T.C.
YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU

DOKU MUHENDISLiIGINDE KULLANILMAK UZERE METALIK VE BiYOJENIK
NANOPARTIKULLERIN SOMATIK VE KOK HUCRELER UZERINDEKi
ETKiSiNIiN INCELENMESI

SERAP YESILKIR BAYDAR

DOKTORA TEZi
BiYOMUHENDISLIK ANABILiM DALI
BiYOMUHENDISLIK PROGRAMI

DANISMAN
YRD. DOG. DR. MELAHAT BAGIROVA

ISTANBUL, 2016



T.C.
YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU

DOKU MUHENDISLIGINDE KULLANILMAK UZERE METALIK VE BiYOJENIK
NANOPARTIKULLERIN SOMATIK VE KOK HUCRELER UZERINDEKI
ETKiSININ INCELENMESI

Serap YESILKIR BAYDAR tarafindan hazirlanan tez calismasi 15.11.2016 tarihinde
asagidaki juri tarafindan Yildiz Teknik Universitesi Biyomiihendislik Anabilim Dal’nda
DOKTORA TEZi olarak kabul edilmistir.

Tez Danigmani
Yrd. Doc. Dr. Mehalat BAGIROVA

Yildiz Teknik Universitesi

Jiiri Oyeleri
Yrd. Doc. Dr. Mehalat BAGIROVA

Yildiz Teknik Universitesi

Prof. Dr. Tiilay iREZ

Biruni Universitesi

Yrd. Dog. Dr. Melike ERSOZ

istanbul Bilim Universitesi

Prof. Dr. Adil M. ALLAHVERDIYEV

Yildiz Teknik Universitesi

Yrd. Dog. Dr. Zeynep AKDESTE

Yildiz Teknik Universitesi




Bu calisma, Yildiz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri KoordinatérlGgi’ nin
2011-07-04 KAPO6 numarali projesi ile desteklenmistir.



ONSOz

Doktora egitimim boyunca akademik bilgisini ve tecriibesini benden esirgemeyen,
bilimsel calisma prensipleri ile 6grencilerini 6zenle yetistiren ¢ok sevdigim degerli
danisman hocam Yrd. Dog¢. Dr. Melahat BAGIROVA'ya, calismalarim boyunca ayni
bilgiyi, destegi ve Ozeni gosteren, cok sevgili degerli hocam Prof. Dr. Adil M.
ALLAHVERDIYEV'e;

Tezin gerceklesmesindeki katkilarindan dolayr Biyomihendislik Bolim Baskanhgi'na,
Kimya Metalurji Fakiiltesi Dekanligi’'na, Yildiz Teknik Universitesi Rektérliigii’ne, bu
calismayi 2011-07-04 KAPO6 numarali proje ile destekleyen Yildiz Teknik Universitesi
Bilimsel Arastirmalar Proje Koordinatorliigi’'ne, Biyomihendislik Bolimimdizin
kurucusu ve eski bolim baskani degerli bilim adami rahmetli Prof. Dr. M.Mustafa
AKDESTE ile yine eski bolim baskanimiz ve degerli hocamiz rahmetli Prof. Dr. Huriye
KUZU'’ya;

Tez calismalarim sirasinda bana her zaman yardimci olan, bilimsel destegini hicbir
zaman eksik etmeyen c¢ok degerli arkadasim Ars. Gor. Dr. Emrah Sefik ABAMOR'a,
metalik nanopartikillerin elde edilmesi igin destek veren Malzeme Mihendisligi
Bélimi Ogretim Uyeleri Prof. Dr. Cengiz KAYA, Prof. Dr. Figen KAYA ve Ars. Gér. Cansu
NOBERI'ye, biyojenik nanopartikiillerin elde edilmesi icin destek veren Pakistan Quaid-
i-Azam Universitesi Biyoteknoloji Bélimi arastirmacisi M.Sc. ikram ULLAH’a, Yildiz
Teknik Universitesi Merkez Laboratuvari Mudiirliigii’ne ve Uzm. Dr. Ali Can ZAMAN'a,
Protein Analiz Laboratuvari doktora 6grencisi Tayfun ACAR’a;

Yiksek lisans ve doktora egitimlerimiz siresince her zaman birbirimize destek
oldugumuz cok degerli arkadaslarim Dr. Olga Nehir OZTEL’e, Yrd. Dog. Dr. Rabia CAKIR
KOCa, Yrd. Dog. Dr. Serhat ELCICEK’e, Yrd. Dog. Dr. Sezen CANIM ATES'e,
Biyomihendislik Bolimi{ Hicre Kiltird ve Doku Mihendisligi grubumuza, 6zellikle de
Ayse Ozlem OZYILMAZ, Ashi Pinar ZORBA, Hilal TOPTAS, Gizem COSAR, Giinel
BAYRAMOVA, Hilal SENTURK, Mehmet AYDOGDU ve diger arastirmaci arkadaslarima,

Biyomiihendislik Béliimiiniin Degerli Ogretim Uyelerine ve Asistanlarina;

Hayattaki en biiyiik destegim degerli esim Hiiseyin BAYDAR’a, canim oglum Omer’e ve
hayatimin her aninda destekleri, sevgileri ve emekleri ile beni asla yalniz birakmayan
degerli YESILKIR ve BAYDAR Aileleri’ne sonsuz tesekkiirler.

Kasim, 2016
Serap YESILKIR BAYDAR



ICINDEKILER

Sayfa

SIMIGE LISTESI..veutteteeeteee ettt ettt et st ee et ens et esssaete s eaessetese st esensesensesesesserensanas X

KISALTIVIA LISTESI..v.vvvevevetetetereteietetete oottt ettt bbbttt bbbt bbb bbb bbb bbb sesns Xi

SEKIL LISTEST .ottt ettt ettt sttt et ettt e et e st seesetene et enseteneseetennne xii

CIZELGE LISTES c.vvevetietetetecteteeeteee et et tese et s st st ese s ete s etessesesesetessesesesstessesenessenis XV

(074 =5 LT XVi

F Y 2 I I3 o PP Xix
BOLUM 1

GIRIS vttt ettt ettt ettt ettt et a et et a et e e et eae et et et et ae et te et et eae et ene et et et et ene et ene e etens 1

R O 1 =Y = ([ @ 2= | OO 1

A =Y 41 o A o o - Lol TSP 6

0 T o 11 o o (=20 PPPPPPRS 6
BOLUM 2

GENEL BILGILER ... .vivetetieteteetetetee ettt et ee et es st et be s eseasesese et esessetessesesensesensesessnsesens 8

2.1  Nanoteknolojinin TaringeSi....ccccceeieieciiiiiiee e 8

2 N \F- g o €= o] [o ) | SRR 9

2.2.1 Nanoteknolojinin Sanayide Kullanimi ...........cccccoivvrieeeinicciiineen, 10

2.2.2 NanobiyoteKnoloji.....cccccccuiiieeieeiiccceeee e, 11

W0 T \\F- 1 Uo 1 |« F OO PP PP PPPPPPPRRRN 12

2.2.4 Kok Hiicre Nanoteknolojisi.......ceeeeeeccuiieieeeeee e, 13

2.3 NANOPArtiKUIEI e e e 13

2.3.1 Nanopartikillerin Nanotipta Kullanimi .........cccccoviieeieeienicccnnnenen, 16

2.3.2 NaNOtOKSIKOIO]i..uueeeeeeee it 17

2.3.2.1 Nanopartikillere Maruziyet Yollari.....ccccccoeeeervieeeeeeinnccnnns 18

2.3.2.2 Hicre ici Nanopartikiil Alm Mekanizmalari ve Etki Eden

[ 1 T 1T RSP 20

2.3.2.3 Nanopartikiillerin Hiicre ici Lokalizasyonu ...........ccceuevuune... 21

2.3.2.4 Nanopartikiillerin Hiicre ici Gériintilenmeleri ................... 22

2.4 Nanopartiklil SENTEZI.......ccovvvereeiiiiieiicieeeeee e e e e 24

2.4.1 Kimyasal Sentez YONtemMIri....c.ccceeevvrvereeeee e, 25

2.4.1.1 SOl YONTEMI: coviiieiirreeeee ettt e 25

2.4.2 Fiziksel Sentez YONTeMIEri..cccccuveeeeeiieee e 26



2.4.3 Biyojenik (Yesil) Sentez Yontemleri.....ccccovevveeevieeciieeciee e 27

2.4.3.1 Bitki Bazli Nanopartikil Sentezi........cccccveeevviveeieniiieeeinnen, 28

2.5 HUCIE BiyOlOJiSi vuveeeeiiieeieiiiieeeeiiee ettt e st e e s bae e e s saene e e enans 29

2.5.1 SOMaAtik HUCIEIEN ..evveiiiiieeeeeee et 30

2.5.2 ONCU HUCTEIEI ...ttt 30

2.5.3 Kanser Hucreleri ve Kanser Kok HUcreleri.......ccovvveivviveiiinciienenns 31

2.5.4 KOK HUCIIET ..uviiiiiiieee ettt e 32

2.5.4.1 Kendini YENIle@mMe . ..ccovcviieieiiiiieeciieee et 33

2.5.4.2 KIONIASMA evriiiiiiiiiee ittt 33

2.5.4.3 Farkllagma.....coocuieeiiniiiieicieee e 34

2.5.5 Embriyonik K&k HUCrelEr ... .uvviieeieeeeeee e, 37

2.5.6 Erigkin KOK HUCreler.......eeeeeieieeeee et 37

2.5.6.1 Hematopoetik Kok HUcreler........ccoouveeeeiiiieiciiieeeeee e 39

2.5.6.2 Mezenkimal K&k HUCreler .......oooccoviieeieeiii e 40

2.5.7 Kok Hiicre KaynakIlari......cccoveeeeeeeeeicciiiiieeeee e e 46

2.5.7.1 Adipoz Doku Mezenkimal Kok Huicreleri........ccccccvveeeeeennnns 48

2.6 Doku MUNENdisliBi.ccccceeeeeeiiieiieee e 51

2.6.1 Hicre Yilzey EtKileSimIeri ......cueeeeeeiccciiiiiieeeee e, 54

2.6.2 Doku Miihendisliginde Kullanilan Doku iskeleleri...........cccocvue... 54

2.6.3 Hucre KUIthri ve Taringesi ..uueeiee e 55

2.6.4 Hicre Kiltarlerinin Uygulama Alanlari........ccoccceciveeeeee e, 56

2.6.5 iki Boyutlu HUcre KGIGIU c.ocveeveeeeeicecceeececceceeeetceeeee e 56

2.6.6 Ug Boyutlu HUcre KUIRUIT ..ocveeveeeeeeieeceeeceececeeececeeeeeeeeeee e 56
BOLUM 3

MATERYAL VE IMETOD ....ooiiiiiiieeeiiieee sttt e e e ettt e e e saee e e saaae e e seataeesssnsaeeessnnseeessensaeesannes 58

N R |V =Y (=T Y71 FO PRSPPIt 58

I R =1 (] o] 0 =1 o PRSP 58

3.1.2  KiMYASAlar et 59

3.1.3 Deneylerde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi.......ccccceceevveeennes 60

3.1.3.1 PBS Solisyonunun (1X) Hazirlanmasi.......cccccevvveereeeeennennns 60

3.1.3.2 Kriyoprotektan (Dondurma Solliisyonu) Hazirlanmasi......... 61

3.1.3.3 Tripsin EDTA Hazirlanmasl.......ccoceevuvveeeeeeeeiecciinneeeeeeeeeeeeanns 61

3.1.3.4 Besiyerlerinin Hazirlanmasi.......ccccovvveeeeeieeieiicinneeeeee e, 61

3.1.3.5 Boyama Sollisyonlarinin Hazirlanmasi ........ccccvvvveeeeeeeenncnnnns 64

3.1.3.6 GUmisgnitrat Stok Sollisyonun Hazirlanmasi ............cccc....... 65

3.1.3.7 Ekstrakt Hazirlanmasl......ccccuveeeeeiieeeieiiee e 65

K 30 V11 o o SRS RRPN 66

3.2.1 Nanopartikiillerin Sentezlenmesi.......ccccceeeeeeeeicciinveereeee e, 66

3.2.1.1 Kimyasal Yontemler ile Nanopartikil Sentezlenmesi.......... 66

3.2.1.2 Biyojenik Yontem ile Nanopartikiil Sentezlenmesi ............. 67

3.2.2 Nanopartikillerin Karakterizasyonu........ccccccoeeccviiieeieeeeeeeccnnnneen, 67

3.2.2.1 Dinamik ve Elektroforetik Isik Sacilmasi Olgiimleri.............. 67

3.2.2.2 Taramali Elektron Mikroskopisi........cccceeeeriecccriiieeeeeeeeeecnnns 68

3.2.3  HUCIE KGIEUIU wveeeeeeeciiee ettt 68

3.2.3.1 HUcre COZAUIME . ....coeeiiieeeee e et e e ecree e e e e e e e e e enanes 68

Vi



3.2.3.2 1929 Huicre Hattt KUIRUrU .....ceeeveeeeiieiieeeeieeeeeeeeeeees 69

3.2.3.3 J774 Hicre Hatti KGIRRUrU «ooevveeeeeieee e 69
3.2.3.4 Adipoz Doku Kaynakli Mezenkimal K&k Hicre Kiltdrd....... 69
3.2.3.5 Kok Hicrelerin Karakterizasyonu .........ccccceevcuveeeeniieeeesnnnen. 70
3.2.4 Nanopartikul Hlcre Toksisite Calismalari.......ccccceeeevvieeeeiniiieeenns 71
3.2.4.1 Hucrelerin EKiMi ....coovcviieiiiiieeeceec e 71
3.2.4.2 Hucrelere Nanopartikll EkKlenmesi......cccceeevviveeeiniiieeennnnen. 71
3.2.4.3 Nanopartikillerin Hiicre Kiltirleri Uzerinde Canliliklarina
1 ISP 72
3.2.5 Nanopartikiillerin Mezenkimal K&k Hiicre Kiiltirleri Uzerinde
Farklilasmaya EtKiSi.....c.ceiieecciiiieeiee et 74
3.2.5.1 Nanopartikiillerin Mezenkimal K6k Hicre Kilturleri
Uzerinde Adipojenik Farklilasmaya EtKisi ......ccccoevvveeveireveeericeenene 74
3.2.5.2 Nanopartikillerin Mezenkimal K6k Hicre Kilturleri
Uzerinde Osteojenik Farklilasmaya EtKiSi.........ccovvevveirereeeeiceenene. 74
3.3 IStatistikSEl ANGlIZ...cvcveeeeeeriiereeereece ettt 75
BOLUM 4
DENEYSEL SONUGLAR VE TARTISIMIA ..ottt ettt ettt 76
4.1 Hicre Kiltari Deneysel Calismalart ....cccevveeeeeeeiiecccieeeee e, 76
4.1.1 HUCre COZAUIME...uiieee e ettt e et e e e e e e e e e nnreaeeas 76
4.1.2 Devamli Hicre Kiltlrd Calismalari.......ccceeeeeeeeiecciiieeeee e, 77
4.1.2.1 1929 Huicre Hattinin Devamli KGIRUrU.....cocvveeeiniiieeiniiieene. 77
4.1.2.2 J774 Hicre Hattinin Devamli KGItUrU....ooocveeeiiniiieeniiieee, 78
4.1.2.3 Adipoz Doku Kaynakli Mezenkimal K&k Hicrelerin Kiltiirti 78
4.1.2.4 Adipoz Doku Mezenkimal Kok Hiicre Karakterizasyonu ..... 79
4.1.2.5 Adipoz Doku Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicrelerin
KriYOPreZEIrVASYONU .....ueiiieieeeiiiicce e e e e e e e e e e e e e aae e 84
4.2 Sentezlenen Nanopartikillerin Karakterizasyonu ........cccccccevveccvvvvenneeennn. 84
4.2.1 Kimyasal TiO, Nanopartikillerinin Karakterizasyonu.................... 84
4.2.1.1 Kimyasal TiO, Nanopartikillerinin Dinamik ve
Elektroforetik Istk Sacilmasi OlcUmIeri.......ccocvvveveeieeeierieeeeenan, 84
4.2.1.2 Kimyasal TiO, Nanopartikillerinin SEM Analizi................... 85
4.2.2 Kimyasal Ag Nanopartikillerinin Karakterizasyonu ...................... 86
4.2.2.1 Kimyasal Ag Nanopartikillerinin Dinamik ve Elektroforetik
IS1k SACHMaST OIGUMIETT....c.vevieiceieeeeeeeceee et 86
4.2.2.2 Kimyasal Ag Nanopartikillerinin SEM Analizi .........cccee...... 87
4.2.3 Kimyasal TiO,@Ag Nanopartikillerinin Karakterizasyonu............ 88
4.2.3.1 Kimyasal TiO,@Ag Nanopartikillerinin Dinamik ve
Elektroforetik Isik Saciimast OlUMIEri ....cvvvveeveereeiceciceceeeeeeeeceee 88
4.2.3.2 Kimyasal TiO,@Ag Nanopartikillerinin SEM Analizi........... 89
4.2.4 Biyojenik TiOz Nanopartikillerinin Karakterizasyonu................... 90
4.2.4.1 Biyojenik TiO2 Nanopartikillerin Dinamik ve Elektroforetik
Is1k SACIMaS OIGUMIET...c.vieiieiieiieeeceeceeee et 90
4.2.4.2 Biyojenik TiO2 Nanopartikillerinin SEM Analizi .................. 91
4.2.5 Biyojenik Ag Nanopartikillerinin Karakterizasyonu....................... 92

Vii



4.2.5.1 Biyojenik Ag Nanopartikillerinin Dinamik ve Elektroforetik

IStk SACHMAST OIGUMIETi.....vcvieevieeeveeieeeeeceee e 92
4.2.5.2 Biyojenik Ag Nanopartikillerinin SEM Analizi..........cc......... 93
4.2.6 Biyojenik TiO2Ag Nanopartikullerinin Karakterizasyonu............... 94
4.2.6.1 Biyojenik TiO,@Ag Nanopartikillerinin Zeta Sizer Sonuglari
........................................................................................................... 94
4.2.6.2 Biyojenik TiO,@Ag Nanopartikillerinin SEM Analizi .......... 95
4.3  Nanopartikillerin Hiicre Kiltiiri Uzerindeki Etkilerinin incelenmesi ...... 96
4.3.1 TiOz Nanopartikillerinin L929 Hiicre Hatti Proliferasyonuna Etkisi
........................................................................................................... 96
4.3.1.1 Kimyasal TiO; Nanopartikiillerinin L929 Hlicre Hatti
Proliferasyonuna EtKisi ........ccccvuveriiiiiiie e 97
4.3.1.2 Biyojenik TiO2 Nanopartikillerinin L929 Hiicre Hatti
Proliferasyonuna EtKisi .......ccccvrviieeiiiiccee e, 97
4.3.2 TiO; Nanopartikillerinin J774 Hicre Hatti Proliferasyonuna
EKIST . vveeeetiee ettt 98
4.3.2.1 Kimyasal TiO; Nanopartikillerinin J774 Hicre Hatti
Proliferasyonuna EtKisi.......ccccuvviieeiiiicceee e, 98
4.3.2.2 Biyojenik TiO2 Nanopartikillerinin 1774 Hiicre Hatti
Proliferasyonuna EtKisi .......cccovrvrieeiiiicceee e, 99
4.3.3 TiO; Nanopartikillerinin ADMKH Proliferasyonuna Etkisi .......... 100
4.3.3.1 Kimyasal TiO2 Nanopartikillerinin ADMKH Proliferasyonuna
EKIST . vveeetee e ettt 100
4.3.3.2 Biyojenik TiO2 Nanopartikillerinin ADMKH Proliferasyonuna
BKIST .ttt 101
4.3.4 Ag Nanopartikillerinin L929 Hiicre Hatti Proliferasyonuna Etkisi
......................................................................................................... 102
4.3.4.1 Kimyasal Ag Nanopartikillerinin L929 Hiicre Hatti
Proliferasyonuna EtKisi .......cccouveeeeieiiiiiiiiiieeiee e, 102
4.3.4.2 Biyojenik Ag Nanopartikdllerinin L929 Hiicre Hatti
Proliferasyonuna EtKisi .......cccouveeeeieiiiiiiiiiieeiee e, 103
4.3.5 Ag Nanopartikillerinin J774 Hiicre Hatti Proliferasyonuna Etkisi
......................................................................................................... 104
4.3.5.1 Kimyasal Ag Nanopartikillerinin J774 Hicre Hatti
Proliferasyonuna EtKisi .......cccouveeeeieiiiiiiiiiieeiee e, 104
4.3.5.2 Biyojenik Ag Nanopartikillerinin J774 Hiicre Hatti
Proliferasyonuna EtKisi .......cccvvveeeieiiiiiiiiiieeiee e, 105
4.3.6 Ag Nanopartikillerinin ADMK Hiicre Proliferasyonuna Etkisi..... 106
4.3.6.1 Kimyasal Ag Nanopartikillerinin ADMK Hiicre
Proliferasyonuna EtKisi .......cccuvveeeeeiieiccieeeee e, 106
4.3.6.2 Biyojenik Ag Nanopartikillerinin ADMK Hiicre
Proliferasyonuna EtKisi .......ccccueeeeieeiieiiciiieeee e, 107
4.3.7 .. TiO,@Ag Nanopartikillerinin L929 Hiicre Hatti Proliferasyonuna
1 ISR 108
4.3.7.1 Kimyasal TiO,@Ag Nanopartikillerinin L929 Hiicre Hatti
Proliferasyonuna EtKisi .......ccccueeeeeieiieiiciieeee e, 108



4.3.7.2 Biyojenik TiO,@Ag Nanopartikillerinin L929 Hiicre Hatti

Proliferasyonuna ETKisi ........coccuveeiiiiiiieiniiiiee e 109
4.3.8.... TiO,@Ag Nanopartikillerinin J774 Hiicre Hatti Proliferasyonuna
1 ISR 110
4.3.8.1 Kimyasal TiO.@Ag Nanopartikillerinin J774 Hiicre Hatti
Proliferasyonuna ETKiSi .......coocvveeiiiiiieeiiiiiiee i 110
4.3.8.2 Biyojenik TiO,@Ag Nanopartikillerinin J774 Hicre Hatt
Proliferasyonuna ETKiSi ........coccveeiiiiiieeiniiiiee i 111
4.3.9 TiO,@Ag Nanopartikillerinin ADMK Hiicre Proliferasyonuna Etkisi
......................................................................................................... 113
4.3.9.1 Kimyasal TiO,@Ag Nanopartiklllerinin ADMK Hucre
Proliferasyonuna EtKisi .........cccueeiiiiiieeeiiiiie e 113
4.3.9.2 Biyojenik TiO;@Ag Nanopartikillerinin ADMKH
Proliferasyonuna EtKisi .......cccuvvveeiiiieiiceeee e, 113
4.3.10 DAPI Boyama ile Apoptotik ADMKH Tayini.......cccccvvveeeeeeeeennnns 114
4.3.11 EtBr/AO ile ADMKH Apoptotik Tayin ......ccccceeeeeveerieeecireeeennen. 116
4.4  Nanopartikillerin ADMKH Klttrd Farklilasmasina Etkisi...................... 117
4.4.1 TiO; Nanopartikillerinin ADMKH Farklilasmasina Etkisi............. 117
4.4.1.1 Kimyasal TiO2 Nanopartikillerinin ADMKH Farkhlasmasina
EKIST . vveeeteee ettt 117
4.4.1.2 Biyojenik TiOz Nanopartikillerinin Kok Hicre
Farklilasmasina EtKiSi ........cccvviireeeieiieieeeee e, 117
4.4.2 Ag Nanopartikillerinin ADMKH Farklilasmasina Etkisi ............... 118
4.4.2.1 Kimyasal Ag Nanopartikillerinin ADMKH Farklhlasmasina
BKIST .ttt 118
4.4.2.2 .Biyojenik Ag Nanopartikillerinin Kok Hiicre Farklilasmasina
BKIST .ttt 119
4.4.3 TiO,@Ag Nanopartikillerinin ADMKH Farklilagmasina Etkisi..... 120
4.4.3.1 Kimyasal TiOo@Ag Nanopartikillerinin ADMKH
Farklilasmasina EtKiSi ........cccevvvereeeieiieiiirieeeeee e 120
4.4.3.2 Biyojenik TiO,@Ag Nanopartikillerinin ADMKH
Farklilasmasina EtKiSi ........cccevvvereeeieiieiiirieeeeee e 121
N - | 4 1] o - [P 122
BOLUM 5
SONUG VE ONERILER ....oouvveviietiietcee ettt ettt ettt v e se st sene s s 136
5.1  SoNUG DeBerlendirMESi....cccceeeieeieiieiiiieiiee e eeeiireeeee e e eeesenrrereee e e e eeeanns 136
5.2 ONEIIIEE weitieieeteeeeee ettt ettt ettt ae e 136
KAYNAKLAR ...ttt ettt ettt et e sate e s bt e e sbteesasaeessbeeesaseeesasaeesaneeenns 138
OZGECMIS oottt ettt ettt ettt ettt as et ae st e st et eaeesesens et ese et ese s etenserenenee 154



SIMGE LISTESI

Ag GuUmius Elementi

Ti Titanyum Elementi

TiO.@Ag Titanyumdioksit-Gimis Kompoziti
Zn Zirkonyum / Cinko

Zn0O-Cu Cinkoksit-Bakir Bilesigi



KISALTMA LISTESI
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ADMKH Adipoz Doku Mezenkimal K&k Hiicre

CD CD hiicre yuzey antijeni bulunduran hiicre
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DMEM Dulbecco’nun Modifiye Eagle Medyumu

DMSO Dimetil sulfoksit

DNA Deoksiribonukleik asit

DSO Diinya Saglik Orgiitii

EC50 Etkili Konsantrasyonun %50’si
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FDA Food and Drug Administration
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L929 Fare Fibroblast Hiicre Hatti
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MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid
NASA National Aeronautics and Space Administration
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PBS Fosfat Tampon Solusyonu [Phosphate buffered saline]
PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonu [Polymerase Chain Reaction]
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RPMI 1640  Roswell Park Memorial Institute 1640

SB Saglik Bakanhgi

TNFTa Tumor nekroz faktor alfa
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OZET

DOKU MUHENDISLIGINDE KULLANILMAK UZERE METALIK VE BiYOJENIK
NANOPARTIKULLERIN SOMATIK VE KOK HUCRELER UZERINDEKi
ETKiSININ INCELENMESI

Serap YESILKIR BAYDAR

Biyomihendislik Anabilim Dall

Doktora Tezi

Tez Danismant: Yrd. Dog. Dr. Melahat BAGIROVA

Kok hiicreler ve nanoteknoloji son yillarin en 6énemli ¢alisma alanlari arasinda yer
almaktadir. intradisipliner faaliyetler gerektiren ve béylece hizla gelisen bu bilim dallari
birleserek kok hicre nanoteknolojisi adi altinda yeni bir ¢alisma alani dogurmustur.
Bulunduklari doku ve organlarin devamliligini saglayan kok hiicreler rejeneratif tip ve
doku muhendisliginde son derece dnemli role sahipken, nano boyutta yapilar da ¢esitli
endustriyel ve medikal alanlara ek olarak 6zellikle son yillarda doku miihendisliginde de
giderek daha c¢ok 6nem kazanmaktadir. Kok hiicre nanoteknolojisinde gelismeler
yasanirken yapilan ¢alismalar da nanopartikillerin yaygin kullanimi gesitli tartismalara
neden olmaktadir. Nanopartikillerin solunum, sindirim, intraven6z ve subkitan6z
yollar ve dermal kontakt vasitasi ile insan viicuduna girisi endiselere neden olmaktadir.
Bu nedenle normal hiicre hatlari ve o0zellikle kék hiicrelerin nanopartikiller ile
etkilesimin incelenmesi olduk¢ca 6nemlidir. Diger taraftan glinimiizde biiyik oranda
kimyasal yontemler ile sentezlenen nanopartikillerin giivenli sentez yontemleri ile elde
edilmesi amaci ile biyojenik yontemler de gelistiriimeye baslanmistir. Biyojenik
yontemler ile sentezlenen nanopartikillerin normal hicre hatlari ve koék hiicreler
Gzerindeki etkileri belirsizdir. Buna gore de bu calismanin amaci ilk kez olarak gesitli
fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip kimyasal ve biyojenik nanopartikillerin (TiO2, Ag,
TiO2@Ag) normal hiicre hatlari (L929 ve J774) ve insan adipoz dokusundan elde edilmis
mezenkimal kok hiicreler (ADMKH) lzerindeki etkisinin kiyaslamali olarak incelenmesi,

XVi



incelenen nanopartikillerin kék hicrelerin farklilagsmasina etkisinin belirlenmesi ve
elde edilen sonuglarin doku mihendisligi ve rejeneratif tipta kullanilmak Uzere
onerilmesi olmustur. Bu amagla tez kapsaminda kdiltir g¢alismalari Yildiz Teknik
Universitesi Biyomiihendislik Bélimi  Hiicre Kiltiri ve Doku Miihendisligi
Laboratuvarimizda gergeklestirilmistir. Hiicre kiltir ¢ahismalarinda somatik hiicre (L929
ve J774) ve adipoz dokudan elde edilen mezenkimal kok hiicreler (ADMKH)
kullanilmistir. Hucreler laboratuvarimizda bulunan kriyobanktan cikarilmis, kaltir
ortamina adaptasyonu saglanmig, devamli kiiltiiri elde edilmis ve kriyoprezervasyonu
gerceklestirilmistir. Deneylerde ayni zamanda metalik ve biyojenik nanopartikiller
kullanildi. Metalik nanopartikiiller (TiO2, Ag ve TiO,@Ag) YTU Malzeme Mihendisligi
Bélimi’nde sentezlenerek temin edilmistir. ilk kez olarak Teucrium stocsianum Bioss
bitkisi ekstrakti ile TiO,, Ag ve TiO,@Ag NP’leri ise laboratuvarimizda bitki bazl olarak
sentezlendi. Her iki gruptaki nanopartikiillerin karakterizasyonlari YTU Merkez
Laboratuvari ve Biyomuhendislik Bolim{i’'muizin Laboratuvarlari’'nda
gerceklestirilmistir. Nanopartikillerin somatik ve adipoz dokudan elde edilen
mezenkimal kok hicreler Gzerindeki sitotoksisite ¢alismalari hiicrelerin mitokondriyal
etkinliklerinin ~ belirlenmesi amaci  ile  MTT  (3-(4,5-dimetilthiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum bromid) yontemi ile spektrofotometrik olarak belirlendi. Diger
taraftan metalik ve biyojenik nanopartikillerin adipoz dokudan elde edilen mezenkimal
kok hticrelerin adipojenik ve osteojenik farklilasmalarina etkileri incelendi. Deneyler en
az U¢ kere tekrar edilmis ve GraphPad Prism 5 programi ile istatistiksel analizler
yapilmistir. Varyanslarin homojenitesi ANOVA one-way varyansi ile belirlenmis,
p<0.005 degeri istatistiki olarak anlaml kabul edilmistir.

Deneyler hem somatik ve hem de mezenkimal kok hiicreler Gzerinde gergeklestirildi.
Her iki gruptan olan nanopartikillerin bes farkli konsantrasyonunun bu hiicre hatlar
Uzerindeki morfolojik, proliferasyon ve farklilasmalarina etkileri incelendi.

Elde edilen sonuglara gore, kimyasal TiO2 NP J774 igin toksik etki gosterirken L929 ve
ADMKH igin tim konsantrasyonlarda non-toksiktir. Kimyasal Ag NP hiicreler lizerinde
genel olarak non-toksiktir. Kimyasal TiO,@Ag NP L929 ve ADMKH hatlari igin hiicre
canlihg! da artis gostermektedir.

Biyojenik TiO2 NP ise 1774, 1L929 ve ADMKH igin kullanilan konsantrasyonlarda non-
toksiktir. Biyojenik Ag NP L929 hiicre hatti proliferasyonunu artirmakta, ADMKH
proliferasyonunu ise azaltmaktadir. Biyojenik TiO,@Ag NP ise J774 hiicre hatti (izerinde
farkl konsantrasyonlarda farkli etkiler sergilemektedir. Biyojenik TiO;, Ag ve TiO.@Ag
NP’lerinin adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin farklilasmasina etkileri
incelenmistir. Kimyasal Ag ve kimyasal TiO, nanopatrikillerinin MKH’lerin adipojenik
farklilasmasini artiran nanopartikiiller oldugu ancak MKH’lerin osteojenik farklilasmasi
Uzerinde ise pozitif bir etkilerinin olmadigi tespit edilmistir.

Son yillarda endustriyel ve medikal alanlarda kimyasal ve biyojenik yontemler ile
sentezlenen nanopartikillerin sayisinda oldukc¢a bilylk bir artis yasanmaktadir. Bu
durum da insan viicudunun cesitli nanopartikillere maruz kalmasina neden olmaktadir.
insanoglunun nanopartikiillere maruziyeti cesitli endiselere sebebiyet vermektedir.
Boylece elde edilen sonuglar nanopartikillerin cesitli yollar ile viicuda girmesinin
ardindan somatik ve 6zellikle doku ve organlarin devamhligini saglayan kék hicreler
Uzerindeki etkilerinin arastirilmasinin son derece 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir.
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Elde edilen sonuglarin ilerde biyomedikal Urinlerin  tasarlanmasinda ve
uygulanmasinda pratik agidan olduk¢a 6nemli oldugunu gostermektedir.

Buna gore de calismamizda elde ettigimiz veriler dogrultusunda amacimiza uygun
olarak oOzellikle doku mihendisligi calismalarinda tasarlanacak olan drinler ile ilgili
tasarlanan Uriinden beklenen oOzellik, bu 6zelligi karsilayacak nanopartikil ve hiicre
hatti se¢imi, nanopartikil sentez bigimi ve ayrica uygulanacak olan nanopartikiliin
konsantrasyonu ile ilgili olarak elde ettigimiz verilerin géz ©nine alinmasi

onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Nanopartikiil, hiicre kiltird, kok hiicre, doku mihendisligi

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESi FEN BiLIMLERi ENSTITUSU
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF METALLIC AND BIOGENIC
NANOPARTICLES ON SOMATIC AND STEM CELLS FOR THE PURPOSE OF
USING FOR BIOENGINEERING APPLICATIONS

Serap YESILKIR BAYDAR

Department of Bioengineering

Ph.D. Thesis

Adviser: Ass. Prof. Melahat BAGIROVA

Stem cells and nanotechnology are one of the most important research topics of the
late years. These research fields require interdisciplinary cooperation, therefore have
developed quickly to generate a new research field called stem cell nanotechnology.
Stem cells have secured an important place in regenerative medicine and tissue
engineering as they provide persistence to the tissues and organs from which they
originate, whereas nanoscale structures have recently become prominent in tissue
engineering, as well as various industrial and medical areas. While developments are
made in stem cell nanotechnology, studies on extensive use of nanoparticles cause
controversy. Internalization of the nanoparticles into human body through respiration,
digestion, intra- and subcutaneous injection or dermal contact raise concern.
Therefore, investigation of nanoparticle interaction between normal cell lines,
especially stem cells, is extremely important. On the other hand, safe biogenic
techniques to produce nanoparticles, instead of commonly used chemical synthesis
techniques are being developed. The influence of nanoparticles produced by these
biogenic techniques on normal cell lines and stem cells are unclear. Hereunder, the
purpose of this study is to investigate and compare the effects of chemically produced
and biogenic nanoparticles with different physical and chemical properties (TiO;, Ag,
TiO,@Ag) on normal cell lines (L929 and J774) and human adipose-derived
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mesenchymal stem cells (hADMSC), to investigate the effect of these nanoparticles on
the differentiation of stem cells and to refer to these information to guide their use in
tissue engineering and regenerative medicine. For this purpose, 1929 and J774 cell
lines were obtained from the cryobank in Yildiz Technical University Department of
Bioengineering, Tissue Engineering and Cell Culture laboratory and the sustained
culture of the cells were provided. Mesenchymal stem cells were obtained from
cryobank and thawed, cell culture adaptation, continuous culture and
cryopreservation of the cells were done. Additionally, chemically produced TiO,, Ag ve
TiO2,@Ag nanoparticles were obtained from YTU Department of Material Engineering.
For the first time in this study, biogenic nanoparticles were synthesized via Teucrium
stocsianum Bioss plant extract. Both types of the nanoparticles were analyzed with
characterization studies in YTU Central Laboratory and YTU Department of
Bioengineering Laboratory. Cytotoxicity studies of nanoparticles on somatic cell lines
(L929 and 1J774) and adipose tissue derived stem cells were measured
spectrophotometrically by using MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
dipheniltetrazolium bromide). Additionally, adipogenic and osteogenic differentiation
of stem cells were provided at concentrations affecting proliferation. Differentiation
potential of stem cells were microscopically tracked, suitable incubation periods were
determined and at the end of these periods differentiation rate and morphologies of
the cells under culture were analyzed. The experiments were repeated at least three
times and statistical analyses were done using GraphPad Prism 5 software.
Homogeneity of the variants were determined with ANOVA one-way variant and a p-
value less than 0.005 (p>0.005) is taken as statistically significant. Experiments were
performed using both somatic and mesenchymal stem cells. The effects of five
different concentrations of nanoparticles from two groups were investigated on
morphology, proliferation and differentiation of these cell lines. According to our
results, chemical TiO2 NP showed toxic effects on J774, while it was non-toxic for L929
and ADMSCs at all concentrations investigated. Chemical TiO,@Ag NP showed
increased cell viability of L929 and ADMSC. Green TiO2 NP was shown to be non-toxic
for J774, 1929 and ADMSCs at all concentrations investigated. Green Ag NP increased
cell proliferation of L929 cell line, but decreased proliferation of ADMSCs. Green
TiO,@Ag NP showed different effects on 1774 at different concentrations. Effects of
biogenic TiO2, Ag and TiO.@Ag NP on differentiation of adipose-derived mesenchymal
stem cells were investigated. Chemical Ag and chemical TiO; nanoparticles were
shown to increase adipogenic differentiation of MSCs, whereas they were shown to
have no effect on osteogenic differentiation of MSCs. Recently, the number of
chemically and biogenically synthesized nanoparticles have increased in the use of
industrial and medical areas. This causes exposure of human body to various
nanoparticles and this exposure to nanoparticles raises different concerns. Therefore,
the investigation of the effects of nanoparticle exposure on somatic and especially
stem cells that provide maintenance of tissue and organs is extremely important. The
results of such research will be useful in design and application of biomedical products
in the future. According to this, it is suggested that the results of this study should be
considered while designing products for tissue engineering to determine the expected
properties of the designed product, the nanoparticles and cell lines that would fulfil
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these expectations, the technique for nanoparticle synthesis and the concentration of
the nanoparticle to be applied.

Keywords: Nanoparticle, cell culture, stem cell, tissue engineering
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GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Kok hicreler ve nanoteknoloji son yillarin biylyen en énemli iki alanidir. Bu bilim
dallari interdisipliner faaliyetler gerektiren ¢alismalar sonucunda hizla gelismistir. Bu iki
bilim dali birleserek kok hiicre nanoteknolojisi adi altinda yeni bir galisma alani
dogurmustur [1, 2]. Bulunduklari doku ve organlarin devamhligini saglayan kok
hicreler rejeneratif tip ve doku mihendisliginde son derece 6nemli rol alirken [3-9],
nano boyutta yapilar da gesitli endlstriyel [10-12] ve medikal alanlara [13] ek olarak
Ozellikle son yillarda doku miihendisliginde de giderek daha ¢cok 6nem kazanmaktadir
[14, 15]. Bunun nedeni nanopartikillerin ultra kiigiik boyutta olmalari, genis ylizey
alanina sahip olmalari ve bu sayede hiicresel boyutta etkilesimlere girebilmeleridir [16-
23]. Kok hiicre nanoteknolojisinde gelismeler yasanirken vyapilan ¢alismalarin

tartismalara neden oldugu da bildirilmektedir [24-29].

