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OZET

Kemik Morfogenetik Protein-2 Geninin Lipid Bazh
Nanopartikiil ile Mezenkimal Kok Hiicrelere

Transfeksiyonu

Seyda AYDIN

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Programi

Yiiksek Lisans Tezi

Danisman: Prof. Dr. Nelisa TURKOGLU

Es-Danisman: Prof. Dr. Sezgin CELIK

Mezenkimal kok hiicreleri (MKH’ler), rejeneratif tip ve doku miihendisligi
uygulamalarinda 6nemli bir potansiyele sahiptir. Ancak klinikte MKH’lerin
kullanim1 giiniimiizde sinirhidir, ¢iinkii istenilen hiicre tipine farklilagsma gibi
hiicresel davranislar1 kontrol etmenin etkili bir yolu bulunmamaktadir. Bu noktada,
genetik modifikasyon, MKH’lerin daha aktif bir sekilde kontrol edilmesine olanak
saglayabilir. Fakat MKH’lerin genetik manipiilasyonuyla ilgili en biiyilik zorluk,
verimli ve gilivenli bir gen aktarim sisteminin heniiz bulunmamis olmasidir. Gen
aktarim sistemleri, viral ve viral olmayan olmak iizere iki ana siifa ayrilir. Viral
vektorler, gen transferi igin viriislerin kullanildig: sistemleri igerir. Viral olmayan
vektorler ise biyouyumlu ve biyogiivenli materyaller araciligiyla gen transferini
gerceklestirir. Bu baglamda, viral olmayan gen aktarim yontemlerinden biri olan
katt lipid nanopartikiiller, plazmid tasiyicisi olarak kullanilmistir. Yiizeyindeki

pozitif ylik nedeniyle nanopartikiiller, negatif yiiklii DNA ile stabil bir kompleks
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olusturur. Oktadesilamin bazli kat1 lipid nanopartikiiller, (y/s) tekli emiilsifikasyon-
¢ozilicli ugurma yontemi ile sentezlenmistir. Elde edilen nanopartikiillerin boyut ve
yuk analizleri Zetasizer cihazinda gergeklestirilmistir. Nanopartikiillerin ortalama
blytikligi 484.6+211.8 nm, Polidispersite Endeksi (PdI) 0.153 ve ytikii 31.8+£5.40
mV o6l¢iilmistiir. Nanopartikiillerin sitotoksisitesi MTT analizi ile belirlenmistir.
Nanopartikiil ile BMP-2 kodlayan plazmid kompleksi olusturulmustur.
Komplekslerin stabilitesi agaroz jelde yiritilerek ile degerlendirilmistir.
Nanopartikiil-pBMP-2 kompleksi ile MKH’ler transfekte edilmistir. Transfeksiyon
etkinligi %88.2+0.5 olarak hesaplanmistir. Transfeksiyon sonrasi, BMP-2 ger¢ek
zamanlt PCR ile mRNA ve ELISA ile protein diizeyinde tespit edilmistir.
Transfeksiyon c¢alismalart siiresince MKH’lerin senesense girmedigi SA-B-gal

boyamasi ile belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kok hiicre, gen aktarimi, BMP-2, kat1 lipid

nanopartikiil, transfeksiyon

YILDIZ TEKNIiK UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Bone Morphogenetic Protein-2 Gene Transfection of
Mesenchymal Stem Cells Via Lipid Based Nanoparticle

Seyda AYDIN

Department of Molecular Biology and Genetics

Master of Science Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Nelisa TURKOGLU

Co-supervisor: Prof. Dr. Sezgin CELIK

Mesenchymal stem cells (MSCs) hold significant potential in the field of
regenerative medicine and tissue engineering. However, the clinical utilization of
MSCs is currently limited due to the lack of an effective method to control cellular
behaviors such as differentiation into the desired cell type. At this juncture, genetic
modification may provide an opportunity to actively control MSCs. However, the
major challenge in the genetic manipulation of MSCs lies in the absence of an
efficient and safe gene transfer system. Gene transfer systems can be broadly
categorized into two main classes: viral and non-viral vectors. Viral vectors employ
viruses for gene transfer, while non-viral vectors utilize biocompatible and bio-safe
materials for gene delivery. In this context, one of the non-viral gene transfer
methods, solid lipid nanoparticles have been designed for use as a plasmid carrier.
Solid lipid nanoparticles, owing to their positive surface charge, form a stable
complex with negatively charged DNA. Octadecylamine-based solid lipid
nanoparticles were synthesized using (o/w) single emulsification-solvent
evaporation method. The size and charge analyses of the obtained nanoparticles
were performed using a Zetasizer device, revealing an average size of 484.6+211.8

nm, a Polydispersity Index (PdI) of 0.153, and a charge of 31.8+5.40 mV. The
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cytotoxicity of the nanoparticles was determined through MTT analysis. A complex
of nanoparticles and plasmid encoding BMP-2 was formed, and the stability of
these complexes was evaluated through agarose gel electrophoresis. MSCs were
transfected with the nanoparticle-pBMP-2 complex, with a transfection efficiency
of 88.24+0.5%. Following transfection, BMP-2 was detected at the mRNA level
through real-time PCR and at the protein level through ELISA. Senescence of the
MSCs was assessed using SA-B-gal staining throughout the course of transfection

studies.

Keywords: Mesenchymal stem cell, gene delivery, BMP-2, solid lipid

nanoparticle, transfection

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF SCIENCE AND ENGINEERING
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Klonojenik 6zellikleri, kendini yenileyebilme kabiliyeti ve Ozellesmis hiicre
tiplerine doniisebilme yetenegi, kok hiicreleri rejeneratif tip ve doku miithendisligi
alaninda onemli kilan temel 6zelliklerdir. Biiylime faktorleri, sinyaller ve hiicre
iskeleleri veya ekstraseliiler matrikslerle birlikte uygulandiginda, kok hiicreler bu
Ozellikleri sayesinde belirli kosullar altinda 06zel fonksiyonlu hiicrelere
farklilasabilmektedirler. Bu 6zellikleri nedeniyle kok hiicreler, doku onarimi ve
hiicresel tedavilerde potansiyel bir anahtar rol oynamaktadirlar (Moraleda vd.,
2006). Embriyonik kok hiicreler ve yetiskin kok hiicreleri olmak tizere iki ana sinifa
ayrilan kok hiicreler, farklilagsma yeteneklerine gore totipotent, pluripotent ve
multipotent kok hiicreler olarak siniflandirilmaktadirlar (Ding vd., 2011)
Rejeneratif tip ve doku miihendisligi uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan
mezenkimal kok hiicreler, multipotent 6zellige sahip yetiskin kok hiicrelerdir.
Mezenkimal kok hiicreler (MKH’ler); adipoz doku, gobek kordonu kani, periferal
kan, dental pulpa, amniyotik sivi ve kemik iligi gibi bir¢ok kaynaktan izole
edilebilirler (Uccelli vd., 2008).

MKH’ler, rejeneratif tipta ve doku miihendisliginde 6nemli bir potansiyele sahip
olsa da MKH’lerin klinikteki kullanimi kisithdir. Ciinkiit MKH’lerin davraniglarinin
in vivo'da kontrol edilmesi ve istenilen hiicre tiiriine farklilagmasinin saglanmasi
oldukga giictiir (Halloran vd., 2020). Genetik modifikasyon hiicrelerin aktif bir
sekilde kontrol edilmesi i¢in firsat saglayabilir. MKH aracili gen tedavisi ve hiicre
tedavisi onemli bir potansiyel barindirmaktadir. Insan MKH’lerin genetik
manipiilasyonunun 6niindeki en biiyiik engellerden biri, verimli ve giivenli bir

taginim sisteminin olmamasidir.

Hiicrelere gen aktarimi yapmak i¢in viral ve non-viral temelli cesitli vektorler
kullanilmaktadir. Viral vektorlerin kullanimin1 smirlandiran unsurlar; diisiik
yukleme kapasitesi, bagisiklik yanit olusturmasi, biliyiikk 6l¢ekli tiretimin sinirh
olmasi1 vb. sekilde siralanabilir. Non-viral vektorlerin, gen aktarim verimliligi viral

vektorlerle karsilastirildiginda daha diisiik olmasina karsilik, viral olmayan



vektorlerin -6zellikle kati lipid nanopartikiillerin (KLN’ler)- sentezlenmesi daha
kolay, daha ucuz ve hedeflenme olanaginin bulunmasi avantajlar1 arasindadir.
Ayrica, kimyasal tasarim esnekligi avantajlar1 ile KLN’lerin hiicre/doku
hedeflenmesinde uygun modifikasyonlarin yapilmasma olanak vermektedir
(Tirkoglu, 2020).

Literatiirde; mezenkimal kok hiicrelere BMP-2 genini eksprese eden plazmidler
ticari transfeksiyon ajanlar1 (F. Li vd., 2022) ile, viral vektorler araciliyla (Fong vd.,
2010; Guan vd., 2015; Yang vd., 2009), kalsiyum fosfat nanopartikiilleriyle (Lee
vd., 2019) ve kitosan nanopartikiilleri (Y. Hu vd., 2021) ile aktarimi yapilmis ve
osteojenik potansiyeli raporlanmigtir. Mezenkimal kok hiicrelerden tiiretilmis
eksozomlarla, BMP-2 plazmidinin transfeksiyon etkinligi ve in vivo fare
deneylerinde kortikal ve trabekiiler kemik defekti iizerindeki rejenerasyon

etkinligini arttirdigini micro-CT analizi ile raporlanmistir (F. Li vd., 2022).

Sunulan bu tezde, ilk kez oktadesilamin bazli kati lipid nanopartikiilleri BMP-2
plazmidinin mezenkimal kok hiicrelere gonderilmesinde kullanildi ve transfeksiyon
verimliligi ilk kez raporlandi. Oktadesilamin bazli KLN’ler ile BMP-2 plazmidinin
mezenkimal kok hiicrelere transfeksiyonu ve BMP-2 geninin ekspresyonu ilk kez

degerlendirildi.

1.2 Tezin Amaci

Sunulan bu tezin amaci, BMP-2 kodlayan plazmidi tasiyan oktadesilamin bazl
KLN’ler sentezlemekti. Oktadesilamin bazli KLN’ler amin gruplar1 sebebiyle
niikleik asitlerle elektrostatik etkilesime girebilen, biyouyumlu 6zelliklere sahiptir.
Elde edilen nanopartikiil/pBMP-2 kompleksi MKH’lere aktarilarak transfeksiyon
verimliligi belirlendi. Sentezlenen KLN’ler ile verimli bir transfeksiyonun
gerceklesmesi bu tezin amaglar1 arasindadir. Bu nedenle; BMP-2 kodlayan
plazmidin c¢ogaltilmas1 ve saflagtirllmasi, oktadesilamin bazli KLN’lerin
hazirlanmasi, nanopartikiillerin karakterizasyonunun yapilmasi, oktadesilamin
bazli KLN’lere BMP-2 plazmidlerinin yiiklenmesi, hazirlanan plazmid-
nanopartikiill kompleksleri ile MKH’lerin transfeksiyonu ve transfeksiyon

etkinliginin tespit edilmesi sunulan tezin amaglaridir.



1.3 Tezin Hipotezi

Sunulan tezin hipotezi sudur: oktadesilamin bazli KLN’ler ile BMP-2 geni
mezenkimal kok hiicrelere aktarildiginda, MKH’lerde transfeksiyon etkinliginin
artmast beklenmektedir. MKH’lerin kemik rejenerasyonundaki potansiyeli
bilinmektedir. Fakat, fizyolojik kosullarda farklilagmanin kontrol altina
alinabilmesi uygulamada bir kisitlamaya neden olmaktadir. Gen aktarimi yoluyla
hiicre tipine farklilasmanin kontrol edilebilmesi miimkiin olabilir. Buradan
hareketle, literatiirde BMP-2 geni c¢esitli yontemlerle MKH’lere aktarildigi ve
osteojenik farklilasma tizerindeki potansiyeli ortaya koyulmustur. Fakat literatiirde
MKH’lere oktadesilamin bazli KLN tasiyict sistem olarak kullanilmasi sonucu

BMP-2’nin transfeksiyon verimliligi heniiz raporlanmamasti.

Diger bir ifadeyle, sunulan tezin 6zgiin degeri su sekilde vurgulanmaktadir: sunulan
tez kapsaminda, ilk kez MKH’ler BMP-2 plazmidleri ile oktadesilamin bazli
KLN’ler kullanilarak transfekte edildi. Transfeksiyon etkinligi ilk kez raporlandi.



2

GENEL BILGILER

2.1 Mezenkimal Kok Hiicreler

2.1.1 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kesfi

Mezenkimal Kok Hiicre (MKH) biyolojisinin tarihi, 1909 yilinda Alexander A.
Maximov tarafindan kemik iligine yerlesik bulunan hematopoietik kok hiicrenin
(HKH) kesfedilmesi ile dogdugu ve olustugu soylenilmektedir (Jones vd., 2013).
1960’lara gelindiginde, HKH’ler ile ilgili bilgiler genisledik¢e kemik iligi
transplantasyon stratejilerinin uygulanmasinda biiyiik bir ilgi ortaya ¢ikmistir. In
vitro hiicre Kkiiltiiri deneyimleri ve in vivo hayvan modelleri {izerinde
gercgeklestirilen ¢caligsmalar, taze izole edilmis HKH’lerin birincil ve ikincil alicilara

nakledilme potansiyelini gostermistir (Doulatov vd., 2012).

HKH’lerin kesfinden hemen sonra, Friedenstein ve g¢alisma arkadaslar1 (1966)
farede gerceklestirdigi heterotopik transplantasyondan sonra kemik iligi
stromasmin  kemik, yag, kikirdak ve retikiiler hiicreleri olusturabildigini
raporlamistir. Bu veri, hematopoietik olmayan kemik iligi onciil hiicrelerinin
varligini ve skeletal potansiyelini géstermektedir (Friedenstein vd., 1966; Tavassoli
& Croshy, 1968).

Dr. Alexander Friedenstein ve grubu tarafindan Sovyetler Birliginde,
Moskova’daki Gamaleya Enstitlisi'nde yiiriitiilen calismada, kemik iligi
mikrogevresi ve bu mikrogevredeki hiicrelerin transplantasyon prosediirii esnasinda
kullanilan radyasyon 1sinina maruziyeti ve maruziyete karsi gelistirdigi direnci
incelemislerdir (Friedenstein vd., 1968). Calismalarinin ilerleyen siireglerinde,
Friedenstein vd. (1976) kemik iligi ekilmis cam kiiltiir kaplarinda oldukc¢a basit
kiltiir ortaminda hematopoietik olmayan tutunabilen ve transplante olabilen bir
hiicre popiilasyonu iiretmislerdir. Ayrica, nakledilen tek koloniler kendilerini
yenileyebilme ve kemik, kikirdak ve fibroz dokular gibi olgun hematopoietik
olmayan dokular olusturdugu raporlanmistir. Boylece, tek kolonilerin gergek kok

hiicre dogas1 gosterme potansiyeli ortaya konmustur (Friedenstein, 1976).



Koloni olusturan birim fibroblastlar1 (CFU-F) olarak adlandirilan fibroblasta benzer
onciil hiicreler oldugu gosterilmistir (Friedenstein vd., 1970). CFU-F’ler plastik
ylizeye tutuma 6zelligi ile se¢ilebilmekte ve in vitro’da ¢alisilabilmektedir. Tek bir
CFU-F’lerden koken alan kiiltiirlenen hiicrelerin ¢ogalabildigi ve ayn1 zamanda da
osteoblastlara, kondrositlere ve adipositlere farklilasma yetkinligini koruyabildigi
saptanmistir (Pittenger vd., 1999). O zamanlarda, in vitro’da ¢ok yonliilikk
kapasitesi ve ¢ogalmasi in vivo’daki kok hiicrenin en belirgin 6zellikleri olan
multipotens ve kendini yenileme indikat6rii olarak yorumlanmistir (Meirelles vd.,
2006; Prockop, 1997). Orijinal tanimlamalarindan bu yana, in vitro trilineage
(osteoblast, adiposit ve kondrosit) potansiyele dayali olarak MKH’ler olarak
kategorize edilen stromal hiicreler, bir¢ok yetiskin ve embriyonik dokudan izole
edilmistir (Javazon vd., 2004; Kuznetsov vd., 2001; Meirelles vd., 2006; Mendes
vd., 2005).

Hematopoietik kok hiicrelerin olusumunu agiklayan hematopoez kavrami gibi hem
“mezenkimal” kok hiicre terimi hem de MKH’lerin olusumunu agciklayan
“mesengenesis” kavrami Arnold Caplan ve Darwin Prockop tarafindan 6nerilmistir
(Caplan, 1991; Prockop, 1997). Caplan, bu ata kok hiicre altina farklilasma
potansiyeli giderek azalan olgun ‘Onciil’ hiicreleri yerlestirdigi bir hiyerarsi modeli
olusturmustur. Ornegin, osteo- dnciil hiicre ve kondro- dnciil hiicre sirastyla kemik
ve kikirdak dokusuna farklilastigi icin hiyerarsik olarak MKH’lerin altinda yer
almaktadir (Caplan, 1994). 1991 yilinda ilk klonojenik iligimsi stromal hiicre
belirteci Stro-1 tanimlanmistir (Simmons & Torok-Storb, 1991). Kemik iligindeki
MKH’lerin hiicre topografisi Paulo Bianco ve Pamela Robey (2000) tarafindan

Onerilmistir.
2.1.2 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Tanimi

Doku gelisiminin ve korunmasinin siirdiiriilmesine olanak taniyan, ‘multipotens’
olarak tanimlanan birden fazla olgun hiicre tipine farklilasma kabiliyeti ve kendi
kendini yenileyerek kok hiicre havuzunu genisletme yetenegi kok hiicrelerin
klonojenik karakterinin en 6nemli iki 6zelligini olusturmaktadir (Nombela-Arrieta
vd., 2011; Weissman, 2000). Ayrica bu o6zellikler, kok hiicreleri diger hiicre

gruplarindan ayirarak tanimlanmasini saglamaktadir.



Kok hiicreleri tanimlamak i¢in ilk kriter multipotensliktir. Kok hiicreler,
fonksiyonel ve o6zellesmis olgun hiicrelere farklilagabilme yetkinligine sahiptir.
Notrofiller, lenfositler, dogal katil hiicreler, dentritik hiicreler, makrofaj ve
monositler gibi tiim kan bilesenlerine farklilagabilen hiicreler hematopoietik kok
hiicre (HKH) olarak tanimlanmaktadir. Kemik iliginde bulunan mezenkimal kok
hiicreler (MKH’ler) osteoblastlara, kondrositlere, adipositlere ve stroma
hiicrelerine farklilasabilirler. Tkinci bir kriter ise kendini yenileyebilmedir. Kendini
yenileyebilme kapasitesi, hiicrelerin sayisizca hiicre bdliinmesi ve bunun
sonucunda kok hiicre kimligini korumasidir. Radyasyona maruz birakilmis farelere
transplante edilen HKH’lerin hematopoetik sistemleri yeniden olusturabildigi ve
tekrar transplante edilebilecek kadar HKH popiilasyonuna ulasabildigi, kok
hiicrelerin kendini yenilemedeki yetkinligini ortaya koyan bir calisma olmustur.
Kemik iliginde bulunan MKH’lerde de benzer bir sonu¢ goézlemlenmistir.
Nakledildiklerinde kemik, osikiiller ve kikirdak olustururken ayni zamanda tekrar
nakledilebilecek kadar MKH’ler iiretilebilmistir (Weissman, 2000).
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Sekil 2.1 Mezenkimal kok hiicrelerin kdkenleri ve farklilasma kapasiteleri
(Nombela-Arrieta vd., 2011)



Uluslararasi Hiicresel Tedavi Dernegi (ISCT)’nin Mezenkimal ve Doku Kok Hiicre
Komitesi hem laboratuvar temelli bilimsel arastirmalar hem de 6n klinik ¢aligmalar
icin insan MKH’lerini tanimlamak ic¢in bir dizi standart Onermektedir. Bu
tanimlayict kriterler, klinik ¢alismalar i¢in etik kriterler ile karistirrlmamalidir;
¢linkii mevcut Oneri yalnizca arastirma amaglart i¢in tanimlayicr kriterler olarak
amaglanmistir (Dominici vd., 2006). Dominici ve ¢alisma grubu (2006), bir bildiri
yayinlayarak MKH’leri tanimlamak i¢in mevcut en iyi verilere dayali standart bir
kriter seti saglamistir. Ek olarak, yeni veriler ortaya ¢iktik¢a bu kriterlerin gézden
gecirilmesi gerektigini kabul etmektedir. MKH’leri tanimlamak icin kriterleri ii¢

grup altinda toplanmislardir:

e Kiiltlir kaplarina tutunma
e Spesifik yiizey antijeni (Ag) eksprese etme
e Multipotens farklilagma potansiyeli (Dominici vd., 2006).

Birinci olarak, MKH’ler standart kiiltiir kosullar1 altinda kiiltiir plastiklerine
tutunma 6zelligi gostermelidir. ikincisi, MKH’ler CD105, CD73 ve CD90 yiizey
belirteglerine sahip olurken CD45, CD34, CD14 veya CD11b, CD79a veya CD19
ve HLA smnif II yiizey belirtegleri bakimindan ekspresyon eksikligi gdstermelidir.
Son olarak, MKH’ler in vitro farklilasma kosullar1 altinda osteoblastlara,
adipositlere ve kondroblastlara farklilagsabilme yetenegine sahip olmalidir

(Dominici vd., 2006).
2.1.3 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kokenleri

Ik olarak kemik iliginde kesfedilen MKH’ler, zaman icinde ¢esitli arastirmalar
sonucunda farkli olgun insan hiicre gruplarindan ve neonatal hiicrelerden
kokenlenerek izole edilebilecegi ortaya konmustur (Hass vd., 2011). Yapilan yeni
calismalar, cesitli yetiskin dokularindaki kok hiicre popiilasyonlar1 hakkinda
onemli yeni bakis agilar1 saglarken dokuya 6zgii nisler, kok hiicre mobilizasyonu
ve farklilasma isaretleri hakkinda yeni sorular dogurmustur (Barry & Murphy,
2004). Kemik iliginden kékenlenen MKH’ler (Bhat vd., 2021; K. Yu vd., 2022)
disinda mezenkimal potansiyele sahip kok hiicrelerin diger kaynaklar1 da

bulunmaktadir. Bunlar;

e Yetiskin hiicre gruplarindan,

e trabekiiler kemik (N6th vd., 2002; Sottile vd., 2002; Tuli vd., 2003)



e periosteum (Barry & Murphy, 2004; Fukumoto vd., 2003; Wu vd.,
2023)

e adipoz doku (Gou vd., 2024; Kang vd., 2024; C.-Y. Lee vd., 2023)

e sinoviyum (Jeyaraman vd., 2022)

e iskelet kas1 (Testa vd., 2020)

e dental pulpa (Y. Chen vd., 2022; Ledesma-Martinez vd., 2016; Tsai
vd., 2017)

e akciger (Hoffman vd., 2011; Sveiven & Nordgren, 2020)

e Neonatal hiicre gruplarindan,

e gobek kordonu (Nakao vd., 2023; Shang vd., 2021)

e Wharton jeli (Saleh vd., 2022)

o plasental (Valiukevicius vd., 2023) seklinde 6rneklendirilebilir.

Tiim bu 6rneklerde, MKH’lerin birkag belirlenmis yolak boyunca farklilasabildigi
gosterilmis ve raporlanmistir. Cogunlukla, ¢esitli yetiskin hiicre ve neonatal hiicre
kaynaklarindan izole edilen tutunmus MKH hiicre popiilasyonu kondrosit, osteosit

ve adipositlere farklilasabilme kapasitesine sahip oldugu degerlendirilmistir.
2.14 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Farkhllasma Kapasitesi

Mezenkimal kok hiicrelerin transplantasyon i¢in potansiyel bir kaynak olmasindan
dolay1 ¢esitli kimyasal tetikleyicilerin, sitokinlerin ve transkripsiyon faktorlerinin
MKH’lerin farklilagsmasi lizerindeki roliinii anlamak igin hiicresel ve molekiiler
sinyal yolaklarina ek olarak mikrogevredeki degisiklikler {izerine calismalar
yapilmistir. MKH’ler yalnizca kiiltiir ortamlarina verilen kimyasal ajanlarla degil,
ayrica belirli hiicre hatt1 ile iliskilendirilen belirli transkripsiyon faktorleri
tarafindan genetik olarak manipiile edilebilir ve indiiklenebilmektedir. Ornegin;
Runx2, Sox9, PPARy, MyoD, GATA4 ve GATAG gibi transkripsiyon faktorleri
MKH’lerin farklilagsmasi1 ile interaksiyonu yapilan aragtirmalar sonucunda

degerlendirilmistir (Almalki & Agrawal, 2016).

Mezenkimal kok hiicrelerin farklilagsmasi oldukea fazla galisilmistir, bu nedenle in
vitro kiiltiir kosullarinda MKH’lerin davramslari test edilebilmistir. Ozellikle
‘trilineage’ olarak kavramlastirilan MKH’lerin osteblast, adiposit ve kondrosit
olarak tii¢ farkli tipteki hiicreye farklilasabildigi ¢ok cesitli ¢alismalar 1s181nda
ortaya konmustur (Bhat vd., 2021; Solchaga vd., 2011; Sordi vd., 2021; Tang vd.,



2021; K. Yuvd., 2022). Tablo 2.1°de in vitro kosullarda ¢esitli indiikleyici ajanlarla
MKH’leri ¢esitli hiicre tiplerine farklilagmasi ile ilgili 6zet bir bilgi halinde

sunulmustur.

