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EKZOZOMLARIN SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZASYONU VE KANSER
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Son yillarda yapilan arastirmalara ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) raporlarma gére her yil
milyonlarca (yaklasik yirmi milyon dolayinda) insanin kanser hastaliklarina yakalandigi ve
bunlarin yaklasik olarak yarisinin hayatini kaybettigi bildirilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii
raporlarina -gore bu rakamlarin 2040 yilina kadar yaklasik iki katina ¢gitkmasinin beklendigi
bildirilmigtir. Kanser hastaliklarinin teshis edilmesinde kullanilan invazif yontemlerin
(6rnegin; doku biyopsisi gibi) ve goriintiileme tekniklerinin (6rnegin BT, ultrasonik
degerlendirme gibi) sahip oldugu sinirlamalar nedeniyle hastaligin teshis edilmesi genellikle
viicutta yayilmasindan sonra bir baska deyimle ileri evrelerde miimkiin olabilmektedir.
Dolayisiyla kanser teshis ve tanisinin erken donemlerde konulmasiyla hastalarin iyilesme
sansmin yiikselecegi bir gergektir. Ote yandan hastalar agisindan kanserin erken teshis
edilmesi sadece maliyetleri diisiirmekle kalmayacak, tedavi etkinligini de arttirarak 6lim
riskini de azaltacaktir. Son yillarda, {izerinde yogun aragtirmalar yapilan sivi biyopsiler,
kanserin erken teshisinde noninvazif teshis/tan1 yontemleri olarak onemli bir alternatif
olarak 6ne ¢ikmaktadir. Sivi biyopsi uygulamalar temel olarak kan dolagimindaki tiimor
hicreleri (circulating tumor cells, CTC'LER), eksozomlar ve diger vezikiiler yapilarin
degisik hastaliklarla ilgili olarak hastalarin ¢esitli biyolojik sivilarindan yapilan 6rnekleme
ve analizleri ile gergeklestirilmektedir. Burada sozii edilen hiicre ve diger bilesenler arasinda
ekzozomlar fizyolojik ve patolojik acidan son derece degerli bilgiler sunmakta ve konu ile
ilgili arastirmalar son on yilda yogunlagmaya baslamis ve artan bir egilimle artis
gostermektedir. Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda son yillarda 6zellikle kanser teshis ve
tedavilerinde kullanilabilirligi lizerinde yogun arastirmalar yapilan ekzozomlar ile ilgili
olarak manyetik mikro/nanopartikiiler yapilar kullanilarak ekzozomlarin ayrima-saflastirma

teknikleri ile bulunduklar1 ortamdan izole edilmeleri ve devaminda da kanser teshis-



tanisinda kullanilabilirligi ile ilgili olarak model bir ¢alisma yapilmasi planlanmistir. Bu
kapsamda; temel ¢alisma olarak lipozom hazirlama teknikleri kullanilarak 6nce yalin
lipozmal yapilar olusturulmus ve ardindan bu yapilara model biyolojik molekiil (6rnegin L-
Histidin) ilave edilerek yapay ekzozom modeli gelistirilmistir. Gerek lipozomal yapilar ve
gerekse yapay ekzozomlarin ayrilmasi-saflagtirilmast  ¢alismalarinda  demiroksit
nanopartikil iceren HSA mikropartikiiller hazirlanip yiizeyleri uygun bir ligand ile (6rnegin
bakir iyonlar1 gibi) dekore edilerek ayirma/saflagtirma verimliligi arttirilarak se¢imli ayrima
sistemi gelistirilmistir. Tez calismalarindan elde edilen bulgular ger¢ek ekzozomlarin
bulunduklar1 ortamlardan pratik ve ekonomik olarak ayristirilmasi ve saflastiriimasi kanser

teshis/tedavisinde kullanilmasina 151k tutabilecek nitelikte degerlendirilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Kanser Teshis ve Tedavisi, Manyetik Nanopartikiil, HSA

Mikropartikil, Ekzozom, Ekzozom Ayirma
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Selin GUR

A MODEL STUDY ON PURIFICATION, CHARACTERIZATION OF EXOSOMES
AND INVESTIGATION OF THEIR USABILITY IN CANCER DIAGNOSIS
Baskent University Institute of Times

Department of Biotechnology

2025

According to recent research and World Health Organization (WHO) reports, it is reported
that millions (about twenty million) of people get cancer diseases every year and about half
of them lose their lives. According to the World Health Organization reports - it has been
reported that these numbers are expected to approximately double by 2040. Invasive
methods used in the diagnosis of cancer diseases (for example, due to the limitations of
imaging techniques (for example, tissue biopsy) and imaging techniques (for example, CT,
ultrasonic evaluation), diagnosing the disease is usually possible in the advanced stages, in
other words, after it has spread throughout the body. Therefore, it is a fact that patients'
chances of recovery will increase with the diagnosis and diagnosis of cancer at an early stage.
On the other hand, early detection of cancer for patients will not only reduce costs, but also
reduce the risk of death by increasing the effectiveness of treatment. In recent years, liquid
biopsies, on which intensive research has been conducted, have come to the fore as an
important alternative as noninvasive diagnostic / diagnostic methods in the early diagnosis
of cancer. Liquid biopsy applications are mainly performed by sampling and analyzing
tumor cells (circulating tumor cells, CTCs), exosomes and other vesicular structures in the
bloodstream from various biological fluids of patients related to various diseases. Among
the cells and other components mentioned here, exosomes provide extremely valuable
physiological and pathological information, and research on the subject has begun to
intensify in the last Decennium and is increasing with an increasing trend. Within the scope
of the presented thesis study, it is planned to isolate exosomes from their environment using
magnetic micro/nanoparticular structures using separation-purification techniques,
especially in relation to exosomes, whose usability in cancer diagnosis and treatment has
been extensively researched in recent years, and then to conduct a model study on their

usability in cancer diagnosis. In this context; as a preliminary study, first simple liposomal



structures were created using liposome preparation techniques and then, model biological
molecules (e.g. L-Histidine) were added to these structures then an artificial exosome model
was developed. In the separation-purification studies of both liposomal structures and
artificial exosomes, HSA microparticles containing iron oxide nanoparticles were prepared
and their surfaces were decorated with a suitable ligand (e.g. copper ions) and a selective
separation system was developed to be increased the separation/purification efficiency. The
obtained findings from the thesis studies were evaluated as being able to shed light on the
practical and economical separation/purification of real exosomes from their environments

to their use in cancer diagnosis/treatment.

KEYWORDS: Cancer Diagnosis and Treatment, Magnetic Nanoparticle, HSA

Microparticle, Exosome, Exosome Separation
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1. GIRIS

Ekzozomlar, 30-200 nm ¢apinda, fosfolipid ¢ift tabakasiyla ¢evrili ve DNA, mMRNA,
miRNA, proteinler ve lipidler gibi biyomolekuller igeren hiicre dis1 vezikiillerdir. Cogu
Okaryotik hiicre tarafindan salgilanan bu vezikiiller, hiicreler arasi iletisimi saglamak igin
sinyal molekiilleri tasimak, reseptor hiicrelerin fizyolojik ve patolojik durumlarini
duzenlemek gibi 6nemli roller Gstlenir [1]. Kan, idrar, tikirik, anne siti ve beyin-omurilik
s1visi gibi biyolojik sivilarda yaygin olarak bulunmalari, ekzozomlar1 erken hastalik teshisi
ve prognozu igin kolay erisilebilen degerli biyobelirtegler haline getirir. Bu 0zellikleri
nedeniyle ekzozomlar, son yillarda klinik uygulamalar ve terapétik arastirmalar agisindan
blyuk ilgi gormektedir [2].

Bununla birlikte, ekzozomlarin klinik ve arastirma alanindaki potansiyeline ragmen,
etkili izolasyon teknolojilerinin eksikligi biiyiik bir zorluk olmaya devam etmektedir.
izolasyon verimliligi, saflig1 ve kalitesi hem temel bilimsel arastirmalar hem de klinik
uygulamalar agisindan kritik dneme sahiptir. Bu nedenle, diisiik maliyetli, basit ve hizl
ekzozom izolasyon yontemlerine duyulan ihtiya¢ giderek artmaktadir. Giiniimiizde
ultrasantrifiijleme, immiinoafinite, boyut dislama kromatografisi, ¢oktiirme ve mikroakiskan
cipler gibi ¢esitli yontemler ekzozom izolasyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir [3].
Bunlar arasinda ultrasantrifiijleme, en yaygin kullanilan yontem olmakla birlikte, diisiik
saflik, uzun islem siiresi ve yiiksek maliyet gibi dezavantajlara sahiptir. Ote yandan,
immunoafinite yontemleri, ekzozomlarin lipid ¢ift katmanindaki spesifik belirtegleri
hedefleyen antikorlar veya aptamerler kullanarak daha saf ve spesifik izolasyon saglarken,
aynt zamanda kullanimi daha kolay bir alternatif sunmaktadir. Bu izolasyon modelinde,
aptamerler veya antikorlar manyetik partikiller (MP) (izerine sabitlenebilir [4]. MP'lerin en
bliyiik avantaji, sliperparamanyetik ozellikleri sayesinde manyetik bir alan uygulanarak
kolayca manipule edilebilmesidir. Manyetik partikiller (MP) genellikle, manyetik
ozellikteki nanopartikiiller ve polimer bilesenlerinin kombinasyonuna dayanir. Manyetik
ozellikteki nanopartikiiller partikiillere manyetik 6zellikler kazandirirken polimer matrisi
aptamer veya antikor eklenmesine olanak taniyarak ekzozom izolasyonu ve
saflastirilmasinda yiiksek verimlilik sunar [5]. Ekzozom izolasyonunda en yaygin kullanilan
manyetik nanopartikiiller demir bazli metal oksitlerdir [6;7]. Demir oksit nanopartikilleri
FDA tarafindan onaylanmistir ve manyetik rezonans goriintiileme, ila¢ dagitim1 ve hastalik

tedavisi dahil olmak iizere biyomedikal arastirmalar ve klinik uygulamalarda yaygin olarak



kullanilmaktadir. y-Fe 2 O 3 ve Fe 3 O 4 nanopartikulleri biyouyumluluk ve biyolojik olarak
parcalanabilirlik avantajlarma sahiptir [8]. Albliimin, biyolojik sivilarda bol miktarda
bulunan ve ¢esitli molekiillerle etkilesime girebilen bir proteindir. Bu nedenle, albiimin kaph
MNP'ler, biyomedikal uygulamalarda tasiyici platformlar olarak kullanilmaktadir. [9].
Ekzozom (HSA) ile kaplanmis manyetik partikiillerin kullanimi, HSA'nin yiksek
biyouyumlulugu, genis yiizey fonksiyonellestirme kapasitesi ve spesifik biyomolekiilleri
baglama yetenegi sayesinde avantaj saglamaktadir [10]. Ekzozom izolasyonunda albimin
kapli MNP'lerin kullanimiyla ilgili literatiirde dogrudan bir ¢alisma bulunmamakla birlikte,
farkl1 fonksiyonellestirme stratejileriyle MNP'lerin ekzozom izolasyonunda basariyla
kullanildig1 bilinmektedir [3; 6; 11].

Sunulan ¢alismanin amaci, ekzozomlarin ayrilmasi ve saflagtiritlmasinda etkili bir
sekilde kullanilabilecek manyetik 6zelliklere sahip partikiiller gelistirmektir. Bu amagla
Once HSA partikiilleri hazirlanmistir. HSA, g¢esitli ligandlar1 ve biyomolekiilleri
baglayabilen ¢oklu etkilesim bdlgelerine sahip olup, yuzeyine antikor veya aptamer
immobilizasyonu igin uygun bir platform sunabilen, fizyolojik kosullarda hafif negatif yiike
sahip olmasi sebebiyle elektrostatik etkilesimler araciligiyla ekzozomlarin yiizeye
adsorpsiyonunu destekleyebilecegi igin tercih edilmistir. Bu 6zellikleri sayesinde demir
oksit nanopartikilleri iceren HSA mikropartikullerin ekzozom izolasyonunda yiiksek
secicilik ve etkinlik saglamasina olanak saglayabilecegi ve manyetik alan uygulanmasiyla
ekzozomlarin bulunduklari ortamdan Kolayca ayrilmalari saglanabilecektir. Elde edilen
partikullerin boyut analizleri yapilarak morfolojik 6zellikleri incelenmistir. Hazirlanan
partikillerin ekzozom ayirma ve saflastirma c¢aligmalarini modellemek iizere yapay
ekzozom olarak bilinen yapilara olan benzerliginden ve iiretim proseslerindeki
kolayliklardan dolay1 lipozomal yapilar kullanilmistir. Boylelikle HSA mikropartikullere
manyetik 6zellik kazandirilarak ekzozomlar ile benzer fizikokimyasal 6zelliklere sahip olan
lipozmlar tzerinde model bir izolasyon sirecinde etkili bir arag olarak kullanilabilirligi
ortaya konulmustur. Bu sayede, ekzozom saflastirmasi igin mevcut yoOntemlerin

siirlamalarin1 agmay1 hedefleyen yenilik¢i bir yaklagim sunulmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ekzozomlar

2.1.1. Ekzozomlarin yapisi

Yaklasik olarak son 50 yildir varligi bilinen ekzozomlar, bltlin vicut hucreleri
tarafindan olusturulan, hiicre dis1 ortama salinan ve yaklasik boyutlar1 40-100 nanometre
arasinda degisen dogal keseciklerdir. Kesfedildikleri yillarda hiicresel atik olarak
degerlendirilen ekzozomlarin teknolojinin gelismesiyle birlikte hiicreler arasi iletisimde
olduk¢a 6nemli bir goreve sahip cesitli niikleik asitler barindiran hiicre dis1 vezikiiller oldugu
anlasilmistir. Ekzozomlar ilk kesfedildiklerinde (1983 yilinda) hiicre ¢opii ya da hiicre
iceriginin atilimi i¢in bir araci olarak degerlendirilmistir, sonrasinda 2007 yilinda da mRNA
ve miRNA icerdiklerinin kesfedilmesiyle, hiicreler arasi iletisim araci olmalarindan dolay1
her gegen giin daha fazla ilgi cekmeye baslamislardir [12-14]. Okaryotik hiicrelerden salinan
ekzozomlarin zarla cevrili olup niikleik asit, protein, lipit ve metabolitler icermesi birgok
hastaligin teshisinde kullanilabilirligini ortaya ¢ikmis ve bdylece tanisal biyobelirteg
olmalar1 daha ilgi ¢ekici olmustur [15].

Ekzozomlar proteinler, lipitler, nukleik asitler, metabolitler ve yuzey molekulleri gibi
cesitli biyomolekiiller igerirler (Sekil 2.1). Bu biyomolekiiller sayesinde, ekzozomlar
hiicresel iletisimde ve gen ekspresyonunun diizenlenmesinde ¢ok 6nemli rol oynarlar [16].

Ekzozomlarin igerigi, hiicresel fonksiyonlarin1 ve biyolojik siireglerdeki rollerini
anlamak igin dnemlidir. Ornegin, kanser hiicrelerinden salgilanan ekzozomlar, onkojenik
proteinler ve miRNA'lar igererek timdr biliyiimesini ve metastazi tesvik edebilir. Benzer
sekilde, ndronlardan salgilanan ekzozomlar, ndrodejeneratif hastaliklarla iligkili proteinler
ve RNA'lar tasiyabilir. Bu igerikler, ekzozomlarmm koken aldigi hiicrelerin biyolojik
durumunu yansitir ve hastaliklarin teshisinde ve tedavisinde potansiyel biyobelirtecler
olarak kullanilabilir [15]. Konu ile ilgili olarak yapilan arastirmalardan elde edilen ayrintili
ekzozom igerikleri hakkinda Sekil 2.2.’de sunulan molekiillerin varlig1 halihazirda ortaya

konulmus durumdadir [17].
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2.1.2. Ekzozomlarin fonksiyonlari

Hicreler arasi iletigim

Ekzozomlar, hiicresel iletisimde biiyiikk rol oynarlar. Ozellikle bu iletisimi
kolaylastirmak i¢in hormon, sitokinin gibi maddeler salgilayan ekzozomlar kendinden
uzakta bulunan hiicrelerle iletisim kurarlar. Hedef hiicrelere ulasan ekzozom hedef hiicrenin
fenotipi ve islevini de etkiler.

