten kolajen
tip I’'in baskin oldugu olgun dokuya ge¢isi destekleyerek ECM yeniden
diizenlenmesini kolaylastirdig1 gosterilmistir (262, 263). Bu calismalarla uyumlu
olarak, Bos LP-HS uygulamasi COL1 ekspresyonunu anlamli bi¢imde degistirmemis,
ancak yeniden diizenlenme fazinda COL3 ekspresyonunu azaltmistir; bu durum
kitosan hidrojelinin kendisinin, i¢cerdigi terap6tik ajanlardan bagimsiz olarak fizyolojik

ECM olgunlagmasina katkida bulundugunu diisiindiirmektedir.

In vitro bulgularimizla uyumlu olarak, TGF-B3 LP-HS uygulamasi yanik
kontrol grubuna kiyasla COL3 ekspresyonunu azaltmis; ancak Bos LP-HS grubuna
gore anlamli bir farklilik gozlenmemistir (P>0,05). Buna karsilik, hem miR-132 LPX-
HS hem de TGF-B3 LP + miR-132 LPX-HS gruplarinda Bos LP-HS grubuna kiyasla
COL3 ekspresyonu anlamli diizeyde daha diisiik bulunmustur. Bu bulgu, miR-132"'nin
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yeniden diizenlenme fazinda kolajen tip III ekspresyonunun diizenlenmesine dnemli
katki saglayabilecegini diislindiirmektedir. Genel olarak degerlendirildiginde bu
sonuglar, TGF-B3’iin kolajen yeniden diizenlenme fazindaki antifibrotik etkisini ve
miR-132’nin kombine uygulandiginda bu antifibrotik etkiyi daha da gii¢clendirdigini

gostermektedir.

Literatiirle (211, 212) ve in vitro sonuglarimizla uyumlu olarak, COL1/COL3
orant TGF-B3 LP-HS, miR-132 LPX-HS ve TGF-f3 LP + miR-132 LPX-HS
gruplarinda hem yanik kontrol hem de Bos LP-HS gruplarina kiyasla anlamli bicimde
azalmistir. Buna karsilik Bos LP-HS grubunda yanik kontrol grubuna goére anlamhi
fark bulunamamaistir (P>0,05). Bu bulgular, COL1/COL3 oranindaki azalmanin esas
olarak kitosan bazli tasiyici sistemden ¢ok TGF-B3 ve miR-132nin terapdtik
etkileriyle iliskili oldugunu ve bunun daha dengeli bir ekstraseliiler matriks yeniden

diizenlenimi ile fibrotik potansiyelin azalmasina katki sagladigini diisiindiirmektedir.

IL-1 sitokin ailesinin iiyeleri inflamasyonun merkezi diizenleyicileridir; IL-1a
ise prototipik bir pro-inflamatuar sitokin ve doku hasarmin ardindan hizla salinan
hasarla iligkili molekiiler Oriintii (alarmin) olarak islev gormektedir (264). Deri
hasarmin ardindan IL-la ile IL-1 reseptorii iizerinden inflamatuar sinyalinin
baglamasiyla, CCL20 gibi kemokinlerin iiretimi uyarilarak immiin hiicrelerin bolgeye
cagrilmasi desteklenmektedir. IL-1a ile birlikte IL-8, TNF-a, IL-6 ve CCL2’nin kalic1
olarak yliksek diizeylerde olmasinin, kronik yaralar ve uzamis inflamasyon ile

yakindan iligkili oldugu gosterilmistir (264, 265).

Literatiirle uyumlu olarak, IL-1a ekspresyonu tiim tedavi gruplarinda yanik
kontrole kiyasla anlaml1 bicimde azalmistir. Ayrica TGF-3 LP-HS ve miR-132 LPX-
HS, Bos LP-HS grubuna kiyasla anlamli diizeyde daha diisiik IL-1a ekspresyonu
gozlenirken, kombine tedavi ve Bos LP-HS gruplar1 arasinda anlamlhi fark

bulunamamuistir (P>0,05).