Tablo 2.1 Mezenkimal kok hiicreleri belirli bir hiicre hattina farklilagsmasini
tetikleyen faktorler

Indiikleyici Kiiltiir Etkisi Farkhlastirdigi Referans
Ajan Ortamindaki Hiicre Hatt1
Konsantrasyonu
L-askorbik 50 uM Alkalin fosfataz  Osteosit (Sordi vd.,
asit 10 mM aktivitesini 2021)
B-Gliserofosfat 0.1 uM arttirma
Deksametazon
Insiilin 100 pg/ml Sitoplazmadaki ~ Adiposit (Tang vd.,
3-izobutil-1-  1.15 mg/ml yag 2021)
metilksantin 1luM depozisyonunu
Deksametazon arttirma
Deksametazon 107 M Kondrosit (Solchaga
Askorbat-2- 1 uM vd., 2011)
fosfat 10 ng/ml
TGF-$1
hTGF-p1 10 ng/ml SMC-spesifik Diiz kas hiicresi  (Floren
genlerin vd., 2016)
ekspresyonunu
uyarma
5-azacytidine 10 uM DNA Kardiyomiyosit  (Qian vd.,
metiltransferazi 2012)
engelleme
VEGF-A 50 ng/ml VEGF Endotel (Khaki vd.,
reseptoriinii 2018)
fosforllayarak
aktivitesini
arttirma

2.1.4.1 Osteojenik Farkhilasma

Mezenkimal kok hiicrelerin, 6zellikle osteojenik farklilasma potansiyelleri diger
kok hiicre tiplerine gore daha istiindiir ve bu nedenle kemik rejenerasyonunu
gelistirmek i¢in kullanilmaktadir (Ding vd., 2011; Krampera vd., 2006). Sekil
2.2’de gosterilmekte oldugu gibi MKH’lerin osteojenik farklilagmasi birkag adimda
gerceklesmektedir.  MKH’ler, osteogenezin ilk asamalarinda aktif olarak
¢ogalmaktadir ve kolajen tiiretmektedir (Quarles vd., 1992). Takriben 5-14.
giinlerde erken hiicre farklilagsmasi gerceklesmektedir. Bu asamada MKH’ler, ig
seklinde bir gorlinlim kazanmaktadir ve diisilk ¢cogalma hizi gostermektedirler.

Matriks olgunlagma fazi olarak adlandirilan asamada, osteojenik belirte¢lerden olan



erken osteoblastlar alkalin fosfataz (ALP) salgilamaya baslamaktadir (Carluccio
vd., 2020) ALP seviyesi ilk zirve pikten sonra diismeye basladiktan sonra 14-28.
glinlerde son asamaya gecilmektedir. Osteokalsin ve osteopontin olgun
osteoblastlar tarafindan yiiksek diizeyde eksprese olmaktadir. Kalsiyum ve fosfat
depozisyonu mineralizasyon fazinda gézlemlenmeye baglanmaktadir (Hoemann
vd., 2009; Huang vd., 2007). Farklilasma kemik olusumu fazi ile osteoblastlarin

osteositlere doniisiimii ile sonu¢lanmaktadir.
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Sekil 2.2 Mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik farklilasma adimlar1 (Carluccio
vd., 2020)

Her bir hiicre tipine farklilasma cesitli sitokinlerin ve transkripsiyon faktorlerinin
aktive olmasina baglhdir. Sitokinler de dahil olmak iizere cesitli diizenleyiciler,
mezenkimal progenitor hiicrelerde osteojenik farklilasmay tetiklemektedir (J. E.
Lee vd., 2019). Bunlar arasinda kemik morfogenetik proteinleri (BMP’ler);
embriyogenez (R. N. Wang vd., 2014), organogenez (Danesh vd., 2009; Goldman
vd., 2009), hiicre proliferasyonu (Kim vd., 2013) ve kok hiicre farklilagsmasinda (J.
Zhang & Li, 2005)énemli bir rol oynadigi raporlanmustir. Ozellikle, BMP-2,
mezenkimal Onciil hiicrelerin osteojenik farklilagsmasi i¢in erken asama sinyali
saglamaktadir (Beederman vd., 2013; Fong vd., 2010). MKH’lerin BMP-2 ve diger
listelenen faktorler ile osteoblastlara farklilasmasinin indiiklenmesi ve bu siirecte
rol oynayan ¢esitli transkripsiyon faktorleri Sekil 2.3’te gosterilmektedir. MKH’ler
RUNX2 ve BMP-2’nin indiiklemesi ile pre-osteoblastlara farklilasmaktadirlar
(Halloran vd., 2020). RUNX2, BMP-2 ve OSX varliginda pre-osteoblastlar inaktif
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osteoblastlara farklilagmaktadir. Fizyolojik faktorlerin etkisiyle de inaktif

osteoblastlar aktifleserek hiicre dis1 kalsifikasyona sebep olmaktadir.

I\::Z::I'e(:'n:;: Il(< }iil'(ler) Pre-Osteoblast inaktif Ostcoblast Ak‘i()im;lm‘ S
RUNX2 *
RUNX2 - Osx .
R —_—
+Strol +Osx +Osx + RUNxz ALP
+ Ecto-5'- +RUNX2 +RUNX2 +Coll
nucleosidase (CD73) +Coll + Coll +ALP Coll .
+ Thy-1 (CD90) + Alkaline +ALP +0C +Osteopontin
+ Endoglin (CD105) Phosphatase + Osteocalcin +Ca? . + Bone Sialoprotein
+ Collagen 1 (Col1) (ALP) (OC) + Osteonectin
+ Calcium +Ca? + Phosphate
(Ca*) + Mineralization

Sekil 2.3 Mezenkimal kok hiicrelerin osteositlere farklilasmasinda rol oynayan
faktorler (Halloran vd., 2020)

2.2 Rejeneratif Tip ve Hiicresel Tedavi Uygulamalarinda

Mezenkimal Kok Hiicreler

Kendi kendini yenileme, bagisiklik diizenleme ve multipotenslik gibi giiclii i¢sel
ozelliklere sahip olan mezenkimal kdk hiicreler, tedavi yaklagimlar1 kapsaminda
yogun ilgi ¢ekmektedir. Bu giiclii i¢csel oOzelliklere ek olarak, kolayca elde
edilebilmeleri, izole edilebilmeleri ve kiiltiir ortaminda gogaltilabilmeleri tedavi

yaklagimlarini destekleyici niteliktedir (Margiana vd., 2022; Ocansey vd., 2020).

Plastik kiiltiir kaplarinda ve basit kiiltiir kosullarinda ¢ogalan MKH’ler; adipojenik,
osteojenik ve kondrojenik farklilagsabilme yetenegi olan klonojenik hiicrelerdir.
MKH’ler, immiin diizenleyici 0Ozellikleri yani sina diisik immiinojeniklik
gostermektedirler. Cesitli kaynaklardan izole edilebilen MKH’ler, hedef bolgeye
yerlesme yetenekleri dahil olmak iizere rejenerasyonu tetikleyici ve doku
homeostazini koruyucu gibi ortak karakteristik fonksiyonlara sahiptir (Z. Li vd.,
2019). Artan kanitlar, MKH’lerin farklilagsma yetenekleri, kendini yenileme
kapasitesi, uzun siireli €x vivo ¢ogalma, parakrin potansiyelleri ve immiinoregiilator
etkileri nedeniyle insan dokularinin hiicresel tedavisi ve yeniden yapilanmasinda
umut verici bir secenek sunabilecegini gostermektedir (Abbaszadeh vd., 2020).
Dahasi, MKH’ler, diger kok hiicrelerin ilerlemesini ve farklilagmasini destekleme
yetenegine sahiptir. Dokularin yenilenmesinde onemli bir fayda olan biyoaktif

molekiilleri salgilayabilirler (Patel vd., 2013; Saeedi vd., 2019). Tiim bu 6zellikler,
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yara iyilesmesi, sinir, karaciger, kalp ve kemikte meydana gelen bazi hastaliklarin

tedavisinde MKH’lerin kullanimini 6nemli bir terapi potansiyeli sunmaktadir.
2.2.1 Yara Rejenerasyonu

Deri; i¢ organlar1 destekleme ve ¢esitli biyolojik fonksiyonlar1 yerine getirme
amaciyla bir araya gelmis farkli bilesenlerden olusan katmanlara sahip bir yapidir.
Derinin {i¢ ana katmani vardir: epidermis, dermis ve deri alt1 tabakas1 (Hsu vd.,

2014).

Deri yara iyilesme prosesi; hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve olgunlagsma
olmak tizere dort asamada gerceklesmektedir. MKH’ler yara iyilesme prosesine
yardimct olabilmektedir. MKH’lerin cilt hasar1 tedavisinde uygulanmasi, deri
rejenerasyonunu arttirarak yara izlerini azaltabilmektedir. Deri hasar bélgesine goc
etmek, inflamasyonu bastirmak ve fibroblastlarin, epitel hiicrelerin ve endotel
hiicrelerin biiytime ve farklilasma yetenegini arttirmak suretiyle MKH’ler islevini

gerceklestirmektedir (M. S. Hu vd., 2018; Marfia vd., 2015).

Klinik 6ncesi calismalarda, MKH’lerin yara iyilesmesini sergilemesi kronik
yaralarin tedavisinde MKH’lerin uygulanmasin1 ve klinik denemelere dogru
ilerleme yoniinde 11k tutmaktadir. Bir calismada, otolog kemik iligi kokenli
MKH’lerin uygulanmasinin etkileyici ve giivenli bir yara iyilesme tedavi yontemi
oldugu ortaya konmustur. Calisma sonucunda, iilser boyutunda azalma egilimi
gosterirken 4-5 ay icinde tam yara kapanmasi gozlemlendigi raporlanmistir.

Aragtirmacilar, herhangi bir olumsuz olay raporlamamustir (Falanga vd., 2007).

Acik etiketli bir faz I/Il ¢alismasinda, ses tellerinde skar1 olan 16 katilimciya tek
doz olarak 0.5-2 x 10° sayida otojen MKH’ler verildi. Katilimcilarin %62-75’inde
ses tellerinin; titresimleri videolu degerlendirmelerde, yiiksek hizli laringoskopi ve
fonasyon basing esigi analizinde belirgin bir sekilde iyilestigi gézlemlenmistir.
Sekiz katilimcinin Ses Engellilik Indeksi anlamli bir sekilde iyilesirken, geri
kalanlarda dikkate deger bir degisiklik olmadig1 saptanmistir. Calismada, ciddi yan
etki veya ufak tefek yan etkiler bildirilmemistir (Hertegard vd., 2020). Son
zamanlarda, J. Huang ve ¢alisma grubu (2022), intrauterin yapisma problemi olan
6 ve sezaryen skar divertikiilii olan 4 hastanin dahil oldugu bir klinik ¢alisma

yiriitmiistiir. Gobek kordonundan izole edilmis MKH’lerin intrauterin enjeksiyonu
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sonucunda; endometrial kalinligin, sezaryen yara izinin ve uterus hacminin

iyilestigini bulmuslardir (J. Huang vd., 2022).
2.2.2 Noral Rejenerasyon

Norolojik hastaliklarin tedavisinde kemik iligi kaynakli MKH’lerin kullanim1 umut
verici terapotik sonuglar gostermistir. Felce ve kas zayifligina neden olan motor
ndronlarin dejenerasyonuna yol acan amiyotrofik lateral skleroz (ALS), motor
noron hastalig1 olarak da bilinen bir nérodejeneratif bozukluktur (Hardiman vd.,
2017; van Es vd., 2017). Sykova ve arkadaslar1 (2017), 15 + 4.5 x 10° say1da kemik
iligi kaynakli MKH’leri 26 ALS hastasina transplante ettigi bir ¢alisma
yiritmiiglerdir. ALS islevsel derecelendirme 6lgegi (ALSFRS) onemli 6lgiide
azaldig1, zorunlu vital kapasite (FVC) stabil kaldigi ve giligsiizliik olcekleri
hastalarin %75’inde stabil oldugu raporlanmistir. Ek olarak, ALS hastalarina kemik
iligi kaynakli MKH’lerin uygulanmasinin giivenli oldugunu ve hastaligin seyrini

yavaglattig1 bildirilmistir.

Omurilik yaralanmasi, genellikle yikici sonuglarla iliskilidir. Omurilige gelen zarar,
omuriligin motor, duyu ve otonom fonksiyonlarina zarar vermektedir. Bu durum,
hastalarin yalnizca fiziksel durumlarini degil ayn1 zamanda psikolojik durumlarim
da etkilemektedir (Eli vd., 2021; McDonald & Sadowsky, 2002). Yapilan bir
calismada, omurilik hasar1 olan hastalarda MKH’lerin transplantasyonun duyu
duyarliligini, motor giiclinli, spazmlari, spastisiteyi, noropatik agriy1, cinsel
fonksiyonu ve sfinter disfonksiyonunu iyilestirdigi bildirilmistir (Vaquero vd.,

2018). Calisma sonucunda, hastalarin iyilesme kat ettigi raporlanmistir.
2.2.3 Karaciger Rejenerasyonu

Kemik iligi kokenli MKH’lerin hepatosit benzeri hiicrelere doniisebilme
potansiyeli, onlar1 karaciger hastaliklarinin tedavisi igin ¢ekici bir alternatif haline
getirmektedir (C. Hu vd., 2020). Yapilan bazi klinik ¢aligsmalar kemik iligi kaynakli
MKH’lerin karaciger hastaliklarinda etkinligi ve uygulanabilirligini gostermistir.
Karaciger siroz hastalarinda yapilan bir ¢alisma 6rneklendirilebilir. Calismada 72
siroz hastast dahil edilmis ve ii¢ gruba ayrilmistir: kontrol grubu, bir doz 50 milyon
MKH uygulananlar ve iki doz 50 milyon MKH uygulananlar. Uygulamadan 30 giin
sonra, fibroz miktarlari 6l¢iilmiis ve tek doz uygulanan grupta kolajen orani %25°1ik

bir azalma gozlemlenirken ¢ift doz uygulanan grupta %37’lik azalma

13



gozlemlenmistir. On iki aylik takip siiresinde MKH enjeksiyonuyla iligkili yan etki

gozlemlenmedigi arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Suk vd., 2016).
2.2.4 Kalp Rejenerasyonu

Kalp hastalig1, en ¢ok teshis edilen ve hastalik kaynakli 6liim nedenlerinden biridir
(Virani vd., 2021). Kardiyomiyositler iskemik ve diger faktorlerle zarar
gordiiglinde, kalan canli kardiyomiyositlerin ¢ogalma yetenegi sinirhidir, bu
nedenle 6len kardiyomiyositler, islevsiz hale gelerek kasilmayan fibréz doku ile
degiserek kalp yetmezliginin ilerlemesine sebep olmaktadir. Hasta sayilarinin her
gecen giin artmasiyla, yenilik¢i tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesine duyulan
ihtiyag da artmaktadir. Rejeneratif tip ve hiicresel tedavi, kalp hastaliklari igin
Oonemli bir terapi potansiyeli tagimaktadir. Literatiire gore, kemik iligi kokenli
MKH’lerin ve kalp kok hiicrelerinin kotiilesen kalplere nakledilmesinin
fonksiyonel faydalar sagladigi gozlemlenmistir (Chien vd., 2019; Murry &
MacLellan, 2020).

Gao ve g¢aligma grubu (2015), 116 akut miyokard enfarktiisii hastasina rasgele
olarak Wharton jeli kaynakli MKH’leri enjeksiyonu uygulamigtir. Calismada MKH
tedavi uygulamasinin, miyokardin canliligini artirdigini ve enfarktiis bolgesinde

perfiizyonu yiikselttigini bildirmislerdir.
2.2.5 Kemik Rejenerasyonu

Kemik rejenerasyonu, klinik ¢alismalarda arastirilan énemli bir konudur. Kemik
ki1, defekti, osteoartrit ve osteoporoz gibi birgok vakada kemik rejenerasyonu
¢Oziilmesi gereken dnemli bir problemdir (Camernik vd., 2020; Oryan & Alidadi,
2018; Qaseem vd., 2017).

Yapilan bir ¢aligmada, osteoporotik omurga kompresyon kiriklart olan bireylerin
tedavisinde teriparatid ile kombine olarak Wharton jeli kaynakli MKH’ler
infiizyonun olumlu sonuglar gosterdigi bildirilmistir. ilgili ¢aliymada, MKH’lerin
teriparatid ile birlestirilmesinin, kemik yapisini uyararak kirik iyilesmesi icin

faydali ve uygun oldugunu raporlanmistir (Shim vd., 2021).

Jayankura ve meslektaslarinin yaptigi bir pilot ¢alismada (2021), kemik iligi
kokenli MKH’ler kemik kirigi olan 22 hastanin tedavisinde kullanilmistir. 5-
10 x 10" sayida MKH’ler hastalarmn kirik bélgelerine transplante edilmistir.

Calisma sonucunda, miidahaleden sonra Tomografik Birlesme Skoru (TUS) ve
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Global Hastalik Degerlendirmesi (GDE) skorlar iyilesirken kirik bolgesindeki
palpe edilme agris1 azaldig1 bildirilmistir. Ayrica, miidahilden 6 ay sonra donor
spesifik anti-HLA antikorlari i¢eren kan 6rneklerinin orani arttig1 tespit edilmistir.

Ug ciddi hiicreyle iliskili advers olay raporlanmistir.

Buradan hareketle, etkin bir MKH hiicresel tedavi yaklagimi ve rejeneratif
uygulamalar i¢in daha fazla calisma ve degerlendirilmeler yapilmasi gereklidir.
Olumsuz sonuglarin nedenleri ile iligkilendirilen ve bunlara ¢6ziim arayan yeni
yaklasimlar gelistirilmesi, MKH’lerin gelecekteki potansiyel kullanimini ve

etkinligini arttirma noktasinda oldukca elzemdir.
2.2.5.1 Kemik Rejenerasyonunda Mezenkimal Kok Hiicrelerin Uygulamalari

Klinik uygulamalarda ve hayvan modelleri iizerinde kemik rejenerasyonu igin
MKH tedavisi uygulandigr ¢esitli yaklasimlar gelistirilmistir. Bu tedavi
yaklasimlarindan en ¢ok bilineni direkt enjeksiyon yoluyla MKH’lerin defektin
bulundugu uygun transplantasyon noktasina verilmesidir. Literatiire bakildiginda
bazi calismalar, MKH’lerin biyo-iskeleler iizerine tutundurulmus bir sekilde
verilmesinin kemik olusumunda efektif oldugunu gostermistir. Doku miihendisligi
uygulama alanlarindan olan sentetik iskele tasarimi lizerine ekilmis MKH’ler ¢esitli
hayvan deneylerinde kullanilmistir. Ugiincii bir yaklasim olarak, genle modifiye

edilmis MKH’lerin kullanimi1 degerlendirilmektedir.
e Direkt Enjeksiyon

Direkt enjeksiyon ile uygulanan MKH’lerin etkinligi ¢esitli hayvan deneyleri ve
klinik ¢aligmalarla gosterilmistir. Ornegin; Lee ve ¢alisma grubu (K. B. L. Lee vd.,
2007) hyaluronik asit i¢inde resiispanse ettikleri MKH’leri uyluk kemigi medial
kondilinde defekte sahip 27 domuza direkt enjekte eden bir ¢alisma yiirtitmiislerdir.
Hayvanlar 6 ve 12 hafta sonra dldiiriip inceleyen arastirmacilar, deneysel gruplarin
kikirdak rejenerasyonu gosterirken kontrol grubunun lifli rejenerasyon sergiledigini

gosterdigini raporlamiglardir.

Dogrudan enjeksiyonun kemik rejenerasyonunu agikca tesvik ettigi goriilse de bu
teknigin bazi dezavantajlar1 hayvan calismalarinda bildirilmistir. Bunlar, artere
dogrudan enjeksiyonun ardindan lokal iskemi gelisimi ve intravendz enjeksiyon
sonras1 akcigerlerde mikroembolizasyonu igermektedir. Ilgili bir deneysel

calismada, sicanlarin karotid arterine MKH’lerin dogrudan enjekte edilmesini
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gerceklestirmis ve 0.2 ml/dakikadan daha yiiksek bir enjeksiyon hizinin yerel
iskemige neden olabilecegini bulmuslardir; ancak 1x10°dan az MKH
kullanildiginda, enjeksiyon yerel iskemige sebep olmadigi raporlanmigtir

(Janowski vd., 2013).

Dogrudan enjeksiyon yaklasiminin insanlara uygulanmasindaki etkinligi ve

giivenligi halen daha fazla arastirmaya ve degerlendirmeye ihtiya¢c duymaktadir.

Mezenkimal kok hiicreler
(MKH'ler)

Terapétikler
MKH'lerin >
dogrudan
enjeksiyonu

=

Transplantasyon

Sekil 2.4 Mezenkimal kok hiicrelerin dogrudan enjeksiyonla uygulanmasi (S.
Shah vd., 2023)

e Biyo-Iskeleler ve Mezenkimal Kok Hiicreler

Biiyiik boyuttaki kemik defektlerinde ve kaynamayan kemiklerde direkt enjeksiyon
yontemi ile MKH’lerin uygulanmasinin etkisiz oldugu saptanmistir (Qin vd., 2014).
Bunu tiir vakalarda, biyomateryal iskeleler Tlizerine ekilmis MKH’ler
kullanilabilmektedir. Ideal bir iskele; biyobozunur, biyouyumlu, koloni olusumunu
destekleyen ve iyi bir kemik indikatorii olmalidir. Hidroksiapatit (HA) (Liu & Song,
2013) ve trikalsiyum fosfat (TCP) temelli iskeleler kemik rejenerasyonunu tesvik

etmek i¢in siklikla kullanilan biyomateryaller arasinda en popiiler olanlarindandir.

Morishita ve ¢alisma arkadaslari (Morishita vd., 2006), distal kaval kemiginde
tiimoriin ¢ikarilmasiyla olusan defekti HA temelli bir iskele ve otolog verilen

MKH’lerle kemik rejenerasyonunu indiiklemeyi amaglamiglardir. Sonuglara gore
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lic hastadan ikisi, nakilden iki hafta sonra agirliga dayanabilecek diizeye
gelebilirken hastalardan birisi ise, transplantasyondan {i¢ hafta sonra agirliga
dayanabilecek bir ilerleme kaydettigi goézlemlenmistir. Bilgisayarli tomografi
sonuglarmma bakildiginda, ii¢ haftalik siiregte transplantasyon bolgesindeki
yogunlugun kademeli olarak arttig1 raporlanmistir. Faz I deneylerinde olan baska
bir arastirmacinin eX vivo sonuglari da HA temelli iskele ile verilen MKH’lerin
kemik rejenerasyonunda basarili oldugu saptanmistir (Quarto vd., 2001).
Laboratuvar Olgekli bir ¢alismada ise, agaroz ile enkapsiile edilmis MKH’lerin
fluorokarbon ile desteklenen ii¢ boyutlu iskele hiicre kiiltiirii diizeyinde olumlu

sonuglart oldugu raporlanmistir (Duarte Campos vd., 2012).

Biyomalzemeler iizerine tutundurulan MKH’ler yonteminin etkinligi, glivenilirligi
ve yan etkilerini arastirmak i¢in daha fazla klinik deneye ihtiya¢ vardir. Bu
yontemin genis ¢apta klinik uygulamada kullanilabilmesi i¢in yeni materyallerin,

geleneksel olanlardan istiin oldugu gosterilmelidir.

— —— %r.iﬂr—-ﬂ* *5\\-
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[] Kemik « Endotel hiicre
[] iskele !+ Biiyiime faktorleri
< KOK hiicre ~<~ Damar

Sekil 2.5 Biyo-iskeleler iizerine ekilmis mezenkimal kok hiicrelerin uygulanmasi
(Hutton & Grayson, 2014)

e Genle Modifiye Edilmis Mezenkimal Kok Hiicreler

Bir¢ok arastirmaci tarafindan, MKH’lerin fonksiyonlarini arttirmak amaciyla
hiicrelere gen iletimi yapilmistir. Kemik morfogenetik protein (BMP) genleri,
MKH’lerin kemik olusum aktivitesini arttirmak iizere en yaygin kullanilan genler
olmustur (Dwivedi vd., 2012; Gamradt vd., 2006; Yuan vd., 2007; Y. Zhang vd.,
2012).

Gamradt ve arkadaglari (2006), 24 fare ilizerinde bir g¢alisma gergeklestirmistir.
Deney gruplarini ikiye ayirmiglardir: 12’sine adenoviriis ile BMP-2 geninin

transfekte edildigi MKH’ler verilirken kalan 12’ye normal modifiye edilmemis
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MKH’ler verilmistir. Sol 6n ayaklarinda 3mm’lik bir defekt meydana getirilen
farelere MKH’ler transplante edilmistir. 3,7,14 ve 21. giinlerde her iki gruptan
fareler oldiiriilerek incelemeler yapilmistir. Normal MKH’ler verilen farelere gore,
genle modifiye edilmis MKH’lerin verildigi farelerde kemik olusumu 7 giinde X-
ray sonuclarina gore kiyaslandiginda daha fazla oldugu raporlanmistir. Kemik
olusumu 21 giinde genle modifiye edilmis MKH’lerin verildigi farelerde daha stabil

oldugu gozlemlenmistir.

Hiicreleri genle modifiye ederek, hiicre davranisini etkilemek miimkiindiir. Hiicre
gbcll, tutunmasi, sagkalimi gibi hiicresel davranislar1 genetik miidahale ile
attirabilirken erken senesensi azaltmaya yonelik bir yaklasim gen modifikasyonu
ile olanakli hale getirilebilmektedir (Ocansey vd., 2020). Tim bu hiicresel
davramislar, MKH’lerin tedavide etkin bir sekilde kullanilabilmesi agisindan

oldukca 6nemli parametrelerdir.