Her hiicre ile iletisim kurma o6zelligi olan ekzozomlarin hedef hiicre seciciligi
sayesinde hastalik teshisinde ve tedavisinde cazip bir se¢enek olmuslardir [15].

Bagisiklik diizenleme

Ekzozomlar tasidiklart sitokinin, antijen ve immiinosupresif molekiiller ile bagisiklik
yanitlarini baskilayabilir ya da baglatabilirler.

Kanser olusumu

Ekzozomlar siirekli ¢ogalan tiimor hiicrelerine alan olusturmak igin hiicre disi
matrisini genisletebilirler. Cesitli caligsmalar bu hiicre disi matris bozulmas: ve kanser
hiicrelerinin yayiliminin, etkisi altina aliminin ve salgilanmasinin arttigini géstermektedir
[18].

Hucre onarimi ve rejenerasyon

Mezenkimal kok hiicrelerden iiretilen ekzozomlar, hasarli dokulara biiyiime faktorleri

tasiyarak doku onarima siirecini hizlandirabilirler.

2.1.3. Ekzozomlarin kullanim alanlar

Ekzozomlarin teshis ve tedavide kullanimi

Ekzozomlar biyobelirte¢ olarak kullanilabilirler. Yakin zamanda ekzozomlar kan,
idrar, anne siitii vb. neredeyse tiim viicut sivilarinda kesfedilmistir. Viicut sivilar1 dondr
hiicrenin 6zelliklerini de gosterirler. Bu sayede cesitli hastaliklarin biyobelirtegleri aktarilir
ve hastaliklarin erken teshisinde yardimci olur [15].

Ekzozomalarin yiizey proteinleri onlarin immiin yakalanmasini saglar. Tanisal olarak
da kardiyovaskiiler hastaliklar, merkezi sinir sistemini etkileyen hastaliklar, kanser ve ¢esitli
organ hastaliklar1 belirlenebilir. Ornegin, prostat kanseri teshisinde, idrarda bulunan
ekzozomlardaki PCA3 ve TMPRSS2 gen fiizyonlari biyobelirte¢ olarak kullanilabilir [19].

TerapOtik olarak kullanimi

Ekzozomlar ilag tasiyici sistemi olarak kullanilabilirler. Yapisal olarak diisiik

immiinojenisiteye sahip olan bu nano vezikiiller terapotik olarak ilag tasima kapasitesi igin



uygun donanimlidirlar (2). Bu avantaj onlarin ¢esitli tedavi edici molekiilleri tasiyarak
hastaliklarin tedavisinde kullanilabilmesini miimkiin kilar. Ornegin, kanser tedavisinde,
ekzozomlar kemoterapi ilaglarin1 veya gen diizenleyici molekiilleri hedef hiicrelere tasimak
i¢cin kullanilabilmelerinin yaninda inflamatuar hastaliklarin tedavisinde anti-inflamatuar

molekiiller tasimak i¢in de kullanilabilirler

2.2. Ekzozom Ayirma ve Saflastirma Teknikleri

Ekzozomlarin ayrilmasi ve saflagtirilmasi zor bir siirectir, ¢linkii ekzozomlarin
ayristiritlmasi ve saflastirilmasi proseslerinde ekzozomlarin diger farkli hiicre dis1 vezikiil
yapilarindan/popiilasyonlarindan ayirt edilmesi gereklidir. Bu amagla kullanilan bazi klasik
yontemler mevcuttur ve bu yontemlerden bazilari sirasiyla asagida 6zetlenmistir;

e Diferansiyel santrifiijleme

¢ Yogunluk Gradyan Santrifiijleme

e Biiyiikliik¢e ayirma kromatografisi

o Ultrafiltrasyon

e Immiin yakalama dizileri

e COkturme

2.2.1. Diferansiyel santriftjleme

Biyolojik numunelerdeki hiicrelerin, organellerin, hiicre dis1 sivilarin ve birgok
nanopartikiiliin ayristirilmasinda kullanilan bir yontemdir. Bu yontem ekzozomlarin hiicre
kiltlirii ortamindan ayrilmasi i¢in en sik kullanilan yontemdir.

Elde edilen biyolojik stv1 (tiikiiriik, kan serumu gibi) cam sisede 4°C’da yaklasik 5 giin
saklanir. Bu siiregte diisiik hizli kiiclik EV (hiicre dis1 vezikiil) tliplin dibinde birikirken iist
kisminda yiiksek hizl1 doniise sahip proteinler, apoptotik cisimlerin mevcut oldugu goriiliir.

Bu birlikte ¢cokelme ekzozomlarin izole edilmis oldugunu gosterir [20].

2.2.2. Yogunluk gradyen santrifijleme

Diferansiyel santrifiijlemeye gore daha saf ekzozom elde etme yontemidir. Biyolojik
stvi cam sisede 4 °C’da yaklagsik 5 giin saklanir. Bu siiregte protein kombinasyonu yine
stvinin {ist kisminda birikir. Bu protein yogunlugunu azaltmak i¢in siikroz veya iyodiksanol

gibi yogunluk gradyan ¢o6zeltileri kullanilir. Yiiksek hizda ultrasantrifiij uygulanir. Bu sirada



ekzozomlar ve diger molekiiller yogunluklarina gore ayrilirlar. Ekzozom yogunlugu

genellikle 1.13-1.19 g/ml’dir [20].

2.2.3. BuyUklukce ayirma kromatografisi

Bu ayirma tekniginde partikiillerin gecisine izin vermeyen porlara sahip olan bir
malzeme kullanilir. Ekzozomlu bir numune bir kolona koyulup kolondan gegisi saglanir.
Biiyiik partikiillii molekiiller kolonu olugturan matriksin porlarindan takilmadan gecebilirler
ama kiiciik partikiillii molekiiller ise porlara takilir ya da yavas gegebilirler. Bu nedenle
kolon igerisinden hizla akarlar. Gozeneklere girebilecek molekiiller ise kolon i¢inde dolasir
ve yavaglatilirlar. Molekiiller kiigtildiik¢e kolonda tutulma stireleri artar bu nedenle en kiiguk
molekiiller kolonu en son terk ederler. Kolondan ¢ikan molekiiller ayr1 ayr1 gozlemlenir ve

ekzozomlar bu sekilde ayirt edilmis olurlar [20].

2.2.4. Ultrafiltrasyon
Vezikiil boyutunda gézenekli polimerik membran kullanilarak sivi basinciyla ayirma
yontemidir. Bu siiregte ekzozomlar biyolojik sividan segici olarak ayrilirken biiyiik

molekiller membranda kalir [20].

2.2.5. Immiin yakalama dizileri

Vezikul yizeyindeki ekzozom belirte¢ bilesenlerinin antikorlar tarafindan taninarak
1zole etme yontemidir. Bu uygulamada ekzozom antijenlerini tantyan belirli antikorlar (CD3,
CDS81, CD82, Alix, Annexin gibi) kullanilir. Bu antikorlarla kaplanan kati bir yiizey,
manyetik boncuk gibi, antijen sunan ekzozomlar1 ayirir. Ekzozoma bagl kalan partikiiller
de yikama yontemiyle uzaklastirilir. Bu uygulamada ekzozomlarin saflik oranmi ytiksektir.

Biyolojik arastirmalarda, klinik alanda kullanilir.

2.2.6. Cokturme

Bu yontem ekzozomlar1 ayirmak i¢in kullanilan basit ve etkili bir yontemdir. Polimer
bazli ¢oktiirme reaktifleri kullanilarak ekzozomlar ¢okeltilir. Burada dikkat edilmesi gereken
diger molekiiller ile birlikte ¢okme olmasidir. Bunu 6nlemek icin birkag defa yikama
yapilmast gereklidir. (Coktirme ve kolon tabanli yaklasimlar kullanilarak farkli

biyoakiskanlardan eksozom izolasyonu gergeklestirilebilir.



2.3. Yeni Nesil Ayirma Teknikleri

2.3.1. Membran temelli ayirma teknikleri
Bu yontem, ekzozomlar1 fiziksel oOzelliklerine gore ayirmak icin kullanilir. Bu

yontemlerden bazilari; mikrofiltrasyon, nanofiltrasyon gibi.

2.3.2. Mikroakiskan temelli ayirma teknikleri

Mikroakiskan sisteminde vezikiil ayrimi ekzozom zarindaki spesifik biyobelirteclere
baghdir. Mikroakigskan ¢ipi (ExoChip) yaygin olarak bilinen CD63 ile fonksiyonel hale
geldiginden izole edilebilir. Bu sistem ekzozom izolasyonu ve tanimlanmasi igin

miRNA’larin amplifikasyonu ile de birlestirilebilir (4,7).

2.3.3. Fiziksel 6zellik temelli ayirma teknikleri

Ekzozomlarin fiziksel oOzellik temellerine dayali olarak kullanilan ayirma ve
saflastirma teknik ve teknolojileri ekzozomlarin boyutlari, yiizey yiikleri ve yogunluklari
gibi fiziksel 6zelliklerine gore degerlendirilmektedirler [17].

Aktif izolasyon teknikleri

Ekzozomlarin daha verimli ve hizli ayirt edilip saflastirilabilmesi icin gelistirilen ve
aktif izolasyon yontemleri adi verilen tekniklerin elektriksel, merkezka¢ ve akustik
kuvvetlerden yararlanilarak gerceklestirilen tekniklerden olustugu bildirilmektedir. Bu
tekniklerden akustik kuvvetlerin kullanildig1 yontemde; biyolojik sivilarda yer alan
ekzozomlarin izolasyonunda akustik kevvetler ve damlacik egirmenin kullanildig1 akustik
temelli ayirma isleminde kullanilan mikroakigkan ¢ip uygulamasi giincel uygulamalardan
biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir [21]. Elektriksel alan etkisi ile ¢alisan bir diger sistemde
1zotakoforezin odaklama giicii ve kagit bazl filtreleme yetenegi entegre edilerek ekzozom
ayirma islemleri gerceklestirilmistir [22]. Bir baska uygulamada ise ekzozomlarin tam
kandan izole edilmesinde hidrodinamik temelli bir mikroakigkan sistem tasariminin
kullanildig1 belirtilmistir [23].

Pasif izolasyon teknikleri

Ekzozom {izerine arastirmalar yapan arastirmacilarin mikroakiskan sistemleri esas
alarak karmasik kanal yapilarina veya hidrodinamik o6zelliklere dayali stratejileri bu
sistemlere dahil ettikleri bildirilmektedir. Bu tlr sistemlerden nano gézenekli membranlarin,

nanofiltrelerin, nanosutun dizilerinin ve hidrodinamik 6zelliklerini igeren sistemler pasif



izolasyon yontemleri olarak adlandirilmaktadir. Bu ¢aligmalara 6rnek olarak; Suwatthanarak
ve arkadaslari tarafindan insan meme kanseri hiicrelerinin kiiltiirlenmis ortamindan verimli
eksozom zenginlestirmesi i¢in ZnO nanotel dizilerinin modifiye eksozom hedefleme
peptidleri seklinde gelistirilmesi dikkat ¢eken bir uygulamadir [24]. Diger bir uygulama
olarak nanosutun temelli mikroakiskan sistemler deterministik yanal yer degistirme
(Deterministic Lateral Displacement, DLD) olarak adlandirilan degisik partikil izolasyonu
icin nanosiitunlarin bir veya daha fazla optimal adim, bosluk ve ¢ap dizisinden olusmaktadir
[25]. Burada sunulan yontemin temel ¢alisma prensibi, kritik captan daha buyik
partikullerin, stitun aralig1 ve dizi gradyan tarafindan tanimlanan belirli bir agida hareket

edebiliyor olmasidir [26].

2.3.4. Immiin afinite ayirma teknikleri

Immiin afiniteye dayali mikroakiskan sistemler, belirli eksozomlar1 bulunduklari
ortamdan izole etmek ve saflastirmak {izere antijen-antikor reaksiyonlarinin kullanilmasi
prensibine gore ¢alismaktadir. Bu tiir sistemlerde eksozomlarin verimli bir sekilde izole
dilmelerinde en kritik husus, uygun antikorlarin secilmesi, mikro 6lcekli kiitle transferinin
tesvik edilmesi, partikiil ylizey bulusmalarinin sayisinin (veya temas edecekleri ylizey
alaninin) arttiritlmasi seklinde tanimlanmaktadir [27;28]. Konu ile ilgili olarak yapilan
calismalarin ¢cogunda, immiin afinite ile yakalama islemi sabit (stationary) antikor kaplh

ortamlar ve mobil antikor kapli ortamlar ile gerceklestirilebilmektedir.

2.4. Manyetik Alan Etkili Ayirma Teknikleri

Ekzozom uygulamalarindan 6zellikle klinik uygulamalarda (6rnegin; teshis ve tedavi
amagch kullanilan ekzozomlar i¢in) dncelikle ekzozomlarin yiiksek saflikta olmalar1 biiyiik
onem tasimaktadir. Bu nedenle daha onceki boliimlerde de bahsedildigi gibi geleneksel
yontemleri kullanarak ekzozomlarin yiiksek saflik ve verim degerinde kalitede elde
edilmelerinde yasanan zorluklar, zaman ve ekonomik yoOnden kayiplar ve giicliikler
nedeniyle verim ve yiiksek saflik yoniinden daha etkili yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu konuda 6ne ¢ikan uygulamalardan bir de manyetik alan teknolojilerinden yararlanilan
manyetik alan etkili/etkisi ile manyetik tasiyicilarin/adsorbentlerin kullanildigi manyetik
alan etkili ayirma-saflastirma teknikleri ve yontemleri her gecen giin daha yaygin bir sekilde

kullanilmaktadir [29].



S6z konusu manyetik alan etkili ekzozom ayirma ve saflagtirma yontemlerinin genel
islem basamaklart Sekil 2.3.’te ayrintili bir sekilde sunulmustur. Sekil’den de anlasilacagi
tizere genel olarak biyolojik sivilarin igerisinde degisik biyolojik molekiiller ile bir arada
bulunan ekzozomlarin yiizeylerinde yer alan spesifik reseptorleri (6zellikle belli antijenleri)
taniyacak olan antikorlar manyetik 6zellikli mikro-nanopartikullerin yizeylerine dekore
edilmis durumdadir. S6z konusu manyetik mikro-nnopartikullerin biyolojik siv1 icerisine
katilmasiyla bir siire uygun kosullarda gercgeklestirilen inkiibasyon sirasinda metdana gelen
spesisfik baglanmalar ile antikor kapli manyetik mikro-nanopartikiller sayesinde
ekzozomlarin spesifik/hedefli olarak bulundular1 ortamdan ayrilmalart miimkiin
olabilmektedir. Burada en kritik olan husus yukarida da bahsedildigi gibi ekzozomlarin
yiiksek saflikta elde edilebiliyor olmasidir.
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Sekil 2.3. Ekzozomlarin manyetik ayirma teknolojileri ile ayrilmasi ve saflagtirilmasi proses basamaklari

2.5. Yapay Ekzozomlar (Artificial Exosomes)

Daha onceki boliimlerde ayrintili bir sekilde sunuldugu gibi eksozomlar salindiklar
hiicrelerden pek cok protein, niikleik asit ve lipit yapilart olmak {iizere gesitli biyolojik
bilesenler ve molekiilleri igerirler [30]. Eksozomlar sahip olduklari bu molekiiller sayesinde
hiicreler arasi iletisim, tiimor metastazi, ila¢ direnci, immiin yanitlar ve mikro ortam

homeostazi gibi degisik pek c¢ok fizyolojik ve patolojik siiregte 6nemli bir rol oynamaktadir

[8].
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Ekzozomlar yine bu sahip olduklar1 molekiiller ve fizyolojik yapilar1 sayesinde
fagositoz prosesine yakalanmadiklari i¢in kan dolasiminda uzun siireli dolasima sahip
olabilirler ve bagisiklik sisteminden kagabilmek i¢in gerekli molekiillerin salimini
saglayabilirler. Ekzozomlar ayrica sahip olduklari hiicre zar1 yapisina benzer yapilarindan
dolay1 pek ¢ok biyolojik bariyerden penetre olabilmelerini kolaylastiran degisik hiicresel
yapigsma molekiillerine sahiptir.

