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OZET

ULSERATIF KOLIT TEDAVISINE YONELIK MESALAZIN VE EKSOZOMUN
MIKROAKISKAN TABANLI SISTEM iLE ENKAPSULASYONU
Ceyda KOROGLU OZMEN
Farmasoétik Biyoteknoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Temmuz 2024
Danisman: Prof. Dr. Gillay BUYUKKOROGLU

Bu tez calismasinda, kolon ve rektumda iltihaplanma ve {ilserler ile karakterize
inflamatuar bagirsak hastaligi olan iilseratif kolitte (UK) meydana gelen enflamasyonu
azaltmak ve rejenerasyonu arttirmak amaci ile oral uygulanacak bir ilag tasiyici sistem
gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, 6zellikle kolon epitel hiicreleri
tizerinde topikal anti-enflamatuar etkiye sahip oldugu bilinen kimyasal bir etkin madde
olan mesalazin ile doku rejenerasyonu ve onarimi kapasiteleri bilinen insan gobek
kordonu bag dokusu (Wharton jeli) kok hiicrelerinden elde edilen eksozomlar (hWJ-
MKH ex0), yeni bir sistem olan damlacik mikroakiskan metodu kullanilarak olusturulan
yag i¢inde su emiilsiyonu sistemi ile kombin ve ayr1 ayr1 olmak tizere enkapsiile edilmis,

kolona hedeflenebilmesi igin enterik kapl kapsiillere doldurularak liyofilize edilmistir.

Hazirlanan sistem {izerinde ve igerigindeki Ki mesalazin ve eksozomlar igin
karakterizasyon ¢alismalar yiritillmustir. Mesalazin i¢in UPLC kullanilarak analitik
yontem gelistirme ve validasyon ¢aligsmalari, eksozomlar i¢in hem elde edilme hem elde
edildikten sonra hem de formiilasyon gelistirildikten sonra TEM, SEM goriintiileri, hiicre

icine alim1 analizleri, enterik kapsiil igin ise salim ¢alismalar1 yapilmustir.

Enterik kapsiil i¢erigindeki mesalazin ve eksozom igeren ve icermeyen liyofilize

yag i¢inde su emiilsiyonunun toksisitesi MTT analiz yontemi ile incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Mezankimal kok hiicre, Eksozom, Mesalazin, Mikroakiskan
teknolojisi, Ulseratif kolit



ABSTRACT

ENCAPSULATION OF MESALAZINE AND EXOSOME WITH MICROFLUIDIC-
BASED SYSTEM FOR THE TREATMENT OF ULCERATIVE COLITIS
Ceyda KOROGLU OZMEN
Department of Pharmaceutical Biotechnology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, June 2024
Supervisor: Prof. Dr. Giilay BUYUKKOROGLU

This thesis aimed to develop an orally administered drug delivery system to reduce
inflammation and increase regeneration in ulcerative colitis (UC), an inflammatory bowel
disease characterized by inflammation and ulcers in the colon and rectum. For this
purpose, mesalazine, a chemically active ingredient known to have topical anti-
inflammatory effects especially on colonic epithelial cells, and exosomes (hWJ-MKH
exo) obtained from human umbilical cord connective tissue (Wharton jelly) stem cells,
known to have tissue regeneration and repair capacities, were encapsulated separately and
in combination with a water-in-oil emulsion system created using a new system called
droplet microfluidic method and were filled into enteric-coated capsules and lyophilized

for targeting to the colon.

Characterization studies were carried out for the prepared system and for the
mesalazine and exosomes in it. For mesalazine, an analytical method development and
validation studies were conducted using UPLC, for exosomes that during and after their
obtaining procedures and after its formulation TEM, SEM image studies, and cellular

uptake analyses were performed, and for enteric capsules release studies were conducted.

Toxicity studies of the enteric capsule content forming by lyophilized oil-water
emulsion and its forms containing mesalazine and exosome were investigated by MTT

analysis method.

Keywords: Mesenchymal stem cell, Exosome, Mesalazine, Microfluidic technology,
Ulcerative colitis
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

. 1..12024

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

ahlaki ve hukuki sonuglari kabul ettigimi bildiririm.

Imza

Ceyda KOROGLU OZMEN

Vii



ICINDEKILER

Sayfa

OZET ... ettt ettt st reere s 11
ABSTRACT .ottt iv
TESEKKURLER ........ocoooiiiieeeeeee e et \Y/
ETIK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI............. Vil
ICINDEKILER ........ooooviiiieieceeeeee et enee st ene s an s Viii
TABLOLAR DIZINI ......oooiiiiiiicce s Xii
SEKILLER DIZINT .......coooioieiooeeeeeeeeeeeeeeeee et Xiii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI .......c.cccoovininiiniiniinns XV
L.GIRIS VE AMAGC ..ottt sn s 1
2. LITERATUR BILGIST ......cooovviiiiiiicee e 2
2.1, ULSERATIF KOLIT....c0cvuiviviiiteiieieiescie ettt 2
2.1.1. Semptomlart ve CeSitleri ............cccuvumioiiiiiiiieiiiiiie e 2
2.1.2. PAtOfIZYOIOJIST ...ecveeeeeiieii e 3
2.1.3. Tedavi SeCeneklert ...............cooueiiiiueiiiieiiie s 4
2.1.4. Ulseratif icin kullanilan yeni ilag tasiyict sistemler ..............c.c......... 5
2.1.4.1. Nanopartikiiler ilag tagiyict sistemler..........cocovvviviiiiiiiicininen, 6
2.1.4.1.1. Boyut aracili hedefleme...........ccccooovviiiiniiiiiici 6
2.1.4.1.2. Yiizey yiikii hedefleme..........ccococoviiiiiiniiicc e 7
2.1.4.1.3. Redox potansiyeline duyarli hedefleme ............ccccoovvirnnnnnn. 7
2.1.4.1.4. pH duyarli hedefleme ..........c.ccoeviiiiiiinii 7
2.1.4.1.5. Ligand aracili aktif hedefleme............cccoovevviviiiiiiiiiiciicn, 8
2.1.4.1.6. Zaman duyarli hedefleme............cccoovieiiiiin e 8
2.1.4.1.7. On ilag (Prodrug) ile hedefleme ............cccoevevvviriverereieiccnnans 9
2.1.4.1.8. Polisakkarit matrisleri aracilig1 ile hedefleme........................ 9
2.2.MESALAZIN ...ttt 9
2.3. MEZANKIMAL KOK HUCRELER VE EKSOZOMLAR ......cocviiiiiiieiiniesieenen, 11
2.4. MIKROAKISKAN TEKNOLOJIST ..vvvviviiiiiiieiiereiieeeeeeeeeeseeeeeeseesessssessssssssseseseees 17

viii



RIRE) 0021 16) ) 2) 2 QNSO 21

3.1. KULLANILAN MADDELER .....ccutiiiiiieiiinie s 21
3.2. KULLANILAN CIHAZLAR......cociiiiiiin i 22
AYONTEM......cooooiiiiiiiiinsiesieseie e 24
4.1. FORMULASYON GELISTIRME CALISMALARI ....ccuvveeiiiieeiiieeeiineesnieeeenineesnenas 24
4.1.1. Mesalazin igin analitik yontem gelistirme ..............c..cccocevvvniininennn, 24
4.1.1.3. Mesalazin i¢in validasyon ¢alismalart ..........cccocoevvvvieiiveniiinnnnne, 25
4.1.1.3.1 Caligma arali@l......ccccoueeiieiiiiiieiiee e 25
4.1.1.3.2. DOZrusallik .......ccoiviiiiiiiiciicseeseee e 26
4.1.1.3.3. DOZIUIUK.....ceiiiiiiiieieccse s 26
4.1.1.3.4. KESINIK ..ot e 26
4.1.1.3.5. DuyarliliK.....cooviiiii 27
4.1.1.3.6.. SECICTIK ..ovvveiii ittt 27
4.1.2. Eksozom izolasyonu ve karakterizasyonu............ccccocevererennnieennennns 27
4.1.2. 1. EGK DIAINM o e 27
4.1.2.2. Wharton jeli kokenli mezankimal kok hiicrelerin izolasyonu ve
81100 0 PSPPSRI 28
4.1.2.3. EKSOZOM 1ZOIaSYONU ......oouviiiiiiiiiiesiesisieeeee e 29
4.1.2.4. Eksozomlarin karakterizasyonu............cccccoeviviiniciiienennnennnne 29
4.1.2.4.1. NanoDrop spektrofotometrisi ile eksozom protein miktar
LY 1 PSSR PSSRSO 29
4.1.2.4.2. BCA Protein Assay Kit ile eksozom protein miktar tayini .. 29
4.1.2.4.3. EKsozom yiizey belirteclerinin akis sitometrisi ile analizi ... 31
4.1.2.4.4. Eksozomlarin gegirimli elektron mikroskopu (TEM) ile
KaraKteriZaSYONU .........covieiiieiie ettt et saee et ee e 32
4.1.2.4.5. Eksozomlarin taramali elektron mikroskopu (SEM) ile
KAraKEEriZASYONU ....c.oouiiiiiiiiisiesiesee ettt 32
4.1.2.4.6. Nanopartikiil izleme analizi (NTA).......cccceviiriiiiiniennne 32
4.1.2.4.7. Zetasizer ile boyut analizi............cocevveeiiiiii i 33
4.1.3. Mesalazin ve eksozom igeren formiilasyonlarin gelistirilmesi .......... 33
4.1.3.1. Mesalazin igeren formiilasyonun gelistirilmesi ............ccceevvveenne. 33
4.1.3.2. Eksozom igeren formiilasyonun geligtirilmesi.............ccccvrvennnn 38



4.1.4. Mesalazin ve eksozom igeren formiilasyonlarin karakterizasyonu ... 40

4.1.4.1. Fiziksel gOTUNUM.........ccueiiiiiiiiiiieii e 40
4.1.4.2. Mesalazin igeren formiilasyonlarin karakterizasyonu................. 40
4.1.4.2.1. Etkin madde miktar tayini ..........cccccoeveiienieie i, 40
4.1.4.2.2. Etkin madde salim ¢ali$mast ..........cccoceeieriiieniiniiienieeiee 42
4.1.4.3. Eksozom igeren formiilasyonun karakterizasyonu ..................... 45
4.1.4.3.1. Eksozomlarin gecirimli elektron mikroskopu (TEM) ile
KAraKLEriZASYONU .....ocivieueiiiieiieeie sttt ettt st e et sraesae e reeee e 45
4.1.4.3.2. Eksozomlarin taramali elektron mikroskopu (SEM) ile
KAraKEEIIZASYONU ......oeuiiiiiiieiiieie ettt 45
4.2. HUCRE KULTURU CALISMALARI ...vuvuvuiitiiiiiiiiiiiiiiaiasasssasssssssssssssssssssssasssanes 45
4.2.1. Sitotoksisite CAILSTMAST..........cccueiviiiiiiiiiiiii i 45
4.2.2 Eksozomlarin hiicre i¢ine alinma analizi ..................cccoovvvvveeeeiiiicnnn, 47
5. BULGULAR VE YORUM ..ottt 48

5.1.MESALAZINE AIT ANALITIiK YONTEM GELISTIRME VE VALIDASYON

(O 31 551 7N 7N 23 O USRI 48
5.1.1. Analitik yontem geligtirme ...............cccocovovviiiiiiiiniiiie e 48
5.1.2. Validasyon ¢alismalart ...............cccccoooviiiiiiiiiiiiiiiiie e 48

5.1.2.1. DoZrusallk.......oooiiiiiie e 48
5.1.2.2. DOZIUlUK ..o 49
5.1.2.3. KESINIIK ..ot 50
5.1.2.4. Duyarlilik ..o 51
5.1.2.5. SEGICIIK .evvevieie e sie et 51
5.2. KARAKTERIZASYON CALISMALARI ....ovvvieiiiiieeeeiiieeeeeteeeeessiieeeeeeneeeeeeenes 52
5.2.1. FizikSel GOFUNTS ........ccovoviiiiiiiiiiiiii e 52
5.2.2. Mesalazin iceren formiilasyonlarin karakterizasyonu ...................... 53
5.2.2.1. Etkin madde miktar tayini.........cc.cooriiininieienc e 53
5.2.2.1. Etkin madde salim ¢aliSmasl.........cccceveuvrervieiiieeiiieesiieeessieeesnnas 54
5.2.3. Eksozomlarin ve eksozom igeren formiilasyonun karakterizasyonu.. 56
5.2.3.1. Eksozomlarin total protein konsantrasyonunun belirlenmesi..... 56
5.2.3.1.1. NanoDrop Spektrofotometrisi ile protein miktar tayini ....... 56
5.2.3.1.2. BCA Protein Assay Kit ile protein miltar tayini .................. 56



5.2.3.2. Eksozom yiizey belirte¢lerinin akis sitometrisi ile analizi.......... S7

5.2.3.3. Eksozomlarin elektron mikroskopu ile karakterizasyonu........... 59
5.2.3.3.1. Eksozomlarin gegirimli elektron mikroskopu (TEM) ile
KAraKLEriZASYONU .....eeivievieiiieiieeiesteeste ettt te e te e re et e e sraesae e reeee e 59
5.2.3.3.2. Eksozomlarin taramali elektron mikroskopu (SEM) ile
KAraKEEIIZASYONU ..ottt 60
5.2.3.4. Eksozomlarin Partikiil analizi..............ccccceeiiineeiiiiiee e, 61
5.2.3.4.1. Nanopartikiil izleme analizi (NTA)........ccccvviviviiiiniiiiniinnns 61
5.2.3.4.2. Zetasizer ile boyut analizi...........ccccoceveiiieiiiiiiiieen, 63
5.2.4. Hiicre kiiltiirti ¢altsmalart .............ccccccoovveiiiiiiiie i siiene e 64
5.2.4.1. SitotoksiSite GalISIMAST ..uuiviuriiiriieiiieiiiie e 64
5.2.4.2. Eksozomlarin hiicre i¢ine alinma analizi ..............ccccceeevcvveneenne, 66
6. TARTISMA ...t e st e e e e nnrees 68
6.1. ANALITIK YONTEM GELISTIRME VE VALIDASYON CALISMALARI ............. 68
6.2. FORMULASYON GELISTIRME CALISMALARI .....cccuvvieeeiiiieeeiiiieeeeesiveeee e 68
6.3. KARAKTERIZASYON CALISMALARI ....ovviieiiiiieeeeiiieeeseireeeessinneeesenreeeeeenes 71
6.3.1. FizZikS@l GOVUINTLS .......occviiiiiiei e 71
6.3.2. Etkin madde miktar tayini.........cccooeveieiiieniniecese e 71
6.3.3. Etkin madde salim ¢aliSmast ...............ccccocueeviiiniiiiiiine e 72
6.3.4. Eksozom fzolasyonu ve KarakterizasyonU............ceeeveveeevevereeerenennnn, 75
6.4. HUCRE KULTURU CALISMALARI ....ccctviieeiiiiieeeeitiiee e e eireeeessiire e e e snreea e e e 77
T SONUC ...ttt 79
KAYNAKC A ...t r e e e e s e e e e e e e s e naneees 80
EKLER
OZGECMIS

xi



TABLOLAR DiZiNi

Sayfa

Tablo 2.1. Oral Uygulama Yoluyla FDA Tarafindan Onaylanan Giincel
Maglar ve Kullandigt Mekanizmalar ...................coooiiiiiiieiiiiiieiein 6
Tablo4.1. UPLC calisma KoSullart ...........c.ooueiiriiniiiiiiie e e 25
Tablo 4.2. 0.5-1 ug/mL konsantrasyonlarinda BSA standardinin hazirlanmasi........... 30
Tablo 4.3. 1-10 pg/mL konsantrasyonlarinda BSA standardinin hazirlanmasi............. 30
Tablo 4.4. Salim ¢alismasi i¢in kullanilan ortamlar.....................ccooiiiiiininnnns. 43
Tablo 4.5. Salim ¢aligsmasi i¢in kullanilan ortamlarin igerikleri ........................... 43
Tablo 4.6. Salim ¢alismasinda 6rnek alma saatleri ....................ccooiiiiiiininnenne. 44
Tablo 5.1. Mesalazin dogrusallik SONUGIart ...............coovee e e cee e e e e enen 49
Tablo 5.2. Mesalazin dogruluk ¢alismasi sonuglart ................coce oo cee e vee e e enn 0. 50
Tablo 5.3. Mesalazinin kesinlik ¢alismasi sonuglart .................cooooiiiiiiieninn.... 50
Tablo 5.4. Saptama ve tayin SInirlart ..............oooiiiiiiiiiiii 51

Tablo 5.7. pH 3 ve pH 7.5 CMC ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan kapsiillerde yapilan
etkin madde miktar tayini ve konsantrasyon sonuglart .......................... o4

Tablo 5.6. pH3 CMC ¢ozeltisi ile hazirlanan formiilden zamana kars1 salinan kiimiilatif
Mesalazin miKtart ..o 55

Tablo 5.7. pH7.5CMC ¢ozeltisi ile hazirlanan formiilden zamana karsi salinan
kiimiilatif Mesalazin miktart ... 55

Tablo 5.8. NTA analiz SONUGIArT ............c.ootiiniit i, 63

xii



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1. Ulseratif Kolit fenotipleri .............vuuiueieiie i 2
Sekil 2.2. Saglikli durumda ve iilseratif kolitte bagirsak bagisiklik sistemine genel bakis.3

Sekil 2.3. Kolonda tutulum derecelerine gore UK ¢esitleri ve kullanilabilir

mesalazin preperatlart ............oooiiiiiii 5)
Sekil 2.4. Kullanilan 0n ilag sistemleri.............c.ooiiiiiiii i, 9
Sekil 2.5. Mesalazinin kolon mukozasinda onerilen etki mekanizmast...................... 10

Sekil 2.6. Hiicre dis1 vezikiillerin biyogenezi ve yapist (eksozomlar ve

Mikro VeZIKGIIET) ... e 14
Sekil 2.7. Ulseratif kolitte mezankimal kok hiicre eksozomlarinin diizensiz

bagisiklik sistemi bilesenleri tizerindeki modiilator etkisi...................... 16

Sekil 2.8. Damlacik mikroakiskanlarinin cihaz geometrileri. (a) Akis odakli, (b) es akis

(c)T kavsagt geometrileri ..........ooiiiiiiiiiiiiii 18
Sekil 4.1. 15 mg mesalazin 5 mL distile su ile hazirlanmis karsisiminin elastik boruya
COLNTT...... 0. ... . J 48 W ... W .............. 34
Sekil 4.2. CMC igeren ¢ozeltilerinde hazirlanmis meselazin siispansiyonlari (soldan
SA8A %0 1, % 2, %0 3, %0 5) cun ottt et e e e e e e e e e e 34
Sekil 4.3. Sirkiilasyonlu su banyosu ile olusturulan 1sitic1 diizenek .......................... 35
Sekil 4.4. Hazirlanan 1sitic1 diizenegin siringa pompasindaki kullanimt ................... 35
Sekil 4.5. Mikroakiskan ¢ip ile olusturusmus Sistem ............ccooiviiiiiiiiiiininnnnnn, 36
Sekil 4.6. Emiilsiyon olusturmak i¢in kullanilan PDMS ¢ip......c.ccocevev e vee e e 36
Sekil 4.7. 1ki fazin da 48 uL/dk olarak verildiginde olusan damlaciklarin 151k mikroskobu
OTUNTUST (A0X) .o ie i et et et e e e e e ees e e e e e eee eee ee een e e e vee aees DT
Sekil 4.8. Olusan damlaciklarin kakao yagi donduktan sonraki 11k mikroskobu goriintiisii
Sekil 4.9. 15 mg/mL mannitol igeren su fazi ile olusturulan damlaciklarin 151k mikroskobu
OTUNLUST (A0X) .o et e e et e e et e ee e ee et e e een e s e e e 2eeee0 3D
Sekil 4.10. Kapsiiliinden soyulan formiilasyonun gorinimii ...................cc.eeee. 241
Sekil 4.11. Salim ¢alismasi ve etkin madde miktar tayini deney diizenegi .................42
Sekil 4.12. Etkin madde tayini i¢in olusturulan sistem ................coccoi e iee e en el 42

Sekil 4.13. Mesalazin madde miktar tayini ve salim ¢alismasi i¢in kullanilan diizenek..44

Sekil 5.1. Mesalazine ait kromotogram piki .............cocoo e ieiiiiie e e e, 48

Xiii



Sekil 5.2. Dogrusallik EZrisi ......o.ovviiiiiiiiiiii it e e e e e e e 249

Sekil 5.3. UPLC kromotogramlart .............co oo i oot iie ee vee eee ee een e ee e een een een eene D2
Sekil 5.4. Mesalazin igeren kapsiil i¢erigine ait 151k mikroskobu goriintiileri ............ 52
Sekil 5.5. Eksozom igeren kapsiil i¢erigine ait 151k mikroskobu goriintiileri ............ 53

Sekil 5.6. Mesalazin ve eksozom igeren kapsiil igerigine ait karsilastirmali 151k
mikroskop gOTUNtiler ...........oiiiiiiii et e e e e e e e e e 222,03
Sekil 5.7. pH 7.5 CMC ve pH 3 CMC ¢ozeltisi ile hazirlanmig formiillerden Mesalazinin

1§10 0 B 2 <y S SRUPRPPPRIS -1 o
Sekil 5.8. BCA kiti dogrusallik egrisi (0.5-1 pg/mL) .....ooooiiee e e e e e 20 D7
Sekil 5.9. BCA kiti dogrusallik egrisi (1-10 pg/mL) ..o, o7

Sekil 5.10. hWJ-MKH’lerden izole edilmis eksozomlarin flow sitometrisi ile
immunofenotipik karakterizasyonu (CD9 ylizey belirteci i¢in) ... .............. 58
Sekil 5.11. hWJ-MKH’lerden izole edilmis eksozomlarin flow sitometrisi ile
immunofenotipik karakterizasyonu (CD81 yiizey belirteci igin).................. 58
Sekil 5.12. hWJ-MKH'lerden elde edilen eksozom siispansiyonu TEM goriintiisii......59
Sekil 5.13. hWJ-MKH'lerden elde edilen eksozomlarla yapilan formiilasyonun
dissoliisyon ortamindan elde edilen siispansiyonun TEM goriintiisii ......... 60
Sekil 5.14. hWJ-MKH'lerden elde edilen eksozomlarin SEM goriintiisi ................. 60
Sekil 5.15. Kakao yagi kristalleri lizerinde yer alan eksozomlarin SEM goriintiisii......61

Sekil 5.16. Kakao yag: kristalleri iizerinde yer alan eksozomlarin SEM goriintiisii ve

(01011 (U PR UPRURSURPRIRY o ) |
Sekil 5.17. Eksozomlara ait Konsantrayon / Boyut Grafigi ................c. . oo e e ool ..62
Sekil 5.18. Eksozomlara ait Ortalama konsantrasyon / Boyut Grafigi ..................... 62
Sekil 5.19. Yogunluk / Boyut grafigi .........ccoooviiiiiiiiiiiii e 63
Sekil 5.20. Zetasizer ile eksozomlarin boyut analizi grafigi.....................ocooii 64

Sekil 5.21. Mesalazin ve mesalazin iceren formdiillerin uygulandigi hiicrelerin canliligi.64
Sekil 5.22. Eksozom ve eksozom igeren formiillerin uygulandigi hiicrelerin canliligi...65
Sekil 5.23. FITC isaretli siRNA iceren eksozomlarin hiicre ig¢ine alinma mikroskop

GOTUNTUICTI. . ... 66
Sekil 5.24 PKH26 boyasi ile boyanan eksozomlarin hiicre i¢ine alinmasini gdsteren

MiKroskop gOTUNtUST. ... ...oitiit i 67

Xiv



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

5-ASA 5 Aminosalisilik asit

Ampl Amplitude

BCA Bikinkoninik asit

BSA Bovin serum albiimini

CMC Karboksi Metil Seliiloz

DCM Diklorometan

Exo Eksozom

FBS Fetal bovin serum

hwWJ-MKH exo Insan Wharton jeli mezankimal kék hiicresi

IL Interldkin

ICH Uluslararas1 Harmonizasyon Toplululugu

KLN Kat1 Lipid Nanopartikiil

LOD Saptama Sinir1

LOQ Tayin Sinir1

MTT 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazolyum
Bromiir)

NTA Nanopartikiil izleme analizi

PBS Fosfat tamponu

rpm Dakikadaki devir sayisi

SEM Taramali Elektron Mikroskobu

SH Standart Hata

SS Standart Sapma

TEM Gegirimli Elektron Mikroskobu

Th T Helper

TNF Tiumor Nekrozis Faktor

UPLC Ultra Basingli/Performans Sivi Kromotografisi

USP Amerikan Farmakopesi

UK Ulseratif kolit

XV



1.GIRIS VE AMAC

Ulseratif kolit, kolon ve rektumda iltihaplanma ve iilserler ile karakterize kronik

idiyopatik inflamatuar bagirsak hastaligidir.

Mezenkimal kok hiicre tedavisi, mezankimal kok hiicrelerin - gligli
immiinomodiilasyon ve doku rejenerasyonu ve onarimi kapasiteleri nedeniyle, iilseratif
kolit gibi agir1 immiin yanith hastaliklar i¢in yeni bir tedavi stratejisi olarak giindemdedir.
Mevcut bilgilere gore, mezenkimal kok hiicrelerin terapétik etkinligine biiyiik 6l¢iide,
hiicre dis1 vezikiillerin (EV'ler) aracilik ettigi bulunmustur. EV olarak da ifade edilen
eksozomlar, mezenkimal kok hiicrenin direkt nakli ile iligkili riskleri azaltmanin yani sira,

igerikleri nedeniyle biyolojik tedavide yeni bir yaklasim olarak ortaya ¢ikmustir.