Yirmi birinci giinde belirlenen gorece yiiksek IL-la ekspresyonu, yara
kapanmasinin biiyiik 6l¢iide ger¢eklesmis olmasina ragmen lokal inflamatuvar yanitin
tamamen sonlanmadigmi gostermektedir. Bununla birlikte, TGF-f3 LP-HS
uygulamasi sonrasinda IL-1a ekspresyonunda gézlenen azalma, TGF-f sinyal yolunun

modiilasyonu yoluyla kalici inflamasyonun baskilanabilecegini diisiindiirmektedir.
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Benzer sekilde, miR-132'nin IL-1A, IL-1B, TNF, IL-8, CXCL1, CXCL5 ve CCL20
basta olmak iizere ¢ok sayida inflamatuvar mediyatoriin ekspresyonunu baskilayarak
yara iyilesmesinde inflamasyon fazindan proliferasyon fazina gecisi destekledigi
bildirilmistir (81). Bu mekanizmayla uyumlu olarak, bu ¢alismada miR-132 LPX-HS
uygulamasi da IL-la ekspresyonunu anlamli diizeyde azaltmistir. Buna karsin,
kombinasyon tedavisi yanik kontrol grubuna kiyasla IL-1a ekspresyonunu azaltmasina
ragmen, etkisi Bos LP-HS grubundan anlamli diizeyde farkli bulunmamistir. Bu
durum, TGF-f3 ve miR-132'nin inflamatuvar sinyal yolaklar1 iizerindeki
etkilesimlerinin doz, uygulama zamani ve lokal doku mikrogevresi gibi faktorlerden

etkilenebilecegini diisiindiirmektedir (63, 133).

Kitosanin hemostatik, antimikrobiyal ve antiinflamatuvar 6zelliklere sahip
oldugu; mikrobiyal yiikii azaltarak ve inflamatuvar yaniti diizenleyerek yara
iyilesmesini destekledigi iyi bilinmektedir (262). Bu dogrultuda, Bos LP-HS grubunda
gozlenen IL-1a ekspresyonundaki azalmanin kitosan bazli hidrojel iskelesinin dogal

biyolojik 6zelliklerinden kaynaklandig: diistiniilmektedir.

RASAL ekspresyonu, in vitro bulgularimizla uyumlu olarak TGF-B3 LP-HS,
miR-132 LPX-HS ve TGF-f3 LP + miR-132 LPX-HS gruplarinda yanik kontrole
kiyasla anlaml1 bicimde azalmistir. Ras sinyali genel olarak yara iyilesmesinin erken
evrelerinde fibroblast proliferasyonu, anjiyogenez ve kolajen sentezi ile iligkilendirilse
de (81, 235), Ras/ERK yolaginin gec evrelerdeki siirekli aktivasyonu keratinosit
migrasyonu, re-epitelizasyon ve doku yeniden diizenlenimiyle de iliskilendirilmistir
[122,123]. Kitosanin da benzer sekilde ERK1/2 sinyalini aktive ederek epitel hiicre
proliferasyonunu ve migrasyonunu destekledigi bildirilmistir [113]. Bu gozlemlerle
uyumlu olarak, Bos LP-HS grubunda yanik kontrole kiyasla RASA1 ekspresyonu
azalmistir. Bu durum kitosan iskelenin hiicresel yanitlar1 Ras/ERK sinyal ekseni

iizerinden modiile ettigini diistindiirmiistiir.

TGF-B3 LP-HS ve Bos LP-HS gruplart arasinda RASAI1 ekspresyonu
acisindan anlamli bir farklilik gézlenmezken, miR-132 LPX-HS grubunda Bos LP-HS
grubuna kiyasla anlamli diizeyde daha diisiik RASA1 ekspresyonu belirlenmistir.

RASAT1'in miR-132'nin dogrulanmis dogrudan hedeflerinden biri oldugu g6z oniine
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alindiginda (78), bu bulgu beklenen bir sonug olup uygulanan miR-132"nin biyolojik

aktivitesini desteklemektedir.

Ras sinyal yolagi aktivasyonunun, hiicre proliferasyonu ve migrasyonunu
artirarak yara iyilesmesinin proliferasyon fazina katki sagladigi bilinmektedir (81). Bu
calismada, TGF-f3 LP + miR-132 LPX-HS grubunda RASAT1 ekspresyonunun Bos
LP-HS grubuna kiyasla daha yiiksek bulunmasi, Ras sinyal yolunun aktivitesinde
diizenleyici bir degisimi ve yara iyilesmesinin proliferasyon fazindan yeniden
diizenlenme fazina gegisi yansitiyor olabilir. Bu dogrultuda, RASAI
ekspresyonundaki degisimin doku onarimmin ileri evreleriyle iliskili olabilecegi

diistinilmektedir.

