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OZET

STEARAMID BAZLI NANOPARTIKUL SiISTEMLERIN HAZIRLANMASI VE
FIBROBLAST HUCRELERINE IN VITRO GEN TRANSFEKSIYONUNDA
KULLANILMASI

Funda ALKAN

Molekdiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Dog. Dr. Nelisa TURKOGLU
Es Danisman: Dog. Dr. Murat DEMIRBILEK

Uyarilmis pluripotent kok hicreler (UPKH); hastalik modellemesi, ila¢ taramasi gibi
amaclarla rejeneratif tipta kullanilmak lzere diger kék hiicrelere alternatif olarak tercih
edilmektedir. Otolog somatik hiicrelerden UPK hiicreleri elde edilirken dnceki literattr
calismalari incelendiginde daha ¢ok viral vektorlerin kullanildigi gézlemlenmektedir.
Viral vektorlerin kullanimiyla elde edilen UPK hicrelerinin klinikte kullanimi immiin
cevap problemleri ve timor olusma riskleri sebebi ile sinirh kalmaktadir. Yeniden
programlama teknolojisindeki gelismeler sayesinde viral vektorler yerine kullanilabilen
non viral vektor sistemleri gelistirilmesi mumkiin olacaktir. Bizim bu c¢alismada
amacimiz UPK hicrelerinin elde edilmesi icin viral olmayan bir vektor sisteminin
gelistirilmesi ve transfeksiyon calismalarinda verimli bir sekilde kullanilmasi amaciyla
Ozelliklerinin optimize edilmesidir.

Bu calismada kati lipid nanopartikil sinifina dahil katyonik stearamid setilpridinyum
klorid lipid nanopartikiller (SSLN) c¢o6ziici diflizyon yontemiyle hazirlanmistir.
Sentezlenen nanopartikil sistemi; yesil floresan proteini (GFP), Oct3/4, Sox2, KIf4 ve v-
Myc genlerini kodlayan plazmidin fibroblast hiicrelerine aktarilmasi icin kullanilacaktir.
Plazmid-stearamid nanopartikil kompleksinin disiik sitotoksisite gostermesi ve
makrofaj alimini engelleyecek boyutta olabilmesi icin zeta potansiyeli ve partikil
boyutu Uzerine optimizasyon calismalari yapilmistir. Plazmid stearamid nanopartikdl

Xii



kompleksinin sitotoksisite c¢alismalari L929 fare fibroblast hlcre hatti lzerinde
yapilmistir. Daha sonra plazmid stearamid nanopartikiil kompleksi kullanilarak
fibroblast hiicrelerinin transfeksiyonu gerceklestirilmis ve transfeksiyon verimi floresan
atacmanh inverted mikroskopu ile 4 gin boyunca GFP ekspresyonunun takip
edilmesiyle belirlenmistir.

UPK hicre belirtecleri arasinda yer alan Oct3/4, Sox2, KIf4 ve v-Myc genlerinin
ekspresyonu RT-gPCR ile belirlenmistir. Elde edilen kdk hiicreler diyabette yara
iyilesmesi, kardiyolojik hastaliklar, sinir doku muhendisligi gibi biyomihendislik ve tip
alanlarinda karsilasilan ciddi problemlere ¢6zim olabilecektir.

Anahtar Kelimeler: yeniden programlanmis hiicreler, kdk hticre, katyonik nanopartikiil,
stearamid

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI FEN BiLIMLERi ENSTITUSU
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ABSTRACT

PREPARATION OF STEARAMIDE-BASED NANOPARTICLE SYSTEMS AND
USING IN VITRO GENE TRANSFECTION OF FIBROBLAST CELLS

Funda ALKAN

Department of Molecular Biology and Genetic

MSc. Thesis

Adviser: Assoc. Prof. Nelisa Turkoglu

Co-Adviser: Assoc. Prof. Murat DEMIRBILEK

Induced pluripotent stem cells (IPSC) are preferred as an alternative source in
regenerative medicine, disease modeling and drug screening thanks to their unique
properties compared to other stem cells. As seen from the previous studies in the
literature, most of the vector systems used for transfection of somatic cells to obtain
IPSC are viral-based. The application of IPSC derived via viral vector systems, are
limited due to immune response and tumor formation.

The aim of this study is to develop a non viral vector system for transfection of
Yamanaka factors and to obtain IPSC. In this study, SLNP synthesis conditons in order
to obtain high transfection efficacy were studied.

In this study, cationic stearamide cetylpyridium chloride lipid nanoparticles (SCLN)
which are in solid lipid nanoparticle class are prepared via solvent diffusion method.
The obtained NP system is going to be used for the delivery of plasmid encoding
Oct3/4, Sox2, KIf4, v-Myc and GFP to fibroblast cell line. Optimization studies on zeta
potential and particle size have been performed in order to achieve low cytotoxicity
and to eliminate macrophage clearance. Cytotoxicity studies for the
plasmid/stearamide nanoparticle conjugate have been performed via L929 cell line.
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Later, transfection of fibroblast cells has been carried out by using plasmid stearamide
nanoparticle complex and the transfection efficiency was observed by following GFP
expression with the inverted fluorescent microscope for 4 days.

The expression of the Oct3 / 4, Sox2, KIf4 and v-Myc genes which are IPS cell markers
were determined by RT-gPCR. The stem cells are promisind cells and seem as a
solution for serious problems encountered in medical fields and bioengineering such as
wound healing in diabetes, cardiological diseases and nerve-tissue engineering.

Keywords: reprogrammed cells, stem cell, cationic nanoparticle, stearamide

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Glinimizde bircok hastaligin tedavisi icin kok hicrelerin kullanimi oldukca umut vaat edicidir.
Otolog somatik hiicrelerin yeniden programlanmasi ile elde edilen kok hiicrelerin tedavi amagli
kullanimi, klinik uygulamalarda hastada immin yanit olusturmamasi ile blyik avantaj
saglamaktadir. Laboratuvar ortaminda somatik hiicrelerin yeniden programlanmasiyla elde
edilen uyariimis pluripotent kok hicrelerin bu amacla kullaniimasi oldukca poplilerdir. Clnkdi,
aktarilan genlerle hiicreler kazandigi ozellik sayesinde, hemen hemen bircok somatik hiicre

tlirtine donusebilme yetenegine sahip olmaktadir.

UPK hiicrelerin elde edilmesi icin gen tasiyicisi olarak viral ve non viral vektorlerden
yararlanilmaktadir. En sik uygulanan viral vektorler Adeno-assosiye virls, retroviris,
adenovirlis ve herpesviris vektorleridir.  Viral vektorlerin imminojenik cevap
olusturmasi, distk yikleme kapasitesi, bliylk oOlgekli Gretim ve kalite kontroll gibi
dezavantajlari, gen tasinimi uygulamalarinda kullanimini  sinirlamistir. Non viral
vektorlerin ise transfeksiyon verimliligi ve gen ekspresyon seviyeleri, viral vektorlere
oranla disuktir. Ancak sentez kolayligi, hiicre/doku hedefleme, diisik immunojenite
ve blyilk 6lcekli Gretim kolayligi gibi bircok avantaji vardir. Son yillarda, gelisen vektor
teknolojisiyle birlikte transfeksiyon verimliligi viral vektorlere benzer olan nonviral

vektorler Gretilmistir [1], [2].

Viral olmayan gen tasinmasina yonelik iki temel yaklasim, nikleik asitlerin katyonik
lipidler (lipopleksler) veya katyonik polimerler (polipeksler) ile kombinasyonunu igerir.

Polikatyonik vektoérler, hedef dokuya terapotik ajanlarin/genetik materyallerin



ulastirilmasinda vazgecilmezdir. Katyonik polimerler, elektrostatik etkilesimler
sayesinde negatif yukli plazmid DNA’yla biraraya gelerek konjugat olusturur. Bu
yetenekleri sayesinde katyonik polimerler viral olmayan vektorler arasinda gittikce
daha popiler hale gelmistir. Dahasi pozitif yikli bu polimerler, DNA'yi enzimatik
bozulmadan korurlar, DNA'yli nanopartikiillere yogunlastirarak transfeksiyonu

kolaylastirirlar ve hiicre alimini ve endolizozomal kagisini kolaylastirirlar [3].

Nanopartikiiller (NP) kati koloidal parcaciklardir. Hazirlama islemine bagl olarak
nanokiire ve nanokapsiil yapisinda iki tiir nanopartikil UGretilir. Nanokireler etken
maddenin ylzeye dagitildigi veya adsorbe edildigi monolitik bir yapiya sahiptir.
Nanokapsiiller ise etken madde cekirdege gomuli veya membran duvar yapisinin dis
ylzeylerine emdirilmis sekildedir [2], [4]. Bunlara ek olarak gelistirilen kati lipid
nanopartikiller ise fizyolojik olarak iyi tolere edilebilen bilesiklerden olusur, blylk
Olglide kolayca duretilebilir, dondurarak kurutma ve saklama olanagina sahiptirler.
Sterilize edilebilirler ve intravenoz olarak enjekte edildiklerinde duslik sitotoksisite
gosterirler. Kati lipid nanopartikiller mikrovaskiler sisteme gecebilecek ve makrofaj
alimini engelleyecek kadar kiguktlr. Partikillerin yizeylerine ligandlar eklenerek veya

manyetik yonlendirme kullanilarak istenilen bolgeye hedefleme de miimkindur [5].

Pozitif yukli nanopartikiller ise elektrostatik etkilesimlerle negatif yikli DNA’yla
biraraya gelerek etkilesir ve kompleks bir yapi olusturur. Ayrica yiksek zeta
potansiyeline sahip nanopartikiil sistemlerinde, elektriksel itme nedeniyle, partikdl
agregasyonunun meydana gelme ihtimali de daha azdir [3], [6], [7]. Nanopartikillerin
ylzey yulki, biyolojik cevre ile olan etkilesimini ve biyoaktif bilesiklerle olan
elektrostatik etkilesimini belirlemesinden 6tirli cok onemlidir. Koloidal stabilite,
nanopartikillerin zeta potansiyeli ile analiz edilir. Partikillerin boyutunu, zeta
potansiyelini bulmak icin Zetasizer cihazi kullanilacaktir. Zetasizer cihazi, belirli bir
potansiyel altinda hareketi saglanan tanelerin hizini belirleyerek zeta potansiyelini
hesaplamaktadir. Zeta potansiyelinin 6lciimi, kolloidal dispersiyonun depolama
kararhligi hakkinda o6ngoriler saglar. Kararlihgr saglamak ve parcaciklari bir araya
getirmekten kaginmak igin, pozitif veya negatif yiksek zeta potansiyel degerlerine
ulasilmalidir. Zeta potansyeliyle partikiiller arasi itme- ¢cekme kuvveti belirlenir.
Nanopartikiillerin zeta potansiyeli genellikle nanopartikillerin ylizey yuk 6zelliklerini
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karakterize etmek icin kullanilir. Partikillerin elektriksel potansiyellerini ifade eder ve
partikillerin kompozisyonundan ve disperse edildigi ortamdan etkilenir. Hicresel
membranlar ¢ogunlukla negatif yUkli oldugundan katyonik olan nanopartikiiller
membranlardan ge¢me egilimindedir. Partikil ylzeyinin yikiu hedeflendirme ve
klerens agisindan da oldukca dnemli bir role sahiptir. Genel olarak negatif ytkli olan
nanopartikll ylzeylerine opsoninler kolaylikla adsorbe olur ve bu partikillerin gok
blyik bir kismi retikiiloendotelyal sistem makrofajlari tarafindan kan dolasimindan
hizla uzaklastirilir. Bu sebeple calismada sentezlenecek stearamid nanopartikiillerin
zeta potansiyeli +30mV’u gegcmeyecek sekilde pozitif yukli olmasina dikkat edilecektir.
Daha 0One yapilan ¢alismalarda, hazirlanan nanopartikillerin pozitif yiklenmesi igin
katyonik sirfektantlardan cetyltrimethylammonium bromir; N,N-di-(b-steaorylethyl)-
N,N-dimethylammonium kloriir [8], polimerlerden kitosan [9] kullanilmistir.
Nanopartikiillerin hidrofobitesi biyouyumlulugu belirleyen o6nemli bir faktordir.
Nanopartikiiller intravendz olarak verildiklerinde vicuttaki bagisiklik sistemleri
tarafindan kolaylikla fark edilirler ve dolasimdan temizlenirler. Nanopartikillerin
biydkligiunin yani sira ylizey hidrofobisitesi adsorbe edilen kan bilesenlerinin,
¢ogunlukla proteinler (opsoninler) miktarini belirler. Bunlar nanopartikiillerin in vivo
kaderini belirler [3]. Bu opsoninlerin, nanopartikillerin ylizeyine baglanmasi,
opsonizasyon olarak adlandirihir. Nanopartikil ve fagosit arasinda bir kopri gorevi
gorir. NP’ler kan dolasimindan c¢ikarildiginda 6zellikle karaciger, dalak, akciger ve
kemik iligi gibi monontikleer fagositler sistemi (MPS) organlarindan birinde tutulur.
Ciplak nanopartikillerin, MPS organlarindaki sekrestrasyonu cok hizli, tipik olarak
birkac dakika civarindadir ve genellikle karaciger ve dalakta yogunlasir. Dolayisiyla, kan
proteinlerinin nanopartilillerle etkilesiminin niteliksel ve niceliksel olarak anlasilmasi
icin, yizey modifikasyonu ile sirkiilasyon siresi uzun nanopartikiillerin tasarlanmasi
gerekir. Biyolojik olarak parcalanabilir ve uzun polimerik nanopartillllerin ylizey

modifikasyonu ile saglanabilir [3].

Pluripotent kok hiicreler temel olarak insan embriyo (embriyonik kdk hiicreler) ya da
birincil indiklenen somatik hiicreler (uyarilmis pluripoten kdk hicreler)’den koken
alabilir. Uyarilmis pluripoten kok hiicre (UPKH)ler insan ya da hayvan somatik

hlcrelerinin genetik olarak yeniden programlanmasiyla elde edilen yeni tip kok
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hicrelerdir. Uyarilmis pluripoten kok hiicrelerin ilk olarak 2006 yilinda Takahashi ve
ark.’nin [10] Oct4 , Sox2 , KIf4 , and c—Myc genlerini somatik hiicrelere aktarmasi ve
ekpresyonlarinin saglanmasi temelinde hicrelerin yeniden programlanmasiyla elde
edilmis ve daha sonra bu hiicrelerin primer hiicre tabakalari (ektoderm, mezoderm ve
endoderm)’a donusebildigi ve diger hicreler ile uyumlu olarak islev gosterdikleri
gorilmastir. Embriyonik hicrelerin sahip oldugu alici verici hiicreler arasinda
olusabilen immiinolojik cevap ve etik problemlere karsin, uyariimis pluripoten hiicreler
in vitro kiltur ortamlarinda hizlica gelisebilen ve herhangi bir hiicre tipine direk olarak
donustirebilme 6zellikleri ile rejeneratif tipta kullanimi agisindan essiz potansiyellere
sahiptir. Uyarilmis pluripoten hiicreler hiicre terapisi kapsaminda klinik olarak ¢ok yeni
arastirmalara ve uygulamalara oncliliik etmektedir, bu kapsamda uyarilmis pluripotent
hiicrelerin retina pigment epitel hiicrelerine, A9 dopaminerjik néron hicrelerine,
pankreatik B-islet hiicrelerine ve kalp kas hticrelerine donistirilmesine yonelik klinik
faz ¢alismalari devam etmektedir. Bu arastirmalara ek olarak yaslanma-iliskili makdler
dejenerasyon, tip | diyabet, kalp krizi ve Parkinson hastaliklarinin tedavisinde uyarilmis
pluripoten hiicrelerin kullanimi konusunda bircok yeni arastirma devam etmektedir

[11].