Son yillarda dogal eksozomlarin sahip olduklar1 birtakim dezavantajlardan dolay1
(6zellikle ayirma-saflastirma teknik ve teknolojilerinde yasanan giigliikler/zorluklar) son
yillarda yeni nesil yapay ekzozom (Artificial Exosome) adi verilen malzemelere biiyiik
ihtiyaglar duyulmaktadir. Bu nedenle ilgili alanda 6zellikle yukaridan asagiya (Top-down),
asagidan yukariya (Bottom-Up) veya biyo-hibrit teknolojiler olarak adlandirilan prosesler
ile s6z konusu yapay eksozomlarin gelistirilmesine odaklanilmigtir (Sekil 2.4.A. ve 2.4.B.)
[31].

Yapay cksozomlar ilgili kaynaklarda genel olarak “nanovezikiiller”, “eksozom-
mimetikler” ya da “hibrit ekzozomlar* seklinde adlandirilmaktadir [32]. S6z konusu yapay
ekzozomlarin yeni nesil teknolojiler (6zellikle nanobiyoteknoloji prosesleri) ile
gelistirilmesiyle dogal ve sentetik nanoyapilarin sahip oldugu tiim avantajlar sayesinde
kanser teshis ve tedavileri basta olmak tizere pek ¢ok uygulamada kullanim potansiyelinin

mevcut oldugu bildirilmektedir [33].
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Yukaridan-Asag

(Top-Down)
( ) Asagidan-Yukar
o \\*Z\ (Bottom-Up)

Yapay Ekzozom

A

Biyo-hibrit
Yapay Ekzozom

Yukaridan-Asagi ve Asagidan-Yukart
Biyo-Hibrit Sistem

B

Sekil 2.4. (A) Yukaridan asagiya (Top-down) ve agsagidan yukariya (Bottom-Up), (B) Biyo-hibrit sistem ile
yapay ekzozom iiretim semalari
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2.5.1. Yapay ekzozom hazirlama yontemleri

Yukaridan asagiya (Top-Down) stratejileri

Yapay ekzozomlarin yukaridan asagiya stratejiler ile hazirlanmasinda biiyiik ve
kompleks olan yapilarin daha kiiciik 06lcekli bilesenlere ayristirilmasi prensibine
dayanmaktadir. Bu stratejiler arasinda yer alan farkli yontemler asagida verilmistir.

a. Ekstriizyon Temelli Yontemler

b. Filtrasyon Temelli Y6ntemler

C. Mikroakiskan Sistemler

d. Sonikasyon Temelli Sistemler

Asagidan yukariya (Top-Down) stratejileri

Yapay ekzozomlarin asagidan yukariya stratejiler ile hazirlanmasinda yukaridan
asagiya stratejilerin aksine kiiciik molekiillerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri birlestirilerek
bliylik ve karmagsik yapilar olusturmak flizere kiiglik molekiillerle baslayan {iretim
yaklagimlar1 yer almaktadir. Bu stratejiler arasinda yer alan farkli yontemler asagida
verilmistir.

a. Spesifik Peptidler ile Lipozom Konjligasyonu

b. Spesifik Antibodiler ile Lipozomlarin Birlesmesi

c. Spesifik Proteinler ile Nanopartikillerin Gomulmesi

d. Lipozomlarin Membran Proteinleri ile Modifiye Edilmesi

e. Proteinler Olmaksizin Tamamiyla Sentetik Ekzozom Taklitlerinin Hazirlanmasi

Biyohibrit stratejileri

Yapay ekzozomlarin hazirlanmasinda kullanilan bir diger yontem olan biyohidrit
stratejilerinde sentetik nanopartikiiler ile dogal vezikiiller birlestirilerek ekzozom taklidi
yapilar gelistirilebilir. Bu stratejiler arasinda yer alan farkli yontemler agagida verilmistir.

a. Dondurup-Cozme ile Biyohibrit Olusturma

b. Inkiibasyon ile Biyohibrit Olusturma

c. Birlikte Ekstriizyon ile Biyohibrit Olusturma

Buraya kadar tanimlanan tiim yapay ekzozom hazirlama yontemleriyle hazirlanan
yapilarin dogal ekzozomlar ile karsilagtirilmasina iliskin olarak yapilan degerlendirmelere
gore olusturulan derlemeler Tablo 2.1.’de sunulmustur [33]. Burada verilen degerler
karsilastirildiginda dogal ekzozomlarin farkli yonlerden diger sentetik olan yapilar ile en
benzerlik gdsteren yapi biyohibrit yapilar olarak diistiniilmektedir. Burada dikkat edilmesi

gereken en 6nemli husus olarak dogal ekzozomlara en benzer yapiy1 elde etmek icin diger
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yapilarin istiin 6zellikleri gbz Oniine alinarak hibrit yapilarin gelistirilmesine g¢alisilmasi

gerekmektedir.

Tablo 2.1. Dogal eksozomlar ile Farkli Yapay Eksozom Tiirlerinin Karsilagtirilmasi

Turu Biiviitme Efektiflik

M grd ik ik

Hiicre

* ke ks X g * * %k *
Yapay . Sentetik
Ekzozom Malzeme Y KK PR G ke ke ke * * *
: Sentetik
I V000 Malzeme
Rl VO kodkk Yok Rk fele % * Kk
Hiicre
Sivist

i\( Bu yéniin olumlu oldugunu belirtmek igindir
* Bu yéniin elverissiz oldugunu belirtmek igindir

2.5.2. Yapay ekzozom igerikleri ve L-Histidin yapisal ozellikleri

Yapay ekzozom olarak gelistirilen yapilarda onceki bolimlerde ayrintili bir sekilde
s0z edildigi gibi pek ¢ok degisik biyolojik molekiil (6rnegin; proteinler, lipidler vb) yer
almaktadir. Sunulan tez ¢caligmasi kapsaminda model bir yapay ekzozom gelistirilmesi adina
belirtilen biyolojik molekulleri temsilen bir amino asit (L-Histidin) molekiilii secilmistir. Bu
amino asidin fizyolojik ortamdaki etkilesimleri aragtirilarak gelistirilen manyetik 6zelliklere
sahip HSA mikropartikiillere baglanarak bulunduklar1 ortamdan sec¢imli bir sekilde
ayristirilmalarini saglamak tizere metal-gelat afinite kromatografisi esasli ayirma i¢in bakir
iyonlarmin kullanilabilirligi dikkate alinarak HSA mikropartikiillerin bakir ile dekore
edilmesi kararlastirilmistir.

L-Histidin; proteinlerin sentezinde yer alan temel amino asitlerden biridir ve yapisal
olarak degerlendirildiginde pozitif yiiklii yan grup igeren amino asitlerden biridir. Yapisinda
her amino asit yapisinda oldugu gibi fizyolojik kosullarda protonize bir amin grubu ile
deprotonize bir karboksil grubunun yani sira kismen protonize olmus bir imidazol yan zinciri
mevcuttur ve bu nedenle de fizyolojik pH degerlerinde pozitif yiiklii amino asitler grubunda
yer almaktadir. Sembolik olarak His veya H harfi ile gosterilmektedir.

Literatiirde yapilan arastirmalara gore 6zellikle histidin amino asidinin divalent iyonlar
(6rnegin; Ni*2, Co*?, Cu*?, and Zn*?) ile selat yapabilme yetenegine sahiptir [34]. Bu nedenle
yapilan c¢alismalarda pratik ve ekonomik kullanimi nedeniyle bakir iyonlarmin

kullanilmasma karar verilmis ve HSA mikropartikiillerin bakir ile dekore edilmesiyle
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hazirlanan L-Histidin igeren yapay ekzozom yapilarinin segimli/hedefli olarak

ayirma/saflastirma prosesinde kullanilabilirliginin arastirilmasina karar verilmistir.

O

N
// / OH
HN NH,

Sekil 2.5. L-Histidin yapisinin sematik gosterimi
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3. MATERYAL METOD

3.1. Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarin ilk boliimiinde demir oksit nanopartikiillerin
hazirlanmasinda farkli iyonik ytiklere sahip (+2 ve +3 yiiklii) demir kloriir tuzlar1 (FeClz ve
FeCls seklinde) kullanilmistir. Ortamin bazik hale getirilmesi ve ortak ¢oktiirmenin
saglanmasinda da amonyak (NHs, Merck, Almanya) ve nanopartikiillerin yilkanmasinda da
nitrik asit (HNOsz, Merck, Almanya) kullanilmistir. Calismalarin ikinci boliimiinde,
mikropartikiil hazirlamak iizere insan serum albiimini, HSA ile capraz baglayici olarak
glutaraldehit (% 25°lik, Merck, Almanya) kullanilmistir. Dagitma ortami olarak da aygigek
yagl (Komili, Tiirkiye) kullanilmistir. Bu boliimde kullanilan ekipmanlar ise; mekanik
karistiric1 (IKA, Almanya), optik mikroskop olarak Olympus marka (CH 30, Japonya) 6n
izleme mikroskobu kullanilmistir. Caligmalarin son boliimiinde ise Lipoid S100 (LS100),
Phospholipon 90G, P90G, kolesterol, DOTAP ve DOPE kimyasallar1 kullanilmistir. Ayrica
bu bolimde ekipman olarak da Buchi marka (R-114, IKA RV 10 digital, Almanya) rotary
evaporatér ve Bandelin Sonopuls marka (HD 2070, Almanya) sonikator cihazlari

kullanilmistir.

3.2. Manyetik Nanopartikiillerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Gilinlimiizde bagta bilisim sistemlerinde bilgi depolama uygulamalari, degisik ayirma
ve saflastirma prosesleri, kimyasal ve biyolojik ajanlarin tespit edilmesi, 1sitma ve sicaklik
goruntuleme gibi proseslerde yaygin olarak kullanilan manyetik nanopartikiil teknolojileri
sektorel anlamda ozellikle saglik alaninda ¢ok sayida ve Onemli uygulama alanlarina
sahiptir. S0z konusu manyetik 6zellikli nanopartikiillerin son yillarda en yaygin olarak
kullanilanlar1 demir oksit nanopartikiiller olmustur [35]. Bu olusumda demir ve oksijen
atomlar1 kimyasal olarak birleserek demir oksitleri olusturur ve tanimlanmis 16 dolayinda
demir oksit bilesigi oldugu bilinmektedir. Dogada demir (III) oksit pas seklinde bulunur
[36]. Genel olarak, demir oksitler ucuz olduklarindan yaygin olarak kullanilmaktadirlar ve
birgok biyolojik ve jeolojik siiregte zorunlu bir rol oynamaktadirlar. Dogada en yaygin olarak
bulunan ti¢ farkli demir oksit tiirii oldugu bildirilmektedir ve bunlar sirasiyla; manyetit

(Fe304), maghemit (y-Fe203) ve hematit (a-Fe203) seklindedir.
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3.2.1. Demir oksit nanopartikillerin sentezi

Sunulan ¢aligmalarda literatiirde yer alan degisik biyolojik, fiziksel ve kimyasal demir
oksit nanopartikiil {iretim yoOntemlerinden en yaygin olarak kullanilan kimyasal
yontemlerden biri olan ve degisik yiiklere sahip demir kloriir tuzlarinin reaksiyonu ile elde
edilen demir oksit nanopartikill sentez yontemi kullanmilmistir [37]. Bu yoOntemin
secilmesinin nedeni diger tim yontemler arasinda ¢ogunlukla digiik tiretim maliyeti ve
yuksek verimli iiretim prosesine sahip olmasidir. Yapilan deneysel ¢calismalarda temel olarak
Tablo 3.1.’de verildigi gibi degisik oranlarda (1:4-1:2-1:1 mol oraninda gibi) sulu Fe?* ve
Fe3* kloriir tuzlarindan olusan karisimlara bir baz (NaOH gibi) eklenerek hedeflenen demir
oksitler sentezlenmis ve reaksiyon sonunda olusan siyah renkli partikiiller prosesin basariyla
sonuclandiginin isareti olarak kabul edilmektedir. Burada gerceklesen 6rnek bir reaksiyon
asagida sunulmustur, bu reaksiyonun devaminda goriildiigii gibi Fe3Os‘in yeniden okside

olmast sonucu y-Fe;03 olugmaktadir.

Oksidasyon
FeCl2 (1 mol) + FeCls (2 mol) — Fes0s ——— y-Fe203

Tablo 3.1. Demir Oksit Nanopartikiil Hazirlama Kosullari/Parametreleri

Ornek No FeCl2 (g) FeCls(g) Fe?*: Fe**(mol:mol)
1 0,126 0,162 1:1
2 0,126 0,324 1:2
3 0,063 0,324 1:4

Yapilan ¢alismalarda tipik bir prosediire gore (Sekil 3.1.); ilk olarak FeClz:FeCls
(Merck, USA) mol oran1 1:2 olacak sekilde (bu amagla sirasiyla 0,126 g FeCl, ve 0,324 g
FeCls tartilmig ve her ikisi 1’er ml kaynamis su igerisinde ¢oziinmiistiir. Daha sonra 100
ml’lik beher igerisine alinan bu ¢ozeltilerin lizerine 7 ml kaynar su ilave edilmis ve karisim
bir manyetik karistirici ile 5 dakika karistirilmis ve sicaklik 85°C'ye ¢ikarilmistir. Karistirma
esnasinda ortam pH degerinin 9,3-9,4 degerine ulagsmasini saglamak {izere ¢6zelti karigimin
Uzerine damla damla amonyak (NH3) ¢ozeltisi (Merck, USA) damla damla ilave edilmistir.

Bu islem esnasinda amonyak damlatildikga belli bir siire sonra ¢dzelti rengi siyaha donmeye
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baslamis ve siyah renk kalici oldugu anda amonyak ilavesine son verilmis ve bu doniisiimiin
birlikte ¢okeltme reaksiyonunun tamamlandigini gostermektedir. Bu islemden sonra demir
oksit nanopartikiillerinin kararli bir sekilde olusumu i¢in ¢ozelti 1 saat boyunca 90°C'de
1sitilmaya devam edilmistir. Daha sonra, demir oksit ¢dzeltisinin siipernatant kismi gii¢lii bir
miknatis kullanilarak bosaltilmig ve geriye kalan demir oksit nanopartikiiller iki kez distile
su kullanilarak yikanmistir. Elde edilen demir oksit nanopartikillerin amonyaktan
arindirilmasi i¢in 3 ml 2 M HNOg ¢6zeltisi nanopartikiillerin iizerine ilave edilmis ve karigim
10 dakika daha karistirllmaya devam etmistir. Bu islem sonunda elde edilen demir oksit
nanopartikiiller bol distile su ile yikanmis ve elde edilen demir oksit nanopartikiil ¢ozeltisi

sonraki iglemlerde kullanilina kadar 4°C'de saklanmustir.

Distile su Amonyak
ilavesi ilavesi
— —_—

FeCl,.4H,0 ) |
ve V—— E—
FeCl;.6H,0 Karigtirma _ |
Tartimi ve Isitma Demir Oksit
Nanopartikiil

~ olusumu

c,l* i -
Nitrik Asit \———"

(HNO3) ve 9 i~ —
Distile Su ile ——

Yikama

Demtr Oksit
Nanopartikiiller

Sekil 3.1. Demir oksit nanopartikiillerin sentezi i¢in uygulanan iglem basamaklari

3.2.2. Demir oksit NP’lerin karakterizasyonu
Kimyasal yontemlerden birlikte ¢Oktiirme yontemiyle hazirlanan demir oksit

nanopartikiillerin karakterizasyonunda sirasiyla fizikokimyasal, morfolojik ve manyetiklik
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Ozellikleri optimum Ozelliklere sahip demir oksit nanopartikillerin belirlenmesi igin
incelenmis ve degerlendirilmistir.
Demir oksit NP’lerin fizikokimyasal degerlendirmeleri

Sentezlenen  demir  oksit  nanopartikil  numunelerinin  fizikokimyasal
karakterizasyonunda FTIR analizleri gergeklestirilmistir. Bu amagla bir Nicolet iS 50 model
fourier dontisiimii kiz1l6tesi spektroskopisi (Fourier Transform Infrared Spektroskopi, FTIR)
kullanilmistir. Yapilan galismalarda tiim spektrumlar iletim modunda 500 ila 4000 cm™
dalga sayis1 araligina 4 cm™* ¢oziiniirliik ile kaydedilmistir.