Son yillara kadar doku mihendisligi ve hiicresel tedavi galismalarinda somatik
hiicrelerden faydalaniliyordu. Ancak kok hicreler farkhlasmamis ve kendilerini
yenileyebilme o6zellikleri nedeni ile somatik hiicrelerden farkli olup buyik ilgi
¢ekmektedir. Glinliimuizde kok hiicreler rejeneratif tip ¢alismalarinda hasar gérmis ya
da islevini yitirmis cesitli doku ve organlarin yenilenmesinde [30-35], antiinflamatuvar
etkileri sayesinde imminoterapilerde [36-38], hedeflendirilmis sistemlerde [39] ve

hiicresel tedavilerde [40, 41] basart ile kullaniimaktadir.

Nanopartikiller kozmetik, tekstil, gida ve boya gibi sanayi kollarinda, ila¢ salinim

sistemleri, mikrobiyoloji, rejeneratif tip gibi cesitli medikal alanlarda kullanilmaktadir



[42, 43]; ancak nanopartikillerin bu kadar genis bir alanda kullanilmaya baslanmasi ile
birlikte toksik etkileri ile ilgili bilgilerin yetersizligi ¢esitli endiselere neden olmaktadir
[44]. GUnumuze kadar yapilan g¢alismalarda insanlarin solunum, agiz yolu, dermal
kontakt, intravendz uygulamalar ve subkitan6z uygulamalar ile nanopartikillere maruz
kaldiklari kesin olarak belirlenmistir [45]. insan viicudunun nanopartikiillere maruz
kalmasinin meydana getirdigi endiseler nedeni ile nanopartikillerin etkilerinin detayli

sekilde incelenmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Nanoteknoloji alaninda oldugu gibi kok hiicre alaninda da her gegen giin gelismeler hiz
kazanmaktadir. Kok hicrelerin rejeneratif tip ¢alismalarinda kullanimi son derece
onemli ve gereklidir. Bu c¢alismalarda kok hicrenin bulundugu bir nis ortami ile
etkilesim icerisinde oldugu bilinmektedir. Hlcre-hlcre etkilesimi, ortamda bulunan
sekresyon faktorleri, ekstraselliiler matriks ve mekaniksel sartlar doku miihendisliginde
kok hticre kullanimi icin gerekli mikrogevrenin komponentleridir. Bu mikrogevrenin
uygun  proliferatif ve  farkhlastirma  etkenleri ile  zenginlestiriimesinde
nanopartiklllerden de faydalanilmasi mimkindir. Doku miihendisligi ¢alismalarinda
kok hiicre nanoteknolojisi ile travma sonrasi doku, organ kayiplari ve nérodejeneratif
hastaliklarin tedavisi icin fayda saglanacagl beklenmektedir; ancak bu amacg icin
nanopartikillerin etki mekanizmalari ile ilgili soru isaretlerinin kaldiriimasina ydnelik
calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Kok hiicre nanoteknolojisindeki calismalar; in vivo
sartlarda isaretlenmis kok hiicreleri takip etme ve goriintiileme, genetik calismalar, Ug
boyutlu (3D) nanostriktiirel doku muhendisligi calismalari ve kok hiicre terapileri
yoninde baslatiimistir [2]. Her ne kadar bu alanda c¢alismalar bulunsa da yapilan
arastirmalarda cesitli zorluklar ve sinirlamalar ile karsilasilmaktadir. Bu sorunlarin en
onemlilerinden bir tanesi de kok hicrelerin ve nanomalzemelerin birbirleri ile olan
etkilesimlerinin hentiz aciklik kazanmamis olmasidir. Son vyillarda nanopartikiller
hakkindaki mevcut bilgiler i1siginda yeni ve islevsel nanomalzemeler lretilmekte olup
virls bazli gen tasima sistemleri yerine nanopartikiil esasl sistemlerin kullanildigi
calismalar, kanser tedavileri, asi gelistirmelerine yonelik arastirmalar bildirilmektedir;
ancak hticre icine giren nanopartikll veya nanomalzemelerin hiicre ici lokalizasyonu,
bu durumun ilerde kok hiicre Gzerinde ne gibi bir etkiye neden olacagi ve hiicrenin bu

partiklli ne sekilde metabolize edecegi bilinmemektedir [2]. Glinim{izde endistriyel



alanlarda ve sanayide bakir, cinko, palladyum, altin gibi cesitli nanopartikdillerin
kullanildigl bilinmektedir. Bu nanopartikillerin yaninda genis kullanim alani bulan
nanopartiklller arasinda Ag ve TiO, nanopartikilleri de g¢ok ©6nemli bir yer

kaplamaktadir.

GUmis nanopartikili antimikrobiyal etki mekanizmasi sayesinde medikal, cerrahi ve
dis hekimligi Urinlerinde, su aritma sistemlerinde [44], tekstil Urlinlerinde, gida
sanayinde, optik sacilim ozelligi sayesinde biyosensor seklinde, gorintileme
sistemlerinde ve 6zellikle dolasim sistemine katilarak hedeflenmis hiicre ve organlara

ilag tasima amaci ile ilag salinim sistemlerinde [46] kullanilabilmektedir.

Titanyumdioksit nanopartikili ise kisisel bakim Grlinleri [47], deterjanlar, elektronik

cihazlarda kullanim alani bulmustur ve bu Grinler giin gegtikce artmaktadir.

Gumis ve titanyumdioksit nanopartikillerinin kullanim alanlari ve insanoglunun
bunlara maruziyeti ile meydana gelen endiseler sonucunda sitotoksikolojik ¢calismalar
onem kazanmaktadir. Gimus nanopartikillerinin antibakteriyel 6zellikleri igin kozmetik
ve tekstil Urlinlerinde kullanildigl ancak terleme ile dermal kontaminasyona neden
oldugu bildirilmistir [48]. Paddle-Ledinek ve ark. (2006) yaptiklari ¢calismalarinda yara
iyilestirmesinde kullanilan deri oOrtlislinden keratinositlere nanopartikil gecisi
oldugunu rapor etmislerdir. Bir baska c¢alismada da Ag nanopartikillerinin hem
keratinositler hem de fibroblastlar icin toksik oldugu gosterilmistir [49]. GUmds
nanopartikilinin insan hepatoma hicrelerindeki (HepG2) non-toksik
konsantrasyonlarinin (<0,5 pg/ml) bu hiicreler Gzerinde oksitatif strese neden oldugu
ve ayni zamanda bu konsantrasyonlarin mezenkimal kék hiicreler izerinde ise toksik
etkileri oldugu bildirilmistir. Buna gore de gimis nanopartikiliiniin non-toksik
konsantrasyonlarinin da hicreler Uzerinde kullaniminin  glvenli olmadigi

anlasilmaktadir [50, 51].

Gida, eczacilik ve kozmetikte de kullanilan TiO2 nanopartikdilleri ile yapilan sitotoksisite
calismalarina baktigimizda ultra kiiclik boyutlari sayesinde cesitli yollari (inhalasyon,
dermal vb) kullanarak canli binyesine girdiklerinde [52] inflamasyon, fibrozis ve DNA
hasarlarina neden olduklari gosterilmistir [53]. Jin ve ark. (2008) fibroblast hiicreleri

Gzerinde yaptiklari calismalarinda ise hiicreler Gzerindeki etkilerin doz ve zamana bagli



olarak degisiklikler gosterdiklerini belirlemislerdir [54]. Ayrica TiO2 nanopartikillerinin
endotel hiicrelerinde inflamasyona [53], lenfoblastoid hiicrelerde DNA hasarina [55] ve
hamster embriyo fibroblastlarinda ise apoptoza [56] neden oldugu rapor edilmistir.
Doku muhendisligi calismalarinda kullaniimak Uzere lretilen TiO2 nanopartikiillerinin
farkli doz, boyut ve sartlarda mezenkimal kok hiicrelerin proliferasyonu, migrasyonu ve

farkhlasmasi lizerinde negatif etkileri oldugu gosterilmistir [57].

Varolan nanopartikillerin yani sira gelisen nanoteknoloji ile birlikte her gegen gilin yeni
nanopartikiller ve kombinasyonlari da Uretilmektedir. Bu kombinasyonlar tek
nanopartiklllerden farkh fizikokimyasal ozellikler gostermekte ve etki mekanizmalari
da degismektedir [58]. Ag ve TiO2 nanopartikillerinin bir kombinasyonu olan TiO@Ag
nanopartikilinin son derece glicli bir antimikrobiyal etkiye sahip oldugu yapilan son
calismalarda gosterilmistir. Bu nedenle cesitli antibakteriyel ylizey kaplamalari ve
antibiyotiklere alternatif olarak kullanim alanlari sayesinde insanlarin yeni

nanopartikillere maruziyeti de s6z konusu olmaktadir [59, 60].

Nanopartikillere; solunum, deri, agiz, intravenoz ve subkltandz enjeksiyonlar, sindirim
gibi cesitli yollar ile maruz kalinmasi ve glinlik hayatta nanopartikillerin yogun
kullanimi cesitli endiselere yol agmaktadir. Kimyasal yollar ile Gretilen nanopartikillerin
toksik maddeler aciga ¢ikartmasi, maliyetli, uzun siirede olmasi gibi nedenlerden 6tiiri
glvenli Uretim yollari aranmaktadir. Buna gore de son yillarda oldukca 6nem kazanan
yesil kimya (biyojenik) yontemlerinden nanopartikil Gretiminde de faydalaniimaktadir.
Boylece kimyasal yontemler ile liretilen nanopartikillere kiyasla daha ucuz, daha kisa

surede ve toksik kalintilar olusturmayan bitki bazli sentezler gelistirilmistir.

Nanopartikiiller ile yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglar; kullanilan sentez
yontemleri, elde edilen nanopartikillerin farkli boyut, doz ve 06zelliklerde olmasi,
incelenen hicre hatlarinin birbirinden farkli olmasi, hticrelerin nanopartikiillere
maruziyet sartlarinin, doz ve zamanlarinin farkli olmasi ve laboratuvarda kullanilan
teknikler nedeni ile ¢ok fazla degisiklik gostermektedir. Glvenli nanopartikil Giretim
yontemleri gelistiriimesine ragmen hem kimyasal hem de biyojenik nanopartikdllerin
hiicreler lzerindeki etkilerine dair calismalar yetersizdir ve biyojenik nanopartikillerin

de hiicreler ile etkilesimleri bilinmemektedir. Literatlirde cesitli bitkisel bazl biyojenik



yontemler kullanilarak Ag nanopartikiliniin sentezlendigi bildirilmesine ragmen TiO;
ve TiO@Ag nanopartikdllerinin bitkisel bazl biyojenik yontem ile uygulamalarina dair
calismalar son derece azdir. Kimyasal yontemler ve biyojenik yontemler ile Uretilen
nanopartikillerin belirli hiicre hatlar ve kdk hiicreler Gzerindeki toksikolojik etkileri,
kok hiicrelerin proliferasyon ve farklilagsmalari tizerindeki etkilerinin incelenmesi ile ilgili

bir calisma bulunmamaktadir.

Bu nedenle bu galismada ilk kez olarak, kimyasal ve bitki bazli biyojenik yontemler ile
Uretilmis nanopartikillerin normal hiicre hatlari ve kok hiicreler Gzerindeki etkisi

incelendi.

Buna gore de ¢calismamizda kimyasal ve biyojenik yontem ile sentezlenmis TiO;, Ag ve
TiOo@Ag nanopartikiil kompozitleri kullanildi.  Nanopartikillerin karakterizasyon
calismalari; elektroforetik 1sik sacilmasi teknigi ile zeta potansiyeli dlcimu ve taramal
elektron mikroskopisi ile boyut ve dagilim analizi seklinde gergeklestirildi. Analiz
sonuclarina gore kimyasal sentezlenmis TiO;, Ag ve TiO,@Ag nanopartikillerinin boyut
araligi sirasi ile 40-86 nm, 76-200 nm ve 35-65 nm, bitki bazli biyojenik yéntem ile
sentezlenen nanopartikillerinin boyutlari ise TiO; igin 52-78 nm, Ag nanopartiklli igin
35-50nm ve TiO,@Ag icin 55-100nm olarak belirlendi. Tim nanopartikillerin ylizey
yukleri negatif olarak (-16,2 mV ila -34,2 mV araliginda) analiz edildi. Bu
nanopartikillerin farkli konsantrasyonlari (1-100 pg/mL) hazirlandi. Her bir hiicre hatt
icin her nanopartikiliin proliferasyon etkisi incelendi. Nanopartikdllerin kok hiicreler
Uzerindeki en uygun konsantrasyonunun belirlenmesinin ardindan, kok hiicreler

Uzerindeki farklilasmalarina olan etkileri incelendi.

Buna gore de elde edilen sonuglar dogrultusunda farkli nanopartikillerin, farkli sentez
yontemine bagh olarak farkl doz, boyut ve sartlar altinda normal ve mezenkimal kdk
hiicreleri Gzerinde birbirinden farkli tepki verdikleri seklinde olup literatiirde karsimiza

¢ikan sonuglar ile birbirini destekler nitelikte olarak belirlendi.

Tez calismasi 2011-07-04 KAPO6 numarali projesi ile Yildiz Teknik Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinatorligii tarafindan desteklendi. TUBITAK tarafindan
yayinlanan 2003-2023 Teknoloji Ongoéri Calismasinda vurgulanan Tiirkiye’de yapilmasi

gereken bilimsel ¢alismalar icin kok hticre teknolojilerinin gelistiriimesi ve oOzellikle



rejeneratif tip ve nanoteknoloji uygulamalarinda kullanilabilir hale gelmesi hedefine de
uygun olarak ulasilabilir adipoz doku kaynakl mezenkimal kék hicrelerin kullanimi ile
Ulkemizde ilk kez olarak devamli kultliri, karakterizasyonu, kriyoprezervasyonu ve
nanopartikll etkilesimleri gerceklestirildi. Nanoteknoloji uygulamalarinda kullanilmak
Uzere 1929, 1774 ve ADMKH kiiltir modelleri lizerinde calisilarak glivenli nanopartikil

kullanimi igin 6neriler sunuldu.

1.2 Tezin Amaci

Bu tezin amaci ¢esitli fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip kimyasal ve biyojenik
yontemler ile sentezlenmis nanopartikillerin somatik hiicre hatlari ve adipoz dokudan
elde edilmis mezenkimal kok hiicreler Uzerindeki etkisinin incelenmesi, incelenen
nanopartikillerin kok hicrelerin farklilasmasina etkisinin belirlenmesi ve elde edilen

sonuclarin doku miihendisligi ve rejeneratif tipta kullanilmak Gzere 6nerilmesidir.

13 Hipotez

Gahsmanin hipotezini doku mihendisligi ve rejeneratif tipta kullanilan somatik hiicreler
ve Ozellikle son yillarda kullanimi artan mezenkimal kék hiicreler ile birlikte son yillarda
ultra kiguk boyutlardaki farkli 6zellikleri nedeni ile genis kullanilm alanina sahip

nanopartiklllerin etkilerinin incelenmesi olusturur.
Hedefe ulagsmak icin asagidaki basamaklar gerceklestirildi;

eKriyobanktan somatik hiicre hatlari ve adipoz dokudan elde edilmis mezenkimal kok
hiicrelerin ¢ozdirilerek cikarilmasi ve devamli kiltlrinin yapilarak laboratuvar

sartlarina adaptasyonu ve kriyoprezervasyonu,

eLaboratuvara adapte edilen insan adipoz dokusundan elde edilmis mezenkimal kdk

hiicrelerin karakterizasyonu,

eKimyasal ve biyojenik yontemler kullanilarak elde edilen ve literatiirde genis yer tutan
TiO; ile Ag nanopartikillerinin sentezi ve TiO; ile Ag nanopartikillerinden farklh etkilere
ve Ozelliklere sahip nanopartikiil kombinasyonu olan TiO,@Ag nanopartikiliinin elde

edilmesi/temin edilmesi,

*Elde edilen/temin edilen nanopartikullerin karakterizasyonlari,
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eNanopartikiillerin farkh konsantrasyonlarda hazirlanarak tim hiicre hatlarinin

proliferasyonlarina etkilerinin belirlenmesi,

*Ayni konsantrasyonlarin mezenkimal kok hicrelerin farklilastirilmasina etkilerinin

incelenmesi ve

eElde edilen souclarin  mikroskobik, histolojik ve istatistiksel olarak

degerlendirilmesidir.



BOLUM 2

GENEL BILGILER

Son yillarda gelisen nanoteknoloji sayesinde gunlik hayatta kullandigimiz pek ¢ok
Urinde ve biyomihendisligin 6nemli galisma alanlarindan biri olan doku mihendisligi
ve rejeneratif tip gibi hicre/kok hiicre temelli calismalarda nanopartiklller genis bir
kullanim alanina sahip olmaktadir. Nanopartikdller ile etkilesimde olan kok hiicrelerin
arasindaki iliskiyi inceleyen kok hilicre nanoteknolojisi glinimiuziin en hizli ilerleme
gosteren calisma alanlarindan bir tanesidir ve bu nedenle bu bilim dalinin daha genis

bir sekilde anlasilabilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.1 Nanoteknolojinin Tarihgesi

Nanoteknolojinin temelleri bilim diinyasinda 20. yizyilin ilk yarisindan sonra atiimistir.
ilk olarak 29 Aralik 1959°da Amerikan Fizik Cemiyeti'nde gerceklestirdigi “There is
Plenty of Room at the Bottom” (Asagida Daha Cok Yer Var) baslkli bir konusmasi ile
Richard Feynman nanoteknoloji teriminin fikir babasi olarak kabul edilmektedir.
Feynman konusmasinda nanoteknoloji kelimesini kullanmamissa da bahsettigi
konularin yillar sonra nanoteknolojiyi anlattigi anlasiimistir [2]. Yazih literatlirde ise
1974'de yayinlanan makalesi ile Diinya’da ilk kez nanoteknoloji kelimesini kullanan kisi

Norio Taniguchi olmustur [3].

Sonraki yillarda (1986) Eric Drexler ilk nanoteknoloji derecesini alan, ilk nanoteknoloji
kitabini yazan ve nanoteknoloji dersini ilk veren kisi olarak tarihe ge¢cmektedir.
Drexler'in  nanoteknoloji  lzerine vyazdigl  kitaplar  “Yaratma  Makineleri:

Nanoteknolojinin Yaklasan Devri" ve "Nanosistemler: Molekiiler Mekanizmalar, Uretim


http://www.zyvex.com/nanotech/feynman.html
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ve Hesaplama" olup buralarda istenilen maddeyi atom atom dizerek olusturan
nanorobotlarin varolabilecegini ispat etmeye ve bu teknolojinin etkilerini ortaya
cikarmaya calismistir. Ayrica “Molekiiler Uretim” adli bir teknolojiyi tanitmis ve ileride
istedigimiz malzemeyi molekiler diizeydeki nanorobotlarla yapabilme ihtimalimizin

oldugunu ispatlamak istemistir [4].

ilerleyen yillardaki nanoteknolojik gelismeler sirasi ile 1981'de Gerd Binnig ve Gerhard
Rohrer tarafindan Taramali Tinelleme Mikroskobu (STM)'nun dretilmesi, 1986'da
Binnig, Quate ve Gerber’in Atomik Kuvvet Mikroskobunu (AFM) bulmasi, 1991'de

Sumio lijima’nin karbon nanotlpi bulmasi seklinde devam etmistir [5].

Ulusal Havacilk ve Uzay Dairesi’'nin (National Aeronautics and Space
Administration/NASA) 1996 yilinda nanoteknoloji Uzerinde c¢alismaya baslamasi ve
gelismis devletlerin nanoteknolojiye finansal destek vermeye baglamalari ile

nanoteknolojik Gretimler hiz kazanmistir.

Tehnologrn
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Sekil 2. 1 XVIII. yy’dan itibaren sanayi devrimleri [6]

2.2 Nanoteknoloji

Son yillarda nanoboyutlu malzemeler Uzerine gergeklestirilen calismalar blylk bir
gelisme gostermektedir. Bu nedenle nanoteknoloji c¢ok hizli gelisen arastirma
alanlarinin basinda gelmektedir [7]. Daha biylk boyutlarina goére oldukc¢a farkh
elektriksel, mekanik, optik ve manyetik ozellikler gosteren atomik ve molekiiler
boyutlardaki (1-100 nm) fonksiyonel materyallerin, aletlerin, sistemlerin Uretilmesini

konu alan bilim dalina nanoteknoloji denir [8]. Nanoteknoloji nano boyuttaki yeni


http://nanoturkiye.blogspot.com/2008/04/nano-101-tarama-tnelleme-mikroskopu.html
http://nanoturkiye.blogspot.com/2008/04/nano-101-karbon-nanotpler-1.html

fiziksel ozelliklerin varligi, atomik ve molekiiler boyutlardaki analizler, maddelerin
atomik boyutlarda kontroll ve niteliksel olarak yeni 6zelliklere sahip olan fonksiyonel
kompleks sistemlerin Gretilmesi gibi temel fiziksel ve kimyasal konulari kapsar [7].
Ozetle bu bilim dali temel olarak nanoyapidaki malzemelerin sentez, karakterizasyon,

arastirma ve faydalanimlari ile ugrasir [9].

Mevcut teknolojilerin kigultilerek daha ileri diizeyde duyarli sistemlerin olusmasina
imkan veren nanoteknolojik calismalar sayesinde iyi dizayn edilmis, daha uzun sire
dayanan, daha temiz, glivenli ve akilli Grilinleri evde, iletisimde, ulasimda, tarimda,
tipta, kimyada, fizikte, biyoteknolojide ve endistrinin her alaninda kullanmaya olanak

saglayacaktir [10].

Nanoteknolojinin gelecek yillarda ne tiir 6zellikler tasiyacag ile ilgili Li ve ark. (2005)
2000 ila 2020 yillari arasinda 4 nesillik bir tahminde bulunmustur [11], [12]. Buna gore
de nanoteknolojinin ilk nesili nanotipler, nano ylzeyler ve nanokaplamalar gibi basit
olanlaridir. 2005 yili sonrasinda kesfedilecek olan ikinci nesil; aktif yapili, morfolojik,
biyolojik ve manyetik 6zellikleri gibi ¢esitli 6zelliklerini degistirebilen nanoteknolojik
riinlere kucak acacakti. Ornegin hedeflenmis ilac ya da kimyasallar, enerji depolama
cihazlan, transistérler ve benzeri gibi... Uclincii nesil nanoyapilar (2010 ve sonrasi)
nanosistemler, molekillerin kendiliginden bir araya gelip bag olusturabildigi ya da
kendi kendini organize edebilen yapilar olabilirler. Yapay dokular ve elektronik cihazlar
bunlar arasinda yer alabilecekti. 2015-2020 vyillarindaki 4. nesil de molekiler
boyutlardaki nanosistemleri icerecekti ve bu nanosistemde yer alan her bir molekil de

spesifik bir yapiya sahip olacak ve farkli bir rol tstlenecektir [12].

Son vyillarda bu bilim dalinin gelismesi ve uygulamalarin artmasi ile nanotip,
nanobiyoteknoloji, nanopartikiil ve nanotoksikoloji gibi terimler ortaya ¢ikmistir [7]. Bu

nedenle de bu tez calismasinda bu terimler (izerinde durulmaktadir.

2.2.1 Nanoteknolojinin Sanayide Kullanimi

Nanopartikiller bulk formundan farkli fizikokimyasal etkileri sayesinde sanayi alaninda
bliyik oranda kullanim alani bulmustur. Glnlik kullanilan pek cok Griin icerisinde

nanopartikiil ya da nanomalzeme teknolojisini icermektedir. Gida, tekstil, kozmetik,
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boya, askeri ve elektronik alanlarda nanopartikiiller bliyik oranda kullaniimaktadir.
Kinsmayan ya da leke tutmayan kiyafetlerin gelistirilmesi, boya malzemelerinin
solmayan, leke tutmayan ve kolay uygulanabilirliginin saglanmasi, daha hafif teknolojik
Urlnlerin (telefon, bilgisayar gibi) elde edilmesi, glines 1sigindan korunma amaci ile
isinlari yansitici 6zellikte kremlerin Gretimi, su ve hava filtrasyonunda nanopartikdl
bazli filtrelerin Uretimi, gidalarin bozunmamasi ve antimikrobiyal o0zelliginden
faydalanilmak amaci ile ambalaj Uretimi gibi pek ¢ok alanda kullaniimaktadir. Bu
kullanim orani da her gegen giin yeni nanopartikdllerin Gretimi ile artis géstermektedir
[13]. Sanayide nanopartikil kullanimi ile birlikte glinlik kullanilan Grinlerin hayati
kolaylastirici, daha etkili, daha iyi faydalanimlar saglayan pratik Grlinlerin de artmasi

beklenmektedir.

2.2.2 Nanobiyoteknoloji

Nanobiyoteknoloji biyolojik sistemler lizerinde nano boyutta yapilan tim arastirmalari
kapsamaktadir [14]. Nanoteknoloji ve biyoteknolojinin ortak bir noktada birlesmesi
sonucu ortaya ¢ikan bir bilim dali olan nanobiyoteknoloji, nano boyuttaki materyallerin
ya da Urunlerin yapiminda biyolojik molekillerden yararlanir. Olusan bu nano
materyaller ise biyolojik sistemleri etkilerler. Nanobiyoteknolojinin katimiyla birlikte
gelecekte biyolojik sistemlerde 06zellesmis bolgeleri hedefleyebilen, bulundugu
bolgeden farkli olarak c¢evresindeki yapilari denetleyebilen, gesitli kimyasallarin
saliniminda gorev alabilen, dokularin veya hiicrelerin verdikleri yanitlari algilayabilen ve
cevresinde bulunan dokulari yeniden olusturabilen gesitli nanopartikillerin veya bagka
yapilarin gelistiriimesi hedeflenmektedir. Nano boyuttaki materyaller insan viicudunda
bulunan hiicrelerden daha kiglkttr. Hicre icerisinde bulunan makro molekiillerle
hemen hemen ayni boyutta olduklari bilinmektedir. Yapilan arastirmalar DNA’nin
eninin yaklasik olarak 2,5 nm oldugunu ve protein molekdllerinin eninin ise 1-20 nm
arasinda degistigini ortaya koymustur [14]. Canh hiicrelerin fonksiyonel bilesenlerinin
bu dogal nano boyutlari, nanoteknolojinin biyoteknoloji icerisinde uygulanmasini
kacinilmaz hale getirmektedir [15]. Sonu¢ olarak nanobiyoteknolojideki gelismeler
gelecek yillarda 6zel olarak dizayn edilmis nano yapilarin iletisimi saglayan bir operator

vasitasiyla kontrol edilerek canl bir organizma (6rnegin bir hastada) icerisinde idare
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edilebilecegini ve verilen sinyallerle istenen noktalara yonlendirilebilecegini

gostermektedir [16], [17].

2.2.3 Nanotip

Gunlmuzde bilimsel ve endustriyel pek ¢ok alanda nanoteknolojiden
faydalaniimaktadir [18], [19]. Nanotip terimi de nanoteknolojinin tip alaninda
uygulanmasi anlamina gelmektedir. Nanotip fikri ilk kez olarak Nobel 6dilli Profesor
Richard Feynman (Sekil 2.1) tarafindan dile getirilmistir. Feynman ince robotlarin ve
nano boyuttaki aletlerin tani ve tedavide daha gilvenilir, kesin, ucuz ve hizli
yaklasimlarin saglanmasinda kullanilabilecegini sdylemistir [2]. Ulusal Saglik Orgiiti
(National Institute of Health-NIH), nanotip terimini zarar gormis dokularin (kemik, kas
ya da sinir) iyilestirilmesi icin molekiler boyutlarda spesifik buluslar gelistiren
nanoteknolojinin bir yan dali olarak tanimlamaktadir [20]. Avrupa Bilim Vakfi (The
European Science Foundation-ESF) da taniya, tedaviye ve hastalanmayi ve travmatik
yaralanmalari engellemeye, agrilari dindirmeye ve insan sagligini korumaya yonelik
molekiler araglar ve molekiler bilginin kullanildigi bilim ve teknoloji olarak nanotibbi

tanimlamistir [21].

Nanotibbin calisma alanlari ilaglarin tasinmasi, biyomateryallerin olusturulmasi, in vivo
gorintileme, in vitro tani, aktif implantlarin olusturulmasi ve hastaliklarin tedavisi
olmak Uzere cesitli basliklar altinda toplanabilir. Temel yaklasimi hasta hiicrelerin
saglikh hiicrelere oranla daha c¢abuk bir bicimde ortadan kaldiriimasi olan ameliyat,
kemoterapi ve radyasyon ile muamele gibi konvansiyonel tedavilerin aksine, nanotip
spesifik hiicrelerin belirlenmesi, oldirilmesi veya tedavi edilebilmesi icin ¢ok yonli
uygulamalar kullanmayr amaclamaktadir. Bu nedenle nanotip yalnizca nanoteknolojik
kavramlarin kabul edilmesine ve uygulanmasina degil, ayni zamanda gerekli bilgilerin
nanoteknolojiye aktarilmasina da ihtiyac duymaktadir. Bu ylizden bu iki calisma alani

birbirleri ile koordineli sekilde gelismektedir [22].

Son yillarda bilimin her alaninda oldugu gibi tip alaninda da nanoteknolojiye olan ilginin
artmasinin esas nedeni ileride cesitli hastaliklarin tanisinda ve tedavisinde
nanopartikillerin ve nano boyuttaki cihazlarin kullanilmasinin beklenmesidir [23], [24],

[25]. Nanotibbin hedeflerinin bir digeri de tip alaninda uygulanmasi amaclanan ve yeni
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fonksiyonel ve dinamik ozelliklere sahip ¢ok ylzeyli molekiiler agregatlarin
tasarlanmasidir. Bu amag¢ dogrultusunda boyuta ve bolgeye spesifik nano boyuttaki
sistemler Uretilmeye galisiimaktadir. Bu yaklagim ayni zamanda kisisellestirilmis tibbin
gelistirilmesi dogrultusunda yeni olasiliklar 6nermektedir. Kisisellestirilmis tip gelecekte
genomik ve proteomik teknolojileri kullanarak her hasta igin en uygun

farmakoterapinin gelistirilmesini hedeflemektedir [26].

Diger  taraftan  nanoteknolojik  ¢alismalardan  doku  muihendisliginde de
faydalanilabilecektir. Ozellikle kék hiicre biyolojisi ve kék hiicre cogalmasi, farkhlasmasi
ve transplantasyonlarinda (hicre/doku nakilleri) olduk¢a 6nem kazanmaktadir [18],

[19]. Bu da yeni bir calisma alani olan kdk hiicre nanoteknolojisini dogurmaktadir.

2.2.4 Kok Hiicre Nanoteknolojisi

Rejeneratif tip ve doku mihendisligi calismalarinda énemli yer alan kék hiicrelerin in
vitro ve in vivo ¢alismalarda nanopartikiiller kullanilarak migrasyonu ve bulundugu
yerdeki hiicresel davranislarinin (cogalma, farklilasma gibi) belirlenmesi amaci ile
faydalanilabilmektedir. Cesitli sekillerdeki (karbon nanotilip, quantum dot, partikil)
nanomalzemelerin kdék hicrelerin g¢ogalma, kendini yenileme, farklilasmalarina

etkilerinin 6grenilmesi ile amacina uygun kullanimi saglanabilecektir [27].

2.3 Nanopartikiiller

“Nano” terimi bir fiziksel blyukligin milyarda biri anlamina gelmektedir. Bir
nanometre ise, metrenin milyarda birine esit uzunluk birimidir [16], [28], [29], [30].
International Organisation of Standarization (ISO) tanimina goére bir geometrik,
aerodinamik, hareket ya da benzeri bir 6zelliginin ¢apinin 100 nm’den kii¢lik olan
parcaciklar nanopartikil olarak adlandirilir [31]. Cizelge 2.1’de parcacik boyutlarinin
(Particule Matter-PM) dagilimina bakildiginda 0,1 um’den kiiclik parcaciklar ultra ince
parcacik yani nanopartikiiller olarak adlandirilirken 0,1-2,5 um arahgindakiler ince, 0,2-
<10 um arahigindaki parcaciklar ise iri taneli parcaciklar seklinde adlandiriimakta

oldugunu gérmekteyiz [32].
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Cizelge 2. 1 Pargacik boyutlarininin dagilimi

UZUNLUK BiRiMi SINIFLANDIRMA
PMjio <10 um iri taneli parcacik
PMys <2.5um ince pargacik
PMo,1 <0.1 um Ultraince parcacik/Nanopartikiil

Nano olgekteki malzemeler, malzemenin molekiler haldeki 6zelliklerinden gok farkli
olan vyeni Ozelliklere sahiptirler [33]. Nanomalzemeler olarak da adlandirilan
nanopartikiller kitlesel halde bulunan malzemelerle kiyaslandiginda toplam
hacimlerine gore cok daha biliyik oranda yilizey alanina sahiptir. Genis ylizey alani
elementlerin ve nanopargaciklarin birbirleriyle olan etkilesimini etkiler. Nanopartikiller
100 nm’den daha kiguk boyutlarina kiyasla olduk¢a genis ylizey alanlarina sahip

¢o6ziinmeyen partikillerdir [34], [35], [36].

NANOMATERYALLER

Tek faz ya da coklu faz Bicimlendirilmis yiizey, film ya da bicimlendirilmis film

PARTIKULLER

Yiizeye baglanmis Stviiginde siispanse edilmig Kattiinde siispanse edilmis Havada dagitmis
Sekil 2. 2 Nanopartikdllerin boyutunu kiyaslamali olarak gosterilmesi [37]
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Kitlesel halde bulunan materyaller genellikle sabit fiziksel 6zelliklere sahiptirler.
Nanopartikiillerin ise kitlesel materyallerin aksine olduk¢a degisken elektriksel,
manyetik ve optik 6zellikleri bulunmaktadir. Tim bu farkli 6zellikleri nanopartikillerin
hastaliklarin tanisi ve tedavisi konusunda ilgi odagi haline gelmelerini saglamaktadir

[38].

Nanopartikiiller kanser teshis ve tedavisinde, hedeflenmis ila¢ saliminda, biyosensorler
gibi tip ve biyoteknoloji alanlarinda kullaniimaktadirlar. Nanopartikiller boyut olarak
insan hiicrelerinden daha kiicik olmakla birlikte enzimler ve reseptorler gibi biyolojik
makro molekdllerle ayni boydadirlar. Bu nedenle nanopartikiiller ayni boyda olduklari
peptidler, antikorlar veya nikleik asitlerle konjuge edilerek problar seklinde
kullanilabilirler. Béylece hiicresel boyutlarda molekiiler degisiklikler gozlenebilir [16],

[39], [40].

Polimerik kabuk +

Biyolojik abiotik reseptdrier
Reseptorler

Polimerik kabuk +

elektroaktif bdlgeler
Floresan
molekiller , -
Altin, gimas
Manyetik

Nanopartikil Karbon nanotip
V
Abiotik %

Cekirdegi Kuantum noktaciklan
reseptorler

Sio,, Tio,

L

lé ‘ l l l ‘ Silika kabuk +

nikleik asitler

ikili tabakalar g

Tek tabakalar
Kuantum Noktaciklar:

Sekil 2. 3 Nanopartikillerin hiicresel boyutta kullanimi

Nano tasiyicilar kimyasallar, manyetik alan, 1si ve pH gibi uyaranlar tarafindan aktive
edilecek sekilde dizenlenebilirler [19]. Nano tasiyicilar benzer sekilde ilaglarin kan-
beyin bariyeri gibi anatomik bariyerlerden, akcigerler ve deriden penetre olmasi icin de
kullanilirlar. Son zamanlarda nano taslyicilar hedefleme, ila¢ tasima cihazi ve biyolojik

sensor olarak cok fonksiyonlu sekilde tasarlanmaktadirlar [16].

Yukarida bahsedilen 6zellikleri nedeni ile son yillarda nanopartikillerden mikrobiyoloji,
rejeneratif tip, kozmetik, boya sanayi, ilag salinim sistemleri, tekstil ve gida alaninda da
yararlanilmaktadir [41]. Sekil 2.4’te nanopartikillerden fayda saglayan enddstriyel ve

teknolojik alanlar gosterilmektedir.
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NANOPARTIKULLERIN UYGULAMA ALANLARI
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Sekil 2. 4 Nanopartikdllerin kullanim alanlari

Nanopartikiillerin cesitli 6zelliklerinden faydalanan pek c¢ok bransin igerisinde
biyomiihendisligin 6nemli alanlarindan biri olan rejeneratif tip da bulunmaktadir.
Hiicre temelli c¢alsmalarda ve glnlik hayatta kullandigimiz pek c¢ok driinde
nanopartikiller ile etkilesimde olan hiicrelerin arasindaki iliski nanobiyoteknolojinin
hizla ilerleyen galisma alanlarindan bir tanesidir ve bu kavramlarin daha genis bir

sekilde anlasilabilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.3.1 Nanopartikiillerin Nanotipta Kullanimi

Gen tedavisi: Son vyillarda yapilan ¢alismalar uzun ekspresyon siireleri ve yilksek
transfeksiyon etkinligi ile alakali olarak nanopartikiller ile gerceklestirilebilmektedir.
Nanopartiklil sistemleri gen tasiyarak kanserli hiicreleri hedeflemekte ve boylece

okdler tedavi saglanmaktadir [42].

Kanser tedavisi: Multidisipliner bir calisma gerektirmektedir. Molekiler goriintileme
ile kanserli doku ya da kanser hiicresinin tespiti, molekiler tani ile kanserli bdlgenin
belirlenmesi ve hedeflendirilmis ilag tedavisiyle nanopartikil bazl ilag tasima sistemleri

ile kanser tedavisi mimkiin olabilmektedir. Molekiiler goériintiilemede yari iletken

16



guantum dotlar, altin nanopartikilleri ve demir oksit nanopartikilleri gibi partikiller,
diger molekiillerde mevcut olmayan optik, manyetik ve yapisal 6zellikleri ile kanserli
doku/kanser hicrelerini tespit etmek igin kullanilmaktadir. Monoklonal antikorlar,
peptidler ve kiglik molekiller gibi timore hedeflendirilmis ligandlara baglanan
nanopartiklller de timor antijenlerine veya timor damarlarina yiksek afinite ve
spesifiklikle hedeflendiriimede kullanilabilmektedir. Nanopartikiller, multiple teshis
(optik, radyoizotopik veya manyetik) ve terapoétik (antikanser) maddelerin baglanmasi
icin genis ylUzey alanina ve fonksiyonel gruplara sahiptirler. Son yillarda, molekiiler ve
hiicresel goriintileme igin biyoafinite gosteren nanopartikiller, kanser tedavisi igin ilag
tasiyan hedeflendirilmis nanopartikuller ve erken kanser tanisi/goruntiilenmesi igin
nanocihazlar ile ilgili calismalar yapilmaktadir. Nanopartikiiller, her bir hastanin
molekdiler profiline bagl olarak kanserin teghis ve tedavisinde kullanilan genetik ve

protein biyoisaretliyecileri kapsayan kisisel onkolojiye imkan saglamaktadir [42].

Oral tedavi i¢in nanopartikiil kullanimi: Agiz yolu ile viicuda verilen peptid ve protein
bazli ilaglarda pargalanmadan korumasi, absorpsiyonu artirmasi, hedefleme ve ilaglarin

kontrolli salinimi gibi avantajlar saglanmaktadir [42].

2.3.2  Nanotoksikoloji

Toksikoloji yasayan organizmalar Uzerinde zararli etkilerin incelenmesidir. Buradan
anlasilacagl Gzere nanotoksikoloji nanopartikillerin zararli etkilerini ifade eder [43].
‘Nanotoksikoloji’ terimi ise toksikolojinin bir alt kategorisi olarak nanopartikillerin
sebep olabilecegi 6zel problemleri ortaya koyan bir dal [43] ve yasayan organizmalar
Uzerindeki etkilerinin bertaraf edilmesi ile ilgili nanomateryallerin gelistirilmesi seklinde
ifade edilmektedir [44]. Nanotoksikoloji nanopartikillerin canllar Gzerinde etkileri ile
ugrasan bilim dal olarak da tanimlanabilmektedir [44].