Mesalazin, hafif ila orta dereceli tilseratif kolitli hastalar i¢in birinci basamak
tedavi olan bir 5-aminosalisilik asit bilesigidir. Kolon epitel hiicreleri tizerinde topikal bir
anti-enflamatuar etkiye sahip oldugu ve terapétik aktivitesinin enflamatuar yolaklarin
inhibisyonuna bagli olabilecegi diisliniilmektedir. Topikal etkisinden dolay1 temel amag,
etkilenen kolona ilag dagitimini optimize etmek ve sistemik absorpsiyonu en aza

indirmektir.

Damlacik mikroakigskan sistemleri, mikrokanallar igindeki karigmaz g¢ok fazli
akislar yoluyla ayri damlaciklar iiretir. Bu sayede kapsiillenmek istenen her tiirli
materyal, materyalin bozunmasina sebep olabilecek her tiirlii fiziksel ve kimyasal dis

etmenlerden uzak bir sekilde kapsiillenebilir.

Bu tez kapsaminda hastalik kaynakli olusan enflamasyonu tedavi etmek icin
mikroakigkan teknolojisi kullanilarak hazirlanan insan gdébek kordonu kaynakl
mezankimal kok hiicre eksozomlar1 ve kimyasal kaynakli bir antienflamatuar olan
mesalazini iceren yag iginde su emiilsiyonunun enterik kapli kapsiillere doldurularak
hazirlanmistir. Enterik kapsiiller sayesinde gelistirilen ila¢ tastyici sistemin kolona

ulagmasinin saglanmasi amaglanmistir.



2. LITERATUR BIiLGIiSI
2.1. Ulseratif Kolit

Ulseratif kolit, etiyolojisi ve patogenezi heniiz tam olarak anlagilamayan,
multifaktoriyel kokenli, kolonu etkileyen bir kronik inflamatuar bagirsak hastaligidir
(Karagozian vd., 2007; Kucharzik vd., 2020; Ungaro vd., 2017).

Ulseratif kolit kolonu ve rektumun en i¢ tabakasi olan mukozay etkiler, siirekli
iltihaplanma ve iilserasyon alanlar1 olarak ortaya ¢ikar (Head & Jurenka, t.y.; Ungaro vd.,
2019) .

2.1.1. Semptomlari ve cesitleri

Ulseratif kolit, kolonu rektumdan ¢ekuma kadar uzanan degisken boyutlarda
etkileyebilir ve kolonik tutunumun boyutu klinik olarak 6nemlidir (Gajendran vd., 2019;
Torres vd., 2012).

Kolonun yalnizca en distal kism1 olan rektumun enflamasyonuna tilseratif proktit;
rektum, sigmoid ve ¢ikan kolonun enflamasyonuna “left sided” kolit; tim kolonun
enflamasyonuna “extensive” kolit denir (Bkz. Sekil 2.1) (Head & Jurenka, t.y.;
Karagozian vd., 2007; Satsangi vd., 2006).

Proktit Left-sided kolit Extensive kolit

Vakalarin %30-60'ini olusturur Vakalarin %16-45'ini olusturur Vakalarin %15-35'ini olusturur
Semptomlar Semptomlar Semptomlar
Rektal kanama, tenesmus, rektal aciliyet Proktite eslik eden diyare, abdominal kramplar Left-sided kolite eslik eden genel semptomlar, yorgunluk, ates

Sekil 2.1. Ulseratif kolit fenotipleri (Ungaro vd., 2017)

Ulseratif kolit, sessiz baglangigh olabilecegi gibi, semptomlarin kademeli olarak
baslamasiyla veya atak akut baslangigli da olabilir (Gajendran vd. Hastaligin hafif
semptomlar1 arasinda digkilama iste§inde artis, karin kramplar1 ve ishal yer alir. Hastalik
hafiften agira dogru ilerledikge, hasta ayrica kilo kaybi, yorgunluk, besin eksikliklerine

yol agabilen istahsizlik, digkida mukus, siddetli rektal kanama, ates ve anemi yasayabilir



(Carter vd., t.y.; Gajendran vd., t.y.; Langan vd., t.y.; Ungaro vd., 2017) . Ulseratif kolitin
klasik belirtileri, mukuslu veya mukussuz kanli ishal, rektal aciliyet, tenesmus ve
genellikle digkilama ile rahatlayan degisken derecelerde karin agrisini igerir (Gajendran
vd.). Kolon tutulumunun boyutu, her zaman olmasa da genellikle hasta tarafindan
sergilenen semptomatolojinin derecesine gore tahmin edilebilir; daha siddetli semptomlar
genellikle pankolit ile iligkilidir (Karagozian & Burakoff, 2007; Langan vd., t.y.; Ungaro
vd., 2019).

2.1.2. Patofizyolojisi

Ulseratif kolitin patofizyolojisindeki genel prensip, normal bagisiklik sisteminin,
uzun siireli mukozal inflamatuar yanita yol agan antijenik bir tetikleyiciye karsi
diizensizligidir (Karagozian et al., 2007).

Saglikli durumda ve iilseratif kolit sirasinda bagirsak bagisiklik sistemine genel bakis
Sekil 2.2'de gosterilmektedir.

Saghkh bagirsak Mukozal Yaralanma ve inflamasyon

Disbiyotik mikroflora
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ﬂf
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hiicresi :
l§

Olgunle |§m ami > PlamaThucrem (proksimal |
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Hiicresi
Sekil 2.2. Saghkli durumda ve iilseratif kolitte bagirsak bagisikiik sistemine genel bakig (Ungaro vd., 2017)

Saglikli bireylerde, gastrointestinal sistemin bariyer islevi, mukus tabakasi ve
epitel hiicreleri tarafindan korunur. Mukozanin epitel olarak bilinen en dis tabakasi, ilk
savunma hattini saglayan kalin bir miisin tabakasi ile kaplhdir. Ek olarak IgA ve Reg3G
(Regenerating islet-derived protein 3 gamma) gibi antimikrobiyal faktorler luminal
mikroflorayr mukozal bagisiklik sisteminden uzaklastirir. Dendritik hiicreler (DH) gibi
Ozellesmis antijen sunan hiicreler, antijeni, lenf diiglimleri i¢indeki T ve B hiicrelerine

isler ve sunar; bu, toleransh bir fenotipe doniisiir. Dogustan gelen ve adaptif bagisiklik



hiicrelerinin koordineli aktivitesi, bagirsak mukozasinda kararlt durumdaki homeostazi
korur (Torres vd., 2012; Ungaro vd., 2017).

Ulseratif kolit, mukozal bariyerin (i¢ kistm) hasar gormesi ile iliskilidir ve siirekli
engellenmemis bir inflamatuar yanitin tetiklemesi sonucunda olusur (Ungaro vd., 2017).
Epiteldeki hasar, mukozanin patojenlere kars1 gecirgenliginin artmasina yol agar, bu da
bu antijenlerin alimimin artmasmma ve bagirsak bagisiklik sisteminin potansiyel
uyarilmasimin artmasina neden olur (Heller vd., 2005). Bagisiklik sisteminde meydana
gelen bu aktivasyon duyarlilikta artisa neden olur. Artista dendritik hiicrelerin 6nemli rolii
bulunur (Torres vd., 2012). Olusan inflamatuar basamaklar, basta timor nekroz faktori
alfa (TNF-a), interlokinler (IL) 12 ve 23 olmak {izere proinflamatuar sitokinlerin
tiretimiyle sonuglanir (Eckmann vd., 2012). Sitokinler de epitel hasarina katkida bulunur.
UK ayrica, diizenleyici T hiicreleri ile efektdr T hiicreleri, 6zellikle efektdr T-yardimer
(Th) 2 hiicreleri arasindaki dengesizlik ile adaptif bagisiklik sisteminin diizensizligi ile de
karakterize edilir. Th2 yaniti, kolondaki dogal oldiirticii T hiicrelerini aktive eder; bu
hiicreler, stimiilasyonu takiben epitelyal hiicrelerin apoptozunu indiikleyen ve siki
baglantilar1 kesintiye ugratan IL-13 de dahil olmak {izere bir dizi sitokin salgilar (Heller
vd., 2005). Dolasimdaki 16kositler de iltihapli mukozaya toplanir, inflamatuar yaniti daha
da giiglendirmektedir (Torres vd., 2012).

Mukozal hasar ve hasar disbiyoz ile iligkilidir, bu da belki de inflamatuar kaskadina
katkida bulunur. Kolon epitel hiicreleri (kolonositler), mukoza bariyeri ve epitel bariyer

kusurlari, iilseratif kolitin patogenezinde gii¢lii bir sekilde rol oynar (Ungaro vd., 2017).

2.1.3. Tedavi se¢enekleri

Ulseratif kolitin tedavi hedefi klinik remisyonun saglanmas1 ve siirdiiriilmesi,
semptomatik tedavi, yasam kalitesinin iyilestirilmesi, hastane yatiglarinin 6nlenmesidir
(Eckmann vd., 2012; Ungaro vd., 2017; Yasmin vd., 2022). Ulseratif kolit tedavileri
arasinda monoklonal antikor gibi biyolojik kaynakli tedaviler (adalimumab, infliximab,
vedolizumab, golimumab, ustekinumab), kortikosteroidler, azatiyoprin veya 6-
merkaptopurin ve 5-aminosalisilik asitler (5-ASA; mesalazin olarak da bilinir) yer
alabilir. Hafif ila orta derecede iilseratif koliti olan hastalar igin, 5-ASA'lar ve
kortikosteroidler, remisyonun baslatilmasi1 i¢in standart tedavidir (Guo vd., 2022;
Sutherland & MacDonald, 2006a). Ik basamak tedavisi olarak dzellikle hafif ila orta

dereceli ilseratif kolitlerde aminosalisilatlar kullanilir fakat tedavi yaklagimi



semptomlarin siddetine ve kolonun tutulum derecesine bagli olarak degisebilir
(Karagozian vd., 2007; Ungaro vd., 2017). Ulseratif kolit tedavisi temel olarak bir
aminosalisilat olan mesalazin, kortikosteroidler, immiinsiipresif ilaglar ve TNF-a'ya kars1
monoklonal antikorlardan olusur (Eckmann vd., 2012).

Kolonda tutulum derecelerine gore kullanilabilen farkli salim 6zelliklerine sahip

farkli formiilasyonlar1 Sekil 2.3’de sematik olarak gosterilmistir (Eckmann vd., 2012).

[ Proktitis
B Sol tutulumlu kolit
[ Extensive/pankolit

Enemalar
. (Sigmoid
" kolonun kivriima
noktasina kadar
ulagir)

Oral olarak
verilen
mesalazinin
lokal olarak
salinimi

Rektal Koplik Formiilasyonlari
(Sigmoid kolona ulagir)

Supozituvarlar \.,
[Peistxuee |

Sekil 2.3. Kolonda tutulum derecelerine gire UK ¢egsitleri ve kullanilabilir mesalazin preperatlar
2.1.4. Ulseratif icin kullanilan yeni ilac tasiyici sistemler

Ulseratif kolit tedavisinde geleneksel olarak basta oral olmak iizere parenteral ve
rektal dozaj uygulama yollar1 kullanilir (Bkz. Tablo 2.1) (Lautenschlager vd., 2014).
Ancak ozellikle oral yolla verislerde, sistemik ilag reaksiyonlar1 ve degredasyonu, ilacin
hedef bolgesine ulagsma oranindaki diisiiklik gibi sorunlarla karsilagilir (Yasmin vd.,
2022). Ayn1 zamanda hastalikli kolonda iltahapli bolgelerin degisken ve aralikli olmasi,
salinan etkin maddelerin saglikli ve iltihapli mukozal duvardan sistematik dolagima
emilmesiyle olusan sistematik ilag reaksiyonlarina ve yalmzca etkilenen bir
gastrointestinal boliime ila¢ dagitimmin yapilamamasina (Lautenschliger vd., 2014)
neden olabilir. Ayrica, ilacin bagirsak hareketliligi, zaman, pH ve mikrobiyal ve
enzimatik bozunma gibi kararsiz parametrelerle karsilagsmasi gibi durumlar (Singh vd.,
2015), bu standart tedavi yontemlerini yetersiz hale getirmistir (Yasmin vd., 2022).

Terapotik etkinligi ve olumsuz yan etki riskini dengelemek, hedef dokulara lokal bir



dagitim saglamak, ilacin biyoyararlanimini arttirmak ve hastanin uyumunu artirarak ilag

alim sikligin1 azaltmak igin yeni ilag tasiyici sistemler arastirilmaktadir (Yasmin et al.,

2022).

Tablo 2.1. Oral Uygulama Yoluyla FDA Tarafindan Onaylanan Giincel Ilaglar ve Kullandig
Mekanizmalar (M. Zhang & Merlin, 2018)

Etkin Marka Formiilasyon Mekanizmalar
madde
Aminosalisilat | Azulfidine 5-ASA, azo bagiyla Siilfapiridine bagh Enzimatik indirgeme
(5-ASA) Asacol Eudragit-S ile kaplanmis 5-ASA pH duyarli
Asacol HD Eudragit-S ile kaplanmig 5-ASA pH duyarli
Apriso Eudragit-L100 ile kaplanmig 5-ASA, poliakrilat | pH duyarli
dispersiyonu, povidon K, simetikon
Colazal 5-ASA, 4-aminobenzoil-B-alanin'e azo bagiyla | Enzimatik indirgeme
bagli
Colazide 5-ASA, 4-aminobenzoil-B-alanin'e azo bagiyla | Enzimatik indirgeme
bagl
Claversal Eudragit-L ile kaplanmig 5-ASA pH duyarli
Calitoflak Eudragit-L100 ile kaplanmig 5-ASA pH duyarli
CODES pH'a duyarli polimer kaplamayla birlestirilmis pH'a duyarli + bakteri
polisakkarit kaplama tarafinfan bozulma
Dipentum Azo bagiyla baglanan 5-ASA dimer Enzimatik indirgeme
Lialda Lipofilik ve hidrofilik matrislere sahip Multi pH'a duyarli + zaman
Matix sistemi ile kaplanmig 5-ASA gecikmeli
Mezevant Lipofilik ve hidrofilik matrislere sahip Multi pH'a duyarli + zaman
Matix sistemi ile kaplanmig 5-ASA gecikmeli
Pentasa Etilseliilozla kaplanmig 5-ASA mikrograniilleri | Zamana bagh
Salazopyrin 5-ASA, azo bagiyla Siilfapiridine baglh Enzimatik indirgeme
Salofalk Eudragit-L ile kaplanmig 5-ASA pH duyarli
SalofalkGranu-Stix | Eudragit-L100 ile kaplanmis 5-ASA, poliakrilat | pH duyarl
dispersiyonu, povidon K, simetikon
Budesonide Entocord EC Etil seliiloz matrisli Eudragit-L kapli boncuklar | pH'a duyarli + zamana
bagli (time-dependent)
Uceris Eudragit-S igeren bir matris ¢ekirdegi i¢eren pH'a duyarli + zaman
¢oklu Matris sistemi gecikmeli (time-delayed)
Beclometazon | Clipper Eudtagit-L 100-55 kapli tablet pH duyarli

2.1.4.1. Nanopartikiiler ilag tasiyict sistemler

2.1.4.1.1. Boyut aracili hedefleme

Enflamasyon esnasinda, enflamasyonlu bolgelere nanopartikiillerin gecisinin arttiran
arttirtlmig gecirgenlik (EPR-enhanced permeability and retention) gozlenir (Tolstanova
vd., 2012). Ayrica, hastalikli bolgede aartan mukus salgisi kalin bir mukus tabakasina yol
acar ve 10-200 nm boyutlar1 arasinda degisen mukoza lifi aglari nanopartikiillerin
tutulmasini kolaylastirir (Yasmin vd., 2022).

Yapilan bir ¢alismada, saglikli ve inflamatuar bagirsak hastaligina sahip insan
deneklerde 250 nm ve 3 nm boyutunda floresan etiketli PLGA nanopartikiillerinin rektal

mukozaya penetrasyonu arastirildiginda; mukozal ylizeyde 6nemli dlgiide daha fazla 3



nm'lik partikillerin biriktigini, 250 nm'lik partikiillerin ¢ogunun ise serozal yilizeye
tasindig1 gosterilmistir (Schmidt vd., 2013).
2.1.4.1.2. Yiizey yiikii hedefleme

Kolon mukozasi, negatif yiiklii karbonhidrat molekiilleri, siilfatlar, sialik asit ve
kolonik miisinlerden olusur (Yasmin vd., 2022).

Ulseratif kolit esnasinda kolon mukozasinin inflamatuar siireci esnasinda epitel hasar
goriir ve epitel ylizeyinde transferrin, eozinofil katyonik proteinler gibi pozitif yiikli
proteinler birikir (Antoni vd., 2014) .Bu, negatif yiizey yiikiine sahip nanopartikiillerin,
elektrostatik etkilesim nedeniyle pozitif yiliklii mukozal yiizeye yapismasini saglar
(Yasmin vd., 2022).

Jubeh vd.(2004), kolite sahip sicanlardan alinan saglikli ve iltihapli kolon
eksplantlarinda anyonik, nétr ve katyonik lipozomlarin cesitli yapismasini arastirdilar.
Anyonik lipozomlarin iltihapli mukozaya yapisma olasiliginin nétr veya katyonik
lipozomlara gore 2 kat daha fazla oldugunu bildirmislerdir. Saglikli kolonik mukozada
katyonik lipozomlar, notr veya anyonik lipozomlardan 3 kat daha yiiksek olan tercihli

baglanma sergilemistir.
2.1.4.1.3. Redox potansiyeline duyarl hedefleme

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimi ile antioksidan savunma
sistemlerindeki azalma arasindaki dengesizlik olarak tanimlanmistir (Yasmin vd., 2022).

Endojen reaktif oksijen tiirlerinin (ROS), oksijenin fizyolojik metabolizmasi
nedeniyle iiretilir. Ulseratif kolit hastalarinda, inflamasyon bdlgesinde ROS iiretiminde
artis gozlenir. Bu artis bagirsak mukozasinda bulunan nétrofiller ve makrofajlar gibi
inflamatuar hiicrelerin yiiksek miktarda salgilanmasindan kaynaklanmaktadir (Yasmin
vd., 2022; M. Zhang & Merlin, 2018).

Vong vd (2012), iltihapli bagirsak bolgelerindeki ROS'u tiiketen ve bdylece iltihabi
azaltan nitroksit radikallerinden (RNPo) olugan NP'ler gelistirdiler. Bir hafta boyunca oral
RNPo ile tedavi edilen fare grubu, mesalazin uygulanan gruba kiyasla hastalik

aktivitesinde azalma gosterdi.
2.1.4.1.4. pH duyarh hedefleme
pH duyarli hedefleme sistemleri, hazirlanan nanopartikiillerin mide ve ince bagirsakta

yaygin olan asidik kosullar altinda kargolarini tutmasina ve korumasini saglayarak,

kolonun daha yiiksek pH'li ortaminda ilacin salinmasina olanak taniyabilir (Gugulothu



vd., 2014). Ayn1 zamanda uygulanan enterik kaplama etkin maddeleri asitlik faktoriiniin
disinda safra asitleri mikrobiyal bozunma gibi ¢evresel diger etmenlere kars1 da korur
(Lautenschliager vd., 2014).

pH'a duyarli nanopartikiiller, diisik pH'ta ¢oziinmeyen yiiksek pH degerlerinde
¢ozlinen ve/veya sisen akrilatlar ve anyonik polimerler gibi malzemelerden yapilmigtir
ornegin (metakrilik asit kopolimerleri (Eudragit)) (M. Zhang & Merlin, 2018).

Piyasada pH'a duyarli polimerlerle kaplanmis 5-ASA'nin peroral dozaj formlar
bulunmaktadir (Claversal®, Salofalk®, Asacol® ve Pentasa®) (Lautenschlager vd.,
2014)

Makhlof vd (2009), poli-(laktik-ko-glikolik) asit (PLGA) ve Eudragit S100
kullanilarak hazirlanan budesonid ile yiiklenen pH'a duyarli nanopartikiiller, kolit
modeline sahip hayvanlarda yapilan deneylerde, budesonid yiiklii nanopartikiillerin

formiile edilmemis budesonidden daha fazla terapotik etkinlige sahip oldugunu gosterdi.
2.1.4.1.5. Ligand aracili aktif hedefleme

Hiicre ylizeyinde inflamatuar belirteglerin agir1 ekspresyonu, NP'lerin sabitlenmesi ve
reseptor aracili endositoz ile alinabilmesi igin molekiiler hedefler saglar (Yasmin vd.,
2022; M. Zhang & Merlin, 2018)

Ornegin, glikoprotein CD98'in ekspresyonu, UK'nin iltihapli durumunda kolonik
epitel hiicrelerinde ve bagisiklik hiicrelerinde (6rn. makrofaj hiicreleri) artar (Yasmin vd.,
2022; M. Zhang & Merlin, 2018).

Xiao vd (2014), CD98 Fab antikorlar1 tasiyan PLA NP'ler ve CD98 antikoru ile
modifiye edilmis kitosan/polietilenimin NP'leri gelistirip bu nanopartikiilleri Kolitli
fareler iizerine uygulamislar ve koliti tedavi etmek i¢in ligandla modifiye edilmis

sistemlerin umut vadedici olduklarini gostermislerdir.
2.1.4.1.6. Zaman duyarl hedefleme

Zamana duyarli hedefleme yapan salim sistemleri, sirkadiyen ritim bagiml tedaviler
veya kolonik ilag dagitimi i¢in kullanilabilir. Gastrointestinal sistemin pH'indaki bireysel
farkliliklardan veya bagirsak bakterilerinin varligindan etkilenmeyen bu sistemler,
ilaclarmi sigsme, ozmoz veya her ikisinin kombinasyonu gibi farkli mekanizmalar
kullanilarak saglanabilir (Lautenschldger vd., 2014).

TIME CLOCK®, 5-ASA igeren piyasada yer alan distal bagirsak veya iltihapli kolona
zamana bagli salim yapabilen ilag tastyici sistemdir. TIME CLOCK® sistemi, hidrofobik



malzeme ve yiizey aktif madde dispersiyonu ile kaplanmis bir tablet c¢ekirdeginden
olusur. Dispersiyon, filmin kalinligiyla orantili bir siirede sulu bir ortamda yeniden

hidratlanma ve yeniden dagilma kapasitesini korur (Pozzi vd., 1994).

2.1.4.1.7. On ila¢ (Prodrug) ile hedefleme

Ilag dagitimia yonelik diger bir strateji, aktif ajanlarin istenen bagirsak boliimlerine
salinmast i¢in in vivo biyotransformasyon gerektiren, farmakolojik olarak aktif olmayan
bilesikler olarak 6n ilaglarin sentezidir (Lautenschliger vd., 2014). On ilag sistemlerinde,
etkin madde, hedef dokulardaki enzimlere maruz kaldiginda biyoaktivite kazanan, gegici
olarak aktif olmayan bir formda korunur (Yasmin vd., 2022). On ila¢ yaklasimi, etkin
madde ve tastyict molekiiller arasinda kovalent bir baglant1 olmasi sonucunda 6n ilag
formunun midede, jejunumda ve ileumda acilmayip kolonda agilmasi esashidir
(Lautenschlédger vd., 2014).

Kolona secici dagitim i¢in 6n ila¢ olarak ¢esitli 5-ASA’nin azo konjugatlari
formiilasyonlar1 kullanilmistir, 6rnegin siilfasalazin, olsalazin ve balsalaziddir (Bkz. Sekil

ws, Kolon bakterisi O Kolon bakterisi o=  HKolon bakterisi f‘\/J'L.
tarafindan huzunma tarafindan boz "“T'i tarafindan huzunma
f,
G
Sulfasalazin o : ‘“/Q ;
Mesalazin I ; [ Olsalazin 2 Balsalazid

o rﬂesal.aflrﬁ ] e Mesalazin + o om Mesalazin +
Sulfapiridin Mesalazin 4-Aminobenzoil-B-Alain

Sekil 2.4. Kullanilan én ilag sistemleri
2.1.4.1.8. Polisakkarit matrisleri araciligi ile hedefleme

Amiloz, guar zamki, pektin, kitosan, iniilin, siklodekstrinler, kondroitin siilfat,
dekstranlar ve keciboynuzu zamki gibi polisakkaritler mide ve ince bagirsagin fizyolojik
ortaminda stabil kalir. Polisakkarit matrislerinin bozunmasina kolonik bakteri florasi
neden olur, dolayistyla ilacin salmimi yalmizca kolonda dagitim i¢in saglanir

(Lautenschlédger vd., 2014).

2.2.Mesalazin
UK'li hastalar icin tedavi, klinik yamit ve remisyon saglamak icin kullanilan
ajanlar (indiiksiyon ajanlari) ve klinik remisyonu siirdiirmek i¢in kullanilan ajanlar

(idame ajanlar1) olarak ikiye ayrilir; ancak bazi ajanlar her iki durum i¢in de kullanilabilir.



UK'nin bilinen bir 'tedavisi' olmadigindan ¢ogu hasta, hastaligin tekrarmi 6nlemek i¢in
idame tibbi tedavisini alir (Ham & Moss, 2012).

UK'li hastalar igin onerilen tedavinin tiirii ve formiilasyonu hem hastaligin
konumuna hem de ciddiyet derecesine baghidir (Karagozian vd., 2007). Topikal
tedavilerin basarili olamadig: ilerlemis UK i¢in ABD ve Avrupa profesyonel kuruluslari
mesalazin, hidrokortizon veya budesonid ile tedaviyi onermektedir (EBSCOhost |
16017261 | Ulcerative Colitis Practice Guidelines in Adults., t.y.). Tiim UK hastalariin
% 88'inden fazlas1 5-ASA ile tedavi gérmektedir (Ham & Moss, 2012).