1.2 Tezin Amaci

Bu tez calismasinin amaci pozitif yikii 20mV’un (zerininde, NP boyutu 150-200nm
araliginda olan, daha 6nceki literatiir ¢alismalari incelendiginde hig¢ kullanilmamis olan
stearamid bazli katyonik nanopartikiller Gretmektir. Elde edilen NP ile somatik
hicrelerden uyarilmis pluripotent kék hiicresi elde edilmesi amaci ile Oct3/4, Sox2, KIf4
genlerini kodlayan Piggybac human 4-in 1 vektdér L929 fibroblast hiicrelerine

aktarilacaktir.

1.3 Hipotez

Yapilan literatlir taramalarinda stearamid-bazli nanopartikillere rastlanmamistir ve bu
calismada stearamid nanopartikiller ¢ozicli difizyon yontemi ile Uretilecektir.
Piggybac human 4-in 1 vektor-stearamid nanopartikil konjugati ile saghkli bag doku

hicrelerine gen transferi yapilacaktir. Gen transferi sonucunda yeniden
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programlamlanmis pluripotent kok hiicreler elde edilecektir. Elde edilen kok hiicreler
diyabette yara iyilesmesi, kardiyolojik hastaliklar, sinir doku muhendisligi gibi

biyomihendislik ve tip alanlarinda karsilasilan ciddi problemlere ¢6ziim olabilecektir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1 Gen Aktarimi

Ciplak DNA, nikleazlar tarafindan sindirilme ve hepatik alim klerensi (karaciger
tarafindan kan plazmasinda bulunan yabanci bir maddenin arindirilmasi) nedeniyle
intravendz (damarici) uygulamadan sonra hizla elimine olur. Bundan dolay! optimize
DNA tasiyicl sistemler gelistirilmistir [12]. Gen terapisi ilk olarak kalitsal tek gen
hastaliklari i¢in bir tedavi olarak duslinGImistir. Buglin; kanser[13], kardiyovaskiiler
hastaliklar[14], nérodejeneratif bozukluklar[15] ve bulasici hastaliklar[16] gibi sonradan
kazanilmis hastaliklarda gen terapisi ¢alismalari yapilmaktadir. Bu amacgla gelistirilen
vektor siniflarinin her biri, uygulamalar icin bir dizi farkli 6zellik ile karakterize edilerek
uygun hale getirilir. Gen tasiyici sistemler genel olarak viral vektorler ve non viral

vektorler olarak iki grupta incelenmektedir [17].

2.1.1 Viral Vektorler

Viral vektorler bes ana sinifta incelenmektedir ve bu vektorler, genomlarinin konak
hiicre kromatini ile bitlinlesip kromozoma entegre olmasina (onkoretrovirisler ve
lentivirGsler) veya hiicre cekirdeginde baskin olarak ekstrakromozomal epizomlar
olarak kalmasina (AAV'ler, adenovirisler ve herpes virisleri) gore iki grupta kategorize
edilebilir. Bu ayrim, her bir vektorin belirli uygulamalar igin uygunlugunun énemli bir

belirleyicisidir; entegre olmayan vektorler, belirli kosullar altinda, prolifere olmayan



hiicrelerdeki kalici transgen ekspresyonuna aracilik edebilir, fakat entegre vektorler,
bolinen hicrelerde stabil genetik degisimin muhafaza edilmesi gerektiginde tercih

edilen araclardir [17].

2.1.1.1 Retrovirisler

Onkoretroviris vektorleri, bugline kadar klinik ¢calismalarda en yaygin kullanilan ve viral
vektor sistemlerin gelistirilen ilk sinifidir. Cogunlukla, farkhlasabilen hematopoetik kok
hicrelerin ex vivo transdiiksiyonu igin tercih edilen vektorler olmustur. Retroviral
vektorlerin 6nemli bir sinirlamasi, kas, beyin, akciger ve karaciger dokusunu olusturan
hiicreler gibi bélinmeyen hiicreleri enfekte edememesidir. Eger nikleer membran
bozulursa hiicre cekirdegine erisebilmektedirler. Bu nedenle sadece boéliinen hiicreleri

transdiikte edebilirler [18].

2.1.1.2 Lentivirusler

LentivirUsler, retrovirlis ailesine aittir, ancak hem boéliinen hem de bélinmeyen
hicreleri enfekte edebilirler. En ¢ok bilinen lentiviriis insan immun yetmezligi (HIV) dir.
Devre disi birakilarak in vivo gen transferi icin bir vektor olarak gelistirilmistir.
inflamasyonun yoklugunda uzun sireli gen ekspresyonu olusturan merkezi sinir
sistemine (MSS) gen iletimi icin etkili araclar olduklari kanitlanmistir. Parkinson

hastaliginin hayvan modellerinde de terapétik etkinlikleri gosterilmistir [19].

2.1.1.3 Adenovirusler

Adenovirlsler hem bolinen hem de bdélinmeyen hiicreleri enfekte edebilen ve
insanlarda iyi huylu solunum yolu enfeksiyonlarina neden olabilen bir DNA virUsleri
ailesidir. Genomlari bir diizineden fazla gen icerir ve genellikle konak¢i DNA'ya entegre
olmazlar. Bunun yerine, konakgi hiicrenin cekirdeginde epizomal (ekstrakromozomal)

komponentler olarak ¢ogaltilirlar [20].

Adenoviris vektorleri, genetik yikind hlicre cekirdegine iletmek acisindan, vektorin
en etkili sinifidir ve adenoviriis vektorlerinin dogrudan enjeksiyonu, ¢ogu dokuyu
verimli bir sekilde transdiiksiyona tabi tutabilir. immiinojenik adenoviriis vektérleri,
gecici transgen ekspresyonunun avantajli oldugu vaskiiler ve koroner arter hastaliginin
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tedavisinde, hiicresel toksisite ve imminojenisitesinin antitimor etkilerini artirabilmesi

nedeniyle kanser tedavisinde yer bulmaktadir [21], [22].

2.1.1.4 Adeno iliskili Viral Vektérler

Adeno iliskili virlis (AAV), basit, patojenik olmayan, tek iplik¢ikli bir DNA virtisudar.
Rekombinant AAV vektorleri (rAAV), cogalmayan dokularda glivenli uzun sireli gen
transferi ve ekspresyonu icin en umut verici vektor sistemlerinden biridir. AAV, yabani
tip virlsln insan hastaligina neden oldugu hicbir zaman gosterilmedigi icin gen terapisi
icin gelistirilmis virUsler arasinda egssizdir. Vektoriin kigik boyutu ve basitligi, akut
enflamatuar yanitlari veya toksik yan etkileri ortaya ¢ikarmadan sistemik olarak yuiksek
dozlarda uygulanmasini mimkin kilmaktadir. Kistik fibroz, kas distrofisi ve birkac
merkezi sinir sistemi hastaliklarinda karaciger yonelimli gen transferi ile tedavi

gelistirmek igin klinik ¢alismalar yurutilmektedir [23], [24].

2.1.1.5 Herpes Virisleri (HSV-1)

Ekzojen DNA'nin vektér genomuna dahil edilmesi igin gerekli mevcut alan, spesifik
terap6tik uygulamalar icin vektor secimini etkileyen bir etmendir. HSV-1, gen transferi
icin gelistirilmekte olan tim virlslerin en bliyigli ve en karmasigidir ve bu vektorin
onemli bir 6zelligi, yabanci DNA'nin blyik parcalarini tasima kapasitesidir. HSV-1,
duyusal noéronlarda 6mir boyu sireklilik olusturabilen ve sinir sistemi hcrelerini
enfekte eden bir virlistir. Bu dogal yonelim, noropatolojik bozukluklari replikasyon-
kusurlu HSV-1 vektorlerinin en umut verici uygulamalarindan biri haline getirmistir

[25].

Viral vektorler yiksek gen transfeksiyon verimliligine sahiptir, ancak viral
elementlerinin eklemeli mutageneze sebep olmasi, immiinolojik yanit olusturmasi ve
sistemik olarak verildiklerinde birden ¢ok organda bir¢ok farkli hiicre tipi tarafindan
istenmeyen vektor tutulmasina sebep olduklari daha az tercih edilir olmustur. Bu
sinirlamalar ve nanoteknoloji alanindaki paralel ilerlemeler, cesitli nanopartikil-DNA

dagitim sistemlerinin gelismesine yol agmistir [26].



2.1.2 Non Viral Vektorler

Nonviral vektorler, kullanim kolayligi, genis Olcekli Giretim kolayligi ve immin bagisiklik
yanit olusturmamasi gibi avantajlara sahiptir. Non viral vektor sistemlerinde ciplak
DNA’y1 elektroporasyon ve gen tabancasi gibi fiziksel bir yontemle (Sekil 2.1) ya da

katyonik polimer ve lipit gibi bir kimyasal tasiyici tarafindan tasimak miumkindar [27].

Lokal Enjeksiyon
Ultrasomkasvon%?

Sekil 2.1 Gen tasima amach kullanilan fiziksel yétemler

||
= QGenTabancam

Gen transferinde en 6nemli ve en zor olan sorun tasimadir. Sistemik uygulama
sonrasinda transfer, retikiiloendotelyal sistemden (RES) kaginmakla kalmayip ayni
zamanda hedef hicrelerin sitoplazmasina veya c¢ekirdegine gelmeden o6nce birkag

engeli asmasi gerekir [28].

Viral olmayan vektorler genellikle katyoniktir ve negatif ylikli DNA ile elektrostatik
etkilesim olustururlar. Bunlar arasinda katyonik polimerler, katyonik peptitler ve
katyonik lipozomlar bulunur. Viral olmayan vektorler viral olanlardan daha az etkili
olmasina ragmen, givenlik, basitlik ve yiksek gen tasima kabiliyeti avantajlarina

sahiptir.



Kimyasal
tastyicilar
I I I
Vezikiler Partikiler
Sistemler Emdlsiyonlar Sistemler
I I I I I I
Lipozomlar Transferozomlar| Mikro Nano Mikro/Nano Mikro/Nano
emdilsiyonlar emilsiyonlar kapstller Partikiller

Sekil 2.2 Kimyasal tastyicilarin sematik gosterimi

Yiksek seviyeli gen ifadesi ve fonksiyonel tasimayi saglamak icin yeni kimyasal
tasiyicilar tasarlanmustir. Lipidler ve polimerler bu amacgla gen transferinde esas olarak

kullanilmaktadir. Bu tasiyicilar;

**DNA'y1 nikleazlardan ve diger kan bilesenlerinden korumak icin DNA ile
yogunlastiriimis kompleksler olusturabilirler,

+«»*Belirli hiicre tiplerine ulastirmayi hedeflemek icin tasarlanabilirler,

+*DNA'nIn sitosol veya ¢ekirdege tasinmasini arttirmak igin tasarlanabilirler,

+»+*Sitoplazmada DNA'dan ayrilmak icin tasarlanabilirler,

+»*»Surekli veya kontrolll bir ifade elde etmek icin dokuda DNA salimini gerceklestirmek

Uzere tasarlanabilirler [27] [29].

2.2 Gen Tagityicisi Olarak Nanopartikiiler Sistemler

Nanopartikiiller, makromolekiiler bilesenlerden olusan, <lum boyutlarinda kati
kolloidal partikiller olarak ilk kez 1970’lerde tanimlanmistir [30]. Glniimuize kadar
kaydedilen ilerlemeler ve gelisen teknolojiyle birlikte nanopartikiil sistemeri ilag ve gen

aktariminda tagsiyici sistemler olarak kullanilmaya baslanmistir.
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Katyonik lipid ve polimerik nanopartikiller viral aracili sistemlere alternatif olarak
gelistirilmistir. Bu yapilar sahip olduklari yik nedeniyle negatif yiiklii DNA ile etkilesim
olusturarak hizli bir sekilde kompleks yapi olusturma egilimindedirler. Lipid ve
polimerik  nanopartikillerin ~ ylzey yiki  yogunluklari, hidrofobisiteleri ve
stokiyometrileri Uretim sirasinda vyapilan maniptlasyonlarla degistirilerek DNA
baglanma kapasitesi, Hicrelerin hedeflenmesi ve DNA’nin hiicreye girisi

arttirilabilmektedir [31].

2.2.1 Polimerik Nanopartikiiller

Gen aktarimi ve ila¢g tasinmasinda kullanilmak Uzere gelistirilen polimerik
nanopartikiller  biyobozunur  ve biyobozunmaz polimerler  kullanilarak
sentezlenmektedir. Polimerik nanopartikiiller, uygulamanin ihtiyaglarina ve
kapsillenecek etken madde tipine gore cesitli yontemler kullanilarak
sentezlenmektedir. Bu nanopargaciklar, nanotip gelistirmek amaciyla gesitli kullanish
biyoaktif molekillerin ve tibbi ilaglarin nanokapsilasyonu igin yaygin olarak
kullanilmaktadir. Biyolojik olarak parcalanabilir polimerik nanopartikiller, gésterdikleri
vaatler nedeniyle etken madde tasima sistemlerinde son derece tercih edilir [32]. Bu
gibi nanoparcaciklar doku ve hiicrelerle kontrolli / surduriulebilir salinim 6zelligi,

hiicreici boyut ve biyouyumluluk gésterir. Bunun disinda bu nanopartikiiller;
e kan icerisinde stabildir,

o toksik 6zellik gostermez,

e non-trombojenik ve non-immiinojeniktir,

e iltihaplanmaya neden olmaz,

e notrofilleri aktive etmez,

e biyolojik olarak parcalanabilir,

o retikiloendotelial sistemden kaginir,

e ilaclar, proteinler, peptidler veya niikleik asitler gibi cesitli molekiillere uygulanabilir

[33].
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Polimerik nanopartikiller genellikle polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA) ya da
bunlarin kopolimeri olan poli(d,|-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) gibi biyobozunur ve

biyouyumlu polimerlerden Uretilir [34].

Hazirlama yontemine bagh olarak, enkapsiile edilmis terapotik ajanin farkh 6zellikler ve

farkl salim karakteristikleri sergiledigi nanokireler veya nanokapsuller elde edilir.

Nanokapsiiller vezikiler sistemlerdir, aktif madde bir kaviteye hapsedilir ve bir polimer
membran ile gevrelenir, nanokireler ise matriks sistemlerdir burada aktif madde
fiziksel olarak ve uniform olarak disperse edilmistir [4], [33]. Nanokiire ve nanokapsiil

yapisi Sekil 2.3’te gosterildigi gibidir [4].

MNanokire Nanokapsl

Polimerik kabuk+Yagh veya

Polimerik matriks B
sulu gévde

Polimerik zincir

llag molekdld .

Sekil 2.3 Nanokire ve nanokapsil yapisinin sematik gosterimi

2.2.1.1 Biyobozunur Polimerler

Hem sentetik polimerler hem de biyolojik olarak tiretilen (veya dogal) polimerler,
biyolojik olarak bozunabilir polimerik biyomalzemeler olarak genis capta arastirilmistir.
Biyolik olarak pargalanabilir polimerler in vivo kosullarda enzimatik, hidrolitik veya her
iki yolla da parcalanarak toksik olmayan maddeler olusturur. Biyoparcalanabilir

polimerler

» yuksek biyoyararlanim
» daha iyi enkapstlasyon etkinligi,

»etkin madde saliminin kontrolliine imkan saglamasi,
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»etkin madde yan etkilerinin/toksik etkilerinin azaltilmasi
» biyolojik sistemlerle uyumlu
»biyolojik sistemden pargalanarak uzaklastiriimasi gibi Ustiin 6zelliklerinden dolayi

taslyici sistemler olarak nanopartikil Gretiminde sikhkla kullanilmaktadirlar [35].