Demir Oksit NP’lerin Morfolojik Degerlendirmeleri

Hazirlanan demir oksit nanopartikiillerin boy-boy dagilimlari ve polidispersite
indeksleri (PDI) dinamik 151k sagilmasi, DLS (Dynamic Light Scattering, Malvern 3000,
UK) kullanilarak belirlenmistir. Analizden 6nce nanopartikiiller distile su ile seyreltilmis ve
tim boy-boy dagilimi 6l¢timleri, 25°C'de tig tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

Demir oksit NP’lerin manyetiklik 6zelliklerinin degerlendirmeleri

Hazirlanan demir oksit nanopartikiillerin manyetiklik 6zellikleri elektron spin
rezonans (ESR, Bruker EMX 131 X-band) sistem, kullanilarak belirlenmistir.
Gergeklestirilen bu analizlerde numuneler boslugu homojen olan elektromiknatisin kutuplari
arasina yerlestirilmis ve degeri dogrusal olarak degisen harici bir manyetik alan
olusturularak veriler elde edilmistir. Bu calismalarda mikrodalga frekans1 9.3 GHz degerinde
sabit tutularak degisen manyetik alan icerisinde elde edilen absorpsiyon egrisinin birinci

tiirevi seklinde ¢izilen ESR spektrumlari olusturulmustur.

3.3. HSA Mikropartikiillerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Albiimin (insan serum albiimini, HSA) mikrokiireler emiilsiyon ortaminda ¢apraz
baglanma teknigi kullanilarak hazirlanmigtir.  Yapilan bu caligmalarda HSA
mikropartikillerin ~ boy-boy  dagilimmi  ve  morfolojilerini  etkileyen  bazi
degiskenler/parametreler incelenmistir. Tipik bir prosediire gore dnce 0,5 ml HSA ¢ozeltisi
(200 mg/ml HSA derisimine sahip) yaklasitk 1000 rpm karistirma hizina sahip bir
karistiricida karigsmakta olan ve 25 ml Aygicek Yagi (Komili, Tiirkiye) iceren ortama damla
damla ilave edilmis ve 30 dakika siireyle karigtirmaya devam edilmistir. Emiilsiyonun
halinde bulunan HSA mikro damlaciklarin ¢apraz baglanmasi i¢in emiilsiyona ortamina
farkli oranlarda (%0,25’lik) glutaraldehit’ten 2 ml kadar ilave edilmistir. HSA

mikropartikillerin stabilizasyonu igin karistirma islemine bir saat devam edilmistir. HSA
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mikropartikiillerin iizerinden fazla GA’in ve ayg¢icek yaginin uzaklagstirilmasi i¢in yaklasik

30 ml dietil eter ilave edilerek mikropartikiiller yikanmigtir.

3.3.1. HSA mikropartikiillerin morfolojik olarak degerlendirilmesi

Hazirlanan HSA mikropartikiillerin morfolojik incelemeleri mikropartikiillerin boy-
boy dagilimlart mikrometre Ol¢ekli oldugundan hem optik mikroskop hem de taramali
elektron mikroskobu (Scanning Electron Microscope, SEM, Jeol, Japonya) kullanilarak
incelenmis ve degerlendirilmistir. Bu béliimde hazirlanan HSA mikropartikiiller damlalik
yardimiyla optik mikroskop lameli lizerine damlatilarak oda sicakliginda kurutulmus ve
optik mikroskopta boy-boy dagilimi analizleri yapilmak {izere mikrofotograflari ¢ekilmistir.
Elde edilen fotograflardan belli sayida (50-10 adet) mikropartikiil ¢aplar1 belirlenerek
ortalama ¢aplart hesaplanmigtir. HSA mikropartikiillerin morfolojik yapilarinin
degerlendirilmesinde kullanilan SEM fotograflar1 ¢ekilmeden dnce, tiim numuneler ince bir
Pt/Pd tabakasi ile kaplanmigtir. S6z konusu degerlendirmeler elde edilen fotograflar ile
yapilmig ve numunelerin kimyasal bilesimi SEM ¢ekimleri ile es zamanli olarak alinan enerji

dagilim spektroskopisi (EDX) ile analiz edilmistir.

3.3.2. HSA mikropartiktllere demir oksit nanopartiktl yiklenmesi

Demir oksit nanopartikiilleri iceren, bir baska deyimle manyetik 6zellikli HSA
mikropartikiillerin hazirlanmasinda da bos (herhangi bir bagka madde/malzeme icermeyen)
HSA mikropartikiillerin hazirlanmasina benzer sekilde bir prosediir izlenmektedir. Bu
yonteme gore yine 6nce 0,5 ml HSA ¢ozeltisi (200 mg/ml HSA derisimine sahip) ve 0,5 ml
kadar demir oksit nanopartikiil iceren cozeltiden bir araya getirilerek karistirilir ve
homojenizatérde homojen hale getirilir ve yaklasik 1000 rpm karistirma hizina sahip bir
karistiricida karismakta olan ve 25 ml Ay¢igek Yagi (Komili, Tiirkiye) igeren ortama damla
damla ilave edilmis ve 30 dakika siireyle karistirmaya devam edilmistir. Emiilsiyonun
halinde bulunan HSA mikro damlaciklarin ¢apraz baglanmasi i¢in emiilsiyona ortamina
farkli oranlarda (% 0,25°lik) glutaraldehit’ten 2 ml kadar ilave edilmistir. HSA
mikropartikiillerin stabilizasyonu i¢in karistirma islemine bir saat devam edilmistir. HSA
mikropartikiillerin iizerinden fazla GA’in ve ayc¢icek yagiin uzaklastirilmasi i¢in yaklagik
30 ml dietil eter ilave edilerek mikropartikiiller yikanmigtir.

Demir oksit nanopartikiilleri igeren HSA mikropartikiillerin hazirlanmasi

calismalarinda farkli manyetiklik 6zelligine sahip HSA mikropartikiillerin hazirlanmasi
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calismalarinda 0,25 ve 1 ml demir oksit ¢ozeltisi ilave edilerek HSA mikropartikiiller
hazirlanmis ve bu degisikliklerin HSA mikropartikiil morfolojisine, boy-boy dagilimina ve
manyetiklik 6zelligi degisimlerine etkileri incelenmistir.
HSA mikropartikiillerin morfolojik degerlendirmeleri
Hazirlanan manyetik 06zellikli HSA mikropartikiillerin morfolojik incelemeleri
yapilirken de mikropartikiillerin boy-boy dagilimlart hem optik mikroskop hem de taramali
elektron mikroskobu (SEM, Jeol, Japonya) kullanilarak incelenmistir.

HSA mikropartikillerin manyetiklik 6zelliklerinin belirlenmesi

3.4. HSA Mikropartikiiller ile Ekzozom Ayima ve Saflastirma

3.4.1. Lipozomlarin hazirlanmasi

Yapilan deneysel ¢alismalarda lipozomlar hazirlanmadan 6nce konu ile ilgili olarak
yapilan dnceki ¢alismalar degerlendirilmis [38], en diizgiin ve istenilen boyutlarda lipozomal
yapilar elde edebilmek {izere yapilan optimizasyon c¢alismalar1 gdzden gecirilmistir. Yapilan
degerlendirmelere gore burada segilen iki 6nemli parametreden biri reaksiyon kab1 olarak
100 mI’lik yuvarlak tabanli sise ve boyut ayarlamak i¢in de sonikasyon siiresi olarak 30
dk’lik siirenin secilmesine karar verilmistir.

Lipozom formiilasyonunun hazirlanmasinda yukarida belirtilen c¢alismaya gore,
optimize edilmis bir lipit karisimi (Fosfolipon 90G: Kolesterol: DOTAP: DOPE, -
74:17:4.5:4.5 mol%) kullanilarak ince film hidrasyon yontemi ile gerekli iiretim yapilmustir.
Burada ilk olarak, lipitler ve kolesterol 12,5 mL kloroform iginde ¢oziilmiis ve organik
¢oziici, bir doner sise buharlastirici (Ika RV 10 doner buharlastirici; IKA®-Werke GmbH
& A.S., Staufen, Almanya) kullanilarak ince bir lipit filmi elde etmek tizere yaklasik 600
mmHg vakum ve 45°C sicaklik, 100 rpm hizda 30 dakika siireyle buharlastirilmistir. Ince
film, tiim organik ¢6ziicli kalintilarin1 gidermek iizere ortama yavas yavas azot gazi ilave
edilerek yikanmigtir. Uygulanan islem basamaklar1 Sekil 3.3.’te sematik olarak
Ozetlenmistir.

Hedeflenen lipozomal yapilar ultrasonikasyon islemi (Bandelin Sonopuls HD 2070,

Almanya) sonucunda 120 s/2 devir ve % 50 genlik 30 dk uygulanarak olusturulmustur.
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Sekil 3.2. Lipozomal yapilarin hazirlanmasinda kullanilan islem basamaklar

3.4.2. Lipozomlarm manyetik HSA mikropartikiller ile ayristirilmasi
Yapilan lipozom ayirma/saflastirma caligmalarinda iki farkli formiilasyon (hammadde
grubu) ile hazirlanan ve karakterize edilen lipozomal yapilarin sahip olduklar1 pozitif yiikler
(katyonik yapilar) ve HSA mikropartikiillerin ylizeyindeki negatif yiikler (anyonik yapilar)
sayesinde meydana gelecek olan elektrostatik etkilesimler ile lipozomlarin bulunduklari
ortamdan izole edilmesi/ayristirilmas1 ve saflastirilmasi caligmalar1 gergeklestirilmistir
(Sekil 3.3.). Bu kapsamda hazirlanan deney gruplarinda bir kontrol grubu (sadece
lipozomlarin bulundugu), HSA mikropartikiiller ile etkilestirilen lipozomlar, demir oksit NP
iceren HSA mikropartikiiller ile etkilestirilmis lipozomlar ve son olarak da demir oksit
Np’ler ile etkilestirilmis olan lipozomlarin yer aldigi 6rnekler hazirlanmistir (Tablo 3.1 ve
3.2). Her bir stok ¢ozeltiden alinan 1’er ml’lik 6rneklerin iizerine 1’er ml lipozom 6rnekleri
ilave edilmis ve bu 6rneklere ilave edilen 4’er ml distile su ile nihai 6rnekler hazirlanmistir.

Hazirlanan 6rnekler uygun deney tiiplerine ve bu tiiplerle bir rotatore yerlestirildikten sonra
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yaklagik 1 saatlik adsorpsiyon siiresi boyunca dondiiriilmiislerdir. Yapilan deneysel
calismalarda ayrica adsorpsiyon mekanizmasini anlayabilme adina demir oksit igeren HSA
mikropartikiiller ile zamana kars1 adsorpsiyon denemeleri de gerceklestirilerek adsorpsiyon
izotermleri elde edilmeye calisilmistir. Bu maksatla adsorpsiyon deneyleri degisik siirelerde

(30, 60 ve 120 dk olmak tizere) degistirilmistir.

,1‘&'}6' ca Serbest
o

B Lipozomlar

Manyetik Lipozom
HSAMP adsorblanmig
HSAMP

v

Serbest Lipozom
Lipozomlar Lipozom adsorblanmig
Cozeltisi HSAMP

Sekil 3.3. Lipozomlarin demir oksit igeren HSA mikropartikiiller ile ayirma islemleri

Tablo 3.2. Lipozom Ayrima-saflastirma Calismalarinda Kullanilan Ornekler

Ornek Formilasyon Ornek Tanimi
No

1 LS100 Sadece LS100 esaslh lipozom iceren

2 HSA MP+LS100 HSA MP ve LS100 esasl1 lipozom igeren

3 FesO4 Fe3O4 NP igeren HSA MP ve LS100 esashi lipozom
NP+HSA+LS100 iceren

4 FesO4 NP+LS100 Fe3O4 NP ve LS100 esasli lipozom iceren

5 P90G Sadece P90G esasli lipozom iceren

6 HSA MP+P90G HSA MP ve P90Gesasl1 lipozom igeren

7 Fe3O4 FesO4 NP iceren HSA MP ve P90G esasli lipozom
NP+HSA+P90G iceren

8 FesO4 NP+P90G FesO4 NP ve P90G esasl lipozom iceren
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Tablo 3.3. Adsorpsiyon Kinetigi Belirlenmesinde Kullanilan Ornekler

Ornek Formiulasyon Adsorpsiyon Suresi (dk)
No
9 FesO4 NP+HSA+ LS100 30
3 Fe3sO4 NP+HSA+LS100 60
10 FesO4 NP+HSA+ LS100 120
Ornek Formulasyon Adsorpsiyon Suresi (dk)
No
11 Fe3sO4 NP+HSA+ P90G 30
7 Fe3sO4 NP+HSA+P90G 60
12 FesOs NP+HSA+ P90G 120

Yapilan deneysel calismalardan sonra elde edilen serbest lipozomlar ortamdan
ayristirilarak (burada HSA mikropartikiil iceren Ornekler steril filtreler-450 nm g0z
acikligina sahip, demir oksit NP iceren HSA ve sadece demir oksit iceren NP’ler
mikropartikiller ise manyetik alan etkisi-sabit bir magnet kullanilarak) ortamdan izole
edilmislerdir. Sonug olarak elde edilen serbest lipozomlarin sayilart NTA cihazi ile sayilarak
yapilan deneysel ¢aligmalarda bulunduklar1 ortamdan saflastirilabilen lipozom miktarlari
belirlenmis ve gerekli degerlendirmeler bu rakamlar {izerinden gerceklestirilmistir.

Burada lipozomlarin miktar1 (partikiil/ml) ve ortalama ¢apini (nm) olarak belirlemek
lizere nanopargacik izleme analizini (NTA) sistemi (Malvern Panalytical NanoSight, NS300,
UK) kullanilmigtir. Kullanilan NTA sistemi, lipozomlarin 10-1000 nm araliginda gorsel
olarak izlenmesini ve nicellestirilmesini kolaylastirarak miktarlarinin dogru 6l¢limlerini
saglamistir. Hedeflenen miktarlarin saglikli 6l¢limii icin 6rnekler 2000 kat seyreltilmis ve

lipozom yakalama siiresi 30 s olarak ayarlanmistir.

3.4.3. Yapay ekzozom model ¢calismalar:

Bu béliimde tez ¢aligmalarinin onceki boliimlerinde gelistirilen lipozomal yapilara
model biyolojik yap1 olarak L-histidin (Sigma, US) ilavesi gerceklestirilerek basit bir yapay
ekzozom modeli gelistirilmistir. Bu kapsamda kullanilmasi planlanan lipozomal yapilar
temel olarak iki farkli yontem ile sentezlenmis ve ayrica kullanilan yontemlerden biri ile bir

digeri ile iki farkli formiilasyon olmak iizere toplam ii¢ farkli formiilasyon gelistirilmistir.
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Daha sonra gelistirilen bu farkli formiilasyonlarin ayirma saflagtirma islemleri igin
gelistirilmis olan demir oksit nanopartikiilleri iceren HSA mikropartikiiller ile yapilmasi
planlanan ¢alismalara gegilmistir. Bu boliimde de L-histidin afinitesi oldugu bilinen divalent
katyonlardan (Ni%*, Co?*, Cu®" ve Zn?* gibi) [39] Cu?" secilerek hazirlanan albiimin
mikropartikiillere Cu?* ilavesi gergeklestirilmistir [40]. Calismalarin son bdliimiinde
hazirlanan albiimin mikropartikiillere s6z konusu bakir ilavesinin L-histidin ayirma ve
saflagtirma prosesine etkileri arastirilmistir.
L-Histidin iceren Lipozom formiilasyonlarinin hazirlanmasi
Lipozom formiilasyonlar1 ince tabaka hidrasyon metodu kullanilarak hazirlanmistir.
Fosfolipit ve kolesterol yuvarlak tabanli cam balon igerisinde 15 ml kloroform kullanilarak
¢oziilmiis ve rotavaporda diisiik basing altinda organik ¢oziicli uzaklastirilarak ince lipid
tabaka olusturulmustur. Rehidrasyon adiminda 10 ml sulu faz, ince lipid tabaka {izerine
eklenerek manyetik karistirict yardimiyla tiim lipid tabaka hidrate edilmistir. Boyut kontrolii
ve optimizasyonu i¢in 5 dk 2 dongili/dk %50 gii¢ kosullarinda sonikasyon uygulanmastir.
Hidrofilik yapidaki etkin maddelerin ve/veya bilesenlerin lipozom yapisina katilmasi i¢in iki
farkli yontem kullanilmistir (Tablo 3.3.).
» Rehidrasyon adiminda bilesenlerin sulu fazda ¢oziilerek bu bilesenlerin lipozomun
hidrofilik ¢ekirdek kismina yiiklenmesini saglayan yontem
* Lipozom yapisinin etkin bileseni igermeyen sulu faz ile olusturuldugu bos lipozom
formiilasyonuna etkin maddenin eklenip ¢alkalandig1 (1 saat), bdylece etkin
bilesenin adsorpsiyon ile lipozom yapisina katildig: yontem
Bu yontemler ile 3 farkli formiilasyon hazirlanmis ve karakterizasyonu yapilmistir.
Hazirlanan formiilasyonlarin terkibi ve formiilasyonlara ait DLS ydntemi ile elde edilen
partikiil biiytikligii (PS, nm), partikiil bityiikliik dagilimi (PDI) ve zeta potansiyel (ZP, mV)

verileri ortalama ve standart sapma olarak tabloda sunulmustur.

