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OZET

BiYOAKTIF ALKALEN FOSFATAZ TAKLIDIi NANO
YAPILARIN GELISTIRILMESI

Y*******I, D****a

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali

Tez Danmigmani: Dr. Ogr. Uyesi G******n G******N

Ocak 2022, 100 Sayfa

Enzimler canli organizmalarda gergeklesen kimyasal reaksiyonlar1 milyonlarca kat
hizlandiran  biyo-molekiillerdir. ~ Yiiksek katalitik aktiviteleri ve substrat
ozgiilliiklerinin ¢ok iyi olmas1 sebebiyle pek ¢ok alanda kullanimlari bulunmaktadir.
Enzimlerin iiretim kosullarinin zorlugu, yiiksek sicaklik ve pH gibi farkli kosullarda
bozulabilmeleri  dezavantajlar1  kullanimlarint  smurlandirabilmektedir.  Bu
sinirlamalarindan dolayr enzimlerin biyolojik ve kimyasal aktivitelerini mimik
edebilen enzim mimik yapilar 6nem kazanmistir.

Alkalen Fosfataz (ALP) yeni kemik olusumu esnasinda iiretilen ve organik fosfatlari
inorganik fosfatlara ¢eviren hidrolaz ailesine ait bir enzimdir. ALP, osteoblast
farklilasmasini saglayan, osteogenik biyorejenerasyon mekanizmasinda gorevli en
kritik enzimlerden birisidir. Calismamizda ALP enziminin Kkatalitik aktivitesini
mimik etmek iizere bir¢ok enzimin aktif bdlgesinde bulunan histidin ve serin
aminoasitleriyle fonksiyonlandirilmis fulleren nanopartikiilleri ~ gelistirilmistir.
Fullerenler (Ceo), kiiresel yiizeyleri ve fonksiyonlandirilmaya acik olmalart gibi
ozellikleri sayesinde enzim mimigi olarak kullanim1 potansiyel vaadeden
molekiillerdir. Tasarlanan ALP mimetik yapilarin fosfataz benzeri katalitik
aktivitenin yaninda osteoprogenitér hiicre olan insan osteosarkomu (SaOS-2)
hiicrelerinde ve kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinde (BM-MSC) osteogenik
farklilagsmay1 ve biyomineralizasyonu indiiklemesi amaglanmistir. Yapay katalistlerin
ALP aktivitesi basarisin1 gdstermek icin enzim kinetigi, yiizey biyo-mineralizasyonu
deneyleri gergeklestirilmis olup osteoblast farklilasmasinin takibi i¢in hiicre kiiltiirii
deneyleri ve gen ekspresyon analizi yapilmigstir.

Anahtar Kelimeler: Alkalen fosfataz, enzim taklidi yapilar, karbon hibrit yapilar,
fulleren, mineralizasyon, osteoindiiksiyon, osteogenik farklilasma



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF BIOACTIVE ALKALENE PHOSPHATASE
MIMETIC NANO STRUCTURES

Y*******I, D****a

Master of Science Thesis, Department of Biotechnology
Supervisor: Asst. Prof. Dr, G******p Gx*****|
January 2022, 100 Pages

Enzymes are the bio-molecules that speed up the chemical reactions occuring in
living organisms millions of times. They are used in many fields due to their high
catalytic activity and substrate specificity. Some properties of the enzymes like
elaborate production process, rapid degradation, and instability in extreme conditions
such as high temperatures and pH may limit their use. Because of these limitations,
enzyme mimic structures that can mimic the biological and chemical activities of the
enzymes have become important.

Alkalene Phosphatase (ALP) is an enzyme belonging to the hydrolase family and it is
produced during new bone formation to convert the organic phosphates into
inorganic phosphates. ALP is one of the most critical enzymes involved in the
osteoinduction mechanism that provides osteoblast differentiation. In our study,
fullerene nanoparticles functionalized with histidine and serine amino acids which
are found in the active site of many enzymes were used in order to mimic the
catalytic activity of the ALP enzyme. Fullerenes (Ceo) are the molecules with
potential to be used as enzyme mimics, owing to their spherical surface and
convenience to be functionalized. In addition to the catalytic activity of the designed
ALP mimetic structures, it is intended to induce osteogenic differentiation and
biomineralization in the osteoprogenitor cell human osteosarcoma (Sa0S-2) cells and
bone marrow mesenchymal stem cells (BM-MSC). To demonstrate the success of the
ALP activity of the designed materials, enzyme kinetics, mineralization, cell culture
experiments for monitoring osteoblast differentiation and gene expression analysis
were performed.

Keywords: Alkalene phosphatase, Enzyme mimics, Carbon hybrid structures,
Fullerene, Mineralization, Osteoinduction, Osteogenic differentiation
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1.GIRIS

Cok fonksiyonlu biyokatalist olan enzimler, yiiksek substrat spesifisiteleri ve
biyolojik reaksiyonlar i¢in katalitik verimleri nedeniyle tip, tarim, kimya endiistrisi
ve gida gibi bir¢ok alanda 6nemli uygulamalara sahiptir. Ancak, farkli sicaklik ve pH
kosullarinda enzimlerin diisiik kararliligi, kullanim basarisini smirlandirmaktadir.
Dogal enzimlerin bahsi gecen sinirlandirmalari, enzimlerin pratik uygulamalar igin
biiyiikk olgiide engel teskil edebilmektedir (Gao ve Yan, 2016). Bu nedenle, ¢ok
fonksiyonlu ve verimli yapay enzimlerin gelistirilmesi i¢in biiyiikk ¢aba sarf
edilmektedir. Yapilan ilk ¢alismalarda, enzimlerin yapilarim1 ve katalitik
aktivitelerini mimik etmek amaci ile siklikla siklodekstrinler, porfirinler, polimerler

ve supramolekiiller enzim mimetik yapilar olarak kullanilmistir.

Peroksidaz benzeri Kkatalitik aktiviteye sahip ferromanyetik nanopartikiiller, (Fe3Oa
MNP) nanozim olarak tanimlanacak olan bu tasarimlarin ilk 6rnegi olmustur (Gao,
Zhuang, Nie, Zhang, Zhang, Gu vd., 2007). Bir diger calismada, bu inorganik
nanopargaciklarin tipik peroksidaz substratlarii hidrojen peroksit (H202) ile
oksidasyonunu katalizlemek igin bir enzim gibi ¢alisabilecegi gosterilmistir.
Ornegin, FesO4 MNP lerinin immiinoanaliz (Gao vd., 2007) ve kolorimetrik analizde
(Wei ve Wang, 2008) peroksidaz (HRP) mimigi olarak kullanimlari bulunmaktadir.
Nanomateryal bazli yapay enzimleri temsil eden “nanozim” terimi, Wei ve Wang
tarafindan tanimlanmistir (Wei ve Wang, 2013). Organik nanopargaciklar (basit
hazirlik, yiiksek stabilite, kolay yiizey modifikasyonu ve diisiik maliyet) gibi
avantajlara sahip olduklarindan, nanozim kavrami, analitik kimya ve nanotip gibi
birgok alanda kullanim potansiyeline sahiptir (Wang, Wei, Zhang, Wang , ve Dong,
2018).

Alkalen fosfatazlar, hiicre zarinin dis tabakasi {izerinde bulunan bir grup izoenzimdir
ve hiicre dis1 alanda bulunan organik fosfat esterlerin hidrolizini katalize ederler.
Histidin grubu bu enzimin 6nemli bir kofaktoriidiir ve enzimatik aktivitede onemli
rol oynamaktadir (Lowe, Sanvictores , ve John, 2017). ALP enzimi Katalitik
aktivitesinin yaninda biyo-mineralizasyon ve osteoblast farklilagsmasini indiikleme
gibi kritik metabolik faaliyetlerde rol oynar. Bu 6nemli o6zelliklerinden Otiirii
biyorejeneratif uygulamalarda kullanilmak {izere ¢aligmamizda model enzim olarak

ALP enzimini kullanmay1 tercih ettik.



Tasarlanan ALP enzim mimik yapi ile;

- Multifonksiyonel 6zelliklere sahip, yiizeyine aminoasit konumlandirilmasi

yapilabilen, proteinler gibi kendiliginden toplanarak aktif formlara doniisebilen,
- Alkalen Fosfataz enziminin katalitik aktivitesini mimik edebilen,

- Gosterdikleri aktivite sayesinde ylizey mineralizasyonu indiikleme yetenegine sahip

olabilen ve

- Osteoblast farklilagsmasin1  biyomineralizasyon ve gen ifadesi bazinda
indiikleyebilen enzim mimik yapilar gelistirmek, bu yapilarin osteoindiiktif ve

osteokondaktif etkilerini gostermek hedeflenmistir.

Bu hedeflerin gerceklestirilmesi halinde ALP enziminin hem kimyasal fonksiyonunu
hem de biyolojik fonksiyonu mimik etmek tizere fonksiyonlandirilmis fulleren
molekiilleri ile biyomimetik katalist gelistirmek, gelistirilen enzim mimetik yapilarla
osteoprogenitér SaOS-2 ve BM-MSC hiicrelerinin osteoblastlara farklilagsmasini
saglamak ve tasarlanan enzim mimetik yapinin katalitik olarak aktivite gosterdigini
kanitlamak amaclanmistir. Calisma sonucunda daha oOnce fulleren taklidi
gelistirilmemis enzimin kimyasal/biyolojik yapisinin mimik edilmesiyle yeni bir
katalist gelistirilmis olacak, yeni yapilacak katalist ¢aligmalarina ve biyorejeneratif

caligmalarda kullanilabilecek molekiillerin tasarlanmasinda dnciiliik edebilecektir.



2.LITERATUR ARASTIRMASI

2.1.Fulleren

Karbon, dogada ¢ok miktarda (Dong, Miao, Hai, Yuan , ve Liang, 2015) bulunan ve
nanomalzeme arastirmalarinda siklikla kullanilan elementlerden biridir. Karbon
tabanli nanomalzeme alanindaki ¢alismalar, 1985 yilinda Robert F. Curl, Harold W.
Kroto ve Richard E. Smalley tarafindan grafit ve elmastan sonra iiglincii karbon
allotropu olan fulleren ailesinin ilk drneklerinden olan ytiksek kararliliga sahip Ceo’1n
senteziyle hiz kazanmistir (Kroto, Heath, O’Brien, Curl , ve Smalley, 1985).
1960'larda Buckminster Fuller tarafindan tasarlanan jeodezik kubbeler, fulleren
Ceo’1n yapisinin olusturulmasinda ilham verdigi i¢in, buckminster fullerene olarak
adlandirildi. Bu kesfin ardindan 1990'da Max Planck Niikleer Fizik Enstitiisii'nden
Wolfgang Kratschmer ve Arizona Universitesi'nden Donald Huffman gruplari
tarafindan ¢ok miktarda fulleren tretimi mimkiin kilinmistir (Kratschmer, Lamb,
Fostiropoulos , ve Huffman, 1990). Son olarak, bir karbon allotropu olan fullerenin
kesfi 1996 Nobel Kimya Odiiliiniin alinmasina sebep olmustur (Goodarzi, Da Ros,
Conde, Sefat , ve Mozafari, 2017).

2.1.1. Fullerenin Yapisi

Fullerenler kapali, i¢i bos bir kafesin ylizeyi lizerinde konumlandirilmis ¢ift sayida
karbon atomuna sahip ¢ok yiizlii karbon yapilaridir. Igerigindeki her atom, ii¢ komsu
licgene trigonal olarak baghidir ve dort degerlik elektronunun {igii spc-
baglanmasinda yer alir. Kalan p elektronlari, molekiilin dis ve i¢ yiizeylerini
kaplayan m-molekiiler orbitallerinde delokalize edilmislerdir (Margadonna ve
Prassides, 2001).

Fullerenin sp? hibritlesmesi gdsteren karbonlardan olusan essiz yapisi farkli
boyutlarda yiiksek simetrik 6zellikte bir kafes yapisinin olusmasini saglar. En yaygin

kullanilan fulleren yapilart Ceo Ve C7o dir. Ceo, 12 besgen olusturan C5 — C5 tekli



baglara sahip 20 karbon atomundan ve 20 altigen olusturan C5— C6 ¢ift baglara sahip
40 karbon atomundan olusur (Kroto, Heath, O’Brien, Curl , ve Smalley, 1985).

Cokgenin her kdsesinde bir karbon atomu vardir ve ¢okgenin tiim kenar1 boyunca bir
bag vardir. Bu bag iki bag uzunluguna sahiptir ve ortalama bag uzunlugu 1,4 A
kadardir. Ceo siiper aromatik yapida degildir. Elektron eksikligi 6zelligine sahip olan
bir alkendir. Elektron bakimindan zengin tiirlerle reaksiyona girer. Besgen ve altigen

halkalarin sayisina bagli olarak sonsuz sayida fulleren olusturulabilir (Yadav, 2018).

Fulleren molekiiliiniin kristalografik 6zelliklerinden, yapisinda bulundurdugu 30 adet
iki kat eksen, 20 adet Ui¢ kat eksen ve 12 adet bes kat eksen dahil simetrik elemanlar
yapiy1, Altin Ortalama kurali tarafindan kontrol edilen en simetrik molekiil haline
getirmistir (Yadav ve Kumar, 2008). Kat1 fazda yiizey merkezli kiibik kafesleri olan
Ceo, yapisindaki kafesin tahribatinin 1000°C' den yiiksek sicakliklarda gergeklesecek

Olciide kararli bir yapida olmasini saglamaktadir.

Fullereni karakterize etmek i¢in Raman spektroskopisi, Ultraviyole ve goriiniir 151k
absorpsiyon spektroskopi (UV-Vis), Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) ve Fourier
Dontigim  Kizilotesi  Spektrofotometre (FTIR) gibi  spektroskopik yontemler
kullanilabilir (Taylor, Hare, Abdul-Sada , ve Kroto, 1990).

Karbon atomu

Heksagon

Kovalent Bag

Pentagon

Sekil 1. Fullerenin Kimyasal Yapisinin Gosterimi (‘Experimental Dermatology’
Dergisi izni ile (Rondags, Yuen, Jonkman , ve Horvath, 2017) sekil kullanilmustir.).

2.1.2.Fullerenin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Ceso molekiiliiniin ¢ap1 0.710 £ 0.007 nm'dir. IT elektron bulutunun dis ve i¢ caplari
strastyla 0.340 nm ve 0.350 nm olarak tahmin edilebilir ve atom basina bag enerjisi

7.40 eV'dir (Injac, Prijatelj , ve Strukelj, 2013).



Fullerenlerin benzersiz enerji seviyeleri, yiiksek elektron afinite enerjisi degeri ile
baglantilidir (Kamanina, 2018). Bu elektrokimyasallar 6zellikleri sebebiyle giines
pili gibi alanlarda da kullanim1 bulunmaktadir (Zhang, Inganés, Zhou , ve Vandewal,

2016).

Ceo, alt1 elektrona kadar geri doniisiimlii olarak indirgenebilir. Bu da bir elektron
alicis1 olarak islev gorerek ¢ok sayida verici-alici sisteminin sentezine yol agmasini
saglamaktadir. Ceo'in kolaylikla indirgenebilmesi, bir elektron alicis1 olarak kapsamli
calismasina yol acarken, ayni zamanda zorda olsa oksitlenebilecegi anlamina
gelmektedir (Bracher ve Schuster, 2002). Cgo farkl1 dzellikleri arasinda, goriiniir 1518a
maruz kaldiginda oksijen tiirleri {iretim yetenegine sahiptir ve bu 0Ozelligi onu
fotodinamik terapiler i¢in uygun bir aday yapmaktadir (Chen, Ma, Liu , ve Chen,
2012).

Saf fullerenler, siyah kristallerdir ve hidrofobik molekiiller olmalarindan dolay1 suda
son derece zayif ¢Oziiniirliige sahiplerdir (Injac, Prijatelj , ve Strukelj, 2013).
Cozlindigiinde ise agregatlar olusturabilir ve hem bireysel fulleren hem de fulleren
kiimeleri igeren stabil kolloid ¢o6zeltileri olusturabilir (Prylutskyy, Petrenko, lvankov,
Kyzyma, Bulavin, Litsis vd., 2014). Fullerenin ¢ozeltilerdeki ilging davranisi, sert
molekiiler yapisina konformasyonel ve ¢oziiciiye bagl degisikliklerin etki edemedigi
benzersiz bir ¢oziicli-¢oziinen etkilesimi saglar (Ruoff, Tse, Malhotra , ve Lorents,
1993). Fullerenin ¢oziiniirliigii, hidrofobik bir yapiya sahip olmasindan dolay1 toluen,
kloroform ve benzen gibi organik ¢oziictilerde yiiksek (Kadish ve Ruoff, 2000), polar
¢oziiclilerde ise disiiktir. Bu da biyolojik uygulamalardaki kullanimini

siirlandirabilmektedir (Goodarzi, Da Ros, Conde, Sefat , ve Mozafari, 2017).

Niikleofilik ve elektrofilik ilavelerin, siklo katilmalarin ve radikal ilavelerin
kombinasyonlar1 kullanarak, herhangi bir organik bilesik sinifin1 bir fulleren
iskeletine kovalent olarak baglamak miimkiindiir. Ceo'in bu yapisal ve elektronik
ozellikleri, ¢ok cesitli biyolojik olarak aktif suda ¢oziiniir fullerenlerin olugsmasini
saglayan farkli kimyasal doniisiimlerin gergeklestirilmesi i¢in imkan saglar (Injac,

Prijatelj , ve Strukelj, 2013).

Fullerenin sudaki ¢oOziintirliigiinii arttirmak icin iki fazli kolloidal c¢ozeltiler
hazirlamak, fulleren tiirevlerini ve fulleren polimerlerini sentezlemek gibi (Arbogast,

Darmanyan, Foote, Diederich, Whetten, Rubin vd., 1991; Jafvert ve Kulkarni, 2008)



yontemler gelistirilmistir. Fullerenin hidrofobikligi biyolojik sistemlerde bir miktar
uyumluluk saglamasina ragmen, malzemelerin hidrofilikligi daha biiyiik bir 6neme
sahiptir. Bu nedenle fullerenlerin sudaki c¢oziiniirliiklerini arttirmak icin bazi
calismalar yapilmistir (Astefanei, Nufiez, Galceran, Kok , ve Schoenmakers, 2015;
Deguchi, Alargova , ve Tsujii, 2001). Bunlardan biri, fullerenlerin toluen veya
benzen gibi organik bir ¢ozeltiden, organik ¢oziiciinliin ¢ikarilmasinin ardindan
ultrason uygulamasi ile sulu bir faza aktarilmasi ile ilgilidir (Avdeev, Khokhryakov,
Tropin, Andrievsky, Klochkov, Derevyanchenko vd., 2004). Bu yontemde sulu

cozeltilerdeki fullerenin dagilim mekanizmasi iki sekilde aciklanabilir:

(i) Ceo ve su molekiilleri arasinda H bagi ve yiik transferi yoluyla su tabakasinin
olusumu, sudaki fullereni stabilize eder (Andrievsky, Klochkov, Bordyuh , ve
Dovbeshko, 2002; Prylutskyy vd., 2014) ve

(1) Ultrason uygulamasi ile fulleren kafeslerinde hidroksiller ve karbonlar arasinda
kovalent bir bag olusturulur. Bu da fullerenol kisimlarinin olusumu ile fulleren
molekiiliiniin ¢ozinlrliigini artmasina sebep olur (Labille, Masion, Ziarelli, Rose,
Brant, Villiéras vd., 2009; Prylutskyy vd., 2014).

Fulleren'in suda ¢ozinirligiini arttirmak igin stirfaktanlar (Deguchi, Alargova , ve
Tsujii, 2001) ve y-siklodekstrin (Makha, Purich, Raston , ve Sobolev, 2006) gibi suda

¢ozlinlir supramolekiiler yapilara katilmasi vb. uygulamalar da yapilabilmektedir.

Bahsedilen yontemlere ek olarak fullerenin aminoasitler, karboksilik asitler,
polihidroksil gruplari veya amfifilik polimerler gibi hidrofilik maddeler ile kimyasal
modifikasyonu, biyolojik sistemlerde fullerenlerin hidrofilikligini arttirmak igin
kullanilmaktadir (Biju, 2014; Sun, Lawson, Huang, Wright , ve Moton, 1999).

Fullerenler ¢esitli uygulamalarla biyolojik ortamda ¢oziiniir hale getirildikten sonra,
antiviral aktivite, antioksidan aktivite, tibbi materyalleri kapsiilleme ve yap1
iskelelerinde bir ilag tastyici olarak kullanilmasini igeren biyomedikal uygulamalar
gibi alanlarda kullanilabilir hale gelmektedir (Anilkumar, Lu, Cao, G Luo, Liu, Sahu
vd., 2011; Bosi, Da Ros, Spalluto , ve Prato, 2003).



2.2.Enzimler, izolasyon Yéntemleri ve ALP

2.2.1.Enzimler Hakkinda Genel Bilgi

Canli hiicrelerde meydana gelen hemen hemen tiim kimyasal reaksiyonlar enzimler
tarafindan katalizlenir ve kontrol edilir. Kataliz, en diisiik aktivasyon enerjisi ile
kimyasal reaksiyonunu hizlandiran, bu reaksiyonun baslamasini saglayan islemdir.
Katalizler, birgok endiistrinin basarili gelisimini, dogal kaynaklarin verimli
kullanimin1 ve ayrica sonraki islemlerin karmagikliklarinin azaltilmasini saglar. Son
yillarda kataliz, farkli endistrilerdeki gesitli iiriinlerin seri tiretiminin temeli haline
gelmistir. Enzimler, ¢ok sayida biyomolekiiler yapinin sentezini katalizleyen ve
enerji agisindan verimli, ¢cevreye zararsiz kimyasal ajanlarin iyi bilinen modelleri
olan dogal katalizorlerdir. Biyokatalizorler bir reaksiyonun hizini arttirir, ancak
termodinamik 6zelliklerini etkilemez. Bir biyokatalizoriin en 6nemli avantaji, yiiksek
stereo seciciligi, bolgesel seciciligi ve kimyasal seciciligidir. Bu tiir yiiksek se¢icilik,
koruyucu gruplarin azaltilmasini veya hi¢ kullanilmamasini, en aza indirgenmis yan
reaksiyonlari, daha kolay ayirma ve daha az gevresel problemler gibi ¢esitli faydalar
sagladig1 icin endiistriyel sentez i¢in onemlidir. Yiiksek katalitik verimlilik ve hafif
calisma kosullar1 gibi diger avantajlar da ticari uygulamalar i¢in 6nemlidir (Jaeger,

2004; Liszka, Clark, Schneider , ve Clark, 2012).

Enzimin dogal formu genellikle biiyiik 6l¢ekli kullanim gereksinimlerini karsilamaz;
bu nedenle fiziko kimyasal ozelliklerin diizenlenmesi endiistriyel Olcekte iiriin
gelistirmenin 6nemli bir parg¢asi olmaktadir (Fendri, Louati, Sellami, Gargouri,
Smichi, Zarai vd., 2012; Nakano, Yagi, Miyahara, Kaminura, Kawatsura , ve Itoh,
2011). Enzimlerin biyouyumlu, saf molekiiller olmasi onlar1 tip, kimya endiistrisi,
gida isleme, tarim ve enerji alaninda kullanilabilecek temel molekiillerden biri yapar
(Kirk, Borchert , ve Fuglsang, 2002; Tao ve Xu, 2009). Ancak yiiksek basing,
sicaklik, pH, organik ¢oziiclilerin varlig1 ve oksidatif faktorler iceren endiistrinin
ekstrem c¢alisma kosullari, enzimlerin hizli bir sekilde inaktive olmasima sebep
olabilir (Hildén, Hakala , ve Lundell, 2009; Luetz, Giver , ve Lalonde, 2008). Bu
nedenle biyokatalizoriin basarili bir sekilde uygulanmasi, zorlu c¢alisma kosullari

altinda siirecin performansin1 ve maliyet etkinligini artirabilecek ve yiiksek aktivite,



ozgiilliikk, stabiliteye sahip uygun bir katalitik sistem gerektirir. Bu tiir kararli bir
katalizoriin arastirilmasi, protein miihendisligi, rekombinant DNA teknolojileri ve en
son nanoteknoloji dahil olmak {izere farkli yaklagimlarla yiiksek aktivite ve
spesifiklige sahip ¢esitli enzimlerin arastirllmasint  ve optimizasyonunu

gerektirmistir.

2.2.2.Enzimlerin Smiflandirilmasi

Enzimler genellikle etki ettikleri substratlarin isimlerinin sonuna -az eki getirilerek
adlandirilir. Ornegin, amilaz, iireaz ve tirozinaz, sirasiyla nisasta, iire ve tirozin
iceren reaksiyonlari katalize eden enzimlerdir. Enzimler ayrica kataliz ettikleri
reaksiyonlarin gesitlerine gore de adlandirilir. Ornegin  dehidrojenazlar ve
dekarboksilazlar, sirasiyla farkli substratlardan hidrojen ve karboksil g¢ikarilmasini

katalize eder (Blanco ve Blanco, 2017).