Nanoteknoloji, nanotip ve nanotoksikoloji insan yasamini daha iyi bir hale getirmeyi
amaclayan tamamlayici disiplinlerdir [21].

Nanoteknolojik medikal ve endistriyel uygulamalarin glvenilir sekilde Uretimi ve
gelistirilebilirligi ve yeni materyallerin (iretiminin pek cok fayda saglayacagi hic siiphesiz
oldukca onemlidir [7], [21], [44]. Bulk formundan farkh ozellikler gosteren disik

molekiler agirlik ve vyiksek ylzey alanina sahip nanopartikillerin toksikolojik
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arastirmalari igin blylk bir ¢alisma alani dogmustur. Bu uretimler yapilirken her ne
kadar bu alandaki ¢alismalar icin ayrilan bitgeler olduk¢a az olsa da es zamanli olarak
nanopartiklllerin negatif yanlari da arastirilmalidir [44]. Nanopartikillerin olasi toksik

etkilerinin esas nedenleri su 6zellikleridir [45], [46], [47], [48], [49]:

e Boyut

e  Sekil

e Kimyasal Kompozisyon

e Yizey Alani

e  Yilzey Reaktivasyonu

o Yizey Yiki ve

e  Cozunebilirligi

Bu nedenle de Avrupa Birligi ve Avrupa Bilim Vakfi nanopartikillere (NP) dayali
teknoloji ile ilgili olarak risk-fayda haritalari olusturdular. Elde edilen galismalarda ise

nanoteknolojiden kaynakli gevresel zararlarin mevcut oldugu ile ilgili veriler de

karsimiza ¢ikmaya baslamistir [43].

Gunlimuzde ticari olarak yuzlerce cesit nanoteknolojik Griin ilag sanayi, kozmetik,
tekstil, boya sanayi, gida endustrisi ve rejeneratif tip gibi c¢esitli alanlarda
kullanilmaktadir [29], [50]. Boylece nanotoksikoloji NP’lerin s6z konusu organizmalar
Uzerindeki etkilerinin doz, boyut, sekil, reaktivasyon, materyal kompozisyonu gibi

ozelliklerini incelemeye odaklanmistir [51].

2.3.2.1 Nanopartikiillere Maruziyet Yollar

Gelismekte olan nanoteknolojinin en 6nemli merak konularindan bir tanesi stiphesiz ki
insanlarin nanopartikillere maruziyeti ile ilgilidir [44]. Nanopartikiillere maruziyet esas
olarak solunum, sindirim ve deri yolu ile olmaktadir, daha detayh giris yollari ise Sekil 2.

5’te gosterilmektedir [52], [53].
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Sekil 2. 5 Nanopartikillerin insan viicuduna giris yolaklarinin gosterilmesi

Her ne kadar nanopartikillerin sahip olduklari 6zellikleri (mekanik, elektriksel ve
kimyasal) mihendislik agisindan arzu edilen niteliklerde olsa da bu 6zellikleri biyolojik
ve ekolojik olarak son derece istenmeyen toksikolojik etkilere neden olabilmektedir
[21]. NP’ler blyuk boyuttaki partikillere nazaran tim organizma igerisinde
yayilabilirler. Vicut icerisine alinan bir NP ¢ok kiclik kapiler damarlara dahi penetre
olabilir ve NP’lin yapisina bagli olarak belirli dokularda birikebilirler [54]. NP’lerin hiicre
zarindan gecgebilmeleri ve hiicre fizyolojisini etkileyebilmeleri [54] nedeni ile NP’lerin
vicut sivilari, hiicreler ve dokular ile etkilesimleri ve organizmaya giris ve organlara
olan olasi etki mekanizmalari incelenmelidir [43]. NP’lerin gesitli hicre hatlan
Uzerindeki toksik etkilerine dair calismalar bulunmasina ragmen yetiskin kok hiicreler
ile NP etkilesimine dair veriler oldukga sinirlidir [54]. Tim bu arastirmalarin yani sira
NP’lerin kok hiicrelere giris mekanizmalari ve kok hiicre proliferasyon ve farklilasmalari

Uzerindeki etkilerinin incelenmesi de 6nem kazanmaktadir.



2.3.2.2 Hiicre i¢i Nanopartikiil Alim Mekanizmalari ve Etki Eden Faktérler

Yukarida da belirtildigi gibi nanopartikillere maruziyetler solunum, sindirim, tedavi
amach subkiitan6z ve intraven6z enjeksiyonlar ya da dermal kontakt ile meydana
gelmektedir [52], [53]. Nanopartikiller insan hiicreleri tarafindan alinirsa bu durum
nanopartikillerin hiicre alti komponentler ve organeller ile etkilesime girebilmesi ve
hicre ici cesitli organellere tasinmasi ile sonuglanir. Bu nedenle NP’lerin hiicreler arasi
biyolojik 6zelliklerinin arastiriimasi ihtiyaci dogmaktadir [55].

Nanopartikillerin hicre igine girisine etki eden faktorler partikiliin boyutu, ylzey yuki
ve ylzey ozellikleridir [55]. Endositoz NP’lerin hiicre icine alimindaki temel yoldur ve bu
proses (¢ farkh sekilde meydana gelebilir 1) fagositoz, 2) pinositoz (sivi-faz endositoz)
ve 3) reseptor-bagl endositoz (Sekil 2.6) [56]. Endositoz her hiicrede meydana gelir
[55] ve hiicre ylizeyinde bulunan ‘yabanci’ maddeleri uzaklastirmak amaci ile kullanilan
konvensiyonel bir mekanizmadir [57]. Kok hicreler de NP’lerin alimi igin c¢esitli
endositotik mekanizmalardan faydalanirlar [58]. Endositozun tim cesitleri zar
invajinasyonunu igerir ve proses NP’lerin hiicre ici vakuollerde sindirimi ile devam eder
[57]. Ek olarak pinositoz ve reseptor-bagh endositoz da, ayrica, hiicre zarinda klatrin- ya
da kaveolin- kapli kesecik olusumu ile yabanci maddeleri hiicre icine alirlar. Bu
kesecikler (vezikiller) GTPaz dinamin araciligi ile olusan vezikilin nihayetinde sitosol
icerisinde endozomlarda sonlanmasini saglar [59]. Endositoz cok etkili bir prosestir
ancak terapoétik uygulamalarda istenmeyen neticelere de yol agabilir.

NP’lerin hiicre igine aliminda NP boyutu ve ylzey 6zelliklerinin etkileri ile ilgili pek ¢ok
calisma rapor edilmistir [60]. Verma ve Stellacci (2010) NP’lerin hiicre i¢ine girisinde en

uygun boyutun 50 nm oldugunu belirtmislerdir [61].
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Sekil 2. 6 Ug esas endositoz mekanizmasi

Ayrica kire seklindeki partikillerin ayni boyuttaki ¢ubuk seklindeki NP’lerden %500
daha fazla hicre icine alindigi gorilmdistir. Cho ve ark. (2009) pozitif yikli NP’lerin
negatif ve noétral yukli NP’ler ile kiyaslandiginda endositotik aliminin daha yuksek
seviyelerde oldugunu bulmuslardir [62]. Hicre vylzey o6zelliklerinin NP-hiicre
etkilesimine olan etkileri ile ilgili olarak yapilan bir seri galismada da altin
nanopartikillerinin tiyopronin ile yliiklenmesinde etilenamid ile yiklenmesine kiyas ile
fonksiyonlarinin diistligi, ayrica PEG ile yiklenmesi ile de hiicre ylizeyine tutunmasinin

arttig gosterilmistir [57].

2.3.2.3 Nanopartikiillerin Hiicre ici Lokalizasyonu

Nanopartikillerin kék hiicre sitoplazmasi igerisindeki dagilimi ile ilgili birkag in vitro
calisma yer almaktadir. Verilere gére NP’ler hiicre icine alindiktan sonra sitoplazma
icinde vezikiullerde lokalize olurlar [58], [63] (Sekil 2.7). NP’ler ayrica nukleus
cevresinde bulunur ve etrafinda bir hakla olustururlar ancak icerisine girmezler [64].
Bazi nanopartikillerin kok hiicre sitoplazmasi icerisine alimindan sonra lizozomlara
transfer olduklari da rapor edilmistir [65]. Quantum dotlar ile yapilan ¢alismalarda da
Chang ve ark. tarafindan (2008) bu partikillerin hiicre icine aliminin ilk zamanlarinda
lizozomlardaki parcalanma isleminden kactiklari gésterilmistir. Quantum dotlarin 21.

gline kadar hiicre vezikiillerinde gorildiikleri de belirtilmistir [66].
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Sekil 2. 7 Nanopartikilin hicre igine giris ve lokalizasyonunun goésterilmesi

Receptor

5) NP exocytosis

2.3.2.4 Nanopartikiillerin Hiicre i¢i Gériintiilenmeleri

Hicre igine alinan NP’lerin hicre/doku igerisinde lokalizasyonu ve herhangi bir
patolojiye neden olup olmadiginin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir. Bu belirlemede
kullanilabilecek en 6nemli arag goriintlileme sistemleridir [67]. GUnlm{izde bu amag ile
kullanilabilecek goriintileme sistemleri geleneksel olarak kullanilan sistemler ve yeni
gelistirilen gorintlleme sistemleri olarak su sekilde siralanabilir; isik, florasan,
transmisyon elektron ve taramali elektron  mikroskopileri ile Raman
mikrospektroskopisi, X-ray mikroskopisi, stper¢ozindrllikli illiminasyon, spectral
gorintileme vb [67]. Her ne kadar pek cok goriintiileme sistemi bulunsa da 6nemli
olan kullanilacak bu sistemlerin arastirici tarafindan ulasilabilir, kullanilabilir, zaman
tasarrufu saglayabilmesi ve ekonomik olmasidir. Siraladigimiz 6zellikleri saglayan bazi

gorlntileme sistemleri asagida kisaca belirtilmistir.

Isik mikroskopisi: Hiicre ve doku gorintiilemelerinde kullanilan altin standart bir
yontemdir. Hiicre ve doku kesitlerinin iki boyutlu gozlenmesi icin cesitli boyama
yontemleri (Giemsa, Dapi, Hematoksilin ve Eozin vb) de kullanilmasi ile arastirmacilara
goriuntilemelerde kolaylik saglanabilmektedir [68], [69]. Isik mikroskopisi toksikolojik
¢alismalarda da uzun vyillardan beridir kullanilan etkili, hassas ve ekonomik bir

yontemdir [68]. Hicre ve doku kesitlerinde nanopartikil varliginin tespit edilmesi
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yontemlerinden bir tanesi olarak kullanilan 1sik mikroskopisinde 6zellikle 100 nm’den
kiiglk yapilarin incelenmesi icin uygun objektif kullanimi gerekmektedir [70]. Tek bir
NP goritntilemek kolay olmayabilir, agregat seklindeki NP’ler ya da 200 nm’den biyiik
boyuttaki NP’lerin uygun boyama yontemleri sayesinde dogrudan goérintilenmesi
mumkiindir; 6rnegin karbon nanotipler kesitlerde gri renklerde [67], [71], demiroksit
nanopartikllleri kahverengi [72], titanyum dioksit sari-kahverengi [73] olarak kendini

belli etmektedir.

Florasan  mikroskopisi: = Konvansiyonel  floresan  mikroskopisi  hiicre igi
gorintilemelerde ve biyomedikal uygulamalarda kullanilabilecek faydali bir yontemdir
[74]. Nanopartikillerin hiicre ici dagilimlarini gorintilemek icin yaygin olarak
kullanilmaktadir [67]. Floresan mikroskopisinde ise cesitli florasans boyalar (6rn:
florasan izotiyosiyan (FITC) ve indokarbosiyanin) ile goriintiilemeler elde edilmektedir
[75]. Boyama islemleri yapilirken dikkate alinmasi gereken bazi konular vardir. Boyanin
reaktivasyonu [74] ve boyamalarda elde edilen isimanin zaman ile kaybolmasi [76] bu

yontemin dezavantaji olarak gosterilebilir.

Taramal elektron mikroskopisi (TEM): Ornek yiizeyi tizerinde mikroskobik bir prop ile
tarama yaparak ve ornek yiizeyi ile prop arasindaki belirli karsilikli etkilesimleri dedekte
ederek yiiksek oranda biyiitme saglayan ve incelemeler yapan bir ydontemdir. iki
boyutlu goriintileme sistemlerinden farkli olarak 3 boyutlu mikroskopi saglar yani
numunenin yanlamasina x ve y eksenlerine ait ylizey incelemesini yapmakla kalmaz
ayni zamanda ylzeye dik z ekseni boyunca da inceleme yaparlar. Taramali Elektron
mikroskobu ile birlestirilerek de kullanimi s6z konusudur [77]. Goérintilemelerde altin
veya gimds ile kaplamalar da uygulanmaktadir. Yiksek ¢ozindrlikte 1,3 nm’ye [78]
kadar tim yapilarin ¢ boyutlu goriintiilenmesini saglayabilir [70]. NP ile muamele

edilmis hiicre yapilarindaki degisikliklerin de belirlenebilmesi mimkindir [79].

Transmisyon emiilsiyon mikroskopisi: Cok kiguk Olgeklerde dahi (0,1 nm)
gorintileme saglayabilen yiksek ¢ozlnurlikli bir yontemdir [67]. Hiicre i¢i tim
yapilarin gorintilenmesinni saglayarak ozellikle toksikolojik analizlerde hicresel
yapilarin bozunup bozunmadigina dair gézlem yapabilmeye olanak saglar, ancak diger

istk  mikroskopilerinden farkli olarak  Transmisyon Emdilsiyon Mikroskopisi
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gorintllemeleri igin preparat hazirliklari oldukga fazla olup galisan hatasina agiktir
[80]. Zaman ile bozunmaya ugrayabilecek dokularin galisiimasinda da kisitlamalara
neden olan bu yontem Taramali Elektron Mikroskopisi ile bertaraf edilebilmektedir

[81].

24 Nanopartikiil Sentezi

Nanopartikiillerin Giretimi asagidan yukari (Bottom Up) ve yukaridan asagi (Top Down)
olmak Uzere iki farkh yaklasim esas alinarak gerceklestiriimektedir. Yukarindan asagiya
yaklasiminda uygulanan yontemlerde kullanilacak malzemeye disaridan mekaniksel
ve/veya kimyasal islemler ile enerji verilir ve boylece malzemenin kigultilerek nano
boyuta kadar pargalanarak ayrilmasi esas alinir. Yukaridan asagiya yaklasiminda
mekanik 6glitme ve asindirma gibi teknikler érnek verilebilir. Bu islemlerde ¢ok daha
fazla enerji tiketimi ile malzemeler nanopartikiillerine parcalanir. Asagidan yukariya
yaklasiminda ise atomik veya molekiler boyuttaki yapilar kimyasal reaksiyonlar ile

blydtilerek partikiil olusumunun gerceklestiriimesi olarak tanimlanmaktadir (Sekil

==

2.8).

N N

90 N~

> oo L) 4 )
L‘_jf?_,'gfj A N 23

(A /,; ;C“:q ey < ; - ,/"/
[HACIMSEL N— N ATOMLAR veya
) PARTIKULLER MOLEKULLER

ENERJI 7

NS .

Sekil 2. 8 Nanopartikdl tiretiminde kullanilan yaklasimlar [82]

Diger taraftan nanopartikillerin sentezinde kullanilan yontemler baz alinarak kimyasal,
fiziksel ve son yillarda oldukca 6nem tasiyan biyojenik yontemler olarak karsimiza
cikmaktadir (Sekil 2.9) [42] [83]. Asagida bazi sentezleme yontemlerinden kisaca

bahsedilecektir.
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Sekil 2. 9 Biyolojik sentez yonteminin vurgulandigi genel nanopartikul Gretim
yontemlerinin sematik gosterimi [84]

2.4.1 Kimyasal Sentez Yontemleri

Kimyasal reaksiyonlarin gercgeklestigi yontemler kimyasal temelli yontemler olarak
adlandirilir [83]. En yaygin kullanilan yontemler arasinda kimyasal rediiksiyon, sol-jel,

durgun yogunlasma ve solvent ucurma yer almaktadir.

2.4.1.1 Sol-jel Yontemi:

Cozelti formundan yola cikilarak farkh uygulama alanlarina yénelik olarak seramik, cam
ve kompozit malzemeler Uretim teknigine verilen genel isimdir. Metal alkoksit
¢Ozeltileri veya metal tozlari, nitratlar, hidroksitler ve oksitler gibi inorganik bilesiklerin
belirli oranlarda su ve asitle birlestirilerek bir soliisyon meydana getiriimesi ve bu

solisyonun belirli sicakliklarda karistirilmasi neticesinde sollisyon icerisinde birbirini
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izleyen bir dizi kimyasal reaksiyon ve taneciklerin sahip oldugu ylizey yiklerinin elektro
kimyasal etkilesimleri ile bir ag meydana gelmesi (jellesme) ve bu agin gitgide buylylp
sistem icerisindeki butin noktalar ulasarak komple bir yapi (jel) meydana getirmesidir.
Sol; sivi icerisinde koloidal kati taneciklerinin kararli bir slispansiyonudur. Bu kati
tanecikleri, yercekiminden daha bilylik dispersiyon kuvvetlerinden sorumlu
oldugundan yeterince kiglk olmalidir. Gercekte bu tanecikler ne kadar kiiglik ise,
¢Ozeltideki molekiilleri konusmak daha dogru olacaktir. Kolloid olarak tanimlanan
tanecikler gozle goriilemeyecek kadar kiictik 500 nm ve daha altindaki boyutlara sahip
taneciklerdir. Bu tanecikler normal optik mikroskopla gorilemezler. Clinkii maksimum
boyutlari 1s18In dalga boyuna esittir. Jel; Kolloidal parcaciklarin ¢coktiriilmesiyle elde
edilen ve bol miktarda su iceren ¢okeleklere denir. Jel, kati ve sivi faz arasinda bir ara

fazdir. Sol-jel Yonteminin Basamaklari:
1.Alkoksit Hidrolizi
2.Peptidlesme veya polimerizasyon
3.Jel eldesi
4 Kalsinasyon/ Sinterleme

Sol-Jel Yonteminin baslica kullanim alanlari ise sunlardir: Asinmaya dayanikli
kaplamalarin yapilmasi, Optik amach kaplamalar, Fiber optiklerde, Yiiksek mukavemetli

fiber Gretimi, Elektronik ve manyetik malzemelerin tretimi [85].

2.4.2 Fiziksel Sentez Yontemleri

Mekanik enerjinin kullanildigi gibi fiziksel 6zelliklerin 6n plana ¢iktigi yontemler fiziksel
yontemler olarak adlandirilir [83]. Ses, isin, radyo dalgalari gibi fiziksel etkenlerin
kullanildigr yontemler fiziksel uygulamalar altinda toplanmaktadir. Buradaki amag
hacimsel malzemenin fiziksel uygulamalar ile nano parcaliklara ayrismasini saglamaktir.
En yaygin kullanilan fiziksel yontemler ise ultrasonikasyon, radyasyon (isin), lazer,

mikrodalga, elektrokimyasal teknikler olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

26



2.4.3 Biyojenik (Yesil) Sentez Yontemleri

istenilen biyiiklik ve morfolojide nanopartikiil eldesinde kullanilan ve klasik sentez
yontemleri de diyebilecegimiz kimyasal ve fiziksel yontemler bazi dezavantajlara
sahiptir. Bu istenmeyen durumlari Gstesinden gelebilmek icin ise son donemlerde git
gide artan Yesil Kimya uygulamalarindan faydalanilmaya  baslanmistir.
Fitoremediasyon, biyojenik sentez vs gibi cesitli terimlerle ifade edilebilen bu yesil
uygulamalar klasik yontemlere goére daha cevre dostudur. Ayrica bu yontemler basit,

uygun fiyatli ve zararli madde icermeyen yontemlerdir.

Biyosentezin temeli canli organizmalardaki kimyasal faaliyetleri ve canl biinyesinde
siregelen enerjinin ve maddelerin kullanilmasi ile daha karmasik Griinler elde
edilmesine dayanir. Metal nanotaneciklerinin klasik sentez yontemleri ile Gretiminin
karmasik ve cok pahali olmasi, toksik madde kullanimi gerektirmesi, farmakolojik ve
biyomedikal uygulamalara uygun olmamasi gibi dezavantajlarina karsilik biyosentez ile
bu sorunlar bertaraf edilebilmektedir. Yani basit ve ekonomik, toksik madde kullanimi
gerektirmeyen, farmakolojik ve biyomedikal uygulamalara uygun, genis yelpazede
ticari Uretime elverisli sistematik bir Gretim prosesi saglanabilmektedir. Boylece

glinimizde sikga kullanilan bir ydontem haline gelmistir.

Metalik nanopartikiillerin yesil senteziyle ilgili farkh gorisler karsimiza ¢cikmaktadir. ilk
gorlise gore metalik nanopartikillerin hiicre disinda olustuktan sonra kok zari boyunca
tasinip hiicre icine alindigi ya da bitki icerisinde metal tuzlarinin indirgenmesiyle
olustugunu savunmaktadir. Bir diger goris ise nanopartikillerin kokte olustugu ve
sonrasinda bitkiye tasindigl yonindedir. Bitki bazh yesil nanopartikil sentezi icin en
fazla kabul alan goérus, kullanilacak olan metalin iyonik formunun bitki kdk zari boyunca
tasinabilmesi, bitki bilinyesinde transloke olmasi ve metalin tuz formunun elementel
haline indirgenmesi yonindedir. BoOylece metalik nanopartikiillerin  bitkide
sentezlenebilmesi icin en oOnemli sart kullanilan metalin ¢6zlnebilir olmasi,

tasinabilmesi ve transloke olabilmesidir [86], [87], [88].

Bir nanopartikiiliin biyosentetik olarak Uretilebilmesi icin su 6zelliklere sahip bir proses
olmasi beklenmektedir (a) gtivenli, (b) tek bir tepkime basamagi icermesi, (c) toksik atik

Uretmemesi, (d) kullanilan hammaddenin yenilenebilir olmasi, (e) sentezlenen Griiniin
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basit sekilde (tepkime ortamindan) ayristirilabilmesi, (f) % 100 verim vermesi. Birgcok
tepkimede ise bu kosullarin tamamini vyerine getirmek olduk¢a zordur [89].
Nanoteknolojide biyosentezden faydalanmak icin de bitki ekstrakti ve alg, bakteri,
maya, mantar ve insan hicresi gibi canli organizma ya da kimyasallari kullanarak
nanotanecik sentezlemek istenmektedir [13]. Asagidaki cizelgede biyojenik olarak elde
edilmis nanopartikillerin sentezi igin kullanilan canli organizmayi, sentez sonucu

meydana gelen partikiliin boyut ve sekli ile gosterdigi etkinin bir 6rnegi gortlmektedir.

Cizelge 2. 2 Biyojenik nanopartikil sentezi ile ilgili calismalara 6rnekler [84]

BiYOLOJENIK BASLATICI NANOPARTIKUL ETKISi REFERANS
UNSUR MADDE VE TURU, BOYUTU
SARTLAR VE SEKLI

E. coli (BW25113)

o Aenishanslins ve
susuna karsi etkili

Bacillus Mycoides  TiO(OH),, 12 saat, TiO2, 40-60 nm,

(Bakteri) 37°C kiiresel ark (2014)
TiO TiO2, S. aureus susuna
Aspergillus Flavus 2 62—-74 nm, oval ' Kars, etki$li Rajakumara ve
(Mantar) 37°C ? ark. (2012)
S. aureus ve
Gloriosa Superba CuNOs, 400°C’de CuO, 5-10 nm, Klebsiella Naikaa ve ark
Yapraklari (Bitki) 3-4 dakika kiiresel Aeroegenes’ e (2015)
karsi etkili
CeO,
Humicola Sps. CeN3O9_6H20, 12-20 nm, Klinik uygulamalar Khan ve Ahmad
) . .
(Mantar) 50°C spherical icin elverisli (2013)

2.4.3.1 Bitki Bazli Nanopartikiil Sentezi

Bitki bazli biyojenik sentez ydnteminde nanopartikil Gretimi igin baskin malzeme
olarak bitkiler kullanilir. Bu yontem Fitosentez olarak da bilinir. Fitosentezde bitkilerin
cicek, yaprak, kok ve tohumlari kullanilabilmektedir. Bitkilerin bu organlarindan elde
edilen ekstraktlar (polisakkaritler, amino asitler, enzimler ya da proteinler gibi)
nanopartikiil sentezinde reaktif olarak kullanilir. Bu uygulama vyiksek oranda
nanopartikll Gretimi icin elverisli bir yontem olarak kabul edilir ve reaksiyon
sonucunda ortaya cikan atik maddeler cevreye zarar vermeyecek niteliktedir. Diger
mikrobiyal biyosentez yontemlerine kiyasla bitki bazli uygulamalar daha hizli olup elde

edilen nanopartikiller ise daha stabil 0Ozelliktedir. Fitosentezde (retilen

28




nanopartikillerin miktar, boyut ve morfolojileri bitki tirine ve bitkinin kullanilan
organina gore cesitlilik gosterebilmektedir [90]. Bu nedenle sentez yonteminin yanisira
ekstrakt secimi de 6nem tasimaktadir. Son yillarda nanopartikiil sentezlerinde medikal
alanda kullanilan ve tibbi bitkiler olarak siniflandirilan bitkilerin de kullanimi son derece

onem kazanmaktadir.

2.5 Hiicre Biyolojisi

Hicreler tim canh organizmalarin yapisal birimleridir [91] (Sekil 2.10). Hicre ve
hiicrenin kisimlarini konu alan hiicre biyolojisi son vyillarda cok hizli ilerlemeler
gostermis ve canli organizmalarin yapi ve fonksiyonlarini arastirmadaki temel konu

olmustur [92].

ipliksi hiicre iskeleti

Plazmodesmata Golgi Aygiti

Hiicre zan
Hiicre duvari

Golgi kofullari

Kloroplast

Tilakoid zar
Nisasta tanecigi

Diiz
endoplazmik

Kofu retikulum

Koful
Tonoplast

Mitokondri

Ribozomlar

Peroksizom

Sitoplazma

gell:irget gozenegi
Kiigik kofullar ‘ C:kz:d:quil? &

Tanecikli
endoplazmik
retikulum

Sekil 2. 10 Okaryotik hiicre yapisi

insan viicudu yaklasik iki yiiz farkli hiicre tipinden olusmustur. Bu hiicrelerin tiimii oosit
ile spermin fertilizasyonuyla meydana gelen zigottan olusur [91]. Zigot; yliksek
bolinme hizi ve tim hicre tiplerine farklilasma kapasitesine sahip olan totipotent
embriyonik kok hiicredir. Tim canli viicudu bu tek hiicreden farklilasarak meydana
gelir (Sekil 2.11). Cok hiicreli bir saghkli organizmada somatik hiicreler, progenitor
hiicreler ve farkhlasmamis kok hiicreler bulunmaktadir. Bazi 6zel durumlarda ise

kontrolsliz cogalma aktivitesi gosteren kanser hiicreleri yer almaktadir.
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Sekil 2. 11 Yumurta ve spermin fertilizasyonu ile meydana gelen zigot [93]

2.5.1 Somatik Hiicreler

Somatik hiicreler ¢ok hiicreli bir organizmada, Gremeyle ilgili olan gamet, germ hiicresi,
gametosit veya farklilasmamis kdk hiicre disindaki diger tim hiicrelere verilen genel
isimdir. Bir organizmanin viicudunu olusturan herhangi biyolojik bir hiicre olan somatik
hicreler  diploid (2n kromozom) vyapidadir.  Bu hiicreler memelilerde tim

ic organlar, deri, kemik, kan ve bag dokusunu olustururlar.

2.5.2  Oncii Hiicreler

Yetiskin kaynakli kok hicreler (KH) bulunduklari dokuya/organa ait hiicrelere tam
olarak farklilasmadan Once ara bir safha gecirirler. Bu ara safhadaki hticrelere 6nci
veya progenitor hiicreler adi verilir. Genel olarak farklilasmamis hiicreler kdk hiicreler
olarak adlandirildigindan bu ara safhadaki o©ncil hicreler de kok hicre
sanilabilmektedir. Bu hiicrelerin kendilerini yenileyebilme yetenekleri ve farklilasmaya
baslamadan az onceki hiicresel gelisimleri kok hiicrelere benzetilmektedir ancak; fetal
ve yetiskin dokudaki progenitor hicreler yari farklilasmislardir ve béliinerek olgun

hiicrelere farklilasabilirler (Sekil 2.12).
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Sekil 2. 12 Oncii hiicreler ve kék hiicrelerin bulunduklari dokulardaki farkhlasma
ozellikleri

Ayrica progenitor hicrelerin  gelisim sireglerindeki  biyokimyasal 6zellikleri
incelendiginde kok hiicre olmadiklari anlasiilmaktadir [94]. Somatik hiicreler
bulunduklari doku ve organa 6zgi farklilasmis ve bolinme hizi ve émri kanser ve kok

hiicrelerine gore cok daha kisa olan hiicrelerdir [39].

2.5.3 Kanser Hiicreleri ve Kanser Kok Hiicreleri

insanlarda ve gelismis hayvanlarda hiicreler; cevrelerindeki hiicreler, biiyiime faktorleri
ve hicreler arasi (intraselller) matrix tarafindan uyarilirlar ve normal olarak
bolindrler. Kanser hicreleri ise ugradiklari mutasyonlar (DNA hasari) nedeni ile
kontrolsiiz veya anormal bir sekilde ¢ogalirlar. Bu ¢ogalma sirasinda diger hiicreler
tarafindan uyarilmalarina gerek yoktur [95]. Kanser hiicreleri kontrolsiiz bdlinerek

bulunduklari dokularda tiimér olusumuna neden olan siradisi hiicrelerdir [96].

Saglikh bir bireyin viicudu giinde yaklasik 10.000 mutasyona ugramasina karsin immdn
sistem sayesinde her an viicut taranir ve kanserli hiicreler yok edilir. Bilindigi gibi
saglikli viicut hiicreleri béliinebilme yetenegine sahiptirler. Olen hiicrelerin yenilenmesi
ve vyaralanan dokularin onarilmasi amaciyla bu yeteneklerini kullanirlar ancak bu
yetenekleri sinirlidir. Sonsuz boéllinemezler. Her hicrenin hayati boyunca belli bir

bollinebilme sayisi vardir. Her hiicre de bu bdlinme sayisini bilir. Buna karsin kanser
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hiicreleri, bu bilinci kaybeder, kontrolsiiz bolinmeye baslar ve cogalirlar [97], [98], [99]

(Sekil 2.13).

Diferansiyasyon

Proliferasyon ‘
< Lo
e veimesi ki N\ o

KKH
Kanser

hicre kimesi

Kendini yenileme

N
- -

Progenitor

Sekil 2. 13 Kanser kok hiicrelerinin ¢ogalmasini gbsteren sema

Onemli olan esas konu ise kontrolsiizce bilyiiyen kanserlesmenin sebeplerinin neler

oldugudur. Kansere yol acan etkenler genel olarak asagidaki seklide belirtilebilir [98]:

eRadyasyon (radyoaktif maddeler, X-Isini, Ultraviole Isin, Gama Isini)
oGUrulta Kirliligi

e0zon ve Oksijen Kontaminasyonu

eKimyasal Kirleticiler

eKalitsal Yatkinlik

e\/iral Faktorler

2.5.4 Kok Hucreler

Uzun silire bolinerek kendi kendini yenileyebilen ve herhangi bir hiicreye
farklilasmamis olan hiicrelere kok hiicreler adi verilir [40], [100]. Doku ve organlarin
orijinini olusturan bu hiicreler bulunduklari germ tabakasina ait hiicre serilerine
farklilasarak 0zellesmis hicreleri meydana getirirler [101]. Son vyillarda doku
muhendisligi ve rejeneratif tip uygulamalarinda kullanilan somatik hiicrelerin yerini,

farklilasmadan uzun sire bdlinebilme, cogalabilme ve kendilerini yenileyebilme
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kapasitesine sahip kdk hiicreler almistir. Rejeneratif tip konusunda yapilan galismalarin
temelini, kék hicreler kullanilarak, hasar gérmis ya da islevini yitirmis doku ve

organlarin tamir edilerek yenilenmesi olusturur [102], [103], [104].

Kok hicreler kendilerini yenileyebilme, klonlayarak bir kopyasini olusturabilme ve
bulundugu dokudaki diger hiicrelere ve pek cok hiicre serisine farklilasabilme

yeteneginde olan 6zellesmemis hiicrelerdir [101] (Sekil 2.14).

Farklilasma

Y 3

Kendini Yenileme Klonlagma ‘

Sekil 2. 14 Kok hiicrelerin genel 6zelliklerini gdsteren sema

2.5.4.1 Kendini Yenileme

Kok hicrelerin temel 06zelliklerinden biri kendini yenilemedir. Kok hicreler bu
Ozellikleri sayesinde 6limsuiz, slirekli ve sinirsiz bolinme yetenegine sahiptirler. Yapilan
in vitro galismalar somatik hiicrelerin en fazla 80 kez béliinebildigini ve daha sonra bu

hiicrelerin yaslanmasi sonucunda replikasyonlarinin azaldigini géstermistir [105].

2.5.4.2 Klonlagsma

Klonlasma, bir hlicrenin ayni yapiya sahip birden fazla hiicreyi lGretme yetenegidir.
Olusan homojen hiicre gruplari ile tamamen ayni hiicresel ve genetik yapiya sahip olan

hiicrelerden bir hiicre hatti olusturulabilir [106].
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2.5.4.3 Farklilasma

Kok hiicreler organizmada ihtiya¢ duyuldugunda farkli hiicrelere donisebilme
potansiyeli sahip hiicrelerdir. Ozellesmemis hiicrelerin 6zellesmis hiicrelere kaynaklk
etmesine farkhlasma denir. Ancak her kok hiicre tiir, elde edildigi kaynaga baglh olarak
farkh farkhlasma potansiyeline sahiptir. Kok hucreler farkli sinyaller verildiginde bu
ozellikleri in vitro kosullarda da gosterebilir. Fetis kaynakh kok hicreler erigkin
kaynaklardan elde edilen kok hiicrelere gore daha genis farklilasma yeteneklerine
sahiptirler. Bu nedenle kok hiicrelerin islevlerini tanimlamada, hiicrelerin farklilagsma
potansiyellerinin de g6z oninde bulundurulmasi gerekmektedir. Kok hicreler
mezoderm, endoderm ve ektoderm olarak adlandirilan ti¢c germ tabakasindan meydana
gelen hiicrelerden olusur. Bu Ui¢ germ tabakasi, tim viicut hiicrelerinin embriyonik
kaynagini olusturmaktadir. Viicudun olusumu sirasinda, bu tg¢ germ tabakasinin her biri

farklh 6zellesmis hiicreleri meydana getirir [107].

Bir kok hicrenin temel 6zelliklerinden biri de 6zellesmis herhangi bir dokunun yapisina
sahip olmayisidir. Elde edildikleri kaynaklara bagli olarak kék hiicreler 4 farkl

farklilasma potansiyellerine sahiptirler.

Totipotent hiicreler: Embriyonun doéllenmeden sonraki 4. glinliine kadar olusan
hiicrelere “totipotent hiicreler” adi verilmektedir. Sperm ile yumurta hicresinin
doéllemesi ile olusan tek hicreli embriyo (zigot) ilk totipotent hiicre olarak kabul
edilmektedir. Bu hicreler plasenta gibi ekstraembriyonik yapilar da dahil olmak lizere

tim organizmanin yapilarini olusturabilecek yetenege sahiptirler [108].

Pluripotent hiicreler: Bir pluripotent kok hiicre embriyonun (¢ germ tabakasi olan
endoderm, mezoderm ve ektoderme ait hiicrelere farklilasabilme yetenegindeki
hicrelerdir (Sekil 2.15). Bu hicrelerin sahip olduklari farklilasma potansiyeli ile
ekstraembriyonik tabakalar haric bir canlyr timden olusturabilecekleri kabul
edilmektedir. Yapilan ¢alismalarda erken donem insan embriyolarindan alinan hiicreler
ile fetlls dokusunda gonat kaynakh hiicrelerin pluripotent kok hticre olduklari

gosterilmistir [108].
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Zigot Embriyo 2 Hiicre Embriyo 6-8 Hiicre  Blastosist
(12-24 saat) (24-48 saat) (3. gin)

Sekil 2. 15 Zigot embriyo ve blastosist evreleri

Multipotent hiicreler: Bir multipotent kok hiicre icerisinde yer aldigl germ tabakasina
ait hiicre ve doku gruplarina farklilasabilme 6zelligi gdsteren hiicrelerdir. Ornegin kan
kaynakh kok hicreler sadece kan hiicrelerine farklilasma gostermektedirler (Sekil 2.16).
Bu hiicreler sinirh farklilasabilme kapasitesine sahip olmalarina ragmen ¢ok sayida

hicre tirlne farklilasabilmektedirler [109].

| . —NE_ Kalp Kasi Hiicreleri

Kan Hiicreleri

Sekil 2. 16 Multipotent hicrelerin farklilasmalarini gésteren sema

Unipotent hiicreler: Yalniz bir ¢esit hiicre grubuna farklilasabilen hiicrelere unipotent
hiicreler denir. Bulunduklari doku ya da organa ait hiicre serilerine diferansiye olurlar.
Deri kok hicreleri unipotent hiicre grubuna 6rnek verilebilir. Kok hiicrelerin sahip

oldugu ozellikler kaynak aldiklari yerler ile iliskilidir. Ozellikle son yillarda yapilan
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calismalarla birlikte organizmanin gesitli gelisim evrelerinden ve ¢ok sayida organ ve

dokudan kok hiicre izole edilmesi basarilmistir [110].

Embriyonik ve fetiis kaynakl kok hiicreler sinirsiz farklilasabilirlerken yetiskin doku ve
organlardan elde edilen (eriskin) kok hicrelerin farklilasma potansiyelleri daha
sinirlidir. Bu nedenle hiicreler farklilasma potansiyellerine gore siniflandirilirlar. Erigkin
kok hticreler koken aldiklari doku ve organlara gére hematopoetik ve mezenkimal kdk
hiicreler olmak Uzere temelde iki gruba ayrilir. Bu iki gruptaki kok hicrelerin temel

Ozellikleri birbirinden farkhlik gdsterebilmektedir.

Hicre biyolojisinde artan gelismelere paralel olarak kesfedilen kok hicrelere dair
calismalar ile kok hiicreler ile ilgili bilgiler de giderek artmaktadir. Kok hicreler uzun
sire bolinebilme ve kendilerini yenileyebilme yetenekleri ile normalde kendileri
cogalamayan kan, kas veya sinir hiicrelerinden farkh olarak ¢ok sayida bollnebilir ve
cogalabilirler. Ozel bir hiicreye farklilasmamis ve pek cok hiicre tipine farklilasabilme
kapasitesine sahip olan kok hiicrelerin biyolojik bilgileri ve elde edildikleri kaynaklar da
en sik arasindadir. Sinirsiz

incelenilen ¢alismalar bolinebilme yeteneklerinin

belirlenmesi ile bu alandaki calismalar artis géstermektedir [103], [111].

Cizelge 2. 3 Kok hiicre tipleri

isim YERLESIM FARKLILASMA FARKLILASMA YONU
(GERM LINE) POTANSIYELI
Embriyonel Kék Hiicre Morula Asamasindaki Totipotent Embriyon ve Embriyon disi
hicreler tabakalar
Embriyonik Kék Hiicre Blastokist i¢ hiicre Pluripotent Embriyon govdesi, Somatik ve
kitlesi Germ Hicreleri
Embriyonik Kék Hiicre Gastrula asamasindaki Pluripotent Endoderm, Mezoderm ve
epiblast Ektoderm
Embriyonik Kék Hiicre Ektoderm, endoderm Pluripotent Tim Somatik Hicreler
ve mezoderm hiicreleri
Eriskin K6k Hiicre Ozgiin dokii hiicreleri Multipotent Hematopoetik Kok hiicreler:
Eritrosit, |6kosit, trombosit
Eriskin K6k Hiicre Bir dokudaki yerlesik Unipotent Tek hiicre tipi

htcreler
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2.5.5 Embriyonik Kok Hiicreler

Fertilize yumurta, olgun bir organizma oluncaya kadar béliiniir ve farklilasir. insanin da
dahil oldugu tim eriskin memeliler, sinir (ndronlar), kas (miyositler), deri (epiteller),
kan (eritrositler, monositler, lenfositler, v.b.), kemik (osteositler) ve kikirdak hiicreleri

(kondrositler) gibi 200’den fazla hiicre ¢esidinden olusur [112].