Mesalazin, UK’nin indiiksiyon ve idame tedavisinde kullanilan 5-aminosalisilik
asit bilesigi (5-aminosalisilat veya 5-ASA) bilesigidir (Ham & Moss, 2012; Ye &
Langenberg, 2015). Beyaz toz goriiniimiinde ve kristal yapidadir. Suda, alkolde az
¢dziiniir; sicak suda ve asidik ortamda ise ¢oziiniirliigii artar. Mesalazinin UK deki etki
mekanizmasi belirsizdir, ancak topikal bir etkiye sahip oldugu goriilmektedir. 5-ASA'nin
hasarl1 epitel ile etkilesime girdigine, asetil-5-ASA'ya (aktif olmayan asetillenmis form)
dontistiirtildiigiine ve daha sonra emilip idrarla veya digkiyla atildigina inanilmaktadir. 5-
ASA'nin 6nerilen bagka bir etki mekanizmasi, periferik mono niikleer hiicrelerde 1L-2
dretiminin inhibisyonu ve dolayisiyla T hiicresi ¢ogalmasinin engellenmesi, hiicre
yapisma ekspresyon modelinin degistirilmesi, antikor iiretiminin ve mast hiicre
saliniminin engellenmesi ve makrofaj ve nétrofile miidahale edilmesidir (Bkz. Sekil 2.5)

(Ham & Moss, 2012; Ye & Langenberg, 2015).

inhibisyon NH: indiiksiyon
IL 1 l T Apoptoz
TNF | PPAR-g’nin aktivasyon
Arasidonik asit ve ekspresyonu
metabolitleri Reaktif oksijen
) .NF kB . X s temizleyici
Lokosit kemo.taksm COOH
Prostaglandin ve
lokotrien iiretimi
OH
Mesalazin

Sekil 2.5. Mesalazinin kolon mukozasinda énerilen etki mekanizmasi. IL: Interlékin; NFxB: Niikleer
faktor kB; PPAR: Peroksizom proliferatif aktive edilmis reseptor; TNF. Tiimor nekroz faktorii.(Ye et al.,

n.d.)
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Ulseratif kolit i¢in yapilan bir ¢alismada, sekiz calisma (1555 katilimci),
plaseboya kiyasla oral 5-aminosalisilik asidin etkinligini degerlendirilmistir. Calismalar,
oral 5-aminosalisilik asidin klinik veya endoskopik remisyonu siirdiirmede plasebodan

daha etkili oldugunu gostermistir (Sutherland & MacDonald, 2006b).

Degistirilmemis formdaki oral mesalazin, neredeyse tamamen ince bagirsaklar
tarafindan emilir ve ¢ok az bozulmamais ila¢ kolona ulasir. Bu nedenle, su anda piyasada
bulunan ¢esitli formiilasyonlarin temel amaci, etkilenen kolona ilag dagitimini optimize
etmek ve sistemik absorpsiyonu en aza indirmektir. Bu, miimkiin olan en diisiik dozda
maksimum terapotik etkinligi saglayarak yan etkilerin azaltir (Ye vd., t.y.).

Mesalazin, oral uygulamadan sonra bagirsakta metabolize edilen ve baskin
etkilerini burada gosteren bagirsaklara 6zgili bir aminosalisilattir. Kolon epitel hiicreleri
tizerinde topikal bir anti-enflamatuar etkiye sahip oldugundan, daha az yan etkiye
sahiptir. Mesalazin'in terapotik aktivitesinin lipoksijenaz veya birkag enflamatuar
aracinin inhibisyonuna bagli olabilecegi diisiiniilmektedir. Mesalazin'in en yaygin yan
etkileri gastrointestinal iliskili veya asir1 duyarlilik reaksiyonlaridir (Lee vd., t.y.).

Mesalazinin etkinliginin doza bagimli oldugu disiiniildigiinde, hafif-orta distal
aktif hastalik i¢in 4,8 g/gilin ve idame tedavisi i¢in 2,4 g/gilin optimal dozlar olarak
gosterilmistir. Giinde 4,8 g mesalazin ile tedavi edilen orta derecede aktif iilseratif koliti
olan hastalarda, giinde 2,4 g mesalazin ile tedavi edilen hastalara kiyasla 6. haftada genel
iyilesme elde etme olasiligi onemli Ol¢lide daha yiiksektir (Karagozian & Burakoff,
2007).

2.3. Mezankimal Kok Hiicreler ve Eksozomlar

Cok hiicreli organizmalardaki hiicrelerin hem kendi i¢inde hem de hiicreler
arasindaki gorevlerini gerceklestirebilmeleri icin mesafeye bagli olarak hiicrelerarasi
iletisimden yararlanirlar. Bu iletisim araclarinda salgilanan ¢esitli vezikiiller ve
molekiiller bu iletisimde 6n planda yer almaktadir (Akbari vd., t.y.; Yamashita vd., 2018).
Hiicreler, hiicre disi1 vezikiiller (ekstraseliiler vesikiiller; EV) veya mikro-vezikiiller
olarak adlandirilan endozomal ve plazma zar1 kdkenli zarla ¢evirili vezikiil tiplerini hiicre
dis1 ortama hiicreler arasi iletisim i¢in salarlar (Raposo vd., t.y.). Bu hiicre dis1 vezikiiller,
hiicreler arasinda transfer i¢in araglar olarak hizmet ederek onemli bir hiicreler arasi
iletisim aracimi temsil eder (Raposo vd., t.y.; Tkach vd., t.y.). Hiicre dis1 vezikiiller,

transmembran proteinleri igeren ve sitozolik proteinleri ve RNA'y1 ¢evreleyen bir ¢ift
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tabakali lipitten olusur ve hiicrelerin zarindan tomurcuklanarak salinirlar. 100 nm ile 1000
nm arasinda ¢esitli boyutlarda bulunabilirler. Tiim hiicre dis1 vesikiiller, alic1 hiicrelere
hedeflenmelerine izin veren yiizey molekiilleri tasir. Hiicre disi molekiiller bir hedef
hiicreye baglandiktan sonra, reseptor-ligand etkilesimi yoluyla sinyal iletimini
indiikleyebilir veya endositoz ve/veya fagositoz ile igsellestirilebilir veya hatta
iceriklerini sitozoliine iletmek i¢in hedef hiicrenin zartyla birleserek alici hiicrenin

fizyolojik durumunu degistirebilir (Tkach vd., t.y.).

Bu vezikiiller kargo igerigine, boyutlarina, plazma membranindan olusum ve
salgilanmalarina gére apoptozomlar, mikrovezikiiller, eksozomlar, retroviriis benzeri
vezikiiller olarak dorde ayrilmaktadir. Eksozomlar bu vezikiillerin en kiigiik alt grubunu
olusturmaktadir (Bayar Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii Dergisi vd., t.y.). Yaklasik
40-100 nm ¢apa sahip eksozomlar, hiicreler tarafindan salgilanan biyolojik nano dlgekli

kiiresel lipid ¢ift katmanli vezikiillerdir (Y. Zhang vd., 2020).

Mezenkimal kok hiicreler (MSc), bir¢cok yetiskin dokusundan izole edilebilen
heterojen bir stromal kok hiicre alt kiimesidir. Adipositler, osteositler ve kondrositler gibi
mezodermal soyun hiicrelerine ve ayrica diger embriyonik soylarin hiicrelerine
farklilasabilirler (Uccelli vd., t.y.). Diger hiicre tiirlerinden tiiretilen eksozomlara benzer
sekilde, mezankimal kok hiicrelerden tiiretilen eksozomlar, hiicreler arasi iletisime katilir
ve proteinleri, mRNA'y1 ve mikroRNA'y1 (miRNA) hedef hiicrelere tagir. Bugiine kadar,
mezankimal kok hiicre tiirevli eksozomlarda 850'den fazla benzersiz gen iiriinii ve 150

miRNA tanimlanmistir (Mendt vd., t.y.).

Insan mezenkimal kok hiicrelerine (MSc'ler) dayali tedavilerin giivenligi ve
etkinligi, kas-iskelet sistemi, kardiyovaskiiler, otoimmiin, nérodejeneratif ve
gastrointestinal dahil olmak {izere ¢esitli bozukluklar i¢in artan sayida klinik ¢alismada
arastirilmaktadir. Bu tiir calismalarin ¢gogundan elde edilen ilk sonuglar, bu tedavilerin
tekrarlanamayan klinik veriler vakalarinda 6nemli derecede degiskenlik gosterdigini
ortaya koymaktadir. Sonu¢ olarak klinik tekrarlanabilirligi artirmayr hedefleyen,
bildirilen degiskenligi en aza indirmeye yardimci olmak icin aktif arastirmalar

yiiriitiilmektedir. (Sanjurjo-Rodriguez vd., 2019).

Mezenkimal kok hiicre tedavisi, MSc'lerin gii¢lii immiinomodiilasyon ve immiin

baskilama 6zellikleri ve doku rejenerasyonu ve onarimi kapasiteleri nedeniyle, kanser ve
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tilseratif kolit gibi asir1 immiin yanith ¢ok cesitli hastaliklar i¢in yeni bir tedavi
stratejisidir (Guo vd., 2022). Mezenkimal kok hiicreler, son zamanlarda, farklilagsma ve
kendini yenileme kapasiteleri, parakrin etkileri ve immiinomodiilator 6zellikleri yoluyla
cesitli insan hastaliklarini tedavi etmede umut verici yaklasimlar olarak arastirmacilarin
biiyiik ilgisini ¢gekmistir (Huldani vd., t.y.; R. Lai vd., t.y.). Bununla birlikte, bu hiicrelerin
terapotik uygulamalari, tlimoérijenik 6zellikleri, diislik proliferatif kapasiteleri ve hiicre
icerikleri nedeniyle sinirlandirilmistir. Ayrica, mezenkimal kok hiicrelerin ¢cogalma ve
farklilasma yetenegi, dondr dokunun mevcudiyeti, durumu, yasi, sagligi ve genetigi ile
iligkilidir. Bu nedenle, hiicre nakli yapilmadan mezenkimal kok hiicrelerin faydali
kapasitesini hastaliklarin tedavisinde kullanmak i¢in yeni yaklagimlara ihtiyag

duyulmustur (Huldani vd., t.y.).

MSC'lerin terapotik mekanizmasi temel olarak hiicreden hiicreye etkilesime ve
parakrin  aktivitelere odaklanir. Potansiyel terapotik firsatlardan biri, giiglii
immiinomodiilator etkiler sergileyen bir tiir parakrin etkilesimi olarak tanimlanan
MSC'den tiiretilen eksozomlara (MSC-Exo) odaklanabilir. Son ¢aligmalar, MSC'lerin
terapotik etkisinin biiyiik 6lgiide eksozomlara bagli oldugunu gostermektedir (Guo et al.,
2022).

Mevcut bilgilere gore, mezenkimal kok hiicrelerin terapétik etkinligine biiyiik
Olclide, EV'ler tarafindan salinan proteinler, lipidler, miRNA'lar ve mRNA'lar dahil
olmak {izere parakrin faktorler aracilik ettigi bulunmustur. Hiicre dis1 vezikiiller, hiicreler
aras1 iletisimin onemli aracilari olarak taninan lipid zarla ayrilmis parcaciklardir. EV'ler
harika bir giivenlik profili sergiler ve ebeveyn mezenkimal kok hiicrelerine kiyasla
islevini kaybetmeden saklanabilirler. Sonu¢ olarak, bu EV'ler, farkli hastaliklarin

tedavisinde hiicre igermeyen potansiyel terapotik adaylar olarak biiyiik onem tagimaktadir
(Huldani vd., t.y.).

Son zamanlarda, mezankimal kok hiicrelerin mikrovezikiiller (0.1-2 mm) ve
eksozomlar (30-150 nm) dahil olmak iizere ¢ok sayida EV serbest biraktig1 gosterilmistir
(Huldani vd., t.y.; Mendt vd., t.y.). Mezankimal kok hiicrelerden tiiretilen eksozomlarin
fenotipinin ve islevinin, mezankimal kok hiicrenin kaynagma bagli olarak

degisebilecegini gosterilmektedir. Bu durum mezankimal kok hiicrenin kaynaginin,
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eksozomun klinik etkinliklerinde dnemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir (Mendt

vd., t.y.).

Icsel ozelliklerine ek olarak, MSC'den tiiretilen eksozomlar, terapétik genler,
ilaclar, enzimler veya RNA dahil olmak {izere molekiilleri hedef hiicrelere tasimak ve
iletmek icin ideal araglardir. Cift lipidli bir zar vezikiil olarak, eksozomlar yalnizca biiyiik
bir kargo yiikii tasima kapasitesine sahip olmakla kalmaz, aym1 zamanda igerigi
parcalayici enzimlerden veya kimyasallardan korur (Bkz. Sekil 2.6). Birkac¢ calisma,
MSC'den tiiretilen eksozomlarin endositoz yoluyla hiicre i¢i alimlarini kolaylastirdigini
gostermektedir (R. C. Lai vd., 2011; Mendt vd., ty.). Ornegin, mezankimal kdk
hiicrelerden elde edilen eksozomlarindaki protein ve RNA, lipit membran bozunmadigi
stirece, tripsin ve RNaz tarafindan bozulmaya kars1 korunmustur. Ayrica, -20°C'de 6 ay
boyunca potansiyel olarak toksik kriyoprezervatifler olmadan depolamanin, mezankimal
kok hiicre eksozomlarinin etkilerinden veya bunlarin biyokimyasal aktivitelerinden ddiin
vermedigini bulunmustur (R. C. Lai vd., 2011).
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Sekil 2.6. Hiicre disi vezikiillerin biyogenezi ve yapist (eksozomlar ve mikro vezikiiller). MSC,
mezenkimal kok hiicre; MVB, multivesikiiler cisimler; MV'ler, mikro par¢aciklar, EV'ler, hiicre disi

vezikiiller (Huldani vd., t.y.).

Eksozomlarin ilk olarak yaklasik 50 yil once koyun retikiilositleri tarafindan
salgilandig1 bulunmustur. O zamandan beri B hiicreleri, dendritik hiicreler, mast
hiicreleri, T hiicreleri, trombositler, Schwann hiicreleri, tiimor ve sperm dahil birgok
hiicre tipi tarafindan salgilandiklar1 gosterilmistir. Normal idrar, plazma ve bronsiyal

lavaj sivist gibi pek ¢ok fizyolojik sivilarda bulunurlar. Eksozomlarin, antijen sunan
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hiicreler (Antigen Presenting Cell’ler) tarafindan salgilandiklarinda fonksiyonel peptit-
MHC kompleksleri tasidiklart gozlendiginde, ilk kez 1996'da immiin iletisime aracilik
ettikleri  belgelenmistir. Bu aym zamanda eksozomlarin terapdtik — olarak

kullanilabilecegini gosterilmistir. (R. C. Lai vd., 2011).

Eksozomlar, mezenkimal kok hiicrenin direkt nakli ile iliskili riskleri azaltmanin
yani sira, biiylime faktorleri, kemokinler, sitokinler, transkripsiyon faktorleri, genler ve
RNA'lar gibi kii¢lik ¢6ziiniir biyolojik faktorlerin kullanimiyla ilgili bazi zorluklarin
istesinden gelebilir (R. C. Lai vd., 2011; Mendt vd., t.y.).

Mezankimal kok hiicrelerden tiiretilen eksozomlarin tedavisi, Ozellikle
enflamatuar bir bilesene sahip olanlar olmak iizere bir¢cok hastaligin tedavisi i¢in umut
verici bir strateji olarak ortaya ¢ikmaktadir. Genetik materyali tagima, onu hiicre dist
bozulmadan koruma ve alici hiicrelere oldukga segici bir sekilde iletme konusundaki
dogustan gelen yetenekleri, bu eksozomlarin, kanser ve potansiyel olarak rejeneratif tip
icin gen terapilerinin yan sira kiiclik molekiiller i¢in ideal bir dagitim sistemi oldugunu

gostermektedir (Mendt vd., t.y.).

Son zamanlarda, kok hiicrelerden elde edilen eksraseliiler vesikiillerin, terapotik
etkileri inflamatuar barsak hastaligi (IBD) modellerinde incelenmistir. IBD, bu hastalarda
yasam kalitesini 6nemli 6lgiide etkileyen iilseratif kolit ve Crohn hastaligini igeren inatg1
bir otoimmiin hastaliktir. Ornegin, Heidari ve arkadaslari (2023), dekstran siilfat
sodyumun (DSS) neden oldugu kolitin akut formunun fare modelinde yag dokusu kok
hiicrelerinden elde edilen eksozomlarla tedavisinin potansiyelini degerlendirdi.
Eksozomlarin intravendz uygulamasi fonksiyonel 1iyilesmeyi destekleyebilir,
enflamasyonu azaltabilir ve epitel rejenerasyonunu iyilestirmenin yani sira bagirsak
bariyeri biitlinliigiinii koruyabilir oldugu gdsterilmistir. Ayrica insan gobek bagi kok
hiicrelerinden  elde edilen eksozom tiirevli miR-378a-5p'nin  intravendz
transplantasyonunun  koliti onarabilecegi ve IBD'yi hafifletebilecegi yapilan

arastirmalarla gosterilmistir (Huldani vd., t.y.).

Klinik 6ncesi ¢aligmalarda, kemik iligi kaynakli MSC'ler (BM-MSC'ler), adipoz
kaynakli MSC'ler (AD-MSC'ler), insan gobek kordonu kaynakli MSC'ler (hUC-
MSC'ler), amniyon kaynakli MSC'ler (AM-MSC'ler) ve bademcik kaynakli MSC'ler
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(TN-MSC'ler), deneysel IBD'li hayvanlarda inflamasyona ve kronik kolite kars1 koruyucu
etkiler ve kolaylastirilmis mukozal gecirgenlik rekonstriiksiyonu gostermistir. MSC'lerin,
immiinomodiilator ve/veya immiinosupresif yanitlar saglamak i¢in lenf diiglimlerine go¢
ettigi ve boylece IBD iizerinde terapétik etkiler gosterdigi bulunmustur (Guo vd., 2022).
Insan gébek kordonu MSC'leri (Human Umbilical Cord-Derived Mesenchymal Stem
Cells; hUC-MSC'ler), daha yiiksek hiicre igerigi ve daha diisiik immiinojenisite dahil
olmak tizere diger MSC'lerden daha fazla avantaja sahiptir.

hUC-MSC'lerin, iltihaplanma ve doku hasarindan kaynaklanan doku
rejenerasyonunun olusumunda 6nemli bir rol oynadigi bulunmustur. hUC-MSC'lerden
tiretilen eksozomlarin (hUC-MSC-Exo0), hUC-MSC'lerin terapétik etkilerine aracilik
edebilecegini ve UK'de doku hasarmna karsi koruma saglayabilecegini gdsteren artan
klinik 6ncesi kanitlar vardir (Y. Wu vd., t.y.).

Enflamatuar hiicrelerin, 6zellikle makrofajlarin infiltrasyonu, iilseratif kolitin
ayirt edici bir ozelligidir. Enflamatuar M1 makrofajlari, kolon dokusunun zarar
gormesine yol agabilecek ¢esitli proinflamatuar sitokinler ve enzimler salgilayabilir (Guo
vd., 2022; Y. Wu vd,, ty.). hUC-MSC-Exo uygulanan kolit farelerinde makrofajlarin
iltihapli1 kolona toplanmasmin ve proinflamatuar aracilarin ekspresyonunun onemli
Olclide azaldigi, anti-inflamatuar aracilarin ekspresyonunun ise dnemli Olglide arttigi

gosterilmistir (Bkz. Sekil 2.7) (Y. Wu vd., t.y.).

hUC-MSC-Exo
) oE-Msc-Exo
hAD-MSC-Exo

) BM-MsC-Exo

Ulseratif Kolit

. o Th1/Th17 :
” . g AT Sitokinl Makrofa,
Th2 Hiicreleri  JTreg Hiicreleri ti Enflamatuar  Enflamatuar. Sitokinler Hiicreler )

Sitokinler IL-1B
y > S IL-4 IL-6 q se'ly
IL-10 1L-7 IFN-g .
@ IL-13 11.-12 TNF-a i ‘
= TGF-B 1L-17 INOS .
©, z @ S S) ©
o0 (o] O Q0
e~ o
BM-MSCs hAD-MSCs OE-MSCs hUC-MSCs

Sekil 2.7. Ulseratif kolitte mezankimal kék hiicre eksozomlarimin diizensiz bagisiklik sistemi bilesenleri
tizerindeki modiilator etkisi. (hUC-MSC-Exo:insan gobek kordonu kok hiicre eksozomlari, BM-MSC-EXxo:
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Kemik iligi kok hiicre eksozomlari, OE-MSC-Exo:Olfaktori Ekto kék hiicre eksozomlari, hAD-MSC-EXxo:
Insan adipoz doku kok hiicre eksozomlary) Insan gobek kordonu eksozomlart Th2 hiicrelerinin anti-
inflamatuar aktivitesini desteklerken inflamatuar makrofajlart inhibe eder, aswri aktif Thi1/Thl7 hiicreleri
baskilanabilir, asirt eksprese edilen proinflamatuar sitokinleri azaltabilir (Guo vd., 2022).

2.4. Mikroakigskan Teknolojisi

Mikroakiskan teknolojisi, i¢inden kii¢iik miktarlarda sivinin (genellikle 10~ ila
107'® L) sistematik olarak kontrol edilen, tasarlanmis konfigiirasyonlarda akabildigi
mikro Olgekte (onlarca ila ylizlerce um) entegre kanallara sahip sistemlerin bilimi ve
teknolojisidir (Liu vd., 2022; Shang vd., 2017a; Y. Wang vd., 2020). Son birkag¢ yilda
mikroakigskanlardaki yogun aktivite ve ilerleme, akigkanlar mekanigi, termodinamik,
uygulamali fizik, kimya, malzeme bilimi, imalat, biyokimya, biyoteknoloji ve tip gibi

cesitli alanlarda uzmanliga sahip arastirmacilarin ortak ¢abalarinin bir sonucudur.

Mikroakiskan tekniklerin giderek artan popiilaritesi ile mikroakiskan ¢ip, biyotip,
ilag tastyici sistem olusturma, gida, tarim gibi bir¢cok alanda tercih edilen yontemlerden
biri haline geldi. Ayrica, minimum numune ve reaktif tiiketimi, basitlestirilmis islem,
hizl1 tespit ve oldukea diisiik maliyetler, mikroakiskan teknolojisinin 6nem kazanmasini

saglamistir (Ji vd., 2022; Y. Wang vd., 2020).

Mikroakiskan sistemler, ¢oziicii ve ¢Oziicii olmayan fazlar arasindaki karigim
oraninin kontroliine izin vererek, NP'lerin hazirlanmasinda ¢ok sayida avantaja sahiptir.
Uretim siirecinin minyatiirlestirilmesi reaktiflerin tiiketiminde énemli bir azalmaya
olanak tanir. Ayrica, ¢esitli bilesen sivilari i¢in yiiksek uygulanabilirlik, farkli kimyasal
bilesimlere sahip yliksek derecede monodispers kolloidlerin hazirlanmasina olanak
saglar. Yukarida belirtilen tiim avantajlar1 bir araya getirerek, mikroakiskan teknik,
gelismis ilag dagitim sistemlerinin imalatinda bir paradigma degisikligini temsil

etmektedir (Martins vd., 2018).

Mikroakiskan sistemlerde iki faz arasindaki arayiizey geriliminin etkisi
damlalarin olugsmasina yol agar. Bir emiilsiyon damlacig1 {lizerine kayma geriliminin
uygulanmas1 onun uzamasini ve dolayisiyla kopmasini tesvik eder. Bu siirecte yer alan
fiziksel mekanizmalar, genellikle mikroakigkan cihazlarin geometrileriyle gii¢lii bir
sekilde iliskilidir (Martins vd., 2018).
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Basit emiilsiyon, birbiriyle karigsmayan iki sivinin birinin digerinin iginde
dagilmasiyla olusan bir karisimdir. Mikroakiskan sistemlerde basit emiilsiyonlarin
tiretimi i¢in ti¢ ana geometri kullanilir: akis odaklama, ortak akis ve T-kavsagi (Bkz. Sekil

2.8)(Martins vd., 2018; Um vd., 2008; Y. Wang vd., 2020).

a. Akis odakli geometri

Sy e ¢
o g —. -
o e &
> &
e
\ 1

b. Es akis geometri

c. T kavsagi geometri

=
>

¢ v v X XXX X X X .

Sekil 2.8. Damlacik mikroakiskanlarinin cihaz geometrileri. (a) Akis odakli, (b) es akis (c)T
kavsagr geometrileri (Martins vd., 2018)

Akis odakli geometride, iki karigmayan sivi karsit taraflarindan akar ve
damlaciklarin olusturuldugu i¢ kilcal damarin agzinda bulusur (Bkz. Sekil 2.8 (a))
(Martins vd., 2018; Y. Wang vd., 2020).

Birlikte akis geometrisinde, daginik ve siirekli fazlarin akiskanlar paralel akislar

halinde akar (Bkz. Sekil 2.8 (b)).

T-kavsak geometrisi basitligi nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu tiir
cihazlarda iki farkli kanal dik aciyla bulusur; ana kanal siirekli faz1 tasirken ortogonal

kanal dagilan fazi sisteme verir (Bkz. Sekil 2.8 (c)).