Hayvan modellerinde umut verici sonuglar elde edilmis olmasina ragmen, gen
modifiye edilmis MKH’lerin insan klinik denemelerine ulastirilmast uzun,
maliyetli ve zorlayici bir siiregtir. Farmakoloji, toksikoloji ve genom dagilim
analizleri gerektiren gilivenlik testleri, gen terapisi yaklagimlarinin giivenligi
acisindan onceliklidir (Qin vd., 2014). Klinik seviyede vektorler gelistirilmesi
karmasik ve maliyetlidir. Kemik kalitesi ve mekanik mukavemeti degerlendirmek

icin invaziv olmayan teknikler gelistirilmesi elzemdir.

O

r

) Transgen/rAd + Fe .(3:}
o 2 %

Genle Modifiye
Edilmis MKH

MKH

Sekil 2.6 Genle modifiye edilmis mezenkimal kok hiicrelerin uygulanmasi (Yeom
vd., 2015)
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2.3 Gen Aktarim Sistemleri

Gen terapisi yaklasimi, genleri ya da gen ekspresyonunu modifiye ederek bir
hastalig1 tedavi etmek ya da onlemek igin gelistirilen deneysel bir tekniktir. Gen
terapisi, ilag tedavisi yerine genleri diizenleyerek, yerlerini degistirerek veya
ekspresyonunu azaltarak/arttirarak  yapilmaktadir. Genetik modifikasyonlar,
monojenik bozukluklarda hiicre fonksiyonunu geri kazanmayi ya da hiicrelere

tamamen yeni islevler kazandirmay1 amaglamaktadir (Mirén-Barroso vd., 2021).

Gen terapoétikleri, ilgili bolgeye ulasabilmek iizere cesitli biyolojik bariyerleri
agsmalidir (Blanco vd., 2015). Terapétiklerin en yaygin uygulama yollarindan biri
intravendz tekniktir. Dolasima girdikleri itibaren gen terapotikleri, hedeflerine
ulasabilmek ic¢in endotel tabakasini asmak zorundadir. Endotel tabakalar doku ve
organlara gore farklilik gostermektedir. Gozenekli damar yapisina sahip olan
organlara hedeflendiginde endotel tabasin1 ge¢meleri daha kolaydir (LaFountaine
vd., 2015). Birgok gen terapisi yaklasimi norolojik hastaliklar1 tedavi etmek
noktasinda kullanilmaktadir. Bu noktada, kan beyin bariyerini ge¢mek
zorundadirlar (Sudhakar & Richardson, 2019). Hedeflendikleri organ, doku veya
hiicreye degrade olmadan ulasmalari gerekmektedir. Ornegin, oligoniikleotitler
fizyolojik ortamdaki ekso- ve endo-niikleazlar nedeniyle ¢ok kisa yart Omiire
sahiplerdir (Tsui vd., 2002). Niikleik asitler oldukg¢a yiiksek molekiil agirligina
sahiptir. Omurgalarindaki fosfat gruplar1 nedeniyle negatif yiiklii olan niikleik
asitler, suda ¢ok iy1 ¢oziiniirler. Bu karakteristik 6zellikler nedeniyle, niikleik asitler

biyolojik bariyerleri atlatamamaktadir (Redpath vd., 2020).

Gen tabancasi, magnetoporasyon, elektroporasyon, sonoprasyon, jet tabancasi,
mikroenjeksiyon, igne enjeksiyonu vb. bir¢ok fiziksel metot kullanilarak gen
aktarimi yapilmasi miimkiindir (H. Zhou vd., 2023). Tablo 2.2°de fiziksel

metotlarin, diger metotlara gore avantajlar1 ve dezavantajlari agiklanmistir.

Gen terapdtikleri, hiicre membranindan ge¢melidir. Terapdtiklerin, hiicreye girisi
niikleik asitleri degrade edebilecek bir siirii sindirim enzimi iceren intraselliiler
vezikiillerden endozomlar araciligiyla baslamaktadir. Erken ve ge¢ endozomlardan
sonunda lizozomlara doniisen endozomlar, bu asamalardan gegerken pH’lari
gittikce asitlesmektedir. Niikleik asitler, 6zellikle de DNA, diisiik pH’da stabil
degildir (Dinis vd., 2020). Bu nedenle, oligoniikleoitidler diisiik pH ve katalitik
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enzimlere maruz kalmamak i¢in endozomal yolaktan erken asamada kagmalidir

(Smith vd., 2019).

Tablo 2.2 Gen aktarim sistemlerinin avantajlar1 ve dezavantajlari

Gen Aktarim Avantajlar Dezavantajlan
Sistemleri

Viral Vektorler = Yiiksek enfekte = Diisiik transdiiksiyon
Adenoviriisler etkinligi etkinligi
Adeno-iliskili virtsler = Aktarilan genlerin * [mmiinojenite

Herpes simplex viriisii

uzun vadeli stabil

Gen entegrasyon ve

Lentiviriisler ekspresyonu mutasyona sebep
Retroviriisler = Uzun fragmentli olma riski
eksojen DNA’lar1 = Kontrolsiiz eksojen
tagima genin ekspresyonu
»  Ortiisen actk okuma = Oldiiriicii ve
cergevelerinin karsinojenik riski
transkripsiyonu
Fiziksel Metotlar = Yiiksek transfeksiyon = Yiiksek sitotoksisite
Elektroporasyon etkinligi = Hedeflemenin
Sonoporasyon = Kontrollii gen eksikligi
Gen tabancasi ekspresyonu = Niikleazlara kars1
Magnetoporasyon korumanin sinirhiligi
Jet tabancasi = [nvivo uygulama
Mikroenjeksiyon zorlugu
Igne enjeksiyonu
Non-viral Vektorler = Daha fazla ¢cok = Hiicre tiplerine gore
Lipid bazli: lipozomlar, yonliiliik ve kontrol degisken
katyonik lipozomlar edilebilirlik transfeksiyon
Polimer bazli: protein = Disiik sitotoksisite etkinligi
bazli, poliiiretanlar, =  Biyouyumluluk, = Diisiik transfeksiyon
poliesterler, biyobozunurluk, etkinligi
polikarbonatlar, biyogiivenlilik = Gegici gen
polisakkaritler = [nvivo ekpresyonunu
Inorganik materyal uygulanabilirlik tetikleyici

bazli: metal
nanopartikiilleri, karbon
nanotiipleri, silika bazli,
kuantum “dot”lar

Genleri aktarmak iizere uygun tasiyici sistemler olusturmak olduk¢a 6nemlidir. Gen

tastyict vektorlerin etkili olabilmesi igin asagidaki kriterleri karsilayabilmesi

gerekmektedir (Butt vd., 2022):

e Transgenin ve genetik kargonun

degradasyonuna kars1 koruma,
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e Hiicre sitoplazmasi ya da niikleus gibi hedef bolgelere genetik materyalin
tasinmasi,

e Genotoksik olmamasi,

e Immiin yaniti uyarmama ya da minimumda tutma,

e Hastalar i¢in ekonomik ve erisilebilir olma,

e Kolay, biiylik olgekte iiretilebilme ve stabil kalabilme yetenegi.

Gen terapisindeki ana adim, hedef dokuya veya hiicrelere etkili bir sekilde gen
aktarimi yapmaktir. Bu, vektorler adi verilen gen aktarim araglariyla
gergeklestirilmektedir. Viral ve viral olmayan olmak tizere iki tiir vektor

bulunmaktadir.
2.3.1 Viral Vektorler

Viral vektorler, genellikle viral olmayan vektorlere kiyasla iistiin gen aktarim
kapasiteleri sebebiyle gen tedavisi yaklagiminda merkezi bir rol oynamaktadir.
Viriis tabanli transgen ekspresyonu, ihtiyaca bagli olarak hem kisa vadeli hem de
uzun vadeli elde edilebilmektedir. Ornegin, hemofili gibi kronik hastaliklarda uzun
vadeli transgen ekspresyonu gerekirken tam aksine kanser gen tedavisinde kisa
vadeli transgen ekspresyonu daha avantajlidir. Viral vektorlerin kullanimi, 6zellikle
replikatif ve onkolitik viriisler, viral genin yayilma riski nedeniyle viral olmayan
vektorlere kiyasla daha yiiksek biyogiivenlik seviyesi gerektirmektedir (Lundstrom,
2023). Hem DNA hem de RNA viriislerine dayali farkl tiirlerde viral vektorler, gen

terapisi uygulamalari i¢in mithendislikle gelistirilmistir.

Gen tedavisinde vektor se¢imi, hastalik gostergesinin akut veya kronik olmasiyla
derinden iliskilidir. Akut hastaliklara kars1 kisa vadeli gen ekspresyonu yeterli iken
kronik hastaliklarda gen ekspresyonunun uzun vadeli olmasi tercih edilmektedir.
Akut hastaliklarda, replikatif olmayan viral vektorler ile yiiksek diizeyde gegici gen
ifadesi tedavi potansiyelinde etkinlik saglayabilmektedir (Bulcha vd., 2021).

2.3.1.1 Adenoviriis Vektorler

Adenoviriisler, 252 kapsomerden olusan ikosahedron seklinde diizenlenmis bir
protein kapsidi i¢inde lineer ¢ift iplikli bir DNA molekiilii bulunduran 70 ila 90 nm
boyutunda zarfsiz pargaciklardir. Adenoviral vektorlerin gen transferi i¢in ana
avantajlar1 arasinda, patojenite veya mutajenez riskinin diisiik olmas1 ve yliksek

DNA tasima kapasitesi yer almaktadir (H. Zhou vd., 2023). Ozellikle memelilerde,
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gen transferinin ortaya c¢ikmasindan beri, adenoviriis vektorler viral aktarim
yontemi olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Tatsis & Ertl, 2004). Paketleme
kapasitesi olarak 7.5 kb’lik yabanci DNA’y1 tasiyabilmektedirler. Fakat,

adenoviriis mekik vektorleri miithendislikle gelistirerek tasima kapasiteleri 35 kb’lik

yabancit DNAya ¢ikarilmistir (Ehrke-Schulz vd., 2016).
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Sekil 2.7 Viral vektorlerin transgeni hiicre igerisine aktarimi (Butt vd., 2022)

[lk jenerasyon adenoviriis vektorlerin E1/E3 genleri genomlarindan cikarilmis olsa

da giiglii bir immiinojenite yaratmislardir. Replikatif olmayan ikinci ve ticilincii
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jenerasyon adenoviriis vektorlerde immiinojenite 6nemli derecede azaltilabilmistir
(Crystal, 2014; Lundstrom, 2023). Adenoviral vektorler, konak¢i genomuna
entegrasyon olmamasina ragmen en az bir yil siiren kalict ekstrakromozomal

transgen ifadesi saglamaktadir (Ehrhardt vd., 2003).

Adenoviral vektorler, MKH’lere gen transferi icin birka¢ dogal avantaja sahip
olmalarina ragmen, ayni pargacik konsantrasyonunda lentiviral vektorlere kiyasla

transdiiksiyon verimlilikleri daha disiiktiir (Shakhbazau vd., 2008).
2.3.1.2 Adeno-iliskili Vektorler

Kiigiik, zarfsiz, tek iplikli DNA (ssDNA) adeno-iliskili viriis (AAV), yalnizca 4 kb
yabanct DNA’y1 barindirabilmektedir (Samulski & Muzyczka, 2014). Paketleme
kapasitesi, genetik miihendislikle gelistirilen AAV vektorleri olusturarak artirilmig

olsa da bu durumdan sonra hala ancak 4 kb yabanci DNA tasinabilmektedir

(McClements & MacLaren, 2017).

AAYV vektorler genellikle toksik veya patojenik yanita neden olmaz. Fakat, AAV
vektorlerinin tekrarlt uygulanmasi giiclii bagisiklik yanitina yol acarak transgenin
aktarimin etkinligini ve ekspresyonunu azaltabilmektedir (Park, 2008). Bu sorunun,
her AAV yeniden uygulamasi icin farkli AAV serotiplerinin kullanilmasiyla
iistesinden gelinmistir. Alternatif bir yaklagim olarak azaltilmis AAV dozlarinin
kullanimin1 destekleyen, AAV kapsid proteine kars1 azalmis immiin yanit1 saglayan

eksozom-iligkili AAV kullanmaktir (Mingozzi & High, 2013).

Birkag on klinik ¢calismalarda, AAV vektor aracili gen aktarimi yapilan MKH’lerde
faydali etkiler gézlemlenmistir. COopcii reseptdr sinif A, membran 3 proteinini
kodlayan transgeni asir1 eksprese eden kemik iligi kaynakli MKH’lerde, osteogenez

uyarilirken adipogenez baskilandigi bildirilmistir (P. Chen vd., 2021).
2.3.1.3 Retroviriis ve Lentiviriis Vektorler

Zarfl, tek iplikli RNA (ssRNA) retroviriisleri, 8 kb’lik yabanc1 DNA’y1 aktarmak
izere tasiyabilmektedir (Schambach & Morgan, 2016). Retroviriisler, RNA
viriisleri olup RNA’larint ters transkriptazla DNAya ¢evirip konak¢inin genomuna
entegre olmaktadirlar. Retroviral vektorlerin sundugu bu baglica avantaj, ssSRNA
genomunu ¢ift iplikli DNA’ya doniistiirme kapasiteleridir. Bu 6zellik, retroviral
vektorlerin konak hiicrelerin niikleer genomunu degistirmesini ve ilgili genin

ekspresyonunu saglamaktadir (Ghosh vd., 2020; Vogt, 2012).
23



Glinlimiizde, retroviral vektor aracili gen terapisi, Lentiviriisler adi verilen yeni bir
retroviral vektor smifinin gelistirilmesiyle yeniden canlandirilmistir. Lentiviral
vektorler gen diizenleme ve gen transferi agisindan 6nemli bir sigrama saglayarak
in vivo gen aktarimina 151k tutacak yeni yaklasimlar sunmaktadir. Insan immiin
yetmezlik virlisii (HIV) bir lentiviriistiir. Lentiviral vektorler, diger retroviriis
vektorlere gore cok daha diisiik mutajenez oranina sahip olmalarina ragmen, gen
transferinde tasiyici olarak kullanim i¢in giivenlik seviyeleri hala biiyiik bir endise

yaratmaktadir (Montini vd., 2006; Ramezani & Hawley, 2002).

Retroviral vektorlerin gen terapisi yaklagiminda kullanilmalarini kisitlayan en
onemli nedenlerden biri yalnizca boliinen hiicreleri transdiikte etmeleridir.
Retroviriis vektorler, boliinemeyen hiicreleri transdiikte etme kapasitesine sahip
degildirler. Bunun aksine, lentiviriis vektorler ise hem béliinen hem de

bolinemeyen memeli hiicrelerini transdiikte edebilmektedirler (Kay vd., 2001).
2.3.1.4 Herpes Simplex Viriis Vektorler

Biiyiik herpes simpleks viriisleri (HSV), zarfli dsDNA wviriisleri olup sinir
ganglionlarinda latent enfeksiyona sebep olmaktadirlar (Singh & Tscharke, 2020).
Uzun vadeli transgen ekspresyonu i¢in modifiye edilmis HSV vektorleri
kullanilmaktadir (Epstein vd., 2005). Lineer HSV, niikleusta dairesel bir viral
episom olusturup entegrasyon olmadan ekstrakromozomal olarak kalmaktadir
(Morissette & Flamand, 2010). HSV vektorleri, 30 kb’dan fazla yabanct DNA’y1
barindirma kapasitesine sahiptir (Holmes vd., 2000). Miihendislikle olusturulan
HSV amplikonlar, 150 kb’ye kadar yabanci genetik materyali paketleyebilmektedir
(Kasai & Saeki, 2006). Ancak, HSV vektorleri nispeten gii¢lii sitopatojenite ile
iligskilendirilmistir, bu durum HSV genomundaki esansiyel olmayan genlerin

silinmesiyle ele alinmistir (Lundstrom, 2023).
2.3.1.5 Diger Viriis Vektorler

Bakuloviriisler, zarfli dairesel ¢ift iplikli DNA viriisleridir ve iki farkli fenotipe
sahiptir: tomurcuklanmais viriis ve polihedron kokenli viriis. Niikleokapsid igindeki
viral genom, biiyilik yabanct DNA pargalarini barindirabilir; bu 6zellik, bakuloviriis
tabanli vektorleri biiyiik genlerin ekspresyonu i¢in ideal kilmaktadir (Airenne vd.,
2013). Alfaviriisler, zarfli viriislerdir ve pozitif polaritede tek iplikli sSRNA

genomuna sahiptirler. Bunlarin paketleme kapasitesi 8 kb yabanci genetik
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materyaldir (Ehrengruber vd., 2011). Alfaviriisler gibi, flaviviriisler de zarfli pozitif
polaritede tek iplikli ssSRNA viriislerdir. Flavivirlis vektorler, kendinden replike
olan RNA ozelligine sahiptirler. Bu o0zellik, yiliksek diizeyde gecici gen
ekspresyonu ve rekombinant viral partikiillerin, RNA replikonlarinin ve DNA
replikonlarimin esnek bir sekilde kullanilmasini saglamaktadir (Pijlman vd., 2006).
Poxviridae viriis ailesine ait olan viriisler, insanlar1 enfekte eden ve hastaliklara
neden olan tiim viriisler arasinda en karmasik ve en biiylik olanlaridir. Genomlari
cift ipliklidir ve yaklasik olarak 180 ila 220 kb boyutundadir. Cigek viriisii bu
ailenin en popiiler iiyesidir. Cigek hastalii asisinin gelistirilmesinde ¢icek viriisii
kullanilmistir. Hiicre sitoplazmasinda yasam dongiisiinii saglayabildiginden konak
hiicre genomuna entegre olmamast ve iki farkli enfeksiyon tipini

gerceklestirebilmesi ¢igek virlisiiniin iki essiz 6zelligidir (Conrad & Liu, 2019).
2.3.2 Viral Olmayan Vektorler

Viral olmayan gen aktarimi, transgenin (6rnegin plazmid DNA) hiicre ¢ekirdegine
kimyasal veya fiziksel uyaranlar araciligi ile aktarimini tanimlamaktadir. Plazmid
DNA (pDNA)’nin hiicre ¢ekirdegine ulasmasi ve etkin bir bi¢imde transkripte

olabilmesi i¢in ii¢ engelin iistesinden gelmesi gerekmektedir:

(1) Konak hiicrenin DNazlarinin degradasyonuna karsi korunmalidir.

(i)  Hiicre zarim, sitoplazmay1 ve niiklear membrandan gegebilmelidir.

(ili)  pDNA ve non-viral vektor komplekslerinin, endositoz yoluyla hiicreye
girdikten sonra endozomdan serbest kalmali ve kompleks ¢oziilmelidir

(Butt vd., 2022; H. Zhou vd., 2023).

Viral olmayan gen aktarim yontemleri, viral vektdr transdiiksiyonuna kiyasla
birgok avantaj sunmaktadir. Bunlar arasinda diisiik immiinojenite veya bagisiklik
yanitinin - gézlemlenmemesi, c¢oklu uygulamalarin miimkiinligii, enjeksiyon
hastalig1 bulastirma riskinin olmamasi, tasinan DNA’nin molekiiler boyutundaki
esneklik ve diisik maliyet bulunmaktadir. Dahasi, bazi kimyasal olarak
sentezlenmis nanomalzemelerin, MKH’ler i¢in biiyiimeyi tesvik etme,
farklilasmay1 destekleme, oksidatif stresi ortadan kaldirma ve apoptoza direng
gosterme gibi benzersiz biyolojik fonksiyonlara sahip oldugu bilinmektedir (H.
Zhou vd., 2023).
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DNA ve RNA negatif yiikler tasiyan biyolojik makromolekiillerdir. Gen
transfeksiyonu sirasinda gen ekspresyonunun verimliligini etkileyen ¢esitli hiicre
i¢i ve hiicre dis1 engeller bulunmaktadir (Sekil 2.8). Verimli bir gen transfeksiyonu
saglanabilmesi ic¢in viral olmayan vektor tasariminda bu engeller g6z Oniinde

bulundurulmalidir. Bu engelleri 6zetlemek gerekirse, su sekilde siralanabilir:

(1) DNA ve RNA, kan veya hiicrelerde ¢esitli niikleazlar tarafindan kolayca
ve hizla pargalanabilir. Ayrica, makrofajlar ve retikiiloendotelyal sistem
tarafindan da hizla eliminasyona ugrayabilirler. DNA ve RNA’nin in
vivo’daki yar1 Omrii genellikle birkag dakika ile birka¢ dakika
arasindadir (Kumar vd., 2021).

(i)  DNA veya RNA ile negatif yiiklii fosfolipid ¢ift tabaka arasinda gii¢lii
elektrostatik iticilik bulunmaktadir, bu durum hiicrelerin geni alimi i¢in
oldukga zorlu hale getirmektedir (Pack vd., 2005).

(i)  Endozomlardaki diisitk pH ortami gen transfeksiyonu i¢in en dnemli
hiicresel engellerden biri haline gelmistir (Mitchell vd., 2021). DNA ve
RNA aktarimi i¢in etkili vektorler gelistirmek i¢in birgok caba
harcanmasina ragmen, genellikle bunlarin endozomal kagis verimliligi
%4’ asmamaktadir.

(iv)  Sitoplazmadaki mikrofilamentler ve mikrotiibiiller, DNA ve RNA’nin
taginimini 6nemli Olciide etkileyebilmektedir.

(v) Niikleer membrandaki gézenekler kii¢lik boyutta olup kiigiik molekiiller
kolaylikla ve serbestce ¢ekirdege difiize olabilir; ancak, bu gdzenekler
DNA ve RNA gibi makromolekiiller i¢in oldukga se¢icidir (Mintzer &
Simanek, 2009).

2.3.2.1 Lipid Bazh Vektorler

Lipozom-aracili gen aktarimi eksojen genetik materyali konak hiicrelere transferde
kullanilan en eski stratejilerden biridir. 1970’lerin ortalarinda, g¢esitli caligmalar
lipozomlarin hiicre zarlariyla filizyon potansiyelini gostermis ve 1980°e
gelindiginde, birkag¢ yayin digsal globin mRNA’nin, kromozomlarin ve DNA’nin
konak hiicrelere aktariminda lipozomlarin yetenegini gostermistir (Mintzer &

Simanek, 2009).
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Sekil 2.8 Viral olmayan vektorlerin transgeni hiicre igerisine aktarimi (Butt vd.,
2022)

Katyonik lipozom aracili gen transfeksiyonu (lipofeksiyon), en kapsamli sekilde
aragtirtlan ve yaygin olarak kullanilan viral olmayan gen aktarim yontemidir (Al-
Dosari & Gao, 2009). Katyonik pozitif yiikli hidrofilik bag grup, hidrofobik kisim
ve bu iki alan arasinda baglayici olmak tizere katyonik lipidler ii¢ yapisal boliimden
olusmaktadir. Katyonik lipidlere 6rnek olarak DOTMA, DOSPA, DOTAP ve
DOGS verilebilir (Mintzer & Simanek, 2009). Hidrofilik bas gruplar, genellikle
primer, sekonder ve tersiyer aminler veya kuterner amonyum tuzlaridir. Pozitif
yiiklii bu bas gruplar, niikleik asitlerin negatif yiiklii fosfat gruplar ile interaksiyona
girmeleri agisindan dnemlidir. Hidrofobik kuyruklar genellikle iki tiir hidrofobik
bilesen, alifatik zincirler, kolesterol veya diger steroid halkalarindan olusur.
Hidrofilik ve hidrofobik kisim arasindaki baglarin ¢ogunlugu, biyobozunurluk
hizin1 etkileyebilen eter, ester, karbamat veya amid baglaridir (Al-Dosari & Gao,
2009). Lipofectin®, Lipofectamine™, Effectene™, FuGENE™ 6 ve
METAFECTEN® gibi ticari olarak temin edilebilen katyonik lipozomlar
mevcuttur (Masotti vd., 2009; Rejman vd., 2006).
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2.3.2.2 Polimer Bazh Vektorler

Polimerler, transfeksiyon icin gen tastyicilari olarak da tasarlanabilen ¢ok yonlii
molekiillerdir. Katyonik polimerler gen transferi i¢in genis ol¢iide kullanilmistir.
DNA ile karistirildiginda, bu polimerler nanometre boyutunda kompleksler
olusturur, genellikle polipleks olarak adlandirilirlar. Tipik olarak, polipleksler
lipoplekslere kiyasla daha stabil olmaktadir (Al-Dosari & Gao, 2009).

Ilk basarili polietilenimin aracili oligoniikleotid transferi 1995 yilinda
gergeklestirildiginden beri polietilenimin (PEI); gen transfeksiyonunun altin
standart olarak sik¢a kabul edilen, gen transfeksiyonu yapabilen katyonik
polimerlerin en Onemli Orneklerinden biridir (Boussif vd., 1995). PEI,
poliplekslerin fizikokimyasal ve biyolojik 6zelliklerini iyilestirmek icin
tiirevlendirilmistir. Polietilenimin hem dallandirilmis hem de lineer bir yapida
vardir (Mintzer & Simanek, 2009). Ticari PEI tabanli reaktifler, ExGen500 ve
JetPEI™ gibi, MKH’lere gen transferi i¢in kullanilmistir (Wightman vd., 2001).