Embriyonik kék hiicrelerinin 1998 yilinda Wisconsin-Madison Universitesi’nde James
Thomson tarafindan kesfinden 17 yil sonra 1998 yilinda insan embriyonik kok
hicrelerinin (iEKH) elde edilmesi ve kiltlrinin yapilmasi, biyoloji bilimi igin cok dnemli
bir ilerleme olmasinin yaninda doku miihendisligi ve rejeneratif tip icin de dev bir adim

olmustur [113].

insan embriyonik kok hiicrelerinin elde edildigi embriyolar, blastokist adi verilen 4-5
glnliik ici bos mikroskobik kiirelerdir. Blastokist (ic yapidan olusur: Blastokisti kaplayan
katman olan trofoblast, blastokistin icinde bulunan bosluk olan blastosél ve
blastosoliin bir ucunda bulunan ve yaklasik 200 hiicreden olusan i¢ hiicre kitlesidir

(Sekil 2.17).

Blastosit

ic Hiicre Kitlesi (ICM)
(Embriyoblast)

Trofoblast

Blastosol

Sekil 2. 17 Blastosit ve i¢ hiicre kitlesi [114]

2.5.6  Eriskin Kok Hiicreler

Embriyonik evre sonrasinda fetlisiin yetiskin dokulari olusturmaya baslamasindan
itibaren canli organizma yetiskin olarak kabul edilebilir. Bu donemden itibaren elde
edilen tim kok hicreler de embriyonik kaynakh olmayan kok hiicreler olarak

37



siniflandiriimaktadir. Yetigskin kaynakli koék hiicre terimi yanilticidir ¢inki yeni
doganlarda ve c¢ocuklarda da yetiskin kok hicreler bulunmaktadir. Bu terim yerine
postnatal kok hicreler de kullanilabilir. Bu hicreler multipotent hiicrelerdir ve canlinin
dokusunda yer alan dokunun esas hiicre serisine farklilasirlar. Son yillarda yapilan
arastirmalara gore ise hicre plastisitesi olarak adlandirilan hiicre gelisimi ile kok
hicrelerin farkli dokularda yer alan hiicrelere de donisebilecegi gosterilmistir [94].
Hatta farklilasmis bir hiicre gesitli onkogenler ile (Oct3/4, Nanog, Sox 2, CMyc gibi) kok
hicreye indlklenebilmektedir. Bu tip hiicrelere indiklenmis kok hicre (iPS) adi verilir

[115], [116], [117], [118](Sekil 2.18).

mbriyonik Kék Hiicre

Farklilagm \“-\
' N\

Yeniden Frngramlan_,n'lligll

" Farkhlasma "

Somatik Hiicre iPs

Sekil 2. 18 Embriyonik kok hiicrenin somatik hiicreye indliiklenmesini gbsteren sema

Yetiskin kaynakl bir kék hicre, doku veya organdaki farklilasmis hiicreler arasinda
bulunan farklilasmamis hiicredir. Bunlar hiicre iginde bulundugu doku veya organin
Ozellesmis hiicre tiplerine farklilasabilir. Somatik kok hiicresi de denilen yetiskin kok
hiicrelerinin temel gorevleri, bulunduklari dokuyu tamir etmek ve dokunun
devamhligini saglamaktir ayrica bu hicreler 6nci hicrelere ve daha sonra da
Ozellesmis hticrelere faklilasirlar [119]. Ayrica yetiskin kok hicreler organizmanin
yasami boyunca kendini yenileyebilme ozelligini korur. Diger yandan yetiskin kok
hiicrelerin farkli germ tabakalarinda yer alan hicrelerin in vitro sartlarda
farklilastirilabilecegi de gosterilmistir. Ornegin kan hiicrelerine kaynakhk eden
hematopoetik kok htcrelerin farkhh embriyonik kaynakli (ektoderm ve endoderm)

hiicrelere kaynaklik edebilecegi ortaya ¢ikmistir.

38



Bilinen en yaygin yetiskin kok hicre kaynaginin kemik iligi olmasina ragmen, bu
hicreler oOzellikle yag dokusu olmak Uzere karaciger, dis pulpasi, kordon kani ve

plasenta, periferik kan gibi bircok doku ve organda bulunabilirler [120].

Yag dokusundan elde edilen kok hiicrelerin kemik iliginden elde edilen kdk hiicreler
kadar donlisiim yetenegine sahip oldugu bildiriimektedir [121]. Yag dokusundan kemik
iligine gore daha fazla sayida hiicre elde edilebilir. Bu hiicrelerin, bulunduklari doku ve
organlarda kiiglik hasarlarin giderilmesinde rol oynadigi distinilmektedir. Son yillara
kadar bu hiicrelerin sadece belirli bir grup hiicreye fakllasabilecegi disliniliyordu.
Ancak ginimiuizde bu hicrelerin baska degisik hiicre tiplerine de doénisebilecegi
bilinmektedir. Ornegin; kemik iligi hiicreleri karaciger, sinir, kas ve bdbrek hiicrelerine
donusebilmektedir. Hatta glinlimuizde bir yetiskin kdk hicrenin degisime ugrayarak
pluripotent 6zellik tasiyan bir kok hicreye donlisebilecegi gosterilmistir. Bu ozellik
karsihkli farklilasma (transdiferensiyasyon) olarak adlandirilir [122]. Bu hticrelerin farkl
doku tiplerine donlsebilmelerini ve viicut disinda daha uzun siire yasabilmelerini

saglamak amaciyla giinimuizde yogun bir sekilde ¢alismalar devam etmektedir.

Burun boslugunu 6rten dokudan elde edilen kdk hicrelerin, embriyonik kék hicreler
gibi yuksek bir farkhlasma yetenekleri oldugu gosterilmistir [123]. Bu hicreler,
embriyonik kék hiicrelere gore daha kolay elde edilebilmeleri agisindan 6nemli bir kok

hicre kaynagi olarak degerlendirilmektedir.

Yetiskin kok hicrelerin kullanimi etik agidan sorun olusturmamaktadir. Bu hiicreler
kisinin bagisiklik sistemine uyum gosterirler. Arastirmacilar heniz erigkin kok hicrelerin
embriyonik kok hicrelerinde oldugu gibi her gesit doku tipine kaynaklik edebilecegi
konusunda goris birligine varmis degildir. Clinki yetiskin kdk hiicrelerin tim hiicre
tiplerine donlisemediklerinden dolayr glinimiizde kullanimlarinin  sinirh oldugu

distinilmektedir.

2.5.6.1 Hematopoetik Kok Hiicreler

Hematopoetik kok hiicreler (HKH); eritrositler, trombositler ve I6kositlere farklilasma
kabiliyetine sahip multipotent hiicrelerdir. Kendini yenileme kabiliyetine ve notrofil,

eozinofil, bazofil, trombosit, monosit/makrofaj, eritrosit, mast hicreleri, dendritik
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hicreler, B ve T lenfositler gibi fonksiyonel kan hiicrelerine de 6zellesebilirler (Sekil

2.19).
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Sekil 2. 19 Hematopoetik kok hticrelerin faklilasmalarini gésteren sema

Ayrica hematopoetik kdk hiicreler miyeloid ve lenfoid dizileri de icerecek sekilde tim
kan hiicresi tiirlerini meydana getirme kabiliyetine sahiptir. ilk olarak 1963’te E. D.
Thomas tarafindan tanimlanan hematopoetik kok hicreler klasik kok hiicreler olarak
kabul edilir. Bu hicreler ginimizde kemik iligi, periferik kan (1981), kordon kani
(1988) ve plasenta gibi dort farkh kaynaktan elde edilebilirler. Bu kaynaklardan edinilen
hiicrelerin gerekli ekstraseliiler ortam saglandiginda iskelet kasi, kalp kasi, karaciger,

endotel hiicreler ve noronlara farkhlastigini bildiren calismalar mevcuttur [124].

2.5.6.2 Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hicreler (MKH); baslica kemik iliginde bulunan kemik, kas, kikirdak,
tendon, yag ve kemik iligi stromal hicrelerine farkhlasma yetenegine sahip olan
multipotent hiicrelerdir. ilk olarak Alman patolog Cohnheim tarafindan kemik iliginde
yer alan non-hematopoetik hticrelerin varhgi 1880’li yillarda ileri strilmistir. Daha
sonra 1976'da Friedenstein ve arkadaslari, fibroblast kolonisi yapan Unitelerde (coloni
forming unit-fibroblast, CFU-F), nonhematopoetik kemik iligi progenitorleri olan
MKH’lerini tanimlamistir. Friedenstein, fetal dana serumu iceren kemik iligi materya-
linin ortama vyayillmasi sonucunda, adhezyon yetenegi olan, morfolojik olarak

fibroblastlara benzeyen, kemik hiicreleri ve yag hiicrelerine farklilasma yetenegine
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sahip hticre kolonilerinin varligini bildirmistir [125]. 1970’lerden gilinimize kadar
bircok arastirmacinin dikkatini geken bu hiicreler igin pek ¢ok isimlendirme yapilmistir:
III' o

III

“mesenchymal stem cell”, “marrow stromal cell” gibi. Hepsi icin mezenkimal kdk hiicre
(MKH) ortak bir kisaltma olarak kullaniimaktadir. Bu konuda karisikliga yol agmamak
icin “International Society of Cellular Therapy (ISCT)” son zamanlarda yeni bir
tanimlama 6nermektedir: “multipotent mesenchymal stromal cells (MMSC)”. Birgok
arastirmacinin ve laboratuvarin ilgisinin MMSC Uzerine yonelmesi ve klinik-preklinik
calismalarda ortak bir dil olusturulmasi icin ISCT mezenkimal stromal hicre icin

tanimlama kriterleri belirlemistir.

Gunlmuze kadar kemik iligi stromal hiicreleri olarak da adlandirilan MKH’ler
¢ogunlukla kemik iliginden ve ayrica subkiitan6z yag dokusu ve fetal karaciger gibi
cesitli dokulardan izole edilirler. ilk zamanlarda bu hiicreler, yag hiicresi (adiposit) ve
kemik hicresine (osteosit) farkhlasabilme vyeteneginde olan hicreler olarak
nitelendirilmistir [125]. Takip eden yillarda yapilan ¢alismalarda MKH’lerin her (i germ
yapragindan kdken alan hiicre ve/veya dokulara farklilasabilen hematopoetik olmayan
multipotent kok hiicreler olduklari anlasiimistir [107]. Kemik dokusu, kemik iliginde yer
alan MKH’ler ve kiltire edilmis insan kok hiicreleri agiklanmis ve insan ile
kemirgenlerin kemik iliginden elde edilen MKH’lerin ayirimina izin veren antijenik
belirtecler tanimlanmistir. Arastirmacilar, MKH’lerin sadece kemik hiicresi ve yag
hiicresine degil ayni zamanda kikirdak hiicrelerine, iskelet kasi ve diz kas hiicrelerine
de farkhlastigini gostermislerdir. Bunlara ek olarak, hayvanlarda MKH transplantasyonu
kikirdak veya kemik defektlerinin in vivo olarak asilama ile dokuya spesifik farklilasma

gercgeklestirilmistir.

Uluslararasi Hicre Tedavileri Toplulugu (UHTT) MKH’leri tanimlamak icin 3 6zellik
bildirmistir:

1.MKH’ler standart kiltlr ortaminda plastik ylizeye tutunabilen hiicrelerdir,

2.MKH’ler vyuzeylerinde CD105 (SH2), CD73 (SH3/4)ve CD90 gibi hematopoetik
olmayan hiicre yizey belirteclerini eksprese etmelerine ragmen, CD45, CD34, CD14
veya CD11lb, CD79 veya CD19 ve HLA-DR gibi tipik hematopoetik belirtecleri

eksprese etmezler,
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3.In vitro kosullarda kemik, yag ve kikirdak hicrelerine farklilasabilirler.

Kaynaklarina bakilmaksizin farklilasmamis MKH’ler fibroblast benzeri morfolojiye ve
kendi kendilerini kopyalama kabiliyetine sahip hiicrelerdir. Dolayisiyla potansiyel olarak

doku ve organ rejenerasyonu icin yeterli sayilara ulasmak Uzere gogaltilabilirler.

MKH’ler kiltir ortaminda cogalirken ortama bazi bliyime ve transkripsiyon faktorleri
eklenmezse ¢ogalmaya devam etmekte ama farklilasma gorilmemektedir. Farklilasma
sirasinda aktive olacak transkripsiyon programlarini belirleyen ve etkileyen icsel ve
dissal faktorler 6nemlidir [108]. In vivo ortamda, bu faktorler (buyime faktorleri,
sitokinler, matriks proteinleri, vb) parakrin veya otokrin olarak salgilanir. In vitro
kosullarda ise farklilasma potansiyelinin ortaya cikarilabilmesi igin kiiltlir ortamina bu
faktorler eklenmelidir [126]. Bu da MKH’lerin plastisitesi icin doku mikrogevresinin ve
farkl kiltir ortamlarinin énemini vurgulamaktadir. Ozetle MKH’ler kolay elde
edilebilen kiltir ortaminda bircok pasaj boyunca rahatlikla ¢ogaltilabilen, morfolojik
olarak fibroblastlara benzeyen ve flasklara yapisma 6zelligi olan, bazi ylizey belirtegleri
ile imminfenotiplendirilebilen, uygun kosullar altinda bircok dokuya (osteojenik,
adipojenik, kondrojenik, vb) farklilasma 6zelligi olan hiicrelerdir (Sekil 2.20). MKH’lerin
hangi dokulardan izole edilebilecegi, en uygun dokunun secimi, kiltlir ortaminin
kosullar, en uygun immiinfenotiplendirme belirteclerinin belirlenmesi, farklilasma
potansiyelinin ortaya cikarilabilmesi icin kiltiire eklenecek bliyiime ve transkripsiyon
faktorlerinin secimi, miktari, in vitro hangi dokulara farkhlasabildigi arastirma konusu
olmaya devam etmektedir. Bu konuda diger bir 6nemli nokta da MKH’lerin hiicresel

tedavideki yeridir.
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Sekil 2. 20 Mezenkimal kok hticrelerin farklilasma potansiyelini gésteren sema

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) elde edildikleri kok hiicre kaynaginin 6zelliklerine bagl
olarak dogrudan plakalama ya da hiicre ylizey belirteclerinin kullanimi ile elde edilir
[127]. Her iki ydntemde de belirli sinirlamalar bulunmaktadir. Ozgiin olarak kiiltiir flask
tabanina yapismasiyla elde edilen saflastirilmis popilasyonun homojenligi, hiicrelerin
yalnizca % 10-20'sinin multipontent farklilasma kabiliyetine sahip olmasi nedeniyle
ylksek degildir. MKH’lerin kiltlrl, doku kiltlirinde telomeraz enzim aktivitesi
faaliyetinin kaybi ile telomerin kisalmasinin bir sonucu olarak izole hicrelerin
toplulugun 40 kez iki katina ¢ikmasi (yash donoérler icin 25 kez) ile sinirh oldugunu
gostermektedir. Ayrica, klinik uygulamalar icin dnemli sekilde, kiltlirdeki hiicreler, bu
uzatilmis genisleme yontemi kullanildiginda 250 kez iki katina ¢iktiktan sonra genetik
instabilite gostermislerdir. Bu da, uzatilmis ex vivo kiltlr siresi olmaksizin yeterli
sayida hticrenin gelistirilebilmesi icin verimli bliylitme yontemleri ve etkin farklilastirma

protokollerinin gerekliligini gdstermistir [128].

Elde edilen MKH’ler stk veya faz kontrast mikroskobu ile morfolojik olarak
incelendiginde kiltir ortaminda fiziform sekilli, ig seklinde, bipolar yapida ve
fibroblast benzeri hiicre topluluklari olarak gordlirler. Morfolojik  6zellikleri

fibroblastlara benzemekle birlikte en o6nemli farklari nlkleus yerlesiminin
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fibroblastlarda asimetrik olmasina karsin bu hiicrelerde dissal yani sitoplazmaya yakin

olmasidir.

MKH’lerin fenotipik 6zelliklerine dayali ¢alismalar genellikle primer kiltiirde yer alan
hlcrelerden ¢ok kiltlirde ¢ogaltilmis hiicrelerde yapilmistir. Primer MKH’lerin fenopik
ozellikleri hakkinda sinirli sayida ¢alisma vardir. Kiltiirde gogaltiimis MKH’lerin antijenik
ozelliklerine bakildiginda kendilerine has bir belirte¢ tasimadiklari; endotel, epitel ve
kas hiicrelerine benzer fenotipik ozelliklere sahip olduklari gorilmektedir. Kiltiirde
cogaltilmis MKH’ler CD45, CD34, CD14, CD11 gibi hematopoetik belirtecleri ve CD80,
CD86, CD40 gibi ko-stimulator molekilleri eksprese etmezler. MKH igin tipik olarak
kabul edilen belirtegler CD105 (SH2) ve CD73 (SH3/4)'diir. Fibroblast ylzey belirteci
olan STRO-1 MKH’ler tarafindan da eksprese edilmektedir. Ayrica MKH’ler CD71
(transferin reseptor) ve CD90 (Thy-1) tasirlar. Farkli dokulardan elde edilen hiicreler
genel olarak benzer fenotipik 6zelliklere sahip olmakla birlikte bazi farkliliklar da goze
carpmaktadir. Ornegin, yag dokusundan elde edilen MKH’ler yiizeylerinde CD49d
tasirken, CD106 tasimamaktadir; kemik iligi kaynakh MKH’lerde ise aksine CD49d
negatif, CD106 pozitifir. Eriskin MKH’lerin, hiicre ylzeyinde HLA sinif | antijenlerini zayif
eksprese ettikleri, HLA sinif 1l antijenlerini tasimadiklari, ancak hicre ylzeyinde
tasinmayan HLA sinif Il antijenlerin stoplazmada bulundugu saptanmistir [129].
MKH’lerin ko-stimulator molekilleri ve HLA sinif Il antijenleri eksprese etmemeleri gibi
ozellikleri graft versus host hastaligl tedavisinde kullaniimalarina olanak saglamistir
[130]. Fetal karaciger kaynakli MKH’lerin ise HLA sinif Il antijenleri hem hiicre
ylzeyinde hem de intrastoplazmik olarak icermedikleri gosterilmistir [131]. Bu bulgular
MKH antijen ekspresyonunun fetal yasamdan eriskin yasama geciste degistigini

dislindirmektedir.

MKH’ler ve HKH’ler bircok adhezyon molekilini ortak olarak bulundururlar. Bunlarin
baslicalari fibronektin, laminin ve kolajene baglanmadan sorumlu olan integrin ailesi ve
L-selektindir [132]. MKH’lerin graniilosit-makrofaj koloni stimtlator faktori, grantlosit
koloni stimilator faktor, kok hiicre faktori ve interldkin-6 (GM-CSF, G-CSF, SCF ve IL-6)
salgilama yeteneklerinin, allojenik ve otolog hematopoetik kok hiicre nakillerinde

hematopoetik kok hiicrelerin yerlesim, cogalma ve farklilasmalarina katki saglayarak
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notrofil ve trombosit engrafmanini hizlandirici etki gosterdigi distiniimektedir [133],

[134], [135].

Yetiskin kemik iliginden elde edilen MKH’ler adiposit, miyofibroblast, osteoblast,
endoteliyal hiicre, kondrosit, sinir hiicresi, kalp kasi hticresi, karaciger hicresi, iskelet
kasi hiicresi, bobrek ttbiler hiicresi, tenosit gibi farkli dizilere farkhlasabilirler.
Farkhlasmalarda rol oynayan genlerin bir kismi yapilan ¢alismalarla belirlenmistir [136],
(Sekil 2. 19).
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Sekil 2. 21 Mezenkimal kok hiicrelerin farklilasmasinda rol oynayan genler

Bu farklilasmis hicreler CD29, CD44, CD105 ve CD166 icin pozitiftir ve yaklasik iki
glinde bir iki katina ¢citkma omri vardir, alti kata kadar kiltirde gelisebilir ve biyolojik
islevleri yaslanma ile azalmaz. MKH’lerin basit bir kemik iligi aspiratindan 10 hafta
icinde yaklasik 50 kez ikiye katlanarak gogaltilmasi mimkindir [137]. Herhangi bir
telomer kisalmasi ya da karyotipik bir anormallik olmaksizin, belirli kosullar altinda
ylizden fazla kez cogaltilabilen MKH’lerin CD133 pozitif hiicreler iceren bir alt
populasyonunun, vyalnizca mezenkimal hiicre tirlerine degil (osteoblastlar,
kondrositler, adipositler, miyositler) ayni zamanda endotel ve néroektodermal fenotip
ve isleve sahip hiicrelere de farklilasma kabiliyeti kanitlanmistir. Bunlar, kalitsal ya da
dejeneratif hastaliklarin tedavisi ve kikirdak, kemik ve miyokardiyum gibi dokularin

onarimi icin gelecek vaat eden, daha fazla sayida kaynak sunmaktadir [103], [138].
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insan MKH’lerinin, hiicresel tedaviler icin kabul edilmesinin nedenleri; hastadan
kolayca izole edilmeleri, in vitro kosullarda hizla c¢ogaltilabilmeleri, genetik
muihendisligine bagl olarak ilgili genler ile tedavi yapilmasina uygun olmasi,
nontiimorojenik olarak kiltiir ortaminda stres kosullari olmaksizin genis yayilma
gostermesi ve cesitli mekanizmalarla doku hasarlarinin onarilabilmesidir. Bu onarim
mekanizmalari sunlardir; (a) dokuya 6zgli fenotipe farklilasma, (b) hasarh hiicrelerin
onarimi ve hicrelerin gogalmasini saglayan kemokinlerin salgilanmasinin saglanmasi ve

(c) olasihikla mitokondri veya mitokondri DNA’larinin transfer edilmesi.

Ozellesmemis bu hiicreler elde edildikleri kaynaklara ve sahip olduklari farklilasma
yeteneklerine gére siniflandirilmistir. Ozellikle, erken evrede elde edilen MKH’lerin
¢ogalma ve farklilasma oOzellikleri yetiskin evrede elde edilen kék hiicrelerden daha
yuksektir. Bir bagka deyisle, kok hiicrelerin bélinme, ¢ogalma, farklilasma ve elde
edilen kék hiicre miktari, canlinin yasi ile ters orantili olarak degismektedir. Ornegin
kemik iligi, her 10* ¢ekirdekli hiicreye karsin 1 MKH icerir (Bu oran kordon kaninda
1/108'e kadar dusebilmektedir) [139], [140]. Cocuklarda 29 CFU/1 milyon tek cekirdekli
hicre orani bulunurken; ileri yaslarda bu oran 3,2 CFU/1 milyon tek cekirdekli hiicre
oranina kadar dismektedir [141]. Yapilan arastirmalar, fetal MKH'lerin eriskin kok
hiicrelerden sadece sayisal a¢idan degil, doku gelisiminde, hiicre boliinmesinde ve
immdinolojik antijen sunumunda rol oynayan genler agisindan da énemli farkhihklar

tasidigini gostermektedir [142], [143].

MKH’lerin 6nemli bir 6zelligi de “immune privilege” hiicreler olmalari yani; viicuda
alindiginda immin yanit olusturmamalaridir. Bu nedenle in vivo veya in vitro kosullarda
ozellikle klinik olarak immiin baskilayicilara gerek kalmadan kullanilabilecek olmalari
onemlidir. Ancak MKH’lerin laboratuvarda farkhlastirilmasi ve (retilmesi ile bu

farkliliklar kaldirilabilmektedir.

2.5.7 Kok Hiicre Kaynaklar

Son vyillarda kék hiicre ¢alismalarinin artis géstermesi ve ¢ok sayida, kaliteli nitelikte
kok hticre ihtiyacinin artmasi ile kok hiicre kaynaklarinin arastirilmasi oldukca 6nem
kazanmistir. insan olusumundaki ilk hiicreler, olusmakta olan organizmadaki kok

hiicrelerdir. Kok hiicreler ne kadar gencse o kadar fazla gelisebilir ve farkli hiicrelere
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donisebilirler [144]. Yetiskin insan vicudunda hemen hemen her doku ve organ
icerisinde farklilasmamis kok hiicrelerin bulundugu da bilinmektedir. Cilt, kas, kemik,
sinir, yag ve kan dokusu gibi cogu doku ve organlarda yer alan kok hiicreler, hastaliklar
ve yaralanmalar nedeniyle olusan hasarlari in vivo olarak onarir ve iyilestirirler. Hangi
tip dokuya ihtiyac varsa ona donusurler [120]. Doku ve organ icerisinde yer alan kok
hicreler bulunduklari kaynak ve farkhlastiklari germ tabakasina gore siniflandirilirlar
[121]. Buna gore de kan hicrelerini olusturan kemik iligi kaynakh hiicrelere
hematopoetik kok hicreler (HKH), bag (stromal, mezenkimal) dokularda bulunan

hicrelere kaynaklik eden kok hiicrelere ise mezenkimal kok hiicreler (MKH) adi verilir.

Cizelge 2. 4 Mezenkimal kok hiicre kaynaklari
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2.5.7.1 Adipoz Doku Mezenkimal Kok Hiicreleri

Viicudun hemen hemen her bdlgesinde yag dokusu bulunur. Diger doku ve
organlardan farkh olarak cok genis bir yerlesime sahiptir. Deri altinda subkiitan olarak
yer alan ve canh viicudunun bosluklarini dolduran yag dokusunun isi kaybina karsi
izolasyonu saglamasi, bazi anatomik kisimlari tampon gibi desteklemesi, i¢c organlarin
etrafini sararak dis etkenlere (darbe ve travma gibi) karsi mekanik koruma saglamasi
gibi pek cok islevi vardir. Ayrica yag hiicresi ve dokusu; pasif enerji deposu ve aktif

metabolik bir endokrin organ olarak gorev yapar.

insan viicudundan lipoasipirasyon islemi ile elde edilen yag dokusuna islenmis
lipoaspirat-iLA (processed lipoaspirate-PLA) denir. iLA fraksiyonu adipoz dokunun
temel hiicre serisini olusturan adipositlerin yani sira fibroblastik hiicreler, endotelial
hiicreler, makrofaj ve diiz kas hiicreleri gibi heterojen bir hiicre gurubu da icerir. Tim
bu hiicreler ise bilindigi Gzere dokularda yer alan kdk hiicrelerden meydana gelir.
MKH’lerden kokenlenen adipositlerin (yag hicresi) erken evresi olarak bilinen

preadipositler gelisimleri sirasinda iki farkli yol izlerler [145].
1.Beyaz yag hiicrelerine farklilasma
2.Kahverengi yag hiicrelerine farklilasma

Bu farkli hiicre proliferasyonu sonucunda yag dokusu kahverengi yag dokusu ve sari

yag dokusu olmak Gzere iki farkli yag dokusu seklinde meydana gelir.

Beyaz yag hiicreleri: Beyaz yag dokusu uzun siireli enerji kaynaginin ana deposu olarak
islev gorir. Sari yag olarak da adlandirilan bu hiicrelere sarimsi rengi iceriginde bulunan
karoten verir. Karoten yagda eriyen bir maddedir. %95 trigliserid igerir. Bu dokuya

kapilerlerden besin gelir [146] (Sekil 2.22).
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Sekil 2. 22 Beyaz ve kahverengi yag dokusunun histolojik goriintiisu

Kahverengi yag hiicreleri: Kahverengi yag dokusu vicutta i1si kaybina engel (izolator)
olarak gorev vyapar. Rengini lipokrom pigmentinden alir. Sitokromlarca zengin
mitokondrileri vardir. Sempatik adrejenik sinir lifleri icerir. Ayrica, kahverengi yag

dokusunda beyaz yag dokusundan ¢ok daha fazla sayida kan damari mevcuttur [146].

Adipositler mikroskobik olarak incelendiklerinde icerdikleri lipid grandlleri ile
karakterize olurlar. Lipid grandillerinin buytklik ve miktarlari da adipositin yasi ile ilgili
bize ipucu verir. Ornegin; geng adipositler ¢cok sayida kiiciik lipid grandlleri igerirler,
yani multiokiler haldedir. Karakteristik uniokiiler halde bulunan olgun adipositler ise
tek ve blyuk bir lipid granilden olusur. Kigik lipid damlalarinin birlesmesiyle olusan
olgun adiposit icerisindeki bliyik yag damlasi sitosol ile dogrudan temas halinde olup

bu hali mihir ytzigu gérinimi alir [147].

Her yil buylk oranda travmaya bagh yaralanmalar, tiimor cikarilmalari ve dogustan
olan yumusak doku hasarlarini onarmak icin plastik ve rekonstruktif cerrahi islemler
yapilmaktadir. Bu hasarlar genelde biiyiik oranda yag dokusun kaybiyla sonuglanir. Bu
hasar ve kayiplarin tedavisi igin gesitli yaklasimlar uygulanmaktadir. Doku hasarlarinda
eriskin otolog kaynak olma potansiyeli sebebiyle rejeneratif tipta farkh biyo-

materyaller ile birlikte de kullanilabilmeleri ile ilgili galismalar yapilmaktadir [148].

Otuz yili askin suredir kok hiicre galismalarinin temelini, kemik iligi kaynakh kok
hiicreler olusturmaktadir. Bu hiicreler, cesitli rahatsizliklar icin hiicresel tedavi
yontemlerinin uygulanabilecegi uygun o6zelliklere sahiptirler. Kemik iligi gibi adipoz
doku da in vitro ve in vivo sartlarda multipotent farklilasma gosteren hiicre
plastisitesine sahip stromal mezenkimal hiicreler iceren mezodermal bir dokudur.

Adipoz dokudan elde edilen hiicreler, islenmis lipoasipirat (PLA), adipoz dokudan elde
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edilen kok hiicreler ve adipoz dokudan elde edilen stromal hiicreler veya adipoz doku
kaynakli mezenkimal oncul hicreler olarak gesitli sekillerde adlandirilirlar. Bu tir
adlandirmalar ile anilan hiicreler ayni hiicre poplilasyonunu icermektedirler [149]. Son
yillarda hasar gormis ya da kaybedilmis yag dokusunun onarilmasi icin yag doku
Ozellikleri doku muhendisligi ve rejeneratif tip galismalari esas alinarak incelenmeye
baslanmistir. Yag dokusu tipki kemik iligi gibi mezenkimden kdken alir ve kemik iligi gibi
zengin bir stroma igerir. Cesitli arastirmalar sonucunda yag dokusunda MKH’lerin
varligl tespit edilmistir ve bdylece yetiskin kok hiicre kaynaklarina bir yenisi daha

eklenmistir.

Yag dokusu kok hiicreleri yag dokusundan lokal anestezi altinda alinir. In vitro kiltiri
yapilarak elde edilen pluripotent kdk hiicreler laboratuvar sartlarinda fibroblast benzeri
hicre topluluklari olustururlar. Bu kok hiicre kaynagindan elde edilen hiicrelerin
adipojenik, kondrojenik, myojenik, ve osteojenik farklilasma yetenekleri gosterilmistir

[150].

Lipoaspirattan elde edilen 6rnek lizerine kisa siireli kolajenaz muamelesi uygulandiktan
sonra santriflij ile mononikleer hiicrelerine ayristirilabilmektedir [151]. Kolay sekilde
hiicre izolasyonu saglanabildigi icin yag dokusu son zamanlarda MKH kaynagi olarak
oldukga ilgi cekmektedir. PLA’lar uygun stimuluslarla osteojenik, adipojenik, myojenik
ve kondrojenik hiicrelere diferansiye olur ve o diziye 6zel gen ve proteinleri igerir, bu
da kok hiicre fenotipini onaylar. Uzun sireli kiltirlerle PLA’larin biylime kinetikleri ve
diferansiyasyon kapasiteleri degismez. Hiicre ylizey belirtecleri KI-MKH’lere benzer.
Her ikisi de Stro-1, SH-3 icerirler, her ikisi de hematopoetik marker olan CD31 ve CD45
icermez. In vitro kilturlerde CD34 gittikce azalir. CD105/endoglin -TGF-B reseptor tip |l
MKH’lerin TGF-B bagimli kondrojenik diferansiyasyonunu gosterir. Béylece PLA ve MKH
ayni hiicre tipinin varyantlari olarak bilinir. Seri pasajlarla MKH’lere benzeyen homojen
fibroblastik bir popuilasyon kalir. Bu geri kalan grubun % 80’inin vimentin ve fibroblastik
marker AS02 (antisense oligonucleotid) ekspresyonu gostermesi ile bu grubun MKH

oldugu anlasilir [152].

Yag hiicresine hormonlar ve sitokinler araciligl ile endokrin, parakrin ve otokrin

sinyaller gelir. Yag hiicresi membraninda ve sitoplazmasinda c¢esitli hormon ve
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sitokinlere ait reseptérler bulunur. Bu nedenle bu doku mezodermal doku tamirinde
kullanilabilir [146]. Yag dokusundan elde edilen MKH’lerin farklilastirma medyumlari ile
karaciger hicresi (hepatosit), kemik hiicresi (osteosit), kikirdak hiicresi (kondrosit), yag
hicresi (adiposit) ve sinir hiicresine (néron) farklilastigl da bilinmektedir [153], [154],

[155], [156], [157], [158], [159] (Sekil 2.23).
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Sekil 2. 23 Yag dokusundan elde edilen kok hiicrelerin farklilasma potansiyelini
gosteren sema

Adipoz doku kaynakh MKH’lerin farklilasabildigi bu zengin hiicre yelpazesi tip (klinik
galismalar), doku mihendisligi ¢calismalari ve genetik gibi pek ¢ok alanda yeni
calismalara kucak agmistir. Tedavisi olmayan Alzheimer, Parkinson vs gibi hastaliklarda
rejeneratif tip calismalarini artirmis ve umut kaynagi olmustur. MKH’lere alternatif
olarak, doku muhendisliginde farkli biyo-materyaller lzerinde farkhlastirilarak cesitli

rejeneratif tedavide kullanimlari (izerinde ¢alisiimaktadir [160], [161], [162].

2.6 Doku Miihendisligi

Mihendislik prensipleri ile fen bilimlerinin biyolojik bir dokunun veya bitiln bir organin
fonksiyonunun gelistirilmesi, iyilestiriimesi ve canliiginin strddriilmesi amaciyla
biraraya gelmesiyle olusan bu multidisipliner brans Doku Muhendisligi olarak
tanimlanmaktadir [163]. Doku muhendisliginin amaci (genellikle) bozunabilir
malzemeler (biyomalzeme), hucreler, buyume faktorleri ve/veya diger biyoaktif
molekillerin uygun yontemler ile bir araya getirilerek implant edilebilir doku Gretimini

gerceklestirmektir. implant edilebilir bu dokular doku iskelesi denilen ve ¢ogunlukla
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polimerik ya da bazen seramik kdkenli malzemeler ile Uretilebilir. Bu malzemeler Ug
boyutlu yapida bir doku iskelesi Gretmek amaciyla uygun sekil, boyut, mimari ve fiziksel
Ozellikler kazandirilarak spesifik fonksiyonlarin yerine getiriimesinde kullanilir [164].
Doku iskelesi olarak kullanilacak polimerik yapidaki malzemenin Uzerine in vitro iki
boyutlu hiicre kiltiiri galismalarindakine benzer bir yaklasimla canli hiicreler blyime
faktorleri ve/veya biyoaktif moleklller bir araya getirilir ve ekstraseliiler matriks
olusumu, hicre proliferasyonu ve farklilastirilmasi gibi islevsel o6zelliklerin kaltir

ortaminda devam ettirilmesi hedeflenir.

Ozetle doku miihendisligi dokuya ve organa 6zgi (spesifik) hiicrelerin ex vivo kiiltiir
veya doku iskelesi vasitasiyla kiltir edilmesi ile yeni bir doku olusturmak amaciyla
blyutilmesi prensibine dayanir [165]. Buna gore yeni bir dokunun meydana getirilmesi

icin genel olarak dort temel unsurdan soz edilir:

Hiicreler: Spesifik bir doku veya organdan izole edilmis, kok hiicre veya progenitor
hiicrelerin  yanisira  otojenik, allojenik veya xenojenik hiicreler olarak

siniflandirilabilirler.

Doku iskelesi: Doku iskeleleri ektraseliiler matriks (ECM) olarak goérev yapan
materyaller olup, dogal veya sentetik kaynaklh polimerlerden elde edilebilmektedirler

(Sekil 2.24).

Sekil 2. 24 Bir doku iskelesi 6rnegi [166]
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Biyosinyal molekiilleri: Bu molekiiller doku olusumunu indiiklemekte gorev alirlar.

Biyoreaktorler: In vitro sartlar altinda kiltirin surdirilebilmesinde ve verimliliginin
saglanmasinda gorev alan cihazlardir. Biyoreaktorler, surekli, kesikli vb. sekillerde

siniflandirilabilirler [165].

Mekanik
Buyiime Uyanaciat qp
Faktorleni \
& Kplemtasyon Biyopsi
=25~
i @
e ;
Hiicre Izolasyonu
Doku Gelistirilmesi

i /
TR | |
&9

Doku Iskelesi
Hiicre Kiltiirii

ARAR

Hiicre Proliferasyonu

Sekil 2. 25 Doku mihendisligi uygulama basamaklarinin sematik gésterimi [167]
Sekil 2.25’te goriildigl Gzere takip edilen basamaklar séyledir;
(1) Hucreler organizmadan izole edilir
(2) izole edilen hiicreler kiltiirlenir
(3) Kultarlenen hicreler t¢ boyutlu doku iskelesine ekilir
(4) Doku iskelesi ve hiicreler ile ile tic boyutlu kiltir olusturulur
(5) Kultarde olusturulan doku organizmaya implante edilir.

Gunlimuzde doku mihendisliginde istenilen uygun doku veya organ liretmek amaci ile
sayisi glinden gline artan calismalar yiritilmektedir. Bu calismalar, rejenartif tip,
gelisim biyolojisi, molekiiler biyoloji, genetik mihendisligi, immunoloji, patoloji ve
biyomihendislik gibi bilim dallarina katkida bulunmasinin yanisira, insan genomu
projesinin tamamlanmasi, gen ekspresyonunda rol alan hicre i¢i ve disi sinyal
molekillerinin aydinlatiimasi, monoklonal antikor ve asi Uretimi ¢calismalarina da katki

saglamistir [168]. Doku mihendisligindeki bu uygulamalar 06zellikle G¢ boyutlu
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proliferatif organ calismalarinda olduk¢a dnemlidir. Ozellikle doku ve hiicre kiiltiiri
tekniklerindeki ilerlemelerle beraber doku miihendisligi ¢alismalari da ivme
kazanmistir. Hicre kaltlird gahsmalarinin en temel zorlugu olan hicrelerin in vivo
ortamdaki ¢cogalma, gog, besin kullanimi ve gida saglanmasi gibi dinamik 6zelliklerinin
in vitro ortamda da sirdirilebilmesidir [169]. Bu sebeple doku mihendisliginde
ozellikle t¢ boyutlu (3D) hiicre kiltiri galismalari ile hiicrelerdeki bu karmasik yapi ve
organizasyonlarin nasil gergeklestigini anlamaya yonelik yaklasimlar gelistirilmeye
cahisilmaktadir. Tim bunlar 3D hicre kiltlri yaklasimlarinin ve uygulamalarinin doku

muhendisligi ve rejeneratif tip icin 6nemini gézler 6niine sermektedir.