Damlacik capi, teknik parametreler (6rn. akis hizi, akigskan viskozitesi ve
mikrokanal geometrisi) degistirilerek mikron diizeyinde diizenlenebilir ve bdylece

damlacik hacminin deneysel gereksinimlere gore kontrol edilebilmesi saglanir.
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Mikroakigskanlarin bir alt dali olan damlacik mikroakigskanlari, mikrokanallar
icindeki karismaz ¢ok fazli akiglar yoluyla ayri damlaciklar tiretir (Shang vd., 20173; Y.
Wang vd., 2020). Damlacik olusumunun temel siireci, harici bir enjeksiyon pompasi
yoluyla bir mikrokanalda stirekli fazli bir sivi akisinin {iretilmesini ve ardindan akis
siirecinde kesme kuvveti saglanarak dagilmis fazli sivinin bir dizi mikro damlaciklara
bolinmesini igerir (Liu vd., 2022). Uygulamalar agisindan, teori ve tekniklerin bu tiir
ilerlemeleri sayesinde, damlacik mikroakiskanlari, biyo(kimyasal) analiz ve
malzemelerin nano ve mikro 6l¢ekli tiretimi dahil olmak tizere genis bir deger tasir (Shang
vd., 2017a; Umvd., 2008; L. Wu vd., 2013). Damlacik bazli mikroakiskanlar, karigmayan
yag ile ayrilmis sulu damlaciklardaki tek tek hiicrelerin fiziksel ve kimyasal izolasyonunu

saglar (L. Wu vd., 2013).

Damlacik bazli mikroakiskanlarin en kritik 6zelligi, bir stvinin farkli hacimlerinin
tretildigi ve esnek, hareketli arayiizlerle birlikte baska bir karismaz tasiyict sivida
siispanse edildigi ¢ok fazli bir akis sisteminde tek dagilmis damlaciklar iiretme
yetenegidir (Y. Wang vd., 2020). Damlaciklarin boyutu, karismayan sivilarin akis
hizlarini basitge degistirerek kontrol edilebilir (Um vd., 2008).

Mikroakiskanlar ile nanopartikiil sentezinde, reaksiyon kinetigi ve termodinamik
parametreler iizerindeki iistiin kontrol, ayarlanabilir bir boyut ve kristal yapiya sahip
Nano partikiiller (NP)’rin elde edilmesini saglar. Uretim verimliligi ve partikiil
monodispersitesi, geleneksel emiilsifikasyon yontemlerine gore ¢ok daha yiiksektir.
Genel olarak, damlacik mikroakiskanlari, yiiksek oranda kontrol edilebilir fiziksel ve
kimyasal 6zelliklere sahip nano ve mikro dl¢ekli malzemelerin sentezi i¢in giiclii araclar
saglar. Bu sentez yaklasimlar1 arasinda mikroakigkan yontemi, minyatiirlestirme,
gelismis kiitle ve 1s1 transferi ve azaltilmis zaman ve reaktif tiiketimi dahil olmak iizere
igsel avantajlartyla 6ne ¢ikmaktadir (Shang vd., 2017a). Damlacik bazli mikroakigkanlara
olan ilgi, esas olarak kalibre edilmis emiilsiyon damlalarini yiiksek oranda olusturmanin

ve manipiile etmenin miimkiin olmasi nedeniyle yayilmistir (Bremond & Bibette, 2012).

Bu tez calismasinda, yukarida literatiir bilgileri 1s18inda, UC hastaliginin daha
etkin bir sekilde tedavisine yonelik yeni bir sistem gelistirilmek istenmistir. Bu sistem,
hastaligin tedavisinde kullanilan Mesalazin etkin maddesininin daha etkin bir sekilde
kolona ulastirilmasi, gosterecegi anti-enflamatuar etkinin eksozomlarin hem yara iyi

edici etkisi hem de immiin sistemi regiile etme etkisi ile Ustiinliik gosterebilecegi
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hipoteziyle gelistirilmistir. Eksozomlarin oral alimini miimkiin kilabilmek ve tasiyici
sistem igerisinde kararliligin1 koruyabilmesi i¢in enkapsiilayonunun saglanmasi igin ise
yeni teknolojilerden biri olan damlacik bazli mikroakiskan sistemi kullanilmistir. Yapilan
literatiir taramalarindan tez c¢alismamiza benzer bir yaklagimin bulunmadigi

belirlenmistir.
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3. GERECLER
3.1. Kullanilan Maddeler

Madde Adx

Kakao yagi

Soya Lesitini

CMC

Mannitol

PBS

Metanol

Fosforik asit

Potasyum Fosfat monobasic

Sodyum Kloriir

Sodyum Hidroksit

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
Low Glucose DMEM

MSC Nutristem ® XF Basal Medium
MSC Nutristem XF Supplement
Fotal sigir serumu

Stabil L- Glutamin

MTT boyast

PE anti-human CD9 antibody

PE anti-human CD81 antibody

Ultra-LEAF Purified anti-human CD63 antibody

PE Mouse 1gG1 k Isotype Antibody
CML Latex Beads

PKH26 Kit

Acridin Oranj Tuzu

BCA Protein Assay Kit

UPLC Kolonu

Trypsin EDTA

Etanol
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Firma Ad1

: Doga Ilag, Tiirkiye

: Thermo Scientific, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya

: Doga Ilag, Tiirkiye

: gibco, ABD

: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Capricorn. Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sartorius, Almanya

- Sartorius, Almanya

: Capricorn, Almanya

: Glutamax, Sigma, Almanya
: Serva, Almanya

: Biolegend, ABD

: Elabscience, ABD

: Biolegend, ABD

: Biolegend, ABD

. Invitrogen, Almanya

: Merck, Almanya

: Santa Cruz, ABD

: Thermo Scientific, Almanya

: CNW Athena C18-WP, 4,6 x 250 mm,

5 um
: Merck, Almanya
: ISOLAB, Almanya



Mesalazin

0,22 um siringa filtresi

10 mL siringa

Karbon kapli 200 meshli bakir gridler

Uranil asetat soliisyonu - UA-Zero EM Stain

3.2. Kullanilan Cihazlar

Cihaz Adq

Buzdolab1

Dondurucu (-20°C)
Dondurucu (-80°C)
Manyetik Karistirict
Otomatik Mikropipetler
pH Metre

Hassas Terazi

Vorteks karistirict
Orbital Karistirict
Biiytik kapasiteli santrifiij
Mikrosantrifiij
Ultrasantrifiij

Coklu Manyetik Karistirict
Invert Floresan mikroskop

Giic kaynagi

Taramal1 Elektron Mikroskobu - Carl Zeiss Ultra

Plus FESEM (Field Emission Scanning EM)
Gegirimli Elektron Mikroskobu

Ultra Basingli S1vi Kromatografisi

CO2’li Inkiibatér Etiiv

Cytation 5 plaka okuyucu

Laminar akis kabini

Flow Sitometri
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: Nobel ilag, Tiirkiye
- Sartorius, Almanya
: Setocoject, Tirkiye
: Agar Scientific, ingiltere
: Agar Scientific, Ingiltere

Firma Adi

: Liebherr, Almanya

: Liebherr, Almanya

: New Brunswick Sci., Amerika

: Heidolph, MR 3001 K, Almanya
: Eppendorf, Almanya

: OHAUS, Starter 3100, ABD

: Mettler Toledo, ABD

: Velp Scientifica, Italya

: Stuart SSL1, Ingiltere

: Hettich, Rotina 420 R, Almanya
: Eppendorf, 5417R, Almanya

: Beckman coulture Optima XPN,
Amerika
. IKA, Almanya

: Leica DM1400B, Almanya
: Consort E861, Belgika

. Carl Zeiss, Almanya

: Hitachi HT7800, Japonya

: Agilent Technologies, ABD

: Binder, ABD

: BioTek, ABD

: Kojair, Biowazard, Finlandiya
: Agilent, Novocyte 3005, ABD



NTA NanoSight NS300

NanoDrop One C

Ultrasonik Su Banyosu

Sirkiilasyonlu Su Banyosu

Siringa pompast

Zeta potansiyel ve parcacik boyutu dlcer
Prob Sonikator

Liyofilizator
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: Malvern Panalytical, ABD

: Thermo Scientific. ABD

: EIma, Transsonic 470/H, Almanya
: Lab Companies, RW-0525G, ABD
. IPS, 14R, ABD

: Malvern, ABD

: Sonics, VCX 130PB, ABD

: Operon, Kore



4.YONTEM
4.1. Formiilasyon Gelistirme Calismalari

Ulseratif kolite sahip hastalarda olusacak enflamasyonu tedavi etmek igin
kimyasal kaynakl1 bir antienflamatuar olan mesalazini ve insan gobek kordonu kaynakli
mezankimal kok hiicre eksozomlari igeren yag ic¢inde su emiilsiyonu formiilasyonu
gelistirilmesi amaglanmistir.

Mikroakigkan ¢ip icerisinde olusturulmak istenen yag i¢inde su emiilsiyonunun
sistem gelistirdikten sonra daha stabil bir form saglamasi amaclandig: i¢in kati lipid
ozelligi gosterebilecek bir yag secilmesi uygun goriilmiistiir. Bunun i¢in kolondaki
enflamasyonu daha da tetiklemeyecek biyouyumlu bir yag olan kakao yagi tercih
edilmistir. Yiizey etkin madde olarak lesitin kullanilmistir. Lesitin yag fazina eklenerek
manyetik karistirici tizerinde kakao yaginin akiskanliginin saglanmasi ve lesitinin
karigmasi i¢in 1sitilmistir.

Su faz1 i¢in dncelikle mesalazinin sudaki ¢ozilinlirliigii aragtirilmis, ¢ozliniirligiin
cok diisiik oldugu goriildiikten sonra c¢cokmeyen siispansiyon olusturmak amaciyla
karboksi metil seliiloz (CMC) c¢ozeltileri hazirlanarak mesalazin bu faz icinde
dagitilmistir.

Eksozom formiilasyonlar1 igin ise sulu faz olarak kriyoprotektan madde
(mannitol) igeren PBS sulu faz olarak belirlenmistir.

Elde edilen basit emiilsiyonlar enterik kapsiil i¢erisinde toplanmis daha sonrasinda
kapsiiller liyofilize edilmistir.

Her iki etkin madde ile yapilan formiilasyon ¢alismalar1 detayl1 bir sekilde Boliim
4.1.4.1 ve Boliim 4.1.4.2’de anlatilmistir ve hem kimyasal hem de biyolojik kaynakli
etkin maddeyi icerecek olan bu tasiyici sistemin karakterizasyonlar1 ayri ayri
gerceklestirilmistir.

Formiilasyonlarin karakterizasyonu oncesinde mesalazin i¢in analitik yontem

gelistirilmesi ile eksozomun eldesi ve karakterizasyonu i¢in ¢aligmalar ylriitiilmustiir.

4.1.1. Mesalazin icin analitik yontem gelistirme

Mesalazin etkin maddesi i¢in yapilacak tim miktar tayini analizlerinde Agilent
Technologies markasina ait Ultra Basingli/Performans Sivi Kromotografisi (UPLC)

cihazi kullanilmistir. Etkin maddeye ait analitik yontem gelistirilirken, farkli pH’a sahip
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mobil fazlar (pH 3 10 mM fosfat tamponu, pH 3 20 mM fosfat tamponu, pH 4 10 mM
fosfat tamponu, pH 4 20 mM fosfat tamponu, pH3 10 mM asetat tamponu, pH 3 20 mM
asetat tamponu, pH 4 10 mM asetat tamponu, pH 4 20 mM asetat tamponu), organik
coziiciiler (% 10 Asetonitril, % 5 asetonitril, % 10 metanol, % 5 metanol), farkl
sicakliklar (20 °C, 30 °C), farkli kolonlar (CNW Technologies Athena c18 250 mm,
GraceSmart c18 150 mm), dalga boylar1 (240 nm, 300nm) denenmistir. Degiskenler
kontrollii degistirilerek pik sekli, etkin maddenin alikonulma stiresi, alikonma faktorii
(k’), dustik giirtiltii sinyalleri agisindan degerlendirilmis ve optimum parametreler
secilmistir.

Etkin maddeye ait olusturulan analitik metodun validasyon c¢alismalari

yapilmistir. Analiz kosullar1 Tablo 4.1°de gosterildigi gibidir.
Tablo 4.1. UPLC ¢alisma kosullart

Cihaz: Agilent Technologies 1290 Infinity LC Systems
Kolon: CNW Athena C18-WP, 4,6 x 250 mm, 5 um
Kolon Sicakhgi: 20 °C

Mobil Faz: Ultra Saf Su: Metanol (90:10)

Dedektor: Max-Light Cartride Cell - DAD Dedektor

Dalga Boyu: 300 nm

Akis Hizi: 0.600 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi: 20 uL

4.1.1.3. Mesalazin icin validasyon ¢calismalart

Mesalazin etkin maddesi i¢in gelistirilen analitik yontemin dogruluk, giivenilirlik
ve gecerliliginin kanitlanabilmesi igin validasyon c¢aligmalar1 yapilmistir. Uluslararasi
Harmonizasyon Toplulugu (ICH- The International Council for Harmonisation of
Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use) tarafindan olusturulan
yonergede belirtilen analitik yontemlerin valide edilmesinde kullanilacak prosediire

uygun olarak caligmalar gerceklestirilmistir.

4.1.1.3.1 Calisma araligt

Calisma aralig1, analizler boyunca kullanilacak prosediiriin dogrusallik, dogruluk

ve kesinliginin kanitlandigi maksimum ve minimum derisim araligini igerir.
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Mesalazinin % 0.1 fosforik asit i¢eren ultra saf su igerisinde ana stok ve ana
stoktan olusturulan ara stogun seri diliisyonu ile 0.5 pg/mL ile 10 pg/mL araliginda 11

farkli derisim analiz edilmistir.
4.1.1.3.2. Dogrusallik

Dogrusallik ¢alismasi, calisma araligl igerisinde secilen farkli derisimlerdeki
orneklerden elde edilen degerlere karsilik gelen analiz sonuglarinin birbiri ile dogru
orantil1 olarak arttigini ifade etme amaci ile yapilmaktadir.

ICH tarafindan belirlenen kilavuzda bu analizin belirlenen sartlara uyabilmesi igin
en az 5 farkli derigsime karsilik gelen analiz sonuglar1 degerlendirilmelidir (ICH, 2005).

Dogrusallik  parametreleri  degerlendirilirken  regresyon  hesaplamalari
kullanilmistir. Mesalazine ait standart regresyon egrisinin elde edilmesi i¢in UPLC
yontemi kullanilarak 0.5-10 pg/mL araliginda 11 farkli derisim kullanilmistir. Her
derigim i¢in 6 seri 6rnek hazirlanmistir. Her bir derisime karsilik gelen egri altinda kalan

deger derisime karsilik degerlendirilmistir.
4.1.1.3.3. Dogruluk

Dogruluk, analiz sonucunda elde edilen bir degerin gercek kabul edilen referans
deger ile olan yakinligini temsil etmektedir. Dogrulugun kanitlanmasi i¢in dogrusalligin
kanitlandig1 ¢alisma araligindan 3 farkli derisim segilir. Bu 3 farkli degisim i¢in en az
3’er Ornek analiz edilir. Analitlerden elde edilen analiz sonuglart % geri kazanim ve
serilere ait bagil standart sapma ile degerlendirilir (ICH, 2005).

Bu caligmaya ait dogruluk analizi i¢in secilen 3 farkli konsantrasyonda seri diliisyon
yontemi ile hazirlanan (1.5 pg/mL, 5.5 pg/mL, 9.5 pg/mL) mesalazin analitleri her bir

konsantrasyon i¢in 3’er 6rnek olarak analiz edilmistir.
4.1.1.3.4. Kesinlik

Kesinlik, farkli derisimlerde hazirlanan analitlerden, belirli kosullar altinda ayni
ornekten alinan tekrarli analizlerinden elde edilen sonuglarin yakinligini ifade eder.
Gelistirilen bu analitik yontemin kesinliginin kanitlanmasi i¢in secilen 3 farkh
konsantrasyonda hazirlanan (1.5 pg/mL, 5.5 pg/mL, 9.5 pg/mL) mesalazin analitleri 3’er
kez analiz edilmistir. Tekrarlanabilirlik degerlendirilebilmesi i¢in analizler farklh
giinlerde yapilmistir. Analizler sonucunda elde edilen derisimler standart sapma ve

varyasyon katsayisi degerleri ile incelenmistir.
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4.1.1.3.5. Duyarlilik

Duyarlilik, gelistirilmis olan analitik yontemin analit icinde yer alan maddenin
saptayabilme ve tayin edebilme yetenegidir.

Saptama sinir1 (LOD), gelistirilen analitik metot kullanilarak analit icerisinde
etkin maddenin saptanabildigi en diisiik derisimi ifade eder. LOD hesaplanirken ICH
kilavuzunda bulunan Esitlik 4.1 kullanilmaktadir.

LOD = 330
S
o : Standart Sapma; S : Egim (4.2)

Tayin sinir1 (LOQ) ise analitte bulunan etkin maddenin dogru ve kesin bir kantitatif
degerle tespit edilebildigi en diisiik derisim degeridir. LOQ hesaplanirken ICH
kilavuzunda bulunan Esitlik 4.2 kullanilmaktadir.

LOO = 100
="
o : Standart Sapma; S : Egim (4.2)

4.1.1.3.6.. Secicilik

Secicilik, alitik yontemin analiz edilecek etkin maddeye 6zgiil ve se¢ici oldugunun
gosterilmesine denir. Formiilasyon hazirlanirken kullanilacak diger maddelerin analiz
esnasinda etkin maddeye girisim yapmadig1 gosterilmelidir.

Gelistirilen analitik yontemle, formiilasyon gelistirirken kullanilacak maddeler hem

teker teker hem de formiilasyonda bulunacaklari kombinasyonlara gore analiz edilmistir.

4.1.2. Eksozom izolasyonu ve karakterizasyonu

Eksozom izolasyonu icin, Eskisehir Osmangazi Universitesi Hiicresel Tedavi Kok
Hiicre Uretim Uygulama ve Arastirma Merkezi (ESTEM)’den temin edilen Wharton Jeli
Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin (WJ-MKH) kullanilmistir.

4.1.2.1. Etik bildirim

Eksozomlarin eldesinde kullanilan hWJ-MKH’ler, ESTEM’de Dog. Dr. Ayla

Eker Sariboyaci sorumlulugunda yiiriitiilmekte olan “Wharton Jeli Kdkenli Mezenkimal
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K&k Hiicrelerin (WJ-MKH) immiinomodulatuvar Ozellikli’ baslikl1 calisma kapsaminda
elde edilen hiicrelerdir. Bu ¢alismaya ait Etik Kurul Onay1, 10 Kasim 2022 tarihinde 21
Nolu karar1 ile Eskisehir Osmangazi Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
Baskanlig1 tarafindan verilmistir. Hiicrelerin eldesi i¢in kullanilan gobek kordonu ham
dokusu, seroloji test sonuglart uygun bulunan ve 35 yas alt1 saglikli vericilerden, hasta

onam formu imzalatilarak, sezaryen dogum sonrasi alinmustir.
4.1.2.2. Wharton jeli kékenli mezankimal kok hiicrelerin izolasyonu ve kiiltiirii

Alinan dokunun, ayni giin izolasyon isleminin yapilabilmesi i¢in uygun sicaklik
ve steril kosullar altinda steril biyogiivenlik kabini (Laminar air flow-class 1I: LAF)
icerisine aktarilarak eksplant kiiltiirii yapilmistir. Doku 6rnegi kalsiyum ve magnezyum
iyonu igermeyen Fosfat Tamponlu Salin (dPBS) 1x ile yikanmistir. Pens yardimu ile petri
kaplarinda kan damarlarindan ayrilan doku, yaklasik 1 cm?® olacak sekilde pargalara
ayrilmis ve her bir parg¢a, boyuna kesi agilarak petri kaplari igerisine konmustur.
Orneklerin  Wharton Jeli olarak bilinen kismimnin petriye temas edecek sekilde
yerlestirilmesinin ardindan, kurumalar i¢in yaklasik 5 dk beklenmis ve tizerlerine
dokular1 kaldirmayacak sekilde MSC NutriStem XF bazal (%2 insan serumu, %0.5 100
U/mL Penisilin, 100 pg/mL Streptomisin i¢eren) ve % 0.6 MSC NutriStem XF
Supplement Mix besiyeri karigimi konmustur. Daha sonra bu petriler, hiicrelerin
dokulardan c¢ikmasi i¢in 72 saat siiresince %5 CO2 igeren 37°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Dokulardan ¢ikan ve yiizeye yapisarak biiyiiyen hiicrelerin kontrolii
mikroskop ile yapilmistir ve besiyeri degisimi 4-5 giinde bir ger¢eklestirilmistir. Gobek
kordonu eksplantlari, hiicrelerin petri kabin1 %70-80 oraninda kaplamasi sonrasinda
ortamdan alinmistir. Hiicreleri pasajlamak i¢in ortamdaki besiyeri pipet yardimi ile
alinmig, kalsiyum ve magnezyum iyonu icermeyen dPBS 1x ile yikanmis ve
tripsin/EDTA eklenerek hiicrelerin petri ylizeyinden kaldirilmasi saglanmistir. Hiicreler,
insan serumu (human AB serum) eklenerek petriden pipet yardimi ile alinmis ve konik
santrifiij tiiptinde 400xg’de 5 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiistiir. Hiicreler pasaj sayisi
3 oluncaya kadar ayni besiyeri ve inkiibasyon ortami kullanilarak flasklarda

cogaltilmistir.

Sonrasinda planlanan deneylerde kullanilmak i¢in kriyotiiplere konulan hiicreler

-196°C s1v1 azot tankinda kademeli olarak dondurularak saklanmistir.
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4.1.2.3. Eksozom izolasyonu

Eksozom izolasyonu i¢in Bolim 4.1.2.2°de anlatildigit gibi ESTEM’in
laboratuvarlarinda elde edilen hiicreler kullanilmistir. Bu hiicrelerin ¢ogaltilmasi ve
eksozom izolasyonu yine ayni merkezde gergeklestirilmistir. Kriyotiiplerde saklanmig
olan hiicreler pasajlanmis ve % 70 yogunluga ulastiktan sonra fetal FBS icermeyen, %
0.2 (mL/mL) primosin ve % 1 (mL/mL) stabil L- Glutamin (Glutamax, Sigma, Almanya)
iceren, DMEM-F12 besiyeri ile 16 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
besiyeri toplanmis, ve 3000xg’de 30 dk. santrifiij edilerek olas1 hiicre ve hiicre pargalar
uzaklastirilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatantlar +4°C’de 110.000xg’de 90 dk.
santrifiij edilmistir. Olusan eksozom pelletlerinin alinabilmesi igin siipernatant
uzaklastirilarak eksozom pelleti yaklasik olarak 200 uL PBS ile restispande edilmistir.
Resiispande hWJ-MKH eksozomlart daha sonra kullanilacak miktarlara gore
alikotlanarak -80°C’de analizlere kadar saklanmistir (Han vd., 2021).

4.1.2.4. Eksozomlarin karakterizasyonu

4.1.2.4.1. NanoDrop spektrofotometrisi ile eksozom protein miktar tayini

Ultrasantrifuj ile elde edilen eksozomlarin protein konsantrasyonunu 6lgmek igin
izolasyondan hemen sonra Nanodrop One C cihazi kullanilarak analiz yapilmistir.
Proteinin 280 nm’deki absorbans ayar1 agilarak baseline diizeltme ayar1 320 nm olarak
ayarlanmistir. Ultrasantrifiij ile elde edilen pelletler PBS ile resiispande edildigi i¢in blank
ayar1 yaparken PBS kullanilmistir. Eksozom igeren Ornek cihaza konularak ol¢timii

yapilmugtir.

4.1.2.4.2. BCA Protein Assay Kit ile eksozom protein miktar tayini

Elde edilen eksozomlarin miktar tayini i¢in total protein konsantrasyon analizi
gerceklestirilmistir. Eksozomlarin total proteinin kolorimetrik tespiti ve miktarmin
belirlemek i¢cin Mikro BCA Kit kullanilmistir. Ticari olarak kullanima sunulan bu kit,
proteinin alkali bir ortamda Cu*?‘nin Cu**‘e indirgenmesi sonucunda tespit reaktifi olarak
kullanilan bikinkoninik asit (BCA) molekiiliinin Cu*! iyonu ile suda ¢oziiniir bir
kompleks olusturmasina dayanir. Bu kompleks protein konsantrasyonu miktar: ile

dogrusal olarak 562 nm’de absorbans sergiler.

29



Standart egrisi hazirlamak igin kitin i¢inde yer alan 2 mg/mL bovin serum
albiimini (BSA) ve seyreltmek i¢in ise protokole gore % 0.9 NaCl ¢ozeltisi kullanilmistir.
Bu kitle minimum 0.5 pg/mL, maksimum 20 pg/mL konsantrasyonlarda proteinlerin
analiz edilebilecegi bilgisi protokolde yer almaktadir. Analiz edilecek orneklerin diisiik
miktarlarda protein igerigine sahip olacagi ihtimaline karsin 0.5-1 pg/mL ve 1-10 pg/mL
araliklarinda iki standart egri denklemi olusturulmustur.

0.5-1 pg/mL araliginda olusturulacak egri i¢cin 2000 pg/mL BSA stogundan 100
pL almip 1000 pLl’ye % 0.9 NaCl ile tamamlanarak 1. Ara Stok (200 pg/mL)
olusturulmus ve pipetaj yardimiyla homojen olmasi saglanmistir. 1. Ara Stoktan 100 pL
almip 1000 pL’ye % 0.9 NaCl ile tamamlanarak 2. Ara Stok (20 ng/mL) olusturulmustur.
1-10 pg/mL araliginda olusturulacak egri i¢in sadece 1. Ara stok hazirlanmistir.

Seyreltmeler Tablo 4.2 ve Tablo 4.3’te belirtildigi sekilde yapilmustir.