Tablo 3.4. Yapay Ekzozom Hazirlanmasinda Kullanilan Formiilasyonlar

Formiilasyon Icerik

Formulasyon 1 (Histidin Lipoid S100: 50 mg, Kolesterol: 6 mg, HisTAG: 20 pg/mL
Rehidrasyonda eklendi)

Formiilasyon 2 (Histidin Lipoid S100: 45 mg, DSPE-PEG2000: 5 mg, Kolesterol: 6 mg,
Rehidrasyonda eklendi) HisTAG: 20 pg/mL
Formulasyon 3 (Histidin Lipoid S100: 50 mg, Kolesterol: 6 mg, HisTAG: 20 pg/mL

Adsorpsiyonla eklendi)
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Fez04 nanopartikil iceren HSA mikropartikullere bakir ilavesi

Bu bolimde yapilan calismalarda; literatiirde yapilan benzer calismalar dikkate
alinarak [41] Fe3O4 nanopartikiil igeren HSA mikropartikiillere bakir ilave etmek tlizere bakir
stlfat CuSO4.5H,0 c¢ozeltisi kullanilmis ve sonrasinda bakir iyonlarinin yiizeye depozit
edilebilmesi icin NaOH ¢ozeltisi ile yikama islemleri gergeklestirilmistir. HSA
mikropartikiilleri 0.1 M derisiminde hazirlanan CuSO4.5H>O c¢ozeltisinde 15 dakika
karigtirllmis ve sonrasinda partikiiller bu ¢ozeltiden alinarak 0.1 M derisiminde NaOH
cozeltisinde 15 dakika karistirilmistir. Sonrasinda HSA mikropartikiilleri ¢6zeltiden
cikarilarak buzdolabinda saklanmistir. Bdylelikle CuO’in, HSA mikropartikiillerine
tutunmast saglanmis ve Cu*? iyonlarmin mikropartikiillerin yiizeyinde biriktirilmesi
saglanmistir.

Fe304 NP iceren/bakirlt HSA mikropartikuller ile L-Histidin ayirma islemleri

Bu bolimde demir oksit NP iceren HSA mikropartikdller ile bu formiilasyonun bakir
ilavesi yapilmis olanlar ile karsilagtirmali olarak model yapay lipozomlar (L-Histidin igeren)
ile etkilestirilmesi ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. Bu calismalarda kullanilan tiim
formilasyonlar Tablo 3.4.’de sunulmustur. Deneysel ¢alismalarda; her bir stok ¢ozeltiden
alinan 1’er mI’lik 6rneklerin iizerine 1’er ml lipozom 6rnekleri ilave edilmis ve bu 6rneklere
ilave edilen 4’er ml distile su ile nihai 6rnekler hazirlanmigtir. Hazirlanan 6rnekler uygun
deney tiplerine ve bu tuplerle bir rotatore yerlestirildikten sonra yaklasik 1 saatlik
adsorpsiyon siiresi boyunca dondiirilmiislerdir. Yapilan deneysel calismalarda bakirin

adsorpsiyon iizerine etkileri aragtirilmistir.

Tablo 3.5. Yapay Ekzozom Hazirlanmasinda Kullanilan Formiilasyonlar

Lipozom Formiilasyonu/Adsorbent Ozellikleri Lipozom/HSA Mikropartikiil | Ilave Edilen
Miktar1 (ml) Saf Su (ml)
LS100/His(R) 1/0 5
LS100+PEG/His(R) 1/0 5
LS100/His(Adsorption) 1/0 5
Balkar icermeyen HSA Mikropartikuller
LS100/His(R)+HSA/FesOsNP 1/1
LS100+PEG/His(R)+HSA/ FesOsNP 1/1
LS100/His(Adsorption)+HSA/ FesOsNP 1/1
Bakar iceren HSA Mikropartikiiller
LS100/His®+HSA/ Fes04sNP 1/1 4
LS100+PEG/His(R)+HSA/ FesOsNP 1/1 4
LS100/His(Adsorption)+HSA/ FesOsNP 1/1 4
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Demir Oksit Nanopartikillerin Karakterizasyonu

Sunulan tez kapsaminda manyetik 6zellikli HSA mikropartikiillerin hazirlanmasinda
kullanilmak tizere oncelikle literatiirde daha once yapilan ¢aligmalar dikkate alinarak nano
6l¢ekli demir oksit nanopartikiillerin hazirlanmasi planlanmistir [35]. Bu kapsamda konu ile
ilgili olarak en yaygin olarak kullanilan ve yontemsel kolayliklar, ekonomik tistiinliikler ve
pek cok degisik uygulamada kendini ispatlamis olan demir kloriir tuzlarindan yararlanilarak
demir oksit nanopartikiillerin elde edilmesi saglanmistir [38]. S6z konusu yontemin temeli
farkli iyonik karaktere sahip olan demir kloriir tuzlarinin bazik ortamda ortak ¢okeltilmesiyle
katt formda ve nano Olgekli demir oksit nanopartikiillerin elde edilmesi esasina
dayanmaktadir.

Caligmalar kapsaminda hazirlanan demir oksit nanopartikiiller dncelikle morfolojik
olarak degerlendirilmis ve ardindan demir oksit nanopartikiillerin hedeflenen boy-boy
dagiliminda elde edilebilmesi igin gergeklestirilen parametre degerlendirmelerine tabi
tutulmustur. Bu boliimde de konu ile ilgili olarak gergeklestirilen literatiir taramalarina gore
en etkin parametre olan ve yontem kapsaminda kullanilan farkli iyonik karakterde olan
demir Kkloriir ¢ozeltilerinin oranlart degistirilerek farkli 6zelliklere sahip demir oksit

nanopartikiillerin hazirlanmasi saglanmistir.

4.1.1. Demir oksit nanopartikiillerin morfolojik degerlendirilmesi

Tez ¢alismalar1 kapsaminda ortak ¢oktiirme yontemi ile hazirlanmis olan demir oksit
nanopartikiillerin sekilsel ve geometrik 6zelliklerinin yani sira boy-boy dagilimlar: hakkinda
gerekli morfolojik degerlendirmeleri yapmak iizere hazirlanan nanopartikiillerin taramali
elektron mikroskobu yardimiyla goriintiileri alinmis ve elde edilen bulgulara 6rnek olarak
alinan goriintiilerden biri Sekil 4.1.”de verilmistir. SEM fotografindan da goriildiigii gibi elde
edilen demir oksit nanopartikiiller yaklagik olarak 10-20 nm boy araliginda olduklari
gozlemlenmistir. Burada hazirlanan demir oksit nanopartikiillerin hazirlanmasinda
kullanilan demir kloriir tuzlarinin oranlarina bagli olarak degisim gostermekte oldugu ve
ilgili kaynaklarda hazirlanan benzer demir oksitlerin genel boy-boy dagilimi degerlerinin
(SEM cihaz1 yardimiyla yapilan 6l¢limlere gore) benzer araliklarda oldugu belirlenmistir
[38]. Burada elde edilen en 6nemli bulgulardan biri hazirlanan demir oksit nanopartikiillerin

oldukca homojen bir boy dagilimma sahip olmasi ve hazirlanan bu manyetik 6zellikli
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nanopartikiillerin genel olarak birbirleri ile agrega olmalari/yigin yapilar olusturma
egiliminde olduklart anlagilmigtir. Bu bulgulardan sahip olunan homojen sayilabilecek boy
dagilimlarinin elde edilmesi bir sonraki asamada HSA mikropartikiillerin hazirlanmasinda
manyetiklik 6zelligi kazandirmak {izere kullanilacak olmalarindan dolayr hedeflenen
homojen boyutlu HSA mikropartikiillerin  kolaylikla ve istenilen &zelliklerde
hazirlanabilmesi adina 6nem tasidig diisiniilmektedir. Ayrica diger bir 6zellik olan y1gin
yapt olusturma egiliminin bir sonraki karakterizasyon calismasi olan boy-boy daglimi
belirleme calismalarinda elde edilen bulgular ile uyum igerisinde oldugu anlasilmis ve elde

edilen bulgular asagida sunulmustur.

2 HV mag spot V\/D‘ ] | 200 nm
PM | ETD |30.00 kV| 400 000 x | 3.0 |10.7 mm| METU CENTRAL LAB

Sekil 4.1. Demir Oksit Nanopartikiillerin SEM fotografi

4.1.2. Demir oksit nanopartikillerin boy-boy dagilimlari

Yapilan ¢aligmalar kapsaminda hazirlanan demir oksit nanopartikiillerin boy-boy
dagilimlarinin belirlenmesinde parcacik boyut analiz cihazi olarak dinamik 151k sagilmasi
(Dynamic Light Scattering, DLS) sistemi kullanilarak hazirlanan ve distile su ile yikanan
demir oksitlerin boy-boy dagilim degerleri 6l¢iilmiis ve elde edilen bulgular ile ilgili 6rnek

bir diyagram Sekil 4.2.’de gosterilmistir.
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System

Temperature (°C): 25.0 Duration Used (s): 70
Count Rate (kcps): 222.6 Measurement Position (mm): 0.85
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 6
Results
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.n...

Z-Average (d.nm): 121.2 Peak 1: 158.5 91.7 107.2
Pdl: 0.342 Peak 2: 3303 7.3 1277
Intercept: 0.944 Peak 3: 19.34 1.0 3.394

Result quality : Good
Size Distribution by Intensity

10- ............... R e R e

Intensity (Percent)

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

Sekil 4.2. Demir Oksit Nanopartikiillerin SEM fotografi (FeCly/FeClz mol/mol orani: 1/4)

Elde edilen verilerin 1s18inda her bir FeClo/FeCls orani (1/1, 1/2 ve 1/4) igin benzer
bulgular elde edilmis ve bir sonraki boliimde elde edilen degerler ile s6z konusu tuzlarin

oranlarinin nanopartikiil boy-boy dagilima etkileri incelenmistir.

4.1.3. Demir oksit nanopartikillerin boy-boy dagilimina demir tuzlarinin etkisi

Calismalar kapsaminda ortak-¢oktiirme yontemiyle hazirlanan demir oksit
nanopartikillerin ~ boy-boy dagilimlarina etki eden parametrelerden bazilari,
nanopartikiillerin  hazirlanmasinda kullanilan ortamin pH’1, dagitma ortaminin
karistirilmasi/homojenize edilmesi, kullanilan demir kloriir tuzlarinin derigimleri ve oranlar1
gibi parametrelerdir [37]. Sunulan tez kapsaminda belirtilen parametrelerden sadece en
radikal degisimlerin beklendigi demir kloriir tuzlarinin oranlar1 olarak secilmistir. Bunun
temel nedeni de sunulan ¢alismalarin temel amaci s6z konusu demir oksit nanopartikiillerin
gorevi hazirlanacak olan manyetik 6zellikli HSA mikropartikiillere sz konusu manyetiklik

ozelliginin kazandirilmasidir. Bir baska deyimle hedeflenen ekzozom ayirma-saflastirma
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islemlerinde kullanilmasi planlanan hedef iiriin HSA mikropartikiiller oldugundan sadece
uygun boy-boy dagilimina sahip manyetik 6zellik gosterebilen demir oksit nanopartikiil
orneklerinin bu gorevi yerine getirmelerinin yeterli olacagi diistiniilmiistiir. Bu kapsamda
demir oksit nanopartikiillerin hazirlanmasinda FeClo/FeCls mol orani olarak 1/1, 1/2 ve 1/4
degerlerinin kullanilmasina karar verilmistir. Bu asamada literatiirde yer alan benzer
calismalar temel almmustir [42]. Belirtilen tuz oranlar1 kullanilarak ortak ¢oktlirme
yontemiyle hazirlanan demir oksit nanopartikiillerin boy-boy dagilimlar1 yine dinamik 151k

sacilmas1 (DLS) yontemi ile belirlenmis ve elde edilen ortalama demir oksit nanopartikiil

boy-boy dagilimi degerleri Sekil 4.3.’te sunulmustur.

600
529+104,29

500
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E 400
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=1
= 207+12,89
T 200 167+24,04
o
2
2]
S 100

0

(1/1) (1/2) (1/4

FeCl,/FeCl, Oran1 (mol/mol)

Sekil 4.3. Demir Tuzlar1 Derisiminin Demiroksit Nanopartikiil Boy-Boy Dagilimina Etkisi

Elde edilen bulgular degerlendirildiginde Sekil 4.3.’te de goriildiigii gibi Fe*?
iyonlarinin olusumunu saglayan FeClz tuzunun miktar1 arttikga baslangigta olusan demir
oksit nanopartikiillerin boylar1 artmakla beraber s6z konusu tuzun miktar: daha da arttiginda
olusan nanopartikiillerin boylarinda azalma gozlenmistir. Burada elde edilen bu egilimin

ilgili kaynaklarda yapilan calismalardan elde edilen bulgular ile Ortiismekte oldugu

belirlenmistir [43].

4.2. HSA Mikropartikullerin Karakterizasyonu

Yapilan calismalarda ekzozom ayirma-saflastirma iglemlerinde kullanilmak iizere
gelistirilmesi planlanan HSA mikropartikiiller HSA’in yag fazinda karistirilarak uygun bir

capraz baglayici ile proses edilmesiyle olusturulmustur. Bir baska deyimle HSA’in
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emiilsiyon ortaminda c¢apraz baglanmasi yontemi kullanilmistir. Hazirlanan HSA
mikropartikiillerin karakterizasyon c¢aligsmalarinda oncelikle mikropartikiillerin morfolojik
incelemeleri yapilmis ve bu ¢alismalarin ardindan da HSA mikropartikiillerin ayirma-
saflagtirma islemlerinde en Oonemli 6zelliklerinden birini olusturacak olan ylizey alanini
dogrudan etkileyecek olan HSA mikropartikiil boy-boy dagilimina etki edecek olan

parametrelerin degerlendirilmesi islemleri gergeklestirilmistir.

4.2.1. HSA mikropartikillerin morfolojik ve kimyasal olarak degerlendirilmesi

HSA mikropartikiillerin morfolojik olarak degerlendirilmesi asamasinda hazirlanan
mikropartikiillerin boy araliklart mikrometre diizeyinde oldugundan oOncelikle optik
mikroskop ile ve ardindan da 6zellikle yiizey morfolojisini degerlendirmek {izere taramali
elektron mikroskobu (SEM) ile incelemeleri gergeklestirilmistir. Bu bolimde
gerceklestirilen SEM calismalar1 esnasinda hazirlanan HSA mikropartikiillerin enerji
dagitict X-iginlar1 analizi  (Energy Dispersive X-Ray Analysis, EDX) ile de
mikropartikiillerin yapisinda yer alan elementel bilesenler hakkinda bilgi edinilmistir.