Onceki literatiir ¢alismalarinda kullanilan enzimlerin adlandirilmasinda yararh
olmayan ¢ok sayida isim kullanilmasindan dolay1 rasyonel bir isimlendirme ihtiyaci
ortaya ¢ikmistir. Orne@in, eski sar1 enzim ile yeni sar1 enzim arasindaki farki ve
diyaforazin veya bu nedenle DT-diyaforazin katalize ettigini yalnizca dogrudan konu
ile calisanlarin bilmesi miimkiindiir. Benzer sekilde, rodenese (tiyosiilfat siilfiir
transferazz EC 2.8.1.1) tarafindan katalize edilen reaksiyon, enzimin
isimlendirmesiyle nasil bir reaksiyon katalizlediginin anlagilmasi giigtiir. Ve bir
peptidaz1 (EC 3.4.21.73) tanimlamak i¢in {irokinaz adinin kullanilmasi, kinaz terimi
genellikle ATP' den baska bir substrata fosfat aktaran enzimler i¢in kullanildigindan

kafa karistirict olmaktaydi (Boyce ve Tipton, 2001).

Malcolm Dixon ve Edwin Webb, 1958'de yukarida bahsedilenler gibi enzimlerin
isimlendirmesinin karigik durumuna bir diizen getirmeye calisirken, enzimleri
yapilarina gore degil, katalize ettikleri reaksiyonlara gore siniflandirarak,
terminolojinin diger dallarinda kullanilandan farkli bir adim attilar. Bu sistem,
Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB), Uluslararas1 Saf ve
Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) ile Ortak Adlandirma Komitesi araciligiyla
enzimlerin Enzim Adlandirma listesine dahil edilmis ve gelistirilmistir (Boyce ve

Tipton, 2001).



Isimlerin farkli kriterlere gére kullaniminin ortaya ¢ikardigi karisiklik, kurulan bu
siiflandirma sistemiyle, her bir enzime agiklayici bir ad ve kesin tanimlanmasina
izin veren bir numara atamasiyla ¢éziime ulasti. Bu smiflandirmada, katalize edilen
reaksiyon tipine gore alt1 ana enzim sinifi dikkate alinir. Her sinif, alt siniflara ve alt
siiflarin alt siniflaria ayrilir. Enzimi tanimlamak i¢in kullanilan sayisal kod su dort
bilesenden olusur: ilk say1 ana enzim siifina karsilik gelir, ikincisi alt sinifa karsilik
gelir, tgiinciisti altsinifin alt sinifin1 gosterir (bu numaralar reaksiyona dahil olan
atom gruplarinin dogas1 dikkate alinarak verilir) ve dordiincii alt sinifindaki enzim
sira numarasini temsil eder (Blanco ve Blanco, 2017). Tablo 1’de alt1 ana enzim
ailesinin katalizledikleri tepkimeler genel olarak verilmistir.

Tablo 1. Alt1 Ana Enzim Ailesi ve Katalizledigi Tepkimeler (Blanco ve Blanco,
2017).

E”If;l;”ngg'te Kataligledigi Tepkime
EC1 ) .
Oksidarediiktazlar KredtYox <> Xox + Yred Redoks Tepkimeleri
TranEfCe rzazlar XY+Z—->X+Y-Z Fonksiyonel Gruplarin Taginimi
- A X-Y + H;0 — X-H + Y-OH Hidroliz Tepkimeleri
EC4 i Gruplarin Ayrilmasi
Liyazlar KX o XHY (Cift bag olusumu)
izorE;zslzlar X-Y-Z — X-Z-Y [zomerlesme Tepkimeleri
_EC6 X+Y +ATP — X-Y +ADP +P; Bir Uglii Fosfat Grubunun
Ligazlar Ayrilmasiyla

2.2.2.1. EC1 Oksidorediiktazlar

Bu sinif, oksidasyon reaksiyonlarini katalize eden enzimleri igerir. Bir grubun
oksidasyonuna digerinin indirgenmesi eslik etmesi gerektiginden, oksidorediiktazlar
olarak gruplandirilirlar (Boyce ve Tipton, 2001). Koenzimlerle iliskilidirler,

dehidrojenazlar, oksidazlar, peroksidazlar ve oksijenazlari igerirler.

Dehidrojenazlar, substrat olarak hidrojen donorlerini ve alici olarak bir koenzimi
kullanir. Degistirdikleri substratin adi ve ardindan dehidrojenaz kelimesi ile

belirtilirler. Daha az siklikla, ters reaksiyon diisiiniildiigiinde, bunlara rediiktaz denir.



Oksidazlar, hidrojen alicisinin molekiiler oksijen (O2) oldugu reaksiyonlari katalize
eden enzimlerdir, oksijen atomlar1 oksitlenmis tiriinde goriinmez. Peroksidazlar, bir
substrat1 oksitlemek i¢in H202 kullanan enzimlerdir, peroksiti H.O'ya doniistiirtirler.
Oksijenazlar, substrata oksijen katarlar. Dioksijenazlar ve monooksijenazlar olarak
ayirt edilebilirler. Dioksijenazlar, her iki Oz atomunun da substrata yerlestirildigi
reaksiyonlar1 katalize eder. Monooksijenazlar, substratta Oz'den sadece bir atom
igerir, digeri ise H2O olusturmak i¢in indirgenir. Bu gruptaki diger enzimler, iki

substrat1 ayni1 anda oksitleyen karisik islevli oksidazlardir (Blanco ve Blanco, 2017).

Oksidorediiktazin bir 6rnegi, laktat dehidrojenazdir. Sistematik adi I-laktattir: NAD
oksidorediiktaz; Onerilen diger adi laktat dehidrojenazdir ve enzim komisyon
numarast 1.1.1.27'dir. Bu enzim, laktatin piruvata oksidasyonunun yani sira
reaksiyonun ters halini de (piruvatin laktata indirgenmesi) katalize eder. Enzim,
nikotin amid adenin diniikleotidi (NAD) koenzim olarak kullanir (Blanco ve Blanco,
2017). Kataliz tepkimesi sudur:

iy G
HOCH + NAD® = C=0 + NADH + H*

'.‘IED (o) {I3Cr o~

Laktat Piruvat

Sekil 2. Oksidorediiktaz Enzim Ailesi Uyesi Laktat Dehidrojenazin Kataliz
Tepkimesi (Blanco ve Blanco, 2017).

2.2.2.2. EC2 Transferazlar

Transferazlar, bir verici substrattan bir alict bilesige amin, karboksil, karbonil, metil,

asil, glikosil ve fosforil gibi bir grup atomun transferini katalize eden enzimlerdir.

Ornegin; enzim ailesinin bir iiyesi l-aspartati icerir: 2-oksoglutarat amino transferaz,
veya aspartat amino transferaz EC2 enzim ailesinin bir iiyesidir. (enzim komisyon
numarasi, 2.6.1.1.). Bu enzim asagida gosterilen Kkataliz tepkimesiyle bir amin
grubunun bir bilesikten digerine transferini katalizleyen tepkimeyi gerceklestirir
(Blanco ve Blanco, 2017).
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co0" c::H2 SO0 GH:

?H: + 'Ell'Hz E— (I:Hz + (|:Hz
*H,N—C—H Cc=0 G=0 *HN-C—H

coo- coo- coo- coo"

L-Aspartat 2-Oksoglutarat

Oksaloasetat L-Glutamat
a-Ketoglutarat

Sekil 3. Transferaz Enzim Ailesi Uyesi Aminotransferazin Kataliz Tepkimesi
(Blanco ve Blanco, 2017).

2.2.2.3. EC3 Hidrolazlar

Hidrolazlar, fosforik anhidrit baglar1 dahil olmak iizere C—O, C—N, C-C, C—S ve
O—P ve diger baz1 baglar gibi ester baglarinin hidrolitik olarak kirilmasini katalize
eden enzimlerdir. Ornegin, asetil Kolin esteraz ve riboniikleaz bu gruba aittir;
sirastyla asetilkolinde asetat ve kolin arasindaki ester bagimi ve RNA'daki
niikleotidler arasindaki baglar1 hidrolize ederler. Bagka bir 6rnek, {ire olusturmak i¢in
arginin hidrolizini katalize eden arginaz veya l-arginin amidino hidrolazdir (enzim

komisyon numarasi, 3.5.3.1) (Blanco ve Blanco, 2017).

(e

G =NH CH,—NH;'

NH CH

1 - NH, I =
{(I:'Hg}a + H]D —— D = C ~ + ?H:

*H;N—=C—H et "'H,N—Cr:—H

]

CoO- CoO"
L-Arjinin Ure L-Ornitin

Sekil 4. Hidrolaz Enzim Ailesi Uyesi Arjinazin Kataliz Tepkimesi (Blanco ve
Blanco, 2017).

EC 3.1 enzim ailesi ester baglar1 ilizerinde etki gdsteren bir gruptur. Substratin
dogasi, ii¢ Ornekte gosterildigi gibi biiyiik Olclide farklilik gosterebilir. Bunlar
karboksilik ester hidrolaz, tiolesterhidrolaz ve fosfohidrolaz (fosfataz)lardir. Yani
bizim ¢aligmamizda nanozim olarak tasarlayadigimiz model enzimimiz Alkalen

Fosfataz, hidrolazlarin alt enzim ailesi olan esterazlarin alt grubunda yer alan bir
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enzimdir. Asagidaki sekilde hidrolazlarin calisma mekanizmasi gosterilmektedir

(Blanco ve Blanco, 2017).

R—@LF{—OH+H—®

Sekil 5. Hidrolaz Enzim Ailesi Uyesi Fosfatazlarin Kataliz Tepkimesi, P
(monofosfat), R (organik grup) (Blanco ve Blanco, 2017).

2.2.2.4. EC4 Liyazlar

Liyazlar, hidrolizden farkli bir iglemle bir substrattaki C—C, C—S ve C—N baglarinin
(peptit baglar1 hari¢) boliinmesini katalize eder. Bazilari alt tabakadan gruplar ¢ikarir

ve ¢ift baglar olusturur, digerleri ise ¢ift baglara gruplar ekler.

Katalizledikleri reaksiyonlar sonucunda CO», su veya aldehiti iireten tiirleri de

karboksilazlar1, dehidratazlari, aldolazlar1 olarak adlandirilirlar.

Ters reaksiyon (bir grubun eklenmesi) gergeklestirildiginde, bu enzimlerin sentez
islevini vurgulamak i¢in sentaz olarak adlandirilir. Sentazlar, reaksiyonlarinda ATP
gibi bir enerji kaynagi gerektirmez. Bir liyaz ornegi, fruktoz-1,6-'yi pargalayan
aldolazdir (enzim komisyon numarasi, 4.1.2.13). Aldolazin sistematik ad1 fruktoz1,6-

bifosfattir (Blanco ve Blanco, 2017).

P=O-HC O\ CH-0—" i“[JH,—C}— P L;:HEGH
. H-C-0OH 2 C=0
HOfoH - I I
\
H
OH
Fruktoz-1,6-bifosfat D-Gliseraldehit-  Dihidroksiaseton
’ 3-fosfat fosfat

Sekil 6. Liyaz Enzim Ailesi Uyesi Aldolazin Kataliz Tepkimesi (Blanco ve Blanco,
2017).
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2.2.2.5. EC5 izomerazlar

Izomerazlar, bir molekiiliin optik, geometrik veya konumsal yapidaki izomerlerine
doniistiiriilmesini katalizler. Ilgili izomerizmin tipine gére rasemazlar, epimerazlar,
cis—trans-izomerazlar, izomerazlar, totomerazlar, mutazlar veya sikloizomerazlar
olarak adlandirilabilirler. Bu enzim grubu i¢inde, glikoz-6-fosfat'in fruktoz-6-fosfata
dontigiimiinii  katalize eden fosfoglukoizomeraz bulunur. Bagka bir izomeraz,
asagidaki reaksiyonu katalize eden triozfosfatizomeraz veya D-gliseraldehit-3-fosfat

ketolizomerazdir (Blanco ve Blanco, 2017).

/H
CIEHECJH (l';=0
(?=D — H—(lj—DH
CH,—0—PO; CH,—0—PO;
Dihidroksiaseton D-Gliseraldehit-
fosfat 3-fosfat

Sekil 7. Izomeraz Enzim Ailesi Uyesi Triozfosfat Izomerazin Kataliz Tepkimesi
(Blanco ve Blanco, 2017).

2.2.2.6. EC6 Ligazlar

Ligazlar, ATP veya benzer bir niikleosit trifosfattaki bir difosfat baginin eszamanl
hidrolizi ile iki molekiiliin birbirine baglanmasin (ligasyonunu) katalize eder. Ortaya
¢ikan reaksiyonlar C—C, C—S, C—O veya C—N baglarin1 olusturur. Bu enzim
gruplarinin  6rneklerinden biri, reaksiyonu katalize eden glutamin sentetazdir.
Glutamin olusturmak i¢in glutamik asit ve amonyak kullanir. Sentez i¢in gerekli

enerji ATP'nin hidrolizi ile saglanir.
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Coo~ EllD—NHz

CI]Hz [[:Hz
CH:  + NHI +ATP — tle; + ADP + P,
*H,N—C—H  Amonyum *H,N—C—H
LI:DD' oo
L-Glutamat L-Glutamin

Sekil 8. Hidrolaz Enzim Ailesi Uyesi Arjinazin Kataliz Tepkimesi (Blanco ve
Blanco, 2017).

2.2.3. Dogal Enzim Uretim Siireclerinin Handikaplari, Enzim Mimetik Yapilar

ve Uygulama Alanlar

Enzimler, canli organizmalarin metabolizmasin1 ayarlayabilen, genetik bilgi
aktarabilen, yasam aktivitelerini silirdiiren ve kimyasal reaksiyonlar1 katalize
edebilen, biyokatalitik fonksiyonlu bir tiir biyo-makro molekiillerdir. Enzimlerin
biyouyumlu, biyolojik reaksiyonlar icin miikemmel Kkatalitik aktiviteye sahip
olmalari, yliksek substrat oOzgiillikleri nedeniyle saf molekiiller olmasi onlar
biyosensor, tip, ¢evre koruma, kimya endiistrisi, gida isleme, tarim, enerji ve diger
alanlarda kullanilabilecek temel molekiillerden biri yapar (Kirk, Borchert , ve
Fuglsang, 2002; Tao ve Xu, 2009).

Genellikle dogal enzimlerinde iiretiminde zayif stabilite, zaman alict ve maliyetli
hazirlik, asin pH ve sicaklik altinda aktivite kaybi gibi olumsuz durumlar
olusmaktadir. Enzimlerin biyosentezi ve sentez yontemlerinin uygulamasi esnasinda
enzimlerin saflastirma ve isleme islemlerindeki ¢aba ve is yiikiiniin fazlahgi,
tiretimdeki maliyetin yiiksek olusu, diisiik stabilite yani; yiiksek basing, sicaklik, pH,
organik ¢oziiciilerin varlig1 ve oksidatif faktorler iceren endiistrinin ekstrem c¢alisma
kosullarinda enzimlerin hizli bir sekilde inaktive olmasi, saflastirilmis enzimlerin
tiretimleri sonucunda elde edilen biyoaktivitelerindeki partiden partiye olusan biiyiik
farkliliklarin olusmasi gibi parametreler dogal enzimlerin yaygin olarak kullaniminm
engellemektedir. Biiylik 06lcekli calismalarda biyokatalizorlerin  uyumlulugunu
artirmak i¢in bu dogal malzemelerin zorlu kosullarda aktivitesini kaybetmeden stabil
kalmasimi saglamak gerekir. Bu yiizden bu tiir kararli bir katalizoriin tasarlanmasi,
protein miihendisligi, rekombinant DNA teknolojileri, nanoteknoloji gibi alanlarin
ortak hedefi haline gelmistir (Kirk, Borchert , ve Fuglsang, 2002; Tao ve Xu, 2009).
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Bu tiir yapilarin tasarimi igin pratik uygulamalarin dogal kimyasallar1 tam kimyasal
sentez veya yari sentetik yontemlerle degistirmek i¢in kararli ve diisiik maliyetli,
model enzimlerin aktif bolgeleri ve biyolojik rolleri dikkate alinarak tasarlanan
yapay enzim benzeri yapilarin gelistirilmesi, kolay {iretilebilir, yiiksek stabiliteli ve
yiiksek aktiviteli katalitik malzemelerin gelistirilmesi igin ¢ok 6nemlidir (Wei ve

Wang, 2013).

Nanoteknolojide kullanilan ¢esitli nanotastyicilarin gelistirilmesi, klasik yontemlerin
disinda ¢oziimler liretilmesine olanak saglar. Nanobiyokataliz alanindaki daha onceki
gelismeler genellikle basit adsorpsiyon ve kovalent baglanma gibi geleneksel
yaklagimlart kullanarak farkli nanoyapili materyaller {izerinde enzimlerin
immobilizasyonu temeli iizerine yapilmistir. Nano yiizey Olc¢limleri ve nano
yiizeylerdeki non-kovalent/kovalent modifikasyonlar, enzim substrat
reaksiyonlarinin meydana gelmesi i¢in genis bir yiizey alani saglar bu da serbest
enzime kiyasla birim kiitle basina artan enzim aktivitesi ile enzim yiiklemesinin artis1

saglanmigtir (Dev, Srivastava , ve Karmakar, 2018).

fIk olarak Ronald Breslow tarafindan tanimlanan yapay enzim mimikler, dogal
enzimlerin yapisini ve iglevini mimik etmek iizere tasarlanmis yapay malzemelerdir
(Breslow ve Overman, 1970). Son yillarda, enzim mimikler alaninda biiyiik ilerleme
kaydedilmistir (Wu, Wang, Wang, Lou, Li, Zhu vd., 2019; Xiong, Huang, Lin, Liu,
ve Lin, 2019). Siklodekstrinler, porfirinler ve biyolojik molekiiller gibi bir dizi enzim
mimik olarak ve ¢esitli alanlarda dogal enzimlerin yerine kullanilmistir (Wang, Hu ,
ve Wei, 2016; Wei ve Wang, 2013). Dogal enzimlerle karsilagtirildiginda, geleneksel
enzim mimikler basit yapi, diisiik molekiiler agirlik ve yiiksek stabilite (6zellikle
yuksek sicaklikta) gibi avantajlara sahiptir. Bununla birlikte, diisiik katalitik

aktiviteleri ve zayif se¢iciligi negatif 6zellikleri arasindadir.

Scrimin, Pasquato vd., azacrown ile modifiye edilen altin nanopartikiillerin niikleaz
benzeri bir isleve sahip oldugunu ve niikleik asitlerin fosfodiester baglarin
kirilmasimi katalize edebildigini bulmuslardir (Manea, Houillon, Pasquato , ve
Scrimin, 2004). ilk olarak, énemli riboniikleaz aktivitesine sahip tiyol korumali altin
nanoklusterin tek tabakasini tanimlamak i¢in "nanozim" kavrami one siiriilmiistiir.

2007 yilinda Yan vd. ilk kez manyetik demir tetroksit nanopartikiillerinin peroksidaz
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benzeri Ozellikler sergiledigini bildirmistir (Gao vd., 2007). Bu kesif, hizla bir

aragtirma noktasi haline gelen nanozimlere olan ilginin artmasini saglamistir.

HuiWei ve ErkangWang ayrica nanozim kavramimi “enzimatik Ozelliklere sahip
nanomalzemeler” olarak tanimladilar. Yeni nesil yapay mimetik enzimler olarak
nanozimler, dogal enzimlerden ve geleneksel yapay enzimlerden daha kararli ve
ekonomiktir. Simdiye kadar, c¢esitli nanozimler bildirilmistir ve bu nanoyapilar,
biyosensorler, ¢evresel iyilestirme, hastaliklarin tedavisi gibi alanlarinda yaygin

olarak kullanilmaktadir (Wang, Hu , ve Wei, 2016; Wei ve Wang, 2013).

Nano enzimler, nanomalzemelerin ve katalizorlerin ikili 6zellikleri gbz Oniine
alindiginda nanomalzemenin boyutlar1 ve katalitik tiplerine gore siiflandirilabilir.
[lk olarak, nanomalzemenin boyutlarina gére siniflandirilabilir. Bir nano malzemenin
{ic boyutu nano dlgekte 0D, 1D, 2D ve 3D olarak adlandirilmaktadir. Ikinci olarak da
enzimatik reaksiyon tiirlerine gore, peroksidaz nanozim, katalaz nanozim, oksidaz
nanozim, nitrat rediiktaz nanozim, niikleaz nanozim gibi mimetik dogal enzimlerine

gore adlandirilabilir.

Nanozimler, organik bilesiklerden inorganik nanomalzemelere genisleyerek
nanomalzemelerin uygulama araligin1 zenginlestirmislerdir. Fakat nanozimlerin
katalitik 6zgiilliigii, substrat seciciligi arttirilarak ve ¢ok fonksiyonlu hale getirilerek
farkli uygulamalarda kullanim i¢in gelistirilmeye ihtiya¢ duyulmaktadir (Hou, Jiang,
Sun, Zhang, Huang, Liu vd., 2019).

Literatiirde verilen bir¢cok fonksiyonlu yapay enzim ¢alismasinda biyoremediasyona
yonelik aragtirmalar mevcuttur. Organik kirleticiler, 6zellikle yiiksek toksisiteye
sahip olanlar, eko-gcevre sistemi ve insan sagligi lizerinde ciddi etkiler gostermistir
(Hu, Zhang, Zeng, Chen, Wan, Guo vd., 2016). Simdiye kadar, kimyasal oksidasyon,
fiziksel adsorpsiyon ve biyolojik bozunma dahil olmak iizere organik Kirleticileri

ayrigtirmak i¢in ¢esitli yontemler onerilmistir.

Biyolojik bozunma, yiiksek verimli ve ¢evre dostu olma 6zelliklerine sahiptir. Ancak
biyolojik bozunma icin kullanilan dogal enzimlerin pahali ve kararsiz olmalar1 gibi
negatif 6zelliklerinden dolay1 organik kirleticileri ayristirmak i¢in yeni malzemeler
ve yontemler gelistirilmektedir. Enzim mimikler bu alanda kullanim i¢in ideal bir
bozunma ajani olarak kullanilabilir. Simdiye kadar, rapor edilen enzim mimikler

kullanilarak bozunmaya ugratilan organik molekiilleri arasinda fenol, bisfenol A,

16



metil mavisi, siilfametoksin, 4-klorofenol, norfloksasin, ksilenol turuncusu,

stilfatiazol, rodamin B, metilen mavisi ve kongo kirmizis1t bulunmaktadir.

Wang vd., klorofenoller ve bisfenoller gibi kirleticilerin pargalanmasi igin bir Cys-
His dipeptit ile Cu*/Cu?" koordinasyonuna dayali yeni bir CH-Cu nanozim
gelistirlmistir (Sekil 9) (Wang, Huang, Qi, Su, Binks , ve He, 2019).

Olusturulan CH- Cu nanozimler, lakkaz aktivitesini mimik edebilmekte ve lakkaz ile
karsilastirilabilir miikemmel bir katalitik aktivite, geri doniistiiriilebilirlik ve substrat
evrenselligi sergileyebilmektedir. Metal iyonlar1 kompleksleme reaksiyonu icin
metal ligandlar olarak anahtar peptitlerin kullanilmasi, dogal bir enzimin aktif
bolgesinin yapisint mimik edebilen yeni nanozimlerin tasarimi ve sentezi i¢in yeni
bir kavram ve yontem olarak kullanilabilmektedir(Wang vd., 2019).

HN
\T\N DMF/H,0 (4:3)
. ———

oH 140°C,45h

Sekil 9. Klorofenollerin ve bisfenollerin degredasyonu i¢in bir Cys-His dipeptid ile
Cu*/Cu*?nin koordinasyonuyla tasarlanan yeni CH-Cu nanozimin sematik gosterimi
(‘MDPI, Catalysis’ Dergisi izni ile (Hou vd., 2019) sekil kullanilmistir.).

Bu siirece ragmen, nanozimlerin geri kazanimi olduk¢a zordur. Ciinkii nanozimlere
ligandlarin baglanmasi aktif bolgeleri bloke edebilir ve bunlarin katalitik aktivitesini
etkileyebilir (Liu ve Liu, 2017). Bu sorunu ¢dzmek i¢in, manyetik nanopartikiiller ile
bir nanozim gelistirmeye calisilmistir. Bu diisiincenin, ayirma ve geri doniisiimiin

yani sira katalitik aktivitenin siirdiiriilmesi i¢in yararli olabilecegi diistiniilmektedir.

Yapay katalistler olarak kullanilan ve hala gelistirilmekte olan enzim mimiklerin
arasinda fulleren tlirevli enzim mimik yapilarda 6nemli bir yere sahiptirler. Ceo

tirevleri, altin nanopartikiiller, nadir toprak nanopartikiilleri ve ferromanyetik
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nanopartikiiller gibi bazi nanomateryallerin, beklenmedik enzim benzeri aktivite
sergiledigi bulunmustur (Dugan, Gabrielsen, Yu, Lin , ve Choi, 1996; Wang, Liu,
Yang, Wang, Liu , ve Cao, 2012). O zamandan beri, nanoboyutta yapilan
caligmalardaki sayinin artis1 ve nanomalzemelerin benzersiz 6zellikleri nedeniyle bu
alandaki caligmalarda Onemli bir yol katedildi. Nanozimler, biyoalgilama,
immiinolojik testler, kanser teshisi ve tedavisi, ndroproteksiyon, kok hiicre biiytimesi
ve Kirletici uzaklastirma dahil olmak t{izere birgok alanda genis uygulama

olanaklarina sahip olmustur (Wei ve Wang, 2013).