Etken madde tasinmasi amaciyla bovin serum alblimin (BSA), insan serum albimin
(HSA), kollajen, jelatin ve hemoglobin gibi dogal biyoparcalanabilen polimerler ile
cahsilmistir. Bu dogal polimerlerin kullanimi pahali olmalari ve duasik safliklar
nedeniyle sinirhdir. Bazi etken madde yikli cihazlarin hazirlanmasinda kullanilan
sentetik biyoparcalanabilir polimerler; poli(amitler), poli(amino asitler), poli(alkil-a-
siyano akrilatlar), poli(esterler), poli(ortoesterler), poli(iretanlar), ve

poli(akrilamitler)’dir [36].

Sentetik Polimerler

ePoliesterler: Poli(hidroksi bitirat), poli(laktik asit), poli(glikolik asit), poli(laktik-ko-
glikolik asit), poli(-kaprolakton), poli(-malik asit)

ePoliamidler: Poli(amino asitler), poli(imino karbonatlar)

ePolianhidritler: Poli[bis(p-karboksifenoksi propan-ko-sebasik asit)], poli(yag asidi

dimer-kosebasik asit)
eFosfor bazli Polimerler: Polifosfatlar, polifosfonatlar, polifosfazenler

eDigerleri: Poli(siyano akrilatlar), politiretanlar, poliorto esterler, poli-idropiranlar,

poliasetallar [37]

Dogal Polimerler
ePolisakkaritler: Kitosan, kitin, agaroz, dekstran, aljinat, hiyaluronik asit.

eProtein yapisinda olan polimerler: Albiimin, jelatin, kolajen [38], [39]

2.2.1.2 Biyobozunur Olmayan Polimerler

Biyolojik ortamda parcalanmayan bu polimerler hidrofil veya hidrofob yapida olurlar.

Hidrojel olarak adlandirilan hidrofil olanlar suda ¢6ziinme géstermezken sulu ortamda
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siserler. Hidrofoblar suda ¢6ziinmez ve sismezler. Polisakkarit ve akrilik bazli polimerler
gibi birgcok biyolojik olarak pargalanamayan polimer peroral dozaj sekli, transdermal

filmler ve cihazlarin Gretimi gibi genis bir uygulama alanina sahiptir [38].
*Sellloz Tirevleri: Sellloz asetat, selliloz asetat biitirat, etil sellloz.

eAkrilik Polimerler: Poli(hidroksi-etil-metakrilat), poli(hidroksietoksi-etilmetakrilat),

poli(metoksi-etil-metakrilat), poli(metakrilik asit)

eDigerleri: Polivinil pirolidon, etil vinil asetet, poloksamerler, poloksaminler [40]

2.2.1.3 Polimer Degradasyonu

Polimerik biyomalzemelerin biyolojik olarak parcalanmasi, polimerde hidrolitik olarak
veya enzimatik olarak hassas baglarin ayrilmasini icerir; polimer erozyonuna yol acar.
Parcalanma moduna bagh olarak, polimerik biyomalzemeler, hidrolitik olarak
parcalanabilir polimerlere ve enzimatik olarak pargalanabilir polimerlere ayrilabilir.

Dogal olarak olusan polimerlerin cogu enzimatik bozunuma ugrar.

Hidrolitik olarak bozunabilir polimerler, omurgalarinda hidrolitik olarak kararsiz
kimyasal baglar olan polimerlerdir. Hidrolize duyarl islevsel gruplar arasinda esterler,

ortoesterler, anhidritler, karbonatlar, amidler, liretanlar, Greler vb bulunur [41].

Enzimatik olarak bozunabilir polimerlerin in vivo bozunum hizi, enzimlerin
bulunabilirligi ve konsantrasyonuna bagh olarak implantasyon bélgesine gore énemli
derecede degisir. Bu polimerlerin kimyasal modifikasyonu da parcalanma oranlarini
onemli dlclide etkileyebilir. Dogal polimerler biyoaktivite, hiicrelere reseptdr baglama
ligandlari sunma yetenegi, hiicre tetiklemeli proteolitik bozunmaya duyarhlik ve dogal
yeniden modellenme gibi bazi dogal avantajlara sahiptir. Bu dogal polimerlerin dogal
biyoaktivitesinin kendi dezavantajlari vardir. Bunlara polimerlerin ¢coguyla iliskili glicli
bir immiinojenik yanit, arindirma ve hastalik bulasma olasiligi ile ilgili karmasikhklar

dahildir [42].

Sentetik biyomalzemeler genelde biyolojik olarak inert olup, daha ongorilebilir ve
miktardan miktara degismez Ozelliklere sahiptirler ve dogal polimerlerin

dezavantajlarindan c¢ogunun yoksun oldugu, spesifik uygulamalar icin Ozellestirilmis
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Ozellik profillerine sahip olan benzersiz avantajlara sahiptirler. Hidrolitik olarak
parcalanabilir polimerler, enzimatik olarak pargalanabilir polimerlere kiyasla minamal
bolgeden bolgeye ve hastadan-hastaya degisimleri nedeniyle genellikle implantlar
olarak tercih edilir [7], [35], [41]. Polimerlerin biyolojik olarak parcgalanabilirligini

etkileyen faktorler agsagidaki gibidir.

*Kimyasal yapi ve kompozisyon

*Fizikokimyasal faktorler (iyon degisimi, iyonik kuvvet, pH)
*Fiziksel faktorler (sekil, boyut)

*Morfoloji (amorf, yarikristal, kristal, mikroyapi)
*Degradasyon mekanizmasi (enzimatik, hidroliz, mikrobiyal)
*Molekil agirhigi dagilimi

Uretim kosullari ve sterilizasyon siireci

*Sertlestirme ve saklama kosullari

*Uygulama yolu ve etki bolgesi [41]

2.2.2 Kati Lipid Nanopartikiller (KLN)

Lipid nanopartikiller ve ozellikle katyonik kati lipid nanopartikiller, uzatilmis kan
dolasim profilleri ve blyuk olcekli Uretimi, biyo-uyumlu malzemeler olmasi ve iyi
depolama kararliliklari gibi yaygin teknolojik avantajlari nedeniyle son zamanlarda gen
tedavisi icin nonviral tasiyicilar olarak onerilen, en iyi optimize edilmis ve karakterize

edilmis taslyici sistemlerden birini temsil etmektedir [43].

Kati lipid nanopartikiller (KLN), emdlsiyonlara, lipozomlara ve polimerik
nanopartikillere alternatif bir tasiyici sistemidir. KLN, insanlarda farmasotik
uygulamalar i¢in onaylanmis olan ve intraven6z olarak enjekte edildiginde duslik
toksisite gosteren, fizyolojik olarak iyi tolere edilebilen bilesenler kullanilarak elde
edilir. Polimerik nanopartikiillere benzer sekilde, kati matriksi etken maddeyi kimyasal
bozunmaya karsi korur. Mikemmel depolama stabilitesi, herhangi bir organik ¢6zlici
kullanilmadan nispeten kolay bir Uretiminin olmasi, buharla sterilizasyon ve
liyofilizasyon olanagi ve bulyilk o6lcekli Gretimi gibi bircok avantaji vardir. Ek olarak,

KLN'nin diger bir avantaji da pargaciklarin yikinin, kompozisyon yoluyla modile
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edilebilmesi ve boylece, karsit yikli molekillerin, elektrostatik etkilesimler vasitasiyla

baglanmasina izin verilebilmesidir [44], [45].

Katyonik KLN (KKLN), yani en az bir katyonik lipit iceren KLN, gen aktarimi igin viral
olmayan vektorler olarak o©nerilmistir. KKLN'nin nikleik asitleri etkili bir sekilde
baglayabildigi, onlari DNAaz | bozulmasindan korudugu ve bunlari canli hiicrelere

tasidig1 gosterilmis ve gen tasiyicisi olarak kullaniimasi oldukga iyi kanitlanmistir [46].

2.3 Nanopartikiil Hazirlama Yéntemleri

Nanopartikillerin hazirlanmasi igin uygun yontemin seg¢imi, polimerin ve yuklenecek
olan etken maddenin fiziko kimyasal 06zelliklerine baghdir. Bu ydntemler
formiilasyonun polimerizasyon reaksiyonu gerektirmesi (Monomerlerin
polimerizasyonu) veya direkt makromolekilden/6nceden sekillendirilmis
polimerlerden elde edilmesine (Polimerlerin dispersiyonu) gore iki ana kategoride
siniflandinilabilir. Onceden olusturulmus polimerden nanopargaciklarin birincil Gretim

yontemleri asagidaki gibi siralanabilir.

2.3.1 Emiilsiyon-Coziicii Evaporasyon Yontemi

Nanopargaciklarin  hazirlanmasi igcin en sik kullanilan yontemlerden biridir.
Emdlsifikasyon — ¢dziicl evaporasyonu iki basamakta gergeklesir. Birinci adim, polimer
soliisyonunun sulu faz icersinde emiilsiyon haline getirilmesini gerektirir. ikinci adim
sirasinda polimer ¢ozicisid buharlastirihir ve nanosfer olarak polimer c¢dkelmesine
neden olur. Nano parcaciklar ultrasantrifiij ile toplanir ve stabilizatér kalintilardan veya
herhangi serbest bir etken maddeden arindirmak icin distile su ile yikanir ve saklama
icin liyofilize edilir. Bu yontemin modifikasyonu, yiiksek basing emidilsifikasyonu ve
¢Ozlici evaporasyonu yontemi olarak bilinir. Bu yontem, yliksek basin¢ altinda
homojenizasyona tabi tutulan bir emilsiyonun hazirlanmasini ve ardindan organik
¢Ozliclyld uzaklastirmak icin genel karistirma islemini icerir. Boyut; karistirma orani,
dispersiyon maddesinin tiiri ve miktari, organik ve sulu fazin viskozitesi ve sicaklik
Uzerindeki ayarlamalarla kontrol edilebilir. Bu yontemde kullanilan polimerler PLA,
PLGA, EC, sellloz asetat ftalat, Poly (¢ -kaprolakton) (PCL), Poli (B-hidroksibutirat)
(PHB)'tir [47].

16



2.3.2 Gift Emiilsiyon ve Evaporasyon Yontemi

Emilsiyon ve evaporasyon yontemi, hidrofilik etken maddelerin zayif sikismasinin
sinirlandirilmasindan muzdariptir. Dolayisiyla, hidrofilik etken madde kapsullenirken, w
/ o emilsiyonlarini olusturmak icin kuvvetli karistirma altinda organik polimer
sollisyonuna etken maddenin sulu soliisyonlarinin eklenmesini iceren ¢ift emulsiyon
teknigi kullanilir. Bu w / o emilsiyonu w / o / w emilsiyonunu olusturmak Gzere surekli
karistirilarak ikinci sulu faza eklenir. Emilsiyon daha sonra evaporasyon yoluyla
¢Ozlicinin uzaklastirilmasina tabi tutulur ve nanopartikiller ylksek hizda santrifiij
edilerek izole edilebilir. Olusan nanopatikiller, liyofilizasyondan &nce iyice
yikanmalidir.  Bu yontemde nanopartikillerin  karakterizasyonunu  etkileyen
degiskenler; dahil edilecek hidrofilik etken madde miktari, kullanilan stabilizor

konsantrasyonu, polimer konsantrasyonu ve sulu fazin hacmidir [48].

2.3.3 Salting-Out Yontemi

Salting out, su ile karisabilir bir ¢ozicinilin sulu c¢ozeltiden salting out etkisi ile
ayrilmasina dayanir. Polimer ve etken madde baslangicta ¢oziici madde icerisinde
¢Ozlinlir ve daha sonra salting out ajanlari (magnezyum klorir ve kalsiyum klorid gibi
elektrolitler veya sukroz gibi elektrolitler) ve polivinilpirolidon veya hidroksietilseliiloz
gibi bir koloidal stabilizor iceren sulu jel icerisinde emiilsiyon haline getirilir. Bu yag / su
emilsiyonu, ¢ozliciinin sulu faza difizyonunu arttirmak icin yeterli miktarda su veya
sulu ¢ozelti ile seyreltilir ve bu nanosfer olusumuna neden olur. Karistirma hizi, i¢ / dis
faz orani, organik fazdaki polimerlerin konsantrasyonu, elektrolit konsantrasyonu tipi
ve sulu fazdaki stabilizator tipi gibi cesitli Gretim parametrelerinde degisiklik yapilabilir.
Salting out yonteminde sicakhgin arttirilmasi gerekmez ve bu nedenle isiya duyarh
maddelerin islenmesi gerektiginde salting out yontemi tercih edilebilir. En blylk
dezavantaj, lipofilik ilaca 6zel uygulamalari ve nanopartikillerin genis capl yikama

adimlanidir [49].

2.3.4 Emilsiyon-Difiizyon Yontemi

Nanoparcaciklarin hazirlanmasi icin yaygin olarak kullanilan bir diger yontemdir.

Kapsiilleyici polimer, kismen suyla karisabilir bir ¢6ziict (propilen karbonat, benzil alkol
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gibi) icerisinde ¢ozindurillir ve her iki sivinin baslangigtaki termodinamik dengesini
saglamak i¢in suyla doyurulur. Ardindan, polimer-suya doymus solvent fazi, stabilizor
iceren sulu bir ¢ozelti icerisinde emiilsiyon haline getirilir ve bu emdlsiyon yag /
polimer oranina gore nanosferlerin veya nanokapsillerin olusumuna ve dis faz igin
solvent duflizyonuna yol acar. Son olarak, ¢Ozlicii kaynama noktasina gore
evaporasyon veya filtrasyon yoluyla ugurulur. Bu teknik, ylksek kapsilleme verimliligi
(genellikle %70), homojenizasyona ihtiyac duyulmamasi, yiksek tekrarlanabilirlik,
Olceklenebilme kolayligl, basitlik ve dar boyut dagilimi gibi bircok avantaj sunmaktadir.
Dezavantajlari ise, slispansiyondan elimine edilecek yiksek miktarda su olmasi ve
emdlsifikasyon esnasinda doymus sulu dis faza suda ¢ozlinir ilacin sizdirilmasidir ve

bunlar kapsilleme verimliligini distrmektedir [50].

2.3.5 (Cozicu Yer Degisimi / Coktliirme Yontemi

Solvent yer degistirmesi, bir organik ¢Ozeltiden dnceden olusturulmus bir polimerin
¢cOkeltilmesini ve sirfaktan varligi veya yoklugunda sulu ortamda organik ¢oziiclinin
difizyonunu igerir. Polimerler, etken madde veya lipofilik stirfaktan, aseton veya etanol
gibi yari polar suda karisabilir bir ¢ozlict icerisinde ¢ozindurilir. Cozelti daha sonra
manyetik karistirma altinda stabilizor iceren bir sulu ¢ozeltiye bosaltilir veya enjekte
edilir. Nanopartikdller, hizli ¢ozlicli difiizyonuyla aninda olusturulur. Solvent daha sonra
dislik basing altinda slispansiyonlardan uzaklastirilir. Organik fazin sulu faza eklenme
oranlari parcacik boyutunu etkiler. iki fazin karistirma hizi arttikca hem partikiil
boyutunda hem de etken madde tutuklugunda bir azalmanin meydana geldigi

gozlenmistir [51].