Tablo 4.2. 0.5-1 ug/mL konsantrasyonlarinda BSA standardinin hazirlanmasi

BS‘?;)‘ ﬁgr/:‘nit)"g“ Céziicii (% 0.9 NaCl) K‘(’E;‘?;ggzsﬁ’)on
25 uL 125 uL 0.5
30 uL 120 uL 0.6
35 UL 115 uL 0.7
40 uL 110 uL 0.8
45 uL 105 uL 0.9
50 uL 100 uL 1

Tablo 4.3. 1-10 ug/mL konsantrasyonlarinda BSA standardinin hazirlanmasi

BS(‘;OI(; ‘:grf‘mslf;’g“ Céziicii (% 0.9 NaCl) K?E;?;J;isﬁ’)on
5L 145 uL 1
10 uL 140 pL 2
15 uL 135 uL 3
25 uL 125 uL 5
35 UL 115 uL 7
40 uL 110 uL 8
45 uL 105 uL 9
50 uL 100 uL 10
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Mikro BCA kit’in uygulanma basamaklar:

1. Yukaridaki tablolarda belirtildigi sekilde seyreltilerek 150 puL olarak hazirlanan
standart ¢ozeltileri 96 kuyucuklu plakaya konulmustur.

2. Standart konulan kuyucuklara 150 pL Mikro BCA ¢alisma reaktifi ilave edilerek
mikropipet yardimiyla karigtirllmistir (Mikro BCA ¢aligma reaktifi kitin protokoliinde
belirtildigi sekilde reaktif MA, reaktif MB, reaktif MC kullanilarak hazirlanmastir.).

3. Plaka calkalayict yardimi ile 30 saniye c¢alkalanmis ve etiivde 37°C’de 2 saat
inkubasyonda birakilmistir.

4. Etiivden ¢ikartilan plaka oda sicakliginda sogutulmustur.

5. Absorbans degerleri 562 nm’de 6l¢iilmiistiir.

6. Kor olarak 150 pL %0.9 NaCl ¢ozeltisi ve 150 uL mikro BCA reaktifi kuyucuga
konulup Olgiilmiistiir. Kor icin okunan absorbans degeri oOrneklerin absorbans
degerlerinden ¢ikartilmistir.

7. Standart egri grafigi ve dogru denklemi olusturulmustur.

4.1.2.4.3. Eksozom yiizey belirteclerinin akis sitometrisi ile analizi

hWJ-MKH’lerden, eksozomlar izole edilip saklandiktan sonra kademeli olarak
¢oziindiiriilmiis ve eksozoma ozgli yiizey belirtegleri olan CD9 ve CD81 ile flow
sitometride analizi yapilmistir. Eksozomlarin  boyutlariin  flow  sitometride
gorlintiilenemeyecek kadar kiiclik boyutlarda olmasi nedeniyle latex boncuklar ile
kaplanmasi gerekmektedir. Bu amagla, 40 uL eksozom (NTA analizleri sonucunda 1.20
x 10 partikiil/mL oldugu bulunmus) eksozomlara 6zgii bir yiizey belirteci olan CD63’e
baglanabilen “’paired antikor’> boncuk soliisyonu ile +4 °C’de gece boyunca rotator
cithazinda dondiiriilerek kaplanmistir. Bu soliisyon iizerinde non-spesifik baglanmalari
onlemek i¢in 5 uL 100 mM BSA c¢ozeltisi ile blokaj yapilmistir. Hazirlanan boncuk-
antikor soliisyonu eksozomla +4 °C’de gece boyunca rotator cihazinda dondiiriilerek
inkiibe edilmistir ve bu sayede boncuklarin eksozomla kaplanmasi saglanmistir.
Kaplanmis eksozomlara 1’er uL CD9 ve CDS81 ylizey belirtecleri eklenerek isaretleme
yapilmistir (Faruqu vd., 2018). CD9 ve CDS81 antikorlariyla isaretli eksozomlar izotip
antikorlarina gore analizi Flow sitometri cihazi ile okutulmus ve NovoExpress 6.0

programi ile analizi yapilmistir.
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4.1.2.4.4. Eksozomlarin gecirimli elektron mikroskopu (TEM) ile karakterizasyonu

Eksozomlarin hem boyutlarinin hem de zar yapisinin goriintiilenmesi igin
gecirimli elektron mikroskobu ile (Transmission electron microscopy; TEM)
goriintiileme gergeklestirilmistir. Bu goriintileme hWJ-MKH’lardan ultrasantrifuj ile
elde edilmis eksozom siispansiyonu karbon kapli 200 meshli bakir gridler iizerine
yaklasik 200 pL alinarak adsorbe edilmesi ve beklenerek kurutulmasi saglanmistir.
Ardindan saf su ile yikama islemi yapilmis ve yaklasik %3 Uranil asetat i¢eren soliisyon
ile boyanmustir. Kuruyan gridler direkt olarak gecirimli elektron mikroskobu ile 120 kV
altinda goriintiillenmistir. Gegirimli elektron mikroskobu ile karakterizasyonu, Osmangazi
Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvart Uygulama ve Arastirma Merkezi

(ARUM)’nde hizmet alimi ile yaptirilmistir.

4.1.2.4.5. Eksozomlarin taramali elektron mikroskopu (SEM) ile karakterizasyonu

Elde edilen eksozomlarin yiizey morfolojisinin ve {ii¢ boyutlu yapisinin
incelenmesi taramali elektron mikroskobu ile yapilmistir. Eksozomlarin formiilasyon
gelistirme basamaklari siiresince yapisinin bozulup bozulmadigini goriintiilemek iizere
formiilasyon ornekleri de incelenmistir. hWJ-MKH’lerden elde edilen eksozomlar,
liyofilizasyon ile kurutma islemi yapilacag: i¢in 15 mg/mL mannitol i¢eren PBS ile
seyreltilmigtir. Karbon bant yapistirilmis 6rnek stub’inin iizerine damlatilmis ve
sonrasinda liyofilizsyon islemi ile kurutulmustur. Son olarak da elektriksel iletkenligi
saglamak icin nano Olgekte Au/Pd ile kaplanarak yiiksek vakumda, 5 kV hizlandirma
gerilimi altinda goriintiilenmistir. Taramali elektron mikroskobu ile karakterizasyon
calismalar1, Prof. Dr. Murat ERDEM’in yardimlar1 ile Eskisehir Teknik Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesinde gergeklestirilmistir.

4.1.2.4.6. Nanopartikiil izleme analizi (NTA)

Izole edilmis eksozomlar kullanilarak NanoSight NS300 cihaziyla Nanopartikiil
Izleme Analizi (NTA) &lgiimleri yapilmistir. Eksozomlar PBS ile 1:10, 1:100, 1:1000
oraninda seyreltilmistir. Parcacik boyutu dagilimi ve izole edilmis eksozom veri
konsantrasyonu, NTA 3.4.003 yazilimi1 ile analiz edilmistir. Tim islemler oda

sicakliginda gerceklestirilmistir. Nanopartikiil Izleme Analizi, hizmet alimi ile Hacettepe
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Universitesi ileri Teknolojiler Uygulama ve Arastirma Merkezi (HUNITEK) nde
yaptirilmistir.

4.1.2.4.7. Zetasizer ile boyut analizi

hWJ-MKH’lerden elde edilen eksozomlarin partikiil boyutu analizi Malvern
Zetasizer cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Eksozom siispansiyonundan 10 pL
alinarak PBS ile 1 ml'ye tamamlanmis ve zeta hiicresine alinan bu dispers ortam cihaza
verilmistir. PBS’in herhangi bir partikiil icermediginin kontrolii yapilmak iizere
oncesinde ayni analiz yontemi ile PBS analiz edilmistir (Kesimer & Gupta, 2015). Analiz
edilen ¢ozeltinin sicakligini oda 1s1 ile dengelemek i¢in numunelerin her dl¢glimden 6nce

sicaklig1 2 dakika boyunca optimize edilmistir (Ruzycka-Ayoush vd., 2023).

4.1.3. Mesalazin ve eksozom iceren formiilasyonlarin gelistirilmesi

4.1.3.1. Mesalazin igeren formiilasyonun gelistirilmesi

Iki fazdan olusan mikroakiskan sistem gelistirilirken, % 2 lesitin iceren yag fazi
olarak kakao yagi karisimi hazirlanmistir. 100 °C sicakliga ayarlanan manyetik karistiri
tizerinde 30 dakika boyunca sivilasan kakao yagi ile lesitinin karigmasi saglanmistir. Bu
islem sonucunda kakao yaginin viskozitesi sicaklik ile ¢ok degistiginden manyetik
karistiricinin sicakligr 50 °C’ye diisiiriilerek bir siire o sekilde sicakligr diismesi i¢in
karigsmasi saglanmstir.

Su faz1 hazirlamak adina dncelikle mesalazinin sudaki ¢ozliniirliigli denenmistir.
Sicak su, soguk su, etanolde yapilan deneylerde 50 mL igerisinde 100 mg maddeden
fazlasinin ¢oziinemedigi gozlenmistir. Isitma karigtirma gibi islemlerle bu oran
arttirllamamustir. Cip ile yapilan denemelerde, mesalazinin sadece suda sonikator yardimi
ile dagitilarak hazirlanan karisimlarin ¢ok hizli bir sekilde ¢oktiigi gézlenmistir (Bkz.

Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. 15 mg mesalazin 5 mL distile su ile hazirlanmus karsisimun elastik boruya ¢okiisii

Hizl1 ¢okmenin Onlenebilmesi i¢in silispansiyon yapilmasina karar verilmistir.
Bunun igin degisik oranlarda karboksi metil seliiloz (CMC) igeren ¢ozeltiler (% 1, % 2.5,
% 3.5, % 5) hazirlanmistir. 250°ser mg mesalazin hazirlanan CMC ¢ozeltilerinde prob
sonikator yardimi ile (% 80 ampl) 30 saniye karistirilarak dagitilmig ve ¢okme oranlari

gozlenmistir (Bkz. Sekil 4.2).
[ — ———

Sekil 4.2. CMC igeren ¢ozeltilerinde hazirlanmis meselazin stispansiyonlart (Soldan saga % 1, % 2, % 3,
% 5).

Viskozite, CMC igerigi ve ¢cokme siireleri géz oniinde bulunduruldugunda % 2.5
CMC igeren ultra saf su ile hazirlanan ¢ozeltinin mesalazin ile silispansiyon hazirlanarak
kullanilmasina karar verilmistir.

Yukarida anlatildig1 gibi hazirlanan yag fazi (kakao yagi + % 2 lesitin) ve su fazi
(% 2.5 CMC igeren ¢ozelti ile hazirlanmis mesalazin siispansiyonu) ¢ipe verilerek iki
fazin akis hizlar1 degistirilmis ve damlacik olusup olusmayacagi gozlenmistir. Bu
asamada degisik akis hizlar1 denenmis ve mikroskop altinda damlacik olugsup olugsmadigi
gozlenmis, olusan damlaciklar ise bir lam iizerine damlatilarak stabilite ve yapisi
incelenmistir. Sicakligin viskoziteyi, viskozitenin de olusan damlaciklarin stabilitesi ve
boyutunu etkiledigi gozlemlenmistir. Ayrica ¢alisma esnasinda boruda ve ¢ip i¢inde
kakao yagmin dondugu goriilmiis, donma sorunun ¢6zmek ve daha stabil akis

saglayabilmek adina sirkiilizasyonlu su banyosu kullanilmaya baslanmistir. 50 mL’lik
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falkonlara sirkiilizasyonlu su banyosuna ait borular dolandirilarak, siringa pompa
tizerinde siringalart 1sitacak ceketli bir 1sitict olusturulmustur (Bkz. Sekil 4.3 ve Sekil
4.4).

Sekil 4.4. Hazirlanan isitici diizenegin siringa pompasindaki kullanimi

Hazirlanan 1sitict 50 °C’ye ayarlanarak hem su fazinin hem de yag fazinin ayni
sicakliga getirilmesi saglanmistir. Bu sayede daha kontrollii bir akis olusturulmustur. Su
fazinda yer alan siispansiyondaki mesalazinin ¢okmesini yavaslatmak adina siringanin

icine kii¢iik bir balik atilip siringanin altina manyetik karistirt konulmustur. Boylelikle
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akis boyunca cipten daha stabil bir etkin madde gecisi saglanmaya caligilmistir.
Formiilasyon gelistirmek icin olusturulan bu sistem Sekil 4.5’te ayrintili olarak

verilmistir.

Sekil 4.5. Mikroakiskan ¢ip ile olusturusmus sistem (A: sirkiilasyonlu su banyosu, B:oda isisint kontrol
etmek igin termometre, C: bilgisayar, C: sirkiilasyonlu su banyosuna ait 1sitici borular, D: siringa
pompast, E: mikroakiskan ¢ipten ¢ikan elastik borular, F: isiticil manyetik karistirici, G: mikroskop, G:
emiilsiyon toplama kabi, H: monitor)

Yukarida bahsedilen diizenlemeler yapildiktan sonra Sekil 4.6’da yer verilen ¢iple
iki fazin da 48 pL/dk akis ile verilmesi saglanarak damlaciklar olusturulmustur (Bkz.
Sekil 4.7). Bu optimum akis hizin1 bulabilmek i¢in degisik akis hizlarinda denemeler
yapilmistir.

Sekil 4.6. Emiilsiyon olugturmak i¢in kullanilan PDMS ¢ip
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Sekil 4.7. Iki fazin da 48 uL/dk olarak verildiginde olusan damlactklarin 15tk mikroskobu
gortintiisii (40X)

Olusan damlaciklar mikroskop altinda incelendiginde kakao yagi donduktan sonra

pargalandig1 goriilmiistiir (Bkz. Sekil 4.8).

Sekil 4.8. Olusan damlaciklarin kakao yagi: donduktan sonraki 151k mikroskobu goriintiisii (40X)
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Bu sorunun iistesinden gelebilmek i¢in ilk olarak kullanilan lesitin oran1 % 4’e
cikartlmigtir. Damlalarda donma sonrasi olusan bozunma yeniden gozlenmesi bu
durumun yagi 1sitirken uygulanan yiiksek sicakliklarin yagin kristal yapisin1 bozmasindan
kaynaklanabilecegini diisiindiirdiigiinden yag 50 °C’de eritilerek hazirlanmistir. Oda
1s1sinda ve aniden -20 °C’ye maruz birakma yolu ile doldurulan formiillerde damlalarda
herhangi bir bozulma gézlenmemistir.

Su faz1 olan 125 mg mesalazin % 2.5 CMC ¢6zeltisi (5 mL); 48 uL/dk, yag fazi
olan % 4 lesitin igeren kakao yagi; 48 pL/dk akis hizi ile mikrogipe verilmis, 1sitict ile
fazlar ¢ipe verilmeden 50 °C’ye 1sitilmistir. Olusan emiilsiyon direkt olarak enterik kapli
kapsiillere doldurulmus, kapsiillerin es miktarda formiil ile doldurulabilmesi i¢in dolum
esnasinda siire tutulmustur. Es siirede doldurulan kapsiiller -20 °C’de 4 saat birakilarak

dondurulmus ve 9.4 mBar basing altinda -110 °C’de 36 saat liyofilize edilmistir.

4.1.3.2. Eksozom iceren formiilasyonun gelistirilmesi

Eksozom iceren emiilsiyon sistem gelistirilirken yag fazi, diger emiilsiyon sistemi
ile ayn1 dis faza sahip olmasi i¢in Boliim 4.1.3.1°de anlatilan ve secilen yag fazinin birebir
aynisi olacak sekilde % 4 Lesitin igeren kakao yagi kullanilmistir.

Formiilasyon gelistirme asamasi liyofilizasyon prosesi igerdigi i¢cin donma
esnasinda eksozomlarin zar yapisinin bozulmamasi ve agrege olmalarini minimize etmek
i¢in kriyoprotektan kullanilmasina karar verilmistir. Kullanilacak mannitol, 5 mg/mL, 9
mg/mL, 15 mg/mL olacak sekilde 3 farkli konsantrasyonda formiilasyonda olusacak
damlaciklarin boyutlarini ve stabilitesini nasil etkiledigini anlamak i¢in denenmistir
(Method for lyophilizing exosome, 2020). Bu denemeler i¢in hazirlanan PBS ile istenilen
oranlarda mannitol oda 1sisinda karistirict yardimu ile ¢oziindiiriiliip ve sonrasinda 0.22
um filtreden siiziilmiistiir. Formiilasyon c¢alismasi eksozom icermeyen PBS igerisinde
¢Oziindiiriilmiis mannitol ile denemeler yapilmistir.

Her konsantrasyonda damlacik olusumu saglanmasina ragmen kakao yagmin
donmasi ile birlikte en stabil damlacik formunun korunmasini saglayan su fazi 15 mg/mL
mannitol igeren su fazi oldugu bulunmustur (Bkz. Sekil 4.9). Bu sebeple eksozomlari

igerecek su fazi olarak 15 mg/mL mannitol i¢eren PBS kullanilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.9. 15 mg/mL mannitol igeren su fazi ile olusturulan damlaciklarin 1stk mikroskobu
gortintiisii (40X)

Mesalazin igeren formiilasyonun hazirlanmasi i¢in kullanilan sistem eksozom
iceren formiil ig¢in de kullamilmistir (Bkz. Sekil 4.5). Mesalazin igeren formiilasyon
gelistirilirken sirkiilasyonlu 1sitic1 ile hem su hem de yag fazi 50 °C’ye 1sitilirken,
eksozom iceren formiil i¢in yalnizca yag fazi isitilmistir. Eksozomlar 50 °C sicaklikta
bozulacagindan eksozom iceren su fazinda i1sitma islemi yapilamamistir. Boyle bir
durumda oda sicaklig1 ¢ok dnemli bir hale gelir. Oda sicakliginda ¢aligildiginda, 50 °C’ye
1sitilan yag fazi ile oda 1sisinda olan su fazi karsilastiginda meydana gelen damlaciklarin
stabilitesinin diisiik ve sekillerinin bozuk oldugu ayrica ¢ip icerisinde soguyan kakao
yaginin dondugu gézlenmistir. Oda bir 1sitic1 yardimi ile 32 °C’ye 1sitilarak damlaciklarin
stabil hale gelmesi ve akigin kesintisiz bir hale gelmesi saglanmistir.

Mesalazin igeren formiilasyonun hazirlanmasi i¢in kullanilan, Sekil 4.6’da yer
verilen ¢ip kullanilmis ve su fazindan 48 pl/dk akis, yag fazindan 48 pL/dk verilerek
formiilasyon olusturulmustur. Formiil enterik kapli kapsiillere es siirede doldurulmustur.

Kapsiiller -20 °C’de dondurulup sonrasinda liyofilize edilmistir.
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4.1.4. Mesalazin ve eksozom i¢eren formiilasyonlarin karakterizasyonu

4.1.4.1. Fiziksel goriiniim
Hazirlanan formiilasyonlarin damlaciklarin boyutlar1 gozle goriintiilenebilir
oldugundan hem in-proses kontrol olarak da hem de formiilasyon tamamlandiktan sonra

organoleptik olarak incelenmistir.
4.1.4.2. Mesalazin igceren formiilasyonlarin karakterizasyonu
4.1.4.2.1. Etkin madde miktar tayini

Mesalazin etkin maddesi i¢in yapilacak etkin madde miktar tayini analizlerinde
Ultra Basingli/Performans Sivi Kromotografisi (UPLC) cihazi kullanilmistir. Etkin
madde miktar tayini i¢in, mesalazin igeren i¢ fazla doldurulan kapsiiller tizerinde analiz
yapilmistir. pH etkisinin formiilasyona yiiklenen total etkin madde miktarina etkisini
analiz edebilmek adina i¢ faz olarak kullanilacak ¢6zeltisinin pH 3 ve pH 7.5’a ayarlanmis
formlar1 ile hazirlanan formiilasyonlar analiz edilmistir.

Mesalazinin ¢oziiniirliik sorunu nedeniyle i¢ faz olarak hazirlanan siispansiyondan
etkin maddenin formiilasyon olusturma asamasinda ¢okmesi ihtimali ile kapsiillere
yiiklenen etkin madde miktarinin degisip degismediginin analizinin yapilmasi igin
kapsiillerin dolum siras1 analiz edilmek istenmistir. Bu sebeple 3 farkli dolum esnasinda
farkli dolum siralari ile doldurulan kapsiiller ayri ayr1 analiz edilmistir. Analiz edilmeden
once her kapsiiliin agirhigi tartilmistir fakat formiilasyon direkt olarak kapsiile dolum
yapilarak hazirlandigindan tartim dolum yapilan alt kapsiil ile birlikte yapilmistir. Kapsiil
icine dolum yapilan emiilsiyon formiilasyonun agirligini bulabilmek adina 10 ayr1 enterik
kapli kapsiiliin kapaksiz agirligi da tartilmig ve ortalamasi alinarak bu deger
formiilasyonlu kapsiillerden ¢ikartilmistir.

Yapilan ilk denemede liyofilize edilen kapsiillerin kapsiil kism1 soyulup donmus
halde bulunan emiilsiyon ¢ikartilmig ve 5 mL diklorometan (DCM) igerisinde yagin
¢oziinmesi saglanmistir. Mesalazini su fazina alabilmek i¢in 40 mL % 0.1 fosforik asit
igeren ultra saf su eklenmis ve galkalayicili karistirict kullanilarak iyice karistiritlmustir.
Iki faz arasindaki ayrimin iyice yapilabilmesi igin 40 °C’ye ayarlanmus santrifiij cihazinda
11.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Ustte toplanan su fazindan drnekler aliarak
0.22 um siringa filtrelerden siiziilmiis ve UPLC’de analiz edilmistir. Bu deneme basarisiz

olmustur. Bunun sebepleri, mesalazin igeren su fazinin yag fazi ara yilizeyinde toplanmis
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olabilecegi gibi 40 mL su fazinin etken madddeyi ¢6zmek i¢in yeterli gelmemis olasiligi
degerlendirilmistir.

Yapilan ikinci denemede DCM ile yag fazinin ¢ozdiiriilmesi sonucunda basarili
sonug alinamayinca kapsiillerinden soyulan formiilasyonlar kakao yaginin sivilagabilmesi
icin 150 mL Tampon I dissolusyon ortaminda 50 °C’ye ayarlanan manyetik karistirici
yardimu ile yiiksek rpm’de karistirilmigtir. Formiilasyon Sekil 4.10’da goriindiigii gibi
hizlica dagilmis, 6. ve 26. saatlerde 6rnekler alinip 0.22 pm siringa filtrelerden siiziilmiis
ve UPLC’de analiz edilmistir. 6. ve 26. saatler arasinda kiimiilatif etkin madde miktar1
acisindan Oonemli bir fark olmadigi goriilmiis, bu durum, yiiksek sicaklik ve rpm’de

formiilasyonun hizli dagilmasina baglanmistir.

Sekil 4.10. Kapsiiliinden soyulan formiilasyonun gériiniimii

Etkin madde miktar tayini analizinin daha dogru sonuglar verebilmesi igin
kapsiilleri ve etkin maddeyi birbirinden ayirmanin pek dogru olmadigi sonucuna
vartlmistir. Bu sebeple etkin madde miktar tayini 150 mL Tampon I dissolusyon ortami
kullanilarak soyulmamus biitiin kapsiiller tizerinde yapilmistir. Ayni zamanla etkin
maddenin uzun siire 50 °C gibi bir sicaklikta bulunmasinin bozunma gibi bir duruma
neden olup olmayacagini anlayabilmek adina bu ¢alisma dissoliisyonla es zamanli olarak
37 °C’de gergeklestirilmistir. pH 6 tampon ortami kapakli cam bir siseye alinarak 37
°C’ye ayarlanmis (Bkz. Sekil 4.11), igine atilan bir manyetik karistirici yardim ile
kapsiiliin karismasi, pH etkisi ile agilmas1 ve sonrasinda viicut sicakligi ile kakao yaginin
dagilmasi saglanmistir (Bkz. Sekil 4.12). Ornekler alinip UPLC ile analiz edildikten sonra
11., 24. ve 50. saatlerde alinan drnek sonuclari, 24. saatte etkin madde miktarinin hemen
hemen hepsinin ortama salinmis oldugunu gostermistir. Yapilan ikinci denemede
goriinen 6 saatte etkin maddenin tiimiiniin salinmasinin, yiiksek sicaklik ve rpm’e bagh
oldugu gézlenmis ve daha standardize sonuglar elde edebilmek adina bu son yontemin

kullanilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.11. Salim ¢alismasi ve etkin madde miktar tayini deney diizenegi

Sekil 4.12. Etkin madde tayini i¢in olusturulan sistem

4.1.4.2.2. Etkin madde salim calismast

In vitro salim ¢alismalarinda; pH etkisinin mesalazinin formiilasyondan salim
profiline etkisini analiz edebilmek adina i¢ faz olarak kullanilacak CMC ¢ozeltisinin pH
3 ve pH 7.5’a ayarlanmig formlari ile hazirlanan formiilasyonlara ait salim g¢aligmasi

yapilmistir. Toplanan 6rnekler UPLC kullanilarak analiz edilmistir.
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Mesalazin ile hazirlanan bu formiilasyon {ilseratif kolit hastalart igin
kullanilacagindan  kolona ulagsmasi hedeflenerek hazirlanmistir.  Bu  nedenle
gastrointestinal sistemi mimik etmek adina farkli pH’larda hazirlanan 4 ¢6ziinme ortami
kullanilmistir (Bkz. Tablo 4.4). Dissoliisyon ortamlar1 Tablo 4.5’te yer alan igeriklerle

hazirlanmistir.