PEI disinda; katyonik akrilik polimer, poli-I-lizin, poliornitin, poliarjinin, histonlar,
protaminler, kitosan ve dekstran gibi polimerler de polimer bazli gen aktarim

vektorii olarak kullanilmiglardir (Al-Dosari & Gao, 2009).
2.3.2.3 Nanopartikiiller

Nanopartikiillerin tipta kullanimi, nanobiyoteknolojinin yiikselen bir alanidir.
Kiigiik boyutlarindan dolayi, nanopartikiiller hiicre duvarmni penetrasyon
saglayabilir ve genellikle terapdtik amaclar i¢in ilaglart veya biyomolekiilleri
yasayan sistemlere ulastirabilmektedir (Patra vd., 2018). Kuantum “dot”lar, altin,
demir ve gilimiis nanopartikiilleri, silika nanopartikiiller ve karbon nanotiipler
inorganik nanopartikiiller olarak siniflandirilmaktadir. Tiim bunlar, gen aktarim
sistemleri olarak kullanilmaktadir. Lipid-bazli nanopartikiiller, viral olmayan gen

aktarim sistemlerinde 6nemli bir yeri kaplamaktadir.

Metal iyon tabanli tuzlar, tipik olarak 10 ila 100 nm ¢apinda kompleksler olusturur.
Bu nanopartikiillerin ylizeyi DNA baglanmasini kolaylastirmak veya hedeflenmis
gen aktarimini desteklemek i¢in kaplanabilir. Kii¢iik pargacik boyutu, genellikle
cogu fizyolojik ve hiicresel bariyeri atlamalarina ve daha yiiksek gen ifadesini

saglamasi gibi avantajlar sunmaktadir (Cai vd., 2008).
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Membran reseptorleri veya niikleolin gibi nanopartikiil yilizeyine takilan ligandlar,
nanopartikiillerin endozomal-lizozomal degradasyona takilmadan dogrudan
¢ekirdege ulagsmay1 saglayabilmektedir (Davis & Cooper, 2007). Nanopartikiiller
hem in vivo hem de in vitro postmitotik hiicreleri etkili bir sekilde transfekte etme
yetenegine sahiptir. Ayrica genellikle bagisiklik tepkilerine karsi inerttirler.
Stiperparamanyetik demir oksit nanopartikiiller, manyetik bir alan i¢inde manyetik
tepki saglayabilir ve manyetik alan rehberli hedefli gen aktarimi

saglayabilmektedirler (Dong, 2008).

2.4 Kat1 Lipid Nanopartikiil

Kati lipid nanopartikiilleri (KLN’ler), biyouyumlu ve biyobozunur lipidlerden
iiretilen hem genetik materyalin aktariminda hem de ilag aktarim sistemleri olarak
ortaya ¢ikmiglardir. KLN’ler, 10 ila 1000 nm boyutlar1 arasinda degisen kolloidal
partikiillerdir (Mehnert, 2001). KLN’ler; emiilsiyonlar, lipozomlar ve polimerik
nanopartikiiller gibi diger kolloidal ilag/gen aktarim sistemlerine bir alternatif
yaratmaktadir. KLN’ler, yiiksek basin¢li homojenizasyon veya yliksek hizda
karigtirma gibi teknikler kullanilarak toksik organik c¢oziiciiler olmadan da
sentezlenebilmektedir (Duong vd., 2020). Trigliseridler, parsiyel gliseridler,
mumlar, steroidler ve yag asitleri gibi biyobozunur lipidlerden ve giivenli olarak
kabul edilen materyallerden iiretilen KLN’ler, nano-giivenli gen tasiyici

sistemlerdir (Bhaskar vd., 2009; Pardeike vd., 2009).

Nanoyapidaki lipid tastyicilar sivi lipidlerden {iretilirken KLN’lerin farki kati
lipidlerden sentezlenmektedir (H. A. Fathi vd., 2018; Taratula vd., 2013). KLN’ler,
oda sicakliginda ve fizyolojik kosullardaki 37°C’de kati halde bulunan yaglardan
sentezlenmektedir (Zhu vd., 2012).

KLN’lerin sundugu avantajlar (Zhu vd., 2012):

e Lipid matriksten kontrollii ilag salinimi

Aktif ve pasif hedefleme

e Genetik materyali degradasyondan koruma
e Ilag/transgen biyo-yararlinimini arttirma

¢ Diisiik seviyede toksisite

e Biyolojik bariyerlere affinitesi
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e Farmakokinetik parametrelerin degistirilmesi ve ilacin organlardaki
dagiliminin diizenlenmesi

e Biiyiik 6l¢ekte tiretim

Yukarida belirtilen avantajlara karsin, KLN’lerin uzun dénem saklanmasinda

agregasyon ve jel olusumu gibi bazi problemler de olusmaktadir (Zhu vd., 2012).

Genellikle su ile lipid arasindaki arayiizeyi stabilize etmek icin kullanilan
siirfektanlar, emiilsiyonlarin uzun donemli stabilizasyonu ag¢isindan temel
bilesenlerdir. Birbirlerine karigsmayan iki molekiil arasindaki yiizey gerilimini
azaltarak termodinamik kararliligi saglanmasi i¢in siirfektanlar kullanilmaktadir.
Siirfektanlar amfifilik molekiillerdir; molekiiliin polar kismi su fazinda bulunurken
apolar kism1 yag fazinda bulunmaktadir. Yiizey aktif molekiiliin hidrofilik-lipofilik
dengesi (HLB) degerine bagl olarak, dagilmis fazin konsantrasyonundan bagimsiz
olarak yag-iginde-su (y/s) veya su-i¢inde-yag (s/y) emiilsiyonunu tesvik edebilir.
Stabil bir emiilsiyon olusturulabilmesi i¢in siirfektan HLB degeri organik fazin
HLB degerine esit olmalidir. Diisiik HLB degeri (1.8-8.6) olan siirfektanlar,
lipofilik karakterdedir. Yiiksek HLB degeri (9.6-16.7) olan siirfektanlar, hidrofilik
karakterdedir. Y/s emiilsiyonu i¢in HLB degerinin 3-6 arasinda olmas1 gerekirken

s/y emiilsiyonu i¢in 8-16 arasinda olmasi beklenilmektedir (Ng & Rogers, 2019).

2.4.1 Kat1 Lipid Nanopartikiil Sentez Yontemleri

2.4.1.1 Yiiksek Basinch Homojenizasyon Yontemi

Yiksek basingli homojenizasyon (HPH), KLN’lerin sentezinde siklikla
kullanilmaktadir. Teknik, damla ve parcacik boyutunun asir1 basing kosullarinda
azaltilmasina dayanmaktadir (Amasya vd., 2019; Calva-Estrada vd., 2018; Galvao
vd., 2018). Islem ilk olarak iri yapida lipid partikiillerin hazirlanmasiyla baslar.
Daha sonra mikron boyutunda dar gozeneklere sahip homojenizatdrden yiiksek
basingta gecirilir (Esposito vd., 2017). 100-2000 bar arasinda olan basing, sivi
karigimlart >1000 km/s hizlarda hizlandirir. Bu durum, yiiksek kesme gerilmeleri
ve kavitasyon kuvvetleri olusturarak damlacik boyutlarim1 nano boyutlara
indirgemektedir (Mehnert, 2001). Bu homojenizasyon siireci istenilen nano boyut
ve homojenlik elde edilene kadar tekrarlanmaktadir. HPH nin avantajlar1 arasinda
kisa {iiretim siireleri, iiretimin kolayligi, organik ¢oziicli igermemesi ve

Olceklendirilebilir olmasi bulunmaktadir (C. Hu vd., 2016; Mehnert, 2001).
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KLN’lerin sentezinde sicak ve soguk homojenizasyon olmak iizere iki tip HPH

teknigi uygulanmaktadir.

Sicak HPH i¢in, ilaglar ve erimis lipitler genellikle kati lipidin erime noktasindan
5-10 °C daha yiiksek sicakliklarda karistirilir; ilaglar ya eritilmis lipitler i¢inde
¢ozlinlir ya da homojen bir sekilde dagitilir. Homojenizasyondan sonra,
nanoemiilsiyonlar sogutulur ve bu da lipidin kristallenmesine KLN’lerin
olusmasina yol agmaktadir (Suter vd., 2016). Sicakliktan kaynakli etkin maddenin
bozunmasi, homojenizasyon sirasinda etkin maddenin sulu faza ge¢mesi ve lipid
kristalizasyonunun gii¢liigii gibi baz1 problemleri agmak i¢in soguk HPH
gelistirilmistir (Mehnert, 2001).

Soguk HPH igin, ilaclar erimis lipitler icinde ¢oziindiikten sonra, karigimlar sivi
azot veya kuru buz kullanilarak hizla sogutulur. Bu yiiksek sogutma hizi, ilaglarin
lipid matrislerinde homojen dagilimini saglamaktadir (Mehnert, 2001). Lipit-ilag
karisimlart 50-100 um’lik parcacik boyutuna o6giitiiliir. Lipit mikropartikiilleri,
genellikle 0-4°C gibi soguk kosullarda siirfektan iceren soguk sulu ¢ozeltilerde
askida kalir ve genellikle 500 bar basingta 5-10 dongii boyunca homojenlestirilir
(Duan vd., 2020).

2.4.1.2 Yiiksek Hizda Karistirma ve Ultrasonikasyon Yontemleri

Yiiksek hizda karistirma ve ultrasonikasyon, yaygin olarak kullanilan dispersiyon
tekniklerindendir. KLN {iretiminde, yliksek hizli karigtirma en basit ve maliyeti
diisiik yontemlerden biridir (Das & Chaudhury, 2011). Bu yonteme gore, ilk olarak
kati lipidler erime noktalarinin 5-10°C iizerinde eritilerek etken maddeler erimis
lipid icerisinde ¢ozdiiriiliir veya dagitilir. Ayn1 sicaklikta siirfektan igeren sulu bir
faz, etken madde-lipid karisimina eklenir ve karisim yiiksek hizli karistirici
kullanilarak homojen bir sekilde dagitilir. Sicak y/s emiilsiyonu olusur. Bu
emiilsiyon sogutularak KLN’ler olusturulmaktadir (Severino vd., 2012; Souto vd.,
2019). Islemden sonra, genellikle ultrasonikasyon uygulamr. Kabarciklarin
olusumu, biiylimesi ve ¢okmesini esas alarak mikro-damlaciklarin pargalanmasini
saglar (Xie vd., 2011). Sayet yiiksek hizda karistirma basamagi atlanarak
ultrasonikasyon uygulanirsa KLN’lerin biiyiikliiklerinin dagilim aralig1 genis
olmaktadir (Tamjidi vd., 2014). Her iki yontem birlikte kullanildiginda ise, dar
partikiil boyut dagilimina sahip KLN’ler elde edilmektedir (Duong vd., 2020).
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2.4.1.3 Mikroemiilsiyon Yontemi

Nanoemiilsiyonlarin olugsmas1 ve lipid presipitasyonun ardindan KLN’lerin
iiretilmesini saglayan bu yontem, mikroemiilsiyonun soguk bir sulu ¢ozeltide
seyreltilmesini icermektedir. Erime noktasinin iizerindeki bir sicaklikta eritilen
lipid igerisinde etken madde/ilag ¢ozdiiriiliir. Ayn1 dereceye 1sitilmis sulu siirfektan
¢ozeltisi hazirlanir. Lipid-etken madde karisimina transparan ve termodinamik
olarak kararli stabil bir mikroemiilsiyon olusturulana kadar siirfektan faz hafif bir
hizda karisirken eklenmektedir (Masiiwa & Gadaga, 2018). Daha sonra
mikroemiilsiyon, soguk sulu soliisyona (2-10°C) mekanik karistirict altinda
eklenir. Soguk soliisyon, sicak mikroemiilsiyonun yaklasik 25-50 kat hacminde
daha fazladir. Diliisyon sirasinda nanoemiilsiyon olusur ve hizlica kristalize olarak

KLN’leri olusturmaktadir (Duong vd., 2020; Mehnert, 2001).
2.4.1.4 Coziicii Emiilsifikasyon-Difiizyon Yontemi

Coziicii emiilsifikasyon-difiizyon yontemi genellikle polimerik nano-tastyicilari
tiretmek igin kullanilmaktadir. Ancak, Trotta ve arkadaslar1 (2003), bu teknigi ilk
kez KLLN hazirlamak iizere kullanmistir. Metil asetat, etil asetat, izopropil asetat,
benzil alkol ve biitil laktat gibi su igerisinde kismi olarak ¢6ziinen organik
¢oziiciilerin kullanildig bir tekniktir. lk olarak, her iki fazin termodinamik dengesi
olusana kadar organik ¢oziicii ve su birbirleri igerisinde doyurulur. Lipidler ve
ilaglar su ile doyurulmus ¢oziicliide ¢ozdiiriiliir. Stirfektan/stabilizator ise organik
¢oOziicii ile doyurulmus su icerisinde ¢Ozdiiriiliir. Daha sonra karistirilarak y/s
emiilsiyonu olusturulur. Emiilsiyon su ile diliie edilerek ¢oziiciiniin siirekli faz(su)
icine diflizyonu gerceklestirilmektedir. KLN’ler, lipid presipitasyonu ile
kendiliginden olusmaktadir. Coziici daha sonra liyofilizasyon veya vakum

distilasyonu ile uzaklastirilmaktadir (Trotta vd., 2003).
2.4.1.5 Coziicii Enjeksiyon Yontemi

Coziicli enjeksiyon yontemi Schubert ve arkadaslari (2003) tarafindan 2003’te
raporlanmistir. Metanol, etanol, izopropanol ve aseton gibi su ile karigabilen veya
kismi olarak su igerisinde karisabilen organik ¢oziicii igerisinde ilag ve lipidin
¢ozlinmesini igeren bir tekniktir. Sulu faz, genellikle bir siirfektan eklenerek veya

stirfektan karisimi igeren bir su ya da tampon soliisyonu olarak hazirlanir. Organik
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faz (lipid ve etken madde) mekanik karistirict altinda sulu faza hizl bir sekilde

enjekte edilmektedir (Duong vd., 2020).

Coziicli enjeksiyon yontemi ile ¢oziicli emiilsifikasyon-difiizyon yonteminin temel
prensipleri benzerdir. Enjeksiyonu takiben iki temel mekanizme gercekleserek
KLN’ler olusmaktadir. Birincisi, organik ¢6ziicli damlaciklar igerisinden sulu faza
difiize olur ve damlacik boyutu kii¢iiliir. Bunun sonucunda, damlaciklar i¢indeki
lipid konsantrasyonu artarak siirfektan tarafindan stabilize edilmektedir. Ikincisi,
siirfektan su ve ¢Ozilicii arasindaki arayiizey gerilimini azaltarak enjeksiyon
bolgesinde kiigiik lipid pargaciklarinin olusumuna olanak vermektedir. Coziiciiniin
difiizyonu sirasinda arayiizeydeki titresim ve tiirbiilans sebebiyle, bu pargaciklar
ayni esas lipid konsantrasyonlarina sahip daha kiigiik damlaciklara bélinmektedir.
Bu nedenle, ¢oziicii enjeksiyon yonteminde ¢oziicli difiizyonu, minik damlaciklarin

ve lipid presipitasyonuna yol agmaktadir (Duong vd., 2020).
2.4.1.6 Coziicii Emiilsifikasyon-Ucurma Yontemi

Emiilsifikasyon-diflizyon metodunun aksine, c¢oziicii emiilsifikasyon-ugurma
yonteminde kloroform, siklohekzan, diklorometan ve toliien gibi suda
¢oziinemeyen organik ¢oziiciiler KLN’lerin sentezinde kullanilmaktadir (Pooja vd.,

2015).

Ozetle, lipidler ve etken maddeler organik ¢dziicii veya organik ¢oziicii kompleksi
icerisinde ¢Ozdiiriiliir. Daha sonra sulu faz igerisinde emiilsifiye edilerek nano
boyutta dispersiyon olusumu saglanir. Organik ¢oziicli mekanik karistirict veya
doner evaporatdr kullanilarak ugurulur. Coziicii uguruldugunda KLN’ler lipid
presipitasyonu ile olusur (Duong vd., 2020). Olusan partikiillerin boyutu organik
fazdaki lipid miktari ile iligkilidir (Mehnert, 2001).

Bu teknikteki sinirlayici problem ise bazen toksik organik ¢oziiciiniin arindirilmasi
icin ileri evaporasyon uygulamalar1 ya da ultrafiltrasyon gerektirmesidir.
Sentezlenen KLN’lerin in vivo ve in vitro ¢alismalarda kullanilabilmesi i¢in ¢6ziicii
kalint1 seviyeleri, herhangi bir olumsuz etki goriilmedigi belirtilenen degerlerin

altinda olmalidir (Zielinska vd., 2020).

33



2.5 Senesens

Senesens, yani yaglanma, hiicre dongiisiinde tutuklama meydana gelmesiyle
hiicrelerin ¢ogalma potansiyelini smirlayan hiicresel bir yanittir. Replikatif
senesens, onkogenle indiiklenmis senesens, stres kaynakli erken senesens ve
gelisimsel senesens olmak tiizere dort tip senesens tanimlanmustir (Iwasaki vd.,

2019; Martinez-Zamudio vd., 2020; McHugh & Gil, 2018; X. Zhou vd., 2020).

Replikatif stresin tetiklenmesiyle, hiicre cogalmasi telomer kisalmasina yol
acmaktadir. Bu durum, DNA kopyalanmasin1 engeller ve DNA hasarini
tetikleyebilmektedir. Tiim bu proses, replikatif senesense neden olmaktadir.
Onkogen aktivasyonu dogrudan DNA hasarini indiiklemektedir veya bazi sinyal
yolaklarin1 aktive ederek hiicresel senesense sebep verebilmektedir. Timor
baskilayici genlerin kaybi, Akt-mTOR-p53 sinyal transdiiksiyon yolaginin aktive
olmasiyla hiicresel senesens olusmasini saglamaktadir. Sensens belirtegleri
(6rnegin gelisimle iliskili sensenste role sahip olan p21); uzuvlarda, sinir
sisteminde, bagirsak endoderminde ve mezonefrozda gozlemlenebilmektedir.
Histonlarin epigenetik modifikasyonlar1 da senesense neden olabilmektedir.
Mitokondriyal islev bozuklugu, reaktif oksijen tiirlerinin asir1 {iretimine sebebiyet
vererek DNA hasarinin olugmasini saglayacak sinyal yolaklarinin uyarimina neden
olabilmektedir. Kemoterapdtik ilaglar veya iyonize radyasyon, DNA hasar yanitini

indiikleyerek hiicresel senesense neden olabilmektedir (W. Huang vd., 2022).

Literatiirde, ‘Hayflick limiti’ olarak bilinen kavram, fibroblastlarin kiiltiirde siirl
bir ¢ogalma kapasitesi sergiledigi ve replikatif tutuklanmaya gectigi Hayfick
tarafindan 1965 yilinda ortaya konmustur. MKH’ler {izerinde yapilan c¢alismalar
sonucunda ¢ogalan bulgular, kiiltiirdeki MKH’ler i¢in de bdyle bir durumun
olduguna isaret etmektedir (Weng vd., 2022). Genel olarak, MKH’lerin in vitro
yasam siiresi 30 ila 40 pasaj arasinda degismektedir (Hwang, 2014). Bunun yan
sira, eger MKH kaynag1 yash bir dondr ise gen¢ dondrlere kiyasla MKH’lerin
cogalma ve farklilagsma kapasiteleri kisitlanmaktadir (Childs vd., 2015). In vitro’da
yapilan calismalarda, MKH’lerin kok hiicre 6zelliklerini giderek kaybettikleri
gosterilmigtir. MKH’lerin fonksiyonu ve boliinme kapasiteleri gbz Oniinde

bulunduruldugunda bu kayip bir zitlik yaratmaktadir (Y. Li vd., 2017).
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MKH’lerin senesensi, morfolojik ve biyolojik degisiklikler dahil olmak tizere
belirgin fenotipik degisimlerle iligkilidir. Bu degisiklikler; biiylimiis ve yayilmis
hiicre morfolojisi, cogalma ve farklilasma kaybi gibi hiicre davranislar1 olarak
orneklendirilebilmektedir. Biyobelirteglerdeki farkliliklar, sekretomdaki nitel ve
nicel degisiklikler de MKH senesensinde gozlemlenebilmektedir (Herranz & Gil,
2018). Uzun siireli kiiltiir sirasinda MKH’lerin biiylime siirecini analiz etmek {izere
goriintiileme sistemi kullanan arastirmacilar; MKH’lerin 1-3 pasajlar1 sirasinda
standart boyutlarda oldugunu gozlemlerken 5. Pasaj sonrasinda biiylimeye
basladigini ve 6-9 pasajlar1 esnasinda 1. pasaja gore hiicre boyutunun 4.8 kat daha

fazla biiyiidiiglinii belirtmislerdir (Weng vd., 2022).

Hiicresel yaglanmanin degerlendirilmesi i¢in altin standart olarak kabul edilen bir
belirteg olarak senesens-iliskili beta-galaktosidaz (SA-B-gal) en yaygin kabul goren
belirtectir. SA-B-gal aktivitesi, hiicre ve dokularda senesensi degerlendirmek iizere
belirte¢ olarak kullanilmaktadir. Senesenste olan hiicrelerin intra-lizozomal pH’s1
6’da SA-B-gal aktivitesi kalitatif olarak tespit edilebilmektedir. Buna karsin,
senesente olmayan hiicrelerin intra-lizozomal pH’s1 4’te asidik p-galaktosidaz

aktivitesi tespit edilebilmektedir (W. Huang vd., 2022).

Gen aktarim stratejileri i1le MKH’lerin erken senesense girmeleri
engellenebilmektedir. Sox2 ve Oct4 genlerinin asir1 ekspresyonunu iceren genetik
modifikasyonlar, transplante edilen MKH’lerin farklilasma ve c¢ogalma

kapasitelerini etkili bir sekilde arttirabilmektedir (Han vd., 2014).
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3
MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Kullanilan Hiicre Hatlar

Adipoz doku kaynaklt MKH (ATCC PCS-500-011)
L929 (ATCC CCL-1™)

XL10-Gold Ultracompetent Cells (Agilent 200315)
3.1.2 Kullanilan Sarf Malzemeler

0.2 ml beyaz PCR 8-Strip tiipler (NEST 404001)
0.2 ml PCR tiipleri (NEST 401001)

1.5 ml seffaf mikro santrifiyj tiipii (NEST 615601)
15 mD’lik steril falkon tiipler (CORNING 352095)
24 kuyucuklu plaka (NEST 702011)

50 m’lik steril falkon tiipler (CORNING 352070)
96 kuyucuklu plaka (NEST 701011)

Hiicre kryo (dondurma) tiipler (NEST 606952)
Hiicre kiiltiir flasklar1 (T25) (NEST 707003)

Hiicre kiiltiir flasklar1 (T75) (NEST 708003)

PCR 8-Strip tiip diiz kapaklar (NEST 406012)
Pipet ucu 10 L (NEST 301016)

Pipet ucu 1000 uL (NEST 303216)

Pipet ucu 200 uL (NEST 302116)

Steril 6ze (ISOLAB 08201001)
Steril petri kab1 (ISOLAB 08102061)

Steril tek kullanimlik pipetler (10 ml) (NEST 327003)

Steril tek kullanimlik pipetler (2 ml) (NEST 325003)
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Steril tek kullanimlik pipetler (5 ml) (NEST 326003)

Thoma Lami (ISOLAB 075.03.002)

3.1.3 Kullamlan Kimyasallar

Agarose (Biobasic Canada AB0014)

Dimetil Siilfoksit (DMSO-ChemCruz sc358801/Carlo Erba 508001)
Dimetilformamid (Merck 103053)

DMEM/Ham’s F-12 (DMEM/F-12) (Capricorn DMEM-12-A)
DNA Green viewer (Nepenthe NP041111510)

DNA yiikleme boyasi (6x) (Thermo Fisher R0611)

Domuz derisinden elde edilen jelatin (Sigma Aldrich G2500-500G)
Etidyum Bromiir (Sigma Aldrich E1510)

Feta Bovine Serum (Capricorn FBS-HI-12B)

Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS) (Diagnovum D408-500ML)
Kalsiyum klortir (Sigma Aldrich C4901)

Kanamisin (Duchefa Biochemie K0216.0010)

Kloroform (Merck 102445)

Lambda DNA/HindIII Plus DNA marker1 (Biobasic Canada M105R-2)
Luria Agar (LA) Lennox (Biobasic Canada SD7006)

Luria Broth (LB) Lennox (Biobasic Canada SD7005)

Magnezyum kloriir heksahidrat (Sigma Aldrich M2670)

Mezenkimal kok hiicre besiyeri (Sartorius MSC NutriStem® XF Media 05-200-
1A)

MKH besiyeri ilavesi (Sartorius MSC NutriStem® XF Supplement Mix 05-201-
1U)

Oktadesilamin (Sigma Aldrich 305391-25G)
Opti-MEM (Gibco™ 31985070)
Paraformaldehit (Merck 104005)
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PBS tablet (Biobasic Canada PD0435)

Penisilin-Streptomisin (Biological Industries 03-031-1B)
Plazmid (Sino Biological HG10426-ACG)

Polivinil alkol (Sigma Aldrich P8136-250G)

Potasyum ferrisiyaniir (Rokim K119039.0100)

Potasyum ferrosiyaniir (Rokim K119018.0100)

RPMI 1640(Sartorius RPMI 1640 Medium, HEPES 01-106-1A)
Sitrik asit (Biobasic Canada C2123)

SOC medyum (New England Biolabs B9020S)

Sodyum fosfat monobasic (Biobasic Canada SB0878)
Sodyum kloriir (Biobasic Canada SB0476)

TAE Tamponu (Biobasic Canada A0033)

