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OZET

DNA’NIN ARKEOZOMLARLA FORMULASYONTU, IN VITRO
KARAKTERIZASYONU VE MEMELiI HUCRE KULTURLERINDE TASIYICI
OLARAK KULLANILMASI

Bu c¢alismada asir1 halofilik 6zellige sahip Haloarcula hispanica’dan ekstre edilen polar
lipidler kullanilarak hazirlanan lipozomlarin (arkeozomlar) DNA molekiillerinin memeli
hiicrelerine verilmesinde tasiyici olarak potansiyeli arastirtlmistir. H. hispanica pastel portakal
izolat1 Birbir ve arkadagslar1 tarafindan Tuzkdy Tuz Madenlerinden izole edilmistir (2004).
Haloarcula hispanica biiyiik 6l¢ekli steril Brown besiyerine ekilerek 40°C’de 120 dev/dak
calkalama hizinda yaklasik 30 giin boyunca iiretildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler +4°C’de,
10 000 dev/dak hizda, 10 dakika santrifiij edilerek toplandi ve lipid izolasyonunda kullanildu.
Lipid ekstraksiyonunda kloroform/metanol/distile su (1:2:0.8, v/v) kullanild1 ve polar lipid
fraksiyonu soguk aseton ile ¢oktiiriilerek yapildi. Elde edilen lipidler, rotary evaporatorde
buharlastirilarak evaporasyon balonu cidarinda ince bir film haline getirildi. Lipid tabakas1 10
mM HEPES tamponu (pH = 7.4) igerisinde hidrate edildi. Elde edilen arkeozomlar enjeksiyon
sisteminden gegirilerek boyutlandirildi ve +4°C’de saklandi. Plazmitler pEGFP-N1 (Clontech,
ABD) ve pSV-B-Gal (Promega, ABD), Escherichia coli hiicrelerinde ¢ogaltildi. E.coli
hiicreleri Luria Bertani besiyerinde (pH = 7.0) hiicre yogunlugu ortalama 4 x 10° h/ml olacak
sekilde tiretildi. Hiicreler santrifiijle toplandi ve plazmit DNA, Peglab MidiPrep Plazmit Kit
kullanilarak saflastirildi. Plazmit DNA’larin arkeozomlara yiiklenmesinde iki farkli yontem
izlendi: a) HEPES tamponu ile hidrate edilerek hazirlanan bos arkeozomlar belli oranlarda
plazmit DNA ile karistirilarak oda sicakliginda 20 dakika bekletildi. Plazmit DNA/arkeozom
kompleksi olusumu ve baglanmamis plazmit DNA agaroz jel elektroforezi ile incelendi, b)
Arkeal lipidler evaporasyon ile balon cidarinda ince bir film haline getirildikten sonra
hidrasyon asamasinda plazmit DNA ortama katildi. Plazmit DNA’lar ve DNA enkapsiile
etmis arkeozomlar agaroz jel elektroforezi ile incelendi. Yukarida belirtildigi sekilde
hazirlanan arkeozomlarin zeta potansiyelleri ve partikiil boyutlar1 Zetasizer Nano ZS
cthazinda ol¢iildi. Transfeksiyonda HEK293 (insan embriyonik bobrek) hiicre hatti kullanildi.
HEK293 hiicre hatt1i %10 fetal bovin serum igeren D’MEM besiyerinde 37°C %5 CO;
inkiibatoriinde kiltiire edildi. GFP (yesil floresan proteini) ekspresyonu floresan mikroskobu
ile incelendi. B-Galaktosidaz ekspresyonu, hiicre lizatlarlarinda B-Galaktosidaz aktivitesinin
spektrofotometrik yontemlerle oOlgiilmesi ile saptandi. Hazirlanan arkeozom orneklerinin
morfolojik 0Ozelikleri tarayict1 prob mikroskobunun atomik giic modunda (AFM) ve
transmisyon elektron mikroskobu (TEM) kullanilarak incelendi. pEGFP-N1 transfeksiyon
calismalar1 arkeozomlu 6rneklerin ¢iplak DNA’dan daha fazla GFP ekspresyonu yapmasi ile
sonuglandi. Yine de, ticari transfeksiyon reaktifi ile karsilastirildiginda ekpresyon seviyesi
diisiiktiir. pSV-B-Gal plazmiti ile elde edilen sonuglar da pEGFP-NL1 ile paralellik gosterdi.
Sonu¢ olarak, arkeozomlarin elektronegatif olmasi DNA’ya baglanma potansiyelini
dolayisiyla da in vitro transfeksiyon etkinligini azaltmaktadir. Transfeksiyon etkinligini
arttirmak icin DOTAP, polibren, kitozan ve Ca? iyonlarindan yararlanilmistir. Kalitatif
incelemeler sonucunda arkeal lipidlerin DOTAP’1n in vitro transfeksiyon etkinligini arttirdigi
gozlenmistir. Ca®* iyonlar1 ile yapilan calismada ise artan konsantrasyonda CaCl;’nin
arkeozomlar ile in vitro transfeksiyon etkinligini belirgin diizeyde arttirdig1 saptanmistir.