Polimerik nanopartikiller hazirlamak amaciyla kullanilan Stperkritik Sivi Teknolojisi
yonteminin en blylk avantaji ¢oktirilmis Grlinlin ¢ézicl icermemesidir. Stperkritik
sivilar genel olarak stperkritik sicakhgi (izerinde, basincin degismesine ragmen faz
degistirmeyen sivilar olarak tanimlanirlar. Stperkritik CO2 en ¢ok kullanilan stperkritik
sividir ¢inkt kritik oldugu durumlar uyumludur (Tc=31,1 °C, Pc=73.8 bar), toksik
degildir, alev almaz ve ucuzdur. Siperkritik ¢ozeltinin hizlh genlesmesi (RESS) ve
superkritik anti-¢éziici yontemi (SAS) en ¢ok kullanilan yontemlerdir. RESS

yonteminde, etkin madde ve polimer slperkritik c¢ozicide vyiksek basincta
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¢ozinduralur. RESS yodntemi, stperkritik sivilardaki sinirli ¢dzlintrliklerinden 6tirl
yuksek molekil agirlikli polimerler igin kullanilamaz. SAS yonteminde etken madde
organik ¢ozicude ¢ozinduarildikten sonra siliperkritik sivi (genellikle stperkritik CO2)
ile temasta birakilir. Organik faz sliperkritik ¢ozliclide hizla ¢ozlnir ve geriye filtre

edilebilen nanopartikiller kalir [52].

2.4 Nanopartikiil Karakterizasyonu

Nanopartikiillerin potansiyel basarilari; nanopartikilin Gretim stratejisi, fiziksel
ozellikleri, etken madde yikleme etkinlikleri, etken madde salim potansiyelleri ve en
onemlisi tasiyicinin kendisinin minimum toksik potansiyeli gibi 6nemli parametrelere

ciddi sekilde baghdir.

Nanopartikiillerin boyutlari, morfolojileri ve kimyasal icerikleri biyolojik mikro cevre ile
iliskilerini, stabilitelerini ve ekstra-intraselller dagilimlarini 6nemli sekilde etkileyerek,
nanopartikillerin birbirlerinden ¢ok farkli davraniglar sergilemesine neden olur. Bu
sebeple nanopartikiil formilasyonlari igin karakterizasyon c¢alismasi yapilmaktadir.
Partikul blyuklGgi ve dagilimi zeta potansiyel, ylzey 6zellikleri, etkin madde ylikleme

kapasitesi, etkin madde salim profili siklikla tayin edilen karakterizasyon yontemleridir.

Nanopartikiller, taramali elektron mikroskobu (SEM), iletim elektron mikroskobu
(TEM) ve atomik kuvvet mikroskopisi (AFM) gibi gelismis mikroskopik teknikler
kullanilarak genellikle boyutlari, morfolojisi ve vylizey yukleri ile karakterize
edilmektedir. Ortalama pargacik ¢api, bunlarin boyut dagilimi ve yiiki fiziksel kararlihg
ve nanoparcaciklarin in vivo dagilimini etkilemektedir. Elektron mikroskopisi teknikleri,
zehirliligini belirleyebilen polimerik nanoparcgaciklarin genel seklinin saptanmasinda ¢ok
yararlidir. Nanoparcaciklarin yizey yukl, polimer dagilminin fiziksel kararlihgini ve

yeniden dagilabilirligini ve ayrica in vivo performansini etkilemektedir [6].

2.4.1 Pargacik Boyutu

Pargacik boyutu dagilimi ve morfolojisi nanopargaciklarin karakterizasyonunun en
onemli parametreleridir. Morfoloji ve buyuklik elektron mikroskopisi ile olgalir.

Nanoparcaciklarin baslica uygulamasi ilag salinimi ve ila¢ hedeflemesidir. Pargacik

19



boyutunun etken madde salinimini etkiledigi bulunmustur. Daha kuguk pargaciklar
daha blyilik ylzey alani sunmaktadir. Sonug olarak, tizerine yiiklenen ilacin ¢ogu, hizli
etken madde salinimina yol acacak sekilde parcacik ylzeyine maruz kalacaktir. Aksine,
etken madde daha blyuk pargaciklarin iginde yavas yavas yayillmaktadir. Bir dezavantaj
olarak, daha kig¢lik parcaciklar, nanoparcacik dispersiyonunun tasinmasi ve
depolanmasi sirasinda birikim egilimindedir. Bu nedenle, nanopargaciklarin kiigtk bir
boyutu ile maksimum kararhligi arasinda bir uzlasma vardir [53]. Polimerin
parcalanmasi partikill boyutundan da etkilenebilir. Ornegin, poli (laktik-ko-glikolik
asidin) parcalanma hizinin, in vitro olarak partikiil boyutunun artmasi ile arttig
bulunmustur [54]. Pargacik boyutunun o6lgilmesinde kullanilan yaygin yoéntemler

asagidaki gibidir.

2.4.1.1 Dinamik 151k sagilmasi (DLS)

Gunlmuzde parcgacik boyutunu belirlemenin en hizli ve en yaygin yéntemi foton-
korelasyon spektroskopisi (PCS) veya dinamik isik sagiimasidir (DLS). DLS, nano ve alt
mikron araliklarindaki kolloidal slispansiyonlarda Brown nanopartikiillerinin boyutunu
belirlemek icin yaygin olarak kullaniimaktadir. Brown hareketinde kiiresel parcaciklarin
bir soliisyonuna parlayan tek renkli isik (lazer), hareketli parcaciga carptiginda dalga
boyunu degistirerek Doppler kaymasina neden olur. Bu degisiklik, parcacik blyutklGgu
ile ilgilidir. Boyut dagilimini ¢gikarmak ve partikiilin ortamdaki hareketinin bir tanimini
vermek, partikdlin difizyon katsayisini 6lgmek ve otokorelasyon fonksiyonunu

kullanmak miumkindir [55].

2.4.1.2 Tarama Elektron mikroskopisi (SEM)

Taramali elektron mikroskobu (SEM) dogrudan gorsellestirme ile morfolojik inceleme
saglamaktadir. Elektron mikroskobisine dayanan teknikler, morfolojik ve
boyutlandirma analizinde bircok avantaj saglar; Ancak, boyut dagilimi ve dagilim
ortalamalari hakkinda sinirli  bilgi saglamaktadir. SEM karakterizasyonu igin,
nanopargacik ¢ozeltisi dnce bir numune tutucunun lzerine monte edilebilen kuru bir
toz haline donustiirtilmeli ve ardindan bir plskiirtme makinesi kullanilarak altin gibi

iletken bir metal ile kaplanmalidir. Numune daha sonra odaklanmis bir elektron demeti
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yardimiyla taranir. Numunenin yiizey 6zellikleri, numune ylizeyinden yayilan sekonder
elektronlardan elde edilir. Nanopartikiller vakuma dayanabilmelidir ve elektron isini
polimerin zarar gormesine neden olabilir. SEM ile elde edilen ortalama boyut, dinamik
1stk sacilimi ile elde edilen sonuglarla kiyaslanabilmektedir. DLS ve SEM teknigi zaman
alici, masrafli ve boyut dagilimi hakkinda tamamlayici bilgiye siklikla ihtiyag

duymaktadir [55].

2.4.1.3 iletim elektron mikroskopu (TEM)

TEM, SEM'den farkli prensiplerle ¢alismakta, ancak genellikle ayni tir veriler elde
edilmektedir. TEM icin numune hazirligi, elektron gecirgenligi icin ¢ok ince olmasi
gerekliligi nedeniyle karmasik ve zaman alicidir. Nanopartikil dagilimi, destek grid veya
filmler Uzerine ¢oktirilir. Nanopartikillerin cihaz vakumuna dayanmasi ve kullanim
kolayligi saglamak icin, fosfotungstik asit veya tirevleri, uranil asetat vs. gibi bir negatif
boyama malzemesi veya plastik gomme kullanilarak nanopartikiller sabitlenir.
Alternatif bir yontem ise numuneyi vitroz buz igine gomdikten sonra sivi azot
sicakliklarina maruz birakmaktir. Numunenin ylizey 6zellikleri, bir elektron demeti, ince
bir numune yoluyla iletildiginde, numuneyi gegerken elektron demetinin numune ile

etkilesiminden elde edilmektedir [56].

2.4.1.4 Atomik kuvvet mikroskopisi (AFM)

Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) partikil boyutu 6lcimiinde ultra yiksek ¢oziintrlik
sunar ve atomik olgegin bir prob ucu kullanilarak sub-micron seviyesinde numunelerin
fiziksel olarak taranmasina dayanmaktadir. Alet, prob ucu ve numune ylizeyi arasindaki
kuvvetlere dayanarak ornegin topografik bir haritasini saglamaktadir. Numuneler,
Ozelliklerine bagl olarak genellikle kontak veya kontaksiz modda taranmaktadir.
Kontak modunda, gezici ug¢ ile numune arasindaki itme kuvveti (nanonewton
biydkliginde) sabit kalacak sekilde gezici u¢ numune (zerinde gezdirilir. Prob,
temassiz halde iletken ylizey lzerinde gezinir. AFM'nin temel avantajl, iletken olmayan
numunelerin spesifik olmayan bir sekilde gorintilenmesi, bdylece hassas biyolojik ve
polimerik nano ve mikroyapilarin goriintiilenmesine olanak saglamasidir. AFM boyut ve

boyut dagilimi igin en dogru tanimlamayi saglar ve matematiksel islem gerektirmez.
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Ayrica, AFM teknigi ile elde edilen partikil boyutu, ¢esitli biyolojik kosullarin etkisini

anlamaya yardimci olan gercek resmi saglar [56].

2.4.2 Yizey Yiikii

Nanoparcaciklarin ylizey yikinin dogasi ve yogunlugu, biyolojik cevre ile olan
etkilesimini ve biyoaktif bilesiklerle olan elektrostatik etkilesimini belirlediginden, ¢ok
onemlidir. Koloidal stabilite, nanopargaciklarin zeta potansiyeli ile analiz edilmektedir.
Bu potansiyel yizey yikiniin dolayh bir 6lcistdir. Dis Helmholtz dizlemi ile kayma
ylizeyi arasindaki potansiyel farka karsilik gelir. Zetasizer partikillerin boyutunu ve zeta
potansiyelini bulmak icin kullanilan cihazdir. Zetasizer cihazi, belirli bir potansiyel
altinda hareketi saglanan tanelerin hizini belirleyerek zeta potansiyelini
hesaplamaktadir. Zeta potansiyelinin 6l¢cimi, kolloidal dispersiyonun depolama
kararlihg hakkinda ©6ngoriler saglar. Kararliligl saglamak ve pargaciklari bir araya
getirmekten kaginmak igin, pozitif veya negatif yiiksek zeta potansiyel degerlerine
ulasiimahdir. Zeta potansiyeli ayni zamanda nanokapsiiller igerisinde kapsullenen veya
ylizey Uzerine kaplanan maddenin dogasi hakkinda bilgi saglayabilir. Zeta potansiyeliyle

partikiller arasi itme- cekme kuvveti belirlenmektedir [6].

Nanopartikiillerin zeta potansiyeli genellikle nanopartikiillerin yizey yik o6zelliklerini
karakterize etmek icin kullanilir. Partikillerin elektriksel potansiyellerini ifade eder ve

partikillerin kompozisyonundan ve disperse edildigi ortamdan etkilenmektedir.

Zeta potansiyeli -10 mV ile +10 mV arasinda degisen nanopartikiller cogunlukla nétral,
+30mV’un Ustiinde olanlar kuvvetli katyonik veya -30mV’un altinda olanlar ise kuvvetli
anyonik olarak degerlendirilirler. Hiicresel membranlar cogunlukla negatif yukli
oldugundan katyonik olan nanopartikiller membranlardan gecme egilimindedir.
Partikil ylizeyinin yiki hedeflendirme ve klerens acisindan da oldukg¢a 6nemli bir role
sahiptir. Genel olarak negatif yukli olan nanopartikiil yizeylerine opsoninler kolaylikla
adsorbe olur ve bu partikillerin ¢ok buylk bir kismi retikiiloendotelyal sistem
makrofajlari  tarafindan kan dolasimindan hizla uzaklastirihr. Pozitif yUklu
nanopartikiller ise eloktrostatik etkilesimlerle negatif yiikli DNA’yla biraraya gelerek
etkilesir ve kompleks bir yapi olusturur. Ayrica yikli partikillerde (ylksek zeta
potansiyeli), elektriksel itme nedeniyle, partikiil agregasyonunun meydana gelme
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ihtimali daha azdir. Nanopartikillerin zeta potansiyellerine bakilarak kararliliklari ve
topaklasma egilimleri elde edilebilir. Zeta potansiyeli >60 mV lizerinde ise partikillerin

cok iyi seviyede kararlidir [57].

2.4.3 Yizey Hidrofobikligi

Ylizey hidrofobikligi, hidrofobik etkilesim kromatografisi, bifazik bdlme, problarin
adsorpsiyonu, temas agisi olglimleri vb. gibi ¢esitli tekniklerle belirlenebilmektedir. Son
zamanlarda, nanoparcaciklarin yilizey analizi icin birka¢ karmasik analitik teknik
literatlirde bildirilmistir. X 1sin1 foton korelasyon spektroskopisi, nanopargaciklarin
ylzeyindeki spesifik kimyasal gruplarin tanimlanmasina izin vermektedir. NP'lerin
ylizey hidrofobisitesi, hidrofobik etkilesim kromatografisi ile dogrudan dlcilebilir. Bu
teknik, hidrofobik bir jel matrisi ile etkilesime dayali materyalleri ayiran kolon
kromatografisini icermektedir. Nanopartikil ve jel, NP uzunluklarinin ylzey
hidrofobisitesinin bir fonksiyonudur. Propil agaroz jel sabit bir faz olarak kullanilir ve
NP'lerin elisyonu fosfat tamponu kullanilarak gerceklestirilebilir. Eriyik ornekleri
toplanabilir ve optik yogunluk 400 nm'de spektrofotometrik olarak 6l¢tlmuistir. Daha

sonra jel matrisi NP'leri gikarmak igin yikanabilir [58].

2.5 Nanopartikiil Yiizey Modifikasyonlari

NP'ler intraventz olarak verildiklerinde viicuttaki bagisiklik sistemleri tarafindan
kolaylikla fark edilirler ve dolasimdan temizlenirler. NP'lerin blyliklGglinin yani sira
ylzey hidrofobisitesi adsorbe edilen kan bilesenlerinin, c¢ogunlukla proteinler
(opsoninler), miktarini belirler. Bunlar NP'lerin in vivo kaderini belirleyecektir. Bu
opsoninlerin, NP'lerin ylizeyine baglanmasi, opsonizasyon olarak adlandirilir, NP'ler ve
fagositler arasinda bir koprii gorevi gormektedir. NP’ler kan dolasimindan ¢ikarildiginda
MPS organlarindan birinde tutulur. Ciplak nanoparcaciklarin, MPS organlarindaki
sekestrasyonu cok hizli, tipik olarak birka¢ dakika civarindadir ve genellikle karaciger ve
dalakta yogunlasmaktadir. Dolayisiyla, kan proteinlerinin NP'lerle etkilesiminin
niteliksel ve niceliksel olarak anlasiimasi igin, ylizey modifikasyonu ile sirkiilasyon siresi
uzun NP'lerin tasarlanmasi gerekir. Biyolojik olarak parcalanabilir ve uzun polimerik

NP'lerin ylizey modifikasyonu esas olarak iki yontemle basarilmistir:
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» hidrofilik polimerler / sirfaktanlarla yizey kaplama;
» hidrofilik bolimler ile biyolojik olarak bozunabilir kopolimerlerin gelistirilmesi.