Deney gruplar1 arasinda o-SMA gen ekspresyonu agisindan anlamli bir
farklilik gozlenmemistir (P>0,05). o-SMA, miyofibroblast farklilagmasinin iyi
tanimlanmis bir belirteci olup, yara iyilesmesinin ge¢ proliferasyon fazinda aktif rol
almakta ve hiicresel kontraktilite yoluyla yara kontraksiyonuna katki saglamaktadir.
Yeniden diizenlenme fazinda ise miyofibroblastlar ile birlikte inflamatuvar ve vaskiiler
hiicrelerin 6nemli bir kismi apoptoza ugramakta, bunun sonucunda hiicresellik
azalirken olgun ekstraseliiler matriksten zengin doku olugmaktadir (266). Bu
caligmada analizlerin 21. giinde gerceklestirilmis olmasi nedeniyle, tim gruplarda
miyofibroblast baskin fazin biiylik 6lclide tamamlanmis oldugu diistiniilmektedir.
Dolayistyla, a-SMA ekspresyonunda anlamli bir farklilik gézlenmemesi, tedaviye
ozgii bir etkiden ziyade yara iyilesmesinin fizyolojik ilerleyisini yansitmaktadir. Bu
nedenle, ge¢ donem fibrotik yeniden diizenlenmenin degerlendirilmesinde COLI1,
COL3 ve ozellikle COL1/COL3 orani, ekstraseliiler matriks organizasyonunu daha

duyarli sekilde yansitan belirtegler olarak esas alinmistir.

Yirmi birinci giinde gergeklestirilen histolojik degerlendirme, yliksek H&E
skorlarmin genel olarak uzamis graniilasyon dokusu aktivitesine ve yeniden
diizenlenme fazina gecisin gecikmesine karsilik geldigini; diisiik skorlarin ise
inflamasyonun sonlanmasimi ve matriks reorganizasyonuna dogru ilerlemeyi
yansittigini géstermistir (253, 254). Bu calismada, TGF-B3 LP-HS ve miR-132 LPX-
HS gruplarinda yanik kontrol grubuna kiyasla histolojik skorlarin anlamli diizeyde

daha diisiik oldugu belirlenmistir (P<0,05). Bu bulgu, her iki tedavinin de proliferatif
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yanitin daha hizli sonlanmasini ve yeniden diizenlenme fazina gegisi destekledigini
diisiindiirmektedir. Kombinasyon grubunda (TGF-B3 LP + miR-132 LPX-HS) da
histolojik skorlarda azalma egilimi gdzlenmesine ragmen bu fark istatistiksel olarak
anlamlt bulunmamistir (P>0,05). Bu durum, tekli tedavi gruplarina kiyasla
kombinasyon grubunda COL1, COL3, IL-1a ve RASA1 ekspresyonlarinin gorece

daha yiiksek bulunmasiyla da uyumludur.

Konvansiyonel H&E boyamanin, kolajen lif organizasyonu ve hiicre dist
matriks mimarisi gibi ince yapisal 6zelliklerin degerlendirilmesinde sinirli ¢ézilintirliik
sundugu belirtilmelidir. Ayrica, ge¢ evre yara iyilesmesi sirasinda meydana gelen ince
molekiiler degisiklikler yar1 kantitatif histolojik skorlama yontemleriyle tam olarak
yakalanamayabilir (267). Gen ekspresyonu diizeyinde kombinasyon grubunda daha
belirgin molekiiler etkiler gdzlenmesine ragmen, histolojik degerlendirmede anlaml
farklilik saptanmamis olmasi, histolojik analizlerin duyarlilik smirliliklar: ile
transkripsiyon sonrast diizenleyici mekanizmalarla iligkili olabilir (80, 267). Buna
karsin, makroskobik yara kapanmasi analizinde kombinasyon grubunda daha hizl
iyilesme gozlenmesi, histolojik farkliliklarin sinirli olmasina ragmen kombinasyon

tedavisinin fonksiyonel etkinligini desteklemektedir.

[HK analizler, Bos LP-HS, miR-132 LPX-HS ve TGF-B3 LP + miR-132 LPX-
HS gruplan ile kontrol grubu arasinda COL1A2, COL3A1 veya IL-1a boyanma
yogunlugu acisindan anlamli bir farklilik bulunmadigini ortaya koymustur (P>0,05).
Buna karsilik, TGF-$3 LP-HS grubunda COL1A2 ekspresyonu kontrol grubuna
kiyasla anlamli bigimde azalmistir (P< 0,05).

RT-qPCR analizinde tiim tedavi gruplarinda COL1, COL3 ve IL-la gen
ekspresyonlarinda azalma belirlenmesine ragmen, bu degisiklikler IHK analizlerde
protein diizeyine tutarli bigimde yansimamistir. Bu durum, IHK ydntemin orta
diizeydeki transkripsiyonel degisiklikleri saptamadaki yari kantitatif yapisindan
kaynaklanan duyarlilik sinirliliklar ile agiklanabilir (80, 267).