Thiazoyl Blue Tetrazolium Bromide (Sigma Aldrich M5655)
Tripan mavisi (Sigma T8154)

Tripsin edta (Diagnovum D706-100ML)

Tripsin-EDTA (Biological Industries 03-052-1A)
TurboFect™ Transfection Reagent (Thermo Scientific R0534)
X-gal (Biobasic Canada BB0083)

3.1.4 Kullamlan Kitler

BMP-2 ELISA kit (Elabscience E-EL-H0011)

cDNA sentez kiti (Nepenthe NP041011610)

Dnaz | enzim kiti (Thermo Scientific EN0525)

Plazmid izolasyon kiti (Biobasic Canada BS413)

RNA izolasyon kiti (Nepenthe NP041012310)

SYBR GREEN gercek zamanli PCR kiti (Nepenthe NP041010210)

Xbal enzim kiti (Thermo Scientific FD0684)
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3.1.5 Kaullamlan Cihazlar

Biyogiivenlik kabini (Mikrotest MLF-120)

Buzdolab1 (Argelik +4 °C, -20°C)

Calkalamali inkiibatér (Mikrotest MCIS5)

ELISA reader (Biotek PowerWave XS2)

Eppendorf Research® Plus Standart Otomatik Pipet Seti

Floresan mikroskop (Zeiss Axio Observer.Z1 ve HXP 120V floresan {initesi)
FT-IR (Perkin Elmer Spectrum 100)

Ger¢ek Zamanli PCR (Thermo Fisher Scientific Applied Biosystems
StepOnePlus™)

Hassas terazi (Ohaus PA224C)

Homojenizator (IKA T 25 digital ULTRA-TURRAX®)

Hiicre kiiltiirii santrifiij cihazi (Nuve NF 400/400R)

Invert mikroskop (Zeiss Axio Observer.Z1 ve HXP 120V floresan iinitesi),
Jel goriintiileme cihazi (Invitrogen iBright™)

Karbondioksit Inkiibatorii (Mikrotest MCO)

Liyafilizator (Christ ALPHA 1-4 LD)

Manyetik karistirict (Witeg MSH-20D)

Nanodrop (Thermo Scientific NanoDrop One Microvolume UV-Vis

Spectrophotometers)

Otoklav (Hirayama HICLAVE HVE-50)

pH metre (Mettler Toledo)

Saf su cihazi (Sartorius Arium Pro)

Santrifiij cihazi (Beckman Coulter Allegra X-30 R)
Taramali elektron mikroskobu (SEM) (Zeiss EVO® LS 10)
Termal cycler (Peqglab peqSTAR)

Ultra derin dondurucu (Thermo Scientific Forma 700 Series)
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UV transilliiminatér (Witeg UV-Transilluminator WiseUV WUV-M10)
UV-Vis spektrofotometre (Shimadzu UV-1800)

ZetaSizer (Malvern ZEN 3600 Nano ZS)

3.2 Metot

3.2.1 BMP-2 Kodlayan Ekspresyon Plazmidinin Cogaltilmas1 ve

Saflastirilmasi

BMP-2 cDNA agik okuma c¢ercevesi (ORF) ve C-terminalinde gelistirilmis GFP
kodlayan, memeli ekspresyon plazmidi Sino Biological firmasindan temin edildi.
Liyofilize plazmid firma yonergesine uyularak 5000 x g’de 5 dakika santrifiij
edildi. 100 pl niikleaz igermeyen su ile plazmid DNA yavasca ¢ozdiiriildii.
Sulandirilmis plazmidi igeren tiip 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Dikkatlice vortekslenen tiip, spinlenerek plazmid DNA’nin tiipiin dibinde
toplanmas1 saglandi. Ardindan Nanodrop cihazinda absorbans ve konsantrasyon
degerleri belirlendi. ilgili plazmidin konsantrasyonu 130.7 ng/ul, Azso2s0 1.90 ve
Ao60/230 2.11 olarak 6l¢iildii. Plazmid -20°C’de saklandi.
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Sekil 3.1 BMP-2 cDNA ORF ve GFP kodlayan plazmidin haritas1
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Plazmidin ¢ogaltilmasi i¢in transformasyon ¢aligmalar1 yiiriitiildii. Transformasyon
icin Escherichia coli XL10-Gold bakterileri kullanildi. Bakteri hali hazirda
kompotent olmalarina ragmen, transformasyon verimliligini arttirmak tizere CaClz
(Chang vd., 2017) kullanilarak ultrakompotent hale getirildi. Bunun igin, gliserol
stokta dondurulmus E. coli XL10-Gold LB Agar’a ¢izgi ekimi yapildi ve bir gece
37°C’de inkiibe edildi. Tek koloni E. coli se¢ildi ve 10 ml’lik LB Broth’a inokiile
edildi ve bir gece 37°C’de inkiibe edildi. 100 ml’lik LB besiyerine 1 ml baglangi¢
kiltiirii inokiile edilerek 225 rpm 37°C’de calkalayici inkiibatorde biiyiitiildii. Her
saat ODeoo’de Olctim alinarak takibi yapildi. ODego 0.2 nin iizerine ¢iktiginda takip
siklig1 20-25 dakikaya diistirildii. ODegoo 0.35-0.4¢ ulastiginda kiiltiir erleni direkt
buz iizerine koyularak 30 dakika inkiibe edildi. Ayn1 zamanda kullanilarak sarf
malzemeler ve soliisyonlar +4°C’ye kaldirilarak sogutuldu. 100 ml’lik kiiltiir, 25 ml
olacak sekilde dort adet 50 ml’lik falkona boliindii. Bakteriler, 3000 x g’de 15
dakika 4°C’de santrifiij edildi. Stipernatant atildi, 10 ml’lik buz soguklugunda 100
mM MgCl: ile ¢okelti ¢ozdiirtildii. Tiim falkonlardaki bakteri soliisyonlar1 tek bir
falkonda toplandi. 2000 x g’de 15 dakika 4°C’de santrifiij edildi. Buz soguklugunda
20 ml 100 mM CaCl:ile ¢okelti resiispense edildi ve en az 20 dakika buz {izerinde
inkiibe edildi. 2000 % g’de 15 dakika 4°C’de santrifiij edildi ve siipernatant atildi.
Yaklasik 50 ml 85 mM CaCly, %15 gliserol ile ¢okelti ¢ozdiiriildii ve 1000 x g’de
15 dakika 4°C’de santrifiij edildi. Siipernatant atilarak ¢okelti 1 ml 85 mM CaCly,
%15 gliserol ile ¢ozdiriildi. 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tliplerine 100 pl’lik sivi
alikotland1 ve sivi azotla hizlica dondurulan ultrakompotent hiicreler -80°C’de

saklandi.
3.2.1.1 BMP-2 Kodlayan Plazmidin E. coli XL10-Gold’a Transformasyonu

Plazmidin diren¢ geni olan kanamisin antibiyotigi iceren (Kant) Onceden
hazirlanmis ve 4°C’de muhafaza edilen LB Agar petriler, 37°C’deki inkiibatore
kaldirildi. SOC besi ortam1 +4°C’den ¢ikarilarak oda sicakligina gelmesi beklenildi.
-80°C’deki ultrakompotent hiicreler buz iizerine ¢ikarildi. -20°C’deki plazmid
stogu buz lizerine ¢ikarildi. Coziinmeleri buz iizerinde gerceklestirildi. Steril bir
mikrosantrifiij tip alindi ve 100 ng plazmid koyuldu. Ardindan iizerine 50 pl
ultrakompotent E. coli XL10-Gold eklendi. Parmak ucuyla mikrosantrifiij tiipiin
asagisia hafifce 6-7 kere vurularak karistirildi. Buz tizerinde 30 dakika inkiibe

edildikten sonra 42°C’de 90 saniye 1s1 soku uygulandi. Hemen buz {izerine alinarak

41



2 dakika inkiibe edildi. Mikrosantrifiij tiipe 950 ul SOC besi ortami1 eklendi ve steril
50 ml’lik falkona alindi. Calkalayici inkiibatorde 37°C, 225 rpm ve 90 dk siireyle
inkiibe edildi. 3000 x g’de 5 dk santrifiij ile bakteriler ¢oktiiriildi. 800 ul’lik
siipernatant atildi. Kalan 200 pl silipernatant parmak ucu ile falkona hafifce
vurularak karigtirildi. Kabin igerisinde 75 pl soliisyon drigalski ile LB Kan+
Agar’lara yayma ekim yapildi. Petrilere iyice emdirilirken yiizeyin kurumamasina
da dikkat edildi. Petriler aliminyum folyoya sarilarak 37°C’de 12-16 saat inkiibe
edildi. Transformasyon etkinligi belirlendi. Plazmid saflastirma caligmalarina
geemek iizere mini kiiltiir kuruldu. Bunun i¢in, 37°C’de inkiibe edilen LB Agar
petrilerden tek koloni segilerek 3 ml LB Kan+ Broth’a inokiile edildi. 37°C’de, 225
rpm calkalayici inkiibatérde 12-16 saat inkiibe edildi.

3.2.1.2 BMP-2 Kodlayan Plazmidlerin Saflastirilmasi

BMP-2 kodlayan plazmidlerin saflastirmasi i¢in plazmid izolasyon kiti kullanildu.
Kit bakterileri par¢alamak i¢in lizis soliisyonu, par¢alama islemini goriiniir kilmak
icin VisualLyse soliisyonu, yikama soliisyonu ve kolonlara takilan plazmid
DNAlar eliit etmek igin eliisyon soliisyonu icermektedir. Ozetle, 3 ml’lik mini
kiiltiir mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi ve 12000 rpm, 2 dk santrifiij edildi.
Stipernatant dokiilerek 100 pl soliisyon I eklendi ve ¢okelti iyice karistirildi. 1 dk
bekletildikten sonra 1 pul VisualLyse eklendi ve 200 ul soliisyon II eklenerek 4-6
defa alt-iist edilerek karistirildi. Tiip tamamen mavi olana kadar karigtirilma
islemine devam edildi. 350 pl soliisyon III eklendi ve yine alt-iist edilerek
karistirildi. Beyaz bulutumsu bir goriintii elde edilene kadar karistirilmaya devam
edildi. Ardindan, 12000 rpm 5 dk santrifiij edildi. Stipernatant kolona aktarild: ve
10000 rpm 2 dk santrifiij edildi. Toplama tiipiindeki siv1 atildi ve ardindan yikama
adimlarma gecildi. 750 pl yikama soliisyonu kolona eklenerek 10000 rpm 2 dk
santrifiij edildi, toplama tiipiinde biriken yikama soliisyonu dokiildii ve islem bir
kere daha tekrar edildi. Kalan yikama soliisyonundan arinmak i¢in bos kolon 10000
rpm 1 dk santrifiijlendi ve kalan sivi uzaklastirildi. Kolon temiz mikrosantrifiij
tiiplerine aktarildi. 50 pl eliisyon tamponu eklendi ve 2 dk oda sicakliginda inkiibe
edildi. Ardindan 10000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Piirifiye DNA mikrosantrifiij
tiplerinde toplandi. Piirifiye  pBMP-2’nin  Nanodrop cihazinda dl¢iimil
gerceklestirildikten sonra -20°C’de saklandi.
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3.2.1.3 BMP-2 Plazmidinin Agaroz Jel Elektroforezinde Goriintiilenmesi

Pirifiye pPBMP-2’nin safligi, Nanodrop dl¢iimii disinda, agaroz jel elektroforezi
yontemi kullanilarak degerlendirildi. Agaroz jel elektroforezi DNA molekiillerinin
boyuta ve sekle bagl olarak ayrimini gosteren bir tekniktir. %0.8’lik agaroz 1X
TAE tamponu igerisinde hazirlandi ve mikrodalga kullanilarak iyice ¢ozdiiriildii.
Hazirlanan agaroz soliisyonu 50°C’ye sogutulduktan sonra 0.2-0.5 pg/ml
konsantrasyon araliginda olacak sekilde etidyum bromiir eklendi. Jel tepsisine
taraklar takilarak hazirlanan agaroz koseden yavasca dokiildii. Agarozun donmasi
icin bir siire beklenildi. Agaroz iyice donduktan sonra jel tepsisi, elektroforez
tankina yerlestirildi ve 1X TAE tamponu ile dolduruldu. 500 ng pPBMP-2 yiikleme
boyasiyla beraber kuyucuk 3’e eklendi. Kuyucuk 2’ye marker eklendi. Kuyucuk
1’¢ ise tek noktadan kesim yapilarak pBMP-2 lineer hale getirildi. Tek nokta kesimi
icin endoniikleazlardan Xbal enzimi iiretici firmanin talimatina uygun bir sekilde
kullanild1. Elektroforez giic kaynagi 55V 30 dk’ya ayarlanarak calistirildi.

Ardindan jel UV transilliminatérde goriintiilenerek fotograflandi.
3.2.2 Kat Lipid Nanopartikiil Sentezi

Kati lipid nanopartikiil, temelde yag i¢inde su (y/s) tekli emiilsiyon-¢oziicii ugurma
yontemi ile sentezlendi. Ek olarak, yiiksek hizda karigtirma tekniginden de
yararlanildi. Tablo 3.1°de belirtilen miktarlarda PVA tartilarak siirfektan faz
hazirlanmaya baslandi. 25 ml ddH20 eklenen behere belirtilen miktarda PVA
eklendi, iizerine 25 ml daha eklenerek 50 ml’ye tamamlandi. Igerisine manyetik
balik atildi. Toplam hacim bir ¢izgi ile beherin iizerine isaretlendi. Manyetik
karistirict 100°C’ye 1sitildr ve siirfektan faz 1000 rpm’de tamamen ¢ozdiiriilmek
lizere manyetik karistiricida karistirildi. Buharlasan ddH20’yu tamamlamak iizere

isaretlenen toplam hacim ¢izgisine kadar ddH20 eklendi.

Her bir oktadesilamin bazli nanopartikiil (ODA-NP) fraksiyonu i¢in 10 mg
oktadesilamin 4 ml kloroform i¢inde ¢ozdiiriildii. Cozdiiriilen lipid faz enjektorle
c¢ekildi. Buz dolu bir kabin igine siirfektan fazi iceren beher yerlestirildi. Yiiksek
hizli karigtirici/homojenizator (IKA T 25 digital ULTRA-TURRAX®) cihazinda
buz dolu kabin i¢inde PVA’l siirfektan faz 15.000 rpm’de homojenize edilirken
lipid faz enjektorle damla damla 500 pl/dk olacak sekilde yavasga eklendi (Sekil
3.2 A).
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Tablo 3.1 Oktadesilamin bazli kati lipid nanopartikiiliin sentez igerigi

Nanopartikiil Lipid Faz Siirfektan Faz
Kiinyesi
ODA-NP-1 10 mg oktadesilamin 50 mg PVA
4 mL kloroform 50 mL ddH>O
ODA-NP-2 10 mg oktadesilamin 100 mg PVA
4 mL kloroform 50 mL ddH>O
ODA-NP-3 10 mg oktadesilamin 150 mg PVA
4 mL kloroform 50 mL ddH>O
ODA-NP-4 10 mg oktadesilamin 200 mg PVA
4 mL kloroform 50 mL ddH20
ODA-NP-5 10 mg oktadesilamin 250 mg PVA
4 mL kloroform 50 mL ddH20

A

Lipid
Faz -

Bir saat 15 dk iki bucuk saat 4 saatin sonundaki
karistirildiktan i karstinldiktan goriintiisii
sonraki goriintiisii sonraki gériintiisii

Stirfektan - \
Faz L=

Sekil 3.2 Oktadesilamin bazli kati lipid nanopartikiiliiniin sentezi

Enjektoriin i¢indeki lipid faz tamamen bitince, homojenizasyon igslemi durduruldu.
Emiilsiyonlar1 i¢ceren bu karisim, kloroformun lipid igerisinden difiize olup u¢gmasi
i¢cin oda sicakligindaki manyetik karistiricida 600 rpm’de 4 saat karistirildi (Sekil
3.2 B,C). Lipid nanopartikiilleri kloroformun uzaklagsmasiyla presipite olarak

soliisyon igerisinde askida bir sekilde olusmustur. 4 saatin sonunda nanopartikiil
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karisimi1 2 adet 50 ml’lik falkona boliistiiriildii. Santrifiij cihazinda birinci ¢oktlirme,
biiylik partikiillerden kurtulmak tizere 5500 rpm’de 30 dk santrifiij edildi (Sekil 3.2
D). Siipernatant atildi ve ¢okelti 6 ml ddH2O ile resiispense edildi (Sekil 3.2 E).
Restlispansiyon sirasinda oksidasyon olugsmamasi i¢in ddH2O ¢dkeltinin tam tizerine
eklendi. Ikinci ¢oktiirme nanopartikiilleri elde etmek iizere 10.000 rpm’de 30 dk
santrifiij edildi. Siipernatant atildi ve ¢okelti 6 ml ddH2O’da resiispense edildi
(Sekil 3.2 F). Nanopartikiil olusumuna katilmayan fazla siirfektanin
uzaklastirilmasi i¢in bir yikama islemi yapildi. 10.000 rpm’de 30 dk santrifiij edildi
ve silipernatant atildi. Nanopartikiil igeren falkonlara 2’ser ml ddH>O eklendi,
cokeltiler restispense edildi ve tek bir falkonda toplanip toplam 5 ml’ye
tamamlandi. +4°C’de saklandi. Sterilizasyonu i¢in bir saat UV altinda bekletildi.
Her bir ODA-NP fraksiyonu i¢in 1’er ml nanopartikiil soliisyonu -20°C’de
dondurulup 40 mPa’da -0.512°C’de liyofilize edildi ve elde edilen kuru
nanopartikiil agirlig1 6l¢iildii. Bunun sonucunda, her bir ODA-NP’lerin 1 ml’deki

mg cinsinden konsantrasyonu hesaplandi.

. surfektan PVA

CHg3(CHy)16CH2NH»

oktadesilamin

Sekil 3.3 Oktadesilamin bazli kati lipid nanopartikiiliiniin yapisi

3.2.3 Oktadesilamin Bazh Kati Lipid Nanopartikiiliin Karakterizasyonu
3.2.3.1 Oktadesilamin Bazh Kat1 Lipid Nanopartikiiliin Boyutunun ve Seklinin

Belirlenmesi

Nanopartikiillerin boyut, dagilim, sekil ve yerlesim 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in
en yaygin kullanilan yontemlerden biri taramali elektron mikroskobu (SEM)

goriintiilerinden yararlanmaktir. SEM, numune yiizeyinin odaklanmis bir elektron
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demeti ile taranarak goriintii elde edilmesini saglayan bir elektron mikroskop
tipidir. Elektron kaynagindan ¢ikartilan elektronlar, yiiksek voltaj ile hizlandirilir
ve ardindan numune iizerine odaklanmak tizere salinir. Bu elektron demeti, numune
ylizeyini tarayarak gecer. Elektronlar ile numune atomlar1 arasindaki etkilesimler,
uygun detektorler tarafindan toplanir. Toplanan bu bilgiler, sinyal
giiclendiricilerinden gegcirilerek bir katot 1sinlar tiipliniin ekranina aktarilir ve bu
sayede bir goriintii elde edilir. SEM ile 1 nanometreden daha yiiksek ¢ozlniirliige

ulasilabilmektedir (Vladar & Hodoroaba, 2020).

Oktadesilamin bazli kat1 lipid nanopartikiiliin yiizey morfoloji analizi, Zeiss EVO®
LS 10 taramal1 elektron mikroskobu kullanilarak gerceklestirildi. SEM cihazinda
numunelerin iizerine yerlestirildigi stablardan biri alinarak yiizeyi %100 etanol ile
temizlendi. Daha sonra stabin {izerine 30 ul ODA-NP damlatildi ve oda sicakliginda
kurumasi i¢in 24 saat bekletildi. Kuruyan numunedeki nanopartikiiller karakterize
edildi. “Spotter coater” cihaziyla yalitkan nanopartikiillerin yiizeyi 10 mA akim ve
1kV potansiyel uygulanarak ~2 nm kalinliginda altin ile kaplandi.
Nanopartikiillerin boyutlari, dagilimi, ylizey morfolojisi ve sekilleri, ikincil
elektron saptayan dedektor kullanilarak 30000x biiylitme altinda yiiksek vakum

kosullarinda analiz edildi.

3.2.3.2 Oktadesilamin Bazh Kati Lipid Nanopartikiiliin Ortalama Biiyiikliigii,

Yiikii ve Boyut Dagiliminin Belirlenmesi

Dinamik 151k sag¢ilimi (DLS) yonteminin ilkesi, seyreltilmis ¢ozelti i¢indeki kiigiik
parcaciklardan zaman igerisinde sagilan 1518in siddetinin ve degisiminin
Ol¢iilmesine dayanmaktadir. Sacgilan 15181n siddeti; sagilan pargacigin hareketi yani
pargacigin biiyiikliigli, ortam viskozitesi ve sicakligi ile iliskilidir. Genellikle, 151k
sacilimi deneylerinde, monokromatik bir 1s1n 6rnek iizerine ydnlendirmekte ve
ardindan bir dedektor belirli bir acida sagilan 15181 kaydetmektedir. Bu teknik,
ozellikle de kolloidal siispansiyonlari, 6rnegin nanopartikiil emiilsiyonlar1 gibi,

karakterize etmek i¢in siklikla kullanilmaktadir (Carvalho vd., 2018).

Nanopartikiil dispersiyonlariin ortalama pargacik biiytlikliigli, zeta potansiyeli ve
polidispersite indeksi (PDI) ZetaSizer Nano ZS cihazinda dinamik 1s1k sagilimi
yontemini kullanilarak karakterize edildi. 100 ul ODA-NP dispersiyonu ¢ift distile

su ile 1 ml’ye tamamlanarak diliie edildi. Numuneden yaklasik 800 ul’si tek
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kullanimlik kapiller hiicreye (ZetaSizer kiiveti) koyuldu. Viskozite degeri 0.89
cP’ye, kirilma indeksi 78.54’ye, derecesi 25°C’ye, tekrar sayisi lice ve ¢oziiciisii

suya ayarlanarak 6l¢tim yapildi.

3.2.3.3 Oktadesilamin Bazh Kati Lipid Nanopartikiiliin Kimyasal Baglarinin

Belirlenmesi

Fourier doniisimli kiziltesi spektroskopi (FTIR) yontemi, biyomolekiillerin
toplam bilesiminde meydana gelen degisiklikleri belirleyerek fonksiyonel
gruplardaki degisiklikleri tespit edebilen bir spektroskopi tiiriidiir. Belli bir dalga
boyundaki kizilotesi radyasyon tarafindan etkilenen molekiillerin titresimi ve
rotasyonu, FTIR kullanilarak 6l¢iilmektedir. Bu yontem, numunelerin gosterdikleri
etkilesimlere dair ayrintilar ortaya koyabilen numuneler arasindaki molekiiler
baglanma yapisindaki farklari tanimlamaktadir. Transmitans FTIR, zayiflatilmis
toplam yansima (ATR) FTIR ve mikro-spektroskopi FTIR, karakterizasyon i¢in en
popiiler FTIR tabanli yontemlerdir (Eid, 2022).

Nanopartikiillerin yapisindaki fonksiyonel gruplar ve kimyasal baglar, ATR-FTIR
cihazi ile tayin edildi. Liyofilize nanopartikiil ve oktadesilamin ayr1 iki numune

olarak FTIR o6l¢timii yapildu.
3.2.4 Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Temel hiicre kiiltiirii caligmalari; dondurulmus hiicrelerin yeniden canlandirilmast,
hiicrelerin pasajlanmasi, ileri hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilmak {izere canli
hiicrelerin saymmi ve hiicrelerin dondurularak stok yapilmasi siireglerini

icermektedir.

Sunulan bu tezde, nanopartikiillerin in vitro deneyleri fare fibroblast hiicre hatti
L929 (ATCC CCL-1™) ve adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler (ATCC
PCS-500-011) kullanilarak yapildi.

3.2.4.1 Hiicrelerin Canlandirilmasi

Ultra derin sogutucuda (-80°C) kryotiiplerde stoklanan hiicrelerden, calisma icin
kullanilacak hiicre hattt aliip hizlica 37°C %5 CO2’lik inkiibatére koyuldu.
Kryotiipteki hiicre silispansiyonunun hizlica ¢oziilmesi saglandi ve 15 ml’lik
falkona aktarildi. 1929 i¢in tamamlanmis besiyeri (RPMI 1640 + %1 penisilin-
streptomisin + %10 fetal sigir serumu (FBS)) veya MKH i¢in tamamlanmis

besiyerinden (“MSC XF Media” + %1 penisilin-streptomisin + “MSC XF
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Supplement”) 2 ml alinarak hiicrelerin ozmotik soka ugramamasi i¢in damla damla
15 mI’lik falkondaki hiicre siispansiyonuna eklendi ve karistirildi. L929 igin 1500
rpm veya MKH i¢in 400 rcf’de santrifiij edildi. Siipernatant atilarak c¢okelti
halindeki hiicreler uygun besiyerlerinde pipetaj yapilarak resiispanse edildi. Daha
sonra hiicreler falkondan, hiicre kiiltiirii flasklarina alindi. 37°C %5 CO2

kosullarinda inkiibe edildi.