Optik mikroskop degerlendirmeleri

HSA mikropartikillerin optik mikroskop ile yapilan incelemelerinde hem demir oksit
nanopartikilleri icermeyen hem de igeren HSA mikropartikullerin optik mikroskop
yardimiyla mikrofotograflar ¢ekilmis ve elde edilen goriintii 6rnekleri Sekil 4.4. ve 4.5.°te
sunulmustur. Goriintiilerden de ¢ok net olarak anlasilacagi lizere igeriginde demir oksit
icermeyen HSA mikropartikiiller seffaf bir goriintii sergilerken formiilasyona/proses demir
oksitlerin dahil edildigi Orneklerin (bir baska deyimle demir oksit igeren) HSA
mikropartikillerin goruntiilerinde ise siyah renkli demir oksit nanopartikiillerin varligi ¢ok
net olarak fark edilebilmektedir. Burada elde edilen bulgulardan demir oksit NP icermeyen
HSA mikropartikiiller ile ilgili olarak literatiirde yer alan sigir serum albiimini (BSA) ile
gerceklestirilen calisma da oldukga benzer sonuclar (bir baska deyimle seffaf ve benzer boy
araligma yakin mikropartikiiller) elde edilmis oldugu anlasilmistir [44]. Ote yandan demir
oksit nanopartikilleri icermeyen ve iceren her iki formda elde edilen mikropartikullerin bo-
boy dagilimlar1 benzerlik/yakinlik gostermekle beraber biinyesinde demir oksit
nanoaprtikiilleri iceren (bir bagka deyimle manyetik 6zellikli olan) HSA mikropartikiillerin
boylarinin biraz daha biiyiik olduklar1 anlagilmistir. Bunun nedeni olarak da proses geregi
karigtirma ortamina ilave edilen HSA’in yaninda ortama katkilanan demir oksit

nanopartikiilleri de ortam viskozitesini arttirmakta ve bu durumda karistirma ve polimerik
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yapiy1 par¢alama islemi i¢in daha fazla enerji ihtiyact duyulmaktadir. Gerekli bu enerji artist
saglanmadig1 ve esit enerji ile islemler gergeklestirildigi icin demir oksit iceren HSA

mikropartikiillerin nihai biiytlikliikklerinin arttig1 diistiniilmektedir.

Sekil 4.5. Fe304 Nanopartikiil iceren HSA Mikropartikiillerin Optik Mikrofotografi
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Taramali elektron mikroskop (SEM) degerlendirmeleri

Yapilan c¢alismalarda hazirlanan HSA mikropartikiillerin - morfolojik olarak
degerlendirmelerinin yapildigi bu boliimde hazirlanan mikropartikiillerin SEM ile alinan
goriintiileri Sekil 4.6. ve 4.7.’de sunulmustur. Sekil 4.6.’dan anlasilacagi iizere elde edilen
HSA mikropartikiillerin diizgiin, kiiresel yapida olup olduk¢a homojen boy dagilimina sahip
konumdadir. Mikrofotograftan ve Olgek skalasindan anlasilacagi iizere elde edilen
mikropartikiillerin boyutlar1 6nceki boliimde ayrintili bir sekilde irdelenen optik mikroskop
degerlendirmeleri ile uyum igerisinde oldugu anlasilmistir. Ayrica hazirlanan HSA
mikropartikiillerin sahip oldugu yiizey yapisi yakindan incelendiginde mikropartikiillerin
yiizeylerinin olduk¢a piiriizli bir yapida oldugu ve bu o6zelligin de mikropartikiillerin

adsorpsiyon kapasitesini arttiracak nitelikte ylizeyi biiyiitmiis oldugu diistiniilmektedir.

7/19/2024 | det HV mag |spot| WD 200 ym
5:08:47 PM  ETD [30.00 kV|500 x| 3.0 [10.7 mm METU CENTRAL LAB

Sekil 4.6. HSA Mikropartikiillerin SEM Fotografi

Yine yapilan calismalarda elde edilen manyetik 6zellikli (demir oksit nanopartikiil
iceren) HSA mikropartikiillere ait SEM mikrofotografi (Sekil 4.7.) incelendiginde de demir
oksit nanopartikiil igermeyen HSA mikropartikiillere benzer 6zelliklere sahip yapilarin elde
edilmis oldugu anlagilmaktadir. Burada da elde edilen mikropartikiillerin boy-boy
dagilimlar1 optik mikroskop ile elde edilen sonuglar ile tutarli oldugu gézlemlenmistir.

HSA mikropartikillerin EDX degerlendirmeleri

Yapilan SEM c¢alismalar1 esnasinda {izerinde ¢alisitlan HSA mikropartikiillerin
kimyasal/elementel bilesenler yoniinden degerlendirilmeleri islemi EDX sistemi yardimiyla
gerceklestirilmis ve elde edilen bulgular sirasiyla Sekil 4.8. ve 4.9.’da sunulmustur.

Sirasiyla Sekil 4.8 ve 4.9.da sunulan veriler dikkatle incelendiginde demir oksit NP

icermeyen (bir baska manyetik 6zellik gostermeyen) HSA mikropartikiillere ait EDX
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spektrumunda herhangi bir demir (Fe) elementine rastlanmazken, demir oksit iceren HSA

ornegine ait EDX spektrumunda demir elementinin varligi ¢ok net olarak gozlemlenmistir.

7/19/2024 | det HV mag | spot| WD 200 ym
5:15:34 PM | ETD 30.00 kV1500 x| 5.0 [10.7. mm METU CENTRAL LAB

Sekil 4.7. Fe304 Nanopartikiil iceren HSA Mikropartikiillerin SEM Fotografi

c:\edax32\genesis\genspc.spc
Label:

kV:30.0 Tilt:0.0 Take-off:35.6 Det Type:SUTW+ Res:163 Amp.T:3.2
FS : 6684 Lsec : 160 19-Jul-2024 15:42:06

8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 keV

EDAX ZAF Quantification (Standardless)
Element Normalized
SEC Table : Default

Element Wt % At % K-Ratio Z A F
C K 75.47 82.42 0.3251 1.0069 0.4278 1.0001
0 K 17.84 14.63 0.0229 0.9928 0.1295 1.0001
AlK 3.47 1.69 0.0212 0.9303 0.6575 1.0012
S K 2.34 0.96 0.0212 0.9528 0.9489 1.0011
CI1K 0.34 0.13 0.0030 0.9129 0.9643 1.0009
Cak 0.54 0.18 0.0052 0.9238 1.0472 1.0000

Total 100.00 100.00

Sekil 4.8. HSA Mikropartikiillerin EDX Spektrumu ve Elementel igerigi
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c:\edax32\genesis\genspc.spc
Label:

kv:30.0 Tilt:0.0 Take-off:35.9 Det Type:SUTW+ Res:127 Amp.T:102.4

FS : 1584 Lsec : 20 19-Jul-2024 15:45:56
C Ka
CaKb
5 Ka
AlKa caK
aKa
Ka C1Kb
1Ka FeKa
l " JL ‘F‘axb
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 keV

EDAX ZAF Quantification (Standardless)
Element Normalized
SEC Table : Default

Element Wt % At % K-Ratio 2 a F
C K 82.86 88.94 0.4350 1.0065 0.5215 1.0001
0 K 10.98 8.85 0.0132 0.9924 0.1207 1.0001
AlK 1.62 0.77 0.0100 0.9300 0.6608 1.0010
S K 1.47 0.59 0.0137 0.9525 0.9769 1.0022
C1lK 0.40 0.15 0.0037 0.9125 1.0006 1.0024
Cak 0.97 0.31 0.0096 0.9235 1.0622 1.0034
FekK 1.70 0.39 0.0153 0.8569 1.0502 1.0000

Total 100.00 100.00

Sekil 4.9. Demir Oksit NP Iceren HSA Mikropartikiillerin EDX Spektrumu-Elementel igerigi

4.2.2. HSA mikropartikillerin boy-boy dagilimlari

Calismalar kapsaminda hazirlanan HSA mikropartikiillerin daha 6nceki boliimlerde de
belirtildigi gibi en 6nemli hedeflenen ozelliklerinden biri yiizey biiyiikliigii, digeri de
manyetiklik 6zelligi oldugundan bu boliimde kullanilan HSA miktar1 degistirilerek farkl
boy-boy dagilimina sahip mikropartikiillerin hazirlanmas1 ve yine HSA mikropartikiil
formiilasyonlarina dahil edilen demir oksit nanopartikiil miktar1 degistirilerek manyetik
ozellige sahip HSA mikropartikiiller hazirlanmistir. Elde edilen bulgular asagidaki
boliimlerde ayrintili bir sekilde degerlendirilmistir.

HSA derisiminin mikropartikiil boy-boy dagilimina etkisi

HSA mikropartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan HSA miktar1 dagitma ortaminin
viskozitesini etkilediginden (arttirdigindan) ortamda olusan damlaciklar daha biiyiik olmakta
ve karistirma etkisiyle kiiclilmeleri zorlagmaktadir. Bu nedenle baglangicta HSA miktarinin
artmastyla olusan mikropartikiillerin ¢ap1 biiyiimeye baslamistir. Ancak sonrasinda HSA
miktar1 artmasina ragmen mikropartikiil ¢apinda bir azalma gozlemlenmistir. Bu etkilesim

ilgili kaynaklar ile uyum icerisindedir [45].
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Sekil 4.10. HSA Derisiminin HSA Mikropartikiil Capina Etkisi

Demir oksit NP derisiminin HSA mikropartikil boy-boy dagilimina etkisi
Manyetik 6zellikli HSA mikropartikiillerin hazirlanmasi ¢aligmalarinda kullanilan

HSA miktar1 sabit tutulmak kosuluyla sadece demir oksit nanopartikiillerin baslangic

miktarlari/oranlart ~ degistirilerek HSA  mikropartikiiller — hazirlanmig  ve  optik

mikrofotograflarda yer alan mikropartikiillerin ortalama c¢aplar1 Olciilerek gerekli
degerlendirmeler yapilmistir. Elde edilen bulgular Sekil 4.9.’da sunulmus ve demir oksit
nanopartikiil miktariin artmasiyla baglangigta elde edilen mikropartikiillerin boylari/caplari
artma egiliminde olmasina ragmen demir oksit miktar1 arttirtlmaya devam ettik¢e s6z konusu
mikropartikiil biiyiikliigi tekrar azalma egilimi gostermistir. Burada elde edilen bulgularin
ilgili kaynaklarda yer alan bulgular ile ortiismiis oldugu anlasilmistir [46].
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Sekil 4.11. HSA Derisiminin HSA Mikropartikiil Capina Etkisi

4.3. Lipozomlarin Morfolojik ve Yapisal Karakterizasyonu
Sunulan tez kapsaminda hazirlanan lipozomal yapilarin karakterizasyonu ile ilgili
olarak yapilan ¢aligmalarda elde edilen lipozomlarin boy-boy dagilimlart NTA ile
Olciilmistiir. Elde edilen bulgular her iki farkli lipozom formiilasyonu i¢in Sekil 4.9 ve
4.10’da verilmistir. Sekillerden kolaylikla anlasilacagi {lizere her iki formiilasyonda da
olduk¢a homojen ve dar boy araliginda lipozomal yapilar hazirlanmigtir. LS100 ile
hazirlanan lipozomlarin P90G ile hazirlanan formlara gére boyca daha biiyiik olduklari
degerlendirilmistir. Ancak burada elde edilen boy-boy dagilimlart proses parametreleri ile
(6zellikle sonikasyon islemi vb) ilgili olarak degisim gosterebilen degerlerdir. Bu boltimde
gerceklestirilen deneysel calismalarda ayrica lipozomal yagilarin yiizey yikleri zeta
potansiyeli Ol¢lim cihazi ile Ol¢iilmiis ve LS100 lipozomlar i¢in +(13-14) mV aralifinda
oldugu P90G ile hazirlanan lipozomlar i¢in ise bu degerin +(12-13) mV araliginda oldugu
belirlenmistir. Ozet olarak hazirlanan farkli lipozom yapilarinin yiizey yiikleri birbirine
oldukca yakin olmasinin yaninda her ikisinin yiizeyi de pozitif yiikli (bir baska deyimle
lipozomlar katyonik ytizey yikine sahiptir) olarak belirlenmistir.
Bir sonraki asamaya kadar hazirlanan lipozomal yapilar test-analiz ve ileri
uygulamalar i¢cin +4C’de muhafaza edilmis ve yapilan benzer ¢alismalarda s6z konusu

saklama islemleri ile ¢alisilan lipozomal yapilarin giinlerce (hatta haftalarca) stabil olarak
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kalabildikleri bildirilmistir [47]. Ayrica daha uzun ya da daha saglikli muhafaza islemleri
olarak hazirlanan lipozomal yapilarin liyofilize edilerek +4C’de saklanmasinin lipozom

kararlilig1 a¢isindan son derece daha uygun oldugu bildirilmistir [48].
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Sekil 4.12. LS100 Lipozomlarin NTA’da Olgiilen Boy-Boy Dagilim1 (Ort. Cap: 155.6+43.8nm)
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Sekil 4.13. P90G Lipozomlari NTA’da Olgiilen Boy-Boy Dagilimi (Ort. Cap: 143.0+56.8 nm )
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4.4. Lipozomlarin Ayrilmasi ve Saflastirilmasi

Sunulan tez kapsaminda her iki formiilasyon ile hazirlanan lipozomal yapilarin yine
tez kapsaminda gelistirilen HSA mikropartikuller (ve demir oksit nanopartikiller) ile
gergeklestirilen adsorpsiyon prosesi ile bulunduklart ortamdan izole edilmesi ve
saflastirilmast islemlerinde stok ¢ozelti formunda hazirlanan (ve igerisindeki lipozomlarin
NTA ile sayica belirlenmis miktarlar bilinen) 6rnekler sirasiyla belirli miktarlarda mikro ve
nanopartikiiller ile etkilestirilmistir. Bu etkilesim ¢alismalar1 esnasinda tiim 6rnekler rotator
tizerindeki yerine yerlestirilmis ve uygun bir donme hizinda 6rneklerin dondiiriilerek
homojen etkilesimin saglanmast miimkiin olmustur. Yapilan deneysel c¢aligmalarda
adsorpsiyon ortaminda yer alan lipozomlarin mikro-nanopartikuller ile adsorplanmasi
asamasinda adsorbent doygunluk degerinin belirlenmeis i¢in adsorpsiyon islemleri ayni
icerikteki formiilasyonlar ile (6rnegin demir oksit iceren HSA mikropartikiillerin
kullanildig: 6rnekler ile) 30, 60 ve 120 dakikalik adsorpsiyon siireleri kullanilmis ve bu
stirenin sonunda elde edilen adsorplanmadan ortamda kalan serbest lipozomlarin NTA
sistemi ile sayilmasi ve ortamda yer alan baslangic lipozom sayisindan eksilenlerin
adsorbent ylizeyinde tutulmasi esasina gore lipozom formiilesyonlarinin adosorpsiyon
kinetikleri belirlenmigtir. Calismalarin diger bir boliimiinde de adsorbent etkisini
degerlendirmek tizere her iki formiilasyon ile hazirlanan lipozom o6rnekleri kullanilarak
yaklagik 1 saatlik bir adsorpsiyon siiresi kullanilarak islemler gergeklestirilmis ve bu stre
sonunda tiim 6rnekler i¢in adsorpsiyon kapasiteleri belrsilenmistir.

Yapilan tiim ¢alismalardan elde edilen lipozomal yapilarin miktarlari/sayilar1 Tablo
4.1.,4.2. ve 4.3.’de sirastyla verilmistir. Buradan anlasilacagi iizere ilk iki Tablo adsorpsiyon
kinetikleri ile ilgili olan Tabloler olup, diger igiincii Tablo ise aymi siirede farkli

adsorbentlerin kullanildig: 6rnekleri temsil edecek sekilde tasarlanmistir.

4.4.1. Adsorpsiyon suresinin etkisi

Adsorpsiyon yontemiyle ayirma-saflastirma uygulamalarinda en temel hususlardan
biri adsorbent ile adsorplanip bulundugu ortamdan ayrilmasi planlanan hedef malzemelerin
(burada lipozomlarin) birbirleriyle etkilesim siireleri olacaktir [49]. Dolayisiyla yapilan
caligmalarda oOzellikle adsorpsiyon isleminin doygunluk degerinin belirlenmesi igin
adsorpsiyon islemleri farkli siireler boyunca (30, 60 ve 120 dk olacak sekilde)
degerlendirilmis ve uygulanmistir. Lipozom hazirlanmasinda kullanilan LS100 ve P90G ile

hazirlanan lipozomlarin manyetik 6zellikli HSA (demir oksit NP igeren) mikropartikiiller ile
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etkilestirilmesiyle elde edilen serbest lipozom miktarlar1 sirasiyla Tablo 4.1. ve 4.2.°de
verilmisgtir.