Yaygin olarak kullanilan ylzey kaplama malzemeleri: polietilen glikol (PEG), polietilen
oksit (PEO), poloksamer, poloksamin, polisorbat (Tween 80) ve lauril eterlerdir. Yapilan
calismalarla biyoparcalanabilir kopolimer olan PEG ile hazirlanan nanopartikillerde
yuzeydeki PEG tabakasinin opsonin uzaklastirici fonksiyonu oldugu, PEG yizeyindeki
firca yapisi ile ara yapilandirmalarin fagositozu ve kompleman aktivasyonunu azalttig

gosterilmistir [59].

2.6 Kok Hiicreler

Kok hicreler, kendini yenileme yoluyla silrdurilebilir bir yasam donglisii olan ve
farklilasma yoluyla belirli bir dokunun olgun hiicrelerini Gretme kabiliyetine sahip
hiicreler olarak tanimlanir. Kok hiicreler, erken yasam ve blylime sirasinda vicutta
bircok farkl hiicre tipine donlisme potansiyeline sahiptir. Buna ek olarak, bircok
dokuda, insan veya hayvan hala hayatta oldugu sirece, diger hicreleri ikame etmek
icin sinirsiz olarak boéliinen bir tir ic onarim sistemi olarak hizmet ederler [60]. Bir kok
hiicre bolinduglinde, her yeni hiicrenin ya bir kok hiicre olmasi ya da bir kas hiicresi,
bir kirmizi kan hicresi veya bir beyin hiicresi gibi daha 6zel bir isleve sahip baska bir

hicre tipi olma potansiyeli vardir (Sekil 2.4).

Kok hicrelerin belli uyaranlar altinda farkli dokulardaki hiicrelere dénisebilme
yetenegine “Plastisite” ya da “Diferansiyasyon” denir. Hicreler arasi iletisimler
sonucunda kok hiicreler belirli bir amaca yonelik olarak biytime faktorleri, farklilasma
faktorleri ve sitokinler yardimiyla olgunlasma ve uzmanlasma siirecine girmektedir
[61]. Bircok degisimin gerceklestigi bu sirece farklilasma denir. Kendini yenileme (Self
renewal) Ozelligine sahip kok hiicreler farklilasma oOncesi sirekli boélinerek mevcut
sayilarini artirma egilimindedirler. Kok hiicrelerde asimetrik ve simetrik olmak tzere iki

farkl bélinme sekli vardir [61].

Simetrik hiicre bolinmesinde (Sekil 2.4) kaynak hicrenin tim 6zelliklerine sahip iki
identik yavru hiicre meydana gelir. Bu sayede hiicreler, 6zelliklerinde degisme olmadan

kendini yenilemek ya da farkhlasmis hiicreler elde etmek adina sayilarini arttirabilirler.
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Asimetrik bolinmede (Sekil 2.4) her bir kék hiicre kendisiyle identik bir hiicreye ve

farkhlasarak olgun hiicreye dontisecek olan dncil bir hiicreye bolinir.

Kik Hiicre b)

0000 "
Kendini /\ Farklagm i © 0 60 ©

Yenileme

000000060 00

c)
© 0 0 0O

IJI . 1 IJI
QOO0 0000

Sekil 2.4 Kok hiicre bolinme sekilleri
a)Kok hiicre boélinmesi, b) Simetrik boliinme, c) Asimetrik bélinme

2.6.1 Farkhlasma Kapasitesine Gore Kok Hiicreler

Farkli kaynaklardan elde edilen kdk hiicreler farklilasma kapasitelerine gore totipotent,
pluripotent, multipotent, oligopotent ve unipotent kok hiicreler olmak lizere 5 grupta

incelenir.

2.6.1.1 Totipotent Kok Hiicreler

Zigot olusumundan sonraki gelisimin dordincli ginine kadar olan asamadaki
blastomerlerin embriyonik ve ekstraembriyonik dokular dahil olmak (izere bir
organizmanin tim hicrelerini olusturabilme potansiyelidir. Totipotent hiicreler;

herhangi bir 6zellesmis hiicreye farklilasabilmektedirler [62].

2.6.1.2 Pluripotent Kok Hiicreler

Pluripotent kok hicreler, tim vicut hicrelerinin kdken aldigi ¢ germ tabakasi

(mezoderm, endoderm, ekdoderm) hiicrelerine donisebilen hiicredir. Dollenmeden 4-
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5 glin sonra meydana gelen blastosistin i¢ hiicre kitlesini olusturan embriyonik hiicreler

bu gruba dahildir.

Fare veya insan somatik hicrelerinde spesifik transkripsiyon faktorlerinin asiri
ekspresyonu ile Uretilen ve molekiler ve fonksiyonel olarak embriyonik kok hiicrelere
oldukca benzer olan hiicreler indiiklenmis pluripotent kok hicrelerdir [63]. Somatik
hlcrelerden pluripotent hiicre elde etmek icin belli genlerin bir vektor aracihigiyla ile
hiicreye transfeksiyonu yapilmasi gerekir ve boylelikle transfekte hiicrenin bu genleri
eksprese etmesi saglanir. indiklenmis pluripotent kék hiicre; pluripotent kok
hiicrelerle ayni farklilasma kapasitesine sahiptirler ve embriyonik kok hicreler gibi belli

kok hiicre proteinlerini ve genlerini eksprese ederler [64].

2.6.1.3 Multipotent Kok Hiicreler

Bu hiicreler belli bir hiicre soyunun farkli hiicre tiplerine dontsebilen kok hiicrelerdir.
Farklilasilan hiicre tipi sinirhdir. Bagirsak kok hicreleri, deri kok hicreleri,
hematopoietik kok hiicreler ve noral kok hticreler gibi cogu yetiskin kok hiicreleri 6rnek

olarak verilebilir [65].

2.6.1.4 Oligopotent Kok Hiicreler

Bir doku igerisinde iki veya daha fazla hiicre tipine donisebilen kdk hiicrelerdir. Lenfoid
ve miyeloid kék hicreler ve vaskiler kok hiicreler bunlara 6rnek olarak verilebilir.
Vaskiler kok hicreler gerektiginde diz kas hiicresine gerektiginde endotel hiicresine

farklilasabilirler [66].

2.6.1.5 Unipotent Kok Hiicreler

Oncii hiicre olarak bilinen bu hiicreler sadece bir hiicre tipine farkhlasabilen kék
hiicrelerdir. Belirli yetiskin kok hiicreleri (testis kok hicreleri), insan deri hiicreleri veya
hepatositler érnek olarak verilebilir. Oncii hiicreler karaciger ve beyin gibi organlarda

Olen hiicrelerin yerini alarak organ fonksiyonunun devamliligini saglarlar [67].
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2.6.2 Elde edildigi Kaynaga Gore Kok Hiicrelerin Siniflandiriimasi

Kok hiicreler ile ilgili bircok farkli siniflandirilma yapilmistir. ilk éne siiriilen ve en ¢ok
kabul goren siniflandirma; kok hicrelerin iki farkli kaynaktan elde edilmesine yonelik

olandir.

2.6.2.1 Embriyonik Kok Hiicreler

Zigot olusumundan sonra gelisimin 5. gliniinde olusan hiicre topluluguna “blastosit”
denir. Blastosist asamasindaki embriyonun i¢ hiicre kitlesinden elde edilen pluripotent
hicreler insan viicundaki 200’den fazla hiicre tirlerine doénusebilirler. Vicuttaki
herhangi bir farklilasmis hiicreyi olusturma potansiyelindedirler. Embriyonik kok
hiicreden elde edilen ve embriyoid cisimcikler olarak adlandirilan hiicre tlrleri
ektoderm, mezoderm ve endoderm tabakalarindan kdken alan ¢esitli hiicre tiplerine
farklilasabilmektedir. Embriyonik kok hicreler diger kok hiicrelere gore farkhilasma
potansiyeli daha yuksektir. Ayrica hiicre 6mriini belirleyen ve kromozomlarin ucunda
bulunanan telomerlerin embriyonik kék hicrelerde ¢ok uzun olmasindan dolayi ¢ok

uzun slire ¢ogalabilme yetenegine sahiptir [68].

2.6.2.2 Embriyonik Olmayan Kok Hiicreler

Embriyonik olmayan kok hiicreler; kendi aralarinda hematopoetik kdk hiicreler(HKH),
mezenkimal kok hiicreler(MKH), organlarda yerlesik diger eriskin kok hicreler(EKH)
olmak Gzere 3 grup altinda siniflandirilabilir. Doku veya organdaki farklilasmamis bu
hiicreler kendini yenileyerek kullanabilir bir havuz olustururlar ve gerektiginde
bulundugu doku veya organin 6zellesmis hiicre tiplerine farklilasabiliriler. Kok hiicreler
farklilasmadan 6nce bir safha gecirirler ve oncl hiicre olacak sekilde yari-farkhilasan
hiicreleri olustururlar. Daha sonrasinda bu hiicreler boliinerek Dokuya 6zgii olana
embriyonik olmayan kok hticrelerin asil gorevi icinde bulunduklari dokuyu tamir etmek

ve dokunun butinlGgini saglamaktir.

Tedavide yaygin olarak kullanilan ve lzerinde en ¢ok c¢alisilan hematopoetik kok

hicreler, kendi kendine yenileyebilme ve biitiin olgun kan hicrelerine farklilasabilme
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Ozelliklerigine sahiptir. Fetal karacigerden, periferik kandan, kordon kanindan ve kemik

iliginden elde edilebilirler [69].

Mezenkimal kok hiicreler(MKH), kemik iliginden koken alirlar ve hem mezoderm

kokenli hiicrelere hem de mezoderm kokenli olmayan hiicrelere farklilasabilirler [70].
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BOLUM 3

MATERYAL METOD

3.1 Kullanilan Sarf Malzemeler
+»*Fetal Bovine Serum (FBS)
+»*Tripsin EDTA
+*Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)
**DMEM F-12
+*Bazik fibroblast bliyime faktori
**GlutaMax
**Knockout Serum
**Non-essential amino asitler
+*Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT)
+*Dimetil stlfoksit (DMSO)
“*Fenol
«*Tripan blue
+»*Ditiotreitol (DTT)
s»Stearamide
+»Setil piridinyum klorid
s»*Etanol
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s*Kloroform

“*izopropil alkol
s»Agaroz

** Amfisilin
+»Luria-Bertani (LB) broth
+*»*Luria-Bertani (LB) agar
“*TBE Buffer

+*DNA loading dye
**RNA loading dye
+»*DNA ladder

**RNA ladder

+*Fosfat Buffered Saline (PBS)
%25 cm? flask

%75 cm? flask

6 well plate

24 well plate

96 well plate
+»Serolojik pipet

**Petri kabi

¢ Plastik 6ze

+*15mL ve 50mL falkon tip

+»Pastor pipeti
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3.2 Kullanilan Kitler

QIAGEN Mini Plasmid Kit (25)

Sigma Aldrich Taq Polymerase from Thermus aquaticus
Thermo Scientific GeneJET RNA Purification Kit
Thermo Scientific First Strand cDNA Synthesis Kit

Brilliant 11l Ultra-Fast SYBR® Green QRT-PCR Master Mix

3.3 Kullanilan Cihazlar
e Nano ZS, Malvern Zetasizer

Akiskan bir sivi igerisinde ylizen veya asili kalan pargaciklarin; parcacik boyutu

Olgimin, zetapotansiyelini ve mobilite 6l¢imiini yapan cihazdir.

o|KA, Manyetik Karistirici

Olusturdugu manyetik alan etkisiyle cam malzemeler icindeki sivilari bir balik

yardimiyla karistiran cihazdir.
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eSigma 3-18K Sartorius, Santrif(ij

Sivi karisimlarin farkh hizlarda déndirme islemi ile yogunluklarina gore birbirinden

ayrilmasini saglar.

eZeiss EVO® LS 10, Taramali Elektron Mikroskopu (SEM)

Odaklanmis bir elektron demeti ile numune ylzeyini tarayarak numune ylzeyinin

topografisi ve kompozisyonu hakkinda bilgi verir.
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eEsco, Sentinel PLATINUM, Class Il Flow kabin
Havanin filtreden gecirilerek ortama verilmesi ve bu havanin hepa filtre yardimiyla

cevre korumali olarak tekrar atmosfere atilmasi prensibiyle calisir.

£sco

B eSafe

~l
1l U}
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oEsco, CelCulture CO;zinklbatori

Homojen hava dolasimi ile kararli kabin sicakligi istenilen sicaklikta

ayarlanabilmektedir. CO, orani kullaniciya gore degistirilebilir ve istenilen oranda sabit

ESCO

L SO, NCAUBAT O

kalmaktadir.

e

eZeiss invert mikroskop

Hicre ve doku kiltiiri calismlarinda kullanilmak Gzere 1sik kaynaginin (stte,

objektiflerin ise altta oldugu ve gesitli fokus ayari olan 6rnek goriintiileme cihazidir.
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eMultiskan GO Microplate Spektrofotometre

DNA, RNA ve protein analizi gibi fotometrik arastirma uygulamalarinda farkh dalga
boylarindaki optik yogunluga gére numunedeki istenilen maddenin miktari hakkinda

bilgi verir.

eAriaMx Real-time PCR System

Gercek zamanli olarak DNA'nin belirlenmesi ve miktarinin gosterilmesi floresan boyalar
kullanilarak gerceklesir. Floresan sinyali PCR driin miktariyla dogru orantili olarak

artmaktadir.

35



3.4 Oct4, Sox2, KIf4 ve v-Myc Gen Bolgelerini iceren Plazmidin Cogaltiimasi Ve

Saflastiriimasi

Calismada Oct3/4, Sox2, KIf4, v-Myc gen bolgelerini tasiyan, amfisiline duyarli plazmid
kullanilarak fibroblast hicrelerini yeniden programlamak ve hicrelere pluripotent
Ozellik kazandirilmasi amacglanmistir. Ayrica plazmid Uzerindeki GFP gen bdlgesinin
eksprese olmasiyla sentezlenen GFP floresan proteni transfeksiyon veriminin takibi

amaciyla kullanilmigtir. Kullanilan plazmid yapisi Sekil 3.1 ‘deki gibidir.

5 ITR Core Insulator
Amp*

/* FFla
) N
pUC Ori vt
PiggyBac
Human 4-in-1
iPSC Vector Sox2
(Cat.# PB630A-1) 2

A KIf4

Core Insulator L

B ‘ v-Myc

SVADpoly-A " grp IRES

Sekil 3.1 Plazmid haritasi

Calismada kullanilacak olan plazmitlerin ¢ogaltiimasi ve saflastiriimasi icin 6ncelikle
plazmitler E.coli JIM109 susuna transforme edilmistir. Bakteri kiltlriinden tek koloni
alinip, glikoz iceren Luria- Bertani (LB) besiyerine ekim yapildiktan sonra bakteri
konsantrasyonu belli bir seviyeye ulasincaya kadar calkalamali inkibatorde yaklasik
olarak 3-4 saat bekletilmistir. Optik yogunluk 600=0,4-0,5 araligindayken 2500 g’'de
+4°C’'de 15 dakika santrifijlenerek bakteri peleti elde edilmis ve daha sonra elde edilen
pelet 1,5 mL TSS (transformation storage solution) ¢ozeltisinde ¢ozdirilmustiir. E. coli
¢ozeltisinden 300 plL alinarak Gzerine 20 pL plazmit ¢ozeltisinden ilave edilmistir. 30
dakika buzda, 90 saniye 42° C'de ve daha sonra 2 dakika buzda bekletilmistir. Uzerine 1
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mL LBG (Luria- Bertani + %2 Gliserol) ¢ozeltisi ilave edilerek 37° C'de 1 saat 250 rpm’de
inkibe edilir. 100 pg amfisilin/mL icerenLB agar bulunduran petri kaplarina ekimi
yapilmistir. Daha sonra koloniler secilerek antibiyotik iceren LB ortaminda Uretilir.
Alkali liziz, adsorpsiyon, yilkama, desorpsiyon asamalarindan olusan saflastirma islemi
Qiagen Inc® firmasindan temin edilen kit kullanilarak yapildiktan sonra elde edilen DNA
agaroz jelde yirGtilmuastur. Saflik tayinlerinin belirlenmesi icin Multiskan GO
Microplate Spektrofotometre ile 260 ve 280 nm dalga boyundaki optik yogunluklari

tespit edilmistir.