Fulleren ve tiirevleri, dogal enzimleri mimik etmek i¢in kesfedilen ilk
nanomalzemeler arasindaydi (Nakamura ve Isobe, 2003; Tokuyama, Yamago,
Nakamura, Shiraki , ve Sugiura, 1993). Yapilan ilk ¢alismalar Ceo’1n radikallere kars1
benzersiz kimyasal reaktivitesi nedeniyle radikal bir siinger olarak gorev
yapabilecegini gostermistir. Bununla birlikte, herhangi bir modifikasyon olmadan
fullerenler suda ¢6ziinmez, yani sulu c¢ozeltiler iginde biyomolekiillerle etkilesime
giremezler. Suda ¢6ziiniir fulleren tiirevlerinin kimyasal modifikasyon stratejileri
yoluyla gelistirilmesine yoOnelik devam eden ¢alismalar, biyomolekiillerle
etkilesimleri ve enzim benzeri aktiviteler gibi ¢esitli buluslarin ortaya ¢ikmasini

saglamistir (Wang, Wei, Zhang, Wang , ve Dong, 2018).

Nanomalzemelerin ylizey modifikasyonu, biyouyumluluklarinin iyilestirilmesinde, in
vivo dagilim ve metabolizmalarinin diizenlenmesinde ve 6zellikle zayif ¢oziiniir veya
¢Oziinmeyen nanomalzemeler i¢cin Onemli olan cevre iizerindeki toksisitelerinin
azaltilmasinda 6nemli bir rol oynar (Wu, Chang, Liu, Zhao , ve Zhao, 2010; Yan,
Zhao, Li, Hu , ve Zhao, 2011).

Karbonun ylizey kimyasmi kesfetmeye yonelik arastirmalarda nanomalzemeler,
biyomedikal ve diger bir¢ok uygulama i¢in yeni 6zellik ve fonksiyonlarint daha iyi
anlamak i¢in 6nemlidir (Lao, Li, Han, Qu, Liu, Zhao vd., 2009; Meng, Xing, Blanco,
Song, Zhao, Sun vd., 2012).

Fullerenlerin aminoasitler gibi hidrofilik kisimlarla islevsellestirilmesi, diisiik
hidrofilisitesinin {istesinden gelmek, enerji ve elektron transferini engelleyen
kiimelenmeyi Onlemek i¢in Onemlidir. Fonksiyonellestirilmis Ceso, tiimor

biiylimesinin inhibisyonu, HIV-1'e kars1 antiviral aktivite ve se¢ici DNA kopmasi
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gibi tibbi ve biyolojik uygulamalarda kullanilmistir (Lee, Mackeyev, Cho, Li, Kim,
Wilson vd., 2009).

Fullerenlerin tiptaki potansiyel uygulamalari, ¢ogu fulleren tiirevinin tipik ilaglara
kiyasla alisilmadik derecede diisiik toksisiteye sahip olmasi sebebiyle arttirilmaktadir

(Richardson, Schuster , ve Wilson, 2000).

1990'larin baslarinda, bir Ceo tiireviyle (yani Ceo-1) 151k kaynakli oksidatif DNA
boliinmesi gosterilmistir. Birkag yil sonra, siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesini
mimik eden fulleren tiirevi arastirilmis ve bu calisma bugiline kadar fulleren bazh
nanoenzimlerin uzun siiredir devam eden arastirmalarina yol agmistir. Fulleren ve
tiirevleri, niikkleaz ve SOD'un yani sira peroksidaz gibi diger enzimleri mimik etmek

i¢in de kullanilmistir (Wang, Guo, Hu, Wu , ve Wei, 2016).

Fullerenlerin SOD mimik etme aktivitesi, kapsamli bir sekilde ¢alisilmistir (Dugan,
Gabrielsen, Yu, Lin, ve Choi, 1996). Ceo'in radikal bir siinger gorevi gorebileceginin
erken kesfinden esinlenen Choi vd., iki polihidroksillenmis Ceo'in (yani, Cso (OH)12
ve Ceo (OH) nOm, n = 18-20, m = 3-7 hemiketal grup) noroprotektif aktivitelerini
arastirmistir (Dugan, Gabrielsen, Yu, Lin , ve Choi, 1996; Krusic, Wasserman,
Keizer, Morton , ve Preston, 1991). Incelenen iki fulleren tiirevinin her ikisinin de
serbest radikalleri temizledigi ve boylece kiiltiirlenmis kortikal noronlarin

eksitotoksik ve apoptotik 6limiinii azaltabildigi gosterilmistir.

Sonraki ¢alismalarda, C3 simetriye (Ceo-C3) sahip Ceo [C(COOH).]3’tin noron
korumasina karst etkili oldugunu belirlediler (Dugan, Turetsky, Du, Lobner,
Wheeler, Almli vd., 1997).

HO,C
COH

HO,C

HO,C

Sekil 10. Csp [C(COOH).]3’iin Molekiiler Yapist (‘Free Radical Biology and
Medicine’ Dergisi izni ile (Dugan vd., 1997) sekil kullanilmistir.).
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Yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglar analiz edilerek, Ceo-C3'iin SOD benzeri
aktivitesi icin katalitik mekanizma onerilmistir (Sekil 11). Onerilen mekanizma,
dendritik Ceo tiirevlerinin kullanildigi diger calismalar tarafindan desteklenmistir
(Liu, Filipovi¢, Ivanovi¢-Burmazovi¢, Beuerle, Witte , ve Hirsch, 2008; Osuna,

Swart , ve Sola, 2010).

(a)

~# H,0,+0,+20H"

high «———» low

affinity for a nucleophile

1 ‘BN

Cy + O + HyO, + 2HO

Sekil 11.SOD mimikleri olarak tiiretilmis Ceo a. Siiperoksit anyonunu katalitik olarak
hidrojen peroksit, su ve hidroksile doniistiirmek i¢in bir SOD taklidi olarak CeoCs. b.
Onerilen katalitik mekanizma (‘Free Radical Biology and Medicine’ Dergisi izni ile
(Ali, Hardt, Quick, Kim-Han, Erlanger, Huang vd., 2004) referans gosterigmistir.).

Fulleren tabanli SOD mimiklerinin ndroprotektif etkileri, diger birka¢ hiicre hatti
kullanilarak da incelenmistir. Ornegin, metiyonin ile modifiye edilmis Cgo, SH-

SYSY néroblastoma hiicrelerini kursun iyonlarmin (Pb*?) indiikledigi oksidatif
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hasardan koruyarak ve boylece hiicre sagkalimini iyilestirebilmektedir (Chen, Li,

Zhang, Xu, Lin, Wang vd., 2011).

Suda ¢oziinebilen fullerenler genellikle enzim mimik etme caligmalar1 i¢in gerekli
olsa da, saf Ceo sulu siispansiyonunun sadece biyolojik olarak uyumlu olmadigi, ayni
zamanda karaciger hasar1 {izerinde koruyucu etkiler de gosterdigi gosterilmistir

(Gharbi, Pressac, Hadchouel, Szwarc, Wilson , ve Moussa, 2005).

Son zamanlarda, yapay niikleik asit par¢alama ajanlari, biyokimya ve molekiiler

biyolojideki ¢ok 6nemli uygulamalar1 nedeniyle biiyiik ilgi gérmektedir.

Yapay niikleik asit par¢alama ajanlarin ¢aligmalarinin yapilmasindaki amag¢ dogal
niikleazlarin katalitik mekanizmasin1 anlamak (Nomura ve Sugiura, 2004) ve
bolgeye, diziye 6zgii bolinme ajanlarmin gen terapisine (Cowan, 2001), genel

molekiiler biyolojiye uygulanabilirligini gostermektir.

Yapilan enzim mimik ¢alismalarindan bir tanesi de sadece iki-li¢ amimoasit dizisinin
birlikte ¢alistigi mekanizmalardir. Ornegin; Serin (Ser) ve Histidin (His) amino
asitleri, dogal olarak olusan c¢esitli enzimlerin aktif bdlgelerinde enzimatik
reaksiyonlara dogrudan katilimcilar olarak birlikte islev goriir. Serinin yan zincir
hidroksili genellikle bir niikleofil gorevi goriirken, histidin, enzimlerde proton veren
veya kabul eden bir grup olarak islev goren imidazol yan zincirine sahiptir ve bazi
serin proteaz mimikleri bu kavramlara gore tasarlanmis ve sentezlenmistir (Catry ve

Madder, 2007; Madder, Li, De Muynck, Farcy, Van Haver, Fant vd., 2002).

Enzimlerin peptit bag1 ve ester bagi boliinme reaksiyonlarinda Ser (veya ilgili
aminoasit gruplar1) ve His gorevleri bilinmektedir. Peptid baginin ve fosfodiester
baginin boliinmesindeki ortak kimyasal 6zellikler, dipeptid serin-histidinin (Ser-His)
DNA'nin kendisinin yani sira proteinleri de parcalayabildigi deneysel sonuclarla

daha da dogrulanmistir (Ma, Chen, Sun, Wan, Zhu, Li vd., 2008).
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Sekil 12. Ser-His tarafindan DNA hidrolizi i¢in 6nerilen mekanizma. Kesik ¢izgiler,
Ser-His ve oligoniikleotid arasindaki H-baglarimi gostermektedir (‘Amino Acids’
Dergisi izni ile (Ma vd., 2008) sekil kullanilmstir.).

Yapilan farkli bir enzim mimik c¢alismasi da, ALP'min hem katalitik hem de
biyomineralizasyon artiric1 islevlerine sahip olan ve dogal hiicre disi matrikste
bulunanlara benzer tasarlanan bir nano-lif yap1 olan peptit nanofiberlerdir. Bu yapay
fosfataz benzeri peptit nanoyapilar (pPA'lar), ¢cok islevli nodiiller olarak hareket eden
katalitik merkezlere sahiptir ve biyoaktif, katalitik ve kalsifiye olabilir kemik matris
yapilari tiretmek i¢in kullanilmistir (Gulseren, Yasa, Ustahuseyin, Tekin, Tekinay ,
ve Guler, 2015).

NH
PPA )
o] . o} " 0o : 0
/\/\/\/\/\)l\u NJH&(N\)LH N\;)kNHZ
0 /:\ 0 o 3

Ny M

Sekil 13. pPA (Lauryl-VVAGH-Am) ve kontrol grup peptit amfifillerinin kimyasal
yapisi (‘ACS Publications’ Dergisi izni ile (Gulseren vd., 2015) sekil kullanilmistir.).

Peptit molekiilleri arasinda goriintiilenen sinerjik etkilerle olusturulan enzim benzeri
katalitik bir aktiviteyle kolaylastirilan biyomineralizasyon siirecinin gii¢clendirilmesi
icin bir iskele olarak peptit nanoyapilar kullanilmistir. Bireysel peptit amfifil
molekiillerinin aktif bolgeleri, nanofiber sistemin g¢evresinde ¢ok sayida histidin
grubu sunmak tizere tasarlanmistir. Kullanilan gruplar dogal ALP enziminin katalitik
aktivitesini mimik etmek i¢in diizenlenmistir. Sentetik ALP mimetik nanoyapilari,

ayn1 zamanda ¢oklu hiicre tiplerinin verimli osteogenik farklilagsmasini indiiklemis ve
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organofosfat molekiillerinin hidrolizi yoluyla kemik benzeri nodiillerin olusumunu

kolaylastirdigi gézlemlenmistir (Gulseren vd., 2015).

2.2.4. Model Enzim: Alkalen fosfataz

ALP, omurgalilarda en yaygin bulunan fosfatazlardan biridir ve alkali ortamlarda
proteinler, niikleotidler gibi biyomolekiilleri veya pirofosfatlar ve ATP gibi kiiciik
fosforile molekiilleri defosforile etmek igin islev goriir. Bu enzimin temel
islevlerinden biri kemik mineralizasyonunun diizenlenmesidir ve kemik yeniden

sekillenme stirecinde osteoblastlar tarafindan biiyiik olcilide salgilanir.

ALP (EC 3.1.3.1), fosforik asidin monoesterlerinin hidrolizini katalize eden bir
dimerik metaloenzim ailesinin bir liyesidir. Ayrica, biiyiik konsantrasyonlarda fosfat
alicis1 varliginda bir transfosforilasyon reaksiyonunu katalizlerler (Herries, 1981).
ALP, Escherichia coli'den insana kadar birgok organizmada bulunan homodimerik
enzimlerdir ve her katalitik bolge enzimatik aktivite i¢in gerekli olan {i¢ metal iyonu

(iki Zn iyonu ve bir Mg iyonu) igermektedir (Kim ve Wyckoff, 1991).

Katalitik mekanizmanin temel 6zellikleri memeli ALP'leri ve E. coli enzimi arasinda

korunurken, 6nemli farkliliklar vardir.

Memeli ALP'leri;

(a) Daha yiiksek spesifik aktiviteye ve Km degerlerine sahiptir,
(b) Daha alkali bir pH optimumuna sahiptir,

(c) L-amino asitler ve peptitler tarafindan rekabetci olmayan bir mekanizma yoluyla

inhibe edilirler ve
(d) Daha diisiik 1s1 stabilitesi gosterirler.

Bu 6zellikler, memeli ALP izozimleri grubu i¢inde 6nemli dlclide farklilik gosterir

(Kozlenkov, Manes, Hoylaerts , ve Millan, 2002).
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2.2.4.1. Alkalen Fosfatazin Ozellikleri

ALP, iki ayn1 veya benzer alt birimden olusan dimerik bir glikoproteindir. ALP,
molekiil basina dort Zn*? ve iki Mg*? iyonu igerir. Saflastirilmis enzim en ¢ok 7,5-9,5
pH araliginda stabildir ve daha diisiik pH' ta hizla etkisiz hale gelir. Asidik

denatiirasyona kars1 koruma, inorganik fosfat varliginda gozlenir.

ALP'nin katalitik aktivitesi, aktif alanda histidin aminoasit i¢eren imidazol grubuna
giiclii bir sekilde baghdir. imidazoil kisimlari fizyolojik pH'ta farkli rollere sahip
olabilirler. Genel bazlar veya asitler gibi davranirlar. Ya da spesifik katalitik
reaksiyonlar tiretmek icin metal destekli niikleofil olarak hareket ederler. ALP'de
histidin gruplari, enzim tizerinde organofosfatlarin kompleks olusturmasina izin verir
ve molekiiller arasi bir niikleofile doniistiiriilen su molekiiliiniin deprotonasyonunu
kolaylastirir. Bu niikleofilin daha sonra bir fosfat monoesterin ester bagina

saldirmasi, hidroksiapatit mineralizasyon siirecinin baslamasini tetikler (Gulseren
vd., 2015).

Sekil 14. ALP enzimi yapist ve aktif bolgelerinin gdsterimi. Sekil Biorender.com da
olusturulmustur.
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2.2.4.2. Biyorejeneratif Calismalarda Kullanimi

ALP, cesitli molekiiler ve biyolojik sistemlerin koordineli hareketini gerektiren
karmasik bir islem olan kemik olusumununda gorevli en 6nemli enzimdir. ALP,
hiicre dis1 matriksteki inorganik piro fosfat (PPi), fosfat esterlerden inorganik fosfati
(Pi) kopararak arttirir. Boylece, inorganik fosfatin bolgesel konsantrasyonunu
yiikseltir ve kemik dokusunun temel yapi1 taslarindan biri olan hidroksiapatit
olusumunu tesvik eder. ALP, ayrica osteoblast farklilagsmasini indiikleme ve kalsifiye
edilebilir bir kemik matriksi olusturma kabiliyetinden kaynaklanan osteokondiiktif ve

osteoindiiktif 6zellikleri gosterir (Gulseren vd., 2015).

Enzimin kemik mineralizasyonunda (Tenenbaum, Torontali , ve Sukhu, 1992),
kalsiyum pirofosfat kristallerinin ¢éziinmesinde, fosfat ve kalsiyum taginmasinda ve
bagirsak fosfat emiliminde (Roubaty ve Portmann, 1988) rol oynadigi

diistiniilmektedir.

Bu enzim fosfat gruplarini monofosfat ester substratlarindan ayirir; ayrica
fosfotransferaz ve protein fosfataz aktivitesi sergiler (McCarthy, Cortizo, Segura,
Bruzzone , ve Etcheverry, 1998). Alkalen fosfataz, birincil ve ikincil alkollerin
esterleri, seker alkolleri, siklik alkoller, fenoller ve amino alkoller gibi ¢ok sayida
fosfat esterinin hidrolizini katalize eder (Aehle, 2007). Enzimin dogal substratlari
arasinda pirofosfat (PP;), ortofosfat, B-gliserofosfat, fosfoetanolamin ve piridoksal-
5’fosfat bulunur (Schroder, Kurz, Miiller , ve Lorenz, 2000). Enzim, tercihen,
terminal fosfat gruplarini oligoniikleotidlerden ve monofosfat esterlerden secici
olarak ayirmak i¢in kullanilir. Molekiiler biyolojide, alkalen fosfataz esas olarak
5’ucu fosforile DNA veya RNA uglarinin defosforilasyonunda kullanilir. Bu 5’ucu
hidroksillenmis substratlar, substrat olarak T4 poliniikleotidkinaz ve y-32P-ATP ile
etkili bir sekilde 5’-ucu etiketlenebilir. 3’-fosforile RNA uglar1 da alkalen fosfataz ile
defosforillenir. 5°-terminalde 32P-etiketli DNA veya RNA en ¢ok kimyasal DNA
dizilemesinde veya baza 6zgii RNazlarla ug etiketli RNA'nin degradasyonu yoluyla
RNA dizilemesinde siklikla kullanilir (Aehle, 2007).

Bununla birlikte, alkalen fosfataz, haritalama ve parmak izi c¢alismalar1 igin
kullanilan DNA ve RNA fragmentlerinin etiketlenmesinde de rol oynar. Enzim

ayrica rekombinant DNA molekiillerinin yapiminda kullanilir. Vektor DNA'nin
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kendi kendine yapigmasi, klonlanacak DNA pargasinin eklenmesinden Once
dogrusallagtirllmis  vektér molekiiliiniin  defosforilasyonuyla o6nemli dlgilide

engellenebilir.

ALP’nin de etkinliginin gosterdigi kemik olusumu, MSC veya kemik iliginin
perisitlerinin bagkalasimin olacagi hiicre tiirlerine yonlenimi ile baslar (James ve
Péault, 2019) ve hiicre tiirlerine baskalasim, proliferatif ¢ogalma, hiicre dis1 matris
sentezi, mineralizasyon olmak {izere dort asamayla karakterize edilir (Sekil 1) (Rossi,

Battafarano, De Martino, Scillitani, Minisola , ve Del Fattore, 2021) .

Proliferation Differentiation

Lineage
commitment Proliferation and
matrix syntesis Matrix maturation
and mineralization

Mature bone tissue
Osteoprogenitor Preosteoblast Osteoblast Osteocyte
SN = -
%5 o
Runx2 Runx2 OCN OPN
Osterix Col 1 BSP
ALP ALP DMP-1
Col I OPN
BSP

Sekil 15. Kemik Hiicresi Baskalasim Asamalari. Sekil (Rossi vd., 2021) kaynagindan
ilham alinarak Biorender.com da olusturulmustur.

Ozel bir hiicre tiiriine yonelim asamasi ile ilgili olarak, MSC'den osteoblast
farklilagmasi, hem kanatsiz protein (WNT) hem de kemik morfogenetik
proteinlerinin (BMP) kontrolii altinda gergeklesen spesifik bir gen ekspresyon

programini takip eder.

Bu yollarin aktivasyonu ve sinyal iletimi, B-katenin’in stabilizasyonuna ve kii¢lik
annenin dekaplejik (SMAD) sinyallizasyonuna karsi aktivasyonuna, runt ile iliskili
transkripsiyon faktori 2 (Runx2) ve transkripsiyon faktér 7 (Sp7, Osterix) gibi
osteoblastogenezde yer alan ana transkripsiyonel faktorlerin ekspresyonuna yol agar

(Wu, Chen, ve Li, 2016).

Hiicre tiirlerine baskalasim asamasinin baglamasinin ardindan, pre-osteoblastlarin

yogun bir proliferatif aktivitesi faz1 meydana gelir; bu hiicreler Runx2, Osterix, ALP
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ifade eder ve sonugta tip I kollajen ortaya cikar ve bir ara agamay1 temsil eden bu

evrede osteoblast hiicre tipine dogru bir yonelim baglar.

Proliferasyon asamasinin sonunda, pre-osteoblastlar morfolojilerini biiyiik kiibik
osteoblastlarda degistirir. Osteoblastlar, yliksek seviyelerde ALP eksprese eder ve tip
I kollajen (%90) dahil olmak {izere matriks proteinlerinin salgilanmasiyla mineralize
olmayan ve esnek kemik osteoidlerinin (hiicre dis1 matris fazinin sentezi),
proteoglikanlarin, fibronektinlerin, osteopontin ve osteokalsin gibi spesifik kemik
proteinlerinin kiiglik bir yiizdesini olusturur (Rutkovskiy, Stenslekken , ve Vaage,
2016) . Daha sonra, mineralizasyon fazi olusur ve osteoblastlar tomurcuklanarak
‘kalsifiye globiiller' olarak da bilinen matris vezikiilleri (Avdeev vd.) salgilar ve
kalsiyum ve fosfattan (Caio(PO4)s(OH)2) olusan hidroksiapatit kristallerinin
olusumuna yol agar (Del Fattore, Teti , ve Rucci, 2012). matriks vezikiil (MV),
dokuya 6zgii olmayan alkalen fosfataz (TNSALP) tarafindan inorganik P; a hidrolize
edilen PPj lireten membranlarinda bulunan birkag enzim ve tasiyici igerir (Zhou, Cui,
Zhou , ve Han, 2012). MV deki anneksin ve fosfatidil serinin varligi, P; ile birlikte
hidroksiapatit kristallerinin ¢ekirdeklenmesini ve biiylimesini destekleyen kalsiyum
iyonlarinin birikmesine yol acar. Yeni olusan hidroksiapatit kristalleri, MV
tarafindan hiicre dis1 matrise salinir; burada Ca*? ve P; varligi, kollajen fibriller
arasindaki bos alanlar1 dolduran kristal proliferasyonunu destekler (Del Fattore, Teti ,
ve Rucci, 2012). llgili hiicre tipinden bagimsiz olarak, kemik ve vaskiiler
mineralizasyon, hiicre dist matriks mineralizasyonunun matris vezikiillerin

salinmasiyla iliskilidir (Sekil 16) (Golub, 2011).
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Sekil 16. Doku mineralizasyonunda kemige 6zgii alkalen fosfatazin (BALP) rolii
(‘Nature Reviews Nephrology’ Dergisi izni ile (Haarhaus, Brandenburg, Kalantar-
Zadeh, Stenvinkel , ve Magnusson, 2017) sekil kullanilmistir.).
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BALP (Kemige 6zgii alkalene fosfataz), doku mineralizasyonunun yayilmasindan
sorumludur ve osteoblastlarda, kondrositlerde ve kalsifiye VSMC (vaskiiler diiz kas
hiicresi)'ler gibi diger mineralizasyon yetkin hiicrelerde ifade edilir (Millan, 2013).
En yiiksek BALP konsantrasyonu, VSMC'ler tarafindan dokiilen matris vezikiillerde
bulunur (Ali, Sajdera , ve Anderson, 1970). BALP'in matriks vezikiillere yiiklenmesi,
Pi acisindan zengin bir ortamda otofajinin inhibisyonu gibi pro-kalsifik uyaranlarla
kontrol edilebilen aktif bir islemdir (Dai, Zhao, Cai, Guan, Zhao, Guan vd., 2013).
Hasar gormiis hiicresel bilesenlerin otofajisi, VSMC'leri Pi'nin neden oldugu
oksidatif stresten koruyan bir savunma mekanizmasidir. Otofajinin ininhibisyonu,
artmig ALP aktivitesi ile pro-kalsifik matriks vezikiillerinin salinmasini uyarir (Dali

vd., 2013).

Protein siniflandirict peptit sortilin, farelerde vaskiiler kalsifikasyon sirasinda matris
vezikiillere ALP'lerin yiiklenmesinde rol oynar (Goettsch, Hutcheson, Aikawa,
Iwata, Pham, Nykjaer vd., 2016). BALP'in mineralizasyon sirasinda baskin rolii, en
onemlisi otokrin kalsifikasyon inhibitérii PP; olan inhibitér polifosfatlarin
inaktivasyonudur. ALP'ler ayn1 zamanda organik fosfat esterlerin hidrolizasyonu
yoluyla mineralizasyonun substrati olan Pi'yi olusturur (Haarhaus, Brandenburg,

Kalantar-Zadeh, Stenvinkel , ve Magnusson, 2017).

Pi/PPi oram, P; ve Ca*? konsantrasyonlar1 ¢oziiniirliik iiriinlerini astiginda,
hidroksiapatit kristalleri matriks vezikiiller i¢cinde ve hiicre dis1 matrikste olusup
biiyiidiikge, doku mineralizasyonunun merkezi bir belirleyicisi olarak giderek daha
fazla taninmustir. PP; ise hidroksiapatit kristallerinin ylizeyine baglanarak bu siireci
engellemektedir. Hiicre disi matrikste bu denge, zara bagli enzimler tarafindan
saglanir. Bu enzimlerin ekspresyonu, fibroblast biiytime faktori 23 ve 1,25-OH
vitamin D gibi mineral metabolizmasini diizenleyen hormonlar tarafindan diizenlenir

(Villa-Bellosta, Wang, Millan, Dubyak , ve O'Neill, 2011).

Kemik olusumunun sonunda, bazi osteoblastlar apoptoz nedeniyle 6liir veya inert
kemigi saran hiicreler haline gelirken, digerleri kalsifiye olmus matrikste osteositler

olarak gomiilii kalir (Rutkovskiy, Stenslekken , ve Vaage, 2016).