LS100 ile hazirlanan lipozomlarin ayirma-saflastirma ¢alismalarinda en kisa stiren (30
dk) etkilesim sonrasi elde edilen serbest lipozom sayisinin bir sonraki degerden (60 dk)
yiksek degere sahip olmasi etkilesimin yeterli seviyeye wulasip desorpsiyonun
gergeklesmekte oldugu ve adsorpsiyon islemine devam edildiginde adsorpsiyonun tekrar
artarak gerceklestigi belirlenmistir. Bu bulguya gére HSA mikropartikiillerin yiizeyine
adsorbe olan lipozomlar belirli bir siire sonra serbest konuma gecebilmekte (bir bagka
deyimle desorbe) oldugu anlamina gelmektedir. Bu nedenle ideal/maksimum adsorpsiyon
degerine yaklasik 1 saatlik siire dolayinda ulagilabildigi diistiniilmiistiir. Bu nedenle bir
sonraki boliimde farkli adsorbentlerin lipozom ayirma-saflastirma caligmalarina etkisinin
degerlendirildigi boliimde adsorpsiyon siiresi tiim ornekler i¢in 1 saat olarak belirlenmistir.
Diger lipozom tiirii olan P90G ile yapilan ¢alismalarda elde edilen bulgular ise Tablo 4.2.°de

sunulmustur.

Tablo 4.1. LS100 ile Hazirlanan Lipozomlarin Adsorpsiyon Siiresine Gore Degisen Adsorpsiyon Miktarlari

Ornek Formulasyon Serbest Lipozom Sayisi/mg Malzeme
No
11 FesO0s NP+HSA+ LS100 (30 dk) 1.06e+11 +/- 2.47e+09

2.12e+9 +/- 4.94e+07

3 Fe304 NP+HSA+LS100 (60 dk) 1.55e+11 +/- 5.32e+09
3.1e+09 +/- 1.06e+08

12 FesO4 NP+HSA+ LS100 (120 dk) 1.24e+11 +/- 2.17e+09
2.48e+09 +/- 4.34e+07

Tablo 4.2. P90G ile Hazirlanan Lipozomlarin Adsorpsiyon Siiresine Gore Degisen Adsorpsiyon Miktarlari

Ornek No Formulasyon Serbest Lipozom Sayisy/mg Malzeme

9 Fe304 NP+HSA+ P90G (30 dk) 7.99e+10 +/- 2.09e+10
1.60e+09 +/- 4.18e+08

7 Fe304 NP+HSA+PI0G (60 dk) 1.11e+11 +/- 2.28e+09
2.22e+09 +/- 4.56e+07

10 Fe304 NP+HSA+ P90G (120 dk) 2.16e+11 +/- 6.42e+09
4.32e+09 +/- 1.28e+08
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P90G lipozomlarin zamana bagli adsorpsiyon denemelerinde yine ilk 30 dk dolayinda
yiiksek olan adsorpsiyon degerleri 60. dakika ve 120. Dakikalarda elde edilen adsorpsiyon
degerlerindeki azalma egiliminin zaman gegtik¢e desorpsiyon oraninin baskin geldigi ve bu

egilim ile karsilagildig1 anlagilmistir.

4.4.2. Adsorbent etkisi

Lipozomlarin manyetik o6zellikli (bir bagka deyimle demir oksit NP igeren) HSA
mikropartikilelr ile ayrima ve saflastirma islemlerinin gergeklestirildigi ve bu amagla farkli
yapidaki mikro-nanopartikiillerin kullanildig1 bu béliimde oncelikle demri oksit icermeyen
HSA mikropartikiller ile demri oksit iceren HSA mikropartikuller adsorbent olarak
kullanilmis ve ayrica demir oksit NP’ler dogrudan lipozomlar ile etkilestirilerek deneysel
calismalar sonuglandiriimistir.

Bu boélimde elde edilen bulgular Tablo 4.3.te ayrintili bir sekilde sunulmustur.
Tabloden de anlasilacag: tizere tiim adsorbentler hem LS100 ile hem de P90G ile hazirlanan
lipozomlarin tiimiiyle etkilestirilmistir. Burada sadece demir oksit NP’lerin yalin halde
adsorpsiyon islemi i¢in kullanilma diislincesi 6zellikle demir oksit NP igeren HSA
mikropartikiillerin ylizeyinde bulunmasi olasiligi olan demir oksit NP’in etkisini
degerlendirebilmek adina uygulamaya dahil edilmistir. S6z konusu degerlendirmeler
yapilirken demir oksit NP icermeyen ve iceren HSA mikropartikiller ile elde edilen bulgular

hep birlikte degerlendirilmistir.

Tablo 4.3. LS100 ve P90G ile Hazirlanan Lipozomlarin Adsorbent Tiiriine Gére Degisen Adsorpsiyon

Kapasiteleri
Ornek Formulasyon Serbest Lipozom Sayisi/mg Malzeme
No
1 LS100 2.36e+11 +/- 7.06e+09 (Baslangic, ml’de)
2 HSA MP+LS100 2.07e+9 +/- 6.98e+07
3 Fe304 NP+HSA+LS100 3.10e+9 +/-1.06e+08
4 Fe3O4 NP+LS100 5.88e+10 +/- 4.34e+08
5 P90G 2.19e+11 +/- 2.09¢+10 (Baslangi¢, ml’de)
6 HSA MP+P90G 1.81e+9 +/- 2.86e+07
7 Fe304 NP+HSA+P90G 2.22e+9 +/- 4.56e+07
8 Fe304 NP+P90G 3.60e+10 +/- 1.47e+09
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Elde edilen bulgulara gore en yiiksek adsorpsiyon kapasitesi degerlerine demir oksit
icermeyen HSA mikropartikiiller ile ulasildigt manyetik 6zelliger sahip (demir oksit NP
iceren) HSA mikropartikiillerin adsorpsiyon kapasitesinin nispeten daha diisiik oldugu
gozlemlenmistir. Son olarak her iki lipozom formiilasyonu i¢in de demir oksit NP’lerin en
diisiik adsorpsiyon kapasitesine sahip olduuklari belirlenmistir.

Ancak yapilan deneysel uygulamalarda demir oksit NP’leri igeren manyetik ozellikli
HSA mikropartikiillerin diger mikropartikiillerden (demir oksit NP icermeyen) ¢cok daha
kolay bir sekilde manyetik alan etkisi ile ayirma saflastirma islemleri yapildigindan bu
proses kolayligi bu gruptaki yapiyr (manyetik ozellikli HSA mikropartikiilleri) daha

iistiin/avantajli kilmaktadir.

4.5. Yapay Ekzozom (L-Histidin I¢eren Lipozom) Calismalari

4.5.1. L-Histidine iceren lipozom formiilasyonlarin karakterizasyonu

Yontem bolimiinde ayrintili bir sekilde agiklandigi gibi ince tabaka hidrasyon metodu
kullanilarak hazirlanan L-Histidine igeren lipozomal yapilar hidrofilik yapidaki etken
maddelerin ve/veya bilesenlerin lipozom yapisina katilmasi icin iki farkli yontem
kullanilarak hazirlanmistir. Bunlardan birincisi; rehidrasyon adiminda bilesenlerin sulu
fazda c¢oziilerek lipozomun hidrofilik cekirdek kismina yiliklenmesini saglayan yontem
(Formiilasyon 1 ve 2) ve digeri ise lipozom yapisinin etken madde bileseni icermeyen, sulu
faz ile olusturuldugu bos lipozom formiilasyonuna etken maddenin eklenip c¢alkalandig1 (1
saat boyunca) ve etken maddenin adsorbsiyon ile lipozom yapisina katildig1 yontem seklinde
gerceklestirilmistir.

S6z konusu yontemler ile hazirlanan farkli formiilasyona sahip lipozomal yapilar
(yapay ekzozom formunda) degisik fizikokimyasal yontemler kullanilarak karakterize
edilmistir. Bu kapsamda hazirlanan lipozomal yapilarin DLS yontemi ile partikiil biiytikliigi
(PS, nm), partikiil biyliklik dagilimi (PDI) ve zeta potansiyeli (ZP, mV) degerleri
Ol¢tilmiistiir. Elde edilen veriler ortalama degerleri ve standart sapmalari ile Tablo 4.4.’de

sunulmustur.

42



Tablo 4.4. Yapay Ekzozomlarin Baz1 Fizikokimyasal Ozellikleri

. L ZP
Formilasyon No Icerik PS (nm) PDI (mV)
Formilasyon 1 (Histidin Lipoid S100: 50 mg 102.2 0.288 8.01
Rehidrasyonda eklendi) Kolesterol: 6 mg * * +

HisTAG: 20 pg/mL 0.9000 0.002 0.212
Formilasyon 2 (Histidin Lipoid S100: 45 mg i
Rehidrasyonda eklendi) DSPE-PEG2000: 5 mg 75;07 0362 15'8
Kolesterol: 6 mg - Y .
HiSTAG: 20 pg/mL 0.5774 0.004 0.416
Formilasyon 3 (Histidin Lipoid S100: 50 mg 84.98 0.251 8.65
Adsorbsiyonla eklendi) Kolesterol: 6 mg * * +
HisTAG: 20 pg/mL 0.4500 0.012 0.174

45.2. Yapay ekzozomlarin (L-Histidine iceren lipozomlar) ayrilmasi ve
saflastirilmasi

Yapilan caligmalarda her tli¢ farkli formiilasyon ile hazirlanan yapay ekzozomal
yapilarin tez kapsaminda gelistirilen ve demir oksit nanopartikiilleri iceren HSA
mikropartikiiller dnceki boliimlerde aktarilan calinmalara benzer sekilde gergeklestirilmistir.
Bu baglamda hedefli ayirma prosesi ile (mikropartikiillere takilan bakir ile L-Histidin
spesifik etkilesimi seklinde) bulunduklari ortamdan izole edilmesi ve saflastirilmasi
islemlerinde stok ¢ozelti formunda hazirlanan (ve igerisindeki yapay ekzozomlarin NTA ile
sayica belirlenmis miktarlar1 bilinen) drnekler sirasiyla belirli miktarlarda farkli igeriklere
sahip HSA mikropartikiiller ile etkilestirilmistir. Bu islemler esnasinda tiim Ornekler
rotatorde uygun bir donme hizinda dondiiriilerek homojen etkilesimin saglanmast miimkiin
olmustur. Yapilan ¢aligmalarda tasarlanan deney gruplari ve 6rnek 6zelliklerinin yer aldig:
degerler Tablo 4.5.’te verilmistir. Tabloden de anlasilacag: iizere ilk ii¢c 6rnek (Ornek No: 1,
2 ve 3) ayirma islemlerine tabi tutulmasi planlanan yapay ekzozomlar olup diger iki grup
(Ornek No: 4, 5, 6 ve Ornek No: 7, 8, 9 olan iki grup) sirastyla bakir icermeyen ve bakir
iceren HSA mikropartikiilleri temsil etmektedir. Burada bu iki grubun kullanilmasinin temel
nedeni HSA mikropartikillere ilave edilen bakir iyonlarinin yapay ekzozom olarak
degerlendirilen lipozomal yapidaki yapilarda yer alan L-Histidin molekillerine secgimli

olarak baglanip baglanmadiklarinin arastirilmasi olmustur.
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Tablo 4.5. Yapay Ekzozom Ayirma Calismalarinda Kullanilan Orneklerin igerikleri

Ornek No

Formiilasyon igerigi

1

LS100/His(R)

LS100+PEG/His(R

LS100/His(Adsorption)

LS100/His(R)+HSA/FesOsNP

LS100+PEG/His(R)+HSA/ Fes0NP

LS100/His(Adsorption)+HSA/ FesOsNP

LS100/His(R)+HSA/ FesOaNP (Bakwr Kapli)

LS100+PEG/His(R)+HSA/ FesOsNP (Bakir Kaplt)

O | 0| N OB w|DN

LS100/His(Adsorption)+HSA/ FesO4NP (Bakir Kapli)

Belirtilen yonteme gore baslangigta ortamda yer alan ve L-Histidin iceren lipozomal

yapilar bir bagka deyimle yapay ekzozomlar ile yapilan deneysel ¢alismalar sonunda elde

edilen veriler Tablo 4.6.’da sunulmustur.

Tablo 4.6. Yapay Ekzozom Ayirma Calismalarinda Elde Edilen Veriler

O[r\?oe “ Formiilasyon igerigi Yapay Ekzozom Sayisi
1 LS100/His(R) 10.4e+10+2.56e+09
2 LS100+PEG/His(R 7.53e+10+4.83e+09
3 LS100/His(Adsorption) 10.90+10+5.945e+09
4 LS100/His(R)+HSA/Fes0.NP 8.23e+10+6.47e+09
5 LS100+PEG/His(R)+HSA/ Fe;OsNP 7.23+10+2.33e+09
6 LS100/His(Adsorption)+HSA/ FesOsNP 10.54+1045.47e+9
7 LS100/His(R)+HSA/ FesOuNP (Bakir Kapli) 2.29e+10+2.18e+09
8 LS100+PEG/His(R)+HSA/ FesO.NP (Bakir Kapl) 1.719+10+1.81e+09
9 LS100/His(Adsorption)+HSA/ FesO4NP (Bakir Kaply) 4.68+9+3.197e+8

Sunulan verilerin degerlendirilmesinde 6ncelikle baslangic yapay ekzozom degerleri

(Ornek No: 1, 2, ve 3) dikkate almarak bu miktardan eksilerek HSA mikropartikiillere

tutunanlarin  sayilarindan alinan farklar hesaplanarak

hesaplanmistir. Bu baglamda ilk etapta L-Histidin molekiilelrinin rehidrasyonda eklenmis

oldugu yapilar ele alinmis ve bakir katkilanmamis olanlar ile bakir katkilananlar arasindaki

farklar degerlendirilerek sonuglar Tablo 4.7°de verilmistir.
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Tablo 4.7. Yapay Ekzozom (L-Histidin Rehidrasyonda eklenmis) Ayirma Verileri

O[r\?oe “ Formiilasyon icerigi Yapay Ekzozom Sayisi
1 LS100/His(R) 10.4e+10+2.56e+09
4 LS100/His(R)+HSA/FesONP 8.23e+10+6.47e+09
7 LS100/His(R)+HSA/ FesO.NP (Bakir Kaph) 2.29e+10+2.18e+09

Elde edilen verilerden ¢ok net olarak goriinen bakir igeren formiilasyonun en ytiksek
baglanma verimi sagladigi ve boylece ortamdaki yapay ekzozom sayisint minimum degere
indirdigi anlasilmistir. Ote yandan bakir icermeyen HSA mikropartikiillerin tezin daha
Onceki boliimlerinde aktarilan (segici olmayan bir baska deyimle L-Histidin vb bir yap1
icermeyen lipozomlar ile yapilan) ¢aligmalara benzer sekilde tamamiyla elektrokimyasal
etkilesimlerle az da olsa bir miktar yapay ekzozomun mikropartikiillere tutunmus oldugu
belirlenmistir.

Diger yapay ekzozom hazirlama yontemleri (PEG igeren ve L-Histidin’in
rehidrasyonda eklenmis oldugu ile L-Histidin’in adsorpsiyonla eklenmis oldugu) ile
hazirlanan formiilasyonlar ile yapilan deneysel ¢alismalardan elde edilen veriler de sirasiyla

Tablo 4.8. ve Tablo 4.9.”da sunulmustur.