Hiicre kiiltiir flasklar1 ve plakalari polistiren yapidadir. Genellikle cogu hiicre hatti,
uygun FBS orani ile kiiltiir kaplarina tutunurlar. L929 bu hatlardan biridir. Ancak
MKH besiyeri, 6zel bir besiyeridir ve FBS igermemektedir. Bu nedenle, hiicreleri
kiiltir kaplarina tutundurmak icin ekstra yiizey kaplayicilarina ihtiyag
duyulmaktadir. Sunulan bu tezde, hiicre kiiltiir flasklar1 ve plakalar %0.2’lik jelatin
ile kaplandi. Bunun i¢in %0.2 jelatin ddH2O i¢inde ¢ozdiiriilmek ve steril edilmek
tizere 121°C’de 15 dk otoklavlandi. 37 °C’ye geldiginde T75’lik flask i¢in 10 ml
%0.2 jelatin flaska eklendi ve en az bir saat 37 °C’de inkiibe edildi. Daha sonra
jelatin soliisyonu ¢ekildi ve besiyerindeki hiicreler flaska aktarildi. 37°C %5 CO:
kosullarinda inkiibe edildi.

Hiicrelerin flaskin yiizeyine tutunmalari, ¢ogalmalari, yogunluklar1 ve doluluk
orant faz kontrast mikroskobu ile takip edildi. Hiicre kiiltiirii biyolojisinde,
konfluens, tutunan hiicreler tarafindan kaplanan kiiltiir flaskinin yiizeyinin yiizde
kaginin dolu oldugunu ifade etmektedir. Konfluenslik %80’nin {izerine

gelindiginde hiicreler pasajlama yapilarak yeni kiiltiir kaplarina aktarildi.
3.2.4.2 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Konfluenslik %80’nin iizerine gelindiginde hiicreler pasajlama islemine gecildi.
Hem L929 hem de MKH hiicre kiiltiir flasklarina tutunarak prolifere olmaktadir.
Pankreas serin proteazi olan tripsin, pozitif yiiklii lizin ve arjinin zincirlerini hedef
almaktadir. Tripsin, hiicre kiiltiiriine eklendiginde kiiltiirdeki hiicrelerin kiiltiir
flasklarina yapismasini saglayan proteinleri parcalamaktadir. Flasktaki besiyeri
serolojik pipetor ile cekilip atildi. Flask 1X PBS ile yavasca yikandi ve PBS
cekilerek atildi. Ardindan 1X tripsin-edta eklendi ve 5 dk 37°C %5 CO2’de inkiibe
edildi. Kalkan hiicreler faz kontrast mikroskobunda gozlemlendikten sonra flask
tabanina avug i¢i ile hafif¢e vurularak hiicrelerin tamami kaldirilmaya calisildi.

Uygun tamamlanmis besiyeri kullanilan tripsin-edta miktarinin iki kat1 hacminde
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olacak sekilde flaska koyuldu ve iyice pipetaj yapilarak hiicreler toplandi. 15 ml’lik
falkona aktarilan hiicreler, belirtilen uygun rpm’de ve/veya rcf’de santrifiij edilerek
coktiirtildii. Siipernatan atildi ve hiicre c¢okeltisi, uygun taze tamamlanmis
besiyerinde resiispanse edildi. Uygun flasklara (MKH’ler i¢in 9%0.2 jelatinle
kaplanmis flask) ekilen hiicreler 37°C %5 CO2 kosullarinda inkiibe edildi.
Hiicrelerin tutunmalari, ¢ogalmalar1 ve doluluklart mikroskopta takip edildi.

Doluluklart %80°1 astiginda tekrar pasajlandilar.
3.2.4.3 Canh Hiicrelerin Sayimi

Hiicre sayimi, hiicre kiiltiirii deneylerinin yiiriitiilmesi i¢in olduk¢a 6nemlidir. In
vitro deneyler belirli sayidaki hiicreler ile ger¢eklestirilmektedir. Canli hiicreleri,
Oli hiicrelerden ayirmak tlizere %0.4’liik tripan mavisi kullanilmaktadir. Canlh
hiicrelerin membranlar1 saglamdir ve tripan mavisine gegirgen degildir. Ancak 6l
hiicreler tripan mavisi boyasina kars1 gecirgendir ve bu nedenle boyay1 igine alirlar.
Mikroskopta bakildiginda canli hiicreler parlak-beyaz gdziikiirken, 6li hiicreler
mavi goziikmektedir. Tripsine edilip ¢oktiiriildiikten sonra tekrar resiispanse edilen
hiicre siispansiyonundan bir mikrosantrifiij tiipiine 100 ul alinip tizerine 100 pl
%0.4’1ik tripan mavisi eklendi. 60 ila 90 saniye beklenildi. Daha sonra bu
karisitmdan 10 pl alinarak thoma laminin hem {ist hem de alt bolgesine hiicreler
yayildi. Mikroskobun objektifi 10x’e alind1 ve sayim yapildi. Toplam canli hiicre
sayist, (3.1) formiilii ile hesaplandi.
) Toplam C‘flnll hiicre sayist = ) (3.1)
thoma laminin iist ve alt karelerinde sayilan canli hiicre say1s1 ortalamasi

x 2 (diltisyiin faktorii) x 10%x toplam hacim

3.2.4.4 Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicreler daha sonra kullanilmak amaciyla dondurularak stoklanmaktadir.
Dondurma islemine kriyopreservasyon adi verilmektedir. Hiicreler yavas yavas
sogutuldugunda dehidre olduklarindan canliliklar1 diismektedir. Bu nedenle
hiicreler ani bir sekilde dondurulmalidir. Ancak ani sogutulma esnasinda olugan
kristalizasyon problemi hiicrelerin mekanik olarak pargalanmasina yol
acabilmektedir. Bu nedenle kriyopreservasyon igin  Kriyoprotektanlar
kullanilmaktadir. DMSO en yaygin olarak kullanilan kriyoprotektandir (Kaiser vd.,
2021).
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L929 hiicre hattinin dondurulmasi i¢in %90 FBS ve %10 DMSO kullanilirken,
MKH ig¢in ise %90 tamamlanmis besiyeri ve %10 DMSO kullanildi. Hiicreler
kademeli bir sekilde donduruldu. -20°C’de yaklasik 30 dk muhafaza edilen ve

donan hiicreler, -80°C’ye kaldirilarak muhafaza edildi.
3.2.5 Oktadesilamin Bazh Kati Lipid Nanopartikiiliin Sitotoksisitesi

Oktadesilamin bazli kat1 lipid nanopartikiillerin in vitro sitotoksisitesi 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid (MTT) analizi ile tespit edildi.
MTT boyast canli hiicrelerde aktif olarak absorbe olmaktadir. Mitokondrial
dehidrogenaz sar1 renkteki MTT boyasim1 suda ¢Oziinmeyen mor formazan
kristallerine doniistiirmektedir. Formazan olusumu yalnizca canli hiicrelerde
gbzlemlenirken, Olii hiicrelerde mitokondrial aktivite olmayacagi i¢in mor
formazan olusmamaktadir (Abe & Matsuki, 2000). Nanopartikiillerin sitotoksisitesi
canliligr ile iligkilidir. Bu nedenle, sitotoksisitenin belirlenmesi i¢in bu teknik tercih
edildi.

Stok MTT 5 mg/ml konsantrasyonda PBS icerisinde ¢oziindiiriilerek hazirlandi.
Stok soliisyonu vortekslenerek 0.22 um’lik filtreden gecirildi ve -20°C’de
muhafaza edildi. Analiz hem L1929 hiicre hattinda hem de MKH’lerde
gerceklestirildi. 96 kuyucuklu kiiltiir plakasina 1x10° hiicre/ kuyucuk olacak sekilde
ekim yapildi. Plaka, 37°C %5 CO; kosullarinda 24 saat inkiibasyona birakildi.
ODA-NP-2 tamamlanmis besiyeri icerisinde son konsantrasyonu sirasiyla 14
pg/ml, 28 pg/ml, 42 pg/ml, 56 pg/ml ve 70 ng/ml olacak sekilde diliie edildi. Dilue
edilen nanopartikiil konsantrasyonlar1 6 tekrarli olacak sekilde 24 saat
inkiibasyonun arindan kuyucuklara eklendi. Pozitif kontrol olarak 100 pl DMSO ve
negatif kontrol olarak tamamlanmig besiyeri kuyucuklara 6 tekrarli olacak sekilde
eklendi. 96 kuyucuklu plaka 37°C %35 CO: kosullarinda 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan, tamamlanmis besiyeri icerisinde 1:10 oraninda diliie
edilen MTT stogu (5 mg/ml) 100’er pl kuyucuklara eklendi. 4 saat 37°C %5 CO2
kosullarinda inkiibe edildi. 4 saatlik inkiibasyonun ardindan MTT kuyucuklardan
uzaklastirilarak 100 pl DMSO eklendi ve mor formazan kristalleri DMSO ile
¢Ozdiiriildii. 96 kuyucuklu kiiltiir plaka ELISA okuyucuda 570 nm absorbans
degerinde ol¢iildii. Her bir konsantrasyon i¢in negatif ve pozitif kontrol gruplarinin

OD’lerine gore normalize edilerek % canlilik degerleri (3.2) esitligi ile hesaplandi.
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Normalize % Canlilik =

OD tekrar (n) — OD pozitif kontrol ortalamasi (32)

x 100

OD pozitif kontrol ortalamast ~— OD negatif kontrol ortalamasi

3.2.6 Oktadesilamin Bazh Kati1 Lipid Nanopartikiil-Plazmid Kompleksinin
Stabilitesi

Oktadesilamin, 18 karbonlu bir primer alifatik amindir (Octadecylamine-
PubChem). KLN’lerin sentezinde kullanilan amin gruplari igeren lipidler, negatif
yiiklii niikleik asitlerle etkilesime girmektedir. Pozitif ytiklii amin (N) gruplarinin,
negatif yiiklii niikleik asit fosfat (P) gruplarina orani (N/P), gen tasiyici araglarin en
onemli fizikokimyasal Ozelliklerinden biridir (Gary vd., 2013). Etkili bir gen
transfeksiyonunun saglanmasi i¢in tastyici-niikleik asit komplekslerinin optimum
N/P oraninin belirlenmesi 6nem tagimaktadir (Cardenas vd., 2023; Dai vd., 2011).
Plazmid DNA gibi niikleik asitler, katyonik gen aktarim aracina tasiyicinin N
gruplart ile DNA’nin P gruplar arasindaki elektrostatik etkilesim yoluyla
yliklenmektedir. N/P orani, katyonik polimer tasiyicinin yiikleme verimliligini
belirlemektedir. En etkili komplekslesmenin gergeklestigi noktanin (N/P oraninin)
belirlenmesi, bir jel gecikme deneyi ile elektrik alanina maruz birakilarak

aciklanmaktadir (Aydin vd., 2022).

ODA-NP-2 ve pBMP-2’nin komplekslestirilmesiyle optimum N/P oraninin tespit
edilebilmesi i¢in Aydin ve arkadaslariin (2022) jel gecikme yontemi kullanildi.
%1°lik agaroz hazirlanarak eritildi ve 50°C’ye diistiiglinde icerisine DNA green
viewer boyast (100 ml i¢in 10 pl) eklendi. Ardindan jel yavasca jel kiivetine
dokiildii ve donmasi i¢in beklenildi. Bu esnada, nanopartikiiller ve plazmid DNA
etkilestirildi. Sirasiyla N/P oran1 1, 2.5, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ve 90 olacak
sekilde gerekli hesaplamalar yapilarak ODA-NP-2/pBMP-2 kompleksleri
olusturuldu. Sirastyla verilen N/P oranlar1t ODA-NP (ul):pBMP-2 (ug) seklinde
ifade edilirse sirasiyla su sekildedir: 0.58:1, 1.46:1, 2.92:1, 5.85:1, 11.7:1, 17.54:1,
23.38:1, 29.23:1, 35.1:1, 40.92:1, 46.77:1 ve 52.62:1. Donan agaroz elektroforez
tankina yerlestirildi ve tank 1X TAE tamponu ile dolduruldu. Yarim saat oda
sicakliginda inkiibe edilen nanopartikiil-pDNA kompleksleri jel yiikleme boyasi ile
etkilestirilerek sirasiyla kuyucuklara eklendi. 80V 90 dk ayarlanan elektroforez

giicli calistirildi. Yiiriitmenin ardindan Invitrogen iBright jel gortintiileme cihazinda
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goriintiileme yapildi. N/P 70 kompleksinin yiikii ve boyutu ZetaSizer cihazinda
olgildi.

Kompleks stabilitesinin Slgiitlerinden bir digeri ise DNaz enzimine Kkarsi
nanopartikiiliin plazmid DNA’y1 koruma kabiliyetidir. Serbest pPBMP-2 ve ODA-
NP-2/pBMP-2 kompleksleri 37°C’de 15 dk 1 unit DNaz I ile inkiibe edildi.
Reaksiyon 1 pl 50 mM EDTA soliisyonunun eklenmesi ile durduruldu ve 65°C’de
10 dk inkiibe edildi. Ayrica N/P 70 oraninda hazirlanan kompleks stabiliteleri 37°C
%5CO0: kosullarinda PBS ve DMEM/F12 + %10 FBS 24, 48 ve 72’ser saat inkiibe
edilerek degerlendirilmek {izere jele yiiklendi. Daha sonra 80V 90 dk ayarlanan

agaroz jel elektroforezi ile yiiriitiildii.

Gen aktarim i¢in DNA molekiillerinin hiicre igerisine aktarilana kadar
niikleazlardan korunabilmesi icin nanopartikiillerle yeterli bir sekilde konjuge
olmalar1 gerekmektedir (Butt vd., 2022). ODA-NP-2/pBMP-2 kompleksleri OPTI-
MEM igerisinde N/P 70 olacak sekilde olusturuldu. Sirasiyla 0 dk, 30 dk, 60 dk,
120 dk, 180 dk ve 240 dk 37°C %5 COz2 kosullarinda inkiibe edildi ve agaroz jel
elektroforezinde (80V 90 dk) yiiriitiildii.

3.2.7 BMP-2 Plazmidinin Oktadesilamin Bazh Kati Lipid Nanopartikiilii

Araciligiyla Transfeksiyonu

Flaskta ¢ogalan MKH’ler (pasaj numarasi 4) tripsinize edilerek kaldirildi ve
coktiiriilerek hiicreler antibiyotik icermeyen tamamlanmis besiyerinde resilispanse
edildi. 24 kuyucuklu plakasina 8 kuyucugunun her birine 50 bin hiicre ekildi.
MKH’ler 24 saat 37°C %5 CO- kosullarinda inkiibasyona birakildi. Sekiz tane 0.2
ml’lik PCR tiipii ¢ikarildi. Bunlardan biri, negatif kontroldiir yani sadece 75 pl
Opti-MEM igermektedir. Ikincisi 1 pg plazmid DNA’nm tastyicist olmadan 75 pl
Opti-MEM igerisinde diliie edildi. Diger 6 tiip i¢in 1’er pg pBMP-2 75 nul Opti-
MEM i¢erisinde diliie edildi. Tiplere sirasiyla 2 ul Turbofect™, 10 ul (7 pg), 20
ul (14 pg), 30 ul (21 pg), 40 ul (28 ug) ve 50 ul (35 ug) ODA-NP-2 eklendi ve
iyice kanistirilip 20 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Ardindan, her bir
tiipteki 75 pl soliisyon damla damla 24 kuyucuklu plakada ¢ogaltilan MKH’lere
verildi. 4 saat 37°C %5 CO2 kosullarinda inkiibasyona birakildi. 4 saatin ardindan
besiyeri ¢ekildi ve tamamlanmis besiyeriyle degistirildi. 24, 48 ve 72 saat boyunca

floresan atmagli invert mikroskopta ve faz kontrast objektifinde incelendi.
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| ug pPBMP-2

75 ul Opti-MEM 20 dk inkiibasyon
o
50.000 hiicre/kuyucuk ODA-NP-2
24 saat inkiibasyon i
4

|

Her bir kuyucuga 75 pl ODA-NP/pBMP-2 kompleksi eklendi

Sekil 3.4 BMP-2 plazmidinin oktadesilamin bazli KLN ile transfeksiyonu

3.2.7.1 Transfeksiyon Etkinliginin Degerlendirilmesi

Yesil floresan proteini (GFP) geni, genellikle hiicre ve molekiiler biyolojide bir
raportdr gen olarak kullanilmaktadir. Bu genin ekspresyonu sonucunda iiretilen
protein, floresan 11k altinda yesil bir 1s1ma yaymaktadir. pPCMV3-BMP2-GFP
plazmidi C-terminal ucunda yesil floresan proteini fiizyonu barindirmaktadir.
Boylelikle transfekte edilen kemik morfogenetik protein-2 geni iceren plazmidin
ekspresyonu GFP sinyali ile izlenilebilmektedir. pPCMV3-BMP2-GFP plazmidinin
yesil floresan proteini ekspresyonu floresan atmagli invert mikroskop ile 24, 48 ve
72 saat takip edildi. Transfeksiyon verimi; plazmidi alan ve GFP eksprese eden
hiicrelerin transfekste olmamis hiicrelere orani ile hesaplandi. 24, 48 ve 72 saat
boyunca fotograflanan hiicrelerden, 40 pl ODA-NP-2 ve 1 pg pBMP-2
etkilestirilerek transfekte edilen hiicrelerin 48. saatteki goriintiisiinden 3 bolge
secilerek transfekte olan ve olmayan hiicreler sayildi. Daha sonrasinda bu
degerlerin ortalamasi alinarak transfeksiyon verimliligi hesaplandi. Transfeksiyon

etkinligi (3.3) formiilii kullanilarak belirlendi.

Transfeksiyon Verimliligi (%) =

Transfekte olan hiicrelerin sayisi 100 (3.3)

Transfekte olan ve olmayan hiicrelerin say1s1
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3.2.8 Gercek Zamanh PCR ile Transfeksiyonun mRNA Diizeyinde

Degerlendirilmesi

Ters-transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR), retroviriislerden elde
edilmis ters transkriptaz enzimi araciliiyla herhangi bir kaynaktan izole edilmis
RNA molekiillerini komplementer DNA’ya (cDNA) ceviren ve sentezini
gerceklestiren bir yontemdir. Bu sayede, gen ekspresyon analizleri hizli ve hassas
bir sekilde yapilabilmektedir. Hiicre igerisinde ¢ok az miktarlarda sentezlenen
mesajct  RNA’lar bu yontemle saptanip gen ifadesi miktarlart tespit
edilebilmektedir. Floresan isaretli prob ve boyalarin kullanildig1 bir ¢ogaltma
yontemi olan kantitatif PCR, DNA’nin artisiyla dogru orantili olarak olusan
floresans1 goriiniir hale getirebilen ve izleyebilen bir tekniktir. “SYBR Green I”
teknigi, spesifik olmayan ¢ift zincirli DNA g¢ogaltiminda kullanilir. Bu yéntemde
kullanilan SYBR Green I floresan boyasi, sadece ¢ift zincirli DNA’ya baglandigi
icin ¢ogalan DNA miktarindaki artigla paralel olarak “gercek zamanli” PCR

cihazinda olgiilen floresan miktart da ayni1 anda artmaktadir (Adams, 2020).

24 kuyucuklu kiiltiir plakasina pasaj 4’teki MKH’ler kuyucuk bagina 50.000 hiicre
olacak sekilde ekim yapildi. 37°C %5 COz2 kosullarinda 24 saat inkiibe edildi. 24
saat sonra 40 ul ODA-NP-2 ve 1 nug pBMP-2 etkilestirilerek hiicreler transfekte
edildi. Transfekte edilmeyen hiicreler kontrol grubu olarak kullanildi. Genellikle
gen ekspresyon seviyesi en yliksek 18-24 saatler arasinda olmaktadir. Bu nedenle,
hiicreler 37°C %5 CO2 kosullarinda 24 saat inkiibe edildikten sonra RNA
izolasyonu islemine gecildi. RNA izolasyonu Nepenthe firmasinin kiti ile
gerceklestirildi. 24 kuyucuklu kiiltiir plakasindaki hiicreler tripsinle muamele
edilerek kaldirildi ve 15 ml’lik falkona alinarak 400 rcf’te santrifiij edilerek
¢oktiiriildii. Siipernatant atild1 ve ¢okelti 750 pul RL soliisyonu (trizol reaktifi iceren)
eklenerek restlispanse edildi. 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra
karisim mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Uzerine 200 pl kloroform eklenerek 15 s
alt iist edilerek karistirildi ve 3 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Mikrosantrifiij
tiipli +4°C, 13000 rpm ve 12 dk santrifiij edildi. Soliisyon 3 faz seklinde ayrilmis
olarak gozlemlendi ve iist fazdan 400 pl alinip yeni bir mikrosantrifiij tiipiine
aktarildi. Uzerine 400 pl %70’lik etanol eklendi ve karistirildi. Karisim spin
kolonuna aktarildi. 13000 rpm, +4°C, 1 dk santrifiij edilen spin kolonunun toplama

tiiptindeki sivi bosaltildi. Spin kolona 700 pl PW yikama soliisyonu eklendi ve
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tekrar santrifiijlendi. ikinci bir yikama olarak 500 ul PW kullanildi. Spin kolonu
yeni bir mikrosantrifiij tiiptine yerlestirildi ve 50 ul DEPC’li su eklenerek 3 dk 57°C
inkiibe edildi ve ayni santrifiij ayarlarinda ¢oktiiriildii. Eliie edilen RNA’lar -

80°C’de muhafaza edildi.

Transfekte edilmis MKH’lerden elde edilen RNA ile transfekte olmamis
MKH’lerden izole edilen RNA’lar cDNA sentez kiti ile komplementer DNA’larina
cevrildi. 100 ng RNA 6rnegi, 10 ul tampon karisimi, 2 ul enzim karisimi ve kalan
hacmi 20 pl’ye tamamlayan miktarda DEPC’li su 0.2 ml’lik PCR tiipiine aktarildi.
Hizlica vortekslene karisima spin atildi. Termal dongli cihazina yerlestirilen
ornekler 10 dk 25°C, 60 dk 47°C ve 5 dk 85°C’de inkiibe edildi. Reaksiyon
sonucunda olusan ¢cDNA’lar Nanodropta 6l¢iildii. cDNA’lar -20°C’de muhafaza
edildi.

Gergek zamanli kantitatif PCR, SYBR Green PCR kiti ile gergeklestirildi. GAPDH
housekeeping gen oldugu ve konstitiif olarak hiicrelerde ifade edilmektedir. Siklikla
endojen kontrol olarak GAPDH kullanilmaktadir. Kalip DNA icermeyen grup,
gercek zamanli PCR negatif kontrol grubu olarak kullanilmaktadir. Bu, primer-
dimer olusumu nedeniyle tretilecek yanlig pozitif sonuglarin kontaminasyonunu
belirlemek icin kullanilmaktadir. Sunulan bu tezde, 10 ng/ul ¢cDNA kullanildi.
Reaksiyon opak beyaz 0.2 PCR tiiplerinde gergeklestirildi. Reaksiyonda kullanilan
primerler tablo 3.2°de belirtilmistir. Reaksiyon igerigi; 10 pl 2x master mix, 0.4 pl
50x Rox boyast, 1 pl ileri primer, 1 pl geri primer, 1 pl kalip cDNA ve 6.6 ul
DEPC’li sudur. Reaksiyon; 10 dk 94°C, 40 dongii (15 s 95°C,30 s 61°C, 45 s 72°C)
ve 5 dk 72°C olacak sekilde ayarlandi. Referans gen GAPDH alinarak goreceli

MRNA seviyesi 2 22T metodu ile hesaplandi.

Tablo 3.2 Kullanilan ileri ve geri primer dizileri

Primer Primer Dizisi (5°-3) Referans

BMP-2ileri GCGTGAAAAGAGAGACTGCG (Ingwersen vd.,
2022)

BMP-2 Geri ACCATGGTCGACCTTTAGGAG (Ingwersen vd.,
2022)

GAPDH ileri TCCCTGAGCTGAACGGGAAG  (Fatimah vd., 2013)

GAPDH GGAGGAGTGGGTGTCGCTGT  (Fatimah vd., 2013)
Geri
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3.2.9 ELISA ile Transfeksiyonun Protein Diizeyinde Degerlendirilmesi

Transfekte olmus MKH’lerde ve transfekte olmayan MKH’lerdeki BMP-2
proteininin miktar1 sandvi¢ ELISA teknigi ile belirlendi. Analiz i¢in Elabscience
firmasmin kiti kullanildi. Kit igerisindeki referans ornek 4000 pg/ml olarak
hazirlandi ve bir seri halinde diliie edildi. Her bir kuyucuga 100 pl 6rnek yiiklenerek
ELISA okuyucuda 450 nm’de okuma yapildi ve standart egri grafigi olusturuldu.