Benzer sekilde, a-SMA immiinboyamasinda da Bog LP-HS, miR-132 LPX-HS
ve kombinasyon gruplarinda yanik kontrol grubuna kiyasla anlamli bir farklilik
gbzlenmemis olup (P>0,05), bu bulgu gen ekspresyonu sonuglariyla uyumludur. Buna

karsin, TGF-B3 LP-HS grubunda a-SMA protein diizeyi yanik kontrol grubuna gore
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anlamli diizeyde daha diisiik bulunmustur (P<0,05). Tedavi gruplar1 arasindaki bu
farklilik, a-SMA proteininin transkripsiyonel baskilanma sonrasinda da uzun yari
omrii nedeniyle hiicre iskeletinde varligini siirdiirebilmesi ile agiklanabilir (266, 268).
Kombinasyon grubunda o-SMA ekspresyonunun korunmus olmasi ise, yeniden
diizenlenme fazinda doku kontraksiyonu ve ECM yeniden diizenlenmesini
destekleyebilecek  diizeyde  miyofibroblast  aktivitesinin devam  ettigini

diisiindiirmektedir.

Kombinasyon grubunda histolojik ve IHK analizlerde istatistiksel olarak
anlaml farkliliklarin gézlenmemesi, in vitro bulgularla tam olarak ortiismemektedir.
Bu durum, in vivo yara mikrogevresinin karmasik yapisindan ve molekiiler etkilerin
yara iyilesmesinin farkli evrelerinde en yiiksek diizeye ulagsmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Ayrica, molekiiler ve histolojik degerlendirmelerin yalnizca tek bir
zaman noktasinda (21. giin) gerceklestirilmis olmasi, yara iyilesme siirecinin dinamik

ilerleyisinin tam olarak ortaya konulmasini sinirlandirmis olabilir.

Calismanin bir diger metodolojik kisithiigr ise IHK analizlerde poliklonal
antikorlarin kullanilmig olmasidir. Poliklonal antikorlar yiiksek sinyal duyarlilig
saglamakla birlikte, birden fazla epitopu tanimalar1 nedeniyle ¢apraz reaksiyon ve
nonspesifik baglanma riskini artirabilmektedir (269). Ayrica, partiler aras1 degiskenlik
tekrarlanabilirligi etkileyerek yar1 kantitatif degerlendirmelerde tutarsizliklara yol
acabilmektedir (270, 271). Bu sinirhiliklar uygun kontrollerin kullanilmasi ve antikor
diliisyonlarinin optimize edilmesiyle kismen azaltilmis olsa da, gelecekte Western blot
veya ELISA gibi kantitatif protein analiz yontemlerinin kullanilmasi bulgularin

giivenilirligini ve saglamligini artiracaktir (272).

Bununla birlikte, in vivo deneylerde kullanilan hayvan sayis1 etik gereklilikler
ve 3R ilkelerine uyum dogrultusunda sinirlandirilmistir. Her ne kadar grup basina alt1
hayvan kullanilmast G*Power analizi ile %90 istatistiksel giic saglayacak sekilde
belirlenmis olsa da, daha kiigiik etki biiyiikliiklerinin saptanmasinda sinirhiliklar s6z
konusu olabilir (273). Ayrica, fare yanik modeli insan yara iyilesmesi ile bir¢ok ortak
ozellige sahip olmakla birlikte, yara kontraksiyonunun daha belirgin olmasi ve immiin
yanitlar arasindaki tiirler arasi farkliliklar nedeniyle bulgularin klinik uygulamalara

aktarilmasinda bu sinirhiliklar goz 6niinde bulundurulmalidir (274).
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Caligmanin bir diger sinirliligr ise takip ve goriintiileme siiresinin kisith
olmasidir. Etik ve deneysel kisitlamalar nedeniyle daha uzun donem sonuglar
degerlendirilememistir. Bununla birlikte, elde edilen bulgular yanik yaralarinin
tedavisine yonelik kombinasyon temelli terapétik yaklasimlarin gelistirilmesine

onemli katkilar saglamaktadir.

Genel olarak degerlendirildiginde, elde edilen bulgular TGF-f3
monoterapisinin giiclii bir antifibrotik etki olusturmakla birlikte, etkin doku onarimi
icin gerekli olan hiicresel aktiviteyi de baskilayabilecegini diisindiirmektedir. Bu
durum, onceki klinik ¢alismalarda TGF-B3'lin smurli klinik etkinlik gdstermesini
aciklayan olast mekanizmalardan biri olabilir (4). Buna karsilik, TGF-B3 ve miR-
132'nin  kombinasyon halinde wuygulanmasi, antifibrotik etkinligi korurken
proliferasyon ve migrasyon siireglerinin de devam etmesini saglayan daha dengeli bir
diizenleyici etki olusturmustur. Bunun sonucunda daha hizli makroskobik yara

kapanmasi1 ve daha etkin bir yara iyilesme siireci saglanmistir (78, 80).