Osteoblastlarin sayis1 ve aktiviteleri epigenetik mekanizmalar tarafindan kontrol

edilir ve yerel veya sistemik faktorlerle diizenlenir (Sims ve Martin, 2014).
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2.2.5.Enzim Katalitik Aktivitesinin Belirlenmesi

2.2.5.1.Michaelis Menten- Methodu

Bir enzim reaksiyonunun ilk asamasinda, substrat konsantrasyonu [S] artarsa,
katalitik hiz1 artacaktir. Substrat konsantrasyonu degistirilirse, reaksiyon hizi,
maksimum doygunluk hizi veya orani (Vmax) ile sonuglanan bir hiperbol

olusturacaktir (Sekil 17).

Bir enzim reaksiyonunda substrat konsantrasyonu artarsa, doygunluk gerceklesir
(Vmax). Boylece, bir enzime konjiige olan bir substrat isleminde substrat, enzim
reaksiyonunda bir enzim ile isbirligi yapar. Bu, hiz sinirlayici bir siireg olarak kabul

edilir ve enzim reaksiyonunun diizenlenmis bir reaksiyon hizi olabilir.

1913'te Michaelis ve Menten, siikrozun siikraz ile hidroliz reaksiyonunun kinetik
Olctimiinii gerceklestirdiler. Sonuclarindan, anahtar kilit modeli iizerinden bir enzim-
substrat kompleksi modeli sundular ve enzim reaksiyonunu asagidaki gibi formiile

edilmistir:
E+S(ES)>E+P 2.2.6.1.

Bir enzim reaksiyonu iki asamaya boliiniir. Ilk asamada, enzim ve substrat1 gegici
olarak baglanir ve bir enzim-substratkompleksi olusturur. Ikinci adimda, enzim-

substrat kompleksi bir enzime ve bir iiriine boliiniir (Komoda ve Matsunaga, 2015).

Inhibisyon yoklugunda temel enzim kinetigi; Denklem 2.2.6.2.'de gosterildigi gibi
bir enzimik reaksiyonda serbest enzim (E), substrat (S), enzim-substrat kompleksi ve
triinler arasindaki denge dikkate alinarak anlasilir. Tanimlanan reaksiyonda, hiz
sabitleri ki ve kz sirasiyla ileri ve geri reaksiyon hiz sabitlerini gosterir. Enzim-
substrat kompleksinin olusum hizi daha sonra ki[E][S] ve enzim-substrat
kompleksinin yikim hiz1 ko[ES] + k3[ES] ile tanimlanir. [ES]'nin degisim hizi ihmal
edilebilir oldugundan, [ES]'nin olusum ve yikim oranlari arasindaki iligski, Km'nin
Michaelis-Menten 2.2.6.6. sabiti olarak bilindigi Denklem 2.2.6.3."ii verecek sekilde

esitlenebilir.
Ky ky ks
E+S«—— ES—> P+E 2.2.6.2.
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keks _ [E]IS]

k=K 2.2.6.3.
ky [ES] M

Dengede, iiriin olusum hizi, reaksiyonun genel hizinin bu hiz tarafindan belirlenecegi

sekilde sinirlayict adimdir (Denklem 2.2.6.4.).
v = ky[ES] 2.2.6.4.

Belirli bir enzim miktar1 i¢in maksimum hiz, enzimin tamami enzim-substrat
kompleksi formunda oldugunda, yani baglangicta mevcut olan toplam enzim miktari

ile ilgili elde edilen hizdir (Denklem 2.2.6.5.).
Vmax = ks([E] + [ES]) 2.2.6.5.

Denklem 2.2.6.4., 2.2.6.4. ve 2.2.6.5.i birlestirmek, reaksiyon hizinin tahmini igin
iyi bilinen Michaelis—Menten denklemini verir ve Michaelis—Menten sabiti
(Denklem2.2.6.6.) cinsinden ifade edilir.

Bu fonksiyon, hiz maksimumun yarisi oldugunda Km'nin substrat konsantrasyonuna
esit oldugu ve maksimum hiza ulasildig1 hiz1 gostermeye hizmet ettigi (yani yiiksek
Kwm yavag bir hiz anlamina gelir ve bunun tersi) tipik bir doygunluk egrisini temsil

eder.

vmax [S]

= 2.2.6.6.
Ky + [S]

v

Denklem 2.5. ile reaksiyon hizinin tahmini, bununla birlikte, kinetik sabitlerin, Vmax

ve Km'nin 6l¢iilmesini gerektirir.

Geleneksel olarak bu hesaplama, Michaelis-Menten denkleminin ters ¢evrilmesi
(Denklem 2.2.6.7.) ve y kesme noktasi olarak vmax'in karsiligin1 ve x kesme noktasi
olarak Km'nin karsiligini asagidaki gibi vermek i¢in substrat konsantrasyonunun (x)

karsilikli hizina (y) kars1 grafigini ¢izerek gerceklestirilir (Clarke, 2013).

Ky 1 1

vmax [S] Vmax

2.2.6.7.

1
%
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Maksimum Hiz (Vmax) ——__

Sifirinc1 Dereceden
Reaksiyon

M)

Vmax/2

/

Birinci derece reaksiyondan
sifir derece reaksiyona gecis

Reaksiyon Hizi

. | Birinci
' ) Dereceden
Reaksiyon

Km
) -

Substrat Konsantrasyonu[S]

Sekil 17. Kinetik Parametrelerin Michaelis Menten Grafigi Uzerinde Gésterimi
(‘Elsevier Books’ Yaymevi izni ile (Komoda ve Matsunaga, 2015) sekil
kullanilmustir.).

2.3.Biyomineraller ve Biyomineralizasyon

Canli organizmalar, sert dokularin olusumu icin inorganik molekiillerden olusan
biyomateryaller tretir. Bu biyokompozit malzemeler, hidroksiapatit, kalsiyum
karbonat ve silika gibi 60'tan fazla farkli tiirde mineral igerir (Sarikaya, 1999).

Kemikler, disler, kabuklar, iskelet birimleri ve sivri uglar gibi sert dokulart
olusturmak i¢in biyolojik organizmalar hem organik biyomakromolekiilleri (lipidler,
proteinler ve polisakkaritler) hem de inorganik mineralleri ayn1 anda kullanirlar.
Organik molekiillerin islevi, inorganik materyalin biriktirilmesi i¢in bir iskele
saglamak ve olduk¢a diizenli mineral katman olusumunu kontrol etmektir. Ozel
dokulu ve sert bir doku lretmek i¢in inorganik molekiiliin biriktirilmesi ¢ok

onemlidir.

Dogadaki tiim mineralizasyon siiregleri, ¢ozeltiden inorganik materyalin ¢okelmesini
icerir (Aksay, Trau, Manne, Honma, Yao, Zhou vd., 1996). Bu ¢dkelme sirasinda,
biyomineralizasyon adi verilen inorganik kristaller olusur. Diger bir deyisle

biyomineralizasyon, biyolojik organizmalarda inorganik materyallerin olusmasidir.
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Cok sayida biyolojik organizma, hiicre i¢i veya hiicre disi olarak inorganik
materyaller tiretir. Bu sert dokular, iskelet veya piezoelektik 6zellikler gibi hem

mekanik hem de fiziksel fonksiyonlar1 saglar.

Doganin biyomineralizasyon yaklasimindaki kilit rol, dogrudan veya sinerjik
sablonlama ile yiiksek diizeyde organize tekstiire ve lamine organik-inorganik

molekiil topluluklarinin olusumunu kontrol etmektir (Parker ve Townley, 2007).

Kemik, disler, diatomlar ve deniz kabuklar1 gibi dogada biyolojik olarak iiretilmis
organik-inorganik kompozitler, siklikla eszamanli sentez ve birlesme yoluyla
olusurlar (Aksay vd., 1996).

Yapilar, proteinler veya lipitler gibi organik molekiillerin veya her ikisinin de
inorganik materyalin biriktirilmesi icin bir yap1 iskelesi gorevi gorecegi sekilde

sablon destekli kendiliginden birlesme yoluyla olusturulur.

Biyomineralizasyonun gercgeklestigi biyolojik organizmalar tarafindan sentezlenen
inorganik materyaller, fonksiyonel biyomimetik materyallerin iiretim miihendisligi
icin 6nemli bir kaynaktir (Xu, Yao, Aksay , ve Groves, 1998). Dogal mineralizasyon
siireclerinin anlagilmasi i¢in gosterilen ¢abalar, yeni malzeme sentezi yaklasimlarina
yol agabilir. Makroskopik Ol¢ekli yapt olusturmak igin organik-inorganik
molekiillerin nano boyutlardan makro boyutlara hiyerarsik organizasyonu, sadece
biyomedikal uygulamalar i¢in degil, ayni zamanda yenilikgi miihendislik

uygulamalari i¢in de 6nemlidir.

2.3.1.Kemik Olusumunda Etkili Kalsiyum Mineralleri

Biyomineralizasyon, canli organizmalarin inorganik sert dokularin olusumunu
kontrol etmek i¢in peptidler ve proteinler gibi organik molekiilleri kullandigi

biyolojik bir siirectir.

Dogada kalsiyum karbonat (CaCO3) veya silikon dioksit (SiO2) gibi organizmalar
tarafindan sentezlenen ¢esitli mineral tiirleri vardir. Ayrica bir diger O6nemli

biyomineral sinif, 6rnegin manyetotaktik bakterilerde bulunan demir oksitlerdir
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(Blakemore, 1982). Biyominerallerin énemi, biyolojik sert dokularin olusumu olan

islevlerinden gelir.

Kalsiyum ve fosfor, Diinya’nin ylizey tabakasinda agirlikca yaklasik %3,4 kalsiyum
ve agirlikca %0,10 fosfor miktarinda bulunan yaygin olarak dagilmis elementlerdir.
Diger biyominerallerle karsilagtirildiginda kalsiyum fosfatlar omurgalilarin iskelet
sistemlerinin ana bileseni olduklar1 i¢in ¢ok onemlidirler (Dorozhkin ve Epple,
2002).

Kalsiyum fosfatlar, tiim karmasik biyolojik sistemlerin sert dokularinin
olusumundaki islevleri arasinda, yalnizca omurgalilarda degil, aynm1 zamanda
mikroskobik organizmalarda da bulunan &nemli bir biyomineral sinifidir (Mann,

1988).

Kalsiyum fosfatlar biyolojik sert dokularin en O6nemli inorganik bilesenleridir
(Dorozhkin ve Epple, 2002). insanlar gibi omurgalilarda kemik ve dis dokusu
kalsiyum fosfatlardan olusur (Olszta, Cheng, Jee, Kumar, Kim, Kaufman vd., 2007).

Kalsiyum fosfatlar veya daha dogrusu kalsiyum ortofosfatlar, ortofosforik asit
(HsPOs) tuzlaridir ve bu nedenle HoPOs?, HPO3? veya POs? iceren bilesikler
olusturabilir. Kalsiyum fosfat tuzlar1 genis bir bilesikler grubunu olusturur (Hughes,
1996).

Tablo 2, baz1 kalsiyum fosfat bilesiklerinin kimyasal adini, formiiliinii, kisaltmasini
ve kalsiyum/fosfat oranmin1 (Ca/P) o6zetlemektedir. Kalsiyum fosfat tuzlan,
bilesimlerine ve kristal yapilarina gore degisiklik gostererek belirli fizikokimyasal

ozelliklere yol agar.

Tablo 2. Biyolojik olarak 6nemli kalsiyum fosfat tuzlar1 (Hughes, 1996).

[sim Formiilasyon Kisaltma | Ca/P
Dikalsiyum fosfat anhidrat CaHPO4 DCPA 1,00
Dikalsiyum fosfat dihidrat CaHPO42H:0 DCPD 1,00

Oktakalsiyum fosfat Cag(PO4)4(HPO4)25H,0 OCP 1,33
Trikalsiyum fosfat Caz(POa):2 TCP 1,50
Hidroksiapatit Ca10(PO4)s(OH): HA 1,67
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Ca/P molar oranlarina gore birkac farkli tipte kalsiyum fosfat vardir; bunlardan
bazilar1 monokalsiyum fosfat monohidrat, monokalsiyum fosfat anhidrat, dikalsiyum
fosfat dihidrat, dikalsiyum fosfat anhidrat, oktakalsiyum fosfat, trikalsiyum fosfat,
amorf kalsiyum fosfat, kalsiyum eksikligi olan hidroksiapatit (0,67), hidroksiapatit
ve tetrakalsiyum fosfattir (Dorozhkin ve Epple, 2002).

2.3.2.Kalsiyum Fosfat Mineralizasyonu

Biyomineralizasyon siireci sert doku olusumu ac¢isindan hayati 6neme sahiptir.
Biyomedikal bilimlerin temel arastirma alanlarindan biri kemik ve digleri olusturan

sert dokularin olusumu ve yenilenmesidir.

Omurgalilarda olgun kemik ve dislerde karbonatli hidroksiapatit mineral fazi1 vardir.
In vitro olarak pH 8 civarinda doymus bir ¢dzeltiden ilk ¢dkelmis fazin amorf
kalsiyum fosfat oldugu ve bu nedenle termodinamik olarak kararsiz oldugu ve
boylece oktakalsiyum fosfat adi verilen kristalli mineral faza donlstigi

bilinmektedir (Suzuki, 2010).

Apatit katmanlar1 arasina eklenen hidratli katman disinda hidroksiapatit ile hemen
hemen ayni yapiya sahiptir. Oktakalsiyum fosfat (OCP) hidrolize maruz kaldiginda
hidroksiapatit olusturur. Karbonatli hidroksiapatit isminin nedeni, in vivo ortamda
onemli miktarda bulunan fosfat molekiillerinin karbonata ikame edilmesinden

kaynaklanmaktadir.

Kalsiyum fosfat ailesinin en 6nemli ilk iiyesi olan amorf kalsiyum fosfat (ACP)
yaklasik 1,33 Ca/P oranma sahiptir ve kemik olusumu sirasinda ilk biriken faz
olduguna inamlmaktadir (Mahamid, Sharir, Addadi , ve Weiner, 2008). /n vitro ve
ayrica in vivo ¢alismalar, ACP'nin aslinda kemik dokusu olgunlasmasindan 6nce bir
oncii faz olduguna dair bazi 6nemli kanitlar oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Mahamid,
Aichmayer, Shimoni, Ziblat, Li, Siegel vd., 2010). Kalsiyum fosfat ailesinin ikinci
¢ok oOnemli tiyesi olan OCP (CagH2(POas)s.5H20), kemik olusumunda ACP

birikmesinden sonra olustugu diisiiniilen kalsiyum fosfatin gegici bir fazidir.

Mineralizasyon g¢aligsmalari agisindan hem in vitro hem de in vivo hidroksiapatitin

mineral olusumunun son ve Onemli asamasi oldugu sOylenebilir. Hidroksiapatit
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Ca10(PO4)s.(OH)2 kalsiyum fosfat ailesinin {igiincli iiyesi olmasmin mineralize
dokulardaki islevleri nedeniyle biyomalzemeler alaninda biiyiik bilimsel ilgi gormesi
nedeniyle en onemlisi olabilir. Digler, bu sert dokunun yaklasik %96’sii1 olusturan
¢ok miktarda hidroksiapatit kristali i¢erir (Brés ve Hutchison, 2002). HA, kemik, dis
minesi ve dis tasmmin ana bilesenidir ve OCP, en azindan in vivo model
organizmalarda kemik olgunlagsmasi sirasinda bir 6ncii asama oldugu kanitlanan ACP
ile olusumunda 6nemli bir rol oynar. Bir¢cok organizma, mineralize dokularmin
inorganik bilesenlerinin biiylimesini yonlendirmek ic¢in karmasik stratejiler

gelistirmistir.

Aktif kontrol mekanizmalar1, nanoskopik rejimden bir kristalitin belirli bir bolgede
¢ekirdeklenmesinden mineralize dokunun biyofiziksel 6zelliklerinin belirli bir islevle
eslestirilmesi gereken makroskopik rejime kadar degisen yapisal sistemin neredeyse
tim seviyelerinde etkilidir. Bu konudaki ©onemli bilgi eksikliklerinden birisi,
inorganik mineral ile makromolekiiler organik matris arasindaki arayiizde meydana

gelen molekiiler etkilesimlerin mekanizmasidir.

En yaygin kalsifiye dokular i¢in, fibroz proteinlerden ve bunlarin iizerine adsorbe
edilmis asidik makromolekiillerden olusan yapisal olarak sert bir kompozit matrisin,
inorganik fazin niikleasyonunu igeren supramolekiiler bir plan olarak gorev yaptig
varsayilir. Sonraki kristal biiylimesi, uygun bir sulu mikro ortami ¢evreleyen 6zel bir

bolme i¢inde ilerler.

Genellikle ¢oziinmiis elektrolitler ve makromolekiillerin karmasik bir karisimini
iceren Ozel coOziinen bilesimi, kristallerin morfolojisi ilizerinde giiclii bir etkiye

sahiptir.

Mineral biriktirme sirasinda, biiylime faktorleri olgunlasan kristal ile ¢oziinmiis
makromolekiiller, belirli kristal ylizlere adsorbe edilebilir, boylece yavaslar veya
belirli kristalografik yonler boyunca birikme hizlarmin engellenmesi gibi farkli
sekillerde etkilesime girebilirler. Adsorbe edilmis makromolekiiller, kafes kusurlar
iretmek veya kristal dokusuna kesik bolmeleri eklemek i¢in mineral tarafindan

tamamen biiyiitiilebilir.
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2.4.0steogenik Farklilasma Yolaklar:

Iskelet dokusu, omurgalilarin yasam siiresi boyunca mekanik kuvvetlere maruz kalir
ve buna yanit olarak kemik kiitlesi ya mevcut iskelet materyalini emerek ya da

bolgeye 6zgii bir sekilde yeni kemigi sentezleyerek ayarlanir.

Gelismekte olan osteoblastlar ve progenitdr hiicreler i¢inde kemik sentezinin kontrol
edildigi kesin hiicresel sinyal mekanizmalar1 tanimsiz kalir. Siirecin, integrinler ve
gerilerek aktive edilmis iyon kanallarmin aracilik ettigi erken elektrofizyolojik
tepkileri ve ardindan hiicre i¢i sinyal yollarimin aktivasyonunu icerdigi

distiniilmektedir.

Bu mekanizmalar daha sonra osteoblast fenotipinin diizenlenmesinde yer alan ¢esitli
transkripsiyon faktorlerinin eylemlerini ve transkripsiyon seviyelerini diizenlemek
icin hareket edebilir ve bu da kemik matris proteinlerini kodlayan genleri diizenler

(Kirkham ve Cartmell, 2007).

2.4.1. Runx2

Runt ile iliskili transkripsiyon faktorii 2 (Runx2, (Cbfal / PEBP2aA / AML-3 /
Osf2)), osteoblast fenotipi igindeki merkezi kontrol geni olarak kabul edilir. Cok
sayida calisma, ¢ok sayida memeli organizmasimin iskelet gelisimindeki Gnemini
gostermistir.  Gendeki mutasyonlarin  hayati ve fizyolojik sonuclar1 oldugu
gbsterilmistir. Inaktive edici mutasyonlar, anormal iskelet olusumu ve osteoblast
gelisiminin durmasi1 ile karakterize, otozomal dominant bir durum olan Kleido
Kraniyal Displazi (CCD) olarak bilinen duruma neden olabilir (Otto, Thornell,
Crompton, Denzel, Gilmour, Rosewell vd., 1997).Cbfal- /- farelerinin de daha
yiiksek bir proliferasyon oranina sahip oldugu gosterilmistir, bu da bir bilylime
diizenleyicisi olarak olasi roliinii gostermektedir. Ayrica, Cbfal'in bir kas Oncesi
hiicreyi bir osteoblast soyuna yeniden yonlendirme yetenegi ve adipojenik fenotipi
inhibe etme yetenegi, osteoblast gelisiminde Cbfal'in anahtar bir rolii oldugunu
gostermektedir. Cbfal proteininin asir1 ekspresyonuna neden olan mutasyonlarin,

iskelet kanseri gelisimi ve ektopik meme kanseri ile baglantili oldugu bilinmektedir.
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Bu dramatik etkiler, bu genin iskelet gelisimi ve diizenlenmesindeki Onemini
gostermektedir. Ayni zamanda, osteoblast fenotipi i¢inde Cbfal'in dnemi agikca

belirlenmis olmasina ragmen, genin osteoblasta 6zgii olmadigi belirtilmelidir.

Daha oOnceki caligmalarda osteokalsinin Runx2 diizenlemesi daha yaygin olarak
kabul edilmisti, ancak son yillarda ¢ok sayida arastirma, osteoblasta 6zgii genlerin

genis bir spektrumunun diizenlenmesindeki roliinii gostermistir.

Runx2 geninin diizenlenmesinden sorumlu mekanizmalar heniiz anlagilmaya
baglamistir. Daha 6nce, osteogenik genlerin Runx2 diizenlemesinin sadece Runx2
protein seviyeleri ve dolayistyla mRNA seviyeleri aracilik ettigi bilinmekteydi. Bu
varsayim, insan dist (genellikle fare) modellerinden toplanan verilere dayaniyordu.
Son c¢aligmalar, insan osteoblastlariin in vitro farklilasmasi sirasinda Runx2
seviyelerinin 6nemli bir degisiklik gdstermedigini, buna karsilik kemik sialoprotein
ve alkalen fosfataz gibi akis asagi genlerinin seviyelerinin onemli 6lglide arttigini
gostermistir. Veriler, Runx2 mRNA seviyelerinin, Runx2 mRNA / protein seviyeleri
ile osteoblast fenotipinin edinimi arasinda belirgin bir korelasyon eksikligi ile yapisal
olarak ifade edildigini gostermektedir (Kirkham ve Cartmell, 2007).

Ayrica, Shui ve digerleri (Shui, Spelsberg, Riggs , ve Khosla, 2003) tarafindan
yapilan yakin tarihli bir caligmada, ger¢cek zamanli PCR ve western blot analizleri,
insan osteoblast farklilagmasi sirasinda Cbfal proteini veya mRNA seviyelerinde
onemli bir artis olmadigin1 gosterdi. Bu, kemirgen 6rneklerinden elde edilen verilerle
celismektedir ve insan Runx2'min mRNA ve protein seviyelerindeki degisiklikler
dahil olmak iizere birden fazla seviyede diizenlenebilecegini gostermektedir

(Kirkham ve Cartmell, 2007).

Osteoblast hiicreleri, iki ana faktore tepki verir ve farklilasir: belirli sinyal yollarim

aktive eden kimyasal sinyaller ve fiziksel stres uygulamasidir.

Boyle bir yol, mitojen aktive protein kinaz (MAPK) yolagimin MEK hiicre dis1
regiilekinaz (MEK / ERK) dali olup, bu, ECM ile mekanik duyarli hiicre yiizeyi
integrin etkilesimleri ve Runx2 aktivasyonu arasinda bir baglanti saglar (Shui,

Spelsberg, Riggs , ve Khosla, 2003).
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2.4.2. Kolajen |

Kolajen 1, hiicre ylizey integrinleri ve diger ECM (hiicre dis1 matris) proteinleri ile
baglantilar olusturan, kemik hiicre dis1 matrisin 6nemli bir bilesenidir. Protein, ¢ok
sayida ilgisiz hiicre tipinde tanimlandig i¢in kemige 6zgii olarak kabul edilmedigi
disiiniilse de diger faktorler varliginda kemik olusumu markorii olarak
tanimlanabilmektedir. Proteinin, osteoblast fenotipinin hiicre yapismasinda,

cogalmasinda ve farklilagmasinda rol oynadig1 gosterilmistir.

Kolajen I geninin ekspresyonunda artis, birkag farkli in vitro kuvvet uygulama
yontemine yanit olarak gozlenmistir ve mRNA seviyelerinin uyarimdan sonra 2 giin
kadar kisa bir siirede arttigi gozlemlenmektedir. Bu nedenle protein, osteoblast
fenotipi i¢inde 6nemli bir rol oynamaktadir ve osteoblastik farklilasmanin erken bir

gostergesi olarak diigiiniilebilir.

2.4.3. Osteokalsin

Osteokalsin, osteoblasta 6zgii birka¢ genden biridir ve kemikte bulunan kolajen tip I
ile birlikte en ¢ok sentezlenen proteinlerden biridir. Hem matris sentezinde hem de
mineralizasyonda goézlemlenen Onemli yiikselisin ile osteoblast progenitor

hiicrelerinin farklilasmasinda 6nemli bir rol oynadigi diisiiniilmektedir.

Gen, bircok farkli hormona 6zgii ¢ok sayida reseptdr baglanma yerine sahip olan ¢ok
sayida hiicre i¢i ve osteokalsin proteininin ekspresyonunu diizenleyen ¢ok sayida

hiicre dis1 faktor tarafindan diizenlendigi diistiniilmektedir.

Caligmalar ayrica, osteokalsin mRNA seviyelerinin diizenlenmesinde mekanik
kuvvetin  roliinii de goOstermistir. Genlerin anlatimindaki artig, kuvvet
uygulamasindan 1-2 giin sonra osteoblastik farklilasma ilerledikce sabit bir sekilde

gozlemlenmistir (Kirkham ve Cartmell, 2007).
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2.4.4. Osteopontin

Osteopontin, kemik, disler, bobrekler, epitelyal primer dokulari, kan plazmasi ve
anne siitiinde tespit edilen yapiskan bir glikofosfoproteindir. Kemik ile ilgili 6nemli
islevleri yerine getirmesine ragmen, osteopontin kemige 6zgii olarak kabul edilemez.
Ancak bu sistemle iligkilendirilen baz1 genler gibi diger faktorlerin varliginda kemik
olusumunda gorev yaptigi gozlemlenmektedir. Kemik dokusu iginde hiicrede
adezyon, migrasyon ve hayatta kalma gibi temel islevleri yerine getirir. Osteopontini

kodlayan gendeki mutasyonlar, tiimérijenise yol agabilir.