Tablo 4.4. Salim calismasi igin kullanilan ortamlar

Mimike ettigi GIS s1vis1 Siire pH Rpm
Asit agamasi Mide stvisi 2 saat 12 100
Tampon asamasi I Duodenum 1 saat 6 100
Tampon asamasi I1 fleum 90 dakika 7.2 50
Tampon asamasi IT1 Kolon 48 saat 6.5 50

Tablo 4.5. Salim galigmasi i¢in kullanilan ortamlarin igerikleri

2 g NaCl
Asit asamasi Mide s1visi 80 mL 1 M HCI
Distile su km 1000 mL

43.35 g monobasik potasyum fosfat
Tampon agamasi I Duodenum 1.65 g NaOH
Distile su km 2000 mL

) Tampon I, Cozelti B (133,6 g NaOH; distile su km 2000
Tampon asamasi I1 Ileum
mL) kullanilarak pH 7.2’ye ayarlanir.

Tampon asamasi 111 Kolon Tampon II, fosforik asit kullanilarak pH 6.5’a ayarlanir.

Mide stvisint mimik eden ortam hazirlandiktan sonra 150 mL ortam beherlere
konularak 37 °C’ye getirilmis ve enterik kapli kapsiillere doldurulan liyofilize edilmis
formiiller, mide sivisint mimik eden ortama atilmistir (Tirk Farmakopesi syf 882).
Kapsiillerin ylizmemesi bir kafes yardimiyla saglanmis, behere manyetik karistirici
atilarak ortamin siirekli karistirilmasi saglanmistir. 2 Saat sonunda, duodenum ortami igin
hazirlanan pH 6’daki tampon I, mide ortami ile ayn1 hacimde 37 °C’ye getirilmis, mide
ortaminda deforme olmayan enterik kapsiiller ortamdan ¢ikartilip bir havlu kagit yardimi
ile nazik¢e kurulandiktan sonra tampon | ortamina atilmistir. Ayni sekilde kafes ve
manyetik karistirict kullanilarak ortam kosullar1 optimize edilmistir. Kapsiiller agilmaya
basladigindan 3. ortam olan ileumu mimik edecek tampon ortaminin pH 7.2’ye ayarlamak
icin USP’de yer alan ¢6zelti B kullanilmistir. Bu alanda feges yogunlugunun artmasi s6z

konusu oldugundan rpm 50’ye disiiriilmiistiir. Tampon III agamasina ge¢mek icin pH
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6.5’¢ ayarlamasinda fosforik asit kullanilmistir. Sicaklik ve rpm analiz boyunca ayni

tutulmus, dissoliisyon ortaminin buharlagsmasini 6nlemek i¢in beherlerin agizlari parafilm

ile kapatilmistir (Bkz. Sekil 4.13).

Sekil 4.13. Mesalazin madde miktar tayini ve salim ¢alismast igin kullanilan diizenek.

Tablo 4.6. Salim ¢alismasinda 6rnek alma saatleri

Salim ortanm Ortamda bulundugu siire Toplam Siire
Mide Vasati 120 dk 120 dk (2. saat)
30 dk 150 dk
Tampon asamasi [
60 dk 180 dk (3. saat)
30 dk 210 dk
Tampon asamasi II 60 dk 240 dk
90 dk 270 dk
30 dk 300 dk (5. saat)
60 dk 330 dk
90 dk 360 dk
120 dk 390 dk
240 dk 510 dk
360 dk 630 dk
Tampon asamasi 111
450 dk 720 dk (12. saat)
630 dk 900 dk
1260 dk 1530 dk (25 saat 30 dk)
1550 dk 1820 dk
1770 dk 2040 dk
2880 dk (48. saat) 3150 dk (52,5. saat)

Tablo 4.6’da belirtilen siirelerde 2’ser mL 6rnek toplanmis; toplanan 6rnekler 0.22 um

siringa filtreden stiziilerek UPLC’de analiz edilmistir.
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4.1.4.3. Eksozom igeren formiilasyonun karakterizasyonu
Formiilasyon igerisindeki eksozomlarin yapisinin bozulup bozulmadiginin
belirlenmesi i¢in, diger yontemler icin yeterli biitce bulunmadigindan, sadece TEM ve

SEM analizleri yapilmistir.
4.1.4.3.1. Eksozomlarin gecirimli elektron mikroskopu (TEM) ile karakterizasyonu

Eksozom igeren kapsiillerdeki eksozomlarm TEM analizi, formiile edildikten
sonra kapsiillerin dagilmasi ve ¢oziinmesi sonucunda ortama salinan eksozomlar1 igeren
siispansiyon i¢in yapilmistir. Formiillerin 37 °C’ye getirilmis PBS ortaminda manyetik
bir karistirict yardimu ile dagilmasi saglanmustir. Ozellikle formiilasyonun ¢dzdiiriilmesi
sonucunda toplanan 6rnegin formiilasyon kaynakli kirlilikleri elimine etmek adina 20000
G’de 15 dakika olmak iizere 2 kez santrifiij edilmis sonrasinda siipernatantlar
toplanmigtir. Eksozomlar1 yogun bir sekilde goriintiileyebilmek adina toplanan
stipernatantlar ultrasantrifujde +4°C’de 110.000xg’de 90 dk santrifiij edilmistir. Pellet
toplanmis ve PBS ile seyreltilmistir. Ornekler daha sonra Béliim 4.1.2.4.4.’de anlatildi§1
gibi TEM cihazi ile analiz edilmistir.

4.1.4.3.2. Eksozomlarin taramali elektron mikroskopu (SEM) ile karakterizasyonu

Formiilasyon icerisinde eksozomlarin incelenebilmesi icin mikroakiskan
sisteminde olusturulan formiilasyon direkt olarak karbon bant yapistirilmis stub’imnin
tizerine damlatilmis ve sonrasinda liyofilizsyon islemi ile kurutulmustur ve Bolim

4.1.2.4.5°de anlatildig1 gibi SEM cihazi ile goriintiilenmistir.

4.2. Hiicre Kiiltiirii calismalari
Yapilan hiicre kiiltiirii galigmalar hem mesalazinin, hem de mesalazin ve eksozom
yiikklenmis kapsiil igeriginin hiicreler iizerinde toksisitesini belirlemek, eksozomun
hiicreler iizerinde etkinligini tespit etmek ve elde edilen eksozomlarin hiicreler tarafindan
alindiginin ispati igin gergeklestirilmistir. Yapilan ¢alismada Insan Gobek Damar Endotel
Hiicreleri HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) hiicre hatti kullanilmistir.
4.2.1. Sitotoksisite ¢alismasi
MTT  (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum  bromiir) tetrazolyum
tahlili, canli hiicrelerin metabolik aktivitesini tahmin etmede popiiler bir aractir. Test, agik

renkli suda ¢6ziinen tetrazolyum tuzunun, spektrofotometrik olarak olgiilebilen yogun
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mor-mavi renkli suda ¢o6ziinmeyen formazana enzimatik olarak indirgenmesine
dayanmaktadir. Bu islem canli hiicrelerde mitokondriyel aktiviteyle gergeklesir ve suda
¢Oziinmeyen formazan hiicre zarinda gegemeyecegi icin canli hiicrelerde birikirler.
Uygun sekilde optimize edilmis kosullar altinda elde edilen absorbans degeri, canli hiicre
sayistyla dogru orantilidir (Fotakis & Timbrell, 2006; Grela vd., 2018).

Bu tez c¢alismasinda gelistirilmis olan formiilasyonlarin, etkin maddelerin ve
kullanilan yardimci maddelerin canli hiicreler tizerindeki toksik etkisinin tespit edilmesi
amaciyla MTT testi uygulanmistir. Calismada kullanilmak tizere 96 kuyucuklu plakaya
her kuyuda 2x10%mL hiicre olacak sekilde DMEM ile hazirlanmus hiicre siispansiyonu
ile ekim yapilmistir. 24 saat sonra kuyucuklardaki besiyeri ¢ekilmis ve belirlenen
konsantrasyonlara sahip formiiller ve etkin maddeler 5 farkli konsantrasyonda ve n=3
olacak sekilde hiicrelerin tizerine eklenmislerdir. Plakalar 37°C, %5 CO. ve % 95 hava
iceren atmosfer kosullarinda 24 ve 48 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
stiresi dolan plakalardaki besiyeri ¢ekildikten sonra PBS ile yikama iglemi yapilmustir.
Her kuyuya MTT boyasindan (5mg/mL) 20 pL ilave edilmistir. 37°C’de 3 saatlik
inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda MTT boyasi kuyucuklardan uzaklastirilip her bir
kuyucuga 200 uLL. DMSO eklenerek formazan tuzunun ¢éziinmesi saglanmistir. Renk
Olusumunun go6zlenebilmesi i¢in tekrardan 37°C’de 30 dakikalik inkiibasyona
birakilmigtir. Plakalardaki canli hiicre konsantrasyonu Cytation 5 cthazi araciligiyla 570
nm dalga boyunda dl¢lilmiistiir.

Hiicre canliliklarini kiyaslamak i¢in hiicrelere hem mesalazinli hem de eksozomlu
formiillerden uygulanmustir. Saf meselazin, mesalazin igeren formiilasyon ve plasebo
formiilasyon i¢in 10 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL
konsantrasyonlar1 se¢ilmis, bu konsantrasyonda mesalazin igerecek sekilde hiicrelere
uygulanacak ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bunun icin gerekli miktarda formiil DMEM
besiyerine eklenmis 37 °C’ye 1sitilmis ve kakao yagmin dagilmasi saglanmistir.
Karistirarak i¢ fazdaki mesalazinin besiyerinde ¢oziindiiriilmesi saglanmis ve gerekli
seyreltmeler yapilmistir. Meselazin de aym1 bu sekilde 37 °C’ye 1sitilmis besiyerine
eklenerek ayni islemlerden gecirirek ¢oziindiiriilmiistiir.

Saf eksozom, eksozom igeren formiilasyon ve plasebo formiilasyon igin
konsantrasyon belirlenmek istenirken eksozomlar {izerinde gerceklestirilen protein
miktar analizinde elde edilen degerden yararlanilmistir. 45 pg/mL, 112.5 pg/mL, 225
pg/mL, 450 pg/mL, 900 ug/mL konsantrasyonlarda protein i¢erigine sahip olacak sekilde
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cozeltiler hazirlanmistir. Mesalazin igeren formiilasyonlarin hiicre kiiltiiriine uygulanmak
icin hazirlandigr yontem kullanilarak eksozom igeren formiilasyon ve eksozom da
hazirlanmistir. Besiyerinde formiiliin dagitilmasi sonrasinda karistirma islemi
eksozomlarin zarar gormemesi i¢in daha dikkatli bir sekilde yapilmustir.

Gerekli seyreltmeler yapildiktan sonra yukarida verilen konsantrasyonlarda 6 adet
formiil n=3 olacak sekilde 24 saatlik ve 48 saatlik plakalarda hiicreler {izerine uygulanmis

ve sonrasinda MTT analizi gergeklestirilmistir.

4.2.2 Eksozomlarin hiicre icine alinma analizi

Eksozomlarin, yapisinin bozulmadigi ve hiicre igine almabilirliklerinin
kontroliiniin yapilmas1 amaci ile transfeksiyon caligmasi yapilmistir.

Ilk olarak sonikasyon ve inkiibasyon yardimi ile eksozomlara FITC isaretli siRNA
yiiklenmesi yapilmistir. Eksozomlarin tizerine siRNA’lar eklendikten sonra %20 amp ile
30 sn sonike edilen eksozomlar sonrasinda 2 dk sogukta bekletilmistir. Bu islem 6 defa
tekrarlanmis sonrasinda 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Her kuyuya 10 pg eksozom
gelecek sekilde her 10 pg eksozoma da 1 pg FITC isaretli siRNA gelecek sekilde
hesaplama yapilmistir. FITC siRNA igeren eksozomlar 150000 g’de ultrasantrifuj
yapildiktan sonra HUVEC hiicrelerine uygulanmistir. Hiicre igine alinabilmesi igin 24
saat beklenmis ve sonrasinda floresan mikroskop altinda goriintiiler alinmustir.

Ikinci bir yontem olarak ise PKH26 boyasi ile eksozom boyama kullanilmistir.
100 ug eksozom tizerine PKH26 boyama kiti i¢erisinden ¢ikan PKH26’dan 1 uL, diluent
C’den 80 pL eklenmis, 4 dakika inkiibasyona birakilmistir. Eksozomlar boyandiktan
sonra ultrasantrifuj metodu ile toplanmis ve hiicrelere uygulanmistir 3 saat karanlikta
inkiibasyona birakilmistir. Canli hiicreleri boyamak i¢in akridin oranj (yesil)
kullanilmistir. Bunun i¢in 10 mg/mL olarak hazirlanan boyadan her kuyu i¢in 5 pL
alinmis ve hiicrelere uygulanmistir. 20 dakika inkiibasyon sonrasinda 2 kez PBS
kullanilarak hiicreler yikanmis ve boyanin fazlasi uzaklastirilmistir. Floresan mikroskop

altinda goriintiiler alinmstir.
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5.BULGULAR VE YORUM
5.1.Mesalazine Ait Analitik Yontem Gelistirme ve Validasyon Calismalari
5.1.1. Analitik yontem gelistirme

Gelistirilen sistem i¢in mesalazin etkin maddesine ait miktar tayininin
gerceklestirilebilmesi icin yeni UPLC metodu gelistirilmistir. Metoda ait farkli
parametreler degistirilerek en uygun yontem bulunmustur. Buna gore, 20 'C’de Ultra Saf
Su : Methanol (90:10) mobil faz ile 0.600 mL/dk akis hizi ile kolona siiriiklenen
Mesalazinin 300 nm dalga boyunda 7.446. dakikada pik verdigi belirlenmistir (Bkz. Sekil
5.1.).

DADT C, Sig=300,4 ReF=360,100 (WESALAZNWESALAZIN 2023-06-06 16-51511BC-1401.0)

Norm

250 -

T T T T T T T T T -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 mi

Sekil 5.1. Mesalazine ait kromotogram piki
5.1.2. Validasyon ¢alismalari
5.1.2.1. Dogrusallik

Mesalazin etkin maddesinin % 0,1 fosforik asit igeren ultra saf su igerisinde
hazirlanan 0.5-10 pg/ml derisimlerindeki 6rneklerine karsilik gelen egri altinda kalan alan
degerleri kullanilarak etkin maddeye ait kalibrasyon egrisi bulunmustur. Dogrusallik
sonuglar1 Tablo 5.1°de, olusturulan kalibrasyon egrisi Sekil 5.2’de verilmistir. Dogru
denklemi y= 223..9x+17.246 olarak bulunmus ve R?=0.9996 olarak belirlenmistir.

Korelasyon sayisinin 1°e yakin olmasi yontemin dogrulugunu gostermistir.
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Tablo 5.1. Mesalazin dogrusallik sonuglar

Derisim Alan Ortalama SS SH
ng/mL  Seril  Seri2  Seri3  Seri4  Seri5  Seri6
0.5 114.057 116.419 116.360 113.661 115.984 115511 115332 1.193  0.689
1 228.976 227.582 226.431 223219 227.232 227.113 226.758 1928  1.113
2 455174 453.040 455205 454727 455186 446.089 453.238 3599  2.078
3 685.772 685.772 721.574 721574 718.414 714.342 707.053 15.723 9.078
4 928.127 916.592 919.386 939.996 936.383 928.253  928.122  9.149 5282
5 1154.84 1157.01 1157.08 1156.35 1154.540 1154.440 1155.710 1.242  0.717
6 1368.900 1370.051 1364.710 1373.000 1362.860 1370.800 1368.472 3.887  2.244
7 1595.020 1600.360 1606.020 1602.320 1604.150 1598.376 1601.041 4.548  2.626
8 1806.740 1809.680 1782.050 1808.050 1805.980 1771.730 1797.327 16.205  9.356
9 1987.680 2020.350 2031.270 2024.440 2013.240 2015240 2015.370 15.041  8.684
10 2250.10 2247.930 2248.910 2248.850 2241.340 2247.640 2247.462 3.121  1.802
2500
2000 y =223,89x + 17,246
R? =0,9996
1500
3
<
1000
500
0

5.1.2.2. Dogruluk

6
Derigim (pg/mL)

Sekil 5.2. Dogrusallik Egrisi (0.5-1 ug/mlL)

10

12

Mesalazin’in ¢alisma aralig1 igerisinde yer alan 3 konsantrasyonu (1.5 ug/mL, 5.5

pg/mL, 9.5 pg/mL), 3’er kez analiz edilmistir. Hesaplanan derisim miktarlar1 teorik

derisimle karsilastirilmistir. % geri kazanim verileri lizerinden degerlendirme yapilmistir.

Dogruluk ¢alismasina ait sonuglar asagida Tablo 5.2°de yer almaktadir.
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Tablo 5.2. Mesalazin dogruluk ¢calismast sonuglart

Derisim

(ng/mL) 15 5.5 9.5
1.4644 5.4682 9.5003
Elde Edilen Derisim 1.4830 5.6079 9.3128
(ng/mL)
1.4732 5.4238 9.3768
97.6298 99.4233 100.0042
% Geri Kazamm 98.8676 101.9619 98.0300
98.2140 98.6161 98.7033
Ortalama % Geri Kazanim 98.2371 100.0004 98.9124
Standart Sapma 0.6192 1.7459 1.0003
Standart Hata 0.3575 1.0080 0.579%4

ICH kilavuzlarina gore gelistirilen analitik yontemin dogru olarak kabul
edilebilmesi i¢in ylizde geri kazanim degerinin kabul araligi % +2’dir. Yapilan analiz

sonuglar1 degerlendirildiginde, c¢alismadaki tim % geri kazanim degerleri istenilen

aralikta bulunmustur.

5.1.2.3. Kesinlik

Mesalazin’in ¢aligma araligi igerisinde yer alan 3 konsantrasyonu (15 pg/mL, 5.5
ug/mL, 9.5 ug/mL), 3 farkli giinde 3’er kez analiz edilmistir. Kesinlik igin varyasyon

katsayis1 lizerinden degerlendirme yapilmistir. Sonuglar Tablo 5.3 yer almaktadir.

Tablo 5.3. Mesalazinin kesinlik ¢alismast sonuclart

1. Giin 2. Giin 3. Giin
1.4827 1.4669 1.4354
1.5 pg/mL 14711 1.4723 1.4211
1.4822 14734 1.4245
Ortalama 1.4787 1.4709 1.4270
Standart Sapma 0.0065 0.0034 0.0074
Varyasyon Katsayisi 0.4412 0.2372 0.5227
5.4820 5.5362 5.5604
> g/ 5.5490 5.5489 5.7039
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5.6125 5.5058 5.7185

Ortalama 5.5478 5.5303 5.6609
Standart Sapma 0.0652 0.0221 0.0873
Varyasyon Katsayisi 1.1759 0.4004 1.5432
9.3431 9.6573 9.3500

9.5 pg/mL 9.3676 9.4881 9.3731
9.3476 9.4926 9.4198

Ortalama 9.3528 9.5460 9.3810
Standart Sapma 0.0130 0.0963 0.0355
Varyasyon Katsayisi 0.1390 1.0097 0.3790

Elde edilen kesinlik sonuglarina gore hesaplanan varyasyon katsayisinin % 2’den
kiiglik olmas1 gerekmektedir (ICH, 2005). Tablo 5.3’te verilen analiz sonuglar
incelendiginde, tiim derisimler i¢in elde edilen degerler kabul edilen sinirlar i¢inde yer

almakta ve yontemin kesinligini kanitlamaktadir.

5.1.2.4. Duyarlhihik
LOD ve LOQ degerleri ‘4.1.2.5. Duyarlilik’ baslig1 altinda yer alan Esitlik 4.1 ve Esitlik
4.2 yardimiyla hesaplanmistir. Sonuglar Tablo 5.4°te gosterilmektedir.

Tablo 5.4. Saptama ve tayin sinirlari

Smir Derisim
LOD ( Saptama sinir1) 0.053271
LOQ ( Tayin sinir1) 0.017579

Analitik yontem validasyonu igin kullanilan en diisitk Mesalazin derigimi 0.5 pg/mL’dir.
LOD ve LOQ degerlerinin 0.5 pg/mL’den daha kiigiik olmasi, analitik ydntemin

duyarliliginin kanitidir.

5.1.2.5. Secicilik
Olusturulan formiil ve analiz ortamlarinda bulunabilecek diger maddeler UPLC’de etkin

madde ile ayn1 kosullarda analiz edilmistir. Kromotogramlara Sekil 5.3’te yer verilmistir.
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*DAD1 C, Sig=300,4 Ref=360,100 (MESALAZINWESALAZIN 2023-06-09 12-11-11\1AC-0301.0)
“DAD1 C, Sig=300,4 Ref=360,100 (MESALAZIN\MESALAZIN 2023-06-09 12-11-11\1AE-0601.0)
*DAD1 C, Sig=300,4 Ref=360,100 (MESALAZIN\MESALAZIN 2023-06-09 12-11-11\1AF-0701.D)
B S LA s D)
B A e )
*DAD1 C, Sig=300,4 Ref=360,100 (MESALAZIN\MESALAZIN 2023-06-09 12-11-11\1BC-1401.D) a
100 b
/ '/\f\\\_/ ~_
™ C
\/\\_/f [\
“ d
o
N
0
2 4 6 8 10 min
Sekil 5.3. UPLC kromotogramlari. PBS (a), Kakao yag: (b), Lesitin (c), CMC (d), Mesalazin (e), Fosforik

5.2. Karakterizasyon Calismalari
5.2.1. Fiziksel goriiniis

Formiilasyon gelistirme basamaklari tamamlanip formiiller olusturulduktan sonra
kontrolleri yapilmak {izere formiiller liyofilize edilmistir. Liyofilizasyon islemi
sonrasinda enterik kapsiiller bir jilet yardimu ile kesilerek soyulmus ve binokiiler stereo
mikroskop altinda damlaciklar incelenmistir. Formiilasyon kirilarak damlaciklarin

yapisina 1s1k mikroskopu ile bakilmistir (Bkz. Sekil 5.4, Sekil 5.5 ve Sekil 5.6).

Sekil 5.4. Mesalazin iceren kapsiil icerigine ait 151k mikroskobu gériintiileri
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Sekil 5.5. Eksozom igeren kapsiil i¢erigine ait 15tk mikroskobu goriintiileri

Sekil 5.6. Mesalazin ve eksozom i¢eren kapsiil icerigine ait karsilastirmali 151k mikroskop goriintiileri;
a:mesalazin, b:eksozom

5.2.2. Mesalazin iceren formiilasyonlarin karakterizasyonu

5.2.2.1. Etkin madde miktar tayini

Bolim 4.1.4.2.1°de de belirtildigi gibi; 5 ayr1 enterik kapli kapsiiliin kapaksiz
agirh@ tartilmistir (51.2, 54.2, 55.7, 53, 55.7 mg) ve ortalamasi1 53.96 mg bulunmustur.
Etkin madde miktarinin belirlenmesi calismalarinda bir kapsiil igerisinde yer alan
formiilasyon  miktarindan bu deger ¢ikarilarak  hesaplamalar  yapilmistir.
Formiilasyonlarin etkin madde miktar tayinleri Tablo 5.5’te gosterilmistir.

Su fazi olarak 5 mL % 2.5 CMC ¢ozeltisi i¢inde siispande edilmis 125 mg mesalazin
ve yag fazi olan % 4 lesitin iceren kakao yag1 pompa yardimi ile 48 uL/dk akis hizlari ile
¢ipe verilmistir. Bir kapsiiliin doldurulmasi i¢in siire 4 dakika 25 saniye olarak sabit

tutulmaya calisilmistir. Bu durumda teorik olarak kapsiillere yiiklenmesi beklenen
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mesalazin miktar1 5300 pg olarak hesaplanmistir. Her bir kapsiil igerisindeki etkin madde

miktar1 UPLC ile belirlenmistir ve bu degerler teorik hesaplanan etkin madde miktart ile

karsilastirilmistir. pH 3 CMC ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan kapsiiller i¢in yiiklenen

miktarlarin ortalamas1 5285.383 pg, pH 7.5 CMC ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan

kapsiiller i¢in yiiklenen ortalama mesalazin miktar1 4873.479 ng olarak belirlenmistir. Bu

da yiiklenen mesalazin miktarinin teorik hesaplanan miktarlara olduk¢a yakin oldugunu

gostermektedir. pH 7.5 CMC i¢in bulunan degerin diisiik olmasi ¢alismanin mesalazinin

diisiik pH’daki ¢Oziintirligiiniin daha fazla olmasina (Budavari, 2001) bagl oldugu

distiniilmistiir.

Tablo 5.5. pH 3 ve pH 7.5 CMC ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan kapsiillerde yapilan etkin madde miktar

tayini ve konsantrasyon sonuglari

pH 3 CMC cozeltisi kullanilarak
hazirlanan kapsiiller

pH 7.5 CMC c¢ozeltisi kullanilarak
hazirlanan Kkapsiiller

K2 K3 K4 K2 K3 K4

(2. Dolum) |(1. Dolum) |(3. Dolum) [(2. Dolum)| (1. Dolum)| (3. Dolum)
(oziinme ortamindaki etkin | - goa) a9a1 4991 820| 5399.446| 4717.277| 5008.290|  4894.920
madde konsantrasyon (ug)
Kapsil + forgilisyon 271.800| 288.020| 281.130| 277.060|  275.340|  274.580
agirhigi (mg)
Ortalama etkin madde 5285.383 g 4873.479
konsantrasyonu (ug)
% Verim 9%99.724 %91.952

5.2.2.1. Etkin madde salim calismasi

Salim ¢alismasi esnasinda, Bolim 4.1.4.2.2°de yer alan Tablo 4.4’te de

gosterildigi gibi 3150 dakika boyunca 6rnek toplanmistir. Fakat salimin 1530. dakikada

% 100’e ulastig1 gdzlendiginden sadece bu verilere yer verilmistir.