3.5 Nanopartikiil Sentezi

Nanopartikiller ¢o6zlicii difizyon yontemi ile hazirlanmistir. Yapilan literatir
taramalarinda gen tasinimi igin nanopartikillerin yik dagilimlarinin 10-40mV arasinda
degisiklik gosterdigi saptanmistir. Bu c¢alismada stearamid ve setilpiridinyum
kullanilarak nano boyutlarda, katyonik yapida partikiller elde edilmistir. Bir yag asidi
olan stearamid ve katyonik amonyum bilesigi olan setilpiridinyum klorid yapisi Sekil
3.3’te gosteriidigi gibidir. Katyonik stearamid: setilpiridinyum bazli nanopartikdller su

icerisinde tekli emilsiyon hazirlanarak asagida verilen kosullarda Uretilmistir.

O

A

CH3(CHy)15CHs™  NH»

Sekil 3.2 Stearamide kimyasal yapisi
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Sekil 3.3 Setil piridinyum klorid kimyasal yapisi

Yontemde lipid fazi igin 0.75M stearamid ve 0.025M setilpiridinyum 4mL kloroform-
metanol (1:1) ¢oziici sistemi icerisinde ¢dzdurulmustir. Strfaktant fazi icin 100 mL PBS
tamponunda %2’lik (w/v) CTAB c¢ozeltisi hazirlanmistir. Lipid ¢6zeltisi 1500 rpm’de
manyetik karistirici altinda surfaktant fazina Sekil 3.4’teki gibi damla damla
pipetlenmistir. Pipetasyon islemi sonrasinda lipid ¢ozeltisinin stirfaktant fazina sonik
prob altinda (%30 amplitude, 50sn) Sekil 3.5’teki gibi homojenize edilmesiyle tekli
emdlsiyon hazirlanmistir. Daha sonra nanopartikil ¢ozeltisinden kloroform ve etanoli
uzaklastirmak icin nanopartikil ¢ozeltisi manyetik karistirici tizerinde 800 rpm’de 4-5

saat bekletilmistir.

Sekil 3.4 Nanopartikiil sentez asamalari
a)Lipid fazin strfaktan fazina b)Tekli emilsiyon sistemi eklenmesi
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Cozlculer ortamdan uzaklastirildiktan sonra emiilsiyon 5000 rpm’de 30 dk sire ile
santrifiij edilmis makro boyuttaki partikillerin ¢okmesi saglanmistir. Stipernatant kismi
bagka falkonlara aktarilarak 13000 rpm’de 1 saat sire ile santriflij edilmistir. Daha
sonrasinda nanopartikiller 30 dk 12000 rpm’de 2 kez santrifiij edilerek yikama
islemine tabi tutulmustur. Son santriflij sonrasi elde eilen pellet lizerine yaklasik 5 ml
saf su eklenip pelletin ¢6ziinmesi saglanmis ve bu nanopartikil ¢ozeltisi -802C’de bir
gece bekletilmis ve 48 saat siire ile -302C’de liyofilize edilmistir. Zeta sizer ¢alismalari
sonucunda elde edilen stearamid-setil piridinyum nanopartikillerin yikleri beklenen
diizeyin lizerinde veya altinda oldugunda yapidaki stearamide: setil piridinyum oranlari
degistirlmistir. Belirlenen oranlarda stearamide ve setil piridinyum igeren blend

nanopartikiller hazirlanarak zeta sizer ile ylkleri optimize edilmistir.

3.6 Nanopartikiil Karakterizasyonu

Nanopartikillerin karakterizasyon c¢alismalarinda, partikil boyutlarinin dagilimi ve
ylizey morfolojik ozelliklerinin belirlenmesi icin taramal elektron mikroskobundan
(SEM) yararlanilmistir. Taramal Elektron Mikroskobu’nda (SEM) elektron kaynagindan
elektronlar salinarak yliksek voltaj ile hizlandirilir. Elektron kaynagi olarak elektron
tabancasi kullaniimaktadir. Salinan elektronlar numune Uzerine odaklanir ve bu
elektron demeti numune ylzeyini taramaya baslar. Elektronlar ve numune atomlari
arasinda olusan etkiler uygun algilayicilar tarafindan toplanir. Bu bilgilerin sinyal
glclendiricilerinden gecirildikten sonra bir katot sinlari tlpinin ekranina

aktarilmasiyla goriinti elde edilir.

Stearamide: setil piridinyum klorid nanopartikillerin ylizey morfoloji analizi SEM
(zeiss, EVO® LS 10) ile yapilmistir. Kati formda elde edilen nanopartikiller
karakterize edilmistir. Nanopartikillere 75 saniye boyunca 10 mA akim altinda 1kV
potansiyel uygulanarak ‘Spotter coater’ cihaziyla yizeyi altin kaplanmistir. Yiksek
basin¢ kosullari altinda ikincil elektron saptayan dedektor kullanilarak ylizey analizi
yapiimistir. ikincil elektron kaynagi olarak LaBe flaman kullanilmistir. 1000x ve 3000x

blylitme oranlari arasinda calisiimistir.
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3.7 Nanopartikiil/Plazmit Konjugatinin Zeta Potansiyel Yiikinin ve Partikiil

Boyutunun Olgiilmesi

Zeta-Sizer c¢alismalari ile nanopartiklllerin  yik ve zeta boy-boy dagilimlari

belirlenmistir.

Hazirlanan nanopartikillerin boy ve boy dagilimlarini hesaplamak igin ZetaSizer
(Malvern, Nano ZS) cihazi kullanilmistir. Cihaz; Dinamik Isik Sagilmasi (DLS) yontemini
kullanarak olgiim yapmaktadir. DLS, 6rnek ¢ozeltinin kiiglik bir hacminden sagilan 1sigin
mikro saniyenin onda biri ile mili saniye zaman araliginda degisiminin olgilmesidir.
Santrifiij sonrasi distile su ile seyreltilmis yaklasik 1,5 ml hacimli nanopartikil ¢ozeltisi
zetasizer klvetine konulmus ve sicakhk kontrollii bir bélme igerisine yerlestirilmistir.
Kivet icerisindeki ¢cozeltiden 633 nm’lik kirmizi lazer 1siginin gegirilmesiyle sacilan 1sik
90°’ye yerlestirilen dedektérler tarafindan dlgiilmistir. Olgiilen 151k siddeti elektronik
sinyallere donustirilip korelatore gelir ve kiiglik zaman araliklarinda gelen bu sinyaller
karsilastirihr ve 1sik siddetinin degisim hizi hesaplanir. Isik siddetindeki bu degisimler
Olclilen bolgenin icinde ve disindaki molekillerin difiizyon hiziyla ilgilidir. Diflizyon ve
partikdl buydkligld arasindaki iliski Brownian hareketi teorisiyle aciklanmaktadir. Bu
teori baz alinarak kiresel partikillere ait diflizyon katsayisi fonksiyonlastirilip

hidrodinamik ¢cap hesaplanmaktadir [71].

Partikil boy ve boy dagilimin 6lciilmesinde kullanilan Zetasizer cihazi partikillerin zeta
potansiyellerini de vermektedir. Bir sivi icerisindeki parcaciklarin bu sivi ortamla
arasinda olusturdugu zeta potansiyel, parcaciklar arasinda itme ve cekme kuvvetlerinin
olusmasina neden olur. Ayni ylikteki parcaciklar birbirini iterken farkh vyukteki
parcaciklar birbirini ceker. Bir parcaciktaki zeta potesiyeli belirlemek icin belirli bir
elektrik alan uygulanir ve Doppler prensibi kullanilarak elektrik alan icerisindeki
parcaciklarin hizinin 6lgimi Henry esitligiyle (3.1) hesaplanir [72]. Swvi icerisinde

bulunan parcacigin sematik gdsterimi Sekil 3.6’daki gibidir.
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Partikiil yiizeyinden olan uzaklik

Sekil 3.5 Zetasizer’'da zeta potansiyeli 6lciim yonteminin sematik goriintlsu

He= (2€T/ 3n). F(ka) (3.1)

He: Elektroforetik haraketlilik

C: Zeta potansiyel (mV)

n: Viskozite (cP)

€: Dielektrik sabiti

f(ka): Henry fonksiyonu

K1: Elektriksel cift tabakanin kalinhigr (cm)

(ka): Partikal yapinin elektriksel cif tabaka kalinhgina orani

3.8 Plazmid DNA’nin Nanopartikiil Konjugati ile L929 Hiicrelerine Transfeksiyonu

Basarili bir transfeksiyon icin en énemli adim DNA’nin kalitesidir. Transfeksiyon igin

260/280 nm'de Olcllen absorbans degerinin 1.8-2.0 araliginda olmasi gerekmektedir.

41



Bliyiime ortami; kullanilan hicre hattinin ¢cesidine gére serumsuz DMEM, RPMI veya
diger besiyerlerinden segilebilir. Bu c¢alismada L929 hiicre hattina transfeksiyon
yapilacagl icin DMEM besi yeri tercih edilmistir. Adherent hiicrelerin transfeksiyonu
icin optimum hiicre yogunlugunun %70-90 arasinda olmasi gerekir. Hicrelerin

transfeksiyon sirasinda logaritmik blyliime evresinde olmasi gerekmektedir.

L929 hiicre hattina transfeksiyon icin serumsuz DMEM besiyeri, %10 FBS iceren DMEM
besiyeri ve 6 well plate kullanilmistir. Hiicreler 24 saat dnceden kuyucuklara ekilerek
transfeksiyon aninda logaritmik bilylime evresinde olmasi saglanir. Her bir kuyucukta 4
mL besiyeri icerisinde 8x10* hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapilir. Etivde 1 gece
inklibasyona birakilir. Transfeksiyondan bir saat dnce serum iceren besiyeri, serum ve
antibiyotik icermeyen besiyeri ile degistirilir. Sonrasinda her bir well i¢in 120 pg (120
ul) nanopartikil: 2 pg/ ul’den 8 pl plazmid DNA olacak sekilde nanopartikiil (SCLN)-
plazmid konjugat c¢o6zeltileri hazirlanir. Konjugat c¢ozeltileri 15-20 dakika oda
sicakhginda bekletildikten sonra kuyucuklara aktarilir. Transfekte edilmis hiicreler
karbondioksit inklbatoriinde 4 saat sire ile plazmid-nanopartikil konjugati ile
etkilestirilir. 4 saat sonunda nanopartikll iceren besiyeri %10 FBS iceren DMEM
besiyeri ile degistirilir. Plate 37°C %5 CO; ihtiva eden etlivde inkibasyona birakilir.
Transfeksiyon tayini hlicrelerin GFP genini eksprese etmesiyle yaydigi GFP isimasi ile,

floresan atagmanli inverted mikroskopla 3 giin boyunca takip edilmistir.

3.9 Nanopartikiil-Plazmid Konjugatlarinin Transfeksiyon Etkinliginin

Degerlendirilmesi

Transfeksiyon  etkinligi, transfekte olan hiicrelerdeki plazmid genlerinin
transkripsiyonunun RT-gPCR yontemi kullanilarak gézlemlenmesi ve sentezlenen GFP
(green fluorescent protein) bagl proteinlerin varliginin floresan mikroskop altinda 24-

72 saat boyunca goriuntilenmesiyle belirlenmistir.

3.9.1 Floresan mikroskop ile GFP ekspresyonunun takibi

Hicre ve molekiler biyolojide, yesil floresan proteini (GFP) geni siklikla roportor bir
gen olarak kullaniimaktadir. Bu genin ekspresyonu soucu olusan protein floresan isik

altinda yesil 1sima sagar. Yesil floresan protein(GFP) ekspresyonu saglayan plazmid
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DNA’larin hiicre igine girisi GFP ekspresyonunun floresan atmagli invert mikroskop ile 3
gin slreyle takip edilir ve transfeksiyon verimi transfekte olmus hicrelerin toplam

hicre sayisina orani ile hesaplanir.

3.9.2 mRNA seviyelerinin belirlenmesi

RNA izolasyonu

GeneJET RNA purification kiti kullanilarak transfekte edilen hiicrelerden total RNA
izolasyonu yapilmistir. izolasyon sirasinda kullanilan biitiin pipet uglar ve ependorf
tiplerin RNAse free olmasina dikkat edilmistir. Hicreler PBS veya tripsinli ortamda
kultur plaklarindan kaldirilarak alindiktan (1x108 hiicre) sonra mikrosantrifiij ttiplerine
aktarihr. 5 dk 250 x g’de santriflj edilerek supernatant atilir. Elde edilen pellet
(hticreler) 600 pL lizis tamponu (14.3M B-mercaptoethanol ya da 2M DTT iceren)
eklenerek 10 s vortekslenir. Uzerine 360 pL etanol (%96-100) ilave edildikten sonra
pipetlenerek karistirilir ve bu soliisyondan izolasyon kolonlarina 700 plL alinarak 1 dk
12000 x g'de santriflj edilir. Kolon tarafindan tutulan RNA molekdlleri, yikama
solisyonu | ‘den 600 pL ve yikama solisyonu II’'den 200 uL eklenerek yikanir, her
yitkama asamasi sonrasinda 2 dk 12000 x g’'de santrifij edilir. RNA molekillerini
kolondan ayirmak icin 100 pL su (nikleaz-free) eklenerek 1 dk 12000 x g’de santrifij
edilir. Elde edilen RNA 6rnekleri kullanilmak lzere -20°C ya da -70°C’de saklanir.

cDNA eldesi

First Strand cDNA sentez kiti kullanilarak RNA’dan cDNA elde edilmistir. 1 pL dsDNAz
tamponuna (10X), 1 uL dsDNAz ve RNA (1 pg — 5 pg) eklenir ve Uzerine su (nikleaz-
free) ilave edilerek son hacim 10 plL’ye ile tamamlanir. Yavasca calkalandiktan sonra 2
dk 37°C’ de inkiibe edilir. Ornek buza alinir ve soliisyon Il eklenerek (4 pL 5X reaksiyon
karisimi, 2 uL enzim karisimi ve 4 plL nikleaz-free su) 10 dk 25°C'de ve 15 dk 50°C’de
sornasinda 5 dk 85°C’de inkiibe edilir. cDNA ornekleri kullanilmak Gzere -20°C ya da -
70°C’de saklanir.

Kantitatif PCR (RT-qPCR)

Eun Young ve arkadaslari tarafindan kullanilan primerler ile ¢cDNA orneklerinden

Oct3/4, Sox2, KIf4 ve v-Myc gen bolgeleri hedeflenmistir. RT-qPCR reaksiyonu igin SYBR
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Green temelli qPCR kiti kullanilmistir. Reaksiyonda pozitif kontrol olarak GAPDH mRNA

bolgesi hedeflenmistir.