Osteopontin proteinini kodlayan genin mekanik kuvvetlere tepki verdigi de tespit
edilmistir. Cok sayida ¢alisma, in vitro yapay mekanik kuvvetlerin uygulanmasindan
sonra genin ifadesindeki artis1 gostermistir. MRNA seviyelerindeki bu 6nemli artis,
uyarimdan sonra 9-24 saat kadar kisa bir slirede gozlemlenmistir (Kirkham ve

Cartmell, 2007).

2.4.5. Alkalen fosfataz

Alkalen fosfataz (ALP) her yerde bulunan bir hiicresel proteindir ve bu nedenle

kemige 6zgii olarak kabul edilemez.

ALP'in islevi, kesin olarak tanimlanmamistir. Cok sayida ¢alisma, ALPmin hiicresel
aktivitenin ve farklilagmanin erken bir gOstergesi olarak hareket edebilecegini

gostermistir.

ALP mRNA seviyelerinin, osteoblastik farklilasmanin ilerlemesiyle (14 giine kadar)
stirekli artiglarla stimiilasyondan 12-14 giin araliginda daha az artti§1 gosterilmistir.
Cesitli gii¢ tiirleri ve in vitro uygulama yonteminin de bu yaniti engelledigini

gosterilmistir (Kirkham ve Cartmell, 2007).
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3.MATERYAL VE METOT

3.1.Karbon Hibrit Yapilarin Sentezi

3.1.1.Fulleren Fonksiyonlandirilmasi:

Organik sentez yontemi ile yiizeyi aktiflestirilen fulleren iizerine aktif gruplar (L-
histidine, L-serine) eklendi. Boylelikle kiiresel hidrofobik yiizey hidrofilik aminoasit

ile fonksiyonlandirilmistir.

Fullerenol-Histidine (F-His) Fullerenol-Serine (F-Ser)

Sekil 18. a. Fullerenol-Histidin (F-His) b. Fullerenol-Serin (F-Ser) molekiillerinin
ChemDraw gdsterimi.

3.1.2.Fullerenden Fullerenol (CeoOH) Sentezi

80 mg Ceo, 50 mL toliien igerisinde siispanse edildi ve igerisine sirastyla 2 mL NaOH
(1 g/mL), 5-6 damla %30 H2O> ve tetrabutil amonyum hidroksit (CsHg)saNOH)
(agirlikca %40) eklendi. Elde edilen ¢ozelti, oda sicakliginda 5 giin boyunca kuvvetli
bir sekilde karigtirildi. Fullerenol olusumu, hidroksil grubunun bir gostergesi olarak
renklerin toluen tabakasindan sulu faza aktarilmasiyla gosterilmistir. Organik faz
uzaklastirildiktan sonra sentezlenen fullerenol, su fazina etanol ilavesiyle koyu

kahverengi bir kat1 olarak ¢okeltildi. Koyu renkli katidaki, fazla reaktifleri ¢gikarmak
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icin birka¢ kez eter ile yikandi. Hidroksil gruplarimin miktar1 ve olusumu FTIR

analizi ve TGA (Termal Gravimetrik Analiz) ile gosterildi. (Chaudhuri vd.2009)

Fullerene-C60

NaOH, H,0,
TBAH, Toluene

Fullerenol

Sekil 19. Fullerenol Sentez Semasi.

3.1.3.Fullerenol Aktivasyonu

Asil fonksiyonel grubun fullerene yiizeyine baglanabilmesi i¢in hidroksil gruplarina
nitrofenil gruplar1 baglanarak bir sonraki reaksiyon icin aktif ylizey olusturuldu. 160
mg fullerenol, susuz dimetil formamid (DMF), (Sigma-Aldrich) igerisinde
¢oOziindiiriildii ve homojen bir siispansiyon olusturmak i¢in 1 saat sonike edildi.
Siispansiyona, 800 mg p-nitrofenil kloroformat (Sigma-Aldrich), 4 mL susuz piridin
ve 40 mg katalitik N,N-dimetil amino piridin (Sigma-Aldrich), 0 °C'de karistirildi.
Olusturulan karigim, homojen bir siispansiyon olusturmak i¢in nitrojen altinda 48
saat karistirildi ve her 8 saatlik reaksiyondan sonra ¢ozelti, 1 saat siireyle sonike
edildi. Aktivasyon iglemiyle fulleren kisimlari DMF'de ¢oziiniir hale gelmektedir.
Elde edilen kahverengi kati, dietil eter ilave edilerek ¢okeltildi ve sirasiyla eter,

diklorometan (DCM) ve izopropil alkol ile tekrardan yikama islemi yapildi.
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Fullerenoliin aktivasyonu, proton NMR spektroskopisinde 6,9 ve 8,1 ppm’deki
aromatik ¢iftlerin varligi ile dogrulanmistir (Chaudhuri vd.2009).

HO OH
ro\/h,;_:f'

TN O
i -l'IIII B Il'l. ll'.
HO— L o

N\ [~7]]
NI an/
N o
HO =—f
OH
Fullerenol

A
pyridineg c™ o
DMF

Activated Fullerenol

Sekil 20. Fullerenol Aktiflestirme Semas.

3.1.4. Aktif Grup Fonsiyonlandirmasi

Aktive edilmis fullerenoliin nitrofenil gruplar1 ile aminoasit molekiillerinin yer
degistirme reaksiyonu gerceklestirilmek tizere, 100 mg aktive edilmis fullerenol,
susuz DMF igerisinde ¢oziindiiriildii ve ¢ozelti, nitrojen altinda 30 dakika siireyle
sonike edildi. Aminoasit baglanmasi igin, 152 mg L-histidin veya 108 mg L-serin,
oda sicakliginda reaksiyon karigimina ilave edildi ve koyu cozelti, her 8 saatlik

karistirmadan sonra 1 saat sonikasyon ile azot altinda karistirilmaya birakildi. Her bir
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aktif grup igin ayni prosediir tekrarlandi (L-histidin, L-serin). Soguk dietil eterin
eklenmesiyle koyu bir kat1 halinde ¢okelti olusturuldu. Elde edilen ¢okelti sirasiyla
iki kez soguk dietil eter ve 1-2 damla metanol igeren diklorometan ile yikandi.
Cozelti, 4 dakika boyunca 5000 rpm'de santrifiij edildikten sonra, DCM c¢ikarild1 ve
koyu ¢okelti kurutuldu. Her aktif grubun boyut dagilimi DLS yontemi ile test edildi.
Aminoasitle modifiye edilmis fulleren tiirevlerinin olusumu, *H, 3*C NMR ve FTIR
spektroskopi yontemleri (Sekil 29, 30, 31, 32, 33, 34) kullanilarak karakterizasyon
islemleri gerceklestirildi.

03N

NO7
Activated Fullerenol Fullerenol-Histidine (F-His)

Sekil 21. Fullerene-Histidin Konjiigat: (F-His) Sentez Son Basamak.

Activated Fullerenol Fullerenol-Serine (F-Ser)

Sekil 22. Fullerene-Serin Konjiigat1 (F-Ser) Sentez Son Basamak.

43



3.2. Sentezlenen Karbon Hibrit Yapilarin Karakterizasyonu

Sentezlenen molekiil proton NMR yontemi ile karakterize edildi. Daha sonra FTIR
yontemi ile aktif gruplarin fullerenile baglarimi karakterize etmek i¢in kullanildi.
Boylelikle sentez sonucu iki farkli spektrometrik yontem ile kanitlanmis oldu.
Olusan parcacik biiyiikliikleri DLS nanopartikiil biiytikliigli analizi yontemi ile test
edildi. Yiizeydeki fonsiyonlandirilmis grup sayisida TGA yontemi ile belirlendi.

3.2.1. TGA Analizi

CeoOH'nin hidroksilasyon derecesi TGA yontemi ile belirlendi. Shimadzu DTG-60H
Diferansiyel Termal Termogravimetri Analizorii, N2 akist (50 mL/dk) altinda 22 °C
ila 900 °C sicaklikta 10 °C/dk 1sitma hizinda analiz i¢in kullanilarak bir fullerenol
molekiiliinde bulunan hidroksil grubu miktar1 hesaplandi. Her bir fulleren ¢ekirdege
baglanan hidroksil gruplarinin miktar1 26 olarak hesaplandi. 150-570 °C araliginda
agirlike¢a yaklasik %23,2 agirlik kayb1 gozlendi ve bu sonug karbon kafese bagh
hidroksil bilesiklerinin ayrigmasina baglandi. Fonksiyonel gruplarin baglanmasi

dogruland1 ve elemental analiz ile hesaplandi.

3.2.2. DLS Analizi

Fonsiyonlandirilmis  fullerenol molekiillerinin  boyut dagilimi, 24 °C'de
gerceklestirilen dinamik 1s1k sagilimi (Malvern Zetasizer Nano-ZS) (DLS) ile
incelenmistir. Pargaciklarin katalitik aktivitenin ¢alisildig1 ortamda (pH=7) parcacik
boyutlarini gézlemlemek icin fosfat tampon salin (PBS) i¢inde ¢6ziildii. Fullerenzim
yapilarinin agregasyon sathasindan dnce tek molekiiliin boyutlarini hesaplamak i¢in

soliisyonlar 6l¢iim almadan hemen 6nce taze sekilde hazirlanip, sonike edilmistir.
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3.2.3. FTIR Analizi

Kuru numunelerin FTIR analizi, 550-4000 cm™ araliginda bir Nicolet iS10 FTIR
Spektrometresi kullanilarak gerceklestirilmistir. OH gruplarinin olugumu, C=0, C-H
ve C-O gibi molekiillere 6zgii baglar takip edilerek aktif grup modifikasyonu takip
edildi. OH gruplarinin olusumu, F-Ser ve F-His 'in FTIR spektrumunda 3400 cm"
L'deki genis pikten acikca goriilmiistiir. F-His ve F-Ser igin, karboksil gruplarinin C =
O gerilmesi 1715 cm™? civarinda goriindii. Tiim fulleren tiirevlerinin alifatik
bilesenlerine ait C-H bantlar1 2850-2955 cm™ arasinda gézlendi ve F-His i¢in 3004
cm™'de aromatik bir C-H germe pik vardi. F-His, F-Ser ve fullerenol'iin C-O bantlar
1327-1340 cm™ civarinda gézlenirken, F-His’inamin gruplarinin NH gerilmesi 3345-
3408 cmtde araliginda goriilmiistiir (Sekil 34).

3.3. Katalitik Aktivite ve Enzim Kinetigi Analizi

3.3.1. Kinetik Hesaplamalar

Hidroliz deneylerinde aktif grupla Konjiige fullerenol kombinasyonlar: kullanilarak
(serin varliginda ve yoklugunda), 0.13 mM'lik bir stok c¢ozeltiler hazirland1 ve PBS
ile 0.005 mM'ye seyreltildi. Cozeltilerdeki fullerenzim molekiillerinin katalitik
aktivitesi, DMSO igerinde hazirlanan 100 mM p-nitrofenil fosfat (pNPP) substrat
stok soliisyonu ile 0,5 mM ila 4 mM arasinda degisen konsantrasyonlarda aktif
molekiillerin tekli ve ¢iftli kombinasyonlarini igeren fullerenzim soliisyonlar: ile
karistirtlirak 6l¢tim alinmasiyla tespit edildi. Dogal katalizde gorev alan aktif
gruplarin bir arada ve ayri ayri kullanilmasi ile gruplarin enzimin aktivitesi
tizerindeki etkisini de aciklamis oldu. Karistirmadan hemen sonra, SoftMax Pro
yazilimi (Molecular Devices) kullanilarak bir SpectraMax M5 plaka okuyucu
tarafindan 410 nm'de elde edilen p-nitrofenol (pNP) c¢o6zeltisinin absorbans
spektrumunun toplanmasiyla kinetik Ol¢timler gergeklestirildi. Elde edilen kataliz
sonuglart Michealis-Menten hesaplamalarinda kullanilarak enzim kinetigi verileri

elde edildi. Katalitik doniisiim ve baglanma katsayis1 hesaplanarak enzimin katalitik

45



basarist kantitatif yontemle test edildi ve enzim benzeri molekiillerin enzimatik
aktiviteleri kanitlanmis oldu. Reaksiyon hizlar1 her konsantrasyon icin 18.500 M
cm? ekstinksiyon katsayis1 ile hesaplandi ve Michaelis-Menten denklemine
yerlestirildi (Sekil 3). Tampon ¢ozeltiler icindeki substratin kendi kendine hidrolizi
kontrol gruplar ile belirlendi ve degerler, belirlenen mimiklerin gergek reaksiyon

hizlarin1 bulmak i¢in enzim mimiklerinin reaksiyon hizlarindan ¢ikarildi.

3.3.2. Tasarlanan Enzim Mimik Yapinin Yeniden Kullanilabilirlik Testi

Enzim mimik yapilarin yeniden kullanilabilirlik testi 2000 Da molekiiler agirlik
siirina sahip diyaliz membran (Merck D-2272) kullanilarak yapildi. Tasarlanan
enzim mimik yap1 kullanim i¢in hazir hale getirilen diyaliz membrana sizinti
yapmayacak sekilde ytiklendi. Ardindan malzeme yiiklenen diyaliz membran PBS
soliisyonun eklendigi cam tiiplere daldirildi. Soliisyon igerisine pNPP substrati
eklendi. 1-5 ve 10. dakikalarda 410 nm’de absorbans 6lgiimleri alindi. Ayni tiipdeki
10. dk ol¢iimlerinden sonra membran substrat eklenmeyen PBS soliisyonunda bir

siire bekletildi. Bu o6l¢timler art arda 5 kez tekrar edildi.

3.4.Mineralizasyon Calismasi

3.4.1. Mineral Olusumu ve Karakterizasyonu

Cam lameller, aktif gruplar tek tek ya da ikisi bir arada olan 4,6 uM konsantrasyon
daki fulleren ¢ozeltilerinde 200 er pl olacak sekilde kaplandi. Kaplanan yiizeyler 24
kuyucuklu plakalara yerlestirilmistir. Kontrol gruplar1 olarak da hicbir sey ile
kaplanmamis cam yiizeyler kullanildi. Sonrasinda da her bir kuyucuga 24 mM CaCly,
14,4 mM B-gliserofosfat iceren pH 7,4’teki 50 mM TRIS tampon ¢ozeltisi ve
otoklavlanmig distile su ilave edilerek mineralizasyon i¢in 7 ve 14 giin boyunca
inkiibe edildi. Kalsiyum mineral birikimi saglandiktan sonra yiizeyler su ile

yikanarak ylizeye tutunmayan mineraller wuzaklastirildi. Yizeyin yeterince
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kurumasinin ardindan yiizeydeki mineraller Taramali Elektron Mikroskobu/Enerji
Dagitic1 X-Isin1 Analizi (SEM/EDX) ile karakterize edildi.

Mineralizasyon miktarinin belirlenmesi i¢in, yukarida verilen prosediire gore
hazirlanan yiizeyler suyla yikandi ve 40 dakika Alizarin Kirmizisi ile boyandi.
Alizarin Kirmizisi ile boyanan kalsiyum miktar1 oda sicakliginda 30 dakika boyunca
10 mM sodyum fosfat tamponu i¢inde ¢oziilen %10 (w/v) setilpiridinyum klorit
kullanilarak ekstrakte edildi. Elde edilen kalsiyum miktar1 mikroplaka okuyucusu
tarafindan 550 nm absorbansdaki alinan 6l¢iim miktart ve absorbanslarin grafik

denklemi tizerinden hesaplamalar yapilarak belirlendi.

3.5.Biyoaktivite Analizi

Bu béliimde de aragtirmamizin rejeneratif uygulamalara uygunlugunun kanitlanmasi
acisindan in vitro deneylerin detaylandirilacagi ¢alismalar yapilmistir. Bu ¢aligsmalar
klinik kullanim 6ncesi gerekli ve malzemenin biyolojik kapasitesi konusunda bilgi

saglayici olacaktir.

3.5.1. Sa0S-2 Osteoprogenitor ve BM-MSC Hiicrelerinin Kiiltiirii

Sa0S-2 (ATCC® HTB-85™) ve BM-MSC hiicreleri, fullerenzim kapl kiiltiir
ylizeyleri iizerinde in vitro hiicre kiiltiirii deneyleri i¢in kullanildi. SaOS-2 ve BM-
MSC hiicreleri %10 Fetal Sigir Serumu (FBS), %1 penisilin / streptomisin ve 2 mM
L-glutamin ile takviye edilmis diisiik glikoz oranina sahip Dulbecco Modifiye
Besiyeri (DMEM) kullanilarak %5 CO2 37 °C ve %21 O ile beslenen CO>

inkiibatoriinde 75 cm? hiicre kiiltiirii siselerinde kiiltiirlendi ve biiyiitiildii.
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3.5.2. Biyouyumluluk

Fulleren tiirevlerinin biyouyumlulugu Alamar Mavi metabolik aktivite takibi
yontemi ile analiz edildi. Molekiillerin hiicreler iizerinde toksik etkisinin olup
olmadigr bu deneyler ile belirlendi. Hiicrelerin canlilik testleri, Alamar Mavi
boyamas ile belli araliklarla yapildi (1., 2. ve 7. giin). Bu amagla, 1 x 10* hiicre / cm?
yogunlugunda hiicre 96 kuyucuklu hiicre tabakalari iizerinde inkiibe edildi ve
besiyeri igerisine yapay katalist olarak tasarlanan enzim mimik yapilar farkl
konsantrasyonlarda verildi. Inkiibasyon siirelerinden (1., 2. ve 7. giin) sonra, kiiltiir
ortami1 kaldirilip; hiicreler PBS ile yikandi ve %10 oraninda serumsuz kiiltiir ortami
igerisindeki Alamar Mavisi ile 3 saat 37 °C’de inkiibe edildi. 3 saatte hiicrelerdeki
renk degisimi takip edildi. Renk degisimi gozlendikten sonra, mikroplaka okuyucuda
560 nm eksitasyon, 590 nm emisyon dalga boyunda floresans 6l¢iim alindi. Elde
edilen dl¢iimler grafige gecirilerek uygulanan malzemelerin kontrole gére oranlamasi

yapilarak hiicre tizerindeki biyouyumluluk miktarlar1 belirlendi.

3.5.3. Sa0S-2 Osteoprogenitor ve BM-MSC Hiicrelerinin in vitro 2D

Biyomineralizasyon Calismasi

Sa0S-2 ve BM-MSC hiicreleri ile biyomineralizasyon ve kalsiyum fosfat testleri
fulleren nanopartikiil kapli 24 kuyucuklu plakalar iizerine hiicrelerin ekimi ile
gerceklestirildi. Kaplamalar mineralizasyon ¢alismalarindaki gibi kaplandi daha
sonra bir gece boyunca laminar akigh kabinde kurumasi icin bekletildi. Yiizey
kaplama yapilmig cam lamellerin bulundugu her kuyuya hiicrelerin direkt
malzemeyle temas etmesini engellemek amaciyla 250 ul hiicresiz kiiltiir ortami
eklendi ve tizerine kuyudaki kiiltiir ortam1 miktarin1 2 ml’ye tamamlayacak sekilde
Sa0S-2 hiicreleri igin 5,5x10* hiicre standart kiiltiir ortam1 ve osteogenik kiiltiir
ortami (1,68 mM B-gliserofosfat, 0,2 mM askorbik asit ve 50 nM deksametazon) ile
desteklenerek ekildi. BM-MSC'ler icin 8x10* hiicre standart kiiltiir ortami ve
osteogenik kiiltiir ortam1 (1,68 mM B-gliserofosfat, 0,2 mM askorbik asit ve 50 nM

deksametazon) ile desteklenerek ekildi ve bir giinliik inkiibasyondan sonra soliisyon
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olarak fulleren nanopartikiiller uygulandi. Yiizeylerdeki kalsiyum birikimi ve
farklilagsmis osteoblast goriintiileri Alizarin Kirmizisi ile boyanarak SaOS-2 hiicreleri
icin 3.,7. ve 12. giinlerde, BM-MSC ler icin 7. ve 14. giinlerde goriintiilenmistir.
Goriintiileme ardindan yapilan baz1 deneyler i¢in ortamda olusan Ca miktarini tayini

icin setil piridinyum klorit ¢ozeltisi ile kantifikasyon saglanmistir.

3.5.4. SaOS-2 Hiicreleri ve BM-MSC Hiicrelerinin Yiizeyinde Kalsiyum Fosfat
Birikiminin Alizarin Kirmizi Yontemi ile Mikroskop Goriintilleme ve

Kantifikasyon ile Tayini

Hiicre ylizeyindeki kalsiyum birikimi hiicrelerin osteoblasta baskalagmasinin en
onemli gostergelerinden biridir ve kemigin yapi taslarini olusturur. Ortamda
kalsiyum ve fosfat iyonlarinin artmasi bu siirecin devamini saglamasinin yaninda,
onemli bir destek olarak da goérev yapar. DOniisiim silirecinin baslangicinda
sentezlenen alkalen fosfataz proteini fosfat iyonunun ortamda artmasini
saglamaktadir. Cam lamellere kaplamasini yaptigimiz fullerenzimler tipk1 dogal ALP
deki gibi inorganik iyon artisin1 destekleyerek, hiicrelerin kemik hiicrelerine
doniislimiinii saglayan gen bazindaki yolaklarin ve mekanizmalarin agilmasim
hizlandirmaktadir. Osteoblasta doniisen hiicrelerin mineral biriktirme becerilerini test
etmek amaciyla Alizarin Kirmizisi boyamasi yapildi. Alizarin Kirmizis1 Ca*?
iyonunu selatlar ve bu boyama mineralizasyon i¢in yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. SaOS-2 ve BM-MSC hiicreleri standart kiiltiir ortami, osteogenik kiiltiir
ortam1 (B-gliserofosfat-askorbik asit-deksametazon) ile veya osteogenik olmayan
sadece B-gliserofosfat iceren kiiltiir ortami iginde inkiibe edilecek ve alkalen fosfataz
benzeri nanoyapilar hiicrelere uygulandiginda kalsiyum fosfat depozisyonuna baglh
olarak mineralize kemik benzeri nodiillerin olusumu beklenmektedir. Hiicrelerin ve
nodiillerin kirmiziya boyanmasi hiicreler iizerindeki kalsiyum birikimini ifade

etmektedir.

Yukaridaki 2D biyo-mineralizasyon yonteminde anlatildigi gibi hiicre ekimi
yapildiktan SaOS-2 hiicreleri i¢in 3., 7. ve 12. giinlerde, BM-MSC hiicreleri i¢in 7.
ve 14. giinlerde hiicrelere boyama yapabilmek icin yiizeydeki kiiltiir ortami

uzaklastirildi. Yiizeydeki kirliliklerden kurtulmak i¢in 150-200 pl PBS ile yikandi.
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Ardindan yiizey lizerindeki hiicreler 4 °C soguk saf etanolde oda sicakliginda 30
dakika boyunca muamele edilerek ylizeye sabitlendi. Ardindan mikroplaka 2500 rpm
de 3dk santrifiij edildi. Santriflij sonrasinda plaka icerisindeki etanol bosaltildi ve 15
dakika boyunca etanoliin yiizeyden ugmasi igin beklenildi. Sabitleme isleminden
sonra hiicrelerin iizerine 40 mM Alizarin Kirmizi1 boyasi eklendi ve yiizeyde biriktigi
diistiniilen Ca mineral olusumlarinin boyanmasi i¢in 30-40 dk oda sicakliginda
karanlik ortamda bekletildi. Boyama isleminden sonra tekrar 2500 rpmde 3 dk
santrifiij yapildi. Yiizeydeki boya ortamdan uzaklastirildi. Spesifik olmayan Alizarin-
Kirmizist boyamalarin1 gidermek igin 4-5 kez ¢ift damitilmis su ile yikama yapildi.
Hiicre yiizeyinde olugan mineralizasyonu gozlemlemek icin ters 151k mikroskobunda

goriintli alindi.

Gorlntileme tamamlandiktan sonra bazi deneylerde ortamdaki kalsiyum
konsantrasyonunun tayini i¢in Alizarin Kirmizisina baglh kalsiyumun ekstraksiyonu,
oda sicakliginda 30 dakika boyunca 10 mM sodyum fosfat tamponu igerisinde
¢oziilmiis %10 (w/v) setil piridinyum klorit kullanilarak gergeklestirildi. Alizarin-
Kirmizisina baglh kalsiyum konsantrasyonu 550 nm'de absorbans Olciilerek

belirlendi.

3.5.5. BM-MSC Hiicrelerinin Yiizeyindeki Osteoblast Hiicre Olusumunun

Akridin Turuncusu Boyama Yontemi ile Floresan Mikroskopta Gozlemlenmesi

BM-MSC ler Alizarin Kirmizis1 boyamasi diginda floresans bir boya araciliyla bir
goriintiileme  gerceklestirildi.  Olusan  mineralizasyon  kiimelerin  floresan
goriintiilemesi i¢in farklilagsmis hiicreler, 30 dakika boyunca soguk saf etanol ile
ylizeye sabitlendi. Fiksasyonun ardindan hiicreler 30 dakika 1pg/mL akridin
turuncusu ile boyandi. Spesifik olmayan boyamalarin1 gidermek i¢in 1-2 kez gift
PBS ile yikama yapildi ve karanlik ortamda kurumaya birakildi. Floresanla boyanmis
hiicrelerve ortamdaki mineralizasyon kiimeleri, Zeiss Axio Observer Floresan
Mikroskobu kullanilarak 475 nm eksitasyon ve 555 nm emisyon dalga boyunda

floresans 151k altinda gorsellestirildi.