162

6. SONUC ve ONERILER

Bu tez kapsaminda, lipozomal sistem lipid bilesenlerinin rasyonel se¢imi ile
basariyla optimize edilmis; partikiil biiyiikligii, PDI ve zeta potansiyelinin
belirlenmesinde DOTMA—-CHOL etkilesiminin kritik rol oynadigi gdsterilmistir.
Secilen formiilasyon, hem TGF-f3 hem de miR-132 i¢in yiiksek enkapsiilasyon
etkinligi saglamis, TGF-B3 i¢in kontrollii ve uzun siireli salim sunarken miR-132'nin
hiicre i¢ine etkin taginmasini miimkiin kilmistir. Stabilite ve sitotoksisite ¢aligmalar
ise gelistirilen formiilasyonun fiziksel olarak stabil ve dermal fibroblastlar ile

biyouyumlu oldugunu dogrulamistir.

miR-132 ve TGF-B3'lin yara iyilesmesi ve fibrozis tizerindeki kombine etkileri,
in vitro fibrozis modeli kullanilarak degerlendirilmistir. Test edilen formiilasyonlar
arasinda, TGF-f3 LP ve miR-132 LPX kombinasyonu COL1/COL3 oranim en etkili
sekilde optimize etmis ve belirgin bir antifibrotik etki gostermistir. Bu bulgular,
kombinasyon tedavisinin ECM yeniden diizenlenmesini fizyolojik sinirlar igerisinde

destekledigini gostermektedir.

In vivo fare yanik modelinde ise 21. giinde gergeklestirilen gen ekspresyon
analizinde, tiim tedavi gruplarinda yanik kontrol grubuna kiyasla COL1, COL3, IL-1a
ve RASA1 ekspresyonlarinda genel bir azalma belirlenmistir. Bununla birlikte,
COL1/COL3 oraninda anlamli azalma yalnizca kombinasyon tedavisi grubunda
gbzlenmis olup, bu bulgu TGF-3 ve miR-132'nin birlikte uygulanmasinin antifibrotik

potansiyelini desteklemektedir.

Elde edilen bulgular, kombinasyon tedavisinin terapétik etkinliginin, miR-
132'nin doku yenilenmesini destekleyen etkileri ile TGF-B3'lin antifibrotik aktivitesi
arasinda kurulan fonksiyonel dengeden kaynaklandigimi diisiindiirmektedir. Bu
yaklasimin, TGF-B3 monoterapisinin 6nceki klinik uygulamalarinda bildirilen

smirliliklarin agilmasina katki saglayabilecegi degerlendirilmektedir.

Bu formiilasyonun terapétik potansiyelinin daha kapsamli olarak ortaya
konulabilmesi i¢in gelecekte gergeklestirilecek c¢alismalarda in vivo modellerde

zamana bagli degerlendirmelere yer verilmesi onem tasimaktadir. Farkli zaman
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noktalarinda (3., 7., 14., 21. ve 28. giinler) gergeklestirilecek molekiiler ve histolojik
analizler, en belirgin biyolojik etkinin yara iyilesmesinin hangi fazinda ortaya
ciktiginin belirlenmesine katki saglayacaktir. Ayrica, doku mekanik dayanimi ve
elastikiyeti gibi fonksiyonel parametrelerin degerlendirilmesi, elde edilen bulgularin
klinik agidan anlamliligini artiracaktir. Bunun yan sira, gelistirilen dual ilag tagiyici
sistemin terapdtik etkinliginin ticari yara iyilestirme iriinleriyle karsilastirilmasi,

klinik potansiyelinin daha objektif bi¢imde degerlendirilmesine olanak saglayacaktir.

Sonu¢ olarak, bu calisma miR-132 ve TGF-B3 kombinasyonunun yara
iyilesmesi tedavisinde giiclii bir translasyonel potansiyele sahip oldugunu ortaya
koymustur. Daha kapsamli in vivo dogrulama ve preklinik degerlendirmelerin
ardindan, gelistirilen dual ilag tasiyici sistemin gelecekte klinik uygulamalar i¢in umut

vadeden bir tedavi stratejisi olusturabilecegi diisiiniilmektedir.
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