24 kuyucuklu kiiltiir plakasina pasaj 4’teki MKH’ler kuyucuk basina 50.000 hiicre
olacak sekilde ekim yapildi. 37°C %5 COz kosullarinda 24 saat inkiibe edildi. 24
saat sonra 40 pl ODA-NP-2 ve 1 ug pBMP-2 etkilestirilerek hiicreler transfekte
edildi. Transfekte edilmeyen hiicreler kontrol grubu olarak kullanildi. GFP
sinyalinin 48. saatte maksimum oldugu transfeksiyon etkinliginin degerlendirilmesi
caligmalarinda saptandi. Bu nedenle, 48 saat 37°C %5 CO:2 kosullarinda inkiibe
edildi ve 48 saat sonunda BMP-2 proteini saptanmak iizere ELISA ydntemi
kullanildi. Buz soguklugundaki PBS ile hiicreler yikandi, ardindan tripsinize
edilerek Kkaldirildt ve 5 dk 1000 rcf’de santrifiij edildi. Siipernatant atildi.
Mikrosantrifiij tlipiindeki hiicreler en az 3 tekrar olmak {izere buz soguklugundaki
250 pl PBS ile yikandi. Dondur-¢6z islemi ile hiicreler iyice pargalandi. 4°C 1500
xg 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant temiz mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. Kitle
gelen 96 kuyucuklu test haznesinden calisma kadar1 i¢in olan kuyucuklara 100 pl
orneklerden yiiklendi. 90 dk 37°C’de inkiibe edildi. Her bir kuyucuktaki soliisyon
cekildi ve 100 pl biyotinli deteksiyon antikoru eklendi. 60 dk 37°C’de inkiibe
edildi. Soliisyon ¢ekildi ve 3 kere 350 pul yikama tamponu ile kuyucuklar yikandi.
Ardindan 100 pl HRP konjugati eklendi ve 30 dk 37°C’de inkiibe edildi. Soliisyon
cekilerek 5 kere 350 pl yikama tamponu ile kuyucuklar yikandi. 90 pl substrat
reaktifi eklendi ve karanlikta 15 dk 37°C’de inkiibe edildi. Islem sonucunda mavi
renk gozlemlendi (Enzim-substrat nedeniyle olusmustur). Daha sonra her bir
kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu eklenerek dnceden isitilmis ELISA okuyucuda
450 nm’de okuma yapildi. Standart egri grafigi lizerinden BMP-2 protein miktar1
hesaplandi.
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3.2.10 Senesens-iliskili Beta Galaktosidaz Boyamasi1 ile Senesensin

Belirlenmesi

Debacg-Chainiaux ve arkadaslarmin  (2009) Onerdigi p-gal boyamasi
gergeklestirilerek deney c¢alismalan siiresince MKH’lerin herhangi bir sebepten
senesense girip girmedikleri belirlendi. Onerilen protokole uygun bir sekilde
boyama soliisyonu taze bir sekilde hazirlandi. 40 mM sitrik asit/sodyum fosfat
tamponu (pH 6), 5 mM potasyum ferrosiyaniir, 5 mM potasyum ferrisiyantir, 150
mM sodyum kloriir, 2 mM magnezyum kloriir ve 1 mg/ml X-gal ile B-gal boyama
sollisyonu olarak hazirlandi. B-gal boyamas: transfeksiyon i¢in pasaj 5’teki ekilen
hiicrelere ve 72 saatin sonunda transfeksiyon deneyinde kullanilan tiim gruplar i¢in
uygulandi. Prosediir, 24 kuyucuktaki hiicrelerin 500 pl PBS ile iki kere yikanmasi
ile basladi. Ardindan hiicreler 500 pl paraformaldehit ile fikse edildi ve 5 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi. Her bir kuyucuk iki kere 500 pl PBS ile 30 s bekletilerek
yikandi. Yikama isleminden sonra, her bir kuyucuga 500 pul B-gal boyama
soliisyonu eklendi ve karbondioksitsiz 37°C’de bir gece inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasinda, her bir kuyucuk énce 500 pl PBS sonrasinda 250 pl metanol ile yikandi
ve kurumaya birakildi. Aydinlik alan mikroskobunda fotograflama yapildi.
Aliminyum folyoya sarilarak 24 kuyucuklu plaka oda sicakliginda muhafaza
edildi.
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4
SONUC VE TARTISMA

4.1 BMP-2 Kodlayan Ekspresyon Plazmidinin Cogaltilmas1 ve

Saflastirilmasi
411 BMP-2 Kodlayan Plazmidin E. coli XL10-Gold’a Transformasyonu

BMP-2 kodlayan ekspresyon plazmidinin (pBMP-2) ¢ogaltilmasi transformasyon
yontemi ile gergeklestirildi. Sekil 4.1 (a)’da goriildiigii gibi kanamisin antibiyotigi
icermeyen LB Agar’da E. coli XL10-Gold saglikli bir sekilde biiyiiyerek tiim
yiizeyi kaplamiglardir. Bu durum, bakterilerin biiytimesi ve ¢ogalmasinda herhangi
bir sorun olmadigini gdstermektedir. Ek olarak, transformasyon deneyinin kontrolii
acisindan onemlidir. Diger bir kontrol grubu ise pBMP-2 ile transforme edilmemis
bakterilerin, transformasyon prosediiriindeki birebir ayni adimlarin izlenmesi ile
olusan negatif kontrol grubudur. Negatif kontrol grubunda bakteriler kanamisin
antibiyotigine karst diren¢ geni i¢ermedidi i¢in secici besiyerinde koloni
olusturmadigr gorildii (Sekil 4.1 (b)). LB Agar petrilere ekilen pBMP-2 ile
transforme olmus bakteriler kanamisin segici besiyerinde koloni olusturdugu

gozlemlendi (Sekil 4.1 (c), (d)).

@

Sekil 4.1 LB Agar petrilerde pBMP-2 transformasyonunun degerlendirilmesi
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Transformasyon verimliligi, 1 pg plazmidin belirli bir hacmindeki kompotent
hiicreye transforme edilmesi sonucu olusan koloni olusturma birimleri (cfu) olarak
tamimlanmaktadir (Green & Goldman, 2021). Sekil 4.1 (c)’de 1242 koloni, Sekil
4.1 (d)’de ise 1312 koloni sayildi. Ortalamasi1 1277 koloni, yani transformantlarin
sayis1 1277°dir. Transformasyonda 100 ng pPBMP-2 kullanildi. Son hacim 1000 pl
iken LB Agar petrilere ekilen hacim 75 ul’dir. Transformasyon etkinliginin 1.7x10°
cfu/pug oldugu (4.1) esitligi kullanilarak hesaplandi.

Transformasyon etkinligi =

transformantlarin sayisi son hacim (ml) (4.1)

pg DNA X petriye ekilen hacim (ml)
= ug basina diisen transformant sayisi ( cfu/pg)

Bir arastirma grubu tarafindan, CaCl> kompotent E. coli DH5a susuna pUC18 DNA
transforme edildiginde transformasyon etkinliginin 0.98-2.6x10° cfu/ug oldugu
raporlanmistir (Woegerbauer vd., 2002). Baska bir ¢alisma grubu E. coli BL21
susunda yaptig1 transformasyon deneyleri sonucunda transformasyon verimliliginin
4x10° cfu/pg’dan fazla oldugunu bildirmistir (Rahimzadeh vd., 2016). Motohashi
yaptigi calismada (Motohashi, 2019), E. coli DH5a ve E. coli XL10-Gold suslarinin

transformasyon etkinliginin ~1 x 107 cfu/ug oldugunu raporlamistir.
4.1.2 BMP-2 Kodlayan Plazmidlerin Saflastiriimasi

Analitik tekniklerde DNA 6rneklerini kullanmadan 6nce, DNA nin saflig1, miktar
ve biitiinltigli gibi DNA kalite gostergeleri araciligiyla DNA’nin kullanilabilirligi
belirlenmelidir. DNA’nin safligi, DNA numunesindeki protein, RNA ve fenol gibi
kontaminantlarinin derecesidir. DNA’nin saflig1 ve miktar1 Nanodrop cihazinda
Olciilebilmektedir. 260 ve 280 nm’deki absorbans orani, DNA safligini
degerlendirmek icin kullanilmaktadir. Absorbans orani, 1.8-2.0 araliginda
DNA’nin saf oldugu kabul edilmektedir. 260 ve 230 nm’deki absorbans orant,
ikincil bir saflik degerlendirmesi icin kullanilir. Saf DNA i¢in A2e0/230 orant, 2.0-
2.22 araliginda olmalidir. DNA biitiinliigli ise agaroz jel elektroforezi ile

belirlenmektedir (Lucena-Aguilar vd., 2016).

DNA safligi, PEI ve TurboFect gibi katyonik polimerlerle yapilan transfeksiyon
yontemleri i¢in oldukga elzem bir parametredir (Kachkin vd., 2020). Diger bir
ifadeyle, DNA’nin safligi dogrudan transfeksiyon etkinligi ile iliskilidir (Oliynyk
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& Church, 2022). Tablo 4.1°’de BMP-2 kodlayan plazmid DNA’nin miktar1 ve
absorbans oranlarimin ~ degerleri  verilmistir. pBMP-2’nin  saflif1
degerlendirildiginde Aozeo2s0 oraninin literatiirde kabul edilen aralikta oldugu
raporlandi. Ek olarak plazmid DNA’nin Azsogo degerinin 2.0-2.22 araliginda
oldugu saptandi.

Tablo 4.1 pBMP-2 izolasyon degeri

Konsantrasyon ng/ul  A260/280 A260/230
pBMP-2 441.7 1.88 2.16

Sekil 4.2’de DNA’nin biitiinliigiinii gosteren jel goriintiisii bulunmaktadir. pBMP-
2’nin boyutu 7868 baz ciftidir. Agaroz jel elektroforezi her ne kadar boyut bazli bir
ayrimin  gostergesi olsa da DNA’nin sekli elektroforetik mobilizasyonu
etkilemektedir. Kuyucuk 1’de pBMP-2 Xbal ile kesilerek linearize edildi. Boyut
bazinda DNA marker: ile kiyaslandiginda 7868 baz ciftlik pBMP-2’nin bastan
ticiincli ve ikinci bant arasinda, yani 6557-9416 baz ¢ifti arasinda bant verdigi
gozlemlendi. Sekil olarak degerlendirildiginde de lineer DNA molekiilii oldugu
(Bjornsti & Megonigal, 1999) literatiir ile kiyaslandiginda dogrulandi. Kuyucuk
3’te pPBMP-2 herhangi bir enzimle kesilmedigi i¢in elektroforez de bulutumsu
(‘smear’) bir bant biraktig1 gézlemlendi. Ayrica bandin iist kisminda az miktarda
acik halkali plazmid DNA sekli (Limanskaya & Limanskii, 2008) bulunurken, alt
kisminda yogun bir sekilde supercoil plazmid (Bjornsti & Megonigal, 1999;
Limanskaya & Limanskii, 2008) yapisi tespit edildi.

Xbal

- 23130bp

Lambda DNA / Hindlll Plus

Sekil 4.2 Agaroz jel elektroforezinde pBMP-2’nin yiiriime goriintiisii
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E. coli plazmid DNA’y1 sentezlerken g¢ogunlukla supercoil yapida ekstrakte
etmektedir. Ancak ekstraksiyon, izolasyon ve pirifikasyon asamalarinin
kompleksligi nedeniyle plazmid DNA yapisal strese maruz kalarak farkli ve/veya
hatali formlara biiriinmektedir (Sousa vd., 2009). In vitro plazmid DNA
transfeksiyon ¢aligmalarinda, kompakt yapidaki supercoil plazmid DNA formunun
lineer formdaki plazmid DNA’ya gore transfeksiyon etkinliginin daha yiiksek
oldugu bildirilmistir (Maucksch vd., 2013). Sousa ve arkadaslar1 (Sousa vd., 2009),
supercoil formdaki plazmid DNA’y1 piirifiye ederek transfeksiyon etkinligini
arttirmigtir.  Benzer bir c¢alismada, sirkiiler DNA formunun transfeksiyon
etkinliginin linear forma gore daha yiiksek oldugunu ortaya koyan arastirmacilar,
sirkiiler yapida DNA {iretmek ve plirifiye etmek i¢cin yontemler gelistirmislerdir

(Oliynyk & Church, 2022).

4.2 Oktadesilamin Bazh Kat1 Lipid Nanopartikiiliin

Karakterizasyonu

4.2.1 Oktadesilamin Bazhh Kat1 Lipid Nanopartikiiliin Boyutunun ve Seklinin

Belirlenmesi

Oktadesilamin bazli kati lipid nanopartikiiliin yiizey morfoloji, boyut, dagilim, sekil
ve yerlesim 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in SEM (Zeiss, EVO® LS 10) kullanildi.
Taramali elektron mikroskobunda 30000x biiyiitmede alinan goriintii Sekil 4.3’te
gosterilmistir. Nanopartikiiller, kiiresel sekilde ve 200-450 nm arasinda boyut
dagilimina sahiptir. Cift emiilsiyon (s/y/s) ¢0ziicii ugurma yontemi ile sentezlenen
penisillamin yiikli PLGA nanopartikiilii ile yapilan bir ¢alismada (Mohamed,
2013), SEM goriintlisii sunulan bu tezdeki SEM goriintiisii ile benzerlik
tasimaktadir. Ancak belirtilen calisma ile kiyaslandiginda, Sekil X’teki SEM
gorilintlisli daha az agregasyon gostermektedir ve kiiresel bicim daha keskindir.
Kemik rejenerasyonu igin BMP-2 proteini yiiklii PLGA nanopartikiillerini i¢eren
bir ¢calismadaki SEM analizinden yola ¢ikilarak partikiillerin kiiresel sekli, diisiik
polidispersitesi ve nanoskaladaki boyutu ile hiicrelere aktarim i¢in uygun fizyolojik
dagilim gosterdigi raporlanmustir (Ortega-Oller vd., 2015). Ilgili calisma ile sunulan
tezdeki SEM gorseli ortlismektedir. Ampisillin yiiklii KLN ile yapilan ¢alismada
(Alihosseini vd., 2015) 62-214 nm arasinda boyut dagilimi gosteren Sekil 4.3’teki

goriintii ile paralellik tagiyan nanopartikiiller elde edildigi goriilmektedir. Sunulan
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bu tezdeki gibi siirfektan olarak PVA’nin kullanildigi KLN’lerin sentezlendigi
diger bir ¢caligmadaki (Gathirwa vd., 2014) SEM goriintiisii Sekil 4.3 ile benzerlik

tasimaktadir.

EHT =10.00 KV WD =10.0 mm Signal A = SE1 Mag = 30,00 K X

Sekil 4.3 Oktadesilamin bazli kati lipid nanopartikiillerin SEM goriintiisii

4.2.2 Oktadesilamin Bazh Kat1 Lipid Nanopartikiiliin Ortalama Biiyiikligii,

Yiikii ve Boyut Dagiliminin Belirlenmesi

Oktadesilamin bazli kat1 lipid nanopartikiil dispersiyonlarinin ortalama parcacik
biiytlikliigii, zeta potansiyeli ve Polidispersite Indeksi (PdI) ZetaSizer Nano ZS
cihazinda dinamik 11k sagilimi yontemini kullanilarak karakterize edildi. Tablo
4.2°de stirfektan oranlarinin degistirildigi ODA-NP’lerin boyutu, yiikii ve boyut
dagilimina ait bilgiler verilmistir. Digerlerine kiyasla boyut dagilimi1 daha dar,
konsantrasyonu yiiksek ve daha kiiclik nanopartikiiller igeren ODA-NP-2
fraksiyonu in vitro deneylerde kullanilmak iizere belirlenmistir. Elektrostatik itme,
agregasyonu Onleme ve sedimentasyonun azaltilmasi gibi fiziksel stabilitenin
saglanmast ic¢in zeta potansiyeli olduk¢a Onemlidir. Elektrostatik kuvvetler
birbirlerini ittiginde partikiillerin agregasyonunu veya flokiilasyonunu
onlemektedir. Yiiksek zeta potansiyeli partikiillerin birbirine yaklasmasini
engellemek i¢in yeterince giliclii hale gelerek agregasyon riskini en aza
indirgemektedir. Ek olarak, yiiksek zeta potansiyeline sahip partikiiller ve

aralarindaki itme kuvveti, onlar1 asagi ¢cekmeye c¢alisan yergekimi kuvvetlerine
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kars1 koydugu i¢in daha az sedimentasyon yasanmaktadir (Jose Chirayil vd., 2017).
Tiim bu parametreler fiziksel stabilitenin saglanmasi agisindan onemlidir. Bu
nedenle, kati1 lipid nanopartikiil dispersiyonlarini stabilize etme baglaminda, £30
mV veya daha yiiksek zeta potansiyeli genellikle yeterli olarak kabul edilmektedir
(Kovacevi¢ vd., 2014; Scioli Montoto vd., 2020). ODA-NP-2 bu agidan en uygun

zeta potansiyeline sahip oldugu degerlendirilebilir.

Tablo 4.2 Sentezlenen nanopartikiillerin karakterizasyon degerleri

Nanopartikiill Nanopartikill Nanopartikiill = Nanopartikiiliin
Kiinyesi Boyutu (d.nm) Yiikii (mV) Polidispersite

Indeksi (PdI)
ODA-NP-1 644 £240.8 16.9 £8.05 0.237
ODA-NP-2 484.6 +211.8 31.8+5.40 0.153
ODA-NP-3 465 £160.3 23.5 £6.57 0.354
ODA-NP-4 750 +448.4 23.8 +4.33 0.589
ODA-NP-5 687.6 £512.9 20.9 £5.73 0.679

Dagilimin kalitesini yansitan PdI degeri genellikle O ila 1 arasinda degisir. PdI
degerlert < 0.1, dagilimin en yiiksek kalitesini gdsterir. Cogu arastirmaci, PdI
degerlerini < 0.3’1 optimum degerler olarak kabul eder; ancak, < 0.5 degerleri de
kabul edilebilir olarak gorilmektedir (R. Shah vd., 2014). Pdl nanopartikiiliin
kalitesinin bir Ol¢iitii iken in vitro gen aktarim vektorii olarak kullanildiginda
transfeksiyon i¢in optimum Pdl degerinin belirlenmesi oldukga ¢eligkilidir (Wong
& Putnam, 2018). Buna karsin, dar boyut dagilimina sahip kitosan
nanopartikiillerinin transfeksiyon etkinliginin ytliksek oldugunu gosteren ¢alisma da
mevcuttur (Duceppe & Tabrizian, 2009). Buradan hareketle, en diisiik Pdl degerine
sahip olan ODA-NP-2 nanopartikiilii ile kalan deneyler yiiriitild.

Literattirdeki bir ¢aligma, in vitro gen aktarim araglarinin boyutlarinin transfeksiyon
verimliligi acisindan &nemini ortaya koymustur (Pezzoli vd., 2017). Tlgili calismada
boyut biiyiikliigii arttik¢a sedimantasyon probleminin dogdugu ve buna bagli olarak
fizikokimyasal stabilitenin azaldigi bildirilmistir. Buradan hareketle, genetik
materyal ile kompleks olusturdugunda daha kiigiik partikiiller olusturacagi
diistiniilen ODA-NP-2 ile in vitro deneyler gergeklestirildi.

63



4.2.3 Oktadesilamin Bazh Kati1 Lipid Nanopartikiiliin Kimyasal Baglarinin

Belirlenmesi

Oktadesilamin bazli KLN’lerin yapisinda barindirdigi fonksiyonel gruplar ve
kimyasal baglar FTIR spektrum analizi ile degerlendirildi. Sekil 4.4’te saf
oktadesilamin ve ODA-NP-2’nin neredeyse ayni pikleri barindiran FTIR
spektrumu  4000-650 cm? dalga boyu skalasinda gosterilmektedir. Saf
oktadesilamine (ODA) ait FTIR spektrumu literatiirdeki; oktadesilamin ile
fonksiyonellestirilmis grafen nano levhalar ile kaplanmis hidrofobik kumasin ytizey
modifikasyonu (Achagri vd., 2020), elastikiyet kazandirmak iizere molibden
disiilfid nano levhalarina birlikte montajlanmis altin ve demiroksit nanopartikiilleri
(Pan vd., 2015) ve kendi i¢inde dagilmis nano-jel partikiilleri igceren foto-polimer
aglarda amin fonksiyonu grafen levhalarin kullanim1 (Habibpour vd., 2018) ile ilgili

caligsmalardaki oktadesilamin FTIR spektrumu ile benzerlik tasimaktadir.

Saf oktadesilamin

ODA-NP

Transmittance (a.u.)

C-N

T T T T T T T T T T T T T T T T
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800

Wavelength (cm™)

Sekil 4.4 Saf oktadesilamine ve oktadesilamin bazli kati lipid nanopartikiiliine ait
FTIR spektrumu

Oktadesilamin bir primer alifatik amindir (Octadecylamine-PubChem), bu nedenle
baz1 karakteristik piklere sahiptir. Sekil 4.4’te 2918 ve 2848 cm™ (yan yana iki pik)
absorbans pikleri, C-H baginin simetrik ve asimetrik gerilme titresimleri (Hou vd.,
2018; Yao vd., 2013) ve 719 cm™ alifatik hidrokarbonlara 0zgl sarsintili titresim
(Yao vd., 2013) goriilmektedir. Alifatik aminlere 6zgii N-H bagmin olusturdugu
burulma titresimi (Lin vd., 2019; Pedrosa vd., 2020; Yao vd., 2013) 1571 cm™*°de
karakterizedir. C-H ve C-N baglarinin karakteristik burulma titresimine (Lin vd.,
2019; Yao vd., 2013) ait pik IR spektrumda sirasiyla 1471 cm™ ve 1099 cm™*dedir.
Hidrojen baglar1 nedeniyle olusmus olabilecegi diistiniilen (P. Chen vd., 2020; X.
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Yu vd., 2013) N-H gerilim titresimine ait genis emilim bandi (Hou vd., 2018; Lin
vd., 2019; X. Yuvd., 2013) 3332 cm™’de gozlemlenmektedir. N-H gerilim titregimi
haricindeki tiim pikler ODA-NP ile neredeyse ortiismektedir. Dondurup kurutma
yontemlerinin (liyofilizasyon) dehidrasyona neden oldugu bilinmektedir (Stegner
vd.,, 2022). ODA-NP dondurulup kurutulduktan sonra FTIR analizi
gerceklestirilmistir ve dehidrasyon problemi nedeniyle hidrojen baglarinin
kaybolmastyla ODA-NP’de 3200-3500 cm™’de titresim pikinin gézlemlenmedigi
diistiniilmektedir. Benzer bir bulgu, PVA ile yapilan bir ¢alismada ortaya
konmustur. Bir kriyoprotektan olan dekstran miktar1 artttkca PVA’nin FTIR
spektrumunda 3200-3500 cm™ araliginda sinyal yogunlugunun arttig1 belirlenirken
dekstran yoklugunda dondurup kurutulmus PVA’nin bu dalga boylarinda titresim
gostermemesinin nedeni arastirmacilar tarafindan PVA’nin olast dehidrasyonu

seklinde yorumlanmistir (E. Fathi vd., 2011).

4.3 Hiicre Cahismalari

Sunulan bu tezde, oktadesilamin bazli KLN’lerin in vitro transfeksiyon
deneylerinde adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler (ATCC PCS-500-
011) kullanildi. MKH’lerin tamamlanmis besiyeri MSC XF Media, %1 penisilin-
streptomisin ve  MSC XF Supplement icermektedir. Ayrica, tamamlanmig
besiyerinde FBS bulunmadigindan hiicrelerin tutunmasin1 desteklemek amaciyla
hiicre kiiltiirii kaplar1 %0.2°1ik jelatin soliisyonu ile kaplandi. 24 kuyucuklu
plakalara ekilen 20.000 hiicrenin 24 saat sonraki goriintiisii 20x objektifte faz
kontrast mikroskobu ile kaydedildi. Sekil 4.5’te tutunan ve prolifere olmus
MKH’lere ait gorsel bulunmaktadir.

Sekil 4.5 Adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler

65



4.4 Oktadesilamin Bazh Kat1 Lipid Nanopartikiiliin Sitotoksisitesi

Oktadesilamin bazli kati lipid nanopartikiillerin in vitro sitotoksisitesi MTT analizi
ile L929 ve MKH hiicrelerinde tespit edildi. ODA-NP-2 tamamlanmis besiyeri
icerisinde son konsantrasyonu sirastyla 14 pg/ml, 28 pg/ml, 42 ug/ml, 56 pg/ml ve
70 ng/ml olacak sekilde diliie edilerek hiicrelere verildi. Her bir konsantrasyon i¢in
negatif ve pozitif kontrol gruplarina goére normalize edilerek yiizde canlilik
degerleri hesaplandi. Sekil 4.6’da 1929 hiicre hattinda ve MKH hiicrelerinde her
bir konsantrasyon i¢in normalize % canlilik grafik halinde gosterilmistir. Her iki
hiicre tipinde de ODA-NP-2 14 pg/ml konsantrasyonunda canliligi %90’ nin
tizerindedir. ODA-NP-2 28 pg/ml ve 42 pg/ml konsantrasyonunda her iki hiicrede
de canlilig1 %80’in iizerinde oldugu goriilmektedir. 56 pg/ml konsantrasyonunda
nanopartikiill uygulanan 1929 ve MKH hiicrelerinde %70’in iizerinde canlilik
saptanmistir. Grafige bakildiginda, 70 pg/ml konsantrasyonunda ODA-NP-2 ile
muamele edilen her iki hiicre tipinde de canlilik yaklasik %60 seviyelerinde

goriilmektedir.

L929 © MKH
110,000

100,000
L

90,000 z b I I
80,000 T

70,000
60,000 I I
50,000
40,000
30,000
20,000
10,000

0,000 TJP

-10,000

Normalize % Canlilik

C NC 14 pg/mL 28 pg/mL 42 pg/mL 56 pg/mL 70 pg/mL

Konsantrasyon

Sekil 4.6 Oktadesilamin bazli kat1 lipid nanopartikiiliin L929 ve MKH
hiicrelerindeki toksisitesi

Kotmakg1 ve ¢alisma grubunun sundugu bir aragtirmada (2017), iki farkli metotla
sentezledigi Precirol ATOS5 ve Compritol 888ATO bazli KLN’lerin L929 hiicre
hatt1 iizerindeki sitotoksik etkisini incelediklerinde her iki tip KLN i¢in de 50 pg/ml

konsantrasyonundaki canlilig1 yaklasik %80 civarindadir. Bu veri, sunulan tezdeki
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42-56 pg/ml konsantrasyon deger aralig1 dikkate alindiginda ilgili ¢aligma sunulan
tezle paralellik tasimaktadir. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatti iizerinde
yapilan bir diger calismada ise tek basmma KLN uygulandiginda 50 pg
konsantrasyona kadar canliligin  %90’nin iizerinde oldugu bildirilmistir
(Rompicharla vd., 2017). Sunulan tezdeki canlilik profili ile ilgili ¢aligmadakiler
ortiismektedir. Setil palmitat bazli KLN sentezlenen bir ¢aligmada 3T3 fibroblast
ve HaCat keratinosit hiicre hattinda gerceklestirilen MTT deneyinde 50 pg/ml
konsantrasyonda arasinda canlilik %70 civarindadir (Ridolfi vd., 2011). Sunulan

tezdeki canlilik profili ile ilgili calismadakiler ortiismektedir.