50



3.5.6. Gen Ekspresyon Analizi ile Kantifikasyonu:

Sa0S-2 hiicreleri 5,5x10* yogunlukta yiizey kaplama yapilmis cam lamellerin
yerlestirildigi 24 kuyucuklu plakalara diisiik glikoz DMEM ile ekildi. BM-MSC
hiicreleri 8x10 hiicre yogunlugunda 24 kuyucuklu plakalara diisiik glikozlu DMEM
ile ekildi. Fullerenzim yapilar, hiicreler morfoloji almaya basladiklarinda sivi formda
ekimin yapildig1 besiyerlerinin icerisine uygulandi. Toplam mRNA, RNeasy Mini
Kit (Qiagen) kullanilarak izole edildi. Saflastirilan mRNA'nin verimi ve safligi
Nanodrop 2000 (Thermoscientific) ile degerlendirildi. Runx2 ve Kollajen-1 (COL I)
gibi osteoblast doniisiimiiniin erken ifadecisi olan genlerin analizleriyapilarak
osteoblast farklilasmasi siireci incelendi. Runx2 nun hiicrelerin kemik hiicrelerine
transformasyonunun erken markorii olmasi sebebi ile ilk gilinlerde gozlenecek artis,
Sa0S-2 hiicrelerinin  osteoblast hiicrelerine doniismeye basladigi anlamina
gelmektedir. Osteoblastlarin olgunlagsmaya dogru gittigi ileriki asamalarda bu
markdrlerin ifadesinin azalmasi ve yahut sabit kalmas1 beklenmektedir. Ayni1 sekilde
COL I ekpresyonunun da artis1 kontrol gruplarina gore karsilastirmali olarak takip
edildi. Hiicrelerde COL I birikimi kemik olusumu i¢in 6nemli bir parametredir. Bu
yilizden kolajen ifadesinin artiginda istatistiksel farklar ile gézlemlenmesi 6nemli bir
sonucgtur. Bu markdrler sayesinde tasarlanan yeni molekiillerin kemik olusumu
sirasindaki etkileri gozlemlendi. Calismay1 daha da detaylandirmak adina primer

tirlerinin arttirilmas: mimkiindiir.

Tablo 3. Primer Sekanslari.
Primerler fleri Primer Geri Primer

Runx-2 TCTGGCCTTCCACTCTCAGT | GACTGGCGGGGTGTAAGTAA
COL-I AAGAGGAAGGCCAAGTCGAG | AGATCACGTCATCGCACAAC

Gapdh TCCCATCACCATCTTCCAGG CCATCACGCCACAGTTTCC

Primer dizileri literatiirden seg¢ilmistir. RNA’dan cDNA sentezi ve RT-PCR
ireticinin talimatlarma gore Tek Adimli qRT-PCR Kiti (Takara) kullanilarak

gergeklestirildi. Primer gen ekspresyon sonuglari, ekspresyon verilerinin analizi i¢in
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GAPDH ekspresyon seviyesine normalize edildi. Sonuglar1 analiz etmek igin

karsilagtirmali bir dongii esigi yontemi kullanildi.

3.6. istatiksel Analiz

Tiim deneyler malzeme uygulanan gruplar veya kontrol grubu i¢in her bagimsiz
deneyde en az dort tekrar yapildi. Tim niceliksel sonuglar ortalama =+ standart
ortalama hatas1 (SEM) olarak ifade edildi. Istatistiksel analizler, tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ile yapildi. Anlamli farklar P degeri ile degerlendirildi; farkliliklar
P < 0.05'te istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Gruplar arasindaki farkliliklar *p
<0.05, **p <0.01, ***p <0.0001 olarak degerlendirildi.
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4 BULGULAR

4.1. Fulleren-Aminoasit Konjiigatlarinin Sentezlenme Sonrasi Yapisi

Fulleren-histidin (F-His) ve fulleren-serin (F-Ser) fullerenzim nanoyapilart fulleren
lizerine enzim benzeri aktiviteyi gerceklestirmek {izere amino asitlerin
konumlandirilmas1 vasitasi ile tasarlandi (Sekil 23). Fulleren nano yapilarin sulu
ortamda nanokiimeler olusturmast vasitast ile aktif gruplarin arasindaki

etkilesimlerin arttirilmasi hedeflenmistir.

HO
Yo
H o OH
kY ﬁ H oOH
NSoS b
N,
OH
._COOH

o I
& o (
OH

Fullerenol-Histidine (F-His) Fullerenol-Serine (F-Ser)

Sekil 23. a) F-His b) F-Ser molekiillerinin yapisal gosterimi.

4.2. Fullerenoliin Termal Gravimetrik Analiz (TGA) ile Karakterize Edilmesi

Sentezlenen fullerenol iizerindeki hidroksil grubu sayisi TGA analizi Shimadzu
DTG-60H analiz cihaz1 kullanilarak gerceklestirilmistir (Sekil 24). 150-570 °C
arasinda OH gruplarinin ¢ikarilmasina karsilik gelen agirlik kaybi yiizdesi ve 570-
900 °C arasinda fullerenin yapisal bozunmasma karsilik gelen pluschar verimi,
fullerenol molekiillerine bagli OH gruplarinin sayisini belirlemek i¢in kullanildi.
150-570 °C arasindaki ve 570 °C' nin lizerindeki agirlik kaybi, Fullerenol'iin TGA
termogramindan sirasiyla %23,2 ve %37,4 olarak hesaplandi. Daha sonra fulleren
basina OH grubu sayis1 (720 /37,4) x (23,2 / 17) = 26 olarak hesaplanda.
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Sekil 24. Fullerenoliin Termal Gravimetri Analizi Grafigi.

4.3. Fulleren-Aminoasit Konjiigatlarinin NMR Analizi

Niikleer Magnetik Rezonans (NMR) analizleri i¢in Bruker Spectrospin Advanced
DPX 400 Spektrometresi kullanilmistir. Fullerene {izerine konumlandirilan aktif
gruplara ve aminoasitlere 6zgii NMR sinyalleri bu yontem ile tespit edilerek, hedef

molekiillerin sentezi kanitlanmstir.
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Sekil 25. Aktive edilmis fullerenolin *H-NMR spektrumu. *H-NMR (400 MHz,
DMSO-d6) ¢ 8.12(d, 2H, J = 9.1 Hz), 6.94 (d, 2H, J = 9.1 Hz).
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Sekil 26. F-His 'H -NMR spektrumu (400 MHz, D;0). & 7.68 (s, 1H), 6.92 (s, 1H),
3.83 (dd, 1H, J = 7.9, 4.9 Hz), 3.08 (dd, 1H, J = 15.5, 4.8 Hz), 2.97 (dd, 1H, J = 15.5,
7.9 Hz).
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Sekil 27. F-His ¥C-NMR spekturumu. *C-NMR (100 MHz, D20) § 174.7, 136.0,
131.50, 117.0, 54.7, 27.8.
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Sekil 28. F-Ser 'H -NMR spektrumu (400 MHz, D,0) 8 3.85 (dd, 1H, J = 12.3, 4.0
Hz), 3.80 (dd, 1H, J = 12.2, 5.6 Hz), 3.75 (dd, 1H, J = 5.3, 4.1 Hz).
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Sekil 29. F-Ser 3C-NMR spektrumu. *C-NMR (100 MHz, D20) § 172.3, 60.1, 56.3.

'H-NMR karakterizasyonlar1 ile fulleren iizerindeki aminoasitlerin hidrojen
atomlara 6zgil ¢iftlesme sabitleri takip edilerek malzemelerin sentezi kanitlandi.
Benzer bir sekilde 3 C-NMR kullanilarak hedef molekiillerde gériilmesi beklenen

ciftlesme sabitleri gosterilerek analiz desteklenmistir.
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4.4. Fulleren-Aminoasit Konjiigatlarinin Elemental Analizi

Kati fulleren 6rnekleri element analizi i¢in kullanildi. Fonksiyonel gruplarin sayisi
nitrojen ylizdesi kullanilarak hesaplandi. Elde edilen sonuglar tabloda verildigi

gibidir.

Tablo 4. Fullerenol Tirevlerinin Elemental Analizi.

Fullerenol Konjiigati %N Aktif Grup #
F-His 14.32 7
F-Ser 12.19 8

4.5. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi Grafikleri

Kuru numunelerin FTIR analizi, 550-4000 cm™ araliginda bir Nicolet iS10 FTIR
Spektrometresi kullanilarak gerceklestirilmistir. OH gruplarinin, C=0O, C-H ve C-O
bantlar1 gibi aminoasitlere 6zgili bantlar takip edilmis ve aktif grup modifikasyonu
gosterilmistir. Fullerenol ve F-Ser molekiillerindeki hidroksil gruplari 3400 cm™
deki genis bant ile karakterize edilmistir. 1560 cm™ de fullerene ait C=C sogurma

bandi her 6rnek icin gosterilmistir.
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Sekil 30. a) Fullerenol b) F-His c) F-Ser fonksiyonlandirilmig nanopartikiillerin

FTIR analiz grafigi.

4.6. Fulleren-Aminoasit Konjiigatinin Atomik Gii¢c Mikroskobu (AFM)

Goriintisii

Calismamizda kullanilacak olan nanokatalistler, AFM hazirlik asamasinda yiizeye

kaplanip silikon yiizey iizerinde kurumaya birakildig1 igin agregatlar halinde

gozlemlendi. Kaplanan yiizey iizerindeki tek tek dagilim gosteren fulleren

molekiilleri AFM goriintiisii ile gosterilmistir (Sekil 31).

H
a N b
N 34.7 nm
o }
HN 0 W 300
N HN _ OH N \
N N %0
A SN
HOOC \ | |
HOY /. Cooy .
o " oH 150
H
& _— 100
b N
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Fullerenol-Histidine (F-His)

Sekil 31. a) F-His Konjliigatt b) F-His kaplanmis yiizeyin tek tek fulleren

molekiillerini gosteren AFM goriintiisii.
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4.7. Fullerene-Aminoasit Konjiigatinin Geg¢irimli Elektron Mikroskobu (TEM)
Goriintiilenmesi ve Dinamik Isik Sa¢cilimi (DLS) Sonuclar

Seyreltilmis numuneler Lacey ultra ince karbon kapli bakir gridler iizerine alinmais,
organik numuneler %2’lik uranil asetat ile 5 dakika boyanmistir. Bir gece kurumaya
birakilan numuneler, kurutmanin ardindan FEI Tecnai G2 F30 marka Geg¢irimli

Elektron Mikroskobu kullanilarak gorsellestirilmistir (Sekil 32-a).

10000

Sekil 32. a) F-His’nin TEM goriintiisii b) F-His nin arka arkaya alinmig 3 DLS
Olgtimti.

Tek nanopartikiil boyutlarin1 6lgmek iizere, fonksiyonlandirilmig fulleren igeren
soliisyonlar zamanla molekiiller arasinda olusan agregasyonu kirmak icin yliksek
ultrasonik gii¢ ile sonike edildi. Fonksiyonlandirilmamis fullerenol, kontrol olarak
kullanildi ve bu baslangi¢c molekiiliiniin partikiil boyutu, <2 nm olarak 6l¢iildii. DLS
okumalari, fonksiyonlandirilmis fullerenol tlirevlerinin, 5-10 nm aralifinda partikiil
boyutlarina sahip oldugunu gézlemlendi. Sekil 32-b de gosterildigi gibi sonikator
etkisinin zamanla ortadan kalkmasiyla molekiillerin agregatlar olusturup daha biiyiik

boyutlarda partikiiller olusturdugu gézlemlenmektedir.
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Sekil 33.Fullerenoliin DLS 6l¢limleri sonucunda elde edilen pargacik boyutu.
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Sekil 34. F-His'in DLS 6l¢limleri sonucunda elde edilen pargacik boyutu.
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Sekil 35. F-Ser'in DLS 6lgtimleri sonucunda elde edilen pargacik boyutu.
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Tablo 5. Fullerenzim Tiirevlerinin DLS Boyut Dagilim Sonuglari.

Molekiil Biiyiikliik (d.nm) % Yiizde
F-His 4.53 100
F-Ser 3.79 100

4.8. Katalitik Aktivite ve Enzim Kinetigi Analizi

4.8.1 Enzim Kinetigi Deneyleri

Hidroliz deneylerinde aktif gruplarin kombinasyonlar1 kullanilarak (serin varliginda
ve yoklugunda) fulleren molekiillerinin katalitik aktivitesi p-nitrofenil fosfat ve bis-
para nitrofenil fosfat substratlari ile tespit edilmistir. Dogal katalizde gorev alan
histidin ve serin gruplarinin kataliz iizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Elde edilen
kataliz sonucglart Michealis-Menten hesaplamalarinda kullanilarak enzim kinetigi
verileri elde edilmistir. Katalitik doniisiim ve baglanma katsayis1 hesaplanarak
enzimin katalitik basaris1 kantitatif yontemle test edilmis ve enzim benzeri

molekiillerin enzimatik aktiviteleri Sekil 36’ te verilmistir.
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Sekil 36. Enzim kinetigi hesaplamalari. Tasarlanan enzim mimikleri varliginda
alinan dlgtimlerden ¢izilen Michaelis Menten grafikleri a) pNPP, b) bis-pNPP, c¢) 2
mM pNPP'nin zamana bagl enzimatik hidrolizi, d) Tasarlanan enzim mimiklerin
katalitik etkinliklerinin karsilagtirmali analizi, e) Tasarlanan enzim mimiklerin pNPP
tizerindeki keat, Km Ve Katalitik verimliliklerinin hesap tablosu f) Tasarlanan enzim
mimiklerin Bis-pNPP {izerindeki kcat, Km Ve katalitik verimliliklerinin hesap tablosu.

Fulleren konjligatlarinin ¢ozeltileri hazirlandiktan sonra PBS kullanilarak son
konsantrasyonlarina seyreltilmistir. TRIS tampon ¢o6zelti i¢ginde 100 mM ik p-
nitrofenil fosfat (pNPP) substrat stok ¢ozeltisi hazirlanmasiin ardindan, katalistler
(50 nM) 200 pl tampon ¢ozelti (Tris pH=9,0) i¢inde ¢oziilmiistiir. Bu ¢dzeltiler
tizerine belirlenen substrat konsantrasyonlari eklenerek, yapay katalistler ile
etkilesimi karsilastirilmigtir. Substrat konsantrayonu daha onceki ¢alismalardan yola
cikarak belirlenmistir (Gulseren vd., 2015). Karistirmanin hemen ardindan,
mikroplaka okuyucusu ile 410 nm'de kinetik reaksiyon sonrasinda ortaya ¢ikan p-

nitrofenolat (pNP) molekiliiniin absorbans spektrumunun toplanmasiyla kinetik
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dlgiimler gerceklestirilmistir. Ekstinksiyon katsayisi literatiirden almarak 18.500 M
cm? degeri hesaplamalarda kullanilmistir. Absorbans okumalarindan elde edilen
degerler katalitik aktivite parametreleri (hiz, katalitik doniisiim katsayis1 ve baglanma
sabiti Michaelis-Menten denklemi kullanilarak grafikleri g¢izdirilen grafiklerden
hesaplanmistir (vo = Keat [E]o [S]o / (Km + [So])).

4.8.2. Tasarlanan Enzim Mimik Yapinin Yeniden Kullamlabilirlik Deneyleri

Yeniden kullanilabilirlik, enzimler i¢in kritik bir 6zelliktir. Tasarladigimiz fulleren
bazli enzim mimiklerinin yeniden kullanilabilirligi bir diyaliz membran kataliz
modeli kullanilarak arastirilmistir (Sekil 37). Bu amagla enzim mimikleri bir diyaliz
membrana yliklenerek ve yapay katalizorlerin yeniden kullanilabilirligi, katalist

yiikli torbalarin substrat i¢eren soliisyonlara daldirilmasiyla test edildi.

Yapilan deneyler sonucunda 1 dakikalik 6l¢iim araligi ile kaydedilenanaliz
sonuglarinda alt1 Ol¢iim arasinda belirgin bir fark goézlemlenmemistir. 5 dakikalik
Olctimlerde 4. ol¢iime kadar belirgin bir diislis gozlemlenirken, 4 ve 5. 6lgiimlerde bir
yiikselme gozlemlenmistir. 6. Ol¢iimde diislis gozlemlenmeye baglamistir. 10
dakikalik olgiimler en tutarli sonug veren analiz olmustur. ilk 4 Slciim de bagil
aktivitenin artis1 gézlemlenmektedir. Bu sonuglar tasarlanan enzim mimik yapinin
bir enzim gibi davranarak ortamdaki substrati tekrar terkar hidrolize edebildigini

gostermektedir.

Bes dongii yeniden kullanimdan sonra, enzim mimiklerinin varliginda pNP
veriminde yaklasik %20'lik bir 1yilesme elde edildi. Tasarlanan enzim mimik yapi
sonuglar géz oniinde bulunduruldugunda en az bes dongii i¢in tam kapasite olarak

yeniden kullanilabilir oldugu gézlemlenmektedir.
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Sekil 37. Yeniden kullanilabilirlik deneyi A)ldk B)5 dk C)10 dk’lik araliklarla
alinan Ol¢iim sonuglari, D) F-His/F-Ser enzim mimik yapimin diyaliz membrana
yliklenmis hali, Ol¢lim alinan giin PBS soliisyonlarinin goriintiisii (iist), 6l¢im
alindiktan 1 giin sonra pbs soliisyonlarinin goriintiisii (alt).

4.9. Mineralizasyon Deneyleri

4.9.1. Mineral Olusumu ve Karakterizasyonu

Cam yiizeyler, aktif gruplar fulleren gruplarinin sulu ¢ozeltileri ile kaplanmistir (% 5
DMSO). Kaplanan yiizeyler 24 kuyucuklu plakalara yerlestirilmistir. Kontrol
gruplart olarak herhangi bir madde ile kaplanmamis cam ylizeyler kullanilmistir.
Sonrasinda da her bir kuyucuga suda ve 25 mM Tris ¢ozeltisinde ¢oziilmiis 24 mM
CaCly, 14,4 mM p-gliserofosfat (Gungormus vd., 2010) ¢ozeltileri ilave edilerek
mineralizasyon i¢in 7 gilin boyunca inkiibe edilmistir. Ca mineral birikimi
saglandiktan sonra yiizeyler su ile yikanarak ylizeye tutunmayan mineraller
uzaklagtirnlmigtir. Yiizeyin yeterince kurumasmin ardindan yiizeydeki mineraller

Alizarin Kirmizis1 boyamasi ile boyanarak fotograflanmis ve kantifiye edilmistir.
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ZEISS Ters Isik Mikroskobunda alinan goriintillerde F-His, F-Ser ve F-His/F-Ser
enzim mimiklerinin ylizey kaplama yapilip mineralizasyonun indiiklendigi cam
slaytlarda karsilastirma yapilmistir. Elde edilen goriintiiler ve alizarin red boyasinin
setilpiridinyumklorit ¢6zeltisi ile kantifikasyonun sonuglarina gére en ¢ok Ca mineral
deposizyon basarisi sirasiyla F-His/F-Ser, F-His ve F-Ser olarak bulunmustur. Ayni
zamanda aynmi yontem ile SEM i¢in hazirlanan kaplamalar da mineralizasyon

indiiksiyonu sonucunda olusan goriintiiler elde edilmistir.

Kontrol F-Ser F-His  F-His/F-Ser

Sekil 38. Hiicresiz ortamda 7.giin yiizey mineralizasyonu deneyleri a) F-His b) F-Ser
ve c) F-His/F-Ser d) Kantifikasyon sonuglart.

Kontrol F-Ser FHIs/F-Ser

Sekil 39. Hiicresiz ortamda TRIS ¢ozeltisinde 7. giin yiizey mineralizasyonu
deneyleri a) Kontrol b) F-Ser ve c) F-His/F-Ser d) Kantifikasyon sonuglart.
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Kontrol F-Ser FHis/F-Ser

Sekil 40. Hiicresiz ortamda TRIS c¢ozeltisinde 14. giin ylizey mineralizasyonu
deneyleri a) Kontrol b) F-Ser c) F-His/F-Ser d) Kantifikasyon sonuglari.

Mineralize olmus yiizeylerin taramali mikroskop goriintiilerin ZEISS Gemmini SEM
500 FE-SEM taramali elektron mikroskopu kullanilarak elde edilmistir. Olgiimler
Bilkent Universitesi UNAM ve Necmettin Erbakan Universitesi BITAM da
gerceklestirilmistir.  Gerekli durumlarda numuneler, 4 nm Au/Pd ile kaplama

yapilmustir.

Sekil 41. Yiizeyde olusan minerallerin taramali elektron mikroskop ile gosterimi a)
F-His, b) F-Ser, c¢) F-His/F-Ser, d) Olusum bolgesi belirlenen minerallerin yakindan
goriintiilenmesi.
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Sekil 42. SEM goriintiileri. a) F-His/F-Ser kapli yiizeylerde mineral kristalleri, b)
Birikmis minerallerin EDX analizi, ¢) Elemental dagilim haritas1 (O) d) Elemental
dagilim haritasi (Ca) ve ¢) Tamamen mineralize yiizeyin SEM goriintiisii.

Yiizeyde mineral formasyonu indiiklenmesi SEM yontemi ile gdsterilmistir. Iginde
F-His enzim mimiginin kaplama olarak uygulandigi gruplar kontrol gruplarina gore

daha ¢ok mineral olusumunu indiiklemistir.

4.10. Hiicre Kiiltiirii Deneyleri

4.10.1. Biyouyumluluk Deneyleri

Hiicre kiiltliri deneylerinde yapilmasi1 gereken ilk caligmalardan birisi hiicre
biyouyumluluk testleridir. Bu deneylerde uygulanmasi planlanan malzemenin farkl
konsantrasyonlarda hiicre iizerinde gosterdigi etki goézlemlenerek hiicre icin toksik

olmayan ve etkinlik igin yeterli olan konsantrasyon se¢imi yapilir.

ALP mimik olarak tasarlanan fullerenzim nanoyapilar i¢in yapilan enzim kinetigi
calismalarinda belirlenen nanokatalist konsantrasyonunun (4,6 pM) hiicrelere
uygulanmasi sonucu yapilan Alamar Mavisi canlilik deneylerinde %80 in tizerinde

hiicresel canlilik gozlemlendi (Sekil 43). Aynmi zamanda, enzim mimik yapilarin
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uygulandigt  SaOS-2  hiicrelerinin  biyomineralizasyonunu  ve  osteogenik

farklilagsmasini artirdigi tespit edilmistir.
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Sekil 43. SaOS-2 Hiicre Biyouyumluluk Testi Sonuglari.

Ayn1  zamanda BM-MSC  hiicrelerinde yapilan ¢aligmalarda 2,3 uM
konsantrasyondaki malzemenin uygulanmasi sonucu yapilan Alamar Mavisi canlilik

deneylerinde %80 in tizerinde hiicresel canlilik gézlemlendi (Sekil 44).
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Sekil 44. BM-MSC Hiicre Biyouyumluluk Testi Sonuclart.
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4.10.2. Fullerenzim Uygulanan SaOS-2 ve BM-MSC Hiicrelerinde Osteogenik

Farkhilasmanin Go6zlenmesi

Fulleren katalistler ile kaplanmis cam lamellerin {izerine ekilmis hiicreler farkli
kosullarda yapilan deneylerle SaOS-2 hiicreleri i¢in 3., 7. ve 12. giinlerde, BM-MSC
ler igin 7. ve 14. giinlerde soguk saf etanol ile yiizeye sabitlenip, Ca*? iyonunu
selatlayan ve osteoblast benzeri hiicrelerin mineral biriktirme yetenegini belirlemek
i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontem olan Alizarin Kirmizi1 boyamasi ile boyandi.
Yapilan boyamalarin sonuglarinda SaOS-2 hiicrelerinde olusan mineral birikmeleri
kantitatif ve kalitatif olarak karsilastirilarak osteogenik farklilagmanin oraninin

gruplar arasindaki farklar1 gézlemlendi.

Hem kantitatif hem de mikroskobik analiz, enzim mimik yapilarin uygulanmasinin
Sa0S-2 hiicrelerinin  matriks mineralizasyonunu 6nemli Olgiide artirdigini
gostermistir. Biyomineralizasyon testleri sirasinda, fosfataz benzeri nanopartikiil ile
muamele edilmis hiicreler baskalasma siirecinde kiiltiir ortaminin etkinligini
arastirmak  lizere, hem normal kiiltir ortaminda, literatiirden secilen
konsantrasyonlarda fosfat kaynagi olarak sadece [B- gliserofosfat igeren kiiltiir
ortaminda ve deksametazon, B- gliserofosfat, askorbik asit igeren osteogenik kiiltiir
ortaminda kiiltiirlenmistir. Calismalarimizin sonucunda osteoprogenitdr hiicre olan
Sa0S-2 hiicrelerinin morfolojik olarak osteoblast hiicrelerine farklilasmasi Alizarin

Kirmizisi ile boyanan hiicreleri mikroskopta gézlemlenmesiyle gdsterilmistir.

Deneyler 24 kuyucuklu plakalar iizerindeki cam lamellere kaplanan enzim mimik
ylizeylerine hiicre ekimi ile ger¢eklestirilmistir. Mineralizasyon i¢in optimum hiicre
yogunluguna smastyla 3x10% 4x10%, 6x10* ve 5,5x10* hiicre ekimleriyle
gerceklestirilen denemeler ile karar verildi. Yapilan deneylerin sonucunda SaOS-2
hiicreleri igin en iyi sonucun ilk ekim de 5,5x10* hiicre yogunlugunun uygun
olduguna karar verilmistir. BM-MSC hiicreleri i¢in ise, yapilan hiicre sayisi
optimizasyon denemeleriyle baslangig hiicre ekim sayisinin 8x10* oldugu deneylerde
en iyi sonucun elde edildigi gozlemlenmistir. Mezenkimal kok hiicrelere enzim
mimikler besiyerinin i¢ine ilave edilerek uygulanmistir. Boylelikle enzim mimiklerin

farkli uygulama yontemleri de test edilmistir.