2.6.1  Hiicre Yiizey Etkilegsimleri

Organizmadaki herhangi bir dokudan elde edilen hiicreler, ¢ogalabilmek, hicresel
faaliyetlerini gergeklestirebilmek ve canhliklarini slrdirebilmeleri igin bir ylzeye
tutunmaya ihtiya¢ duyarlar bu nedenle doku mihendisliginde kullanilan hicrelerin,
kullanilan doku iskelesinin ylizeyine tutunmalari ¢cok onemlidir. Bir hilicrenin yilzeye
tutunmasinda hem reseptor-ligand iliskisi, hem de non-spesifik kimyasal etkilesimler
(elektrostatik kuvvetler, van der waals etkilesimleri vb.) etkilidir. Etkilesim halindeki
hiicreler ve ylizey arasinda non-spesifik kimyasal etkilesimler her zaman
gerceklesirken, spesifik reseptor-ligand etkilesimleri yalnizca fonksiyonel gruplari ile
taninan ligand molekillerini taniyan reseptér molekillerinin hiicre disina eksprese
olmasiyla gerceklesir. Hiicreler doku iskelesine yapistiktan sonra, hicreler ve iskele
ylzeyi arasinda fiziksel ve kimyasal reaksiyonlar dizisi baslar. Doku iskelesi organizma
icine yerlestirildikten sonra veya hicre kiltird ortamina konulduktan sonra hiicre

ylzey molekdilleri vasitasiyla adsorbsiyon gerceklesir.

2.6.2 Doku Miihendisliginde Kullanilan Doku iskeleleri

Doku iskeleleri doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilan yiiksek gozenekli ve
hiicre trasplant dlzenekleri olarak gorev yapan materyallerdir. Bu malzemeler,
biyouyumlu, 3D ve birbiri ile baglantili gbzenek agina sahip olmak zorundadir. Ayrica

kontrol edilebilir bozunma hizi ve hiicrenin metabolik faaliyetlerinin, bliyiimesinin ve
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cogalmasinin gerceklestirebilmesi icin uygun mekanik ve fiziksel ozelliklere de sahip

olmalari beklenmektedir [170].

Dok Iskelesi

Doku Miihendisligi Uriinii

Sekil 2. 26 Doku iskelesi temelli doku miihendisligi yaklagiminin sematik gdsterimi
[171]

Doku iskelelerinin temel gorevi, viicut icinde bozunmaya ve emilime ugrarken dokuda
ekstraseliler matriks analogu olarak islev goérmeleridir. Hicreler doku iskelesine
yapisip vayilirken iskele de bozunarak yeni olusan dokuda ekstraseliler matriksin
meydana gelmesine imkan saglayacaktir (Sekil 2.26). Ayrica iskele olarak segilen
malzemenin toksik etki gostermemesi ve viicutta enfeksiyona sebep olmamasi da

onemlidir [165].

2.6.3  Hiicre Kiiltiirii ve Tarihgesi

Bir dokudan izole edilmis hiicrelerin adhezyon, proliferasyon ve migrasyon gibi
ozelliklerinin kontrolli ve uygun sartlar altinda yetistirilmesine hicre kiltlri adi verilir.
Hicre kulttird tekniklerinin temeli glinimizden yiz yil Oncesinde kullaniimaya
baslanmis ve glinimizde hala devam etmektedir [172]. Hilcre kiltari ile ilgili ilk
calismalar 1907 yilinda Ross Harrison’in gerceklestirdigi kurbaga embriyosu sinir doku
liflerinin incelenmesi ve 1912 yilinda Alexis Carrel’in tavuk embriyosu kullanmasi olarak
karsimiza cikar [173], [174], [175], [176], [177]. 1948 yilinda ise Katherine Sanford ve
arkadaslari tarafindan tekli hiicrelerin kiltlir ortaminda blyutilmesi soylenebilir.
Hicre kiltlr calismalari icin en 6nemli ve kapsamli bir diger calisma da 1955 yilinda
Harry Eagle tarafindan hiicre kiltiriinde az miktarda serum proteinleri ile
desteklenmis tuz karisimlarinin kullanilabilecegini géstermesidir. 1992’de de Rosenfield

ve ekibinin genetik olarak modifiye edilmis hicrelerin  kiltir c¢alismalarini
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gerceklestirmeleri ile de gesitli hastaliklara yonelik tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesi

icin bUyudk bir adim atilmistir.

2.6.4  Hiicre Kiiltiirlerinin Uygulama Alanlan

Hicre kaltiri ¢calismalari son yillarda oldukga genis bir alanda gesitli amaglara yonelik
olarak dinyanin pek cok (lkesinde yiratiilmektedir. Hiicre kiltiriinde monoklonal
antikorlarin Uretilmesi, kanser asilarinin Uretilmesi, c¢esitli enzimlerin Gretilmesi,
hormon ve bliyime faktorlerine yonelik Gretimler, viral asilarin Gretilmesi ve teshis
amagli kullanimlar, somatik gen tedavisine yonelik ¢alismalar, graft eldesi igin
gerceklestirilen kalturler, in vitro Ug¢ boyutlu doku Uretilmesine yonelik calismalar

uygulama alanlari olarak sayilabilir.

2.6.5 iki Boyutlu Hiicre Kiiltiirii

Hicre kiltiir calismalarinda hiicreler icin; biyolojik bir sivi icerisinde kiltir ortaminda
serumlar, hormonlar ve blyume faktorlerinin eklendigi, hiicrelerin Gremesinin ve
bilyiimesinin saglanabilmesi icin sivi karisimlarina ihtiyag vardir. Ozellikle sikhkla dana
fetal serumu, insan ve at serumlari hlicre kiltliri ortamlarinda kullaniilmaktadir. Bu
serumlar igeriklerinde temel proteinleri, hormonlari, polipeptitleri, besin maddelerini,
metabolitleri, mineral ve inhibitorleri barindirdiklarindan hicreler icin 6nemli
bilesenlerdir. Ayrica kiiltiirde bulunan hicrelerin bakteri ve mantar gibi patojen
ajanlara karsi korunmasinin saglanmasi icin de uygun (penisilin ve gentamisin gibi)
antibiyotikler de besi ortamina eklenebilmektedir. Ayrica hiicrelerin oksijen ve nem
ihtiyaglarini karsilamak amaci ile %5 ila %25 oraninda oksijen iceren nemli ortam

saglanir.

2.6.6 Ug Boyutlu Hiicre Kiiltiirii

Son yillarda polistiren veya camdan imal edilmis iki boyutlu (2D) bir ylizey (petri kabi)
Uzerinde o©karyotik hiicreler ve hiicre biylimesini destekleyici maddelerin (sinyal
molekdlleri) bir araya getirilmesiyle gerceklestirilen 2D hicre kiltiri tGzerinde yapilan
calismalar artmistir. Bugline kadar yayimlanmis pekcok gelisimsel biyoloji metotlar

kullanilarak adheziv hiicrelerin Uretilmesi saglanmistir. Ancak bu ¢alismalarin en biyik
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dezavantaji hayvan hiicre fizyolojisinin tek tabakal bir hiicresel ortamda birebir taklit
edilememesidir. Bu sebeple 2D, cam veya polistiren bir tabaka lzerinde dkaryotik bir
canli hiicrenin tam anlamiyla taklit edilmesi mimkin degildir [178]. Sonug¢ olarak,
reseptdr ekspresyonu, transkripsiyonel ekspresyon, hiicre goc¢li (migrasyonu) ve
apoptoz olaylari gibi bilinen pek ¢ok karmasik yanit, 2D bir kiltlr ile canh hicrelerin
esas elde edildikleri organ ve doku bolgelerindeki davranislariyla kiyaslandiginda
onemli olg¢tide farkliliklar gostermektedir. Bu sebeple hiicre yenilenmesi ve doku
fizyolojisinin takip edilmesi gereken galismalar igin 2D hicre kiltirleri, yetersiz
kalmaktadir. Diger taraftan pek ¢ok 2D hiicre kiiltliri tek bir hicre tipi icerdiginden
farkl hicre tipleri arasindaki intraselller iletisimi gosterilememektedir. Birden fazla
hiicrenin bulundugu 2D ko-kiltirler ise bu konuda basarili olsa da doku icinde var olan
hiicresel fonksiyonlarin dogru bir sekilde yeniden (retilmesinde aksakliklar
yasanmaktadir. Bu sebeple gelistirilen 3D hiicre kiltirleri bu alanda yasanan sorunlara
alternatif olmaktadir [177], [178], [179]. Bliyime ortaminin olusturulmasi ve porlu,
biyouyumlu bir doku iskelesi lizerinde temel bir baslangi¢ noktasinin olusturulmasi
canh dokunun olabilecek en yakin taklidinin saglanabilmesi agisindan gereklidir. Ancak
kompleks bir 3D hiicre kiltiriniin modellenebilmesi icin géz énlinde bulundurulmasi
gereken pek c¢ok faktor vardir. Bunlar; doku iskelesi olarak kullanilacak malzemenin
secimi, hiicrelerin kaynagi ve pek ¢cok dokunun calisilabilmesine izin verecek nitelikte
bir glincel hiicre kiltliri metodunun belirlenmesidir [180]. Bu konuda gelistirilen pek
cok yaklasim olmasina ragmen, belirli bir hiicre tipi igin 6zel olan hassas doku iskelesi
tasarimi, otolog veya yetiskin kokenli kok hicrelerden hangisinin tercih edilecegi ve
doku iskelesi icin hangi dogal veya sentetik polimer malzemesinin kullanilacagi konulari

oldukga 6nemli olup arastirmalar hala devam etmektedir

Son vyillarda doku miihendisligi calismalarinda li¢ boyutlu hiicre kiiltlrlerinde doku
iskelesi kullanimi artmustir. Kullanilan iskelelerde biyomateryal tiirii, ECM, hiicre tipinin
yanisira uygun pH, sicaklik ve O; seviyesi gibi gerekli kosullar 6zenle kontrol altinda

tutulmaktadir [181], [182].
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Ekipman

eHucre Kiltiir Odasi

eHava akimli kabinler

eKarbondioksitli inklibator (New Brunswick scientific CO2 150, 37°C)
einverted mikroskop (Olympus CKX41)

o|sik mikroskobu (Olympus)

eUV spektrofotometre (Jasco VM530)

oFlow Sitometri (Beckman Coulter, FC500, USA)

eZeta Sizer Nano Instrument (Malvern Instruments Ltd, Philadelphia, PA)
3D yazici (Edison, 3Dison Multi 3D Printer)

eSantrifuj (Eppendorf, Thermo Micromax RF, Hettich ZENTRIFUGEN — EBA20)
eSerolojik Pipet Tabancasi (Thermo)

eManyetik karistirici (Heidolph MR3000)

eHassas terazi (Precisa Gravimetrics AG)

eBuz makinesi (Scotsman AF100)

eVortex (LMS VTXM3000L)

oSu banyosu (Gesselschaft Fiir Labortechnik, Kerman)

eBuzdolabi (Argelik, +4°C, -20°C)

eDondurucu (Gesselschaft Fiir Labortechnik (40°C))
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eAzot Tanki (DMC air liquid systems, -195°C)

eOtoklav (Kerman, HIRAYAMA)

eSaf su ve ultra saf su sistemleri (GFL2104)

eHuicre kultur flasklari (25cm? ve 75cm? - TPP, Corning)

eSerolojik pipetler 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml ve 25 ml (Blau Brand Germany)
eSantrifiij tupleri (15, 50 ml’lik - IsoLAB)

eMikropipetler (10, 50, 100, 1000 pl‘lik - Thermo, Pippetman)

oCok kanalli pipetler (100, 300 pl‘lik - Thermo)

oTek kullanimhk pipet uglari (1-10 pul,10-100 pl, 100-1000 ul’'lik - AxyGen)
oKriyottpler (1 ml’'lik - TPP)

eOtoklavlanabilir cam siseler (50-1000 ml’lik - ISOLAB, SCHOTT)
eEnjektor (2 cc, 5 cc, 10 cc, 50 cc’lik - Ayset)

oSiringa filtreleri (0,22 um ve 0,45 pum’lik MILLIPORE, TPP, Sartorius)
eLam ve Lamel (Isolab)

el ateks eldiven (Pudrasiz - Broche)

eKuyucuklu plaklar (6, 24, 48, 96 kuyucuklu - TPP)

epH metre (inolab WTW Level 1)

3.1.2 Kimyasallar

eDulbecco’s Modified Eagle Media (DMEM) (1X)(Invitrogen 11880)
eDMEM-F12 (Sigma D6421)

eRPMI 1640 (Sigma R0883)

eFetal Bovine Serum, FBS (Biochrom AG 1038K)

eGlutamax™-I (Invitrogen 35050M079)

eAntibiotic-Antimycotic (Invitrogen 15240M062)

eGentamicine (Invitrogen, GIBCO 15750-045)

e[-Glutamine (Sigma, St. Louis, MO)

oTrypsin, 0.05% (1X) with EDTA 4Na, liquid (Invitrogen 25300M054)
eTripan blue (%0,5)(Biologycal Industry 628255)

eDAPIi 10 mg (Thermo Fisher Scientific D1306)
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eEthidium Bromide 0,625 mg/mL (Thermo Fisher Scientific 17896)
eAcridine Orange Boyama Sollisyonu (Thermo Fisher Scientific 93001)
eDimetilsulfoksit (DMSO - Sigma D2650)

eKolajenaz tip Il (Sigma-Aldrich, C6885)

eMayer’s hematoksilen (Thermo Scientific™ TA125MH)
eHidroklorik asit, HCl (Merck 100314)

eSodyum Hidroksit, NaOH (Riedel de Haen)

eSodyum klorur, NaCl (Sigma)

eSodyum bikarbonat, NaHCO3 (Merck)

ePotasyum hidroksit, KOH (Merck)

eDipotasyum fosfat, KzHPO4 (Sigma)

ePotasyum di hidrojen fosfat, KH,PO4 (Riedel de Haen8210A)
eSodyum di hidrojen fosfat mono hidrat, NaH,PO4H,0 (Merck)
eDi sodyum hidrojen fosfat, NaHPO4 (Riedel de Haen81890)
ePotasyum klorur, KCI (Carlo Erba 360107)

eAzot gazi (BOS)

3.1.3 Deneylerde Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanmasi

3.1.3.1 PBS Soliisyonunun (1X) Hazirlanmasi

Kullanim amaci: Fosfat Tamponlu Tuz Sollisyonu tamponu hicre ici ve disindaki
ozmotik basinci dengede tutan, boylece hiicrelerin su alip sismesini ve blzlserek zarar
gdrmesini engelleyen bir soliisyondur. icerigindeki inorganik tuzlar ve su, hiicre
metabolizmasini destekler. Ortamin pH’ini tamponlayarak hiicreler igin uygun bir

ortam saglar.

icerigi: 8 g NaCl (Fluka, 71376) 0,2 g KCl, (Fluka, 1118) 1,44 g Na,HPO4 (Riedel de Haen)
ve 0,24 g KH,PO4 (Riedel de Haen, 04248), 1 L bidistile su.

Hazirlanigi: 1x PBS ¢Ozeltisinin hazirlanmasi igin 8 g NaCl (Fluka, 71376) 0,2 g KClI,
(Fluka, 1118) 1,44 g Na;HPO4 (Riedel de Haen) ve 0,24 g KH,PO4 (Riedel de Haen,

04248) tartiip 900 mL bidistile suda ¢ozdarildia. pH 7,4’e ayarlandi ve son hacim
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bidistile su ile 1 L'ye tamamlandi. Cam siselerin icinde 1 atm basing, 121°C sicakliga

ayarlanmis otoklavda 20 dakika steril edildi. Sogutucuda +4°C’de muhafaza edildi.

3.1.3.2 Kriyoprotektan (Dondurma Soliisyonu) Hazirlanmasi

Kullanim Amaci: Sispanse hucrelerin hiicre zarini pargalamadan icerdikleri suyu

kaybetmelerini ve dondurulmalarini saglar.
Igerigi: Dimetil siilfoksit (DMSO-AppliChem, A8361) ve Fetal bovine serum.

Hazirlanisi: %10 dondurma sollisyonu igin 1 mL DMSO ve 9 mL FBS karisimi 15 ml’lik

falkon tip icerisinde hazirlandi.

3.1.3.3 Tripsin EDTA Hazirlanmasi

Kullanim Amaci: Tripsin hiicre pasajlarinda kullanilan serin proteaz tipi temel bir
enzimdir. Tripsin, lizin ve arjinin aminoasitlerinden peptid baglarini yikarak hiicrelerin

yapistiklari ylizeyden ayrilmalarini saglar.
igerigi: Trypsin, 0.05% (1X) with EDTA 4Na, liquid (Invitrogen 25300M054)

Hazirlanisi: Tez ¢alismasinda kok hiicrelerin pasajinda ticari olarak temin edilen %0,25

EDTA’li tripsin sollsyonu kullanildi.

3.1.3.4 Besiyerlerinin Hazirlanmasi

3.1.3.4.1 %10 FBS iceren DMEM Besiyerinin Hazirlanmasi

Kullanim Amaci: Eagle bazal medyumu literatlirdeki ilk orijinal formUlasyonundan beri
bircok modifikasyona ugratilarak ginimiize kadar gelistirilmistir. En yaygin olarak
kullanilan modifikasyonu ise DMEM bazal medyumudur. DMEM, Bazal Besiyeri Eagle’in
(Basal Medium Eagle) aminoasit ve vitaminlerinin bunlarin yaninda diger destekleyici
bilesiklerin de fazla bulundugu modifikasyonudur. Orijinal DMEM formilasyonu ilk
olarak fare embriyonik htcrelerinin kiltirinde go6sterilmistir ve 1000mg/L glukoz
icerir. 4500ml/L glukoz eklenmis olan daha gelismis bir modifikasyonunun da belirli

hiicre tipleri icin daha optimum kosullari olusturdugu gosterilmistir [183].
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igerigi: DMEM (Gibco-Invitrogen, 31053), FBS (Biochrom AG, 1038K), Glutamax (Gibco-
Invitrogen, 35050-079) ve Anti-anti (Gibco-Invitrogen, 15240)

Hazirlanisi: Tez galismamizda kullanima hazir hali igin 50 mL %5 FBS (Biochrom AG,
1038K) iceren DMEM (Gibco-Invitrogen, 31053) besiyerinin hazirlanmasinda 44 mL
stok DMEM, 5 mL FBS, 0,5 mL Glutamax (Gibco-Invitrogen, 35050-079) ve 0,5 mL Anti-
anti (Gibco-Invitrogen, 15240) 50 mL’lik santrifiij tipu icinde karistirildi. Sogutucuda

+4°C’de muhafaza edildi.

3.1.3.4.2 %FBS iceren DMEM F-12 Besiyerinin Hazirlanmasi

Kullanim Amaci: DMEM F-12 besiyeri DMEM ve Ham’s F12 besiyerlerinin 1:1 oraninda
karistirlmasi ile olusturulmustur. Boylece, Ozellikle fetal sigir serumu (FBS) ile
desteklendiginde daha genis bir hiicre hattinin kiltire edilmesinde fayda sagladigi
gorltlmustir. Ham's karisimi ilk olarak Chinese Hamster Ovary (CHO), akciger hiicreleri
ve fare L hiicrelerinin serumsuz ortamda ¢ogaltilmasi icin gelistirilmistir. Bu besiyeri
siklikla serum, hormon, selenyum ve benzeri eklentiler ile serumsuz ortamda hiicre
¢ogaltilmasi icin kullanilabilmektedir. Kemirgenlerden tavsan ve sicanlardan elde edilen
hicrelerin ve 6zellikle miyeloma ve hibridoma hiicrelerinin ¢ogaltilmasinda tercih edilir
[184].

icerigi: DMEM/F12 (Sigma-Aldrich, D621), FBS (Biochrom AG, 1038K), L-Glutamine

(BioXtra, G6392) ve PEST (Biochrom-AG (penisilin/streptomisin: 10000 unite /10000
ug/mL), A2213,0337K)

Hazirlanigi: Tez galismamizda 500 mL stok igerisine 5 mL L-Glutamine ve 2,5 mL PEST
eklendi. 500 mL stok DMEM/F12 icerisinden 45 mL alindi ve 5 mL FBS eklendi.

Sogutucuda +4°C’de muhafaza edildi.

3.1.3.4.3 %10 FBS iceren RPMI 1640 Besiyerinin Hazirlanmasi

Kullanim Amaci: RPMI 1640 besiyeri Roswell Park Memorial Enstitlisi’nde 1966’da
Moore ve arkadaslan tarafindan gelistirilmistir. McCoy’'s 5A Medium’un bir
modifikasyonu olan bu besiyeri stispanse halde kiiltiire edilen limfoblastiod hiicrelerin

desteklenmesi icin formiilize edilmis ve glinim{uize kadar yaygin bir sekilde gesitli hiicre
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hatlarinin kiltiriinde kullanilmaya devam edilmektedir. ilk zamanlarda destekleyici bir
serum olarak kullanilmak istenen RPMI 1640 besiyeri pek ¢ok hiicrenin serumsuz
ortamda da g¢ogaltilabilmesini saglamaktadir. Besiyerinin ayrica pek ¢ok hibrit

hicrelerin flzyon protokollerinde de kullanildig gosterilmistir [185].

igerigi: RPMI 1640 (Sigma R0883), FBS (Biochrom AG, 1038K), Gentamicine (Invitrogen,
GIBCO 15750-045) ve 5 mL L-Glutamine

Hazirlanisi: Tez ¢galismamizda kullanima 500 mL stok igerisine 0,5 mL Gentamicine ve 5
mL L-Glutamine eklendi. 500 mL stok RPMI 1640 igerisinden 45 mL alindi ve 5 mL FBS

eklendi. Sogutucuda +40C'de muhafaza edildi.

3.1.3.4.4 Adipoz Doku Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicreleri Farklilastirma

Medyumlarinin Hazirlanmasi

3.1.3.4.4.1 Adipojenik Farkhlastirma Medyumunun Hazirlanmasi

Kullanim Amaci: Kék hiicrelerin farkhlasmasi igin gerekli uyaranlari iceren farklilasma
medyumlarindandir. Kok hicrenin adipojenik olarak yag hiicrelerine farklhilasmasi igin

gerekli ekstraselller etkenleri icerir.
igerigi: Ticari Griindir. 4,5 g/L D-Glucose, 100 mg/L Sodium piruvate, Glutamax-1.

Hazirlanisi: Ticari olarak satin alinan basal medyum ve farklilastirma suplementi
karistirilarak hazirlandi. 50 mL adipojenik farklilastirma medyumu hazirlamak igin 45
mL bazal medyum, 5 mL farklilastirma suplementi ve 0,25 mL Gentamicine eklendi.

Sogutucuda +4°C’de muhafaza edildi.

3.1.3.4.4.2 Osteojenik Farklilastirma Medyumunun Hazirlanmasi

Kullanim Amaci: Kok hiicrelerin farklilagsmasi igin gerekli uyaranlari igeren farklilagsma
medyumlarindandir. Kok hiicrenin osteojenik olarak kemik hicrelerine farklilasmasi

icin gerekli ekstraseliler etkenleri icerir.
Igerigi: Ticari Griindir. 1 g/L D-Glucose, 110 mg/L Sodium piruvate, Glutamax-1.

Hazirlanisi: Ticari olarak satin alinan basal medyum ve farklilastirma suplementi

karistirilarak hazirlandi. 50 mL osteojenik farklilastirma medyumu hazirlamak icin 45
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mL bazal medyum, 5 mL farklilastirma suplementi ve 0,25 mL Gentamicine eklendi.

Sogutucuda +4°C’de muhafaza edildi.

3.1.3.5 Boyama Soliisyonlarinin Hazirlanmasi
Tripan Mavisi Soliisyonunun Hazirlanmasi

Kullanim Amaci: Tripan Mavisi molekil yapisi C3sH23NeO14SsNas olan (Sekil 3. 1), canli
hicrelerde fagositoz olayini incelemek i¢in kullanilan vital bir boyadir. Canh hiicreler

boyanmazken, 6li hiicreler hiicre zarindan boyayi gecirerek mavi renkte géralir.

MH: OH CHs
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e i S
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Sekil 3. 2 Tripan mavisi molekiil yapisi (C3asH23Ns01454Nas) [186]
Igerigi: Konsantre Tripan mavisi soliisyonu (Biologycal Industry, 628255), distile su.

Hazirlanisi: 100 ml’lik ambalajlarda % 0,5 konsantrasyon seklinde Tripan mavisi
sollisyonu (Biologycal Industry, 628255) ticari olarak satin alindi. Hiicre sayimi igin 10
puL Tripan mavisi boya, 90 uL distile su ile seyreltilerek sayim solliisyonu hazirlandi.
Sayim sollisyonundan 98 uL alindi ve 2 pL hiicre stispansiyonu eklenerek 100 pL karisim

elde edildi.
Oil Red O soliisyonunun hazirlanmasi

Oil red stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi: Stok cozeltisi olarak kullanilacak sollsyon igin
300 mg Oil Red O toz (Sigma-Aldrich, 058K0720) tartildi ve 100mL %99’luk izopropanol

icinde ¢ozdlruldi. Oda sicakhginda muhafaza edildi.

Oil Red O calisma soliisyonunun hazirlanmasi: Cam bir kap icerisinde 3 birim Qil Red O

stok sollisyonu 2 birim distile su icinde ¢6zlildi. Oda sicakhginda on dakika bekletildi.
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Daha sonra ise 0,2 um’lik filtreden gecirildi. Raf dmri iki saat oldugu icin sollisyon

boyama isleminden hemen 6nce hazirlandi.

%60 izopropanol hazirlanmasi: 6 mL %99,8’lik izopropanol ve 4 mL distile su alinarak

cam bir kapta karistirildi.
4,6-Diamidino-2-fenilindol Boyama Soliisyonunun Hazirlanmasi

Kullanim Amaci: 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) floresan mikroskopi ve akim

sitometride DNA'yi isaretlemek amaci ile kullanilir.
igerigi: Bidistile su, methanol, DAPI boya

Hazirlanisi: Stok sollisyonun hazirlanmasi icin 5mg tartilan DAPI flakon igine aktarilir.
Uzerine 250ul bidistile su eklenip vortekslenir. Stok soliisyon 1ug/ml olacak sekilde

metanol ile seyreltilerek ¢alisma sollisyonu hazirlanir.
Etidyumbromiir/Akridinoranj Boyama Solliisyonunun Hazirlanmasi

Kullanim Amaci: Mikroskobik olarak nucleus ve kromatini isaretlemek amaci ile

kullanihr.
igerigi: Etidyumbromiir, akridinoranj, bidistile su

Hazirlanigi: Stok Etidyumbromur ve akridinoranj soltisyonlarindan 100ug/mL olacak

sekilde alinir ve distile su icinde ¢ozdurildr.

3.1.3.6 Giimiisnitrat Stok Soliisyonun Hazirlanmasi

GUmus nitrat (AgNO3) sollisyonunda 2.54 g tartilir ve 1,5 ml distile su iginde ¢ozdurllr.

Stok +49C’de saklanir.

3.1.3.7 Ekstrakt Hazirlanmasi

Bitkiden elde edilen ekstrakt uygun bir ¢6zlicl icinde hazirlanir. Bu ¢ozlicl su veya
metanol olabilir. Hazirlanan sollisyondaki ekstrakt kalintilarini uzaklastirmak amaci ile
sollsyon filtre kdgidindan gecirilir. 3 mg bitki parcalari 1 ml distile su icinde ¢ézdurilir.
NOT: Doner vakum cihazi yoksa kuru bitki maddesi su icinde kaynatilarak ekstrakt

hazirlanir ve filtrelenir.
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3.2 Metod

3.2.1 Nanopartikiillerin Sentezlenmesi

Calismada nanopartikiller kimyasal sentezleme ve yesil sentezleme yontemleri ile
hazirlanarak elde edildi. Kimyasal yol ile elde edilen nanopartikiller Yildiz Teknik
Universitesi Malzeme Miihendisligi B6liimii Malzeme Laboratuvari’nda elde edildi. Elde
edilen nanopartikillerin dinamik ve elektroforetik 151k sagilmasi olgiimleri ve taramal

elektron mikroskopisi analizleri gerceklestirildi.

3.2.1.1 Kimyasal Yontemler ile Nanopartikiil Sentezlenmesi

TiO2 Nanopartikiillerin Sol-Jel Yontemi ile Sentezi: Sol-jel yontemi ile
titanyumtetrakloriiriin (TiCls) etanol icerisine damla damla eklenmesi vyoluyla
sentezlendi. Oda sicakliginda gergeklesen reaksiyona daha sonra Cl; ve HCl gazlari da
katildi. Daha sonra elde edilen sollisyon gaz Uretiminin durmasi icin tekrardan oda
sicakligina getirildi. En son asamada ise solusyonun 80°C’de birkag saat boyunca bir
firin igerisinde kurutulmasinin ardindan TiO2 nanopartikilleri elde edildi. TiO2
nanopartikillerinin 151k absorbsiyon araliklarini gérinir 1s18a ¢ekmek icin ise gecis

elementlerini bulunduran sollsyonlar ile TiO2 nanotozlari seyreltildi.

Ag Nanopartikiillerinin Sol-Jel Yontemi ile Sentezi: Gimus nanopartikiilleri de sol-jel
yontemi ile sentezlendi. Sodyum hidroksi solisyonu (1 mol/L, 300 mL, [Merck,
Darmstadt, Germany] ve AgNOs soltsyonlari (0,5 mol/L, 500 mL) karistirilir. Elde edilen
kahverengi (pH: 10) ¢okelti 5mL sodyumdodesilsiilfat (Merck, Darmstadt, Germany-1
mol/L) eklenerek homojen bir kivam elde edilene kadar karistirildi. Hidrazin hidrat
damla damla eklendi ve distile su ile yilkama yapilarak sollisyon 80°C'de 48 saatlik

kurumaya birakildi. Son olarak 350°C’de iki saat kalsinasyon islemi yapildi.

TiO.@Ag Nanopartikiillerinin Solvent Ugurma Yontemi ile Sentezi: Solvent ugurma
yontemi ile sentezlenen TiO@Ag nanopartikilleri titanyum izopropoksit (TTIP), glimus
nitrat (AgNOs), 2-propanol (CsHgO) ve polivinilpirolidon (PVP) ile hazirlandi. ilk asamada
10 mL TTIP ve 20 mL 2-propanol karistirildi ve manyetik karistirici icinde damla damla

400 mL deiyonize su eklendi. Karisimin pH degeri TTIP ilavesinden 6nce nitrik asit ile
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1,5’'te sabitlendi. 24 saatlik karistirma islemi sonucunda renksizlesen sivi igcine damla
damla TiO2 eklendi. Hazirlanan soliisyon 180°C’de 2 saat boyunca otoklavlandi. Sentez
sonrasinda pH degeri 3 olan solliisyonun rengi Ag eklenmesi nedeni ile kahverengine
dondi. TiO.@Ag kompozit nanopartikilleri deiyonize su ile yikandi ve 80°C’de 72 saat

boyunca kurutuldu.

3.2.1.2 Biyojenik Yontem ile Nanopartikiil Sentezlenmesi

Absorbsiyon ve biyolojik birikim ozelliklerinden faydalanilan ve ekosistem icin dnemli
bir bilesen olan bitkilerin kullanilmasi ile gergeklestirilir [163], [187]. Bu yontemde
bitkilerin gicek, yaprak, kok ve tohumlarindan faydalanilir [185]. Biz de ¢alismamizda

Teucrium stocksianum Bioss bitkisinin yaprak ekstraktlarini kullandik.

TiO;, Ag ve TiO.@Ag Nanopartikiillerinin Biyojenik Sentezi: Teucrium stocksianum
Bioss bitki tozundan elde edilen ekstrakt 50 mg/ml olacak sekilde distile su iginde
¢Ozdiruldu. Ekstrakt 0.45um’lik filtreden gegcirildi. titanyumdioksit ¢ozeltisinin farkh
konsantrasyonlari (1mM, 2mM vb gibi) hazirlandi. Filtrelenmis ekstraktlar sirasi ile tek
tek TiO, ¢Ozeltisi, Ag ¢ozeltisi ve TiO,@Ag ¢ozeltisi ile 1:10 oraninda karistirildi. Karisim
6 saat slreyle oda sicakliginda veya belirlenmis farkli sicakhiklarda, karistirilarak inktibe
edildi. inkiibasyon karanlk ortamda gerceklestiridi. Titanyumdioksit icin beyazdan
sarlya dogru, gimus icin saridan kahverengiye dogru ve TiO.@Ag icin beyazdan sariya
(acik kahverengiye) dogru renk degisimleri gozlemlendi. inkiibasyon sonrasinda
nanopartikil karisimi 10.000 rpm’de 10 dakika santriflij edildi. Slpernatant
uzaklastirildi ve pellet distile su ile yikandi. Pellet 80°C’de kurutularak kuru toz ekstrakt
elde edildi.

3.2.2 Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

3.2.2.1 Dinamik ve Elektroforetik Isik Sagilmasi Olgiimleri

Sentezlenen nanopartikillerin dinamik ve elektroforetik i1sik sacilmasi deneyleri, Yildiz
Teknik Universitesi Biyomiihendislik Béliimii Protein Analiz Laboratuvari’nda bulunan
Malvern marka Zeta sizer Nano ZS cihazi ile gerceklestirildi. Cihazda 633nm’lik 4,0

mW’lik He-Ne lazeri bulunmaktadir. Dinamik isik sacilmasi yontemi sayesinde bir sivida
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¢Ozlinmis parcaciklarin boyutu analiz edilir. Elektroforetik isik sacilmasi yontemi de bir
sivida ¢ozlinmUs parcgaciklarin zeta potansiyelini analiz eder. 5 nm’den 10 um’ye kadar
olan parcaciklarin zeta potansiyelleri 6lclilebilmektedir. Tim o6l¢climler cihaz icin 6zel
Uretim olan kivetlerde + 0,1°C hassashginda 25°C'de gergeklestirildi. Boyut
Olclimlerinde ve zeta potansiyel Olcimlerinde kullanilan parametreler cihaz
programinda ayarlanamis ve sabit olup, 6l¢im sireleri ve voltaj se¢cimi otomatige

ayarlanmistir.

3.2.2.2 Taramali Elektron Mikroskopisi

Nanopartikiil tozlarinin Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM) analizleri Yildiz Teknik
Universitesi Merkez Laboratuvar’nda Zeiss marka EVO® LS 10 model cihazd ile

gerceklestirildi. Ornekler altin-palladyum ile kaplanarak disiik voltajda gériintilendi.

3.2.3 Hiicre Kiiltiiri

3.2.3.1 Hiicre Cozdiirme

Yildiz Teknik Universitesi Biyomiihendislik Béliimii Hiicre Kiiltiirii ve Doku Miihendisligi
Laboratuvari’'nda bulunan kriyobank icerisinden ¢alismalarda kullanilmak tizere daha
onceden American Type Culture Collection (ATCC) Merkezi’'nden temin edilmis 1929,
J774 hiicre hatlarl ve adipoz dokudan elde edilmis mezenkimal koék hiicreler uygun
cozdirme teknikleri ile temin edildi. Hicre ¢6ézdirme islemi icin 37°C su banyosu
hazirlandi. Kullanilacak sarf malzemeler ve kimyasallar calisma alani olan laminar hava
akim kabinine yerlestirildi. Besiyerleri su banyosunda 37°C’ye isitildi. Santrifiij tipiine 5
mL hiicre hattina uygun besiyeri koyuldu. Diger taraftan sivi azottan kriyotipler
cikartildi ve hemen su banyosuna alinarak 30-60 saniye icinde c¢o6zdirme islemi
gerceklestirildi. Kriyoptlip laminar hava akim kabinine alindi ve alkol ile temizlenerek
alevden gecirildi. Daha sonra kriyotliptin kapagi acilarak hiicre siispansiyonu pipet ile
alindi ve santrifij tiiptne aktarildi. Santriflj tipld L929 ve J774 hiicre hatlari icin 1000
rom’de 5 dakika, ADMKH i¢in 1200rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrif(j

sonrasinda slpernatant uzaklastirilarak hiicrelerin Tripan mauvisi ile sayimi yapildi. Her

1 mL’de 200.000 hiicre olacak sekilde 5’er mL besiyeri iceren kiltir flasklarina aktarildi.
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3.2.3.2 L929 Hiicre Hatti Kiiltiirii

Kriyobanktan ¢6zdurilen L929 hiicre hatti 25cm?lik kiltir flaskinda %10 FBS ve fenol
kirmizisi iceren DMEM-F/12 besiyeri ile 37°C’'de %5 CO, igeren etiivde inkiibasyona
birakildi. inkliibe edilen hiicreler ginlik olarak mikroskobik inceleme ile takip edildi.
Hicrelerin (izerindeki besiyeri 3 giinde bir degistirilerek kiltiire adaptasyonu saglandi.
Kdltdr ortamina adapte olduktan ve uygun miktari elde edildikten sonra hicreler
pasajlanarak slispanse edildi. Daha sonra 1000 rpm’de 5 dakika santriflij edildi.
Santriflij sonrasi siipernatant uzaklastirildi. Dipteki pellet Gzerine %10 FBS ve fenol

kirmizisi iceren DMEM-F/12 besiyeri eklendi. inkiibasyona devam edildi.

3.2.3.3 J774 Hiicre Hatti Kiiltlra

Kriyobanktan ¢ozdirilen 1774 hiicre hatti 25cm?lik kiltur flaskinda %10 FBS ve fenol
kirmizisi iceren RPMI-1640 besiyeri ile 37°C’'de %5 CO; iceren etlvde inkiibasyona
birakildi. inkiibe edilen hicreler glnlik olarak mikroskobik inceleme ile takip edildi.
Yari slispanse olan hicre hattinin igerisinde bulundugu besi ortami 2 giinde bir
degistirilerek kiltire adaptasyonu saglandi. Kiltir ortamina adapte olduktan ve uygun
miktari elde edildikten sonra hiicreler pasajlandi. Daha sonra 1000 rpm’de 5 dakika
santriflij edildi. Santriflij sonrasi siipernatant uzaklastirildi. Dipteki pellet Gzerine %10

FBS ve fenol kirmizisi iceren RPMI-1640 besiyeri eklendi. inkiibasyona devam edildi.

3.2.3.4 Adipoz Doku Kaynakl Mezenkimal Kok Hiicre Kiiltiirii

Kriyobankta bulunan adipoz doku kaynakli mezenkimal koék hicreleri (ADMKH)
kriyobanktan cikarildi ve ¢ozdiriildii. Hiicre slispansiyonu steril bir santrifiij tliplinde
1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Pellet 10 mL %10 FBS (Biochrom AG, 1038K)
iceren, Glutamax (Gibco Invitrogen 35050) ve Anti-anti (Gibco Invitrogen, 100X, 15240)
ile zenginlestirilmis DMEM ile siispanse edilerek 2-3 adet kultiir flaskina ekildi. 37°C’lik
%5 CO; iceren etiivde inklibasyona birakilarak ¢ogaltildi. KultUrideki hiicreler 3—4 giin
icinde bir flask tabanini % 40-50 kapladilar. Monolayer hiicre tabakasi Uzerinde
bulunan metabolit uzaklastirildi. PBS ile yikanan hiicrelere 5 ml %10 FBS iceren DMEM
ilave edilerek hicreler tekrar inkiibasyona birakildi. Kiltir flaskini 6-7 glinde %70-80

kaplayan hiicreler pasajlama islemi icin hiicreler 2 mL PBS ile 2 defa yikanarak lizerine
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Tripsin/EDTA (Gibco Invitrogen, 1X, %0,05, 25300) eklendi ve 5-10 dakika 37°C’de %5
CO; iceren etlivde bekletildi. Hicrelerin Gzerine FBS igceren besiyerinden 5 mL
eklenerek hiicre stispansiyonu 15 mL’lik falkon tiipe aktarildi ve 1200 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Hlcre pelleti Gzerine besiyeri eklendi ve 5 mL %10 FBS iceren besiyeri

bulunan flask igine alindi ve 37° C'de %5 CO; iceren etlivde inkiibe edildi.