4.5 Oktadesilamin Bazh Kati Lipid Nanopartikiil-Plazmid

Kompleksinin Stabilitesi

KLN’lerin sentezinde kullanilan pozitif amin gruplari iceren lipidler, negatif yiikli
niikleik asitlerle etkilesime girmektedir. Pozitif ytiklii amin (N) gruplarinin, negatif
yiiklii niikleik asit fosfat (P) gruplarina orani (N/P), gen tasiyici araglarin en 6nemli
fizikokimyasal 6zelliklerinden biridir (Gary vd., 2013). ODA-NP-2 ve pPBMP-2’nin
komplekslestirilmesiyle optimum N/P oraninin tespit edilebilmesi i¢in Aydin ve
arkadaslarmin (2022) jel gecikme yontemi kullanildi. Sirasiyla N/P orani 1, 2.5, 5,
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ve 90 olacak sekilde gerekli hesaplamalar yapilarak
ODA-NP-2/pBMP-2  kompleksleri olusturuldu (Sekil 4.7 sagdaki). N/P 70
icerisinde 56 pg/ml ODA-NP-2 bulundurmaktadir. Nanopartikiiliin toksisitesi ile
iligkilendirildiginde bu oranin kullanimi uygun bulunmustur. Diger stabilizasyon
caligmalarinda da N/P 70 olarak hesaplanarak deneyler kurgulanmistir. N/P 70
oraninda ODA-NP-2:pBMP-2 kompleksi olusturuldu ve ZetaSizer’da olciildii.
Boyutu 1101 nm +302.6, Pdl 0.054 ve yiikii 1.69 mV £4.28 dl¢iilmiistiir.

Sekil 4.7°de gortldigii gibi N/P orani arttikca ODA-NP-2’nin plazmidi tutma
kabiliyeti artmistir. Bu nedenle jelde yiiriiyen DNA yogunlugu giderek diismiistiir.
Ancak, N/P 70,80 ve 90 oranlarinda yiiriyen DNA yogunlugunda bantlarda
herhangi bir keskinlik degisimi gozlemlenmemistir. Bu nedenle, N/P 70 oraninin
sitotoksisite sonucuyla birlestirildiginde en optimum oran oldugu yorumu
yapilabilir. Benzer bir sonu¢ gemini katyonik lipid nanovektdrlerinde
gerceklestirilen bir calismadaki (Sanchez-Arribas vd., 2021) jel gecikme deneyinde
de elde edilmistir. Tlgili calismada da N/P orani arttik¢a yiiriiyen DNA azalmustir.
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Cesitli KLN formiilasyonlarinin N/P  oranlarmin jel gecikme deneyi ile
yorumlandigi bir diger ¢alismadaki jel gorseli (Biiyiikkoroglu, t.y.) ile sunulan bu

tezdeki gorsel arasinda paralellik bulunmaktadir.
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Sekil 4.7 Oktadesilamin bazli kati lipid nanopartikiil-plazmid kompleksinin
stabilitesi

Kompleks stabilitesinin 0lgiitlerinden bir digeri ise DNaz enzimine karsi
nanopartikiiliin plazmid DNA’y1 koruma kabiliyetidir. Serbest pPBMP-2 ve ODA-
NP-2/pBMP-2 kompleksleri DNaz | ile muamele edilerek agaroz jel
elektroforezinde analiz edildi (Sekil 4.7 soldaki). ODA-NP-2/pBMP-2
kompleksleri OPTI-MEM igerisinde N/P 70 olacak sekilde olusturuldu. Sirasiyla O
dk, 30 dk, 60 dk, 120 dk, 180 dk ve 240 dk 37°C %5 CO2 kosullarinda inkiibe edildi
ve jelde yiiriitildii. Ayrica N/P 70 oraninda hazirlanan kompleks stabiliteleri 37°C
%5C02 kosullarinda PBS ve DMEM/F12 + %10 FBS 24, 48 ve 72’ser saat inkiibe
edilerek jelde yiiriitiildii.

Sekil 4.7°de goriildiigii gibi DNaz I enzimi serbest pBMP-2’ye uygulandiginda
plazmid DNA parcalandigindan jelde herhangi bir bant gézlenmemistir. Ancak
ODA-NP-2 ile kompleks halindeki pPBMP-2 enzim pargalanmasina kars1 tasiyici
vektor ile korunmustur. Bu nedenle, enzim aktivitesi inhibe edildiginde ve sicaklik
65°C’ye ¢ikarildiginda (oktadesilaminin erime sicakligi 52.9 °C’dir) ODA-NP-2 ile
korunan plazmid DNA aciga c¢ikmasi ile jelde ilgili bantlar goriilmektedir.
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Literatiirdeki benzer bir ¢alismadaki gorsel ile uyumludur (de Jesus vd., 2013).
Sirasiyla 0, 30, 60,120, 180 ve 240 dk inkiibe edilen komplekslerde yalnizca 240
dk’da pBMP-2’ye ait bantlar goriilmektedir. Yani, ODA-NP-2:pBMP-2 kompleksi
4 saat igerisinde ayrilmaktadir. Transfeksiyon i¢in yeterli oldugu sdylenilebilir.
PBS ve DMEM/F12 igerisinde komplekslerin 24, 48 ve 72 saat stabilitesi neredeyse
ayni1 oldugu goriilmektedir. PBS ve DMEM/F12 igerisindeki stabilitesi literatiirdeki
calisma (Oliveira vd., 2014) ile ortiismemektedir. PBS ve DMEM/F12 igerisindeki
iyonlar ODA-NP-2’nin agregasyona neden olabilmektedir. Bu nedenle pBMP-2 ile
kompleks olusturmasi etkilenmis olabilir. Ayrica ticari tiim transfeksiyon ajanlari
serumsuz besiyerinin kullanimini 6nermektedir, ¢iinkii serum komponentleri

ajanlarla etkilesime girebilmektedir.

4.6 BMP-2 Plazmidinin Oktadesilamin Bazh Kati Lipid

Nanopartikiilii Aracihgiyla Transfeksiyonu

BMP-2 kodlayan plazmidin ODA-NP-2 ile MKH’lere aktarimi transfeksiyon
deneyi ile gerceklestirildi. Transfeksiyon i¢in T75 flaskta ¢ogaltilan pasaj numarasi
4 olan MKH’ler tripsinize edip kaldirilarak 24 kuyucuklu plakanin 8 kuyucuguna
her bir kuyucukta 50.000 hiicre olacak sekilde ekildi. 24 saat inkiibasyon
sonrasinda, hiicreler logaritmik biliylime evresindeyken transfeksiyon
gerceklestirildi. 8 kuyucuk sirasiyla; negatif kontrol, tasiyicisiz BMP-2 plazmidi,
Turbofect ile etkilestirilmis pBMP-2 ve sirasiyla 10 ul (7 pg), 20 pl (14 pg), 30 pl
(21 pg), 40 pl (28 pg) ve 50 pl (35 pg) ODA-NP-2 ile kompleks olusturulmusg
BMP-2 plazmidi verildi. 24, 48 ve 72 saat GFP 1s1mas: takip edildi ve fotograflandi
(Sekil 4.8). GFP ekspresyonu en fazla 48. saatte gozlemlendi. Maksimum hiicre
canliligr ve transfeksiyon etkinligi 48. saatteki 40 ul (28 pg) ODA-NP-2:1 ug
pBMP-2 kompleksinde oldugu gézlemlendi. Bu nedenle, transfeksiyon etkinligini

hesaplamak iizere bu kuyucuk kullanildi.

Sunulan bu tezde, 24. saatte Turbofect pozitif kontroliinde GFP eksprese olurken
ODA-NP-2 tastyicistyla yapilan transfeksiyon sonucu 24. Saatte verimli bir GFP

sinyaline rastlanamamustir.
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Sekil 4.8 Transfeksiyon sonrasi 24, 48 ve 72 saatin 10x objektifteki faz kontrast
ve floresan mikroskop goriintiisii

24 saat sonraki transfeksiyon sonuglari, 48 saat sonraki sonuglardan ¢ok farkl
olabildigi bir ¢aligmada bildirilmistir (Sandbichler vd., 2013). Bu durum kullanilan
tastyici ile iliskilendirilmistir. Ilgili calismada kullanilan JetPrime transfeksiyon
ajan1 24 saatte GFP eksprese ederken, X-tremeGene HP ajani ile ise 48 saatin
sonunda GFP sinyali yakalanabilmistir. Bir tasiyicinin bir hedef hiicrede ifade
edilecek plazmid vektdrii ne kadar iyi teslim edebileceginin objektif bir dl¢iisii i¢in
uygun saatin tasiyiciya gore secimi yapilmasimin daha uygun olacagi yorumu
yapilabilir. 3 kb’lik bir vektoriin transfekte edildigi bir diger ¢calismada da 24. saatte
(Sendergaard vd., 2020) sunulan bu tezdeki gorilintiiyle Ortlisen bir floresan
fotografi bulunmaktadir. Insan periodontal ligament kok hiicrelerinde yapilan bir
calismada 24 saatte Lipofectamine 2000, PEI, GBfectene-Elite ve X-tremeGENE

tastyicilariyla yapilan transfeksiyon sonucu GFP ekspresyonunun neredeyse yok

70



iken ve Sekil 4.8’in 24 saati ile paralelken, 48 saatte GFP ekspresyonu
gozlemlenebilmektedir (Y. Wang vd., 2015).

4.6.1 Transfeksiyon Etkinliginin Degerlendirilmesi

Yesil floresan proteini (GFP) geni, genellikle hiicre ve molekiiler biyolojide bir
raportdr gen olarak kullanilmaktadir. Bu genin ekspresyonu sonucunda iiretilen
protein, floresan 151k altinda yesil bir 1s1ma yaymaktadir. BMP-2 kodlayan
plazmidin C-terminalinde GFP raportorii vardir. Bu sayede, GFP ekspresyonu
floresan atmagl invert mikroskop altinda takip edilebilmektedir. Maksimum hiicre
canlilig1 ve transfeksiyon etkinligi 48. saatteki 40 pl (28 pg) ODA-NP-2:1 pg
pBMP-2 kompleksinde oldugu gozlemlendi (Sekil 4.8). 40 ul ODA-NP-2 ve 1 pg
pPBMP-2 etkilestirilerek transfekte edilen hiicrelerin 48. saatteki goriintiisiinden
(Sekil 4.9) 3 bolge secilerek transfekte olan ve olmayan hiicreler sayildi. Daha
sonrasinda bu degerlerin ortalamasi alinarak transfeksiyon verimliligi hesaplandi.

Hesaplama sonucu transfeksiyon etkinligi %88.2+0.5 oldugu belirlendi.

@ (b)

Sekil 4.9 Transfeksiyonun 48. Saatine 10x objektifte faz kontrast (a) ve floresan
(b) goriintiisii
Farkl1 hiicre hatlarinda transfeksiyon etkinliginin degerlendirildigi bir ¢aligmada %
transfeksiyon etkinliginin 48. saatte tiim hiicre hatlar1 i¢in %50°nin lizerinde oldugu
bildirilirmistir (Maurisse vd., 2010). Sunulan bu tezdeki oran ¢ok daha yiiksektir.
Gomez-Aguado ve galisma grubunu (2020), ARPE-19 hiicre hattina DOTAP igeren
katyonik KLN araciligiyla mRNA aktarimi yapmuslardir. Caligmada 48. saatte
sentezledikleri KLN fraksiyonlar1 i¢inde %80 ve fiizeri transfeksiyon etkinligi
saglandig1 gorilmektedir. Sunulan bu tez ile ilgili ¢alisma arasinda benzer

transfeksiyon verimliligi yiizdesi vardir. Wharton jeli kaynakli MKH’lerin PEI
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aracilifiyla transfekte edildigi bir diger ¢aligmada ise, 48. saatte maksimum
transfeksiyon etkinligi %63 oldugu saptanirken canliligin oldukca diisiik oldugu
raporlanmistir (Ramos-Murillo vd., 2020). Sunulan bu tez ilgili ¢alisma ile
karsilastirildiginda 48. saatteki transfeksiyon etkinligi daha fazla iken hiicre

canlilig1 korunmustur.

4.7 Gercek Zamanh PCR ile Transfeksiyonun mRNA Diizeyinde

Degerlendirilmesi

Transfeksiyon calismalarindan sonra BMP-2’nin mRNA seviyesinde tespit
edilebilmesi i¢in gergek zamanli PCR teknigi kullanildi. 24 kuyucuklu plakalara
ekilen MKH’ler, transfeksiyondan 24 saat sonra RNA’lar1 izole edildi. izole edilen
RNA’lar cDNA’ya cevrildi. Transfekte edilmis MKH’lerden izole edilen RNA,
transfekte edilmemis MKH’lerden izole edilen RNA, transfekte edilmis
MKH’lerden izole edilen RNA’dan sentezlenen cDNA ve transfekte edilmemis
MKH’lerden izole edilen RNA’dan sentezlenen cDNA’nin Nanodrop 6l¢iim

sonuglar1 Tablo 4.3’te verilmistir.

Tablo 4.3 RNA izolasyon ve cDNA degerleri

Konsantrasyon ng/pLL A260/280 A260/230
MKH RNA 57.06 2.00 1.59
Transfekte MKH RNA 43.5 1.93 1.23
MKH cDNA 1501.7 1.81 2.12
Transfekte MKH ¢cDNA 1339.2 1.81 2.14

cDNAlarin kalip olarak kullanilarak RT-PCR analizi gergeklestirildi. RT-PCR ile
olusan GAPDH ve BMP-2 amplifikasyon grafigi Sekil 4.10°da verilmistir. GAPDH
icin hem transfekte olan grup hem de olmayan grup icin eksponansiyel faza gecis
yaklasik olarak aynidir. GAPDH her iki grup i¢in de ayn1 dongiide eksprese olmaya
baslamistir. BMP-2 icin ise transfekte olan grup ortalama Ct yaklasik 22 ve
transfekte olmayan grup i¢in ise ortalama Ct 24’tiir. BMP-2 i¢in transfekte olan
grup daha erken amplifikiye olmaya baslamistir. Sekil 4.11°de ise GAPDH ve
BMP-2 “melt curve” grafigi verilmistir. GAPDH’e spesifik Tm 85.84°C’te tek pik
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seklinde olusmustur ve literatiirle 6rtiismektedir (Kochanowska vd., 2007; Nazari
vd., 2015). BMP-2’ye spesifik Tm 78.82°C’te tek pik seklinde olusmustur ve
literatiirle 6rtiismektedir (Kochanowska vd., 2007). “Melt curve” grafiklerinde tek
pik olarak goriilmesi, spesifik olmayan baglanmanin gerceklesmedigini dogrulayan

onemli bir 6l¢iit olarak degerlendirilmektedir.

Amplitication Fiot Amplification Fiot

Rn
Rn

GAPDH

Cycle

BMP-2

01 - -
Cycle

01

2 B W X M W B

Sekil 4.10 GAPDH ve BMP-2’nin amplifikasyon grafigi

Melt Curve Meit Curve

GAPDH | BMP-2

o000

Dervatve Reporter (1)

Temgerature (*C) Tergerstue (

Sekil 4.11 GAPDH ve BMP-2"nin “melt curve” grafigi

BMP-2’nin goreceli ekspresyon seviyesi GAPDH geni referans almarak 2 44
metodu ile hesaplanarak Sekil 4.12°deki grafik elde edilmistir. Transfekte
edilmemis MKH’lere kiyasla transfekte edilmis MKH’lerde BMP-2 mRNA
ekspresyon seviyesi yaklasik 3 kat daha fazladir. Bu, pBMP-2’nin basarili bir
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sekilde transfekte oldugunu ve plazmidin transkripte olarak mRNA eksprese

ettigini gostermektedir.

3,5

Kat Degisimi (2-24€Y)
Ll N
(6)] N ol

-
H

o
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Transfekte Transfekte
Edilmemis MKH Edilmis MKH

Sekil 4.12 BMP-2’nin goreceli mRNA ekspresyon seviyeleri

Kitosan nanopartikiillerle BMP-2 geninin insan adipoz kaynakli MKH’lere
transfekte edildigi bir ¢alismada, goreceli mRNA ekspresyon seviyesi RT-PCR ile
analiz edildiginde Sekil 4.12’deki ile neredeyse aymi grafik elde edildigi
bildirilmistir (Y. Hu vd., 2021). ilgili ¢alismada transfekte edilmemis MKH’lerin
goreceli mRNA ekspresyonunun kat degisimi 1 iken transfekte edilmis MKH 1n ise
neredeyse 3 oldugu ve sunulan bu tezdeki sonuglar ile benzerlik tasidigi yorumu
yapilabilmektedir. Gobek kordonu kaynakli MKH’lere TAT peptiti ile modifiye
edilmis PEI ile BMP-2 plazmidi aktarimin yapildig: bir diger ¢aligmada da mRNA
ekspresyon seviyesi analiz edildiginde Sekil 4.12°deki ile neredeyse ayn1 goreceli
kat degisimi sonucuna ulasildigi raporlanmistir (Y. Wang vd., 2017). Saos-2 (insan
osteoblastik bir hiicre hatt1) hiicre hattinda yapilan transfeksiyon ¢aligmasinda ise
GAPDH referans genine gore transfekte edilen grup transfekte edilmeyen gruba
gore 3 kat daha fazla seviyede BMP-2 mRNA eksprese edildigi bildirilen ¢alisma
Rodrigues vd. (2017) tarafindan gerceklestirilmistir. Tlgili ¢alismadan elde edilen
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bulgu ile sunulan tez kapsamindaki BMP-2 mRNA goreceli ekspresyon seviyesi

birbiriyle paralel oldugu diisiiniilmektedir.

4.8 ELISA ile Transfeksiyonun Protein Diizeyinde

Degerlendirilmesi

Transfekte edilen ve transfekte edilmeyen MKH’lerdeki 48 saatin sonundaki BMP-
2 protein miktarinin analizi ELISA yontemi ile gerceklestirildi. Bu yontem ile
transfeksiyonun, ilgili plazmidin BMP-2 proteini eksprese etme kabiliyetinin
degerlendirilmesi amaclandi. 4000 pg/ml konsantrasyonunda referans Ornek
hazirlandi ve seri dilisyonu gerceklestirildi. Elde edilen veriler grafik ile
gorsellestirildi. Konsantrasyon ve optik dansiteyi 6l¢ek alan standart egri grafiginin
lineer egilim ¢izgisi olusturularak R? degeri ve grafigin denklemi hesapland.
Grafigin denkleminden 24 kuyucuklu plakadaki transfekte edilmeyen MKH’lerin
BMP-2 konsantrasyonu 123 + 1.43 pg/ml 6l¢iiliirken, transfekte edilen MKH’lerin
BMP-2 protein konsantrasyonu 180.86 £+ 0.71 pg/ml hesaplandi.

3

y =0,0007x - 0,0901
25 R2 = 0,9944

2
1,5

1

Optik Dansite

0,5

100 1100 2100 3100 4100 5100
BMP-2 Konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 4.13 Referans drnegin seri diliisyonu sonucu elde edilen standart egri grafigi

pBMP-2 plazmid ekspresyon vektorii Sino Biological firmasindan temin edilmistir.
Firmanin katalogunda da belirttigi gibi plazmid vektoriin dizisinin dogrulugu
garanti edilirken protein ifadesini garanti etmemektedir. Protein ifadesi bir¢cok
farkli etmenden etkilenmektedir. Bu nedenle, yalnizca GFP i1simasinin

gozlemlenmesi BMP-2 proteinin eksprese oldugunu kanitlamamaktadir. Ancak,
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ELISA analizi sonucunda elde edilen konsantrasyon farki BMP-2’nin basaril1 bir
sekilde eksprese oldugunu dogrulamaktadir. Sunulan bu tezle benzerlik tasiyan Sar1
ve ¢alisma grubunun (2021) gergeklestirdigi deneyde, transfeksiyon sonucu BMP-
2 proteinin 4. giindeki ifade seviyesinin 23.4 £ 2 pg/ml oldugunu ve negatif kontrol
insan MKH’lerinde ise <5.85 pg/ml oldugu raporlanmistir. Bu konsantrasyonlar
sunulan tezdekine gore diisiik olsa da anlaml1 derecede bir fark igermektedir. Farkl
hiicre gruplarinda ve farkli plazmid vektorler tasarlanarak yapilan bir diger
calismada, adipoz kaynakli MKH kullanilmistir (Hacobian vd., 2016). Sunulan
tezdeki gibi CMV promoterl1 bir ekpresyon plazmidi transfeksiyon igin
kullanildiginda adipoz kaynaklt MKH’de sunulan tezdeki konsantrasyonlara yakin
seviyeler raporlanmistir. Bir bagka calismada insan adipoz kaynakli MKH’lere
BMP-2 geni transfekte edildiginde kontrol grubunda saptanan BMP-2 ekspresyonu
yaklasik 200 pg/ml iken transfekte gruptaki BMP-2 protein seviyesi yaklasik 600
pg/ml oldugu bildirilmistir (Y. Hu vd., 2021). Ilgili ¢alismada hiicre
siipernatantindan izole edilen BMP-2 analiz edilirken sunulan tez kapsaminda hiicre
cokeltisinden BMP-2 proteinin izolasyonu gergeklestirilmistir. Farkin buradan

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

4.9 Senesens-iliskili Beta Galaktosidaz Boyamasi ile Senesensin

Belirlenmesi

Senesens, uzun siireli geri donilisiimsiiz hiicre dongiisii tutuklanmasi ile karakterize
edilen bir siirectir (Muniz vd., 2017). Kok hiicre senesensi, kok hiicrelerin
yaslanmasi veya islev kaybina yol acarak fizyolojik ve patolojik yaglanmaya neden
olmaktadir (F. Chen vd., 2023). Normal somatik hiicrelere benzer sekilde, yetiskin
MKH’ler 6miir boyunca stres faktorlerine maruz kalirlar ve bu durum, sayilarinda
yasa bagli bir azalmaya neden olarak doku homeostazi, yenilenme ve onarimin
bozulmasina yol agmaktadir. MKH nisinin yaslanmasi, spontan olarak inflamatuar
tepkilere neden olmakta ve MKH tabanli tedavinin etkisiyle interferansa sebep
olmaktadir (F. Chen vd., 2023; Lopez-Seijas vd., 2023).

Lopez-Seijas ve arkadaslarinin (2023) yaptig1 ¢alismada, senesenste olan ve
senesenste olmayan gébek kordonu MKH’ler Lipofectamine, DOTMA ve niozom

araciligiyla transfekte edilmistir. Transfeksiyon etkinligi {i¢ farkli gen aktarim
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yonteminde de senesenste olan hiicrelerde, senesente olmayan hiicrelere gére daha

diisiik oldugu raporlanmustir.

Sunulan bu tezde, MKH’lerin senesente olup olmadig1 SA-B-gal boyamast ile tespit
edildi. Boylelikle, transfeksiyon etkinligine senesensin etkisi olup olmadig:
degerlendirildi. Sekil 4.14’te 20x objektifinde aydinlik alan gdriintiisii
bulunmaktadir. SA-B-gal boyamasi sonucunda hiicreler senesente ise mavi renkte
goziikmekte eger senesente degillerse boyanmamaktadir. Literatiirdeki SA-B-gal
aktivitesi pozitif olan 6rneklerle; IMR-90 hiicrelerinde gerceklestirilen SA-B-gal
boyamasi goriintiisit (Neri vd., 2021), A549 akciger kanseri hiicre hattinda
gerceklestirilen SA-B-gal boyamasi (Dutta vd., 2020) ve insan diiz kas hiicrelerinde
gerceklestirilen boyama analizi sonucu (Krzystyniak vd., 2023) karsilastirildiginda
Sekil 14.4’te gorlinen hiicrelerin higbirinin maviye boyanmadigi ve senesens-

iligkili beta galaktosidaz aktivitesi gostermedigi goriilmektedir.

(2 (h) )

Sekil 4.14 Transfeksiyon deneyleri siiresince yapilan SA-B-gal boyamasi

Hiicreler transfekte edilmek tizere 24 kuyucuklu plakaya geg¢irildiginde uygulanan,

yani birinci glin, SA-B-gal boyamasinin sonucu Sekil 4.14 (a)’da goriilmektedir.
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Sekil 4.14 (b)-(i) transfeksiyon g¢alismalarimin yiritildigi kuyucuklarin 72 saat
sonunda, yani {i¢iincii giin, boyanmasi ile elde edilmistir. Transfeksiyonun negatif
kontrolii Sekil 4.14 (b)’de, plazmidin tasiyicisiz aktarimi Sekil 4.14 (c)’de,
Turbofect ile transfeksiyon Sekil 4.14 (¢)’de ve 10-50 pl ODA-NP-2 ile aktarilan
pPBMP-2’nin sirastyla Sekil 4.14 (d)-(i)’de gosterilmektedir. Seklin biitiiniinde mavi
boyaya rastlanmamaktadir. Bu, hiicrelerin senesens-iliskili beta galaktosidaz
aktivitesi gostermedigini belirtmektedir. EK olarak, transfeksiyonun da senesensi

tetiklemedigi yoniinde yorumlanabilir.
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