Sa0S-2 hiicrelerindeki optimizasyon deneylerinde yapilan ilk denemelerde, dncelikle

fosfat kaynagi olarak etkisini gézlemlemek adina B-gliserofosfat iceren kiiltiir ortami
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ve normal kiiltiir ortam1 gruplarindan olusan denemede plakalara 3x10* hiicre ekimi
gerceklestirildi. Ekimden sonraki giin hiicre sayisinin yeterli olmadig1 diisiiniilerek
malzeme uygulamasi i¢in yeterli hiicre yogunlugunun olusmast beklendi. Bu
denemede ve daha sonraki denemelerimizde gozlemlenen hiicre goriintiilerinde
oncelikle F-His/F-Ser grubunun F-His grubuna gore Kkarsilastirildiginda
proliferasyonu baskilandig1 goézlemlenmistir. Diigiikk proliferasyonun, malzeme
uygulandiktan 3-4 giin sonra hiicrelerin ortama alismasiyla birlikte normal diizeye

geldigi gozlemlenmistir.

Optimizasyonun ardindan gerceklestirilen ilk deneyde, test gruplari arasindaki
biyomineralizasyon farki 3. gilinde gozlemlenmeye baslanmistir. Goriintiilerde
matriks ~ mineralizasyonunu  ifade eden  Alizarin Kirmizisi  yogunlugu
karsilagtiritlmistir. Farklilagmadaki gruplar arasindaki farklar 7. ve 14. giinde de bir
degisiklik gostermedi. Mikroskop goriintiilerinde, F-His ve F-His/F-Ser grubunda 7.

ve 14. giinlerde olgun osteoblast goriintiisii belirgin olarak gézlemlendi.

Mikroskop goriintiilerinde +f-gly grubundaki fosfat konsantrasyonunun yiiksek
olmasindan otlirti, 3. ve 7. gilinlerde tiim gruplarda daha yiiksek matriks
mineralizasyonu gozlemlendi. 14. giin gorsellerine bakildiginda bu farkin kapandigi
sOylenebilir. Yine mikroskop goriintiilerine gore hem -B-gly hem de +3-gly deney
grubunda gruplar arasinda matriks mineralizasyonunu indiikkleme siras1 F-His, F-

His/F-Ser, F-Ser ve kontrol olarak bulunmustur.
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Sekil 45. flk hiicre ekimin de 3x10* sayida olan SaOS-2 hiicreleri iizerine
uygulanmak i¢in tasarlanmis fosfataz mimiklerinin B-gliserofosfat ile desteklenmis
ve desteklenmemis standart kiiltlir ortam1 gruplarinda ayr1 olacak sekilde elde edilen
3.,7. ve 14. giin ylizey mineralizasyon gorselleri.

Onceki deneyimizde baslangig hiicre sayisminmn diisiik gelemesi ve bu sebeple
eklenen malzmelerin miktar olarak fazla geldigi anlasilmasinda dolay1 ve +B3-Gly
grubunun ortamdaki yiiksek fosfat miktar1 kaynakli Alizarin  Kirmizisi
boyamalarinda goriilen tutarsizliklardan 6tiirii hiicre sayisi artirilip tekrar bir deneme
daha yapildi. Deneyde 24°liik plakalara 4x10* hiicre ekildi ve hiicrelerin yeterli
yogunluga gelmesi beklendi. Yeterli hiicre yogunlugu olustuktan sonra enzim
mimikler hiicreye uygulandi. 3.,7. ve 14. giinlerde hiicreler yiizeye sabitlenip

boyandi.

3. giindeki mikroskop goriintiilerinde, gruplar arasinda belirgin bir fark
gozlemlenmedi. 7. giinde enzim mimik wuygulanan gruplarin kontrolle
karsilastirildiginda  6nemli Ol¢iide bir artis  gozlemlenmektedir. Mikroskop
gortntiilerinde F-His/F-Ser grubunun en yiiksek matriksmineralizasyon ve olgun

osteoblast hiicre yapisinin gosterdigi gézlemlendi.
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14. giindeki mikroskop goriintiilerinde F-His ve F-His/F-Ser gruplarinin 7. giine gore
daha yogun boyamalar ger¢eklestirdigini ve olgun osteoblast morfoloji gériiniimiinde

artiglarin oldugu gézlemlenmistir.

B-Gly
3.Giin 7.Giin 14.Giin

o

F-His F-Ser Kontrol

F-His/F-Ser

Sekil 46. ilk hiicre ekimin de 4x10* sayida olan SaOS-2 hiicreleri iizerine
uygulanmak i¢in tasarlanmis fosfataz mimiklerinin B-gliserofosfat ile desteklenmis
kiiltiir ortam1 uygulandig1 grupda elde edilen 3., 7. ve 14. glin ylizey mineralizasyon
gorselleri.

Hem hiicrelerin yeterli yogunluga gelmesini beklememek, hem de genel osteogenik
besiyerinin enzim mimik yapilarla birlikte standart kiiltiir ortamindan farkli bir sonug
verip vermeyecegini 6grenmek igin, literatiirden segilen 50 nM deksametazon, 0,2
mM askorbik asit ve 1,68 mM B-gliserofosfat igeriginden olusan osteogenik kiiltiir
ortami ile deney gerceklestirildi. Deneyde 24’liik plakalara enzim mimikler yiizey
kaplama yapilip iizerine her kuyucuga 6x10* hiicre ekildi. 3., 7. ve 14. giinlerde
hiicreler ylizeye sabitlenerek boyama yapildi. Boyama isleminden sonra mikroskobik

goriintiileme yapildi.

3. glin mikroskop goriintiilerinde F-His ve F-His/F-Ser gruplarin da gézlenen matriks
mineralizasyonunda F-Ser ve Kontrol grubuna gore gozle goriniir farklar mevcuttur.
7. ve 14. giin mikroskop goriintiilerinde ise F-His ve F-His/F-Ser gruplarinin F-Ser
ve kontrol gruplarina gore hem matriks mineralizasyonu hemde olgun osteoblast
hiicre tipi olusturmasi bakimindan daha iyi sonuglar vermistir. 14. giin deneylerinde
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plakalarin ylizey alanina gore hiicre sayisinin fazla gelmesinden dolay1 hiicreler
plaka yiizeyinden ayrilmiglardir. Bu sonu¢ mikroskop goriintiilerinin kalitesinin

diismesine yol agimstir.

Kullandigimiz enzim mimikleri osteogenik igerik ile desteklenmeyen deney
grubunda desteklenen gruba goére daha iyi sonuglar vermistir. Bu sonug herhangi bir
destekleyici kullanmaksizin tasarlanan enzim mimik yapilarin hiicre farklilastirmaya

yonlendirmek i¢in yeterli oldugunu diistinmemizi saglamistir.

3.Giin 7.Giin 14.Giin

Kontrol

F-Ser

F-His

F-His/F-Ser

Sekil 47. ilk hiicre ekimin de 6x10* sayida olan SaOS-2 hiicreleri iizerine
uygulanmak i¢in tasarlanmis fosfataz mimiklerinin normal kiiltiir ortami ve
osteogenik kiiltiir ortam1 gruplarinda ayri olacak sekilde elde edilen 3., 7. ve 14. giin
ylizey mineralizasyon gorselleri.

6x10* hiicre ile gerceklestirdigimiz deneyde olusan yiiksek proliferasyon kaynakli
hiicrlerin yiizeyden ayrilmalarint engellemek icin 3., 7., 12., ve 14. giinlerde ve her

plakaya 5,5x10% hiicre ekilerek deney tekrarland.

Sonuglara genel olarak baktigimizda tiim deney setinde matriks mineralizasyonu ve
olgun osteoblast hiicre sekli olusumunun en yiiksekten en diisiige dogru olarak F-His
> F-His/F-Ser, F-Ser, Kontrol siralamalasiyla indiiklendigi sdylenebilir. 6x10* hiicre
sayis1 ile kurulan deneyde gézlemlendigi gibi bu deneyin de genelinde normal kiiltiir
ortami ile yapilan deneyin sonuclarinin osteogenik icerik ile desteklenen deney

gruplarina gore daha iyi sonuglar verdigi gozlemlenmistir. 14. giinde yine diger
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deney setlerinde gozlemlendigi gibi hiicrelerin ylizeyden ayrilmasi sonucunda

mikroskop goriintiisii almakta zorluk ¢ekilmistir.
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Sekil 48. ilk hiicre ekimin de 5,5x10% sayida olan SaOS-2 hiicreleri iizerine
uygulamak i¢in tasarlanmig fosfataz mimiklerinin A. Normal kiiltiir ortami B.
Osteogenik kiiltiir ortami1 gruplarinda ayri olacak sekilde elde edilen 3. ve 7. giin
ylizey mineralizasyon gorselleri C. 3. giin mineralizasyon kantifikasyon grafigi D. 7.

giin mineralizasyon kantifikasyon grafigi.
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Sekil 49. Ik hiicre ekimin de 5,5x10* sayida olan SaOS-2 hiicreleri iizerine
uygulanmak icin tasarlanmis fosfataz mimiklerinin A. Normal kiiltiir ortam1 B.
Osteogenik kiiltiir ortami1 gruplarinda ayr1 olacak sekilde elde edilen 12. ve 14. giin
ylizey mineralizasyon gorselleri C. 12. giin mineralizasyon kantifikasyon grafigi D.
14. giin mineralizasyon kantifikasyon grafigi.



Fosfataz benzeri nanozimlerin performansi, osteogenik takviyenin yoklugunda
osteogenik farklilasmaya neden olmasi enzim mimiklerin islevselligi agisindan
onemlidir. Ayrica, fosfataz taklidi nanopartikiiller, standart kiiltiir ortaminda

kiiltiirlenen hiicrelerin nispeten daha yiiksek minerallesmesine neden olmustur.

Tim mineralizasyon deneylerine genel olarak bakildiginda 3. giinde tiim gruplar
arasinda  belirgin bir fark gdézlemlenmemis, test gruplar1  arasindaki
biyomineralizasyon farki 7. giinde gozlemlenmistir. Farklilagma 7. gilin civarinda
baslamis ve 12. giline kadar olgun osteoblastlarin olusumu gézlenmistir. Mikroskop
goriintlisine ve 7., 12. gilindeki kantitatif verilere gore, F-His ve F-His/F-Ser,
hiicresiz  mineralizasyon  deneylerindeki  farkliliklara  benzer  diizeyde
biyomineralizasyona yol agmistir. Bu sonuglar, F-Ser'in katalitik etki i¢in ¢ok 6nemli
oldugunu, ancak biyomineralizasyon siirecine dnemli bir katkisi olmadigini ortaya

koymustur.

Tasarladigimiz fullerenzim yapilarla osteoprogenitér SaOS-2 hiicrelerindeki matriks
mineralizasyonu deneyleri yapildiktan sonra, malzememizin daha zor farklilasmanin
gbzlemlenmesini 6ngordiigimiiz mezenkimal kok hiicre olan BM-MSC hiicrelerinde
de etkinligi gozlemlemek igin deneyler gergeklestirildi. BM-MSC hiicreleri igin
yaptigimiz deneylerde, hiicre ekimi yapilan plakalara malzeme uygulamasinin 7. ve

*2 jyonunu selatlayan ve

14. giinlerde soguk saf etanol ile ylizeye sabitlenip, Ca
osteoblast benzeri hiicrelerin mineral biriktirme yetenegini belirlemek icin yaygin
olarak kullanilan bir yontem olan Alizarin Kirmizi boyamasi uygulandi. Yapilan
boyamalarin sonuglarinda SaOS-2 hiicrelerinde olusan mineral birikmelerinin
karsilagtirilarak osteogenik farklilasmanin oranmin gruplar arasindaki farklar
gozlemlendi. BM-MSC hiicreleri i¢in yapilan hiicre sayisi optimizasyon
denemeleriyle baslangic hiicre ekim sayismin 8x10% oldugu deneylerde en iyi

sonucun elde edildigi gozlemlenmistir.

Deney sonuclar1 ostegenik kiiltlir ortaminin kullanildig1 deneylerin standart kiiltiir
ortamina gore belirgin bir fark gézlemlenmedigini ortaya koydu. Alizarin Kirmizisi
boyamasi sonucunda alinan goériintiilerde gruplar arasinda F-His/F-Ser ve F-His
enzim mimiklerinin uygulandig: hiicrelerin yiizey mineralizasyonunun indiiklendigi

gozlemlendi. Hem standart kiiltiir ortam1 hem de osteogenik kiiltiir ortamu ile yapilan
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deneylerde osteogenik kiiltiir ortaminda standart ortama kiyasla 6nemli bir farklilik
gozlemlenmedi. Aksine standart kiiltiir ortaminda indiiklenen hiicrelerde yapilan
Alizarin Kirmizis1 boyamalarinda olgun osteoblast ve matriks mineralizasyon
goriintiilerinin daha kirmizi ve belirgin oldugu gozlemlendi. Yapilan Alizarin
Kirmizis1 boyamasindan elde edilen goriintiilerden sonra, olusan kemik hiicresi
benzeri hiicre kiimelerini gdstermek adina, hiicre g¢ekirdegini ve sitoplazmasini
boyadig1 ve floresan 1s1ma verdigi bilinen akridin turuncusu boyamasi yapildi.
Boyama yapildiktan sonra floresans goriintileme ve yine floresans sinyallerle
yapilan 3D analiz ile ortamin genel mineralizasyon orani gosterilmis oldu. Alizarin
Kirmizist ve akridin turuncusu boyamalari sonuglar1 birbirleriyle uyumlu sonuglar
vermistir. Yapilan c¢alismada alinan mikroskop goriintiileri sonucunda olgun
osteoblast ve matriks mineralizasyon goriintiisiiniin enzim mimikler arasinda ¢oktan
aza dogru siralanigit F-His/F-Ser ve F-His gruplar birbirine yakin, F-Ser olarak
gbzlemlenmistir. Olgun osteoblast goriiniimii kok hiicrelerde beklenildigi gibi 7.
giinde heniiz basladigin1 ve 14. giinde daha olgun yapilarin olugsmus oldugunun

gbzlemledik.

Sekil 50. BM-MSC hiicreleri {izerine uygulanmak icin tasarlanmis fosfataz
mimiklerinin normal kiiltlir ortaminin kullanildigr 7 giinliik ylizey mineralizasyon
gorselleri (A-D) Alizarin Kirmizist boyamasi (E-H) Akridin turuncusu boyasi ile
mineralizasyonun floresan mikroskop ile gosterimi (I-L) Floresan boyamanin 3D
olarak gosterimi.
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Sekil 51. BM-MSC hiicreleri {iizerine uygulanmak icin tasarlanmis fosfataz
mimiklerinin osteogenik kiiltiir ortaminin kullanildig1 7 giinliik ylizey mineralizasyon
gorselleri (A-D) Alizarin Kirmizis1 boyamasi (E-H) Akridin turuncusu boyasi ile
mineralizasyonun floresan mikroskop ile gosterimi (I-L) Floresan boyamanin 3D
olarak gosterimi.
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Sekil 52. BM-MSC hiicreleri {izerine uygulanmak icin tasarlanmis fosfataz
mimiklerinin normal kiiltiir ortaminin kullanildigi 14 giinliik yiizey mineralizasyon
gorselleri (A-D) Alizarin Kirmizist boyamasi (E-H) Akridin turuncusu boyasi ile
mineralizasyonun floresan mikroskop ile gosterimi (I-L) Floresan boyamanin 3D
olarak gosterimi.



Sekil 53. BM-MSC hiicreleri tiizerine uygulanmak i¢in tasarlanmis fosfataz
mimiklerinin ostegenik kiiltiir ortaminin kullanildig1 14 giinliik ylizey mineralizasyon
gorselleri (A-D) Alizarin Kirmizis1 boyamasi (E-H) Akridin turuncusu boyasi ile
mineralizasyonun floresan mikroskop ile gosterimi (I-L) Floresan boyamanin 3D
olarak gosterimi.

4.10.3.Gen Ekspresyon Analiz Sonuglari

Hiicrelerin osteoblastkékenine bagliligi gesitli sinyaller tarafindan yonetilir. Runt ile
iligkili transkripsiyon faktorii-2 (Runx2) ve kolajen tip 1 (COL-I), osteoblast

farklilagsmasini izlemek icin siklikla kullanilan osteoblasta 6zgii belirteclerdir.

Osteoblast farklilagma stireci sirasinda Runx2, osteogenik farklilasmadaki gen
ekspresyonunda genel bir transkripsiyon faktorii olarak islev goriir. Bu nedenle
Runx2, osteogenik farklilasma ve iskelet genlerinin diizenlenmesiyle baglantilidir.
COL-I ise hiicre dis1 matriks olgunlagsma siirecinde yiiksek oranda ifade edilen,
osteoblast farklilasmasi i¢in baska bir kritik faktordiir. Bu nedenle COL-I, osteoblast

olgunlagmasinin ilerlemesi i¢in 6nemli bir transkripsiyon faktoriidiir.

Tasarlanan enzim mimik yapilarin gen ekspresyon profilleri, fulleren bazli
nanopartikiil kaynakli osteoblast farklilasmasini daha iyi anlamak i¢in qRT-PCR

yontemi ile analiz edildi.



7. giinde Runx?2 ifadesinde istatistiksel olarak 6nemli degisiklikler elde edildi, 3. giin
yapilan caligmada osteoblast spesifik transkripsiyon isaretlerinin aktivasyonu igin
erken bulundu ve hem gruplar arasinda hem de referans gene kiyasla 6nemli bir
degisikligin olmadig1 gozlemlendi. 12. giinde yapilan analiz sonucunda Runx2
ekspresyonu kontrol grubuna daha yakin bulundu. Ekspresyon seviyesindeki bu

diisiis, osteoblastin matris olgunlasmasinin bir belirteci olarak agiklanabilir.

COL-I, osteoblast olgunlasmasimnin ilerlemesi i¢in O6nemli bir transkripsiyon
faktoriidiir. 7. ginde, COL-I ifadesi Runx-2 ile benzer bir profil gosterdi, bu faktoriin
ifadesi osteoblast farklilagmasini belirten ekspresyonda referans gene gore gozle
goriliir bir farkla artis gozlemlendi. 12. glinde, devam eden biyomineralizasyon
stirecinin  bir sonucu olarak COL-I ekspresyonundakiartisin devam ettigi

gbzlemlendi.

Alizarin Kirmizis1 boyama sonuglarina uygun olarak, 3. giin enzim mimik
uygulamasi kaynakli biyomineralizasyon i¢in erken bulmus ve hiicre dis1 matris
olgunlagmasi 7. glinde baglamistir. Biyomineralizasyon sonuglarina gore, kemik
dokusunun indiiklenme seviyesi F-His ve F-His/F-Ser gruplarinda birbirine yakin
bulunmustur. Ancak F-Ser grubunun diger iki gruba kiyasla daha diisiik osteogenik

indiiksiyon kapasitesine sahip oldugu gézlemlenmistir.

Mineralizasyon c¢alismalarindan sonra yapilan gen seviyesi analizi, F-His/F-Ser
uygulamasinin kritik faktorlerinin ekspresyonunda artisa neden oldugunu ve F-His
grubuna eklenen F-Ser enzim mimik yapisinin osteoblast farklilasmasindaki 6nemini

gostermektedir.

Osteorejenerasyon  ¢aligmalarinda, osteogenik ortam genellikle osteogenik
farklilasmay1 desteklemek i¢in kullanilir. Calismada fosfataz mimikleri, osteogenik

ortama ihtiya¢ duymadan osteoblast olusumunu indiikledigi gosterilmistir.
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Sekil 54. Osteoblast indiiksiyonu igin kullanilan fosfataz enzim mimik yapilarinin
Sa0S-2 hiicrelerindeki gen ekspresyon tlizerindeki etkillerinin analizi.

Farkli biiylime kosullarinda malzemenin gen ekspresyonunda nasil degisimler
gosterecegini analiz etmek i¢in ve farkli kiiltlir kosullarinda biiyiitiilen hiicrelerden 7.
ve 14. giin izole edilen mRNAlarla gen ekspresyon analizi yapildi. Calisma
osteogenik ortam, normal ortam ve yalnizca 1,68 mM B-gliserofosfat (bir fosfat
kaynakli kiiltiir ortami olarak) ile biiyiitillen hiicrelerden izole edilen mRNA
materyali ile gerceklestirildi. Calisma sonucunda, ortama [-gliserofosfat verilen
deney grubunda 7. giinde COL-I seviyesinde gruplara arasinda en yiiksek deger
goriilmiistiir. Ortama verilen fosfat kaynagi indiiksiyonu hizlandirmis ve 14. giine
gelmeden enzim mimik yapimnin “feedback” mekanizmasina geldiginin diislinmemizi
saglayan azalmaya neden olmustur. Normal besiyeri ve osteogenik ortam gruplari
arasinda ¢ok Onemli farkliliklar gozlemlenmedi. Osteogenik ortamin ekspresyonu
artirma yolunda yiikseltmesi beklenirken, normal ortam grubunda fulleren

katalisterin osteoblasta 6zgii gen ifadesini arttirdig1 tespit edilmistir.
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Sekil 55. Fosfataz taklidi F-His/F-Ser enzim mimiginin SaOS-2 hiicrelerindeki
osteoblast indiiksiyonunda kiiltiir ortami etkisi i¢in gen ekspresyonu caligsmasi (NM:
Standart kiiltiir ortami, OM: Osteogenik kiiltiir ortami, B-gly: B-gliserofosfat i¢eren
kiiltiir ortamu.

Sa0S-2 hiicreleri ile yapilan gen ekspresyon analizinden sonra, mezenkimal kok
hiicre olan BM-MSC hiicrelerinde de malzeme uygulamasi yapilan mineralizasyon
sonuglarinda  oldugu gibi gen bazinda da  degisiklik  gozlemleyip
gozlemleyemeyecegimizi tayin etmek i¢in gen ekspresyon analizi yapildi (Sekil 56).
Analiz sonuglar1 SaOS-2 hiicrelerinde elde edilen ekspresyon seviyesi ile
karsilastinlldiginda 7. giinde gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlemlenmezken, 14. giinde ekspresyon seviyelerinde artislar ve gruplar arasindaki
farklarin olustugu gozlemlendi. Osteoprogenitor hiicrelerdeki 7.giin mineralizasyon
sonuglarinda 6nemli mineral birikimi gozlemlenmesine ragmen, kok hiicrelerin gen
diizeyinde osteogenik farklilagsmay1 heniiz etkinlestiremedigi bulunmustur. Bu kok
hiicreler i¢in beklenen bir sonugtur ve bu sonug, enzim mimik yapilarin pluripotent
BM-MSC hiicrelerinde osteoprogenitdr hiicrelere nazaran daha uzun silirede gen
diizeyinde aktivasyona sebep oldugu gosterilmistir. 14. giin ekspresyon
seviyelerindeki artis kok hiicreler icin herhangi bir osteogenik takviye
kullanilmaksizin sadece enzim mimiklerin kullanilmasiyla elde edilmistir. Bu sonug,
uygulanan enzim mimik yapimnin mezenkimal kok hiicreleri osteogenik

farklilagtirmaya yonlendirmek i¢in yeterli oldugunu gostermektedir.

14.gtindeki COL-I ekspresyon sonuglarinda F-His grubunun F-Ser grubuna gore iig
kat, F-His/F-Ser ve Kontrol grubuna gore iki kat daha yiiksek ekspresyon gosterdigi
gozlemlenilmistir. 14. giin Runx2 ve COL-I sonuglar1 F-Ser veF-His/F-Ser

81



gruplarinda osteogenik indiikleme ve matriks mineralizasyonunun baglangic
asamasinda oldugunu anlamamizi saglamaktadir. QRT-PCR deneyleri sonucunda
enzim mimik yapilar karsilastirildiginda en yiiksek matriks mineralizasyonu ve
osteoblast indiikleme kapasitesinin yiiksekten diisiige sirasiyla F-His > F-His/F-Ser
ve F-Ser oldugu belirlenmistir. F-His ve F-His/F-Ser gruplar1 arasindaki ekspresyon
farklilig1 istatiksel analizde de gozlemlendigi gibi minor farkliliklardir. Her ikisi de

kontrole gore anlamli bir artisa sebep olmustur.
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Sekil 56. Osteoblast indiiksiyonu i¢in kullanilan fosfataz enzim mimik yapilarinin
BM-MSC hiicrelerindeki gen ekspresyon seviyesi iizerindeki etkilerinin analizi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Dogal enzimlerin hem fiiretim hem saklama kosullarindaki sinirlamalarindan dolay1
enzim mimik yapilarin tiretimi ile ilgili ¢aligmalarda artig gézlemlenmistir. Bizde bu
problemlere ¢oziim iiretebilmek i¢in ¢alismamizda ALP mimik olarak tasarladigimiz

fulleren molekiillerini kullandik.