3.2.3.5 Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu

Kolonijenik inceleme: Tek bir hiicrenin olusturacagi koloniler mikroskobik olarak kiiltiir
ortaminda incelendi. Fibroblast benzeri soliter (tek) hiicrelerin CFU (colony forming
unit) koloni olusturmadiklari mikroskobik gozlem ile belirlendi. Diger kok hiicre
kaynaklarindan elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin aksine adipoz dokudan elde
edilen mezenkimal kok hiicrelerin koloni olusturmadiklari belirlenmistir.
immiinohistokimyasal inceleme: Kontrol grubu, adipojenik farklilasma grubu ve
osteojenik farkhlastirma gruplar olarak her bir kuyucuga % 10 FBS iceren DMEM
icerisinde 50.000 hiicre ekildi. Hucrelerin kiltir kabi tabanina tutunmalari ve
cogalmalari icin {i¢ giin 37°C’de %5 CO; etiiviinde inkiibe edildi. inkiibasyon sonucunda
hicreler PBS ile yikandi. Adipojenik farklilagtirma grubu igcin 2mL adipojenik
farkhlagtirma medyumu, osteojenik farkhlastirma igin 2mL osteojenik farklilastirma
medyumu ve kontrol grubu icin 2mL kontrol medyumu ile hiicrelerin besiyeri
degistirildi ve 37°C'de %5 CO; etiiviinde farklilasma siiresi boyunca inkiibe edildi. iki
glinde bir mikroskop altinda takip edildi ve her gruba ait medyumlar ile ¢ glinde bir
besiyerlerinin degisimi yapildi.

Oil Red O boyama: Hiicreler PBS ile yikandi ve Uzerlerine 2 mL %10’luk formalin
eklendi. Oda sicakliginda 30-60 dakika bekletildi. Daha sonra formalin uzaklastirildi ve
hicreler distile su ile yikandi. Hiicrelerin Gizerine %60 izopropanol eklendi ve 5 dakika
beklendi. izopropanol uzaklastirildiktan sonra 2 mL Oil Red O calisma soliisyonu
eklendi. 10-15 dakika sonra hiicreler musluk suyu ile yikandi. Hematoksilin boya
eklenerek oda sicakhiginda 1 dakika bekletildikten sonra hiicreler musluk suyu ile
renksizlesinceye kadar yikandi. Hiicreler faz kontrast mikroskop altinda incelendi.
Alizarin Red S Boyama: Hiicreler PBS ile 2 kere yikandi. Hicrelerin Gzerine Alizarin Red

S boyasi eklendi ve 30 saniye-5 dakika (genellikle 2 dakika) oda sicakliginda bekletildi.
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Boya uzaklastirildi ve hiicrelerin Gzeri aseton ile kaplandi. Aseton hiicrelerin lizerinden
uzaklastirildi ve 1/1 oraninda aseton/ksilen karisimi ilave edildi. Daha sonra ksilen
eklendi. Oda sicakhginda kurutulan preparatin Ustl gliserol ile kaplanarak mikroskobik
olarak incelendi.

immiinfenotipleme: Kiiltirin dérdiincii pasajinda bulunan hiicreler tripsinlendi ve
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi hiicre pelleti PBS ile yikandi ve sayim yapildi. ImL’de
5x10° hiicre olacak sekilde tzerine CD34 Mouse Anti-Human ve CD90 Mouse Anti-
Human’dan 10’ar uL eklendi. 30 dakika oda sicakhginda inkiibasyondan sonra CellLab

Quanta cihazi ile 6lgtimleri yapildi.

3.2.4 Nanopartikiil Hiicre Toksisite Calismalari

3.2.4.1 Hiicrelerin Ekimi

Kiltirde bulunan J774, L929 ve ADMK hiicreleri yukarida belirtildigi lizere pasajlandi.
Pasajlanan hicreler 15’lik santriftij tlipline aktarildi. J774 ve L929 hiicreleri 1000
rom’de 5 dakika, ADMK hiicreleri 1200 rpm’de 10 dakika santriflij edildi. Santrifij
sonrasinda hiicrelerin (yukarida belirtildigi gibi) Thoma laminda Tripan mavisi ile sayimi
yapildi. Bu esnada plak icerisindeki kuyucularin her birine 100 pL fenol kirmizisi
icermeyen hiicre tabiatina uygun besiyeri ilave edildi. Hiicre slispansiyonlarindan her
bir kuyucuga 20.000 adet hiicrenin ekimi gergeklestirildi. Huicreler 37°C'de %5 CO>
iceren nemli etivde kuyucuklarin tabanina tutunmalar icin bir gece inkiibasyona

birakildi.

3.2.4.2 Hiicrelere Nanopartikiil Eklenmesi

Kuyucuklu plaklara hiicrelerin ekimi sonrasinda 24 saatlik inkiibasyonun ardindan J774,
L929 ve ADMK hiicrelerinin Gzerine 1 pg/mL ile 100 pg/mL arasinda degisen bes farkh
konsantrasyonda nanopartikiiller eklendi. Nanopartikiil eklenen hicreler 72 saat
37°C'de inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin canliliklart MTT

yontemi ile él¢uldi.
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3.2.4.3 Nanopartikiillerin Hiicre Kiiltiirleri Uzerinde Canliliklarina Etkisi

Kullanilan tim nanopartikdllerin, belirlenen konsantrasyonlari ile kultird yapilan
mezenkimal kok hiicrelerin canliliklarina olan etkisi, 72 saat sonrasinda inkibatorden
alinarak hicrelerin canliliklart MTT, hiicre déngilileri ise akim sitometrisi ile analiz edildi.
Boylece hiicre gelisimi sliresinde meydana gelen hiicresel degisimler takip edildi.
Tripan Mavisi ile Hiicre Canliliklarini Belirleme: Kiltirli devam eden hiicreler 1X
Tripsin ile flask tabanindan kaldirildi. Hiicre sispansiyonu % 10 serum iceren uygun
besiyeri ile 1:1 oraninda karistirilarak 1000 rpm’de 5 dakika santriflj edildi. Santrifij
sonras! stipernatant uzaklastirilip pellet 1mL besiyeri icerisinde siispanse edildi. Hiicre
sispansiyonundan 2 pL, Tripan mavisi sollisyonundan 50 pL ve PBS’ten 48 plL alinarak
toplamda 100 uL karsim igerisinden 20 uL alinarak Thoma laminda sayim yapildi. Canli
hlcreler boyanmazken, 6lu hicreler hiicre zarindan boyayl gegirerek mavi renkte
gorulda.

MTT Yontemi ile Sitotoksisite Belirleme: Hlcre sitotoksisitesinin belirlenmesinde
yaygin olarak kullanilan MTT (tetrazolium tuzu 3-[4,5- dimethythiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) testi enzimatik bir testtir. Bu yodntem ile hiicre
kiltirindeki canh hiicreler orani kolorimetrik yontemle kantitatif olarak tespit
edilebilmektedir. Bu yontem saglam hicrelerde mitokondrinin MTT boyasinin
tetrazolium halkasini parcalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir [188]. MTT yonteminde
mitokondrial bir enzim olan siksinat dehidrogenaz enziminin aktivitesine baghdir.
Tetrazolium halkasinin pargalanmasi sonucu soluk sari renkli MTT boyasi koyu mavi-
mor formazan kristallerine doéniismektedir. Sonu¢ olarak canli ve mitokondri
fonksiyonu bozulmamis hicreler mor renkte boyanmakta, 6li ya da mitokondri
fonksiyonu bozulmus hiicreler boyanmamaktadir. Bu yontem hiicrelerin MTT boyasi ile
inklibasyonu, presipite reaksiyon Uriininin ¢ozinlr hale getirilmesi ve reaksiyon
Urtnindn kolorimetrik olarak o6lcimi basamaklarindan olusmaktadir [189]. MTT
yonteminin uyuglanmasi amaci ile de kiltirli devam eden hiicreler 1X Tripsin ile flask
tabanindan kaldirildi. % 10 serum iceren DMEM besiyeri ile hiicreler 1000 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi. Santrifij sonrasi slipernatant uzaklastirilip pellet 1mL besiyeri
icerisinde slispanse edildi. Thoma laminda sayim yapildiktan sonra hiicreler ml’'de

20.000 olacak sekilde alinacak ve 96’lik ELISA kuyucuklarina ekildi. Farkh
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konsantrasyondaki nanopartikiller ile 72 saatlik inkiibasyon sonrasinda formazan
kristallerinin olusmasi icin MTT sollisyonu ile 4 saat daha inkiibe edildi. Daha sonra
reaksiyonun durmasi i¢in her bir kuyucuga DMSO eklenerek yarim saat sonra 570 nm
dalga boyunda ELiSA okuyucuda hiicrelerin canhliklari tayin edildi.

EtBr/AO Yontemi ile Hiicre Canhiliklarini Belirleme: Plaklara ekilmis olan hicreler %70
konfluent olunca PBS ile iki kere yikandi. Trypsin ile kaldirildi. Kalkan hicrelerin Gzerine
AO/EtBr karisimi eklendi ve hiicre stispansiyonundan birer damla alinarak lam (izerine
koyuldu. Isima yapan hiicreler 20 dakika icerisinde floresan mikroskop (OLYMPUS,
Japan, CKX41) altinda incelendi. Boyanan hiicrelerden (1) canli hiicreler parlak yesil
nikleus, (2) erken apoptozda olan hicreler yesil nukleus ile birlikte yogunlagsmis
kromatinin parlak yesil rengi, (3) gec apoptotik hiicreler turuncu ile kirmizi arasi
nukleus ile yogunlasmis / parcalanmis kromatin ve (4) nekrotik hiicreler kondanse
olmus bir yapi ile tamamen turuncu ya da kirmizi nukleus ile tanimlandilar. Apoptotik

hlcre %’si asagidaki formul (3.1.) kullanilarak hesaplandi.

Apoptotik Hicre Sayisi

X 100

Toplam Hicre Sayisi (3.1)
DAPi Yontemi ile Hiicre Canliliklarini Belirleme: Plaklara ekilmis olan hiicreler %70
konfluent olunca PBS ile iki kere yikandi. Her bir kuyucuga metanol:su (1:1) karisimi
eklendi ve -20°C’de 10 dakika fiksasyon icin bekletildi. Fikse edilen hiicreler tekrar PBS
ile yikandi ve (izerlerine DAPI (1ug/mL) boya eklendi ve 37°C'de bekletildi. Bekleme
suresi sonunda boyanan hiicreler PBS ile yikandi ve (izerine PBS : gliserin (1 : 1) karisimi
eklenerek 30 dakika icerisinde floresan mikroskop (OLYMPUS, Japan, CKX41) altinda
40X objektif ile incelendi. Boyama sonunda apoptotik nukleuslerin DNA’si DAPI ile
boyanarak 1sima yaptigi gozlendi. Apoptotik hiicre %'si asagidaki formil (3.2)

kullanilarak hesaplandi.

Apoptotik Hicre Sayisi

X 100
Toplam Hiicre Sayisi

(3.2)
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3.2.5 Nanopartikiillerin Mezenkimal Kok Hiicre Kiiltiirleri Uzerinde Farklilasmaya
Etkisi

Devamli kultiri elde edilen ve karakterizasyon galismalari gergeklestirilen ADMK

hicreler alti farkli nanopartikiliin bes farkli konsantrasyonu ile birlikte yeniden kiltlre

edildi ve bu nanopartikillerin ADMK hiicreler lzerindeki adipojenik ve osteojenik

farkhlasmalarina etkisi incelendi.

3.2.5.1 Nanopartikiillerin Mezenkimal Kék Hiicre Kiiltiirleri Uzerinde Adipojenik

Farkhlagmaya Etkisi

Kultirde bulunan hticreler 48 kuyucuklu plaklara 40.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde
ekildi. Bir gece 37°C ve %5 CO; iceren nemlendirilmis etiivde inkiibe edildi. inkiibasyon
suresi sonunda hiicrelerin UGzerine alti farkli nanopartikiliin bes farkh konsantrasyonu
uygulandi ve yeniden bir gece inkiibe edildi. Bu siire sonunda hiicrelerin {izerinde
bulunan %10 FBS iceren DMEM besiyeri uzaklastirildi ve ticari olarak temin edilmis olan
adipojenik farklilastirma medyumu eklendi. Hcrelerin besiyerleri i¢ glinde bir
yenilendi. 14 glnlik adipojenik farklilasma slireci boyunca hicreler her gin

mikroskobik olarak gozlendi ve hiicreler lizerindeki degisimler takip edildi.

3.2.5.2 Nanopartikiillerin Mezenkimal Kék Hiicre Kiiltiirleri Uzerinde Osteojenik

Farklilasmaya Etkisi

Kultirde bulunan hiicreler 48 kuyucuklu plaklara 40.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde
ekildi. Bir gece 37°C ve %5 CO; iceren nemlendirilmis etiivde inkiibe edildi. inkiibasyon
suresi sonunda hiicrelerin Gzerine alti farkli nanopartikiliin bes farkli konsantrasyonu
uygulandi ve yeniden bir gece inklbe edildi. Bu siire sonunda hiicrelerin lzerinde
bulunan %10 FBS iceren DMEM besiyeri uzaklastirildi ve ticari olarak temin edilmis olan
osteojenik farkhlastirma medyumu eklendi. Hiicrelerin besiyerleri l¢ glinde bir
yenilendi. 21 gunlik osteojenik farkhlasma siireci boyunca hiicreler her gin

mikroskobik olarak gozlendi ve hiicreler lizerindeki degisimler takip edildi.
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3.3 istatistiksel Analiz

Deneyler en az 3 kez tekrarlandi. GraphPad Prism 5 programi kullanildi. Varyanslarin
homojenitesi ANOVA one-way varyansi ile belirlendi. p<0.005 degeri istatistiki olarak

anlamli kabul edildi.
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BOLUM 4

DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

Calismanin amacina uygun olarak deneysel c¢alismalar hiicre kiltir c¢alismalari ve
nanopartikillerin sentez ve karakterizasyon calismalari seklinde iki temel baslik altinda
toplandi.

ilk asama olan hiicre kiiltiri calismalarinda kriyobankta bulunan iki farkli somatik
hicre hatti (L929 ve J774) ve insan adipoz dokusundan elde edilmis mezenkimal kdk
hiicreler (ADMKH) ¢o6zdirildi. Hucrelerin kiltir ortamina adaptasyonu, devaml
kiltirinidn yapilmasi ve yeniden kriyobankinin olusturulmasi amaci ile hicrelerin
yeniden dondurulmasi saglandi.

ikinci asamada nanopartikiil eldesi calismalari icin giimiis (Ag), titanyumdioksit (TiO2)
ve titanyumgliimuis (TiO,@Ag) kompozit nanopartikilleri kimyasal ve yesil sentezleme
yontemleri kullanilarak Uretildi ve daha sonra da karakterize edildi.

Cahsmada Ug¢ hiicre hatti (L929, 1774 ve ADMKH) Uzerinde iki farkh sentez yontemi
(kimyasal ve biyojenik) ile Uretilen tg farkli nanopartikilin (TiO2, Ag ve TiO,@Ag) bes
konsantrasyonda (1ug/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL, 50 pg/mL ve 100 pg/mL) etkileri

incelendi.

4.1 Hiicre Kiiltiirii Deneysel Calismalari

4.1.1 Hicre Cozdiirme

Yildiz Teknik Universitesi Kimya-Metalurji Fakiltesi, Biyomiihendislik Bélimii, Hiicre
Kaltarh ve Doku Miihendisligi Laboratuvari’nda (laboratuvar sorumlulari Prof. Dr. Adil

M. Allahverdiyev ve Yrd. Dog¢. Dr. Melahat Bagirova) bulunan kriyobanktan L929, 1774
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ve insan adipoz dokusundan elde edilmis mezenkimal kok hiicreler (ADMKH) temin
edildi. Daha o©nce uygun kriyoprezervasyon yontemleri ile dondurulan hicreler
Boliim3.2.2.de bulunan Hiicre Cozdirme bashginda belirtildigi (izere uygun ¢6zdirme

yontemi ile ¢ozdiirtildl. Hicreler kiltlir ortamina aktarildi.

4.1.2 Devaml Hiicre Kiiltiirii Calismalari

4.1.2.1 L929 Hiicre Hattinin Devamh Kiiltiiri

Kriyobanktan cikarilan fare fibroblast hiicre hatti (L929) kiltir ortamina alindiktan
sonra her giin mikroskobik olarak incelendi. Adezif bir hiicre olan L929 hiicre hattinda
bulunan hicreler morfolojik olarak takip edildi. Klasik ig seklindeki fuziform fibroblast
morfolojisi gosterdikleri ve asimetrik nukleus yerlesimi ile karakterize olduklari
gozlendi. Hicrelerin canhliklarini ve proliferatif 6zelliklerini devam ettirdikleri
belirlendikten sonra deneysel calismalarda kullanilmak {zere kiltir calismalarina
devam edildi (Sekil 4.1). Saglikli hiicreler ¢ogalip hiicre sayilarini artirdik¢a pasajlanarak

kiltirin devamhligi saglandi.

Sekil 4. 47 Cozdlirme sonrasi ve kiltlire adapte L929 hiicre hatti mikroskobik goriintlsu
(A ve B 10X, C 40X)
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4.1.2.2 J774 Hiicre Hattinin Devamli Kiiltiiri

Kriyobanktan cikarilan J774 fare makrofaj hiicre hatti kiiltir ortamina alindiktan sonra
her giin mikroskobik olarak incelendi. Yari-adezif (yari sispanse) bir hiicre olan 1774
hlcre hattinda bulunan hiicreler flask ylzeyine tutunduktan sonra koloni olusturarak
cogalmalari ve vyuvarlak (globililer) morfoloji sergilemeleri ile karakterizedir. Bu
ozellikleri hem adezif hem de silispanse hiicrelerde gézlendi. Hicrelerin canliliklarini ve
proliferatif 6zelliklerini devam ettirdikleri de belirlendikten sonra deneysel
calismalarda kullanilmak tzere kiltir cahismalarina devam edildi (Sekil 4.2). Saglikh
hicreler ¢ogalip hiicre sayilarini artirdikga pasajlanarak Bolim 3.2.3.3’te belirtildigi

Uzere kilttrin devamliligi saglandi.

Sekil 4. 48 Cozdiirme sonrasi ve kiiltlire adapte J774 hiicre hatti mikroskobik

gorintisu (A, B ve C 10X)

Tim hiicre hatlari ile ilgili olarak devaml hiicre kiiltiir yontemleri adapte edilmis ve

rutin yontem devam etmektedir.

4.1.2.3 Adipoz Doku Kaynakli Mezenkimal K6k Hiicrelerin Kiiltiiri

Daha Onceki ¢alismalar kapsaminda laboratuvar sartlarinda enzimatik yontem ile izole
edilmis karakterizasyonu vyapilmis ve dondurulmus mezenkimal kok hiicreler

kriyobanktan ¢ozdirilerek cikartildi. Yikama islemlerinin ardindan hiicreler Bo6lim

78



3.2.2'de belirtildigi Gzere kiltir ortamina alindi. Her giin mikroskobik olarak hiicreler
takip edildi. Kaltur flaskina tutunarak adezif 6zellik gbsteren, fibroblastik morfolojileri
ve dissal nikleus yerlesimleri ile karakterize olan hiicrelerin canliliklarini devam
ettirdikleri belirlendi. Hiicre sayisinin miktari karakterizasyon ve deneysel calismalar
icin uygun sayiya gelene kadar kiltlir ortaminda cogaltildi. Morfolojik olarak saglikli
hicrelerin elde edildigi 6rnekler dordiincli pasajda karakterize edildi ve 5-9 pasaj
arasinda da deneysel calismalarda kullanildi. Proliferasyona devam eden hiicreler %70-
80 konfluent olduklarinda pasajlama islemi ile deneyler igin yeni flasklara aktarilirken

kriyoprezervasyon islemi ile de bir kismi kriyobankta muhafaza edildi.

4.1.2.4 Adipoz Doku Mezenkimal Kok Hiicre Karakterizasyonu

insan adipoz dokusundan elde edilen mezenkimal kdk hiicreler daha énceki ¢alismalar
icin izolasyonun ardindan karakterize edilmisti. Ancak kriyoprezervasyon islemi
sonrasinda kriyobankta bir sire bekletilen hiicrelerin ¢oézdiruldikten sonra ayni kok
hiicre morfolojisi ve karakterini tasiyip tasimadiklarinin tespit edilmesi amaci ile kdk
hiicre karakterizasyon galismalari tekrar edildi.

Mikroskobik inceleme: Kriyobanktan c¢ikarilan ADMK hiicreler flask igerisinde
mikroskobik olarak incelendi ve takip edildi. Kk hiicre morfolojisi olarak tanimlanan
fibroblastik ve ig seklinde bulunan monolayer hiicre tabakalari izolasyonun 3-7.
giinlerinde elde edilmeye baslandi. ilk haftalarda sayisi az olan bu tanimlanmis hiicre
gruplarinin sayisi kiltlr ortaminin besiyeri tazelendikge artti ve hiicre cogalmasi devam

etti (Sekil 4.3).
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Sekil 4. 49 insan adipoz doku mezenkimal kék hUceIerin kItUr ortmln adapson
strecinde mikroskobik gériinim (A ve B 10X, C 20X)

Kolonijenik inceleme: Kiiltiir ortamina alinan hiicre gruplarinin morfolojik olarak
tanimlanmasinin yani sira koék hicrelerin her birinin kendini yenileyerek koloni
olusturma potansiyelleri de mikroskobik olarak incelenmektedir. Kolonijenez yani
koloni olusturma yetenegi bir kok hiicre icin cok dnemli bir parametredir. ADMKH
kiiltiriinde bulunan hicreler dilie edilerek tek bir hicreden yeni bir hiicre kolonisi
olusturma yetenekleri gdzlendi. Ancak adipoz doku mezenkimal kok hiicrelerinin diger
kaynaklardan elde edilen kok hiicrelerden farkli olarak koloni olusturmadiklari
bilinmektedir. Elimizde bulunan hiicrelerin de koloni olusturmadan adezif bir ¢ogalma
gosterdikleri tespit edildi.

immiinfenotipleme: Kiiltirde bulunan hiicrelerin mezenkimal kok hiicre olup
olmadiklarinin belirlenmesi icin flowsitometrik analiz gerceklestirildi. 1mL’de 5x10°
hiicre olacak sekilde temin edilen hiicrelerin tizerine CD34 Mouse Anti-Human ve CD90
Mouse Anti-Human’dan 10’ar plL eklendi ve 30 dakika oda sicakhginda inkibe edildi.
inkiibasyon sonrasia CellLab Quanta cihazi ile élglimleri yapildi. Elde edilen verilere
gore Sekil 4.4’te goruldigu Gizere hiicrelerin mezenkimal koék hiicre ylizey belirteci olan

CD90 bakimindan %96,77’si pozitiflik gosterdi.
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Sekil 4. 50 Mezenkimal kok hiicrelerin flow sitometrik olarak CD90 analizi

Kok hiicrelerde bulunmamasi gereken CD34 bakimindan ise %97,88’inin negatif oldugu
tespit edildi (Sekil 4.5). Bdylece hiicrelerin mezenkimal kok hicre ylizey antijeni

bulundurdugu, hematopoetik kdk hiicre ylizey antijeni tasimadigi belirlendi.
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Sekil 4. 51 Mezenkimal kok hiicrelerin flow sitometrik olarak CD34 analizi

Hiicre Dongiisi: Kiltiirde cogalan hiicrelerin bir kismi ile de hiicre donglisii incelenmis
ve hicrelerin sonuglarina bakildiginda ise % 42,27'sinin GO/G1 fazinda oldugu,
%4,6’sinin S fazinda oldugu, %9,39’unun ise G2 fazinda oldugu tespit edildi (Sekil 4.6).
Boylece %42,27 oran ile hicre miktarinin bir bélimunin kiltur sartlarinda siklusunu
tamamlamis ve yeni bir uyaran ile G1 faza girmek icin bekleyen hiicrelerden

olustugunu gorildu. Béylece G1/GO0 fazinda bulunmayan % 57,73’lik orana sahip diger
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hicrelerin farklilasmadan kendini yenileyen bir hicre grubu oldugu belirlendi. Boylece
hicre kaltlr ortaminda replikasyon yetenegi yiksek bir popilasyonun varhgini tespit

edildi.

SO
42 27%
50 pHasE +.60%
s PHASE 9,39%
|52 PHASE

Sekil 4. 52 Yag dokusu mezenkimal kok hiicrelerinin hiicre donglsi analizi
immunositokimyasal Karakterizasyon: Kiiltire adapte olan ve flowsitometrik analizleri
yapilan hiicrelerin adipojenik ve osteojenik farklilasma potansiyelleri belirlendi.
Adipojenik farkhlastirma: Kiltlir ortaminda bulunan hicreler besinci pasajda (P:5)
adipojenik farklilastirma medyumu ile 14 giin boyunca inklbe edildi. Hlicre ortaminin
besiyeri 3 giinde bir degistirildi. ilk haftadan itibaren hiicreler sitoplazmalarinda lipid
graniilleri olusturmaya basladilar. inkiibasyon siirecinin sonunda ise kiiltiir ortamindaki
hiicrelerin ¢ok buylik bir kismi adipositlere 6zgi lipid granillerince zengin bir hiicre
populasyonuna eristi. Hicreler Oil Red O boyama ile boyanarak lipid granilleri spesifik
olarak ayirt edilebilir hale getirildi. Sekil 4.7de ADMK hiicrelerin adipojenik farklilasma
sureci, Oil Red O boyama ve bu sirecte hiicre ortaminda adipositlere farklilasan hicre

miktarlari gorilmektedir.
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Sekil 4. 53 Adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin adipojenik farklilasmasi ve
Oil Red O boyama

Osteojenik farklilastirma: Kriyobanktan cikarilan ve kiltiire adapte olan hicreler
besinci pasajda (P:5) osteojenik farkhlastirma medyumu ile 24 giin boyunca inkiibe
edildi. Hiicre ortaminin besiyeri 3 giinde bir degistirildi. inkiibasyondaki hiicrelerde
ikinci haftadan itibaren hiicre ici birikimler ile osteojenik degisiklikler gdzlenmeye
baslandi. inkiibasyon siirecinin sonunda kiltiir ortamindaki hiicreler boyanarak
kalsifikasyonlar gozlendi. Sekil 4.8’de ADMK hiicrelerin osteojenik farklilasma siireci ve

Alizarin Red S boyama sonuglari gortilmektedir.

Sekil 4. 5Ad|poz u knakI| mnkimal kok hiicrelerin osteojenik farklilagsmasi ve
Alizarin Red S boyama
Kok hiicre karakterizasyon calismalarinin sonucunda kriyobanktan c¢ikarilan AD

mezenkimal kok hiicrelerinin biyolojik 6zelliklerini tasimaya devam ettikleri belirlendi.

Boylece deneylerde kullaniimak tzere kiltlr ¢alismalarina devam edildi.
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4.1.2.5 Adipoz Doku Kaynakli Mezenkimal K6k Hiicrelerin Kriyoprezervasyonu

Kriyobanktan cikarilan, kiltiire adaptasyonu saglanan ve karakterizasyon c¢alismalari
yapilan ADMK hiicre gruplarinin %20 DMSO igeren FBS ile hazirlanmig kriyoprotektan
ile 1:1 oraninda kademeli sogutma yontemi ile kriyoprezervasyonu yapilarak yeniden
donduruldu. Bu islem icin oncelikle hiicreler flask tabanindan kaldirildi ve besi
ortamindan arindirildi. Yikanan hiicreler 1x10%/mL olacak sekilde kriyoprotektan ile
damla damla karistirildi ve kriyotlip icerisine alindi. Hiicreler 2 saat buzdolabi
sartlarinda +4°C’de, 2 saat dondurucu sartlarinda -20°C’de ve bir gece derin dondurucu
sartlarinda -40°C’de bekletilerek sivi azot tankina (-186°C’deki kriyobanka) yerlestirildi.
Kriyobanka yerlestirilen hiicreler ihtiyag olunan durumlarda ¢ozdurilerek tekrar kultiir

ortamina aktarildi.

4.2 Sentezlenen Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Tez calismasinda titanyumdioksit (TiO2), glimis (Ag) ve titanyum ile glimis karisimi
olan titanyumgiimis kompozitinin  (TiO,@Ag) nanopartikilleri  kullanildi.
Nanopartikiiller sentezlenme sekillerine goére iki gruba ayrilmaktadir. ilk grup
nanopartikiil Yildiz Teknik Universitesi Malzeme Mihendisligi Laboratuvar’'inda
sentezlenen kimyasal nanopartikillerdir. Diger bir grup olan biyojenik olarak
sentezlenmis biyojenik nanopartikiiller de YTU Biyomihendislik Bélimii Doku
Mihendisligi ve Hiicre Kiltir Laboratuvari’nda biyojenik olarak bitkisel proses
(fitosentez) ile elde edilen nanopartikiillerdir. Ug farkli nanopartikiil iki farkli yéntem ile
elde edildikten sonra alti farkli numune de yizey yiki 6lcimi ve partikdl taramasi

yapilarak karakterize edildi.

4.2.1 Kimyasal TiO2 Nanopartikiillerinin Karakterizasyonu

4.2.1.1 Kimyasal TiO2 Nanopartikiillerinin Dinamik ve Elektroforetik Isik Sagilmasi

Olgiimleri

Kimyasal yontem ile sentez sonrasinda steril distile su icerisinde homojen karisimi elde
edilen TiO; nanopartikilleri Zeta sizer ile parcacik dagilimi ve parcacik boyutu icin

analiz edildi. Elde edilen verilere gore malzemenin zeta potansiyeli -34,2 mV olan
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negatif ylzey yukiine sahip bu partikiliin ortalama boyutu 130 nm’dir. Sekil 4.6’da Zeta

sizer sonuglari yer almaktadir. Olgiimler 3 kere tekrarlanmis olup her bir tekrar farkl

renkteki pik ile Sekil 4.9'da goriilmektedir. Malzemedeki nanotozlarin boyutlari

birbirinden farklilik gosterip elde edilen sonuglar spektrum neticesindeki ortalama

degeri 100 nm’dir.

V23

Zeta Potential Report

Vinkwer nrinararis Lid -8 Sopyrighl 28

24
Malvern

Original Record: ¥
Dispersant Rams: Wi
Disgeersam B 4,130
Dispersant Visessity (mie

Sample Details

Sample Mame: Kimyasal T1 1
SOP Mame: mansetings.nend
Ganaral Nires:
Flie Hame: GIZEM-ZERAP.OI3 Disparsant Mame: ‘Walkr
Facord Mumber: 21 Dilspersant RE 1,330
Dakz and Time: 03 Haziran 2016 Cuma 10050038 Viscoslty imPa.. 08872
Dispersant D kecirle Congtant: 72,5
System
Tempe rature (*G): 250 Zeota Runs: 12
Count Raee (kepsj: 217.4 Measumment Positlon (mm): 200
Call Deseription: Clear disposable zsta o=l Arenuator: 7
Results

1.4
Materlal Atserption: 0,000

i
Anatyss Mode: Genenal Pupore Cell D Chear
Messirement Dite bnd Thwe: 03 Hazian 2016 Cisma 105601

Sz Distribiation by nssscity

Farw Corvelation Duta

i i 0y
Sie id.nm)

Conmiation Cofficient

Stz Distrbastion by Velume

b
0 100w 100000000

Appareni Zeta Polsntial (m)

[—Fecen a1 iy 1 1

Fecord 22 Hmyasi Tl 2 = Focord 23: Kimyazal Ti 3]

Tne {js)
Mean {miv} Ara (%) St D (WV)
Zeta Pormial (mv): -34.2 Peak1: -34.2 00,0 542 = Record 24 Kligasal T1 1 Fecord 25 Kinmpaset Th 1
Zeta Devlatlon (my): 542 Peak 2 0.00 oo 0,00 = Rcord 26: Kimgasal T1 3
Conductivity (mSicm): 205 Peakd: 0,00 a0 0,00 HTEMS
. @ Wiah |Fealz] Ama [Wia|Feakd Area [wiah
Result quality Persrl] drm
0 I I
Tota Polntial DisibLtion

1020|1942 [oooa[  mofooosfnool  mefooog
ion0)ioa7 |noos|  mofoood| noos|  mofooog

W

e
n | Pescent | dom | dom | Fercent| d.nm| dom

wdth [ Peakz] Area

10| 9s58f om0 0.0] o000 0,000
100]31: om0 00 o000 0,000
102260 |00 0.0 o,008) 0,000

T

Sekil 4. 55 Kimyasal TiO2 nanopartikiliiniin zeta verilerine gore partikul yiki ve

boyutu

4.2.1.2 Kimyasal TiO2 Nanopartikiillerinin SEM Analizi

Kimyasal yontem ile sentezlenen TiO; nanotozlari altin-palladyum kaplama ile kaplandi

ve distk voltajda SEM analizi gerceklestirildi. SEM analizine gore de nanopartikil

boyutlari 40 nm - 86 nm arasinda 6lcildii. Olglimleri alinan nanopartikiillerin 10.000X,

60.000X ve 150.000X blyitme ile tane ve agregat seklindeki goriintileri elde edildi

(Sekil 4.10).
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200 nm
EHT =15.00kV WD= 7.0 mm Signal A= SE1 Mag= 10.00 KX ',,,,,,,1 EHT =15.00kV WD=70mm Mag= 6000 KX

7.0 mm Signal & = SE1 Mag = 100.00 K X
Sekil 4. 56 Kimyasal TiO2 nanopartikilinin SEM Goruntleri (A) 10.000X, (B) 60.000X,
(C) 100.000X

4.2.2 Kimyasal Ag Nanopartikiillerinin Karakterizasyonu

4.2.2.1 Kimyasal Ag Nanopartikiillerinin Dinamik ve Elektroforetik Isik Sagilmasi

Olgiimleri

Kimyasal yontem ile sentez sonrasinda steril distile su icerisinde homojen karisimi elde

edilen Ag nanopartikilleri Zeta sizer ile parcacik dagilimi ve parcacik boyutu icin analiz
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edildi. Elde edilen verilere gbre malzemenin zeta potansiyeli -24 mV olan negatif ylizey
yikiine sahiptir. Sekil 4.8’de Zeta sizer sonuclari yer almaktadir. Olg¢iimler 3 kere
tekrarlanmis olup her bir tekrar farkli renkteki pik ile Sekil 4.11’de gorilmektedir.
Malzemedeki nanotozlarin boyutlari birbirinden farkhlik géstermektedir. Elde edilen

sonuglar spektrum neticesindeki ortalama degeri olup 40 nm — 100 nm araligindadir.
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Sekil 4. 57 Kimyasal TiO2 nanopartikiliiniin zeta verilerine gore partikul yiiki ve
boyutu

4.2.2.2 Kimyasal Ag Nanopartikiillerinin SEM Analizi

Kimyasal yontem ile sentezlenen Ag nanotozlari altin-palladyum kaplama ile kaplandi
ve dislik voltajda SEM analizi gerceklestirildi. SEM analizine gére de nanopartikiil
boyutlari 76 nm - 200 nm arasinda élciildi. Olciimleri alinan nanopartikiillerin 10.000X,
60.000X ve 150.000X blyitme ile tane ve agregat seklindeki goriintileri elde edildi
(Sekil 4.12).
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100 200 nm
EHT =15.00kV WD = 7.0mm Signal A= SE1 Mag =100.00 KX H EHT =15.00kV WD = 7.0mm Signal A= SE1 Mag = 60.00 K X

EHT =15.00 kv WD = 7.0 mm Signal A = SE1 Mag = 10,00 K X

Sekil 4. 58 Kimyasal Ag nanopartikiliniin SEM Goérintleri (A) 10.000X, (B) 60.000X,
(C) 100.000X

4.2.3 Kimyasal TiO2@Ag Nanopartikiillerinin Karakterizasyonu

4.2.3.1 Kimyasal TiO.@Ag Nanopartikillerinin Dinamik ve Elektroforetik Isik

Sagilmasi Olgiimleri

Kimyasal yontem ile sentez sonrasinda steril distile su icerisinde sispanse edilen
TiO,@Ag nanopartikiilleri Zeta sizer ile pargacik dagilimi ve pargacik boyutu igin analiz
edildi. Elde edilen verilere gére malzemenin zeta potansiyeli -31,2 mV olan negatif
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ylzey yikiine sahiptir. Sekil 4.15’te Zeta sizer sonuglari yer almaktadir. Olgciimler 3 kere
tekrarlanmis olup her bir tekrar farkh renkteki pik ile Sekil 4.13’'te gorilmektedir.
Malzemedeki nanotozlarin boyutlari birbirinden farkhlik gosterip elde edilen sonuglar

spektrum neticesindeki ortalama degeri 100 nm’dir.
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Sekil 4. 59 Kimyasal TiO2@Ag nanopartikiliiniin zeta verilerine gore partikil yuki ve
boyutu

4.2.3.2 Kimyasal TiO.@Ag Nanopartikiillerinin SEM Analizi

Kimyasal yontem ile sentezlenen TiO.@Ag nanotozlari altin-palladyum kaplama ile
kaplandi ve dislk voltajda SEM analizi gerceklestirildi. SEM analizine gore de
nanopartikiil boyutlart 35 nm - 65 nm arasinda 6lgiildi. Olglimleri alinan
nanopartikillerin 10.000X, 60.000X ve 150.000X biyitme ile tane ve agregat seklindeki

gorintileri elde edildi (Sekil 4.14).
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100 nm1

EHT=15.00kY WD = 7.0mm Signal A= SE1

EHT = 15.00 kv WD = 8.5 mm Signal A = SE1 Mag = 10.00 K X

Sekil 4. 60 Kimyasal TiO2-Ag nanopartikiliiniin SEM Goriintileri (A) 10.000X, (B)
60.000X, (C) 100.000X

4.2.4 Biyojenik TiO2 Nanopartikiillerinin Karakterizasyonu

4.2.4.1 Biyojenik TiO2 Nanopartikiillerin Dinamik ve Elektroforetik Isik Sagilmasi

Olgiimleri

Yesil yontem ile sentez sonrasinda steril distile su icerisinde homojen karisimi elde
edilen TiO2 nanopartikilleri Zeta Sizer ile pargacik dagihmi ve pargacik boyutu igin

analiz edildi. Elde edilen verilere gore malzemenin zeta potansiyeli -12,3 mV olan
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negatif ylzey ylkine sahiptir. Sekil 4.15'te Zeta Sizer sonuclari yer almaktadir.
Olgiimler 3 kere tekrarlanmis olup sekilde ortalama deger icin pik alinmistir.
Malzemedeki nanotozlarin boyutlari birbirinden farkhlik gosterip elde edilen sonuglar

spektrum neticesindeki ortalama deger 65 nm’dir.
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Sekil 4. 61 Biyojenik TiOz nanopartikiilliniin zeta verilerine gbre partikil yiiki ve
boyutu

4.2.4.2 Biyojenik TiO2 Nanopartikillerinin SEM Analizi

Biyojenik yontem ile sentezlenen sivi haldeki TiO, ¢ozeltisi liyofilize edildi. Elde edilen
nanotozlar altin-palladyum kaplama ile kaplandi ve disik voltajda SEM analizi
gerceklestirildi. SEM analizine gore de nanopartikil boyutlari 52 nm - 78 nm arasinda
olciildi. Olctimleri alinan nanopartikdillerin 10.000X, 60.000X ve 150.000X biyiitme ile

tane ve agregat seklindeki gorintileri elde edildi (Sekil 4.16).
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1ym
H 54 WD= 17| Signal A Mag = EHT =15.00 kv WD= 70mm Signal A= SE1 Mag = 60.00 KX

PN

EHT = 15.00 kV Signal A = SE1 Mag = 100.00 K X

Sekil 4. 62 Biyojenik TiO2 nanopartikiliiniin SEM Gorintileri (A) 10.000X, (B) 60.000X,
(C) 100.000X

4.2.5 Biyojenik Ag Nanopartikiillerinin Karakterizasyonu

4.2.5.1 Biyojenik Ag Nanopartikiillerinin Dinamik ve Elektroforetik Isik Sagilmasi

Olgiimleri

Biyojenik yontem ile sentez sonrasinda steril distile su i¢erisinde homojen karisimi elde
edilen Ag nanopartikulleri Zeta Sizer ile pargacik dagilimi ve pargacik boyutu igin analiz

edildi. Elde edilen verilere gére malzemenin zeta potansiyeli -21,3 mV olan negatif
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ylzey yiikiine sahiptir. Sekil 4.7'de Zeta Sizer sonuglari yer almaktadir. Ol¢iimler 3 kere
tekrarlanmis olup her bir tekrar farkh renkteki pik ile Sekil 4.14’te gorilmektedir.
Malzemedeki nanotozlarin boyutlari birbirinden farkhlik gosterip elde edilen sonuglar

spektrum neticesindeki ortalama deger 77 nm - 81 nm araligindadir.
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Sekil 4. 63 Biyojenik Ag nanopartikiiliinln zeta verilerine gore partikiul yiki ve boyutu

4.2.5.2 Biyojenik Ag Nanopartikillerinin SEM Analizi

Biyojenik yontem ile sentezlenen sivi haldeki Ag ¢ozeltisi liyofilize edildi. Elde edilen
nanotozlar altin-palladyum kaplama ile kaplandi ve disik voltajda SEM analizi
gerceklestirildi. SEM analizine gore de nanopartikil boyutlari 35 nm - 50 nm arasinda
olciildii. Olctimleri alinan nanopartikillerin 10.000X, 60.000X ve 150.000X biiyiitme ile
tane ve agregat seklindeki gorintileri elde edildi (Sekil 4.18).
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EHT =15.00 kV WD = 65mm Signal A = SE1 EHT=15.00kV WD= 6

Sekil 4. 64 Biyojenik Ag nanopartikilinin SEM Goriintileri (A) 10.000X, (B) 60.000X,
(C) 100.000X

4.2.6 Biyojenik TiO2Ag Nanopartikiillerinin Karakterizasyonu

4.2.6.1 Biyojenik TiO.@Ag Nanopartikiillerinin Zeta Sizer Sonuglari

Yesil yontem ile sentez sonrasinda steril distile su icerisinde siispanse edilen TiO,@Ag
nanopartikllleri Zeta sizer ile pargacik dagilimi ve pargacik boyutu i¢in analiz edildi.
Elde edilen verilere gore malzemenin zeta potansiyeli -16,2 mV olan negatif ylzey
yikiine sahiptir. Sekil 4.16’da Zeta sizer sonuglari yer almaktadir. Olciimler 3 kere

tekrarlanmis olup her bir tekrar farkh renkteki pik ile Sekil 4.16(A)'da gortlmektedir.
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Olgiimlerden alinan ortalama deger de tek pik halinde Sekil 4.19(B)de
gosterilmektedir. Malzemedeki nanotozlarin  boyutlari  birbirinden  farklihk
gostermektedir. Elde edilen sonuclar spektrum neticesindeki ortalama deger olup 95

nm - 103 nm’dir.
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Sekil 4. 65 Biyojenik TiO,@Ag nanopartikilinilin zeta verilerine gore partikil yiki ve
boyutu

4.2.6.2 Biyojenik TiO.@Ag Nanopartikiillerinin SEM Analizi

Yesil yontem ile sentezlenen TiO,@Ag nanotozlari altin-palladyum kaplama ile kaplandi
ve disuk voltajda SEM analizi gerceklestirildi. SEM analizine gore de nanopartikil
boyutlari 50-100 nm arasinda 6lgiildii. Olciimleri alinan nanopartikiillerin 100.000X, ve

150.000X biyiutme ile tane ve agregat seklindeki gorintileri elde edildi (Sekil 4.20).