3.10 Transfekte Olmus Hiicrelerin Matrijele Aktarimi Ve Upk Hiicrelerinin Elde

Edilmesi

Primer kok hiicreleri, 6zel saklama kosullarinda ve spesifik bliyiime matrislerinin
kullanimiyla diger hiicre gruplarina farklilasmadan muhafaza edilebilmektedir. Kok
hicreler igin bazal membran matrisi olarak kullanilan ve bir protein karisimindan
olusan Matrijel, jelatinimsi yapida olup koék hicreleri farklilasmamis halde
korumaktadir. Transfeksiyon sonrasi fibroblast hiicreleri tripsin yardimiyla
kuyucuklardan kaldirilir ve matrijel ile kaplanmig plate ekilir. Matrijel UGzerine ekimi
yapilan hicrelerden, 6zel bliyliime matrislerinin kullanimiyla uyariimis pluripotent kok

hicre eldesi desteklenmis olur.

UPK hcreleri icin iceriginde 10 ng / mL bazik fibroblast biuyime faktord, 0.1 mM
esansiyel olmayan amino asitler ve 100 mM b-merkaptoetanol bulunduran, %10
KnockOut Serum ve 1X GlutaMax iceren DMEM-F12 (Dulbecco’s modified Eagle’s)
besiyeri hazirlanir. Kullanilmadan 6nce buz lzerinde 2 saat boyunca tutularak eritilen
matrijel 24 well plate lGzerindeki her bir kuyucuga 500Ul olacak sekilde aktarilir. 10dk
37°C’'de bekletilir. Tripsin yardimiyla plakalardan kaldirilan transfekte hiicreler 2000
rom’de 5 dk santrifiij edilir. Sipernatant atildiktan sonra kalan hiicre peleti lizerine 1
mL UPK mediumdan eklenerek pelet ¢ozuliir. Coziilen hiicreler 37 °C'de bekletilen
matrsgel Uzerine dikkatli bir sekilde yavasca ekilir. Ekimi yapilan hicreler 37°C'de, %5
CO, ihtiva eden etiivde konfliie oluncaya kadar kiltlire edilir. Matrijel lzerindeki

hiicrelerin morfolojik degisimleri 7 giin boyunca invert mikroskop ile takip edilir.
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BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

4.1 Oct4, Sox2, KIf4 ve v-Myc Gen Bélgelerinin iceren Plazmidin Cogaltiimasi

Saflastiriimasi

Calismada Oct3/4, Sox2, KIf4, v-Myc ve GFP gen bdlgelerini tasiyan, amfisiline duyarli
plazmid kullanilmigtir. Plazmidlerin gogaltilmasi igin 6ncelikle plazmitler E.coli JIM109

susuna transforme edilmistir.

Bakteri kulttrinden tek koloni alinip, glikoz iceren LB besiyerine ekim yapildiktan
sonra bakteri konsantrasyonu belli bir seviyeye ulasincaya kadar c¢alkalamali
inklibatorde vyaklasik olarak 3-4 saat bekletilmistir. Optik yogunluk 600=0,4-0,5
araligindayken 2500 g'de +4°C’'de 15 dakika santrifiijlenerek bakteri peleti elde edilmis
ve daha sonra elde edilen pelet 1,5 mL TSS (transformation storage solution)
¢Ozeltisinde ¢ozdirlilmustir. E. coli ¢ozeltisinden 300 pL alinarak lizerine 20 plL plazmit
cozeltisinden ilave edilmistir. 30 dakika buzda, 90 saniye 42° C'de ve daha sonra 2
dakika buzda bekletilmistir. Uzerine 1 mL LBG ¢ozeltisi ilave edilerek 37° C’de 1 saat

250 rpm’de inklibe edilmistir.

Amfisilin ilaveli LB agar bulunduran petri kaplarinda koloni olusumu gozlenmistir. Secici
besiyerinde cogalan bakteri kolonileri plazmid DNA’yI genomunda bulundurmaktadir.

Secici besiyerinde ¢cogalan bakteriler Sekil 4.1’de gdsterilmektedir.
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Sekil 4.1 Amfisilinli besiyerinde cogalan bakteri kolonileri

Tek koloni halinde bulunan bakterilerden bir 6ze yardimiyla koloni secilerek LB sivi besi
yerine aktarilmistir. Bir gece boyunca inkibe edildikten sonra spektrofotometre ile 625
nm’de optik yogunlugu (OD) 6l¢tlmustir. OD degeri 1.702 bulunmustur. Besiyeri dille
edilerek spektofotometre ile yapilan 2. 6l¢iim sonucu absorbans degeri 0.507 elde

edilmistir.

Qiagen Inc® firmasindan temin edilen izolasyon kiti ile plazmid saflastirma islemi

firmanin 6nerdigi prosedirine gore yapilmistir.

Elde edilen plazmid DNA’lar Thermoscientific mikroDrop ile 260nm ve 280nm dalga
boyundaki optik yogunluklari 6lgilmus, saflik analizi icin 260/280 degerleri tespit
edilerek DNA safliklari ve konsantrasyonlari hesaplanmistir. izole edilen 7 plazmidin
260/280 degerleri sirasiyla 1.7, 1.8, 1.7, 1.8, 1.8,1.7,1.9, 1.7 olarak bulunmustur. Tim

izole plazmid 6érnekleri transfeksiyonda kullanilmaya uygun saflik degerlerindedir.

Elde edilen plazmid DNA’lar ikinci tayin icin (1Kb)marker ile %1’lik agaroz jelde 100V
30dk yuratulmus, UV isik altinda goruntilenmistir. Sekil 4.2°de plazmid DNA’lara ait

agaroz jel gorlntileri verilmistir.
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Sekil 4.2 Plazmid DNA Agaroz jel goriintisi

Agaroz jel gorintileri ve saflik degerleri degerlendirildiginde plazmit DNA’larin

transfeksiyon calismalarinda kullanilmasi uygun gorilmustir.

4.2 Nanopartikiil Karakterizasyonu

Calismada gen aktariminda kullanilmasi amaciyla lipid yapida katyonik nanopartikiller
¢Ozicu difizyon yobntemiyle sentezlenmistir. Partikillerin morfolojik yapisinin ve

boyutlarinin tayin edilmesi icin Sem analizi yapilmistir.

Stearamide: setil piridinyum klorid nanopartikillerin ylzey morfoloji analizi SEM
(zeiss, EVO® LS 10) ile yapilmistir. Nanopartikillere 75 saniye boyunca 10 mA akim
altinda 1kV potansiyel uygulanarak yuzeyi altin kaplanmistir. 1000x ve 3000x buylutme

oranlari arasinda calisiimistir.

Nanopartikillerin morfolojik yapisi ve boyutlari Sekil 4.3’te gosterildigi gibidir.
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EHT = 10.00 kV WD = 7.5mm Signal A = SE2 Mag = 20.00K X

Sekil 4.3 Katyonik nanopartikillerin taramali elektron mikroskop (SEM) gérintisi

Nanopartikillerin negatif yikli DNA ile elektrostatik bir etkilesim olusturacak sekilde
pozitif ylikte olabilmesi ve hiicre zarindan gecebilecek boyutta olabilmesi amaciyla zeta

potansiyeli ve partiklil boyutu Uzerine karakterizasyon calismalari yapilmistir.

Elde edilen nanopartikillerin Zeta-Sizer (Malvern) élcimleri Cizelge 4.1 'de verilmistir.
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Cizelge 4.1 Stearamid bazli nanopartikullerin partikil buydklikleri ve zeta
potansiyelleri

Zeta
Parcacik | Polydispersity
Formulasyon Yapi Potansiyel
Boyutu (nm) index
(mV)
SSLN 29 stearamid | %0.125 | 50 511844 | 3.78:0.10 | 2.7743.29
Tween 80 % 3
SSLN 30 Stearamid | %0.125 | 50 143042 | 0442020 | 5.16+4.06
Tween 40 % 3
SSLN 31 stearamid | %0.125 | 555 6195 04| 0.376£0.09 | 28.15.3
SDBS % 1
Stearamid % 0.09
SSLN 41 Setilpiridinyum | % 0.03 | 216.2+2.72 0.25+0,11 16.02+2.50
Tween 40 % 4
Stearamid % 0.06
SSLN 58 Setilpiridinyum | % 0.06 | 217.845.68 | 0.353+0.02 46.7+8.21
CTAB % 0.3
Stearamid % 0.08
SCLN 63 Setilpiridinyum | %0.04 |173.6+13.91| 0.257+0.05 36.5+0.06
CTAB % 0.2

Nanopartikiillerden 100 pg/mL distile su icerisinde stok ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra

25 oC’de ZetaSizer (Malvern, NanoZS) cihazi kullanilarak partikil boyutlari ve yiikleri

Olcllmustdr.

Cizelde 4.1'de goriildiigh lzere nanopartikil yik ve boyutlari kullanilan siirfaktan
cinsine ve miktarina bagh olarak degismektedir. Bu calismada, DNA ile etkilesebilecek
pozitif ylkte ve hiicre zarindan gecebilecek boyutta nanopartikillerin sentezlenmesi

amaciyla nanopartikillerin pozitif yukani arttirmaya, boyutlarinin ise azaltilmasina

yonelik sentez agsamasinda gesitli manipilasyonlar yapiimistir.
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SSLN 29 nanopartikiliinde sirfaktant olarak Tween 80 kullanildiginda nanopartikiil
boyutu 826.5+18.44 nm iken SSLN 30 nanopartikiiliinde sirfaktant olarak Tween 40
kullanildiginda boyut 760.1+30.42 nm olarak saptanmistir. SSLN 31 nanopartikiliinde
ise strfaktant olarak SDBS kullanildiginda boyut daha da azaltilmis fakat yik de ayni
sekilde azalarak negatif ylklenmistir. YUkl arttirmak adina yapiya setilpiridinyum
klorid eklenmistir. Yapisi geregi lipidler agrege olmaya egilimli olduklarindan
nanopartikll sentezi sirasinda partikll ¢ozeltisi manyetik karistirici Gzerinde 1 gece
tutulmak yerine 4-5 saat tutulmustur. SSLN 41 nanopartikiiliinde gorildiga Gzere
nanopartiklil boyutu 216.2+2.72 nm iken zeta potansiyeli +16.0212.50 mV olarak
belirlenmistir. Nanopartikilin DNA ile etkilesimi gergeklestirildikten sonra hiicre
zarindan rahatlikla gegebilmesi icin ayni sekilde pozitif yikind korumasi
gerekmektedir. Bu sebeple sentez sirasinda katyonik sirfaktant olarak bilinen CTAB
(setil trimetil amonyum bromid) yapiya dahil edilmistir. SSLN 58 katyonik
nanopartikilde boyut 217.8+5.68 nm, zeta potansiyeli ise +46.7+8.21 mV olarak
belirlenmistir. Fazla pozitif ylk, hiicrelere toksik etki gosterdiginden SSLN 63 katyonik
nanopartikiilde stearamid: setil piridinyum orani ve siirfaktan orani degistirilerek ylizey
yuki azaltilmistir. Bu calismada fibroblast hiicrelerinin transfeksiyonunda kullaniimak
Uzere hiicreye toksik etki yaratmamasi ve verimliligin ylksek olmasi amaciyla SSLN 63
nanopartiklli tercih edilmistir.

Daha onceki c¢alismalara bakilarak lipid nanopartikillerin  kullanildigr alanlar
incelenmistir. Vighi ve arkadaslari (2007); kati lipid nanopartikiillerin dondurularak
kurutma islemi ©6ncesi ve sonrasinda gen baglama etkinliklerinin degerlendirilmesi
amaciyla c¢esitli yag asitlerinden nanopartikiiller sentezlemislerdir. Bu ¢alisma
kapsaminda sentezlenen stearik asit lipid nanopartikilin boyutu 209423 nm iken zeta
potansiyeli +39.9+ 9.7 mV olarak olcilmistir. Kim ve arkadaslari (2008); PC3
hicrelerine (insan prostat kanser hiicreleri) siRNA aktarimini gerceklestirmek amaciyla
sentezledikleri kati lipid nanopartikiliin zeta potansiyeli +41.76+2.63 mV iken partikil

boyutu 117412 nm olarak belirlemislerdir.
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4.3 Nanopartikiil/Plazmit Konjugatinin Zeta Potansiyel Yukiiniin ve Partikiil

Boyutunun Olgiilmesi

Nanopartikillerin DNA ile elektrostatik bir etkilesim olusturabilmesi amaciyla katyonik
yapida olmalari esas alinmistir. Ayrica transfeksiyon verimliligini arttirmak adina
nanopartikll plazmid konjugatlarinin pozitif yiukli olmalari tercih edilmistir. Katyonik
nanopartikiller ~ plazmid  DNA’siyla  etkilestirildikten  sonra elde edilen
nanopartikil/plazmit DNA konjugatlarinin Zeta-Sizer (Malvern) dlgimleri Cizelge 4.2’de

verilmistir.

Cizelge 4.2 Nanopartikiil/plazmid DNA konjugatlarinin partikul buyuklikleri ve zeta

potansiyeli

SSLN.—DNA SSLN DNA Pargacik Polyfjlspersny Zeta Potansiyel

Konjugat Boyutu (nm) index (mV)

Konjugat 1 32pug | 1ugDNA| 461.1435.30 |  0.34+0.04 -23.145.3
(SSLN 41)

Konjugat 2 30ug  |1pgDNA| 270.0+35.1 0.4+0.05 25.0+1.75
(SSLN 58)

Konjugat 3 40pg | 2ugDNA| 713.8+10.4 0.4210.02 14.9+0.361
(SSLN 63)

Nanopartikiil/plazmid DNA kompleksinin zeta potansiyeli ve boyutu kullanilan
nanopartikillin zeta potansiyeli ve boyutuna bagl olarak degismektedir. Nanopartikdil
yuki ylksek bir pozitif degerde oldugunda nanopartikil/plazmid konjugatinin da yiiki
pozitif degerde olmaktadir. Cizelge 4.2’de gorildigi gibi SSLN 41 nanopartikili
plazmid DNA etkilestirildiginde konjugatin zeta potansiyeli -23.1+5.3 mV olarak
Olclilmustlir. SSLN 58 nanopartikiili kullanildiginda ise konjugatin zeta potansiyeli
25.0£1.75 mV olarak olc¢lilmustir. Pozitif ylikten kaynakh hiicre toksisitesini azaltmak
icin SSLN 63 nanopartikili tercih edildiginde ise zeta potansiyel 14.9+0.361 mV olarak

Olgulmustir.
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4.3.1 SSLN'’nin in vitro sitotoksisitesinin degerlendirilmesi

SSLN’nin, L929 fibroblast hicreleri Gzerindeki in-vitro sitotoksisitesinin belirlenmesi
amaciyla MTT testi yapilmistir. L929 hiicreleri %10 FBS, %1 L-glutamin iceren DMEM
besi yerinde; 37°C'de, %5 CO, atmosferinde 24 saat boyunca kiiltiire edilmistir. 96 well
plate Uzerinde bes tekrarli gerceklestirilen deney icin her kuyu Uzerine farkh
konsantrasyonlarda SSLN eklenerek inkiibatérde 24 saat boyunca nanopartikil ve

fibroblast hiicreleri etkilestirilmistir. Sonuglar Sekil 4.4’de verildigi gibidir.
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Stearamid: Setil Piridinyum Bazlhi Nanopartikiil Oranlarn ***

Sekil 4.4 Stearamid: Setil piridinyum bazli nanopartikiillerin in vitro sitotoksisite
sonuclari
(*) Negatif kontrol olarak DMEM besiyeri, (**) pozitif kontrol olarak %1 DMSO
kullanilmistir. (***) NP 10, NP 20, NP 25, NP 30, NP 40 kodlu nanopartikiillerde sirasiyla
10.3, 20.6, 25.75, 30.9 ve 41.2 pug nanopartikdl kullanilmistir.