Mesalazin formiilasyonlarinin in vitro salim profili Tablo 5.6 ve Tablo 5.7°de, salim

profilinin grafiksel gosterimi Sekil 5.7°de sunulmustur.
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Tablo 5.6. pH3 CMC ¢ézeltisi ile hazirlanan formiilden zamana karsi saliman kiimiilatif Mesalazin miktar

Zaman % Etkin SH
(dakika) | Madde
Mide vasati 120 0 0
Buffer 150 0 0
Stage | 180 0,10 0
210 0,53 |*0,09
Buffer
Stage Il 240 682 | 1,4
270 17,90 | £0,21
300 25,40 | £0,27
330 30,30 | £0,31
360 42,65 | +2,49
390 54,14 | £2,01
S'i’:;;elr” 510 81,24 | +1,85
630 93,72 | £3,99
720 96,42 | *+1,61
900 98,32 | £1,67
1530 100 +1,59

Tablo 5.7. pH7.5 CMC ¢ozeltisi ile hazirlanan formiilden zamana karsi salinan kiimiilatif Mesalazin

miktart
Zaman % Etkin SH
(dakika) Madde
Mide vasati 120 0 0
Buffer 150 0 0
Stage | 180 0,10 0
210 1,24 +0,17
S'i:g:h 240 12,43 | 43,12
270 24,02 | +4,07
300 32,80 | t4,47
330 38,34 | +4,74
360 46,90 | 5,27
390 59,52 | 45,10
Sf::;elr” 510 8537 | +2,25
630 93,70 | #+1,26
720 96,20 | +0,60
900 97,76 | 40,61
1530 100 12,48
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Sekil 5.7. pH 7.5 CMC ve pH 3 CMC ¢ozeltisi ile hazirlanmis formiillerden

Mesalazinin salim grafigi

5.2.3. Eksozomlarin ve eksozom iceren formiilasyonun karakterizasyonu
5.2.3.1. Eksozomlarin total protein konsantrasyonunun belirlenmesi

5.2.3.1.1. NanoDrop Spektrofotometrisi ile protein miktar tayini

hWJ-MKH’lerden ultrasantrifuj ile elde edilen eksozomlarin total protein miktari,
NanoDrop spektrofotometresi kullanilarak yapilmistir ve analiz sonucunda total protein

miktart 1687 mg/mL bulunmustur.

5.2.3.1.2. BCA Protein Assay Kit ile protein miktar tayini

hWJ-MKH’lerden ultrasantrifuj ile elde edilen eksozomlarin protein
konsantrasyonu, BCA protein assay kit ile belirlenmistir. 570 nm de 6lgiilen absorbans
degeri BSA stogunun seri diliisyonu ile elde edilen egri lizerinde yerine konularak 6rnegin
protein miktarina ulagilmistir. BSA dogrusallik grafigi ve ona ait denklemler Sekil 5.8 ve

Sekil 5.9’da verilmistir. Eksozoma ait protein miktar1 1476 mg/mL bulunmustur.
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Sekil 5.8. BCA kiti dogrusallik egrisi (0.5-1 pg/mL)
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Sekil 5.9. BCA kiti dogrusallik egrisi (1-10 pg/mlL)

5.2.3.2. Eksozom yiizey belirteclerinin akig sitometrisi ile analizi

Eksozomlar izole edilip saklandiktan sonra kademeli olarak ¢oziindiirilmiis ve
eksozoma 6zgii yiizey belirtegleri olan ve CD81 ile flow sitometride analizi yapilmistir.

Yapilan flow sitometrik analizde antikorlarin izotip kontrollerine gdre Srneklerin %
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98.99’unun CD9, % 99.77’sinin CD81 yiizey belirtecine sahip oldugu sonucu Sekil 5.10

ve Sekil 5.11°de gosterilmistir.

SSC-H (10%)

o CcD9 o CD9/E2
(d (o]
2 —71 ——1cDo
4 1 PE Isoytpe
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ﬁ; Zi o -
2 8 s M3
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9 a g ]
0 g =
(o] 4
o
=
92 200 400 600 800 958.8 10" 103 10° 1083
FSC-H (103) PE-H

Sekil 5.10. hWJ-MKH ’lerden izole edilmis eksozomlarin flow sitometrisi ile immunofenotipik

karakterizasyonu (CD9 yiizey belirteci i¢in).
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Sekil 5.11. hWJ-MKH ’lerden izole edilmis eksozomlarin flow sitometrisi ile immunofenotipik
karakterizasyonu (CDS1 yiizey belirteci igin).
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5.2.3.3. Eksozomlarin elektron mikroskopu ile karakterizasyonu

5.2.3.3.1. Eksozomlarin gegirimli elektron mikroskopu (TEM) ile karakterizasyonu

hWJ-MKH’lerden elde edilen eksozomlar ve olusturulan formiilasyondan
dissoliisyon ortamina salinan eksozomlar i¢in Yiiksek kontrastli Transmisyon Elektron
Mikroskobu (TEM) ile alinan gorintiler Sekil 5.12 ve Sekil 5.13’te yer almaktadir.
Formiilasyonun ¢6ziindiiriilmesi sonucunda toplanan Ornekler yikanmasma ragmen
formiilasyon kaynakli kirlilikler igermesi nedeni ile daha kirli bir arka plana sahiptir.
Belirlenen eksozom boyutlar 84.94 nm ve 110.87 nm’dir ve bu boyutlar eksozom
boyutlart ile uyumludur. Formiilasyon olusturma siirecinde yapilan iglemler ve depolama

kosullarinin eksozomun yapisini bozmadigi gozlenmistir.

Sekil 5.12. hWJ-MKH'lerden elde edilen eksozom siispansiyonuna ait TEM goriintiisti
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Sekil 5.13. h\WJ-MKH'lerden elde edilen eksozomlarla yapilan formiilasyonun dissoliisyon ortaminda
¢oziindiiriilmesi ile elde edilen siispansiyonda yer alan eksozoma ait TEM goriintiisii

5.2.3.3.2. Eksozomlarin taramali elektron mikroskopu (SEM) ile karakterizasyonu

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile alinan goriintiller, hWJ-MKH’lerden
elde edilen eksozomlar Sekil 5.14°te ve olusturulan formiilasyonda liyofilizasyon islemi
sonrasinda su-yag fazi yiizeyinde kakao yagi kristallerine yapisan eksozomlar Sekil 5.15

ve Sekil 5.16’da sunulmustur.

WD =13.3mm Mag= 69.03K X EHT = 5.00 kV Anadolu University
Signal A = SE2 Faculty of Science ULTRAP

Sekil 5.14. h\WJ-MKH'lerden elde edilen eksozomlarin SEM goriintiisii
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WD =124 mm Mag= 3340K X EHT = 5.00 kV Anadolu University
Signal A = SE2 Faculty of Science ULTI

WD =124 mm Mag=101.61K X EHT = 5.00 kV Anadolu University 71
Signal A = SE2 Faculty of Science ULTR

Sekil 5.16. Kakao yagi kristalleri iizerinde yer alan eksozomlarin SEM goriintiisii ve boyutu

5.2.3.4. Eksozomlarin Partikiil analizi

5.2.3.4.1. Nanopartikiil izleme analizi (NTA)

NanoSight NS300 cihazi kullanilarak 6l¢iimleri alinan analiz sonuglarinda elde

edilen veriler Sekil 5.17, Sekil 5.18, Sekil 5.19 ve Tablo 5.9’da verilmistir.
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Sekil 5.18 ve Sekil 5.19°da, 6rnekte yer alan partikiillerin boyutlarinin 23 ile 348
nm araliginda degistigi gosterilmektedir. Tablo 5.8’de goriildiigi tizere partikiillerinin
ortalama boyutu 126.1 + 3.3 nm, modu 94.2 + 36.0 nm’dir. D10, 30.8 + 3.5 nm; D50,
127.2 + 0.9 nm; D90, 234.8 + 1.3 nm’dir. Partikiillerin konsantrasyonlar1 ise 1.20 x 10*
+ 1.17 x 10% partikiil/ml olarak &l¢iilmiistiir.
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Sekil 5.17. Eksozomlara ait Konsantrayon / Boyut Grafigi
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Sekil 5.18. Eksozomlara ait Ortalama konsantrasyon / Boyut Grafigi
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Sekil 5.19. Yogunluk / Boyut grafigi

Tablo 5.8. NTA analiz sonu¢lari

Bulgular ( Veri + Standart Hata)
Ortalama (Mean) 126.1 £3.3 nm
Mod (Mode) 94.2 + 36.0 nm
Standart Sapma 76.0 = 4.4 nm
D10 30.8+3.5nm
D50 127.2 £0.9 nm
D90 234.8 £1.3nm
Konsantrasyon 1.20 x 10 £ 1.17 x 10%° partikiil/ml

5.2.3.4.2. Zetasizer ile boyut analizi

Malvern Zetasizer cihazi kullanilarak gerceklestirilen analizlerde eksozom
slispansiyonunun ortalama boyutu 64.43 nm olarak bulunmustur. Siispansiyonda yer alan
partikiillerin biyiik bir ¢ogunlugunun 30 ile 200 nm araliginda oldugu Sekil 5.20.’de

gorilmektedir.
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Z-Average (rnm). 6443
Pdi: 0,632

Intercept: 0,679
Result quality : Good

Size (r.nm): % Intensity
Peak 1: 1051 921
Peak 2: 2295 79
Peak 3: 0,000 0,0

Width (rnm):
7361
4180
0,000

Intensity (%)

Size Distribution by Intensity

Size (r.nm})

10000

[— Record |: Exosome 10 pl
[——— Record I: Exosome 10 pl

— Record 3: Exosome 10 ul

Sekil 5.4. Zetasizer ile eksozomlarin boyut analizi grafigi

5.2.4. Hiicre Kkiiltiirii calismalari

5.2.4.1. Sitotoksisite calismasit

Etkin maddelerin ve formiilasyonlarin toksisitesinin arastirilmasi i¢in 96 kuyulu

plakaya ekilen HUVEC hiicrelerine formiilasyonlar uygulanmistir. 24 ve 48 saat sonunda

hiicre canlilig1 degerlendirmesi yapilmis, Sekil 5.21 ve 5.22°de gosterilmistir.

120,00

100,00

Hiicre Canliligi (%)

o

MESALAZIN

PLASEBO FORMUL

80,00
60,00
40,00
20,00
0,0
24h 48h 24h 48h 24h 48h

MESAZIN FORMUL

B0 pg/Ml ®25pg/mlL ®50 pg/mL =100 pg/mL  ®200 pg/mL

Sekil 5.215. Mesalazin ve mesalazin iceren formiillerin uygulandigi hiicrelerin canlilig
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Sekil 5.22. Eksozom ve eksozom igeren formiillerin uygulandigi hiicrelerin canliligi

Sekil 5.21°de goriildiigii gibi mesalazinin, hiicrelere uygulanan konsantrasyon
degeri arttik¢a hiicre canliligini en yiiksek konsantrasyonda 24 saatte %67.54 e, 48 saatte
%64.61e diistiigli gozlenmistir. Fakat mesalazini yiikledigimiz formiilasyona ait veriler
incelediginde 24 ve 48 saatlik sonuglarda hiicre canliliginin %80’in altina diismedigi
goriilmistiir. Buradan ¢ikarak ilag yiiklemek icin segilen yardimci maddelerin toksik
etkili olmadig1 sonucuna varilmistir. Artan konsantrasyonlar da hiicre canliligini
etkilememistir. Mesalazin iceren formiilasyon incelendiginde hiicre canliliginin %86 ile
%95 arasinda oldugu goriilmiistiir. Buradan mesalazinin sahip oldugu diisiik miktardaki
toksik etkinin formiilasyon ile birlestiginde azaldigi sonucuna varilmastir.

Sekil 5.22°de verildigi lizere hem eksozom hem de formiilasyonlarinda artan
konsantrasyona bagli olarak hiicre canliliginda artis gozlenmistir. Sadece eksozom
uygulanan hiicrelerde, 24 saatte hiicre canlilig1 uygulanan en diisiik konsantrasyonda
%97,11 iken 48 saatte %135,71 ; uygulanan en yliksek konsantrasyon ile 24 saatte
%102,25 iken 48 saatte 158,57 oldugu goriilmiistiir. Plasebo ve eksozom iceren
formiilasyonlarda da her konsantrasyonda hiicre canliligi %97 nin iistiinde kalmis ve
artan konsantrasyonlarla beraber hiicre canliligi artmistir. Eksozom ve eksozom igeren
formiilasyonlarin sitotoksik olmadigi ve hiicre proliferasyonunu arttirdigi sonucuna

varilmistir.
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5.2.4.2. Eksozomlarin hiicre icine alinma analizi
FITC isaretli siRNA yiiklenmis eksozomlarin HUVEC hiicreleri {iizerine
uygulandiktan 1 giin sonra alinan gorintiiler Sekil 5.23’te verilmistir ve eksozomlarin

hiicre i¢gine alindiklar1 gozlenmistir.

Sekil 5.23. FITC isaretli siRNA igceren eksozomlarin hiicre igine alinma mikroskop gériintiileri
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PKH26 boyasi ile boyanan eksozomlarin 3 saatlik inkiibasyon sonrasinda hiicrelerine

gecisi Sekil 5.24°te gosterilmistir

Sekil 5.24 PKH?26 boyast ile boyanan eksozomlarin hiicre icine alinmasini gésteren mikroskop gériintiisii
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6. TARTISMA
6.1. Analitik Yontem Gelistirme ve Validasyon Calismalar:

Olusturulan formiilasyon igerisine yiiklenen mesalazin etkin maddesinin miktar
tayini ve salim profillerinin belirlenmesi igin UPLC analiz yontemi kullanilmistir. UPLC,
kullanilabilen yiiksek basing sayesinde daha kisa kolonlar kullanilmasina olanak
saglayarak daha diisiik miktarlarla daha verimli sonuglar alinmasina imkan sundugu igin
tercih edilmistir (Gumustas vd., 2013). Gelistirilen analitik yontem iizerinde validasyon
caligmas1 yapilmistir. Gergeklestirilen dogrusallik analizleri sonucunda korelasyon
sayisinin R2> 0.999 oldugu, dogrusallik analizlerinde geri kazanilabilirligin ve kesinlik
analizinde varyasyon katsayisinin +% 2 smirlarn igerisinde oldugu gozlenmistir.
Formiilasyon ¢alismalarinda kullanilan yardimci maddelerin, ¢oziinme ortami
hazirlanirken kullanilacak kimyasal maddelerin analiz kosullarinda girisim yapip
yapmadig1 incelenmis ve herhangi bir girisim gozlenmemistir. Tez kapsaminda yapilan
tim caligmalar LOQ degeri lizerinde gergeklestirilmistir. Gelistirilen yontem, Salim

profillerinin ¢ikartilmasi ve etken madde miktar tayini igin kullanilmustir.

6.2. Formiilasyon Gelistirme Calismalari

Gelistirilmek istenen formiilasyonlarda terapdtik etkinligi olan mesalazin ve
eksozomun kapsiilasyonun gerceklestirilmesi ile oral kullanilabilirliginin saglanmasi
amaclanmistir. Bu amagla gelistirilmek istenen sistemin daha yiiksek kimyasal ve fiziksel
stabilite, gelismis biyoyararlanim ve kapsiile edilen molekiillerin ¢evresel etkilere karsi
korunmasini saglayabilmek igin kati lipid kullanilmasina karar verilmistir. Polimerik
olarak kullanilan kat1 matriksler, toksik monomerler ve solventler icerebilmeleri ve toksik
bozunma {irlinleri olusturmalari(B. Do Kim vd., 2005) biyolojik bir materyal olan
eksozomlar1 kapsiile etmek {iizere kullaniminin uygun olmamasi nedeni ile tercih
edilmemistir.

Bu calismada yag fazi olarak kullanilmak tizere kakao yagi se¢ilmistir. Kakao
yagi, yar1 sentetik lipitlere gore daha iyi biyouyumluluga ve daha diisik in vivo
toksisiteye sahiptir ve % 40 veya daha fazla doymamis yag asitleri iceren teobroma kakao
tohumundan kolaylikla elde edilebilir bir bilesendir (B. Do Kim vd., 2005). Daha 6nce
yapilmis ¢aligmalarda kati lipit nanaopartikiiler (KLN) sistemler gelistirilirken saf olarak

veya baska lipitlerle karistirilarak hazirlanmis kakao yagi kullanilmistir (Shtay vd., 2018).
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Kakao yagi ilag tasiyict sistemlerde kullanan ¢alismalar da vardir. Kim ve ark.
(2005), kakao yagini bir kati lipid kullanarak KLN’ler gelistirmislerdir. Olusturduklari
sistemin pH degerinin diisiiriilmesi yoluyla yiizey etkin madde olarak kullanilan ve
bakteri tarafindan iiretilen bir polisakkarit olan curdlanin fiziksel o6zelliklerinin
degistirilmesiyle KLN'lerin olusumu saglamislardir (B. Do Kim vd., 2005). Qian ve
digerleri. (2013), kakao yag1 ve hidrojenize palm yagi, siirfektan olarak Tween 80 ve su
kullanarak lipit fazinin erime sicakliginin asildigi noktada birlikte homojenlestirilmesi ve
sogutulmasi yoluyla su i¢inde yag nanoemiilsiyonlar1 hazirlamislardir (Qian vd., 2013).
Kim ve digerleri (2004), etkin madde ile 1sitilmig kakao yagini homojenizatorde
karigtirarak, polisakkarit ¢ozeltisine damlatma yontemi ile kat1 lipit boncuklar
olusturmuslardir (E. H. Kim & Choi, 2004). Bu ¢alismalardan elde edilen sonuglarin ortak
ozelligi, kakao yagi ile olusturulan bu sistemlerin toksik 6zellik géstermemesidir.

Olusturulmak istenen yag icinde su emiilsiyonlarinda damlaciklarin formiilasyon
islemleri sirasinda ve sonrasinda bozulmamasi i¢in yiizey etkin madde kullanilmasina
ithtiya¢ duyulmustur. Emiilsifiye edici ajan olarak biyouyumlu bir bilesen olan lesitin
secilmistir. Lesitinler, diger adi ile fosfotidilkolin, glikolipid, fosfolipid igeren bir
karigimdir. Lesitin, ylizey aktif bir fosfolipit karistmi olan yagli bir madde olmasina
ragmen milkemmel bir 1slatma ve emiilsifiye edici madde olarak performans gosterir
(Joshi vd., 2006). Lesitinin ilag tasiyici sistemlerde yiizey etkin madde olarak kullanildigi
calismalar mevcuttur(Pan vd., 2013; Schubert & Miiller-Goymann, 2005; Thakur vd.,
2007)

Biyolojik materyal olan eksozomlarin bir emiilsiyon sistemi icerisinde
kapsiillenmek istenmesi biyolojik materyalin bozulacag; sicaklik, yiiksek rpm’lerde
karistirma, ultrasonik homojenizerler gibi diger fiziksel parcalayici faktorlerden uzak

kalmay1 gerekli kilmistir.

Mikroakiskanlar, kiiciik miktarlardaki sivilart (107 ila 107'® L) islemek veya
maniplile etmek i¢in kiiciik (mikrometre 6lgeginde) kanallarin kullanildig: disiplinler
aras1 bir alandir (Shao et al.,, 2022; Weibel & Whitesides, 2006). Damlacik
mikroakigkanlari, mikro boyutlu damlaciklarin (¢ap1 birka¢ mikrondan yiizlerce mikrona
kadar) birbiri ile karigmayan s1vi1 fazlar arasindaki viskoz stres ve ara ylizey geriliminin
dengelenmis etkileri altinda art arda olusabildigi, mikroakiskanlarin 6nemli bir dalidir

(Shang vd., 2017b; J. T. Wang vd., 2011). Damlacik mikroakiskanlar1 teknolojisi,
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mikrodamlaciklarin kontrol edilebilir iiretimi icin yeni bir platform saglar. Ozellikle,
yiiksek verimli {retim yetenegi ve bu malzemelerin boyutunun, yapisinin ve
fonksiyonunun biyomolekiillere zarar vermeden kontrol edilebilir olmasi nedeniyle,
damlacik mikroakiskanlari, mikro tasiyicilarin hazirlanmasinda benzersiz avantajlar

sunar (Shao vd., 2022).

Gao ve digerleri (2021), yaptiklar ¢alismada damlacik mikroakigskan teknolojisi
kullanarak polietilen glikol (PEG) ile modifiye edilmis bir protein yiizey aktif madde ile
stabilize edilmis, bir su i¢inde yag mikro damlacik formiilasyonu olusturmuslar ve PEG
ile edilmis proteinin yiizey kaplamasina baglh olarak aylarca birlesmeye karsi stabil
kaldigint bildirmislerdir (Gao vd., 2021). Damlacik mikroakiskan sistemler kullanilarak
pek ¢ok galisma yapilmistir (Shah vd., 2008; H. Wang vd., 2021).

Yag icinde su emiilsiyonu olusturabilmek adina akis odakli geometri ile calisan

bir PDMS ¢ip kullanilmugtir.

Yag fazi olarak oda sicakliginda kat1 halde bulunan kakao yaginin, emiilsifiye
edici ajan olarak kullanilacak lesitin ile karistirilabilmesi i¢in 6ncelikle kakao yagi 100 °C
sicaklikta eritilmistir ve karistirnllmistir. Fakat olusturulan damlaciklarin kakao yagi
donduktan sonra patladig1 gézlendiginden, yagi 1sitirken uygulanan yiiksek sicakliklarin
yagin kristal yapisini uzun siireli bozmasindan kaynaklanabilecegini diisiiniilmiis ve yag
50 °C’de eritilerek hazirlanmistir. Diizelme gozlenmesine ragmen bazi damlaciklarin
sekillerinde gozlenen bozulmalar lesitin oraninin da % 2’den % 4’e c¢ekilmesi ile

¢Ozlilmiistiir.

Coziinirliikk sorunu olan mesalazin i¢in hazirlanacak olan su fazinda, su ve
mesalazin kullanildiginda, formiilasyon olusturulmasi esnasinda mesalazinin ¢ip ve boru
icine ¢oktiigii gbzlendiginden siispansiyonunun hazirlanmasina karar verilmistir. Degisik
oranlarda CMC ve poloksomer ¢ozeltileri ile slispansiyon yapilmis ve zamanla ¢okme
oranlar1 kontrol edilmistir. En uygun olarak 5 mL % 2.5 CMC ¢ozeltisi segilmis ve 125
mg mesalazinin prob sonikatdr yardimi ile 30 saniye karistirilmasi ile siispansiyon

olusturulmustur.

Eksozom igeren su fazi hazirlanirken, fosfolipid zar yapisina sahip eksozomlarin

zar yapisinin bozulmamasi i¢in PBS tercih edilmistir. Liyofilizayon islemi uygulanacagi

70



icin de kriyoprotektan olarak mannitol kullanilmigtir. Degisik oranlarda mannitol
denenmis uygun oran segilerek eksozomlar PBS icinde ¢6ziinmiis mannitol igerisinde

disperse edilerek su fazi hazirlanmustir.

Her iki formilasyon da gelistirilirken fazlar 10 mL’lik siringa pompalara
doldurulmus, yag fazi ceketli 1sitict ile 50 °C’ye 1sitilmis ve fazlar siringa pompasi
yardimt ile 48 pL/dk akis hizi ile ¢ipin icine elastik borular yardimui ile verilmistir. Oda
sicakligl 32 °C’de tutulmus bu sayede ¢ip iginde farkli sicakliklarda karsilasan fazlarin
donmamasi ve daha tekdiize damlaciklar olusturmasi saglanmistir. Olusan emiilsiyon
¢ikis borusundan direkt olarak enterik kapsiillere doldurulmustur. Tekdiize i¢erik miktari

olusturabilmek adina her kapsiiler 4 dakika 25 saniye dolum yapilmuistir.
6.3. Karakterizasyon Calismalar:

6.3.1. Fiziksel goriiniis

Formiilasyon gelistirme esnasinda akis ¢ip igerisinde devam ederken mikroskopa
ihtiyag olmadan gozle siirekli kontrol edilmis ve damlaciklarin olusup olusmadiklar
gozlenmistir. Damlaciklar olustuktan sonra ¢ipin toplama borusundan ¢ikan emiilsiyon
bir lam iizerine damlatilmig mikroskop altinda sekilleri ve boyutlar1 incelenmistir.
Formiilasyona ait damlalarin sekillerinin diizgiin formda olduklar1 gozlenmistir. Lam
lizerinde kakao yaginin donmasi beklenmis sonrasinda mikroskop altinda damlalarin
formlar1 yeniden incelenmistir. Damlalarin sekillerini stabil olarak koruduklar

gozlenmistir.

Formiilasyon gelistirilirken kullanilan akis hizlarmin, yardimer madde
oranlarinin, ortam kosullarinin, formiilasyon i¢in uygun olduguna karar verildikten sonra
formiil kapsiillere doldurulup sonrasinda liyofilize edilmistir. Liyofilize edilen 6rnekler
kapstillerden ¢ikartilip stereo mikroskop altinda incelendiginde formiilasyonun homojen
oldugu, damlaciklarin sekillerini korudugu ve birlesmedikleri gézlenmistir (Bkz. Sekil

5.4. ve Sekil 5.5).

6.3.2. Etkin madde miktar tayini

Etkin madde miktar tayini yapilirken iki farkli parametrenin kapsiillere yiiklenen
mesalazin miktarini etkileyip etkilemeyeceklerinin analizinin yapilmasi istenmistir.

Mesalazinin ¢6ziiniirlik sorunu nedeniyle hazirlanan CMC siispansiyonun pH’lar1
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degistirilerek farkli pH’lardaki su fazlari ile kapsiiller doldurulmustur. Bu deneme ile su
fazinin pH’1min mesalazin ¢oziiniirliigi tizerindeki etkisine bakarak bir kapsiile yiliklenen
etkin madde miktarinin incelenmesi amaclanmustir.