95



200nm
WD=70mm Signal A= SE1 htag = 10000 KX EHT=15.00kV WD=65mm Signal A= SE1 Mag =150.00 KX

Sekil 4. 66 Biyojenik TiO,@Ag nanopartikllinin SEM Goruntuleri (A) 100.000X, (B)
150.000X

4.3 Nanopartikiillerin Hiicre Kiiltiirii Uzerindeki Etkilerinin incelenmesi

Bolim 3.2.4.2'de belirtildigi gibi 3 farkli nanopartikilin kimyasal ve yesil yontem ile
hazirlanan 6 farkli nanopartikil tiri 5 farkli konsantrasyonda (1pg/mL, 10pg/mlL,
20pg/mL, 50pg/mL ve 100pg/mL) hazirlandi. Her bir konsantrasyondaki
nanopartikiller Gg farkh hicre hatti (L929, J774 ve ADMKH) lzerine eklendi ve 72
saatlik inklibasyon siresi sonunda Bolim 3.2.4.3.2’de anlatilan MTT Yontemi ile
nanopartikillerin hiicre proliferasyonlari tzerindeki etkileri spektrofotometrik olarak

incelendi.

4.3.1 TiO2 Nanopartikillerinin L929 Hiicre Hatti Proliferasyonuna Etkisi

Kimyasal yontem ile sentezlenmis TiO2 NP’niin Zeta ve SEM analizleri sonucunda -21,3
nm ylzey yukiine sahip 40 nm - 86 nm boyut araliginda oldugu ve yesil ydontem ile
sentezlenmis TiO2 NP'nin Zeta ve SEM analizleri sonucunda -12,3 mV yiizey yikiine
sahip 52 nm -78 nm boyut araliginda partikiillere sahip oldugu belirlenmistir. Bu

verilere gore de asagida TiO, NP’nilin hiicre hatlari Gzerindeki etkileri gorilmektedir.
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4.3.1.1Kimyasal TiO2 Nanopartikiillerinin L929 Hiicre Hatti Proliferasyonuna Etkisi

Kimyasal yontem ile elde edilmis TiO, NP L1929 hicre hatti UGzerinde hicre
proliferasyonuna ciddi bir etkisi gorilmemistir. Artan NP konsantrasyonu ile birlikte

hicre proliferasyonunun kontrol grubundan farkh belirtiler gostermedigi saptanmistir

(Sekil 4.21).
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Sekil 4. 67 Kimyasal TiO2 nanopartikilliinin L929 hiicre hatti lizerindeki
proliferasyonuna etkisi

4.3.1.2 Biyojenik TiO2 Nanopartikiillerinin L929 Hiicre Hatti Proliferasyonuna Etkisi

Biyojenik yontem ile sentezlenmis TiO2 NP L929 hiicre hatti Gizerinde duslk (1pug/mL ve
10 pg/mL) konsantrasyonlar ile yiksek (50 pg/mL ve 100 ug/mL ) konsantrasyonlarinda
hicre proliferasyonunda farkhlklar saptanmazken 20 ug/mL konsantrasyonda hiicre

proliferasyonunun biyiik oranda arttig1 goriilmektedir (Sekil 4.22).
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Sekil 4. 68 Biyojenik TiO2 nanopartikillinin L929 hiicre hatti (izerindeki
proliferasyonuna etkisi

4.3.2 TiO2 Nanopartikiillerinin J774 Hiicre Hatti Proliferasyonuna Etkisi

4.3.2.1Kimyasal TiO2 Nanopartikiillerinin J774 Hiicre Hatti Proliferasyonuna Etkisi

Kimyasal yontem ile sentezlenmis TiO2, NP J774 hiicre hatti Gzerindeki etkisine
bakildiginda artan nanopartikiil konsantrasyonlari ile birlikte farkl proliferatif etkilerin
meydana geldigi gorilmektedir. Proliferasyonu en fazla inhibe eden konsantrasyon

Sekil 4.23'te goriilecegi tizere 20 pg/mL’dir.
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Sekil 4. 69 Kimyasal TiO2 nanopartikiliniin J774 hicre hatti Gzerindeki
proliferasyonuna etkisi

4.3.2.2Biyojenik TiO2 Nanopartikiillerinin J774 Hiicre Hatti Proliferasyonuna Etkisi

Biyojenik yontem ile sentezlenmis TiO, NP J774 hiicre hatti Uzerindeki etkisine
bakildiginda 10 pg/mL konsantrasyonu ile hiicre canlihgini artirdigini gézlemlerken
diger konsantrasyonlar kontrol grubu ile benzer canlilik oranina sahip olmaktadir (Sekil

4.24). Yuksek konsantrasyonlarda bir miktar inhibisyon géze carpmaktadir.
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Sekil 4. 70 Biyojenik TiO2 nanopartikiliiniin J774 hiicre hatti Gzerindeki
proliferasyonuna etkisi

Yiizey ylki (-34,2 mV) ve boyut 40-86nm olan kimyasal TiO; ile ylizey yuki (-12,3 mV)
ve boyut 52 nm - 78 nm olan biyojenik TiO2 nanopartikiliiniin L929 ve J774 hiicre
hatlari  Uzerindeki etkileri incelendiginde mevcut konsantrasyonlarda hiicre
proliferasyonunu inhibe etmedigi ve hiicre canliliklarinin devam ettigi goriilmektedir.
biyojenik yontem ile sentezlenen TiO, nanopartikilinin hiicre canliliklarini ise 6zellikle
1929 icin 20 pg/mL (%80), J774 icin 10 pg/mL (%28) konsantrasyonlarda diger

konsantrasyonlardan farkli olarak belirgin bir sekilde artirdig belirlendi.
4.3.3 TiO2 Nanopartikiillerinin ADMKH Proliferasyonuna Etkisi

4.3.3.1Kimyasal TiO2 Nanopartikiillerinin ADMKH Proliferasyonuna Etkisi

Mezenkimal kok hiicreler tzerinde kimyasal TiO2 nanopartikilinin proliferatif etkisine
bakildiginda en fazla etki 10 pg/mL’lik konsantrasyonda olup artan konsantrasyonlarda

bu etki azalmakta ve kontrol grubuna yaklasmaktadir (Sekil 4.25).
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Sekil 4. 71 Kimyasal TiO; nanopartikilinin ADMKH Uzerindeki proliferasyonuna etkisi

4.3.3.2Biyojenik TiO2 Nanopartikiillerinin ADMKH Proliferasyonuna Etkisi

Biyojenik yontem ile sentezlenmis TiO2 NP’niin mezenkimal kék hicrelerin canliligina
etkisine bakildiginda hemen hemen tiim konsantrasyonlarin hiicre proliferasyonunu bir

miktar artirici etki gosterdigi gorilmektedir.

150+

-

(=]

o
1

= n

% hiicre canliigi

.

[ L

Kontrol 1 pg/mL 10 pug/mL 20 pg/mL 50 pg/mL 10

e

o

Hg/mL

Sekil 4. 72 Biyojenik TiO2 nanopartikiliinin ADMKH Gzerindeki proliferasyonuna etkisi

Ylzey yuki (-34,2 mV) ve boyut 40 nm - 86 nm olan kimyasal TiO2 ve Yilzey yuki (-12,3

mV) ve boyut 52 nm - 78 nm olan biyojenik TiO2 nanopartikiliiniin ADMKH Uzerindeki
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etkisi incelendiginde kimyasal TiO2 NP igin yiksek konsantrasyonlarin hiicre canliligini
inhibe etmeye basladigl, hiicre canhligini ise 72 saatlik inkibasyonunun sonucunda en
fazla %7 oranla 10 pg/mL konsantrasyonda artirdigi belirlendi. Biyojenik TiO2 NP ise
tim konsantrasyonlarda hiicre canhligini artirirken (ortalama %8-9 artig) 50 ug/mL
konsantrasyonda %3 oraninda disls tespit edildi (Sekil 4.26). Genel olarak TiO;
nanopartikilinin hicreler lzerinde belirlenen boyut ve konsantrasyonlarda toksik

etkisinin bulunmadigi géraldu.

4.3.4 Ag Nanopartikiillerinin L929 Hiicre Hatti Proliferasyonuna Etkisi

Kimyasal yontem ile sentezlenmis Ag NP’nlin Zeta ve SEM analizleri sonucunda -24 mV
ylizey yikine sahip 76 nm - 200 nm boyut araliginda oldugu ve yesil yontem ile
sentezlenmis Ag NP’'niin Zeta ve SEM analizleri sonucunda -21,3 mV yiizey yikiine
sahip 35 nm - 50 nm boyut araliginda oldugu belirlenmistir. Bu verilere gore de asagida

Ag NP’nlin hiicre hatlari Gzerindeki etkileri gorilmektedir.

4.3.4.1Kimyasal Ag Nanopartikiillerinin L929 Hiicre Hatti Proliferasyonuna Etkisi

Kimyasal yontemler ile sentezlenen glimis nanopartikillerinin L929 hiicre hatt
Uzerinde artan konsantrasyonlar ile birlikte proliferasyonu da artirici etkileri Sekil

4.27'de gorilmektedir.

102



%k

*%k

160+ ok

-
o
<

% hiicre canhhgi

o
g

AR
] |

; T
Kontrol 1 pg/mL 10 pg/mL 20 pg/mL 50 pg/mL100 pg/mL

Sekil 4. 73 Kimyasal Ag nanopartikiliinin L929 hiicre hatti izerindeki proliferasyonuna
etkisi

4.3.4.2 Biyojenik Ag Nanopartikillerinin L929 Hiicre Hatti Proliferasyonuna Etkisi

Biyojenik yontem ile sentezlenen Ag nanopartikiillerinde 1 pg/mL konsantrasyonda
hiicre canliiginda azalma gorillirken konsantrasyonlar arttik¢ca canli hiicre sayisinin da

arttig1 gortilmektedir (Sekil 4.28).
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Sekil 4. 74 Biyojenik Ag nanopartikilinin L929 hiicre hatti Gizerindeki proliferasyonuna
etkisi

4.3.5 Ag Nanopartikiillerinin J774 Hiicre Hatti Proliferasyonuna Etkisi

4.3.5.1Kimyasal Ag Nanopartikiillerinin J774 Hiicre Hatti Proliferasyonuna Etkisi

J774 hicre hatti  lzerinde kimyasal vyontemler ile sentezlenmis glimius
nanopartikillerinin 1 pug/mL - 50 pg/mL konsantrasyonlarda pozitif ya da negatif etkisi
bulunmaz iken 100 pg/mL konsantrasyonda hiicre canlihg ciddi azalma gostermistir

(Sekil 4.29).
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Sekil 4. 75 Kimyasal Ag nanopartikllinin J774 hiicre hatti Gzerindeki proliferasyonuna
etkisi

4.3.5.2 Biyojenik Ag Nanopartikillerinin J774 Hiicre Hatti Proliferasyonuna Etkisi

Biyojenik yontem ile sentezlenmis Ag NP’lerinin J774 hiicre hatti tGizerindeki canlligina

bakildiginda 10 pg/mL konsantrasyonun hicre poliferasyonunu artirdig), diger

konsantrasyonlarin ise Sekil 4.30’da de belirtildigi Gzere kontrol grubu ile paralel

canlihk gosterdigi gorilmektedir.
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Sekil 4. 76 Biyojenik Ag nanopartikilliniin J774 Gzerindeki proliferasyonuna etkisi

L929 ve J774 hiicre hatlari Gzerinde ylzey yiki (-24 mV) ve boyutu 76 nm - 200 nm
olan kimyasal Ag nanopartikiili ile yizey yiki (-21,3 mV) ve boyutu 35 nm - 50 nm
olan biyojenik glimis nanopartikiiliiniin etkisi incelendiginde L929 hiicrelerinin her iki
sentez ile elde edilen Ag NP’lerinde de proliferasyonunu % 25’e kadar arttigi belirlendi.
J774 hiicre hattinda ise nanopartikllerin hiicre proliferasyonuna etkisinin bulunmadigi

yalnizca biyojenik Ag NP’lerinin 100 pg/mL konsantrasyonda hicre canhhgini

duslirdGgi tespit edildi.
4.3.6 Ag Nanopartikiillerinin ADMK Hiicre Proliferasyonuna Etkisi

4.3.6.1Kimyasal Ag Nanopartikiillerinin ADMK Hiicre Proliferasyonuna Etkisi

insan adipoz doku kaynakli mezenkimal kék hiicreler {izerinde kimyasal yéntem ile elde
edilen Ag NP’lerinin farkh konsantrasyonlarda farkli etkiler gosterdikleri gérilmektedir.
Sekil 4.31’e bakildiginda 1 pg/mL ve 20 upg/mL konsantrasyonlarda hiicrelerin

proliferasyonu artarken (p<0,005) 50 pg/mL ve 100 pg/mL konsantrasyonlar ise kontrol

grubu ile benzer canhliga sahip olmaktadir.
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Sekil 4. 77 Kimyasal Ag nanopartikilinin ADMKH lzerindeki proliferasyonuna etkisi

4.3.6.2 Biyojenik Ag Nanopartikiillerinin ADMK Hiicre Proliferasyonuna Etkisi

Adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler lizerinde yesil yontem ile sentezlenmis
Ag NP’lerinin etkilerinde ise konsantrasyonlarin artmasi ile birlikte hiicre canhliginda da

blyilk oranda azalma oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.32).
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Sekil 4. 78 Biyojenik Ag nanopartikiliiniin ADMKH Uzerindeki proliferasyonuna etkisi

Yiizey yiki (-24 mV) ve boyutu 76 nm - 200 nm olan kimyasal Ag nanopartikili ile
yuzey yukd (-21,3 mV) ve boyutu 35 nm - 50 nm olan biyojenik gimdis
nanopartikilinin ~ ADMKH  (zerindeki etkisine  bakildiginda ise  kimyasal
nanoaprtiklllerin  farkh konsantrasyonlarda farkl etkiler gosterdigi biyojenik
nanopartikillerin ise konsantrasyonlar arttikca hticrlerine mitokondriyal etkinliginin

azaldgi belirlendi (p<0,005).

4.3.7 TiO.@Ag Nanopartikiillerinin L929 Hiicre Hatti Proliferasyonuna Etkisi

Kimyasal yontem ile sentezlenmis TiO,@Ag NP’nilin Zeta ve SEM analizleri sonucunda -
31,2 mV ylizey ylkine sahip 35 nm - 65 nm boyut araliginda oldugu ve yesil yontem ile
sentezlenmis TiO,@Ag NP’nlin Zeta potansiyelinin (-16,2 mV) ve boyut araliginin 55 nm

- 100 nm oldugu belirlendi. Bu verilere gore de asagida TiO2@Ag NP’nin hiicre hatlari

Uzerindeki etkileri gériilmektedir.
4.3.7.1Kimyasal TiO@Ag Nanopartikiillerinin L929 Hiicre Hatti Proliferasyonuna
Etkisi

Kimyasal yontem ile sentezlenmis TiO,@Ag NP’niin L929 hiicre hattinda en duslk

konsantrasyondan baslayarak en yliksek konsantrasyona kadar hiicre proliferasyonunu
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hemen hemen ayni oranda artirdigi Sekil 4.33’te gorilmektedir. Bu nanopartikil cesidi

L929 hiicre hattinda proliferasyonunu artirmistir (p<0,005).
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Sekil 4. 79 Kimyasal TiO,@Ag nanopartikllinin L929 Uzerindeki proliferasyonuna etkisi

4.3.7.2 Biyojenik TiO.@Ag Nanopartikiillerinin L929 Hiicre Hatti Proliferasyonuna
Etkisi

Biyojenik yontem ile sentezlenen TiO@Ag NP’nliin 100 pug/mL’lik konsantrasyonunda
L929 hiicrelerinde inhibisyon goriliirken diger konsantrasyonlarin da hiicre canliligini

kontrol grubuna nazaran artirdig1 Sekil 4.34’te gosterilmektedir.
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Sekil 4. 80 Biyojenik TiOo@Ag nanopartikiiliniin L929 hiicre hatti Gizerindeki
proliferasyonuna etkisi

4.3.8 TiO,@Ag Nanopartikiillerinin J774 Hiicre Hatti Proliferasyonuna Etkisi

4.3.8.1Kimyasal TiO,@Ag Nanopartikiillerinin J774 Hiicre Hatti Proliferasyonuna
Etkisi

J774 hicre hatti proliferasyonuna kimyasal yontem ile sentezlenen TiO.@Ag

nanopartikilinin etkileri incelendiginde 10 pg/mL konsantrasyonunda hiicre

canlihiginda azalma gorilirken diger tim konsantrasyonlarin kontrol grubu ile benzer

proliferatif 6zellik gosterdikleri goriilmektedir (Sekil 4.35).
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Sekil 4. 81 Kimyasal TiO,@Ag nanopartikilinin J774 hiicre hatti tizerindeki
proliferasyonuna etkisi

4.3.8.2Biyojenik TiO.@Ag Nanopartikiillerinin J774 Hiicre Hatti Proliferasyonuna
Etkisi

Biyojenik yontem ile sentezlenen TiO@Ag nanopartikiliinin J774 hicre hatti
Uzerindeki proliferatif etkisi farkli konsantrasyonlarda farkh etkiler gostermektedir.
Dusik konsantrasyonlarda hicre canhhigini  inhibe ederken 100 pg/mL

konsantrasyonunda kontrol grubu ile ayni oranda canlilik gostermektedir (Sekil 4.36).
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Sekil 4. 82 Biyojenik TiO,@Ag nanopartikiiliniin J774 tzerindeki proliferasyonuna
etkisi
Titanyumdioksit ve glimiis nanopartikillerinden meydana getirilen TiO,@Ag kompozit
nanopartiklilinin J774 ve L929 hiicre hatlari Gzerindeki etkileri incelendiginde -31,2
mV vyizey yiki ile 35 nm - 65 nm boyut araligindaki kimyasal TiO;@Ag ve -16,2 mV
ylzey yikd ile 55 nm - 100 nm boyut araligindaki yesil yontem ile sentezlenmis
TiO2@Ag NP’nin farkl konsantrasyonlarda farkl etkilerinin oldugu gorildi. Kimyasal
nanopartikilin L929 hicreleri mitokondriyal aktivitelerini artan konsantrasyonlarda
yaklasik %80 oraninda artirirken J774 hiicrelerinde ise etkinlik gostermemis ve 10
pug/mL konsantrasyonda mitokondriyal aktiviteyi %25 oraninda azalttigi belirlendi
(p<0,005). Diger taraftan biyojenik nanopartikiil L929 hicre hattinin proliferasyonunu
1-50 pg/mL konsantrasyon araliginda artirdigi ancak 100 pg/mL konsantrasyonda
azalttigl tespit edildi. Tim bu verilerden farkli olarak da biyojenik TiO,@Ag NP J774
hicre hatti icin 1 pg/mL ve 50 pg/mL igin proliferasyonu azaltici (p<0,005), diger

konsantrasyonlar icin ise etkisiz oldugu goralda.
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4.3.9 TiO,@Ag Nanopartikiillerinin ADMK Hiicre Proliferasyonuna Etkisi

4.3.9.1Kimyasal TiO,@Ag Nanopartikillerinin ADMK Hiicre Proliferasyonuna Etkisi

Kimyasal yontemler ile sentezlenen TiO,@Ag NP’nin tim konsantrasyonlarda
mezenkimal kok hicrelerin canlihgini artirdigi en yiksek canhhgin 10 pg/mL’de en
dustk canhhgin ise 50 ug/mL’de gorildugl ve bu degerlerin dahi kontrol grubuna gore

daha fazla proliferasyon degerleri oldugu gorilmektedir (Sekil 4.37)
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Sekil 4. 83 Kimyasal TiO,@Ag nanopartikilinin ADMKH Gzerindeki proliferasyonuna
etkisi

4.3.9.2 Biyojenik TiO2@Ag Nanopartikiillerinin ADMKH Proliferasyonuna Etkisi

TiO2@Ag nanopartikilinin kimyasal (-31,2 mV ylizey yiki ile 35 nm - 65 nm boyut
araligi) ve biyojenik (-16,2 mV yiizey yiki ile 55 nm - 100 nm boyut arahgi) 6zellikteki
iki farkli tlirinin ADMKH Uzerindeki etkilerinin birbirinden farkli sonuclar gosterdigi
belirlendi (Sekil 4.38). Kimyasal TiO.@Ag nanopartikili adipoz doku kaynakl
mezenkimal kok hicrelerin mitokondriyal etkinliklerini tim konsantrasyonlarda

artirirken, biyojenik nanopartikil artan konsantrasyonlar ile azalttigi géruldi (p<0,005).
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Sekil 4. 84 Biyojenik TiO,@Ag nanopartikiliiniin ADMKH Uzerindeki proliferasyonuna
etkisi

4.3.10 DAPI Boyama ile Apoptotik ADMKH Tayini

Nanopartikiller ile muamele edilen mezenkimal koék hiicrelerin canhiliklari DAPI
boyama ile de incelendi. DAPI boyama ile hiicrelerin apoptozu tayin edildi. Hiicrelerin
nanopartikiller ile 72 saatlik muamelesinden sonra DAPI boyama gerceklestirilerek
niikleer canlilik oranlari mikroskobik olarak her 6rnek icin lger kuyucuk sayilmasi ile
elde edildi. Mikroskobik incelemede her alanda bulunan boyanmamis canli hiicreler ve
DNA’si boyanmis 6li hiicreler sayildi. Oli hiicrelerin tiim hiicre sayisina oraninin %

orani ile belirlendi. Boyama sonrasi elde edilen veriler Cizelge 4.1’de yer almaktadir.
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Cizelge 4. 2 Mezenkimal kok hticrelerin apoptotik ylizde oranlari (DAPI boyama)

Apoptotik | Kimyasal | Kimyasal | Kimyasal | Biyojenik | Biyojenik | Biyojenik
Hiicre % | TiO2 Ag TiO,@Ag | TiO: Ag TiO.@Ag
Kontrol %3,8 %4,7 %4,8 %4,9 %4,4 %4,2
1 pg/mL %4 %2,7 %3,8 %4,4 %6,2 %5,9
10 ug/mL %3,4 %4,9 %3,2 %4,4 %8,8 %6,7
20 pg/mL %4,5 %3,5 %4,3 %4,3 %11,6 %9,3
50 pg/mL %4,8 %4,5 %4,6 %6 %12,1 %9,9
100ug/mL %5 %6 %4,4 %4,3 %11,8 %12,0

Mezenkimal kok hicreler Uzerinde apoptoza neden olan ve/veya olmayan
konsantrasyonlar ile nanopartikiller tespit edildi. Buna gore de kimyasal TiO,@Ag
nanopartikllinin kontrol grubuna kiyas ile tim konsantrasyonlarinda daha az hiicre
apoptozuna neden oldugu belirlendi. Diger taraftan ise biyojenik glmius
nanopartikiliniin en fazla apoptoza neden olan nanopartikil tiiri oldugu tespit edildi.

Elde edilen DAPIi sonuclari MTT sonuglari ile de benzerlik gosterdi. Elde edilen bazi

boyamalar Sekil 4.39’da verilmistir.

Sekil 4. 85 Adipoz doku kaynakli mezenkimal kdk hiicrelerin DAPI boyamalarindan elde
edilen bazi goriinttler
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4.3.11 EtBr/AO ile ADMKH Apoptotik Tayin

Nanopartikiller ile muamele edilen mezenkimal koék hiicrelerin canhliklari ayrica
EtBr/AO boyama ile de incelendi. Hiicrelerin yizde oran ile apoptozu tayin edildi.
Boyama sonrasi elde edilen veriler Cizelge 4.2’de yer almaktadir.

Cizelge 4. 3 Mezenkimal kok hiicrelerin apoptotik ylizde oranlari (EtB/AO boyama)

Apoptotik | Kimyasal | Kimyasal | Kimyasal | Biyojenik | Biyojenik | Biyojenik
Hiicre % TiO2 Ag TiO.@Ag | TiO: Ag TiO.@Ag
Kontrol %3,8 %4,1 %4,6 %3,9 %4,1 %4,4
1 pg/mL %3,9 %2,6 %3,0 %3,2 %4,9 %4,9
10 pg/mL %3,2 %5 %2,8 %3,4 %38,3 %5,7
20 pg/mL %4,7 %3,4 %3,7 %3,5 %9,6 %9,7
50 pg/mL %5,3 %4,5 %3,7 %5,2 %11,3 %11,2
100ug/mL %5 %4,2 %3,5 %3,6 %12,1 %11,5

Mezenkimal kdk hiicreler Gizerinde nanopartikillerin apoptotik etkilerinin belirlenmesi
icin yapilan bir diger boyama da EtBr/AO oldu. Buna gore de elde edilen veriler DAPI
boyama ile paralellik gostermekte olup biyojenik glimis nanopartikilinin hicre
o6lumunu her konsantrasyonda artirdigi belirlendi. Elde edilen EtBr/AO boyamalarindan

bazilari Sekil 4.40’ta verilmistir.

Sekil 4. 86 Adipoz doku kaynakli mezenkimal kék hiicrelerin EtBr/AO boyama
boyamalarindan elde edilen bazi gorlintiler
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4.4 Nanopartikiillerin ADMKH Kiiltiirii Farklilagsmasina Etkisi

4.4.1 TiO2 Nanopartikiillerinin ADMKH Farkhlasmasina Etkisi

4.4.1.1Kimyasal TiO2 Nanopartikiillerinin ADMKH Farkhlagmasina Etkisi

Adipojenik Farkhilagsma: Sekil 4.41’e bakildiginda kimyasal TiO2 nanopartikilinin
ADMKH farklilasmasinda en etkin konsantrasyonun 20 pg/mL en distk (inhibe edici)

konsnatrasyonun ise 10 ug/mL oldugu gorilmektedir.

Sekil 4. 87 Kimyasal TiO2 nanopartikuli ile inkiibe edilen kék hiicrelerin adipojenik
farklilasmalari (Oil Red O Boyama, 20 pg/mL)

Osteojenik Farklilasma: Osteojenik farklilasma siirecinde artan konsantrasyonlar ile
birlikte hicrelerin bulunduklari flask yiizeyinde kalkmaya basladiklari ancak 1 pg/mL ve
10 pg/mL konsantrasyonlarda farklilasmanin kontrol grubu ile benzer sekilde devam

ettigi gortlmustir.

4.4.1.2 Biyojenik TiO2 Nanopartikiillerinin K6k Hiicre Farklilagmasina Etkisi

Adipojenik Farklilasma: 1ug/mL konsantrasyonda TiO2 NP’G ADMKH farklilagsmasini
artirirken 10 pg/mLve 20 pg/ml’de farklilasmalar kontrol grubu ile benzer olup 50

pug/mL ve 100 pg/mL’de farkhilasan hiicrelerin sayisi sirasi ile azalmaktadir.

Osteojenik  Farklilasma: Osteojenik  farkllasmanin 50 ve 100 pg/mL
konsantrasyonlarda devam ettigi, kontrol grubu ile benzer o6zellik gosterdigi ancak
disiik konsantrasyonlarda ise hiicrelerin bulunduklari flask yizeyinden kalktiklari

gorilmektedir.
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Kimyasal ve biyojenik sentez ile elde edilen TiO, nanopartikilinin ADMKH
farklilasmasina etkisine bakildiginda (Sekil 4.42) adipojenik farklilasmaya en fazla etki
eden nanopartikiilin  kimyasal TiO2 nanopartikili oldugu ve en etkin
konsantrasyonlarinin da 20 pg/mL ve 100 pg/mL oldugu bunun yaninda biyojenik TiO;
nanopartikliinin de adipojenik farklilasmayi indukledigi (1 pg/mL) tespit edildi. Diger

belirlendi.

180
160

taraftan osteojenik farklilasmada TiO2 nanopartikllinin etkin bir 6zellik gostermedigi
140
120
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Sekil 4. 88 TiO; nanopartikilinin kék hiicre farklilasmasina etkisinin korelasyonu (K:
kimyasal, TiOz: titanyumdioksit, Y: yesil, Adip: adipojenik, Ost: osteojenik)

4.4.2 Ag Nanopartikillerinin ADMKH Farklhilagsmasina Etkisi

4.4.2.1Kimyasal Ag Nanopartikiillerinin ADMKH Farklilasmasina Etkisi

Adipojenik Farkhlagsma: Kimyasal Ag NP’niin farklilasmaya etkisine bakildiginda 50
pug/mL ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinin farkhlasmayi biyiik oranda inhibe ettigi,
ancak diger konsantrasyonlarin ise kontrol grubundan daha fazla farklilasmis hiicrelere

sahip oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4. 89 Kimyasal Ag nanopartikiili ile inklibe edilen kok hiicrelerin adipojenik
farklilagsmalari (Oil Red O Boyama, 50 pg/mL)

Osteojenik Farkhlagma: Hucrelerin 100 pg/mL konsantrasyonda farklilasmaya devam
ettikleri ancak kontrol grubundan daha yavas farklilastiklari gortlmustir. Diger disik

konsantrasyonlarda ise hiicreler bulunduklari flask ylizeyinden kalkmiglardir.

4.4.2.2 Biyojenik Ag Nanopartikillerinin K6k Hiicre Farkhlasmasina Etkisi

Adipojenik Farkhlagsma: Yesil yontem ile sentezlenen Ag NP’nde ise farklilasma 1
pug/mL ve 10 pg/mL konsantrasyonlarda artarken 20 pg/mL, 50 pug/mL ve 100 pg/mL
konsantrasyonlarda azalma gorilmektedir. Farklilasmada en fazla inhibisyon etkisi 50

ug/mL’de karsimiza ¢ikmaktadir.

Osteojenik Farklilagma: Hicrelerin en fazla farklilastiklari konsantrasyon 100 pg/mL
olarak goriilmus, diger konsantrasyonlarda ise hicreler canhliklarini siirdirseler dahi

farklilasmalari kontrol grubuna oranla daha azdir.

GUmus nanopartikillerinin ADMKH farkhlasmasina etkisine bakildiginda adipojenik
farklilasmada kimyasal ve biyojenik Ag nanopartikillerinin konsantrasyonlara bagli
etkinligi goruldi. Ancak yiksek konsantrasyonda farklilasmalarda azalma ve hiicre

deadezyonlari ile karsilasildi (Sekil 4.44).
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Sekil 4. 90 Ag nanopartikillinin kok hiicre farklilasmasina etkisinin korelasyonu (K:
kimyasal, Ag: glims, Y: yesil, Adip: adipojenik, Ost: osteojenik)

4.4.3 TiO,@Ag Nanopartikiillerinin ADMKH Farkhlagmasina Etkisi

4.4.3.1Kimyasal TiO>@Ag Nanopartikiillerinin ADMKH Farkhlagmasina Etkisi

Adipojenik Farklilagsma: Kimyasal TiO2@Ag NP’nin adipojenik farklilasmayi 1 pg/mL,
10 pg/mL ve 50 pg/mL konsantrasyonlarda artirdigini 20 pg/mL’de kontrol grubu ile

benzer 6zellik gosterdigini 100 ug/mL konsantrasyonda ise inhibe ettigi belirlenmistir.

Sekil 4. 91 Kimyasal TiO2@Ag nanopartikili ile inkiibe edilen ADMKH adipojenik
farklilasmalari (Oil Red O Boyama, 10 ug/mL ve 50 pg/mL)
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Osteojenik Farklilagsma: Farklilasma sireci 20 pug/mL ve 50 pg/mL’de takip edilebilmis,
14 gilnlik inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin flask tabanindan kalkmalari nedeni ile
sadece 50 pg/mL’lik konsantrasyonlarda hucrelerin kontrol grubu ile benzer farkhlasma

gosterdikleri gorilmiustar.

4.4.3.2Biyojenik TiO.@Ag Nanopartikiillerinin ADMKH Farklilagmasina Etkisi

Adipojenik Farkhlagsma: insan adipoz dokusundan elde edilen mezenkimal kok
hiucrelerin adipojenik farklilasmasini en fazla indikleyen konsantrasyonun 50mg/mL
oldugu tespit edildi. Bu indliksiyonu takiben 10mg/mL konsantrasyondaki TiO,@Ag ve
20mg/mL konsantrasyona sahip TiO,@Ag NP gelmektedir. Asagidaki sekilde gorilecegi
gibi farklilasma uzerinde aktive edici NP ise biyojenik TiO.@Ag NP (50mg/mL)
olmustur.

Osteojenik Farkhlasma: Osteojenik farklilasmada ise hicrelerin uygulanan tim
konsantrasyonlar sonrasinda flask tabanindan kalkarak farkhlasma sirecine
giremedikleri belirlendi.

TiO,@Ag nanopartikiliiniin ADMKH farklilasmasi tGzerindeki etkileri incelendiginde en
fazla adipojenik induksiyona kimyasal TiO,@Ag nanopartikilinin 10 mg/mL ve 50
mg/mL  konsantrasyonlarinda  karsilasildi.  Diger  konsantrasyonlarin  hiicre
farklilasmasina etkisi kontrol grubu ile benzer o6zellikler gosterdigi tespit edildi.
Biyojenik TiO,@Ag nanopartikiliniin artan dozlar ile adipojenik farklilagsmayi azalttig
gorildi. Osteojenik farklilasmada ise TiO,@Ag nanopartikiliniin etkinligi gortlmedi ve
hicrelerin morfolojilerinde bozulmalarin meydana gelmesi ile birlikte deadezyona

ugrayarak flask tabanindan ayrildiklari belirlendi (Sekil 4.46).
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Sekil 4. 92 TiO,@Ag nanopartikiliniin kdk hiicre farklilasmasina etkisinin korelasyonu
(K: kimyasal, TiO.@Ag: titanyumgiimds, Y: yesil, Adip: adipojenik, Ost: osteojenik)
Farkli konsantrasyonlardaki nanopartikiillerin hicrelerin farklilasmalarina olan etkileri
yukarida belirtilen sekillerde, her alanda gorilen farkhlasmis hiicre sayilarinin
belirlenmesi ile elde edilmistir. Buna gore de adipojenik ve osteojenik farklilagmalarin

en fazla ve en disiik oldugu konsantrasyonlar tespit edilmistir.

Yapilan ¢alismalarda elde edilen verilere gore insan adipoz dokusundan elde edilen
mezenkimal kok hicrelerin proliferasyon ve farklilasmalarinda farkli parametreler
kullanilarak etkin indUkleyici konsantrasyonlarin mevcut oldugu belirlendi. Buna goére
de biyomedikal alanlarda amaca uygun olarak nanopartikilin istenilen proliferatif ve
farklilasma 6zelligi g6z online alinarak uygun nanopartikilin, uygun sentez yontemi ile

elde edilmesi ve daha sonra da uygulamaya gecilmesinin 6nemi ortaya ¢cikmaktadir.

4.5 Tartisma

Kok hticreler ve nanoteknoloji son yillarin blytyen en 6nemli iki alanidir. Her iki alanda
yapilan calismalar intradisipliner faaliyetler gerektiren ve boylece hizla gelisen bilim
dallaridir. Bu iki bilim dali birleserek kok hiicre nanoteknolojisi adi altinda yeni bir
calisma alani dogurmustur [1, 2]. Bulunduklari doku ve organlarin devamliligini
saglayan kok hicreler rejeneratif tip ve doku mihendisliginde son derece 6nemli rol
alirken [3-9], nano boyutta yapilar da cesitli endistriyel [10-12] ve medikal alanlara

[13] ek olarak 6zellikle son yillarda doku mihendisliginde de giderek daha ¢ok 6nem
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kazanmaktadir [14, 15]. Bunun nedeni nanopartikillerin ultra kiiciik boyutta olmalari,
genis yuzey alanina sahip olmalari ve bu sayede hiicresel boyutta etkilesimlere
girebilmeleridir [16-23]. K&k hiicre nanoteknolojisinde gelismeler yasanirken yapilan
calismalarin tartismalara neden oldugu da bildirilmektedir [24-29].

Son vyillara kadar doku mihendisligi ve hiicresel tedavi g¢alismalarinda somatik
hicrelerden agirlikl olarak faydalanilmaktaydi. Ancak farklilasmamis ve kendilerini
yenileyebilme ozellikleri nedeni ile kdk hicreler daha biylk ilgi ¢ekmektedir.
Gunlmuzde kok hicreler rejeneratif tip calismalarinda hasar gérmis ya da islevini
yitirmis cesitli doku ve organlarin yenilenmesinde [30-35], anti-inflamatuvar etkileri
sayesinde immiunoterapilerde [36-38], hedeflendirilmis sistemlerde [39] ve hiicresel

tedavilerde [40, 41] basari ile kullaniimaktadir.