Tablo 4.8. Yapay Ekzozom (PEG’li ve L-Histidin Rehidrasyonda eklenmis) Ayirma Verileri

O[r\?(? : Formiilasyon igerigi Yapay Ekzozom Sayisi
2 LS100+PEG/His(R 7.53e+10+4.83e+09
5 LS100+PEG/His(R)+HSA/ FesO,NP 7.23+10+2.33e+09
8 LS100+PEG/His(R)+HSA/ FesOuNP (Bakir Kapl) 1.719+10+1.81e+09

Tablo 4.9. Yapay Ekzozom (L-Histidin Adsorpsiyonla eklenmis) Ayirma Verileri

O[r\?g : Formiilasyon igerigi Yapay Ekzozom Sayisi
3 LS100/His(Adsorption) 10.90+10+5.945e+09
6 LS100/His(Adsorption)+HSA/ Fes04NP 10.54+10+45.47e+9
9 L.S100/His(Adsorption)+HSA/ FesOuNP (Bakir Kapli) 4.68+9+3.197e+8

S6z konusu diger iki yontem ile yapilan c¢alismalardan elde edilen veriler de
degerlendirildiginde bakir iceren yapilarin son derece etkin bir sekilde baglanma verimini
arttirdig1 ortaya konulmustur. Bu ¢alismalarda da bakir igermeyen HAS mikropartikiillerin
de secici olmayan baglanmalar sayesinde ortamda bulunan ve L-Hisitidin igeren yapay

ekzozom yapilarini ortamdan uzaklastirdig belirlenmistir.
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Son olarak yapay ekzozom yapilarin hazirlanmasinda kullanilan {i¢ farkli yontemin
ayirma/saflastirma prosesi iizerindeki etkileri degerlendirildiginde elde edilen sonuglara
gore en diisiik baglanma veriminin L-Histidin’in adsorpsiyon ile lipozomal yapiya ilave
edildigi formiilasyon i¢in elde edilmistir. Ote yandan rehdrasyonda yapilan katkilama
durumunda prosese PEG ilave edilmesi durumunda daha yiiksek baglanma veriminin elde
edilmis oldugu anlasilmistir. Sonug olarak her ii¢ formiilasyon bir arada degerlendirildiginde
s0z konusu ayirma verimliliginin en yiiksek oldugu formiilasyon PEG’iin yer aldig1 ve
rehidrasyonda gergeklestirilen L-Histidin ilavesi seklinde elde edilen formiilasyon ile

saglanmistir.
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5. SONUCLAR

Sunulan tez kapsaminda, elde edilen bulgularin genel bir degerlendirmesi yapilmis ve
bu bulgularin literatiirle karsilastirilmasi gergeklestirilmistir. Calismanin genel sonuglari,
demir oksit nanopartikiillerin ve HSA mikropartikiillerin basarili bir sekilde hazirlandigini
ve karakterize edildigini gostermistir.

Yapilan ¢aligmalarda ekzozom ayirma ve saflastirma proseslerinde kullanilmak iizere
gelistirilen manyetik 6zellikli HSA mikropartikiillerin bu amagla kullanilabilirliginin
arastirildigr ilk boliimde farkli organik yapilar kullanilarak lipozomal yapilar hazirlanmis ve
gelistirilen mikropartikiiller ile bu yapilarin bulunduklar1 ortamdan uzaklastirilmasi
calismalar1 gergeklestirilmistir. Bu boliimde manyetik 6zellikli HSA mikropartikiillerin
verimli bir sekilde lipozomal yapilar1 ortamdan uzaklastirildigi gosterilmistir. Buradaki
baglanma ve ayristirmalarin tamamiyla bilesenlerin elektrokimyasal etkilesimleri ile
gerceklestigi sonucuna varilmistir, bir bagka deyimle gelistirilen mikropartikiiller ile segici
olmayan bir ayirma prosesi gergeklestirilebilmistir. Ote yandan gercek ekzozom ayirma
saflastirma proseslerinde secimli/hedefli ayirma saflastirma proseslerine ihtiyag
duyulacagindan c¢aligmalarin sonraki bdliimiinde yapay ekzozom modeli olarak biinyesinde
biyolojik molekil (L-Histidin) bulunduran lipozomal yapilarin gelistirilmesi saglanmistir.
Gelistirilen yapay ekzozom modelinde yer alan yapilarin se¢imli/hedefli ayirma/saflagtirma
proseslerinde kullanilabilmeleri i¢in metal/selat afinite kromatografisi kullanilmasina karar
verilmis ve manyetik 6zellikli HSA mikropartikiiller bakir 1yonlar ile dekore edilmistir.

Calismalarin son boliimiinde hazirlanan yapay ekzozomlarin bakir igeren ve
icermeyen manyetik oOzellikli HSA mikropartikiiller ile ayirma/saflastirma islemleri
gerceklestirilmistir. Bu boliimde yapilan ¢alismalarda da bakir igeren HSA
mikropartikillerin son derece etkin bir sekilde L-Histidin iceren yapay ekzozomlarin
bulunduklar1 ortamdan uzaklastirilmasinin miimkiin oldugu ortaya konulmustur.

Sonug olarak manyetik 6zelliklere sahip HSA mikropartikillerin dogal ekzozomlarin
ayristirillmasinda etkili bir yontem olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmigtir. Boylelikle
dogal ekzozomlar se¢imli/hedefli olarak izole edilebilecek ve 6zellikle tezin asil amacini

olusturan kanser teshis ve tedavi islemlerinde kullanilabilecegi 6ngoriilmiistiir.

47



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

KAYNAKLAR

Liu, W. zhao, Ma, Z. jun, & Kang, X. wen. (2022). Current status and outlook of
advances in exosome isolation. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 414(24),
7123-7141. https://doi.org/10.1007/S00216-022-04253-7/FIGURES/6

Wang, Y., Wang, W., Kong, F., Zhang, Q., Xiao, J., Zhang, Y., & Yan, B. (2022).
Tango of dual nanoparticles: Interplays between exosomes and nanomedicine.
Bioengineering & Translational Medicine, 7(2), e10269.
https://doi.org/10.1002/BTM2.10269

Back, S. J., Kim, W., Kim, D. Y., Kim, S.-J., Hwang, S. R., & Jung, G. B. (2023).
Rapid and simple isolation and detection of exosomes using CaTiO3:Eu3+@Fe304
multifunctional nanocomposites. Analytical Biochemistry, 673, 115161. https
://.doi..org/ 10.1016/j.ab..2023.115 16 1

Zhang, M., Jin, K., Gao, L., Zhang, Z., Li, F., Zhou, F., & Zhang, L. (2018). Methods
and Technologies for Exosome Isolation and Characterization. Small Methods, 2(9),
1800021. https://doi.org/10.1002/SMTD.201800021

Bée, A., Talbot, D., Abramson, S., & Dupuis, V. (2011). Magnetic alginate beads for
Pb(Il) ions removal from wastewater. Journal of Colloid and Interface Science,
362(2), 486-492. https://doi.org./10.1016/j..jcis.2011.06.036

Grishaev, N. A., Moiseeva, E. O., Chernyshev, V. S., Komlev, A. S., Novoselov, A.
M., & Yashchenok, A. M. (2024). Studying the small extracellular vesicle capture
efficiency of magnetic beads coated with tannic acid. Journal of Materials Chemistry
B, 12(27), 6678-6689. https://doi.org/10.1039/D4TB00127C

Huang, D., Yu, J., Tian, J., Cai, H., & Zhang, W. (2025). Aptamer-Coupled Polymer-
Grafted Fe304 Nanoparticles for Highly Efficient Isolation of Exosomes.
Macromolecular Rapid Communications, 2400819.
https://doi.org/10.1002/MARC.202400819

Chen, Y., & Hou, S. (2023). Recent progress in the effect of magnetic iron oxide
nanoparticles on cells and extracellular vesicles. Cell Death Discovery 2023 9:1, 9(1),
1-7. https://doi.org/10.1038/s41420-023-01490-2

48


https://doi.org/%2010.1016/j.ab.2023.1%2015%2016%201
https://doi.org/%2010.1016/j.ab.2023.1%2015%2016%201
https://doi.org./10.1016/j..jcis.2011.06.036

[9]

[10]

[11]

[12]
[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

Nosrati, H., Salehiabar, M., Manjili, H. K., Danafar, H., & Davaran, S. (2018).
Preparation of magnetic albumin nanoparticles via a simple and one-pot desolvation
and co-precipitation method for medical and pharmaceutical applications.
International  Journal of Biological Macromolecules, 108, 909-915.
https://doi.org/10.1016/J.1JBIOMAC.2017.10.180

Chubarov, A. S. (2022). Serum Albumin for Magnetic Nanoparticles Coating.
Magnetochemistry 2022, Vol. 8, Page 13, 8(2), 13. https:.//doi.org/10..3390/
MAGNETOCHEMISTRY8020013

Chang, M., Chang, Y. J., Chao, P. Y., & Yu, Q. (2018). Exosome purification based
on PEG-coated Fe304 nanoparticles. PloS One, 13(6). https.://doi..org/10.1371/
JOURNAL.PONE.0199438

Harding C., Heuser J., Stahl P., Cell Biol. 1983, 97, 329-339.
Pan B.T., Johnstone R. M., Cell 1983, 33, 967 — 978.

Johnstone R. M., Adam M., Hammond J. R., Orr L., Turbide C., J. Biol. Chem. 1987,
262, 9412 — 9420).

Dai, J., Su, Y., Zhong, S., Cong, L., Liu, B., Yang, J., ... & Jiang, Y. (2020). Exosomes:
key players in cancer and potential therapeutic strategy. Signal transduction and
targeted therapy, 5(1), 145.

Zhang, Y., Liu, Y., Liu, H., & Tang, W. H. (2019). Exosomes: biogenesis, biologic
function and clinical potential. Cell & bioscience, 9, 1-18.

Chen, J., Li, P., Zhang, T., Xu, Z., Huang, X., Wang, R., & Du, L. (2022). Review on
strategies and technologies for exosome isolation and purification. Frontiers in

bioengineering and biotechnology, 9, 811971

Trott, M. Why Exosomes Are Being Explored as Diagnostic and Therapeutic Tools
Avrticle Published: February 3, 2021.

Kalluri, R.,, & LeBleu, V. S. (2020). The biology, function, and biomedical

applications of exosomes. Science, 367(6478), eaau6977.

49


https://doi.org/10.3390/
https://doi.org/10.1371/

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

Bano, R., Ahmad, F., & Mohsin, M. (2021). A perspective on the isolation and
characterization of extracellular vesicles from different biofluids. RSC
advances, 11(32), 19598-19615.

Gu, Y., Chen, C., Mao, Z., Bachman, H., Becker, R., Rufo, J., et al. (2021).
Acoustofluidic Centrifuge for Nanoparticle Enrichment and Separation. Sci. Adv. 7,
eabc0467

Guo, S., Xu, J., Estell, A. P., Ivory, C. F., Du, D., Lin, Y., et al. (2020). Paper-based
ITP Technology: An Application to Specific Cancer-Derived Exosome Detection and
Analysis. Biosens. Bioelectron. 164, 112292

Tay, H. M., Leong, S. Y., Xu, X., Kong, F., Upadya, M., Dalan, R., etal. (2021). Direct
Isolation of Circulating Extracellular Vesicles from Blood for Vascular Risk Profiling
in Type 2 Diabetes Mellitus. Lab. Chip 21, 2511-2523

Suwatthanarak, T., Thiodorus, I. A., Tanaka, M., Shimada, T., Takeshita, D., Yasui,
T., et al. (2021). Microfluidic-based Capture and Release of Cancer-Derived
Exosomes via Peptide-Nanowire Hybrid Interface. Lab. Chip 21, 597-607

Lin, S., Yu, Z., Chen, D., Wang, Z., Miao, J., Li, Q., et al. (2020). Progress in
Microfluidics-Based Exosome Separation and Detection Technologies for Diagnostic

Applications. Small 16, 1903916

Iliescu, F., Vrtacnik, D., Neuzil, P., and Iliescu, C. (2019). Microfluidic Technology

for Clinical Applications of Exosomes. Micromachines 10, 392

Zhang, Y., Liu, Y., Liu, H., & Tang, W. H. (2019). Exosomes: biogenesis, biologic

function and clinical potential. Cell & bioscience, 9, 1-18

Li, G., Tang, W., and Yang, F. (2020). Cancer Liquid Biopsy Using Integrated
Microfluidic Exosome Analysis Platforms. Biotechnol. J. 15, 1900225

Jiawei, S., Zhi, C., Kewei, T., & Xiaoping, L. (2022). Magnetic bead-based adsorption
strategy for exosome isolation. Frontiers in Bioengineering and Biotechnology, 10,
942077

Pegtel DM, Gould SJ. Exosomes. Annu Rev Biochem. 2019;88:487-514

50



[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

Zhao, J., Yang, J., Jiao, J., Wang, X., Zhao, Y., & Zhang, L. (2023). Biomedical
applications of artificial exosomes for intranasal drug delivery. Frontiers in
Bioengineering and Biotechnology, 11, 1271489

Li, Y. J., Wu, J. Y., Liu, J., Xu, W., Qiu, X., Huang, S., ... & Xiang, D. X. (2021).
Artificial exosomes for translational nanomedicine. Journal of nanobiotechnology, 19,
1-20

Garcia-Manrique P, Gutierrez G, Blanco-Lopez MC. Fully artificial exosomes:

towards new theranostic biomaterials. Trends Biotechnol. 2018; 36:10-4

Li, P., Li, L., Zhao, Y., Sun, L., & Zhang, Y. (2016). Selective binding and magnetic
separation of histidine-tagged proteins using Fe304/Cu-apatite nanoparticles. Journal
of inorganic biochemistry, 156, 49-54.

Ali, A., Zafar, H., Zia, M., ul Haq, 1., Phull, A. R., Ali, J. S., & Hussain, A. (2016).
Synthesis, characterization, applications, and challenges of iron oxide

nanoparticles. Nanotechnology, science and applications, 49-67.

Cornell R.M., Schwertmann U., The Iron Oxides: Structure, Properties, Reactions,
Occurrences and Uses. 2nd ed. John Wiley & Sons; 2006.

Kang, Y. S., Risbud, S., Rabolt, J. F., & Stroeve, P. (1996). Synthesis and
characterization of nanometer-size Fe304 and y-Fe203 particles. Chemistry of
materials, 8(9), 2209-2211.

Aslan, M., Ozturk, S., Shahbazi, R., Bozdemir, O., Zeybek, N. D., Vargel, 1., ... &
Ulubayram, K. (2024). Therapeutic targeting of siRNA/anti-cancer drug delivery
system for non-melanoma skin cancer. Part I: Development and gene silencing of
JAK1siRNA/5-FU loaded liposome nanocomplexes. European Journal of
Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 203, 114432.

Li, P., Li, L., Zhao, Y., Sun, L., & Zhang, Y. (2016). Selective binding and magnetic
separation of histidine-tagged proteins using Fe304/Cu-apatite nanoparticles. Journal

of inorganic biochemistry, 156, 49-54.

51



[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

Kumar, A., Kamihira, M., Galaev, I. Y., lijima, S., & Mattiasson, B. (2003). Binding
of Cu (I)-poly (N-isopropylacrylamide/vinylimidazole) copolymer to histidine-

tagged protein: a surface plasmon resonance study. Langmuir, 19(3), 865-871.

Ekici, R., Bozdogan, B., & Denkbas, E. B. (2022). Development of electrochemical
biosensor platforms for determination of environmental viral structures. Applied
Sciences, 12(24), 12971.

Selimovic, A., Kara, G., & Denkbas, E. B. (2022). Magnetic gelatin nanoparticles as
a biocompatible carrier system for small interfering RNA in human colorectal cancer:
Synthesis, optimization, characterization, and cell viability studies. Materials Today
Communications, 33, 104616.

Kavaz, D., Odabas, S., Giliven, E., Demirbilek, M., & Denkbas, E. B. (2010).
Bleomycin loaded magnetic chitosan nanoparticles as multifunctional

nanocarriers. Journal of Bioactive and compatible polymers, 25(3), 305-318.

Gulsu, A., Ayhan, H., & Ayhan, F. (2012). Preparation and characterization of
ketoprofen loaded albumin microspheres. Turkish Journal of Biochemistry/Turk
Biyokimya Dergisi, 37(2).

Thakkar, H., Sharma, R. K., Mishra, A. K., Chuttani, K., & Murthy, R. R. (2005).
Albumin microspheres as carriers for the antiarthritic drug celecoxib. Aaps
Pharmscitech, 6, E65-E73.

Arshady, R. (1990). Albumin microspheres and microcapsules: methodology of

manufacturing techniques. Journal of Controlled Release, 14(2), 111-131.

Zorba, B. 1., Boyacioglu, O., Caglayan, T., Recber, T., Nemutlu, E., Erogly, 1., &
Korkusuz, P. (2024). CB65 and novel CB65 liposomal system suppress MG63 and
Saos-2 osteosarcoma cell growth in vitro. Journal of Liposome Research, 34(2), 274-
287.

Arshinova, O. Y., Sanarova, E. V., Lantsova, A. V., & Oborotova, N. A. (2012).
Lyophilization of liposomal drug forms. Pharmaceutical Chemistry Journal, 46, 228-
233.

52



[49] Dékany, G., Csoka, I., & Eros, I. (2001). Interaction between liposomes and neutral
polymers: Effect of adsorption on drug release. Journal of dispersion science and
technology, 22(5), 461-472.

53