Sentezlenen karbon hibrit yapilar dogal bir fosfataz enziminin biyokatalitik ve
biyoindiiktif islevlerini mimik etmek ig¢in tasarlandi. Karbon hibrit yapilar
fonksiyonlandirmada kullanilan histidin ve serin aminoasitleri, ¢esitli enzimlerin
aktif bolgesinde yaygin olarak bulunur ve Oonceki caligmalarda, bu aminoasitlerle
Konjiige nanoyapilar, metal igermeyen fosfataz mimikleri olarak basariyla
kullamilmistir (Nothling, Xiao, Hill, Blyth, Bhaskaran, Sani vd., 2020; Zhang, Xue,
Luo, Li, Yang, Zhuang vd., 2014).

Bu yapiy1 tasarlamak icin fulleren molekiillerine ALP nin aktif katalitik bolgesinde
bulunan histidin ve serin aminoasitleriyle fonksiyonlandirma yaparak ALP enzim
mimik yapilar1 olusturduk. Bu tasarimi yaparken oncelikle fulleren molekiillerini
hidroksil gruplar ile aktif hale getirdik. Olusan fullerenol yapilarinin varligint TGA
(Sekil 24), 'H-NMR (Sekil 25), FTIR (Sekil 30-a) ve DLS (Sekil 33) analizleri ile
dogruladik. Fullerenol yapilarinin olusumu kanitlandiktan sonra fullerenol yapisina
aminoasit fonksiyonlandirma yapilabilmesi igin hidroksil gruplari {izerine nitrofenil
gruplar eklenerek amino asit fonksiyonlandirmasi icin aktiflestirildi. Fullerenoliin
aktivasyonu, proton NMR spektroskopisinde aromatik ¢iftlerin varligi ile
dogrulanmigtir. Daha sonra aktiflestirilmis fullerenol yapilarinin {izerine mimik
edilecek enzimin aktif bolgesinde bulunan aminoasitlerin fonksiyonlandirilmasi
yapildi. Kiiresel fulleren nanokatalizorler, tH-NMR (Sekil 26, Sekil 28), *C-NMR
(Sekil 27, Sekil 29), Elemental Analiz (Tablo 4), DLS (Sekil 34, Sekil 35), TEM
(Sekil 32), AFM (Sekil 31) ve FTIR (Sekil 30-b,c), karakterizasyon yontemleri ile
analiz edildi. Analizler sonucunda parcacik ve agregat olarak nasil bir yapr elde

edildigi tayin edilmis oldu.

Sentezlenen nanoyapilarinin iizerinde konumlandirilan aktif bolgeler nanokiimeler
halinde kendi kendine bir araya gelmek iizere tasarland1 ve bu agregat olusumu TEM

karakterizasyon sonuglar1 ile gozlemlendi (Sekil 32). Ayrica uzun siire sonikasyon
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uygulamasiyla agregatlarin dagitilmasinin ardindan DLS 6l¢iimii alinmasi sonucu~5
nm olarak gozlemlenen fulleren enzim mimiklerinin bir silire sonra sulu ortamda
~100-200 nm kiimeler halinde birlestigini gosterdik. Fullerenzim enzim mimiklerinin
kiimeler halinde birlesmesi, dogal enzimler gibi kendi kendine bir araya gelmesine
benzemektedir. Fulleren molekiillerin spontane agregat olusturmalar1 enzimler gibi

coklu aktif bolge olusumunu saglamaktadir.

Histidin ve serin aminoasitleri dogal enzimlerin katalitik aktivitelerinde farklh
islevlere sahiptir. Dogal enzimlerde, histidin ve serin arasindaki kovalent olmayan
etkilesimler katalitik aktiviteyi kolaylastirir. Ozellikle histidin, genel bir baz
gorevinde olup niikleofilik saldir1 i¢in serinin hidroksil grubunu polarize eder. Bu
nedenle ¢alismamizda, F-His ve F-Ser, molekiiller arasi etkilesimlerin biyokataliz

tizerindeki etkisini test etmek i¢in ayr1 ayr1 ve bir karisim olarak uygulandi.

Fosfataz1 mimik eden fulleren nanopargaciklarin katalitik aktivitesini test etmek i¢in
ilk model substrat olarak pNPP kullanildi. pNPP, fosfataz aktivitesini izlemek icin
yaygin kullanilan bir substrattir. Reaksiyon, pNPP'den para-nitrofenolat (pNP)
olusumunun GSl¢iilmesiyle izlendi. Nanokatalizérlerin konsantrasyonu (4,6 M) sabit
tutularak reaksiyonun kararli durum kinetigi incelenmistir. pNPP konsantrasyonu 0,5
mM'den 7,0 mM'ye yiikseltildiginde tipik bir Michaelis-Menten grafigi elde edildi ve
bu doygunluk profili, fulleren enzim mimiklerinin enzim benzeri kinetigi takip
ettigini gostermektedir. Bu grafikten hesaplanan kinetik parametrelere goére, F-His/F-
Ser kombinasyonu, katalitik profilde 6nemli bir artisa sebep oldu (Sekil 35). Fulleren
bazli enzim mimiklerinin katalitik etkinligi, F-His/F-Ser enzim mimiklerinin (9.27 +
1.16 Ms) tekli F-His (5,05 + 0,82 M's!) nanoyapilarindan katalitik olarak daha
verimli oldugu Michaelis-Menten hesaplamalar1 ile gosterilmistir (Sekil 36-d).
Enzim kinetigi deneylerinin sonucunda, tasarlanan katalitik yapilarin birlikte
kullaniminin, verimli bir hidroliz i¢in optimize edilmis, bir artisa yol agtigim
gosterdi. Sadece F-Ser enzim mimiginin uygulanmasi, polarize edici bir genel baz
linitesinin olmamast nedeniyle diisiik bir katalitik aktivite profili gosterdi. Bu
nedenle, olusan niikleofilik aktivite, F-His enzim mimigi i¢eren gruplarin gerisinde
kalmistir. Histidin, bircok enzimatik reaksiyonda gorev alan ana aktif birimlerden

biridir, bu nedenle histidinin varlig: katalitik etki i¢in kritiktir.
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Tasarlanan enzim mimik yapinin sadece monoesteraz substrati pNPP’ye 6zgii olup
olmadigini tayin etmek icin farkli bir substrat olan diesteraz substrati olan bis-pNPP
ile de kataliz calismasi gergeklestirildi. Calismanin sonucunda, pNPP'ye benzer
sekilde, fulleren enzim mimikleri, gruplar arasinda benzer bir kinetik aktivite
gozlendi. Fosfataz mimikleri, pNPP'ye kiyasla bis-pNPP'ye (F-His/F-Ser igin 1.57 +
0.63 Ms! ve F-His igin 1.04 + 0.47 M's?) kars1 daha diisiik bir katalitik etkinlik
gOstermistir, tasarlanan nanoyapilar diesterazdan ziyade monoesteraz olarak daha iyi

performansa sahiptir (Sekil 36-d).

Yeniden kullanilabilirlik enzimlerin bir diger 6nemli 6zelligidir. Tasarlanan enzim
mimik yapilarin birlikte oldugu F-His/F-Ser grubu igin yeniden kullanilabilirlik
deneyi yapildi. F-His/F-Ser enzim mimigi bir diyaliz torbasina yerlestirildi ve yapay
katalizorlerin yeniden kullanilabilirligi, torbalarin substrat igeren soliisyonlara
daldirilmasiyla test edildi. Bes dongii yeniden kullanimdan sonra, enzim
mimiklerinin varliginda pNP veriminde yaklasik %20'lik bir artis elde edildi. Enzim
mimik bu nedenle en az alt1 déngii i¢in yeniden kullanilabilir oldugu gdsterilmis oldu

(Sekil 37).

Fosfatazlar, osteogenez siirecinde gorevli en 6nemli enzimlerden birisidir. Organik
fosfatlardan inorganik fosfat tiiretilmesi, kemik doku olusumunun diizenlenmesi ve
osteoblast farklilagsmasinin indiiklenmesi dahil olmak iizere bircok isleve sahiptir.
Fosfatazlara yakin etkide bir fosfataz taklidi tasarlamak i¢in, bu farkli islevleri tek bir
yapr lzerinde toplayabilmek Onemlidir. Biyomineralizasyon c¢alismalarinda,
osteorejeneratif uygulamalar i¢in biyomineralize olabilen yiizeyler gelistirmek igin

enzim taklidi yap1 kapli biyoaktif ylizeyler kullanilmaktadir (Gulseren vd., 2015).

Calismada, fulleren bazli fosfat mimikleri, biyomineralize olabilen substratlar
hazirlamak i¢in cam yiizeyler iizerine kaplandi. Hiicresiz ortamda mineralizasyonu
indiiklemek i¢in, fosfataz mimik kapl ylizeyler kalsiyum kaynagi olarak CaCl; ve
fosfat kaynagi olarak  [B-gliserofosfat ile maruz birakildi. 7 giin inkiibasyon
sonucunda ylizeyde olusan mineraller analiz edildi. F-His/F-Ser ve F-His kapl
yiizeyler, F-Ser ve kaplamasiz cam yiizeylere kiyasla daha iyi mineral nodiil olusumu
gosterdi (Sekil 38, Sekil 39, Sekil 40). Kaplanmis yiizeyler tizerinde biriken mineral
nodiillerin kalsiyum icerigi, aym1 zamanda Alizarin Kirmizis1 ile boyandi.

Boyamalarin mikroskobik goriintiileri alindi. Goriinti alma isleminden sonra
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ortamdaki kalsiyum oranmi kantifiye etmek ig¢in setilpiridinyumklorit ile boya
ortamdan ayristirildi. Yapilan okuma sonucunda gruplar arasindaki deposit olan
kalsiyum igeriginin farki gézlemlendi. Test edilen fosfataz-mimetik gruplar1 arasinda
F-His/F-Ser'in en yiiksek mineralizasyon kapasitesine sahip oldugu bulundu. Daha
sonra F-His ve F-Ser takip etti. Yiizey mineralizasyonu sonuglarinda F-Ser grubunun
geride kalmasi mineral indiiklemesinde geride kaldigmi ve F-His molekiiliiniin
mineralizasyonu indiiklemedeki 6nemini gostermektedir. Esansiyel bir aminoasit
olan histidin, bir imidazol fonksiyonel grubuna sahiptir. Imidazol, enzim katalizli
reaksiyonlarda ortami koordine etmesinde yardimci olur. Protonlanmamig imidazol,
niikleofiliktir ve genel bir baz gorevi géormektedir. Histidinin imidazol kismi, bir
proton dondrii, bir proton alicis1 ve bir niikleofilik reaktif olarak hareket edebilir. Bu
Ozelliklerinden dolayr imidazol gruplarinin, mineral koordinasyonu ve bunun
sonucunda iyon birikiminin uyarilmasi icin aktif bolgeler olarak hizmet ettigi
bilinmektedir. Imidazol gruplarmin, mineral koordinasyonu ve bunun sonucunda

olusan iyon birikiminin uyarilmasi i¢in aktif bolgeler olarak hizmet ettigi

bilinmektedir (Remko, Fitz , ve Rode, 2010).

Kalsiyum minerallerinin yapisal olusumunu gostermek igin, boyanmamis yiizeyler
SEM (Sekil 41, Sekil 42) ile incelenmistir. SEM analizi, biriken nodiillerin kemik
dokusuna benzeyen gozenekli yapilar gosterdigini gézlemlendi. Mineralin kimyasal
bilesimi Enerji Dagilimli X-151mm1 Spektroskopisi (EDX) ile incelendi ve biriken
mineral Ca(OH). ve daha az miktarda CaP'den olustugu tespit edildi (Sekil 42 b-c-d).

Osteogenez esnasinda fosfatazlarin ifadesi artar. Bu artan ekspresyon seviyeleri,
osteoprogenitor hiicrelerin olgun osteoblastlara doniisiimiinii belirlemek i¢in
kullanilabilir. Fosfataz enziminin aktivitesindeki artisla ortamdaki Pj oraninda bir
artis olusur. Olusan inorganik fosfattaki artis dolayli yoldan ortamdaki kalsiyum
minerali miktarininda artmasina sebep olur. Bu nedenle kalsiyum mineral birikimi
osteoblast indiiksiyonunun bir gostergesi olarak kabul edilir. Olgun osteoblastlar
ylksek oranda mineralize hiicrelerdir ve bu hiicreler mineralize kemik dokusunun
ana bilesenleridir. Tasarlanan enzim mimiklerinin osteogenez indiiksiyon
kapasitesini test etmek i¢in, osteoprogenitor hiicre olarak SaOS-2 ve indiiklemesi
daha zor oldugu diisiiniilen BM-MSC'ler se¢ildi. Kok hiicrelerin farkli hiicrelere

farklilasabilme 6zelligi onlarin rejeneratif tip alanindaki kullanimini artirmaktadir.
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Ancak biiyiimeleri i¢in 6zel ortamlar gerektirmeleri ve farklilasmalarinin uzun zaman

almas1 uygulanabilirliklerini sinirlandirabilmektedir.

Uygulanan malzemelerin 6ncelikle hiicreler iizerinde biyouyumlulugu analiz edildi
ve %80 in tizerinde hiicre canliligi tespit edildi (Sekil 43 ve 44). SaOS-2 hiicrelerine
ve pluripotent BM-MSC' hiicrelerine uygulanan enzim mimik yapilar, hiicrelerin
morfolojisini  osteoblast benzeri bir morfolojiye farklilastirarak ortamdaki
biyomineral birikimini arttirdi. Karbon hibrit enzim mimik yapilarin neden oldugu
mineral birikimi, Alizarin Kirmizis1 boyamasi ile gosterildi. SaOS-2 hiicrelerine
enzim mimik yapmnin uygulanmasi mineral birikimi ve kemik benzeri nodiillerin

artisin1 gozlemlememizi sagladi (Sekil 45-49).

Mikroskop goriintiileri analiz edildiginde, fullerenenzim uygulamasinin SaOS-2
hiicrelerinin kalsiyum mineral birikimini énemli dl¢iide arttirdigini gézlemlenmistir.
Biyomineralizasyon denemeleri esnasinda, fullerenzim ile muamele edilmis hiicreler
hem standart kiiltiir ortaminda hem de osteogenik ortamda kiiltiirlendi. Yapilan
denemelerde fosfataz taklidi fulleren enzimlerin, osteogenik takviyenin yoklugunda
bile osteogenik farklilasmay1 indiikleyebildigi anlagilmistir. Ayrica, fosfataz taklidi
fulleren enzimler, standart kiiltlir ortaminda kiiltiirlenen hiicrelerde nispeten daha
yiiksek mineralizasyona neden oldu. Malzeme uygulamasinin 3. giiniinde herhangi
bir mineralizasyon indiiklemesi ve gruplar arasinda farklhilik gozlemlenmedi.
Biyomineralizasyon farkliliklar1 ve olgun osteoblast hiicre goriintlisii 7.glinde
gozlemlenmeye bagladi. 7. ve 12. giin mikroskop goriintiilerine gore F-His ve F-
His/F-Ser,  hiicresiz  mineralizasyon  deneyleriyle tutarli olan  benzer
biyomineralizasyon seviyelerine neden oldugu tespit edildi. Bu sonuglar, F-Ser'in
katalitik etki icin ¢ok Onemli oldugunu, ancak yapilan denemelere gore

biyomineralizasyon siirecine 6nemli bir katkis1 olmadigin1 gostermektedir.

Sa0S-2 sonuglarina benzer sekilde, BM-MSC'lere uygulanan fulleren enzimler
biyomineralizasyonu, malzeme uygulanmayan kontrol grubuna kiyasla Onemli
Ol¢iide indiikledi. BM-MSC hiicreleriyle SaOS-2 hiicrelerinde yapildig:r gibi hem
standart kiiltiir ortaminda hem de osteogenik ortamda kiiltiirlendigi denemeler
yapildi. Deneme sonuclarindan elde edilen mikroskop sonuclarina goére osteogenik
ortam olmadanda indiiksiyonun gergeklestigini soylemek miimkiindiir. Denemeler 7

ve 14 giinliik olarak yapildi. 7. giinde kalsiyum mineral birikimi ve kemik benzeri
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nodiil olusumu goézlendi. 14. giinde ise mineral birikimi ve nodiil olusumunun artarak
devam ettigi gozlemlendi. Mineralizasyon gorselleri akridin turuncusu floresans
boyamasi ile desteklendi. Boyama genel hiicre goriintiisii, dolayli olarak olusan
olgun osteoblast hiicre goriintiisiinii goriintiilemek i¢in yapildi. Bu sayede mineral
birikimi ve osteoblast benzeri goriintii floresans 1s1ma ile gosterilmis oldu. Kontrol
grubu ile enzim mimik uygulanan grup arasindaki morfolojik fark, elde edilen 2D ve
3D floresan goriintiileri ile gosterildi. Bu sonu¢ mineralize olan alanin ve osteoblast
benzeri hiicre toplulugunu hem 2D hem de 3D olarak gézlemlememizi sagladi. F-
His/F-Ser ve F-His ile muamele edilen hiicreler, F-Ser grubuna kiyasla daha yogun
kemik benzeri kiimelere yol agar. Bu sonuglar, F-His grubunun osteogenik
indiiksiyon igin ¢ok onemli bir rolii oldugunu, F-Ser'in in vitro biyomineralizasyon
tizerinde ¢ok kiigiik bir etkiye sahip oldugunu gosterdi (Sekil 50, Sekil 51, Sekil 52,
Sekil 53).

Osteogenez, fizyolojik degisimlere cevap olarak diizenleyici sinyallerin gen
aktivasyonunu gerektirir. Osteoprogenitor hiicrelerin osteoblast soyuna baglilig
cesitli sinyaller tarafindan yonetilir. Runx2 ve COL-I, osteoblast farklilasmasini
izlemek i¢in kullanilan osteoblasta 6zgii belirte¢lerden bazilaridir. Runx2 osteoblast
farklilagma siireci esnasinda gen ekspresyonunun programlanmasini kontrol eden bir
transkripsiyonel aktivatér olarak islev goriir. Bu nedenle Runx2, osteogenik
farklilagsma ve ilgili genlerin diizenlenmesi ile baglantili gen bolgesidir. Col I, ise
mimeralizasyonun bagladigini yiikselmesi ile doygunluk asamasina geldigi belirten

osteoindiiksiyonla iligkili bir gen bolgesidir.

Tasarlanan fulleren enzim yapilarin hiicreler iizerine muamele edilmesiyle olusan
gen ekspresyon profilleri, hiicrelerin gen ekspresyonunda ne yonde bir degisiklik
olusturdugunu daha iyi anlamak i¢in qRT-PCR yontemi ile analiz edildi. Yapilan
mineralizasyon ve QRT-PCR deneyleriyle enzim mimik yapilarin, hiicrelerin
osteoblastlara  yOnlenimini  kolaylastirdigi  ve hiicre yilizeyinde matriks
mineralizasyonunun indiiklendigi  gosterildi. 3. giliniin osteoblasta Ozgii
transkripsiyon belirteglerinin aktivasyonu i¢in ¢ok erken oldugu saptandi. 7. giinde
F-His/Ser ve F-Ser icin, osteoblast farklilasmasinin erken belirteci olan Runx2
ifadelenmesinde istatistiksel olarak anlamli artiglar gozlemlendi. 7. gilinde
gozlemlenen ekspresyondaki artig, osteoblast baghiliinin ve olgunlagsmamis

osteoblast olusumunun indiiksiyonu olarak yorumlanabilir. F-His/F-Ser, 7. giin
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verilerinde diger gruplarla karsilastirilldiginda en yiliksek Runx2 ekspresyon
seviyesini veren grup oldu. Ayrica, 12. giinde histidin igeren gruplarin Runx2
ekspresyon seviyesinin, malzeme uygulanmayan kontrol grubuna daha yakin oldugu
gozlemlendi. Ekspresyon seviyesindeki bu azalma, osteoblast matris olgunlagsmasina
baglanabilir. Ayn1 zamanda olgunlagsma sonrasinda ALP enzimindeki gibi ‘feedback’
mekanizmasinin  ¢alistigini  diislindiirmektedir. 12. giin deneylerindeki F-Ser
grubundaki Runx2 ekspresyon seviyelerindeki artisin devam etmesi osteoblast
farklilasmasinin heniiz baslangic asamasinda oldugunu diisiindiirmektedir. Bu,
histidin grubu olmayan grup F-Ser grubunun yavas katalizleme performansindan

kaynaklandigin1 géstermektedir.

COL-I, osteoblast farklilasmasi i¢in bir baska kritik faktordiir. Kollajen, kemik
dokusu olusumu i¢in biyomineralize edilebilir bir yap1 iskeleti gorevi gordiigiinden,
hiicre dig1 matris olgunlasma siireci sirasinda yiiksek oranda ifade edilmektedir. Bu
nedenle, COL-I, osteoblast olgunlagsmasinin i¢in temel bir transkripsiyon faktoriidiir.
7. ginde, COL-I ekspresyonu, osteoblast farklilagmasini gosteren ekspresyon artiglar
gozlendi ile Runx-2 gen bdlgesine benzer bir profil sergiledi. 12. giinde, devam eden
biyomineralizasyon siirecinin bir sonucu olarak COL-I ekspresyonundaki artis aktif
sekilde devam etmekteydi. 12. giinde F-His iceren gruplardaki COL-I
ekspresyonundaki artisin - yaninda Runx2  ifadesindeki azalma  matriks

mineralizasyonun son asamalarinda oldugunu anlamamizi saglamaktadir.

Sa0S-2 i¢in yapilan gen ekspresyon analizinin devaminda BM-MSC hiicre i¢inde
analiz yapildi. BM-MSC hiicreleriyle yapilan Alizarin Kirmizis1 boyama sonuglaria
gore, uygulanan malzeme kaynakli biyomineralizasyon ve hiicre dis1 matris
olgunlagsmasinin 7. giinde basladig1r goriilmektedir. Biyomineralizasyon sonuglarina
gore, kemik doku olusumunu yeterince uyarma kapasitesi F-His ve F-His/F-Ser
gruplart i¢in Onemli Olglide bir farklilik tespit edilememistir. SaOS-2 ile
karsilastirildiginda, BM-MSC'ler, enzim mimik uygulamasina yanit olarak gecikmis
ekspresyon profili sergiledi. Osteoblasta 6zgii genlerin ekspresyon seviyeleri,
herhangi bir osteogenik indiikleyici olmadan 14. giinde artis gostermeye devam
etmektedir. Bu nedenle sadece fulleren enziminin uygulamasi kok hiicreleri
osteoblast bagkalagimina yonlendirmek igin yeterlidir. F-His ve F-His/F-Ser, Runx2
ve COL-I'de 14. giinde istatistiksel olarak anlamli bir yukar1 regiilasyon gostermistir

(Sekil 56). 7. giinde Onemli mineral birikimine ragmen, kok hiicrelerin gen
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diizeyinde osteogenik farklilagmasi heniiz aktive edilememistir. Bu sonu¢, BM-MSC
hiicrelerine uygulanan malzemenin SaOS-2 hiicreleri ile karsilastirildiginda gecikmis

bir profil sergiledigini gostermektedir.

Osteorejenerasyon calismalarinda, farklilasmay1 desteklemek icin yaygin olarak
osteogenik kiiltiir kullanilir. Kullanilan hiicre kiiltiirii kosullarinin gen ekspresyon
seviyelerine olan etkisi, bir fosfat kaynagi olarak tek basina B-gliserofosfat ile
desteklenen osteogenik ortam, normal ortam ve deksamethazon, ascorbik asit, B-
gliserofosfat igeren osteogenik ortam ile ayrica analiz edildi (Sekil 55). Osteoblast
farklilagsma faktorlerinin ifadesi, her kiiltiir kosulu i¢in yakin diizeyde oldugu
bulundu. Bu, kullanilan fosfataz mimiklerinin osteogenik takviyelerin yoklugunda
osteoblast  farklilagsmasimi  indiikleyebildigini  gdstermektedir.  Ayrica, f-
gliserofosfatin biyomineralizasyon {izerindeki etkisi, kalsiyum boyama ile arastirild
ve daha yiiksek fosfat konsantrasyonunun bir sonucu olarak yogun mineral
birikimleri gozlendi (Sekil 46). Bu sonug, 7. giinde B-gliserofosfat varliginda
yiikselen COL-I ekspresyonu ile tutarlidir.

Bu c¢alismada, alkalen fosfataz enzim mimikleri olarak aminoasitlerle
fonksiyonlandirilmis kendi kendine toparlanip coklu aktif bdlge olusturabilen
fulleren nanokatalistler kullanildi. Fulleren bazli enzim mimikleri, yapilan enzim
kinetigi caligmalarinda yliksek katalitik verimliliklerle monoesteraz ve diesteraz
aktivitesini mimik edebildi. Gozlemlenen katalitik aktivite sonucunda osteoindiiktif
ve osteokonduktif ozelliklerin ispati i¢in hiicre kiiltiirii deneyleri yapildi. Hiicre
kiiltiirii deneyleri kinetik deneylerinin sonuglarini destekleyen seviyede sonuglandi.
Tasarlanan enzim mimik yapilarin gen diizeyinde bir etkisinin olup olmadigin
gozlemlemek icin qRT-PCR deneyleri yapildi. Uygulanan malzeme diginda ek bir
biyokimyasal destege ihtiyagc duymadan hiicrelerin gen seviyelerinin osteogenik

yolaga basartyla yonlendirildigi sonucuna varildi.

Sonug olarak, alkalen fosfataz enzimin aktif bolgelerinden ilham alinarak fulleren
molekiilleri fonksiyonlandirilmasiyla biyouyumlu bir nanokatalist gelistirilmis oldu.
Tasarlanan bu yeni molekiil, fulleren enzim mimiklerinin sadece yapay enzim
caligmalar1 alaninda degil, bu ¢alismada oldugu gibi biyorejeneratif uygulamalarda

da potansiyel kullaniminin olabilecegini géstermis oldu.
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