Nanopartikiiller kozmetik, tekstil, gida ve boya gibi sanayi kollarinda ve ilag salinim
sistemleri, mikrobiyoloji, rejeneratif tip gibi cesitli medikal alanlarda kullaniimaktadir
[42, 43]. Nanopartikillerin bu kadar genis bir alanda kullanilmaya baslanmasi ile
birlikte toksik etkileri ile ilgili bilgilerin yetersizligi cesitli endiselere neden olmaktadir
[44]. GUnumize kadar yapilan g¢alismalarda insanlarin solunum, agiz yolu, dermal
kontakt, intaven6z uygulamalar ve subkiitan6z uygulamalar ile nanopartikillere maruz
kaldiklari kesin olarak belirlenmistir [45]. insan viicudunun nanopartikiillere maruz
kalmasinin meydana getirdigi endiseler nedeni ile nanopartikillerin etkilerinin detayli
sekilde incelenmesine her gegen giin daha fazla ihtiya¢ duyulmaktadir. Ancak bu
yondeki ¢calismalarin temelini in vitro ve in vivo ¢alismalar olusturmaktadir. Glinimizde
yaygin kullanilan altin, bakir, karbon, demir, giimis ve titanyum gibi nanopartikillerin
cok sayida somatik hiicre hatlari Gzerinde, az sayida ise kok hticreler tizerinde etkileri
ile ilgili bilgiler bulunsa da bu nanopartikillerin somatik ve kék hicreler lizerinde
etkisinin kiyaslanmasina yonelik literatir calismalari oldukca sinirlidir. Diger taraftan
TiO2@Ag nanopartikiliinin kendisini olusturan her bir nanopartikilden farkl olarak
somatik ve mezenkimal kok hiicreler lizerinde etkisini inceleyen herhangi bir ¢calisma
bulunmamaktadir. Ayrica son yillarda gelismekte olan ve daha ¢cok 6nem kazanan yesil
nanopartikillerin somatik ve kok hiicreler lizerinde kiyaslamali etkisine dair calismalar
oldukca azdir. Son yillarda kimyasal nanopartikillerin yani sira daha kisa sirede, daha

ucuz ve toksik kalinti olusturmayan yesil yontemler ile nanopartikiiller sentezlenmeye
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baslanmistir. Yesil nanopartikillerin kimyasal nanopartikiller yerine kullaniimaya
baslanmasi ve bu nedenle de somatik ve kok hicreler Uzerindeki etkilerinin
incelenmesi 6nem kazanmaktadir. Yapilan yeni bir calismada kimyasal ve yesil yontem
ile sentezlenen Ag nanopartikilinin insan fibroblast (HDFa) ve kanser hiicre (NCI-
H460) hatlar lizerinde etkisi kiyaslanmistir. Ancak TiO; ve TiO,@Ag nanopartikilleri ile

ilgili olarak bu sekilde bir galisma bulunmamaktadir.

Bu tez calismasinin amaci, ilk kez olarak gesitli fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip
kimyasal ve biyojenik nanopartikillerin (Ag, TiO2, TiO,@Ag) normal hiicre hatlari (L929
ve J774) ve insan adipoz dokusundan elde edilmis mezenkimal kok hiicreler (ADMKH)
Uzerindeki etkisinin kiyaslamali olarak incelenmesi, incelenen nanopartikillerin kok
hicrelerin farklilasmasina etkisinin belirlenmesi ve elde edilen sonuglarin doku

muhendisligi ve rejeneratif tipta kullanilmak tzere dnerilmesi olmustur.

Amaca ulagmak igin gesitli hedefler belirlenmistir. Belirlenen hedefler;
eSomatik hiicre hatlarinin ve kdk hiicrelerin kiiltiire adaptasyonunun saglanmasi,
eHiicrelerin devamli klltlrinin yapilmasi,
eHicrelerin kriyoprezervasyonu
eNanopartikillerin sentezlenmesi ve karakterizasyonu
eNanopartiklllerin somatik ve kok hiicreler Uzerindeki etkisinin incelenmesi

olmustur.

Hedeflere uygun olarak calismanin birinci asamasinda somatik hiicre hatlarinin ve kék
hiicrelerin kiiltiiriiniin yapilmasi gerceklestirildi. Oncelikle kriyobankta bulunan somatik
hicreler (L929 ve J774) ¢ozdirilerek ¢ikarildi ve kiiltlr ortamina adaptasyonu saglandi.
Hicrelerin morfolojileri ve proliferasyonlari mikroskobik olarak gozlendi. Hiicrelerin
kiiltiire adaptasyonu ve cogaltilma calismalari iki ay sirdi. Bir diger taraftan da
hiicrelerin yedeklenmesi amaci ile kriyoprezervasyon calismalari gerceklestirildi.
Boylece ileride nanopartikillerin etkilerini incelemek icin yapilacak deneylerde
kullanilabilecek hiicreler elde edildi. Adipoz doku mezenkimal kok hiicreleri de somatik
hiicreler gibi kriyobanktan cikarildi ve kiltlir ortamina adapte edildi. Ancak bu
hiicrelerin mikroskobik olarak incelenmesine ek olarak immiuinofenotipik ve

histokimyasal yontemler de uygulandi. Mezenkimal kok hiicrelerin krioyobanktan
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¢ozduriuldukten sonra kok hiicre 6zelliklerini koruyup korumadiklarinin belirlenmesi
amaci ile CD90(+) ve CD34(-) hiicre ylzey belirtecgleri flow sitometrik olarak analiz
edildi. Diger taraftan da hiicrelerin farklilasma potansiyelleri incelenerek adipojenik ve
osteojenik differasyonlari gergeklestirildi. 14 giinliik adipojenik ve 21 giinlik osteojenik
farklilasma potansiyellerinin belirlenmesinin ardindan mezenkimal kok hiicreler de

somatik hicre hatlari gibi iki aylik bir sirecte kullanima hazir halde elde edilmis oldu.

Hedefe uygun olarak tez c¢alismasinin ikinci asamasinda kimyasal ve yesil
nanopartiklller sentezlendi ve karakterize edildi. Kimyasal yontem ile sentezlenmis
TiO2 nanopartiklliniin Zeta ve SEM analizleri sonucunda -21,3 mV yuzey yuki ile 40
nm-86 nm boyut araliginda oldugu ve vyesil yontem ile sentezlenmis TiO;
nanopartikilinin Zeta ve SEM analizleri sonucunda -12,3 mV ylizey ylkine sahip 52
nm -78 nm boyut araliginda partikiller oldugu belirlendi. Gimis nanopartikiliine
bakildiginda kimyasal yontem ile sentezlenmis Ag nanopartikilinin Zeta ve SEM
analizleri sonucunda yilizey yiikiniin -24,0 mV ve boyut araliginin da 76 nm - 200 nm
arasinda oldugu, yesil yéntem ile sentezlenmis Ag nanopartikilinin ise -21,3 mV ylizey
yiki ile 35 nm - 50 nm boyut araliginda oldugu belirlendi. TiO, ve Ag
nanopartiklllerinin kombinasyonu olarak sentezlenen TiO,@Ag nanopartikiliiniin ise
kimyasal yontem ile sentezlendiginde Zeta ve SEM analizleri sonucunda -31,2 mV ylizey
yukiine sahip 35nm-65nm boyut araliginda, yesil yontem ile sentezlediginde Zeta ve
SEM analizleri sonucunda -27,8 mV ylzey ylkiine sahip 56 nm — 200 nm boyut
araliginda oldugu belirlendi. Nanopartikiillerin sentez ve karakterizasyonlarinin
yapilarak deneylerde hazir nanotozlar haline getirilmesi 4 ay slrdli. Boylece
nanopartikiller ile hiicre hatlarinin etkilesimlerinin incelenmesi icin gerekli calismalar

tamamlandi.

Amaca uygun olarak calismanin daha sonraki asamasinda sentezlenmis kimyasal ve
yesil nanopartikillerin elimizde bulunan somatik hiicre hatlari ve kok hicreler

Uzerindeki etkisi incelendi.

Deneylerde ilk olarak 1 pg/mL — 100 pg/mL araliginda bes farkli konsantrasyonda
hazirlanmis kimyasal TiO2 nanopartikilinin L1929 hicre hatti Uzerindeki etkisi

incelendi. Ancak incelenen konsantrasyonlarin hiicre proliferasyonu (zerinde belirgin
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bir etkisi gorilmedi. Yapilan bir ¢alismada 24 saat inklibe edilmis insan deri
fibroblastlari lzerinde TiO2 nanopartikilinin toksik bir etkisi belirlenmedi [190].
Boylece elde ettigimiz veriler literatiirde yer alan c¢alismalarin verileri ile uygun
gelmektedir. Diger taraftan literatlirde TiO, nanopartikilinin hamster embriyo
fibroblastlarinda apoptoza, endotel hiicrelerinde ise inflamasyona neden oldugu,
epidermal (A431) [191] ve bronsiyal epitelyal hiicrelerde (BEAS-2B) [192] ise hiicre
olimiine neden oldugu ifade edilmektedir. Elde ettigimiz verilerin 6nceki ¢alismalar ile
farkli sonuclar gostermesinin sebepleri arasinda TiOz nanopartikilinin boyut ve ylizey
yukindeki farklhilik, hiicreler Gzerinde uygulanan konsantrasyonlarin degiskenligi ve

inklibasyonun maruziyet siiresi yer alabilmektedir [1], [193].

Calismamizda daha sonra vyine 1ug/mL-100pg/mL araligindaki kimyasal TiO;
nanopartikili fare makrofaj hiicre hatti olan J774 Uzerinde incelendi. Kimyasal TiO;
nanopartikilinin konsantrasyonu arttikga hicre canhligini %10-15 oranlarinda inhibe
ettigi belirlendi. Literatiirde bu konu ile ilgili ¢alismalar olduk¢a sinirhdir. TiO;
nanopartikil ve nanofibril yapilarinin kiyaslamali olarak fare peritonal monosit-
makrofaj hiicre hatti (Raw 264.7) lizerinde bir ¢alisma gergeklestirilmis ve 72 saatlik
inkiibasyon sonrasinda TiO2 nanofibrillerinin hiicre canhliginin %78 oraninda azalttig
ancak TiOz nanopartikillerinin hiicre canhligini etkilemedigi bildirilmistir [194]. Boylece
kimyasal TiO2 nanopartikilinin, belirtilen boyut ve vyizey vyuka ile ilgili
konsantrasyonlarda, J774 hiicre hatti Gzerindeki etkisi ile ilgili literatlirde ilk kez olarak

bir calisma gergeklestirmis olmaktayiz.

Literatlirde belirtildigi Gzere ozellikle gida, eczacilik ve medikal alanlarda glimus
nanopartikli yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bunun en buyilk sebebi antimikrobiyal
etkisi ile Grlinlerin mikrobiyal kontaminasyonunun engellenmesinin amacglanmasidir.
Tez calismamizda kimyasal glimis nanopartikilinin 1929 ve J774 hiicre hatlan
Uzerindeki etkisini inceledigimizde artan konsantrasyonlar ile birlikte L929 hiicre
hattinin proliferasyonu artarken, J774 hiicre hattinda ise sadece ylksek
konsantrasyonda (100 pg/mL) hiicre canlihginin yaklasik %25 oraninda azaldigi ortaya
cikmistir. L1929 hicre hatti icin ozellikle 10 pg/mL - 100 pg/mL arahginda hiicre
canlihiginin benzer diizeyde devam ettigi tespit edilmistir. Yapilan bir calismada insan
dermal fibroblast (HDFa) hiicre hatti izerinde 104 nm boyutu ve -10,4 mV ylzey
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ylkine sahip kimyasal Ag nanopartikiliniin toksik etki gostermedigi belirtilirken [90]
bir baska c¢alismada vyara oOrtlisi yapimi igin kitosan-PVP-nano gimiusoksit
kombinasyonunun L1929 hiicre hatti (zerindeki toksisite calismalarinda artan
gimisoksit konsantrasyonu ile birlikte hiicre canhliginda azalma oldugu da
belirtilmistir [195]. Bir diger ¢alismada ise yine kiltlr ortamina Ag nanopartikilu
eklenmesi ile L929 hiicre hattinda proliferasyon Uzerinde belirgin bir degisiklik
gozlenmez iken, ayni calismada glimis filmler (izerine ekilen L929 hiicrelerinin artan
film kalinligi ile birlikte morfolojik bozulmalara ugradigi ve hiicre oliimlerinin meydana
geldigi gosterilmistir [196]. Buna gore de yaptigimiz ¢calismada nanopartikil halindeki
glimis materyalinin diger calismalardaki non-toksik etkilerine karsi kullandigimiz Ag
nanopartikilinin sahip oldugu fizikokimyasal 06zelliklerin hiicre proliferasyonunu
artirdig1 gorilmektedir. Literatlirde J774 hiicre hatti lizerindeki toksisite calismalari ise
oldukga sinirh olup yapilan bir ¢calismada THP-1 ve RAW 264.7 hiicre hatlari tGizerinde 22
+ 3.5 nm boyutunda ve 50 pg/mL konsantrasyonda Ag nanopartikiliiniin uygulanmasi
ile birlikte 24 saat sonunda her iki hicre hattinda da hiicre canhliginin yaklasik %20
azaldigi, bir baska calismada ise hticrelerin 12.1+7.0 nm boyutunda ve ¢ok daha dislik
konsantrasyondaki (5 pg/mL) Ag nanopartikiliinin benzer sirede ¢ok daha fazla
oranda htcrenin canhhgini yitirdigi bildirilmistir [197]. Gergeklestirdigimiz ¢alismada
elde ettigimiz veriler diger c¢alismalar ile paralellik gosterirken, uyguladigimiz
konsantrasyon ve nanopartikilin fizikokimyasal ozellikleri ve 6zellikle de kullanilan
makrofaj hucrelerinin kaynagi olduk¢ca 6nemli olup verilerin birbirinden farkhlik
gostermesine sebep olmaktadir. Buna gore de calismamizda kullanilan nanopartikilln

Ozellikleri ve hiicre hatti ele alindiginda daha dnce bdyle bir galismaya rastlamadik.

Boylece kimyasal ve yesil yontemler ile sentezlenmis TiO, ve Ag nanopartikiillerinin
L929 ve J774 hiicre hatlar Uzerindeki etkileri incelendi. TiO, ve Ag nanopartikillerinin
yanisira ayrica kombinasyonlarinin da L929 ve J774 hicre hatlar Uzerindeki etkileri

incelendi.

Son vyillarda nanoteknolojinin gelismesi ile birlikte nanopartikillerin tek tek
kullaniminin yani sira kombinasyonlarinin da kullanilmaya baslanmasi olduk¢a 6nem
kazanmaktadir. Bunun sebebi kombinasyonlarin kendisini olusturan
nanopartikillerden farkli 6zellikler sergilemesi ve etkilerinin degisiklikler gbstermesidir.
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TiO,@Ag nanopartikili de son yillarda antimikrobiyal etkisinin belirlenmesi ile 6zellikle
medikal alanlarda kullanimi igin 6nerilebilmektedir. Bu nanopartikiil kombinasyonu ile
ilgili literatlrde yer alan calismalar oldukca az olup somatik hticreler Gzerindeki etkisi
bilinmemektedir. Buna goére de tez calismamizda TiO,@Ag nanopartikilinin 1ug/mL-
100 pg/mL konsantrasyon araliginda L929 ve J774 hiicre hatlar Gzerindeki etkisini
inceledik. L929 hiicre hatti lizerinde proliferasyonu tiim konsantrasyonlarda yaklasik
%60-75 araliginda artirdigi gézlenen kombinasyonun J774 hicre hatti UGzerinde ise
belirgin bir etkisi olmadigi ancak sadece 10 pg/mL’de hicre canliliginda azalmaya

(yaklasik %20 oraninda) sebep oldugu saptandi.

Kimyasal TiO; nanopartikiliinin tek basina L929 hiicre hattinin proliferasyonuna etkisi
olmaz iken kimyasal Ag nanopartikilinin hicre hattinin canhligini artirdigini
belirtmistik. TiO,@Ag kombinasyonunun etkisine baktigimizda ise L1929 hiicre
proliferasyonunu Ag nanopartikiliniin tek basina yaptigindan daha fazla oranda
artirdig1 gézlenmektedir. Ayrica J774 hiicre hatti Gizerinde TiO; nanopartikili artan
konsantrasyonlarda hiicre proliferasyonunu bir miktar inhibe etmis ancak bu
inhibisyon Ag nanopartikilinde sadece 100 pg/ml’de gozlenmis idi. TiO,@Ag
nanopartikliinin etkisi incelendiginde ise 10 pg/mL’nin hlcrelerin inhibisyonunda en
etkili konsantrasyon oldugu belirlenmistir. Bu da kombine nanopartikillerin etkilerinin
kullanilan hiicre hatti lzerinde degisiklik etkiler gosterebilecegini ve uygulanan

konsantrasyonlarin da farkli sonuglar sunabilecegini acik¢a gostermektedir.

Cahsmanin daha sonraki asamasinda Uretim sirasinda toksik kalintilar birakmayan,
daha kisa siren ve daha ekonomik olan yesil yontemler kullanilarak nanopartikiil
sentezi gerceklestirildi. Yesil uygulamalar ekolojik olarak zararsiz olmasi nedeni ile
oldukca 6nemli bir arastirma alanidir. Bu nedenle c¢alismanin bu asamasinda biz de
yesil yontem ile sentezlenen nanopartikiillerin hiicre hatlan Uzerindeki etkilerini

inceledik.

Yesil yontem ile sentezlenen TiO, nanopartikilinin sirasi ile L929 ve J774 hiicre hatlar
Gzerindeki etkilerini inceledigimizde, 1929 hiicrelerinin proliferasyonunda tim
konsantrasyonlarin az miktarda artisa neden oldugu goruliirken sadece 20 pg/mL’de

hiicre proliferasyonunun 72 saatlik inkiibasyon siirecinin sonunda %100 oraninda artis
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gosterdigi belirlendi. Literatlirde kimyasal yontem ile Uretilen TiO; nanopartikilinden
farkh olarak biyojenik TiO, nanopartikiliniin somatik hiicreler lzerindeki etkisine dair
bilgiler olduk¢a yetersizdir. Yapilan bir calismada Origanum vulgare ile sentezlenen
TiO2 nanopartikili ile muamele edilen rat modelinde yarali bélgenin iyilesmesinde hiz
kazandirdigi gosterilmistir. Fibroblast, makrofaj ve kolajen miktarini artiran biyojenik
TiO2 nanopartikiliiniin doku mihendisligi ve rejeneratif tipta kullanimi igin olumlu
veriler sunulmustur [198]. Elde edilen bu veriler de yaptigimiz ¢calismada elde ettigimiz
verileri desteklemekte ve boylece doku mihendisliginde kullanilmak Uzere secilen
nanopartikillerin konsantrasyonlarinin da belirlenmesinin 6nemini gostermektedir.
Biyojenik TiO, nanopartikillerin J774 hiicre hatti tzerindeki etkilerini inceleyen bir
calisma bulunmayip vyaptigimiz deneylerde 10 pg/mL konsantrasyondaki
nanopartikllin hiicre proliferasyonunu vyaklasik %20 oraninda artirdigl, diger

konsantrasyonlarin ise kontrol grubu ile paralel sonuglar verdigi tespit edilmistir.

GUmus nanopartikilinin yaygin kullanimi ile birlikte yesil yontem ile sentezlenmesine
dair calismalara olan ilgi de giderek artmaktadir. Biz de yaptigimiz ¢alismada L929
hlcre hatti Gzerinde biyojenik Ag nanopartikillerinin artan konsantrasyon ile birlikte
hiicre canhligini 72 saatlik inklibasyon sonunda %6 ila %23 oranina kadar artirdigini
belirledik. Yapilan bir baska ¢alismada Nyctanthes arbortristis ekstraktindan elde edilen
gimis nanopartikillerinin  (5nm-20nm) L1929 hicre hattina 24 saatlik uygulama
sonrasinda hicrelerin canliliklarina devam ettigi, konsantrasyon arttikca canlilikta
dists gorulduglu ve maksimum konsantrasyonda (250ug/mL) %83 oraninda canhligin
devam ettigi belirtilmistir. Ayrica ayni ¢alismada gimis nanopartikilinin adjuvan
olarak asi ¢alismalarinda da kullanilmaya baslandigi ve non-toksik veriler ile basari elde
edildigi rapor edilmistir [199]. Teucrium stocksianum Bioss ile sentezledigimiz Ag
nanopartikilinin J774 hicre hatti Gzerindeki etkisini inceledigimizde non-toksik 6zellik
gostermis ve 10 pg/mL konsantrasyonda hiicre proliferasyonunda yaklasik %15 artis
elde edilmistir. Literatirde biyojenik Ag nanopartikiiliiniin J744 hiicre hatti izerinde
yapilmis bir calismasi bulunmamakla beraber farkl kaynaklardan elde edilen makrofaj
hicre hatlari (RAW264.7) lzerinde anti-inflamatuvar etkisi in vitro olarak incelenmis ve
elde edilen sonuclar disik boyut (<10nm) ve yiiksek konsantrasyon uygulamalarinin

hiicreler Uzerinde toksik etki gosterdigi ancak 10 nm’den blylk boyuttaki Ag
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nanopartikdlinin toksik etkisinin azaldigi ifade edilmistir [199]. Bu veriler de elde
ettigimiz nanopartikiilin boyut ve ylzey yikl gbdz o6nldne alindiginda c¢alismamizi
destekler nitelikte olup daha dnce J774 hiicre hatti Gzerinde bu konuda bir ¢alisma

bulunmamasi nedeni ile de bir ilk olmaktadir.

TiO, ve Ag nanopartikillerinin tek tek yesil sentez ile Uretiminin yanisira TiO,@Ag
nanopartiklli de biyojenik olarak elde edilmistir. L929 hiicre proliferasyonunu 1 pg/mL
— 50 pg/mL konsantrasyon araliginda ortalama %27’lik bir artis gostermektedir. 100
ug/mL konsantrasyonda ise %17 oraninda apoptoza neden oldugu tespit edildi.
Biyojenik TiO,@Ag nanopartikllinin J774 Uzerinde tim konsantrasyonlarda hiicre
proliferasyonunu azalttigi (ortalama %7), en fazla hiicre 6liminin ise 1 pg/mL

konsantrasyonda (%12) oldugu tespit edildi.

Biyojenik TiO; ve Ag nanopartikiilleri tek tek hiicre proliferasyonunda belli bir dizeye
kadar ya da sadece tek bir konsantrasyonda artis saglayabilirken bu nanopartikdil
kombinasyonu tek basina ¢ok daha farkh bir etki gdstermektedir. Ayrica kimyasal
TiO,@Ag nanopartikiilinden farkli olarak artan konsantrasyonda hiicre 6limine
neden olmaktadir. Bunun nedeni yesil sentez ile elde edilen nanopartikillerin daha
yiksek boyutu olarak gosterilebilir. Literatiirde bu konu ile ilgili bir calisma

bulunmamakta olup ilk kez olarak tarafimizdan gerceklestirilmistir.

Nanopartikiillerin somatik hiicreler Uzerindeki etkilerinin incelenmesinin yani sira
mezenkimal kék hiicreler Gzerindeki etkilerinin belirlenmesi de olduk¢a 6nemlidir. Biz
de calismamizda kimyasal ve yesil yontem ile sentezlenen nanopartikillerin ADMKH

proliferasyonu ve farklilasmasi Gzerindeki etkilerini inceledik.

Yaptigimiz calismalarda kimyasal TiO; nanopartikilinin farkh konsantrasyonlarinin
mezenkimal kok hicre canlihgi tzerinde farkl etkileri oldugu goraldi. 1 pg/mL ve 20
ug/mL konsantrasyonda hucreler kontrol grubu ile benzerlik gosterirken en fazla
proliferatif etki %7 oraninda 10 pug/mL’lik konsantrasyonda belirlendi. 50 pg/mL - 100
pug/mL’de ise proliferasyonun bir miktar (%7 ve %5) azalma gosterdigi tespit edildi.
Literatirde yer alan bir calismada elde ettigimiz verileri destekler sekilde TiO3
nanopartikllinin insan yag dokusundan elde edilen mezenkimal kdk hiicreler Gizerinde

625 nM konsantrasyona kadar toksik etki gostermedigi belirtilmektedir [197].
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Kimyasal Ag nanopartikiliinin ADMKH Uzerindeki etkilerine bakildiginda 1 ug/mL
(=%13) ve 20 pug/mL (%9) konsantrasyonlarda proliferasyonun kontrol grubuna nazaran
daha fazla oldugu, 50 pg/mL ve 100 pg/mL’de kontrol grubu ile paralel oldugu ancak 10
pug/mL’de hiicre canlihgini azalttig belirlendi. Literatlirde bu konu ile ilgili calismalarin
sinirh olmasinin yaninda 100 nm ¢apindaki giimis nanopartikilinin 5 pg/mL ve Uzeri
konsantrasyonlarda mezenkimal kok hiicreler (izerinde toksik etki gosterdigi, nontoksik
konsantrasyonlarda ise konsantrasyon arttikga hiicre aktivasyonunu (IL-8 salinimi)

azalttigi bildirilmektedir [200].

Mezenkimal kdk hicreler lizerinde kimyasal TiO;@Ag nanopartikil kombinasyonun
etkileri incelendiginde ise tim konsantrasyonlarda hiicre proliferasyonunu etkin bir
sekilde (yaklasik %16’dan %28’e kadar) artirdig1 gorildi. Literatlrde bu konu ile ilgili

bir calisma bulunmayip elde edilen veriler ilk kez olarak sunulmaktadir.

Yesil yontemler ile sentezlenen nanopartikillerin mezenkimal kok hiicreler Gzerindeki
etkilerinin incelenmesi ise son yillarda dnem kazanan bir baska arastirma konusudur.
Buna gbre de nanopartikillerin organizmaya girisi ile beraber doku ve organlarin
devamhligini saglayan kok hiicrelerin biyosentetez ile Uretilen nanopartikiller ile

etkilesiminin incelenmesi de oldukg¢a dnemlidir.

Yesil yontem ile sentezlenen TiO; nanopartikiliinin ADMK hiicrelerinin canliigini tiim
konsantrasyonlarda esit olacak sekilde %8-9 oraninda artirdigi yalnizca 50 pg/mL
konsantrasyonda %3 oraninda hiicre proliferasyonlarinda azalma oldugu goérildi.
Literatlrde bu konu ile ilgili bir calisma bulunmaz iken kimyasal TiO2 nanopartikilinin
ADMKH etkisine kiyasla biyojenik TiO2 NP hiicreler Ulzerinde hemen hemen tim

konsantrasyonlarda proliferasyona olumlu etki gostermektedir.

Biyojenik glimiis nanopartikiiliinin ADMKH etkisine bakildiginda hiicre canlihiginda
artan konsantrasyonlar ile birlikte kademeli olarak azalma gorildi ve en fazla
inhibisyon 100 mg/mL konsantrasyonda %43 oraninda olarak tespit edildi. Kimyasal
sentez ile elde edilen Ag nanopartikiiliine nazaran biyojenik Ag nanopartikiliinin
ADMKH uzerindeki apoptotik etkisinin oldukca fazla oldugu gortilmektedir. Literatlirde
biyojenik Ag nanopartiktlt ile ilgili az sayida c¢alisma bulunmakla beraber

spermatogoniyal kdk hicreler Gzerinde boyuta bagl toksik etkilerinin oldugu rapor
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edilmistir [201]. Bu nedenle vyapilan bu c¢alisma farkli dozlardaki vyesil Ag

nanopartikillerin ADMKH Uizerindeki etkisinin incelenmesi agisindan bir ilk olmaktadir.

Biyojenik TiO,@Ag nanopartikilinin ADMKH canliliginda kullanilan konsatrasyonlar
arttikca hiicre proliferasyonunu azalttig gorilda. Biyojenik TiO,@Ag nanopartikiliinde
bulunan TiO; ve Ag nanopartikillerinin tek baslarina olan etkilerinden farkh bir etki
gostermistir. Literatirde bu konu ile ilgili ¢alismalar son derece yetersizdir. Boylece ilk
kez olarak gergeklestirdigimiz bu galismada kombine nanopartikillerin yeni birer

nanopartiklller olarak kullaniminin énemi ortaya ¢ikmaktadir.

Nanopartikiillerin kék hiicrelerin proliferasyonlari tzerine etkileri incelenirken merak
edilen bir diger konu da hiicrelerin farklilasmalarina olan etkileridir. Kimyasal ve yesil
yontem ile sentezlenmis nanopartikillerin ADMK hiicrelerinin adipojenik ve osteojenik

farkhilasmalari incelendi.

Yaptigimiz calismalarda kimyasal TiO2 nanopartikilinin 10 ug/mL konsantrasyonda
adipojenik farklilasmayi inhibe ettigi, ancak 20 ug/mL’de kontrol grubuna kiyasla ¢ok
daha fazla farklilasmis hicrelerin bulundugu mikroskobik olarak tespit edildi.
Osteojenik farklilasmaya olan etkiler incelendiginde ise 1 pg/mL ve 10 pg/mL
konsantrasyonda hicrelerin kontrol grubuna kiyasla daha fazla farklilasmis hiicre
gruplari icerdigi ancak artan konsantrasyonlarda plate igerisinde hicrelerin
morfolojilerinde bozulmalar ile birlikte deadezyona ugradiklari saptandi. Biyomedikal
Urlinlerin tasariminda kullanilan titanyum nanopartikillerinin insan kemik iligi
mezenkimal kok hicreleri ile 3 hafta etkilesimi sonrasinda %64 oraninda kalsiyum
birikimi oldugu [202], diger taraftan bir baska calismada TiO, nanopartikili ile
kaplanmis implantlarin kullaniminda sican kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin
hiicre adezyonunun ve osteojenik farklilasmasinin tetiklendigi rapor edilmektedir
[203]. Biyomedikal alanlarda kullanimi artan TiO2 nanopartikidlinin etkileri
incelendiginde ylizey kaplama sekilde yapilan calismalarin kalsifikasyonu artirmasi ile
ilgili bilgiler bizi desteklerken, elde ettigimiz verilerin hiicre ortamina eklenen disuk
konsantrasyonlarda ve belli bir boyut araliginda nanopartikiil kullaniminin farkli
sonuclara neden olmasi ile de diger calismalardan farkli sonuglarin alinmasina neden

olmustur.
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Kimyasal Ag nanopartikiliiniin ADMKH farklilagsmasina etkisi incelendiginde adipojenik
farkhlasmanin kontrol grubuna kiyasla artan konsantrasyon ile birlikte hizlandigi ancak
50 pg/mL’hk konsantrasyondan itibaren hiicrelerin bulunduklar yizeyden kalkarak
deadezyona ugradiklari tespit edildi. Yapilan bir ¢calismada Ag nanopartikilinin toksik
olmayan konsantrasyonlarinin mezenkimal koék hicreler Uzerinde adipojenik
farkhlastirmayi konsantrasyon arttikca duslirdiglu tespit edilmistir [204]. Boylece
calismamiz diger arastirmalar tarafindan da desteklenmektedir. Bir baska ¢alismada ise
biyomedikal Urinlerde antibakteriyal amagh kullanilan Ag nanopartikillerinin (10nm-
20 nm boyutu ve 10 pug/mL konsantrasyonda) kok hiicre canhligina minimal dizeyde
etki ettigi ve adipojenik farklilasmasina ise etkisinin olmadigi bildirilmistir [205]. Ayrica
Ag NP’lerinin 80 nm’den blyik boyutlarda oldugu zaman 24 saatlik sire sonrasinda
hicre zarindan girdikleri ancak nikleus igine giris yapmadiklari ve endolizozomlar
icerisinde agregatlar seklinde bulunduklari rapor edilmektedir [206]. Boylece yaptigimiz
calismalarda toksik etki gostermedikleri belirlenen Ag nanopartikillerinin kullandigimiz
boyut ve dozlarin sec¢imi ile desteklendigi ve daha once bu o6zelliklere sahip Ag
NP’lerininin kullanilmamasi nedeni ile de galismamizda elde edilen verilerin bir ilk
oldugu ortaya cikmaktadir. Ag NP’lerinin osteojenik farklilasmaya olan etkileri
incelendiginde ise en fazla osteojenik farklilasma en yiiksek konsantrasyonda olarak,
disliik konsantrasyonlardaki gruplarda cok sayida hiicrenin deadezyona ugradiklari
tespit edildi. Ag NP’lerininin osteojenik farklilasma Uzerindeki etkisini inceleyen bir
calismada NP’lerinin dislik boyut ve diisliik konsantrasyonlarda (10 nm — 20 nm boyutu
ve 10 pg/mL konsantrasyon) etkisinin olmadigi bildirilmistir [207]. Yapilan bir baska
calismada fare femoral bolgede meydana getirilen bir yaranin Ag nanopartikili ile
desteklenmis biyomateryal sayesinde bolgenin iyilestigi ve osteojenezin hizla
gerceklestigi tespit edilmistir [208]. Bir baska calismada da yine implantlarda
antimikrobiyal etkinin artirilmasi amaci ile paslanmaz celik ylizeye farkl boyutlarda Ag
NP’lerininin islenmesi ile yalnizca antimikrobiyal etkinligin degil ayrica osteojenik
farklilasmanin da arttigi tespit edilmistir [209]. Diger bir yandan Ag nanopartikillerinin
spesifik hicre fonksiyonlarini inhibe ederek ve osteokalsin lretimini bloke ederek
osteojenik farklilasmayi azalttigi rapor edilmistir. Calismada 80nm boyutunda sirasi ile

2,5ug/mL, 5ug/mL ve 10ug/mL konsantrasyonlarda uygulanan Ag nanopartikiliiniin

133



etkilerinin nanopartikilin yizey fonksiyonelligine, konsantrasyonuna, oksijen tasima
miktarina ve sicakliga bagh olarak degisiklik gosterebilecegini belirtmistir [210]. Buna
gore de yaptigimiz calismada elde ettigimiz verilerin diger calismalarda kullanilan
konsantrasyonlar ile  birbirinden farkli olmasinin esas nedeninin  farkli
konsantrasyonlarda osteojenik farklilasmanin farkli etkiler gostermesinin tespit

edilmesi ile diger arastirmacilar tarafindan da desteklenmektedir.

Kimyasal TiO2@Ag nanopartikilinin ADMK hiicrelerin adipojenik farklilasmaya etkisini
inceledigimizde kontrol grubunda farklilasma normal seyrinde devam ederken 50
pug/mL konsantrasyona kadar hicrelerin farklilasmasinda artis, 100 pg/ml’de ise
hicrelerin morfolojilerinde bozulmalar ve deadezyon meydana geldi. Osteojenik
farklilasmada ise kontrol grubuna kiyas ile en fazla farklilasmis hiicre 50 pg/mL
konsantrasyonda gozlenirken, 20 pg/mL konsantrasyonda hicre farklilasmasinin
olduk¢a dusiik ve deadezyon miktarinin fazla oldugu ortaya cikti. Boylece doku
mihendisligi calismalarinda kullanilmak tzere segilen nanopartikillerin tird, boyutu ve
ylzey vyuklinin yanisira uygun konsantrasyonun seg¢iminin O6nemi de ortaya

citkmaktadir.

Kimyasal nanopartikillerin ve kombinasyonlarinin kék hiicreler lzerindeki etkileri
incelenirken bu nanopartikillerin yesil olanlarinin incelenmesi de son derece 6nemli ve
gereklidir. Bu nedenle biz de galismada yesil nanopartikiillerinn ADMKH farkhlagmalari

Uzerindeki etkilerini inceledik.

Biyojenik TiO2 nanopartikiiliiniin adipojenik farkhlasmay! artirdigi konsantrasyon
1ug/mL, inhibe ettigi konsantrasyon ise 100 pug/mL iken diger konsantrasyonlar kontrol
grubu ile benzer farklilasma sireci izlediler. Osteojenik farklilasma icin ise
farkhilasmanin 50 pg/mL ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda devam ettigi, kontrol grubu
ile benzer o6zellik gosterdigi ancak distik konsantrasyonlarda hiicrelerin bulunduklari
flask ylizeyinden kalktiklari tespit edildi. Yesil yontem ile sentezlenen Ag NP’nde
adipojenik farkhlasma 1 pug/mL ve 10 pg/mL konsantrasyonlarda artarken 20 pg/mL, 50
pug/mL ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda azalma gorilmektedir. Farkhlasmada en fazla
inhibisyon etkisi 50 pg/mL’de karsimiza c¢ikmaktadir. Hicrelerin biyojenik gimis

nanopartikill ile maruziyetinde osteojenik olarak en fazla farklilastiklari konsantrasyon
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ise 100 pg/mL olarak goruldl, diger konsantrasyonlarda hicrelerin canliliklarini
surdirmelerine ragmen dahi farklilasma oranlarinin kontrol grubuna oranla daha az
oldugu belirlendi. insan adipoz dokusundan elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin
adipojenik farkhilasmasini en fazla indiikleyen konsantrasyonun 50 pg/mL oldugu tespit
edildi. Bu indiksiyonu takiben 10 pg/mL konsantrasyondaki TiO,@Ag ve 20 pg/mL
konsantrasyona sahip TiO. NP gelmektedir. Asagidaki tabloda gorilecegi gibi
farklilasma Uzerinde inhibe edici NP ise biyojenik Ag NP (50 pg/mL) olmustur.
Osteojenik farklilasmada ise hiicrelerin uygulanan tim konsantrasyonlar sonrasinda
hicre morfolojilerinin bozulmasini takiben flask tabanindan kalkarak farkhlasma
surecine giremedikleri belirlendi. Boylece glimis nanopartikillerin biyomedikal Grin

tasarimlarinda kullanimi 6nerilmistir [211].

Sonug olarak bu g¢alismada elde edilen bilgiler 1siginda farkli nanopartikillerin farkli
sentez yontemleri ile Uretilmesi, farkh hicre hatlarinin kriyobanktan cikarilarak
laboratuvar sartlarina adapte edilerek devamli hiicre kiltiirlerinin elde edilmesi ve
nanopartikillerin hiicre hatlari izerindeki etkileri incelenmistir. Ayrica bu calismada
elde edilen sonuclar TUBITAK tarafindan yayinlanan 2003-2023 Teknoloji Ongérii
Gahsmasinda, Turkiye’de kok hiicre teknolojilerinin gelistirilmesi ve kok hicrelerin
ozellikle rejeneratif tip uygulamalarinda kullanilabilir hale gelmesi gerekliligi ve

nanoteknolojik ¢alismalarin gelistirilmesi talebine de uygun olarak yapilmistir.
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

5.1 Sonug Degerlendirmesi

Calismamizda diinyada ve Ullkemizde ilk kez olarak TiO;, Ag ve bu iki nanopartikllin
kompoziti olan TiO.@Ag nanopartikiili hem kimyasal ve hem de yesil yontem ile
sentezlendi. Nanopartiklller diinyada ilk kez Teucrium stocksianum Bioss bitkisi
kullanilarak biyojenik olarak elde edildi. Hem kimyasal hem de yesil yontem ile elde
edilen bu nanopartikillerin bes farkli konsantrasyonlari kullanilarak somatik (L929 ve
J774) ve adipoz dokudan elde edilen mezenkimal kok hicrelerin (ADMKH)
proliferasyonlarina  etkileri incelendi. Daha sonra nanopartikillerin  ayni
konsantrasyonlarinin mezenkimal kok hiicrelerin adipojenik ve osteojenik
farklilagmalari Gzerindeki etkileri gdzlendi. Kimyasal ve yesil yontem ile sentezlenmis
nanopartikillerin hiicrelerin canliliklarina olan etkilerinin farklh sonuglara neden oldugu
tespit edildi. Ayrica bu nanopartikillerin etkileri kullanilan hiicre hatti ve kullanilan
doza bagli olarak proliferasyon ve diferasyonda farkliliklarin meydana geldigi de ortaya

koyuldu.

5.2  Oneriler

Nanopartikillerin kullanilacagi alana ve etki edecegi cevreye/organizmalara bagl
olarak uygun hiicre hatlarinin belirlenmesi, nanopartikillerin farkli boyut ve dozlarda

kullanilarak non-toksik degerlerinin tespit edilmesi, nanopartikiil kombinasyonlarinin
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tek tek nanopartikiillerden farkh o6zelliklere sahip olmasi nedeni ile yeni alanlarda

kullaniminin tercih edilebilecegi 6nerilmistir.
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