Merck Index'inde, mesalazin, HCl'de ¢6ziiniir, soguk su ve alkolde az ¢oziiniir ve
sicak suda daha fazla ¢6ziiniir olarak listelenir. Mesalazinin ¢oziiniirliik-pH profili i¢in
pH < 2.0 ve pH >5.5'te artar ve pH 2.0'dan 5.5'e diiser bulgusu mevcuttur (Budavari,
2001). Hazirlanan kapsiillerde etkin madde miktar tayini analizleri gergeklestirildiginde
pH 3 su fazina sahip olan emiilsiyon igeren kapsiillerde bulunan ortalama mesalazin
miktar1 5285.383 ug, pH 7.5 su fazina sahip olan kapsiillerde 4873.479 pg bulunmustur.
Sonu¢ olarak pH 3’de ki ¢Ozilinlrliginin pH 7.5’¢ gore daha yiiksek oldugu
belirlenmistir.

Kapsiillere dolum yapilirken su fazi olarak her zaman 5 mL CMC ¢ozeltisi igerinde
dagitilmis 125 mg mesalazin stok ¢ozeltisi kullanilmis ve her stok ¢ozeltisi ile yaklasik 4
kapsiil doldurulmustur, bunlardan ilk, ikinci ve tigiincii dolum alinani analiz edilmistir.
Mesalazinin siispansiyon igerisinde zamanla ¢okme ihtimalinin etkin madde
tekdiizeligine olan etkisini arastirabilmek adina kapsiiller doldurulmus sonrasinda da
dolum sirasimna gore adlandirilarak analiz edilmistir. Analiz sonuglarina bakildiginda
anlaml bir artis veya azalis gézlenmemistir. Bu da mesalazin igeren yagin kapsiile

standart olarak yiiklenebildigini gostermektedir.
6.3.3. Etkin madde salim ¢alismasi

Mesalazin, korumasiz bir ilag tasiyici sistem ile oral olarak uygulandiginda, aktif
ilag iist gastrointestinal (GI) kanalda hizl1 bir sekilde emilir, bu da sistemik olarak emilen
ilacin ¢ok az klinik etkiye ve daha yiliksek yan etkiye sahip olmasina neden olur
(Rasmussen vd., 1982; Schellekens vd., 2007). Mesalazinin lokal olarak da terapotik
etkisinin oldugu bilindiginden ve iilseratif kolitin bagirsaktaki lokalizasyonunun degisik
olacagr goze alindiginda hazirlanan formiilasyonun salim profili biiylik 6nem
kazanmaktadir (Schellekens vd., 2007). Yapilan c¢alismalar, baglanmamis veya
kaplanmamis mesalazinin st jejunumda kolayca emildigini ve terapotik
konsantrasyonlarda ileum veya kolona ulasamadigini gostermistir (Myers vd., 1987).
Dissoliisyon testi sirasinda formiilasyon, sirasiyla mide, duodenum, ileum ve proksimal
kolonu simiile eden dort asamaya maruz birakilmistir (Schellekens vd., 2007).

Gastrointestinal sistemin pH'1 hem kisiler aras1t hem de kisi i¢i degisikliklere tabidir.

Diyet, hastalik durumu ve gida alimi gastrointestinal sivinin pH'in1 etkiler. Mide s1visi
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icin pH olarak 1.2, duodenum igin 6, ileum igin 7.2, kolon i¢in 6.5 secilmistir(Patel &
Bhatt, 2011). UK tanis1 alan hastalarda kolonik pH, mukozal bikarbonat sekresyonunun
azalmasi, mukozal ve bakteriyel laktat iiretiminin artmasi ve kisa zincirli yag asidi
emilimi ve metabolizmasimin bozulmasi nedeniyle pH 7'den daha diisiik seviyelerde
gozlenmistir (Nugent vd., 2001) .

Oral olarak alinan bir ilacin gastrik gecis siiresi 2 saattir, bu sebeple mide sivisi
ortam1 i¢in dissoliisyon siiresi 2 saat olarak tutulmustur (Dressman vd., 1998). Ince
bagirsaktan gecis sliresinin dozaj formundan, egzersizden ve beslenme durumundan
bagimsiz oldugu ve 1-3 saat arasinda degistigi goriilmektedir (Dressman vd., 1998;
Schellekens vd., 2007). Bu sebeple duodenumda kalis siiresi 1 saat, ileumda kalig siiresi
1.5 saat olacak sekilde ayarlanmistir. Kolonda, su emiliminin artmasina bagli olarak
viskozitede artig gézlenir ve bu durumun salim tizerindeki etkisi belirsizdir (Schellekens
vd., 2007). Bu sebeple salim miimkiin oldugunca uzatilmis ve formiilasyonun davranisi
kontrol edilmistir. Farmakopeye gore sisteme ait dakikadaki devir sayist 50-150
araliginda olmalidir (“Mesalamine Delayed-Release Tablets Monograph”, 2020). Mide
stvisinda ve duodenum ortaminda 100 rpm kullanilirken, feces yogunlugunun artmasi
nedeniyle ileum ve kolonda rpm 50°ye diistiriilm{istiir.

Mide ortam1 Tiirk Farmakopesi 2017 sayfa 882’de belirtildigi sekilde hazirlanmis
ve pH’1 2’ye ayarlanarak salim c¢aligmalar1 yapildiginda, formiilasyonlarin yiiklendigi
enterik kapsiillerin ¢6ziinmedigi ve formiilasyonu salim ortamimna karsi korudugu
goriilmiistiir. Kapsiiller ¢ozlinmedigi icin 2 saat sonrasinda, ortamdan alinan kapsiiller
USP 31°de yer alan monografinda (“Mesalazine Delayed-Release Tablets Monograph,”
2020) belirtilen, duodenumu mimik edecek, pH 6’ya ayarlanmis Tampon Asamasi I’e
aktarilmistir. Bu ortamda 1 saat siiresinde 6rnek toplanmistir ve enterik kapsiiliin pH6’da
tam olarak a¢ilmadigr ve etkin maddenin salimina izin vermedigi goriilmiistiir. pH 3 ve
pH 7,5 CMC ile hazirlanan iki formiilasyonda da 1 saat sonunda kiimiilatif ¢6ziinen etkin
madde miktarmin % 0.1°de kaldig1 goriilmiistiir. ileumu mimik eden 2. Fosfat tamponu
ortamina gegebilmek i¢in hazirlanan ‘¢ozelti B’ ile pH 7.2 ye yiikseltilmis ve bu asamada
90 dakika boyunca ornek toplanmistir (Chuong vd., 2008). Bu asamada etkin madde
salimi1 210. dakikadan itibaren baglamistir ve 270. Dakikada pH 3 ile hazirlanan formiiliin
% 17.9, pH 7,5 ile hazirlanan formiiliin % 24 salimin gerceklestigi gozlenmistir. Son
olarak kolonu mimik edecek 3. tampon ortamina gegis yapilirken fosforik asit
kullanilarak pH 6.5’a diigtiriilmistiir. Burada etkin maddenin 390. dakikada yani 6.5
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saatin sonunda her iki formiilde de etkin maddenin % 50’nin {izerinde salim gosterdigi
goriilmistiir. 3. Tampon ortaminda her iki formiil i¢in de 25.5 saat sonunda salimin %
100’e ulagtig1 goriilmiistiir.

Salim g¢aligmalarindan elde edilen sonuclar dikkate alindiginda, kapsiil i¢erisindeki
mesalazinin 6 saat sonunda ~% 60’nin, 8 saat sonunda ~% 80’nin ve 12-24 saat arasinda
da ~% 100’tniin salind1g1 gorilmiistiir.

Tablo 4.4 incelenip ona gore yorum yapildiginda duodenumu mimike eden ortamda
(tampon asamasi I)’de kapsiil agilmadigindan 1 saatte salim olmamis, ileumu mimike
eden ortamda (tampon asamasi II) 90 dakikada etkin maddenin yaklasik ~%20’si
salimustir. Kolonu mimik eden tampon agsamasi III ortaminda 2 saatte ~%>55, 21 saatte
ise % 100 salim olmustur. Tenjarla vd., (2015), diinya genelinde piyasada hali hazirda
bulunan mesalazin formiilasyonlarindan 6 tanesi iizerinde etkin madde salim ¢alismasi
yapmiglardir. Asit ve tampon asamasi I’de test edilen her formiilasyon i¢in salimin
%1’den disiikk oldugunu bulmuslardir. Bu sonu¢ gelistirdigimiz formiilasyon ile
uyumludur. pH 7.2°de hazirladiklar1 tampon II asamasinda formiilasyonlarin
birbirlerinden farkli salim gosterdigini g6zlemlemislerdir. Hollanda’da piyasada
kullanimda olan iki farkl firmaya ait tabletler tampon Il asamasinda 1 saatte, Almanya’ya
ait 2 ve Ispanya’ya ait 1 formiilasyonun ise 2 saatte etkin maddenin tamamimnin salindigin:
gostermislerdir. Amerika’da kullanimda olan multimatriks mesalazin formiilasyonunun
ise 7 saatte etkin maddenin tamamini saldig1 gériilmiistiir (Tenjarla, 2015) . Bu literatiir
ince bagirsakta ve kolonda kalis siireleri degerlendirilerek incelendiginde, test edilen 5
formiilasyonun kolona gegmeden ileumda salindig1 sonucuna varilabilir. Gelistirdigimiz
formiilasyonda etkin maddenin tampon II asamasinda %20, kolonu mimik eden tampon
IIT asamasina gectikten sonra 6 saatte % 93 salindig1 yapilan ¢alisma ile gosterilmistir.
Gelistirdigimiz sistemle mesalazinin kolona ulasabildigi ve piyasada yer alan diger
preparatlara gore kontrollii bir salinim yaptig1 goriilmektedir.

Zhang vd., (2022), siirdiirdiikleri bir caligmada enterik kapli bir {iriin ile piyasada
yer alan Salofalk isimli tabletin farmakokinetik ozelliklerini karsilastirmali olarak
incelemislerdir. Bizim ¢alismamuizla tutarli bir sonug olarak 2 saatlik asit asamasinda iki
preparat icin de mesalazin salimi gézlenmemistir. Tampon agamasi I’e alinan formiiller
icerisinde salofalk 30 dakika sonra etkin madde salmaya baslarken bizim ¢alismamizla
tutarli olarak enterik kapli formiilasyondan etkin madde salimi olmamistir. Tampon

asamasi [I’de pH 7.2’ye yiikselince iki preparatta da hizli bir salim baglamigtir. Tampon
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II’de 1.5 saatlik siire sonunda iki preparatin tamaminin salindig1 goriilmustiir (Y. Zhang
vd., 2022). Enterik kapli formiilasyon ile yapilmis bu ¢alisma da tarafimizca gelistirilen

enterik kapli kapsiille hazirlanmis formiiliin kontrollii bir salim yaptigini1 géstermektedir.

6.3.4. Eksozom zolasyonu ve Karakterizasyonu

Eksozom eldesinde kullanmak iizere kullanilacak olan insan gdébek kordonu
wharton jeli kaynakli mezankimal hiicrelerin kiiltiire edilebilmesi i¢in doku petriye
ekilmis ve hiicreler MSC NutriStem XF bazal besiyeri igeresinde iiretilmistir. Hiicrelerin
gelisimi ve pasaj sonrasi durumlarini gozlenebilmesi i¢in siklikla mikroskop yardima ile
kontrolleri yapilmistir. Hiicreler istenen ¢ogunluga ulastiginda FBS igermeyen DMEM
besiyerinde inkiibe edilip besiyerleri toplanmistir. Sonrasinda ultrasantrifuj metodu ile

eksozomlar toplanmis ve -80 °C’de dondurulmustur. Karakterizasyonlar1 yapilmistir.

Eksozomlara ait protein konsantrasyonunu belirlemek i¢in hem NanoDrop
Spektrofotometrisi hem de mikro BCA protein assay kitten yararlanilmistir. ikisi de
birbiriyle orantili sonuglar vermislerdir: NanoDrop, 1687 mg/mL, BCA Assay Kit, 1476
mg/mL konsantrasyon sonucu vermistir. Bu sonuglar, hWJ-MKH’lerden elde edilen
eksozomlarin doz belirlenmesinde her iki yontemin de kullanilabilecegini
gostermektedir.

hWJ-MKH’lerden ultrasantrifuj ile elde edilen pelletin igerisinde eksozomlarin
yer aldigin1 gorebilmek adina antikor ve beadler kullanilarak flow sitometri analizleri
yapilmistir (Clayton vd., 2001). Elde edilen sonuglara gore resiispande edilen pelletlerde
yer alan partikiillerde eksozomlara ait spesifik yiizey belirtegleri olan CD9 ve CD81’in
% 99 oraninda bulundugu gosterilmistir. Bu durum da ultrasantrifuj ile besiyerinden elde
edilen pelletin yiiksek oranda eksozoma sahip oldugunu kanitlamistir.

Eksozomlarin boyutlarini ve morfolojisini incelemek i¢cin SEM ve TEM
gorlntiilerinden yararlanilmis, boyut verileri NTA ve =zetasizer kullanilarak
desteklenmistir.

Eksozomlarin kiiclik boyutlar1 ve 6rnek hazirlama kolayligi nedeniyle TEM,
eksozom morfolojisini incelemek i¢in altin standart yontemdir. TEM'in ¢oziiniirligi
yaklagik 1 nm'dir ve negatif boyama prosediirii basit ve hizlidir ve yalnizca 2-3 saat siirer.
SEM, TEM'deki gibi genis bir 1s1n kullanmak yerine, numuneleri satir satir tarayan ince

noktal1 bir 1s1n kullanir. Bu nedenle SEM, TEM tarafindan olusturulan iki boyutlu goriintii
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yerine, eksozomlarin ii¢ boyutlu goriintiisiinii saglamak i¢in numunelerin yiizeyine

odaklanir (Zhou vd., 2020).

Moradi-Chaleshtori vd. (2021), MiR-33 igeren eksozomlarin makrofaj
polarizasyonunu degistirip degistiremeyecegini belirlemek igin, 4T1 meme kanseri
hiicrelerinden izole edilen eksozomlari TEM ve SEM kullanarak incelemislerdir. Tez
calismamizda, hWJ-MKH’lerden elde edilen eksozomlar ilk olarak formiilasyondan ayri
olarak goriintiilenmistir. Sonrasinda formiile edilmis kapsiiller ¢oziindiiriilerek ekstrakte
edilen eksozomlar goriintiilenerek; formiilasyon gelistirme basamaklarinin, depolama
kosullarmin ve c¢oOziinme isleminin eksozoma zarar verip vermedigi goézlenmek

istenmistir.

TEM ile alinan goriintiilerde eksozomlarin yapisinin bozulmadan kaldig
gbzlenmistir. Eksozom boyutlar1 110.87 nm ve 84.94 nm olarak 6l¢iilmiistir. ~ SEM
goriintiilerinde liyofilize edilmis formiilasyon iizerinde; kakao yag1 kristalleri tizerinde
eksozomlarin yapisi bozulmadan varliklarimi siirdiirdiikleri gozlenmistir. Eksozom
boyutlar1 144.9 nm ve 83.94 nm olarak OSl¢iilmiistiir. Bu iki bulgu, elde edilmis olan

eksozomlarin boyutlarinin ayni sinirlar icerisinde oldugunu isaret etmektedir.

Nanopartikiil izleme analizi (NTA) nanopartikiilleri boyutlandirabilen ve
sayabilen bir teknolojidir. Nanopartikiil izleme analizi, herhangi bir sicaklikta,
nanopartikiillerin ¢ozelti i¢indeki Brownian hareket hizinin yalnizca boyutlarina gore
belirlenmesi prensibine dayanmaktadir. Bu yontemde lazer 15181 kesecik siispansiyonuna
sabit bir aciyla yonlendirilir ve sagilan 151k bir mikroskop ve yiiksek hassasiyetli kamera
kullanilarak yakalanir. Yazilim, bireysel nanopartikiillerin zaman i¢indeki hareketini
izleyerek konsantrasyonlarini ve boyutlarini hizla hesaplar (Oosthuyzen vd., 2013). Elde
edilen NTA analizi sonucunda, siispansiyonda yer alan partikiillerin boyutlarinin
eksozomlarla uyumlu oldugu, SEM ve TEM analizleri sonuglarina benzer boyut
gosterdikleri ve BCA ile NanoDrop ile 6l¢iilen konsantrasyonun da (1476 mg/mL - 1687

mg/mL) uygunlugunu gostermistir.

Zetasizer, dinamik 1s1k sagilimi teknigini ile parcacigin Brownian hareketinin
neden oldugu sabit bir agida (173°) sagilan 151k yogunlugunun dinamik dalgalanmalarini

Olgerek parcacik hareketinin hiz dagilimini analiz eder. NTA’ ’nin yaninda zetasizer da
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eksozomlarin boyutunu 6l¢mek igin kullanilir (Kesimer & Gupta, 2015; Ruzycka-Ayoush
vd., 2023).

Zetasizer ile yapilan dlglimlerde, numunede yer alan partikiillerin %92’sinin 30
ile 200 nm araliginda oldugu gézlenmistir. NTA ile yapilan ¢alismada da Sekil 5.20°de
goriildiigi tlizere partikiillerin biiylik ¢ogunlugunun 23 ile 250 nm araliginda bulundugu
gbzlenmistir. iki analiz birbiri ile uyumlu sonuglar vermistir. Ayrict TEM ve SEM
gorintiilerinden elde edilen boyut sonuglarinin da bu degerler aralifinda yer almasi boyut

sonuclarinin eksozomla uyumlu olusunun bir baska gostergesidir.

Ruzycka-Ayoush vd (2023), farkli sicakliklarda eksozomlar1 depolamis ve bu
cevresel faktoriin boyut dagilimi {izerinde etkisini incelemek i¢in hem NTA hem de DLS
analizleri yapmigslardir. NTA ile elde ettikleri degerlerin DLS ile yapilan boyu
Olglimlerine ¢ok yakin oldugunu gostermislerdir (Ruzycka-Ayoush vd., 2023). Bu

calisma bizim sonuglarimiz arasindaki tutarliliga benzerlik gostermektedir.

6.4. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Yapilan hiicre kiiltlirii c¢alismalar1 icin HUVEC hiicre hatt1 kullanilmistir.
Eksozomlar iizerinde yapilacak olan sitotoksisite ve hiicre i¢ine alim g¢alismalarinda
HUVEC hiicre hatt1 siklikla kullanilmistir. Valipour vd. (2022), yaptiklar1 ¢alismada
insan endometriyal mezenkimal kok hiicreleri kaynakli eksozomlarin ve atorvastatinin,
HUVEC hiicrelerinin gogalmasint MTT tahlili kullanilarak arastirmiglardir (Valipour vd.,
2022). Matsuura vd (2019), hepatoseliiler karsinom hiicrelerinden elde edilen
eksozomlarin, HUVEC hiicreleri ile 72 saatlik inkiibasyonu ile hiicre biiyiimesinin

inhibisyonunu MTT kullanarak tahlil etmislerdir (Matsuura vd., 2019).

Yapilan sitotoksisite c¢aligmasinda hem mesalazin hem de eksozom igeren
formiilasyonlarin plasebo formiilasyonlarinin sitotoksik 6zelliginin olmadigi ve 6zellikle
eksozom formiilasyonuna ait plasebo formiilasyonun hiicre proliferasyonunu 48 saatte
cok arttirdig1 gozlenmistir. Eksozom igeren formiilasyonda yardimci madde olarak
mesalazin iceren formiilasyondan farkli olarak mannitol igermesi goéz Oniinde
bulunduruldugunda, mannitoliin hiicre canliligini arttirdig1 diistiniilmistiir. Burdon vd.,
(1989) yaptig1 calismada, mannitoliin serumdan yoksun hiicrelerin ¢cogalmasin arttirdigini

gostermislerdir.
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Mesalazin igin yapilan sitotoksisite c¢alismalarinda Forsati vd., (2022), K562
hiicre hattinda yaptiklart MTT deneyi sonuglarinda mesalazinin 72 saatlik inkiibasyon
verilerinde 1Csg degerini 54 uM olarak bulmuslardir. Swami vd., (2022), MCF-7 hiicre
hatt1 tizerinde yaptiklart MTT testinde 24 saatlik mesalazin uygulanmasi sonucunda ICsg
degeri 6.358 uM olarak bulunmustur. Chaudhary vd., (2020), CCD-841 hiicre hattinda
mesalazin ile yaptiklart MTT testinde 48 saatlik inkiibasyon sonucunda ICso degeri

bulamamislardir.

HUVEC hiicrelerine uygulanacak olana mesalazin konsantrasyonlar
belirlenirken yukarida verilen literatiirlerde bulunmus ICso degerleri dikkate alinarak
konsantrasyonlar belirlenmis ve 24 ile 48 saatlik sonug¢lar alinmistir. En yliksek
konsantrasyonda bile hiicre canliliginin 48 saatte % 64’e diistiigii gozlenmistir. Mesalazin
iceren formiilasyona ait plasebo formiilasyonun hiicre canliligini her konsantrasyon ve
inkiibasyon siiresinde % 80’in altina diisiirmedigi gozlenmistir. Mesalazin igeren
formiilasyon incelendiginde, formiilasyonun mesalazinin hiicre proliferasyonunda
gosterdigi azaltmay1 elimine ettigi gériilmiistiir ve tasiyict sistem gelistirlirken kullanilan

kako yagi ile lesitin ve CMC igeriginin hiicreler i¢in toksik olmadig: belirlenmistir.

Abas vd., (2022), sitotoksisite testi yapmak amaciyla Wharton jeli kok
hiicrelerinden elde ettikleri eksozomlar igin, insan rahim agzi kanseri hiicresi Hela ve
L929 fare fibroblastlar1 tizerinde MTT testi yapmislardir. Hiicre canliligim
azaltmadiklarin1 hatta artan konsantrasyonlarda hiicre proliferasyonunu hem 24 saatte
hem de 48 saatte arttirdig1 gézlenmistir (Abas vd., 2022) Elde edilen sonuglar ¢alismamiz
tarafindan elde edilen sonuglar ile uyumluluk gostermistir. Hiicrelere uygulanan
eksozomun en diisiik konsantrasyonunda 24 saatte % 98 canlilik, 48 saatte % 136 canlilik
goriilmiistiir. En yiiksek eksozom konsantrasyonunda ise 24 saatte % 102 canlilik, 48
saatte % 159 canlilik goriilmiistiir. Artan konsantrasyon ve inkiibasyon siiresi ile birlikte

hiicre proliferasyonunda artis oldugu belirlenmistir.

Eksozomlarin hiicre i¢ine alinmasi c¢alismalarinda HUVEC hiicreleri 24’li
plakalara ekilmis ve 1 giinliikk inkiibasyon sonrasinda isaretlenmis eksozomlar
uygulanmistir. HUVEC ile hiicre i¢ine alim calismasi yapmis pek c¢ok arastirma

bulunmaktadir.

78



FITC isaretli siRNA yiiklenmis eksozomlar yolu ile hiicre icine alim analizi
yapildiginda eksozomlarin basar ile hiicre i¢ine alinabildigi goriilmiistiir. FITC isaretli
insulin yiiklenmis eksozomlarla yapilan benzer bir ¢calisma bulunmaktadir (Rodriguez-
Morales vd., 2021) ve eksozomlarin hiicre igine alimi kapsaminda ¢alismamizla benzer

ozellik gosterdigi belirlenmistir.

PKH26 boyast kullanilarak isaretlenen eksozomlarin hiicre i¢ine alim analizleri
basar1 ile yapilmistir. Ghorbanian vd., (2019) ve Zhang vd., (2022), sectikleri hiicre
hatlarindan elde ettikleri eksozomlart PKH26 boyasi kullanarak isaretlemisler sonrasinda
da HUVEC hiicre hatt1 ile 12 ve 48 saat inkiibe edildikten sonra eksozomlarin hiicre
icerisine alindigin1 gozlemislerdir, bu agidan bu yontemde ¢alismalar benzerlik

gostermektedir.

7. SONUC

Yiiriitiillen tez calismamizda, UK tedavisinde kullanilmak icin alternatif bir
yaklasim sunulmaya ¢alisilmistir. Enterik kapli kapsiil igeriginde bulunan mesalazin ve
eksozomlarin, bu gelistirilen tastyici sistem igerisinde hapsedildigi, hedef bolge olan
kolana ulasincaya kadar sistem igerisinde korundugu bulgusu elde edilmistir. Kullanilan
kapsiil boyutunun kii¢iik olmasi, mesalazinin terap6tik dozunun yiiklenememesine neden
olmustur. Ancak, eksozom vyiiklii kapsiil ile kombine kullanimi ile diisiik dozdaki
mesalazinin UK igin sinerjik etkisi olabilecegi diisiiniilmektedir.

Eksozomun yag igerisinde enkapsiile edilmesi ile elde edilen formiilasyonlarimizin,
kapsiile doldurma, dondurma ve liyofilize etme asamalarindan sonra yapilacak
karakterizasyon g¢alismalar1 igin yaklasik 2 giin oda sicakliginda bekletilmesine ragmen,
eksozom yapilarint korudugu belirlenmistir. Bu durum, eksozomun bozunmadan, -20
°C’de saklama gibi 6zel kosullar kullanilmadan saklanabilmesinin miimkiin olabilecegine
isaret etmektedir.

Yapilan literatiir incelemesi sonucunda, tezimizin hipotezinin ve tez kapsaminda
gelistirilen sistemin ilk defa bizim tarafimizdan gelistirildigi belirlenmistir. Bu
calismanin in Vvivo c¢alismalar1 ile desteklenmesi ve etkinliginin aydinlatilmasi,
eksozomlarin bu sistem icerisinde ne kadar siire kararli kalabileceginin arastirilmasi daha

sonraki ¢caligmalarimiz kapsaminda planlarimiz dahilindedir.
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