L929 hiicre hatti Uzerinde yapilan MTT sonugclarina (Sekil 4.4) gére negatif kontroliin
570 nm’de dlgllen optik absorbans degeri %100 hiicre canliligi olarak baz alinmistir.
Hiicreler, 10,3 pug SSLN ile etkilestirildiginde %78,1, 20,6 ug SSLN ile etkilestirildiginde
%79,5, 25,75 ug SSLN ile etkilestirildiginde %63,6, 30,9 ug SSLN ile etkilestirildiginde
%55,8, 41,2 ug SSLN ile etkilestirildiginde %39,5 hiicre canhligi tespit edilmistir.
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SSLN’nin 41,2 pg kullanimina kadar hiicreler Uizerinde artan bir toksik etki

bulundurdugu belirlenmistir.

Gen aktariminda kullanilmak Uzere calisilan katyonik lipidler ile ilgili literattr
calismalarinda ¢esitli sitotoksisite testleri yapilmistir. H. Lv ve arkadaslari (2006)
katyonik lipid miktari arttirildikca yapidaki amin gruplarindan dolayi hiicre Gzerindeki
toksik etkinin arttigini saptamislardir. Ayrica pozitif yik arttikca sitotoksisitenin de
arttigini belirtmislerdir. Sung Hee Choi ve arkadaslari (2007), P53 timor baskilayici
geninin akciger kanseri hiicrelerine aktarilmasi amaciyla sentezledikleri katyonik lipid
nanopartikllleri H1299 hiicreleri (insan akciger kanseri hiicreleri) ile etkilestirdiklerinde
hiicrelerin %80 canlilikla sag kaldiklarini gostermislerdir. Vighi ve arkadaslarinin (2010)
katyonik lipid nanopartikillerin plazmid DNA ile etkilesme kapasitesi ve gen aktarim
Ozelliklerinin  belirlenmesi amaciyla yaptiklari ¢alismada Nal300 hiicre (fare
noroblastom hicreleri) hatti ile sitotoksisite testi yapilmistir. Bu c¢alismaya gore
katyonik nanopartikiller néroblastom hiicreleri ile etkilestirdiklerinde hiicre canliliginin
etkilesim stiresine ve plazmid DNA ile etkilestirilen nanopartikil miktarina ters orantih
olacak sekilde degistigini belirlemislerdir. 0,8 mg nanopartikil ile 24 saat boyunca

etkilesen hicrelerin canhligi %20 olarak gosterilmistir.

4.4 Saflastirilan Plazmidlerin Nanopartikiil Konjugati ile L929 Fibroblast Hiicre

Hattina Transfeksiyonu

L929 hiicre hattina transfeksiyon igin serumsuz DMEM besiyeri, %10 FBS igeren DMEM
besiyeri ve 6 well plate kullanilmistir. Her bir kuyucuk icerisinde 8x10* hiicre olacak
sekilde hiicre ekimi yapilmis ve 24 saat boyunca etiivde inklibasyona birakilmistir.
Serum, transfeksiyon veriminin ve gen ekspresyonunun azalmasina neden oldugu icin
transfeksiyondan bir saat 6nce serum iceren besiyeri, serum ve antibiyotik icermeyen
besiyeri ile degistirilmistir. Sonrasinda her bir well icin 120 pg (120 pl) nanopartikil: 2
pug/ ul'den 8 pl plazmid DNA olacak sekilde nanopartikiil (SCLN)-plazmid konjugat
¢ozeltileri hazirlanmistir.  Konjugat ¢ozeltileri 15-20 dakika oda sicakhginda
bekletildikten sonra kuyucuklara aktarilmis ve transfekte edilecek hiicreler
karbondioksit inkibatoriinde 4 saat sire ile plazmid-nanopartikil konjugati ile
etkilestirilmistir. 4 saat sonunda nanopartikil iceren besiyeri %10 FBS iceren DMEM
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besiyeri ile degistirilmistir. Plate 37°C %5 CO; ihtiva eden etlivde inklibasyona
birakilmistir. Transfeksiyon tayini hiicrelerin GFP genini eksprese etmesiyle yaydigi GFP

Isimasi ile, floresan atagmanl inverted mikroskopla 3 giin boyunca takip edilmistir.

4.5 Nanopartikiil-Plazmid Konjugatlarinin Transfeksiyon Etkinliginin

Degerlendirilmesi

4.5.1 GFP Isimasinin  Takip Edilmesiyle  Transfeksiyon Verimliliginin

Degerlendirilmesi

Tastyicl vektor ile aktarilan genlerin hiicreye aktarilmasi ve hiicrede eksprese edilmesi
gen aktariminin basari bir sekilde gergeklestigini gosterir. Gen ekspresyonunun tayini
ise plazmid DNA lzerinde bulunan GFP gen bdlgesinin hiicrelerde eksprese olduktan

sonra yaydigi yesil 1sigin gozlemlenmesiyle belirlenir.

Transfekte olmus hiicrelerde GFP ekspresyonu, floresan mikroskop ile takip edildiginde
24. saatte en fazla oldugu saptanmistir. L929 fibroblast hlicrelerinin 24. saatte ¢ekilmis

faz kontrast ve floresan mikroskop gorintileri Sekil 4.5'de verilmistir.

(a) )

Sekil 4.5Transfekte olmus L929 Fibroblast hiicrelerinin faz kontrast ve floresan
mikroskop gorintileri
(a): 10x faz kontrast (b): 10x floresan

Literatir taramasi yapildiginda Pedraza ve arkadaslari (2008) NIH/3T3 fibroblast
hiicreleri ve MC3T3-E1 osteoblast hiicrelerinin transfeksiyonu icin kalsiyum fosfat
nanopartikilleri  kullanmiglardir.  NIH/3T3 fibroblast hicrelerinin  transfeksiyon

verimliligi % 40-50 arasinda degisirken MC3T3-E1 osteoblast hiicreleri icin bu oranin
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arttigini gostermislerdir. Kievit ve arkadaslari C6 glioma hiicrelerinin transfeksiyonu icin
demir oksit nanopartikiiller kullanmislardir. Transfeksiyon verimini arttirma amach
farkl polimerlerle DNA’y1 kaplayarak nanopartikll araciligiyla aktarimini saglamislardir.
Yapilan c¢alhsmada transfeksiyon verimliligi kullanilan polimere gore degisim
gostermistir. NP-Kitosan-Polietilenimin(PEI)-DNA kompleksinin transfeksiyon

verimliliginin % 45.2 oldugunu gostemislerdir.

invert mikroskop ile 3 giin boyunca incelenen hiicrelerden floresan mikroskop ve faz
kontrast gorlntileri alinmistir. Bu gorintiler Gzerinden yapilan hicre sayimi ile
transfeksiyon verimi hesaplanmistir. Farkli bolgelerden alinan ve 3 tekrar ile
gercgeklestirilen hicre sayimi ile transfeksiyon verimliligi formil 1 kullanilarak
hesaplanmistir. Formil 1 kullanilarak 3 tekrarli yapilan c¢alismada hesaplanan

transfeksiyon verimliligi %70 olarak bulunmustur.

(4.1)

Transfekte Hiicre Sayisi
Transfeksiyon Verimi % = - X100
Toplam hiicre sayisi

4.5.2 mRNA seviyelerinin belirlenmesi

GenelET RNA purification kiti kullanilarak transfekte edilen hiicrelerden total RNA
izolasyonu yapilmistir. Elde edilen mRNA 6rneklerinden 3’er ul alinarak mikroDrop
plate Uzerine aktarilmis ve 230 nm, 260 nm ve 280 nm’de optik yogunluklari 6l¢tlerek
saflik ve konsantrasyon tayinleri yapilmistir. Negatif kontrol olarak distile su
kullanilmistir.  Sonuglar, iki tekrarli yapilan O&l¢imlerin  ortalamasi alinarak
hesaplanmistir. RNA saflik analizini belirlemek icin, 260/280 ve 260/230 oranlari
hesaplanmaldir. 260/280 orani niikleik asitlerde ~1.8 oldugunda, DNA ve RNA igin ~2.0
oldugunda saflik veriminin en yliksek degerde oldugu kabul edilir. 260/230 oraninin ise

1.8-2.2 araliginda oldugunda ornekler saf olarak degerlendirilir.
MRNA konsantrasyonu formiil (4.2) ile asagidaki gibi hesaplanmaktadir.
4.2

RNA konsantrasyonu (pug/mL) = 0D260 x 100 (diltisyon faktori) x 40 ug/mL
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Uygun saflikta bulunan izole mRNA’larin 260/280 degeri 2.1, 260/230 degeri 2.1 olarak

hesaplanmistir.

Elde edilen mRNA 6rnekleri ikincil tayin icin %1.5’luk agaroz jelde 70V 1 saat slireyle

yuratalmastir. Agaroz jel gorintisu Sekil 4.6’ te gosterildigi gibidir.

Sekil 4.6 mRNA jel goriintisi

4.5.3 cDNA eldesi ve RT-qPCR

First Strand cDNA sentez kiti kullanilarak elde edilen RNA’dan cDNA elde edilmistir.

cDNA orneklerindeki KIf4, Oct4, Sox2 gen bolgeleri, 6zel primer giftleri ve SYBR Green
temelli gPCR kiti ile Real-Time PCR(AriaMx) cihazinda iki tekrarli ¢ogaltilarak analiz
edilmistir. Reaksiyonda pozitif kontrol olarak GAPDH mRNA bolgesi hedeflenmistir.
Amplifikasyon grafigi Sekil 4.6’da verilmistir. Ekprese olan KIf4, Oct4 ve Sox2 gen

bolgelerinin erime grafigi Sekil 4.7'de verilmistir.
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Sekil 4.7 KIf4(Kirmizi) , Sox2(Mor), Oct4(Yesil) gen bolgeleri amplifikasyon grafigi

Gen bolgelerinin ikili tekrarlari ayni renklerle gosterilmistir. Mavi ile gosterilen gizgi esik
deger cizgidir. KIf4 (Ct ort:13,41) , Sox2 (Ct ort:12,4), Oct4 (Ct ort:13,77) en
bolgelerinde 12. dongliden sonra artis gozlenmistir. Yeniden programlama faktorleri
olarak bilinen Klf4, Oct4, Sox2 gen bdlgelerinin transfekte hiicrelerde mRNA diizeyinde

eksprese oldugu Sekil 4.7'de verilen amplifikasyon grafigi ile gosterilmistir.

@KLF @50x @ocT

g g

Fluorescence (-R'(T))
g

70 75 85 90

80
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Sekil 4.8 KIf4(Kirmizi) , Sox2(Mor), Oct4(Yesil) gen bolgeleri erime egrisi
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KIf4 , Sox2, Oct4 gen bolgelerinin erime sicakligi (Tm) 76.5 °C olarak saptanmistir. Erime
grafiginde her bir gen bdlgesi icin olusan tek pik, amplifikasyonda tek bir Griniln

cogaldigini gostermektedir.

4.6 Transfekte Olmus Hiicrelerin Matrijele Aktarimi Ve Upk Hiicrelerinin Elde

Edilmesi

Matrijel Gizerine aktarildiktan sonra transfekte hiicrelerdeki morfolojik degisimler 15
glin boyunca invert mikroskop altinda go6zlemlenmistir. Hicrelerdeki kolonilesme
egilimi matrijele aktarim islemi sonrasi 24. saat itibariyle gbdzlemlenmistir. Bu
hiicrelerdeki GFP ekspresyonunun devam ettigi ise floresan mikroskop ile
belirlenmigstir. Literatlir ¢alismalarina baktigimizda UPK hiicreleri igin benzer
fotograflara rastlanmistir. Sekil 4.9°da 12 giin boyunca matrijel lzerinde hiicrelerin

morfolojik degisimleri fotograflanmistir.
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Sekil 4.9 Oct4, Sox2, KIf4, v-Myc ve GFP gen bolgelerini tasiyan plazmid DNA/SSLN
konjugati ile ile transfekte edilmis L929 fibroblast hiicrelerinin mikroskop gortntileri
(a): 1. Gun 10x faz kontrast (b): 6. Gin 10x faz kontrast (c): 7. Gln 5x faz kontrast
(d): 9. Glin 20x faz kontrast (e): 10. Glin 10x faz kontast (f): 10. Glin 10x floresan
(g): 12. Gun 20x faz kontrast (h) 12. Giin 20x floresan



4.7 Tartisma

Bircok hastaligin tedavisi icin kok hiicrelerin kullanimi ¢okc¢a ¢alisilan ve arastirilan bir
alandir. Laboratuvar ortaminda somatik hlicrelerin yeniden programlanmasiyla elde

edilen uyarilmis pluripotent kék hiicrelerin bu amagla kullaniimasi olduk¢a populerdir.

Hicrelerin yeniden programlanmasini saglayan gen bolgelerinin hedeflenen hiicrelere
aktariminda genellikle viral vektérler kullaniimaktadir. Ancak viral vektorlerin klinikte
kullanimi immin cevap olusturma riski ve timor olusumuna neden olabilirligi dolayisi
ile sinirhdir. Alternatif olarak gelistirilen virlis free sistemleri yeniden programlama
teknolojisini gelistirmeye olanak saglayacaktir. Bizim bu c¢alismada amacimiz L929
fibroblast hiicrelerinden UPK hiicrelerinin elde edilmesi icin viral olmayan bir vektor
sisteminin gelistirilmesi ve transfeksiyon calismalarinda verimli bir sekilde kullaniimasi

amaciyla 6zelliklerinin optimize edilmesidir.

Calisma kapsaminda sentezlenen Stearamid: setilpiridinyum lipid nanopartikil katyonik
olmasi ve hiicre zarindan yapisi geregi kolaylkla gecgebileceginden dolayi tercih
edilmistir. Literatlr taramasi yapildiginda stearamid bazli lipid nanopartikillere
rastlanmamistir. Zeta -Sizer cihazi kullanilarak ¢alismada sentezlenen nanopartikillerin

boyutlari 173.6+13.91 nm ve zeta potansiyeli 36.5+0.06 mV olarak 6lctlmustur.

1929 fibroblast hiicre hatti ile yapilan sitotoksisite c¢alismasinda 40 pg/mL
konsantrasyona kadar pozitif yik nedeniyle az miktarda toksik bir etkisinin oldugu
saptanmistir. Ancak DNA ile etkilestirildikten sonra, konjugatin sahip oldugu katyonik
Ozellik, DNA'nin fosfat gruplarindan gelen anyonik yiikler dolayisi ile azalarak, toksik

etki ortadan kalkmistir.

Boyut ve yik olarak hiicrelere gen aktarimi icin uygun goriilen nanopartikiller, yeniden
programlama faktorleri olan KIf4, Sox2, Oct4, v-Myc gen bodlgelerini {izerinde
bulunduran Piggybac human 4-in 1 ile etkilestirilerek 1929 fibroblast hiicrelerinin
transfeksiyonunda kullanilmistir. Floresan invert mikroskop ile takip edilen hiicrelerde
transfekte olmus hiicrelerin ve transfekte olmamis hicrelerin sayimiyla transfeksiyon

verimi %70 olarak hesaplanmistir.
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