Anahtar kelimeler: Haloarcula hispanica, arkeozom, lipid ekstraksiyonu, plazmit, gen
transferi, transfeksiyon.
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ABSTRACT

FORMULATION AND IN VITRO CHARACTERIZATION OF DNA WITH
ARCHAEOSOMES AND ITS UTILIZATION AS DNA CARRIER TO MAMMALIAN
CELL CULTURES

This study investigates the DNA delivery potential of archaeosomes prepared from
Haloarcula hispanica to mammalian cells. The archaeal lipids were extracted from extremely
halophilic archaea Haloarcula hispanica isolated from Tuzkdy Salt Mine by Birbir et al.
(2004). Haloarcula hispanica cells were grown aerobically at 40°C, pH 7.5, for 30 days in
Brown medium containing 18% NaCl. All cultures were harvested by centrifugation and
stored at —20°C as cell pastes. Lipids were extracted using methanol/chloroform/water
(2:1:0.8, v/v), and total polar lipid fraction collected by cold acetone precipitation. Polar lipids
were dried by rotary evaporatory and the dry lipid film obtained was hydrated in 10 mM
HEPES buffer, pH 7.4. Archaeosomes were sized by injection systems and stored in +4°C.
Two types of plasmid vectors were used: pEGFP-N1 (Clontech, USA) and pSV-p-Gal
(Promega, USA). Archaeosome/plasmid DNA complexes were formed by adding plasmid
DNA to various concentrations of hydrated archaeal lipid fractions by vortexing and
incubating at room temperature for 20 minutes. DNA encapsulated archaeosomes were
prepared by the addition of plasmid DNA during the hydration process of archaeal lipid film.
Archaeosome/plasmid DNA formation and unbound DNA were monitored by agarose gel
electrophoresis. The surface charge density of archaeosomes was measured by Zeta-Sizer.
The archaeosomes were found to be electronegative by the zeta potential analysis. Human
embryonic kidney (HEK293) cell line was used for the transient transfection experiments. The
DNA transfection efficiency was measured by B-Galactosidase assay or monitored with
fluorescence microscope. Archaeosome formulations were visualized by atomic force
microscope (AFM) and transmission electron microscope (TEM). The pEGFP-N1
transfection studies resulted in higher GFP expression in archaeosome samples than naked
DNA. However, the expression level is considerably low when compared to conventional
transfection reagents. The results are parallel with samples prepared with pSV-p-Gal plasmid.
As a conclusion, the electronegativity of archaeosomes lowers the DNA binding potential and
so the in vitro transfection efficiency. To improve the DNA delivery capacity of
archaeosomes, electropositive molecules such as DOTAP, polibren, chitosan and Ca** ions
were used. Observations showed that archaeal lipids improve in vitro transfection efficiency
of DOTAP. Also, the results indicated that increasing concentrations of CaCl, improved in
vitro archaeosomal transfection efficieny in a prominent manner.

Keywords: Haloarcula hispanica, archaeosome, lipid extraction, plasmid, gene transfer,
transfection.
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1.  GIRIS

Lipozomlarla ilgili ilk calisma Bangham ve arkadaslar1 (1964) tarafindan yapilmistir. Sadece
hiicre membranina model olusturmak {izere baslatilan bu ¢alismalar lipozomlarin etkin madde
tasiyicisi olarak kullanilabileceginin anlasilmasi ile yogunlagmistir. Giiniimiizde birgok aktif
madde farkli ozelliklerde lipozomlarla formiile edilmekte ve tedavide kullanilmaktadir.
Arkeozomlarin tek basina antijen teslim ettigi ve dendritik hiicre aktivitesini degistirdigi tespit
edilmistir (Benvegnu vd., 2004). Antikor tarafindan saglanan (Th1/Th2) immiin
reaksiyonlarin1 desteklerler. Arkeozomlarin, konvansiyonel lipozomlara gore daha kararl
oldugu bildirilmistir (Krishnan, 2000). Etkin maddenin terapotik etkisini arttirabilirler (Allen,
2000). Arkeozomlarin diger kolloidal sistemlere gore iistlinliikleri vardir. Arkeozomlar,
viicudun yap1 tasi olan fosfolipidlerden olustuklari igin biyolojik olarak yikilirlar,
immiinojenik ve toksik etki gostermezler. Kii¢iik dozlar1 bile terapotik etki saglayabilir, etkin
maddeyi enzimatik etkilerden korurlar, yarilanma omrii kisa olan maddelerin yarilanma
Omriinii uzatirlar, suda ve yagda ¢oziinen etkin maddeleri tasiyabilirler ve DNA veya RNA
gibi makromolekiilleri hedef bolgeye gotiirebilirler. Dolayist ile lipozom preparatlari
gelecegin ilag tasiyict ve gen transfer sistemleri olarak 6zellikle gelisen gen teknolojisi ile giin
gectikce onem kazanmaktadir. Gen tedavisi ¢alismalarinda karsilasilan en 6nemli sorun olan
DNA molekiillerinin hedef hiicrelere ulastirilmasi, bu alanda ¢alisan tiim arastirmacilari etkili
bir yol bulmaya yonlendirmistir. Arkeozomlar yukarida bahsedilen ozelliklerinden Gtiirii

DNA transferinde umut vaat etmektedirler.

Bu calismada halofilik 6zellige sahip Haloarcula hispanica’dan ekstre edilen polar lipidler ile
hazirlanan lipozomlarin (arkeozomlar) DNA molekiillerinin memeli hiicrelerine verilmesinde

tasiyici olarak potansiyeli incelenmistir. Bu amagla:
)} PEGFP-N1 ve pSV-B-Gal plazmit DNA’lar tiretildi ve saflagtirildi.

1) Haloarcula hispanica kiiltiirii biiyiik 6lgekli olarak yapildi ve total lipidler ekstre
edildi.

[11)  Polar lipidler soguk aseton ¢oktiirmesi ile total lipid fraksiyonundan ayrildi.
IV)  Plazmit DNA’nin arkeozomlarla formiilasyonu gergeklestirildi.

V) Arkeozomlarin in vitro kontrolleri agaroz jel elektroforezi, Zeta-Sizer, AFM ve

TEM cihazlar1 kullanilarak incelendi.

VI)  In vitro transfeksiyon sonuglari kullanilan plazmite gore iki farkli sekilde



degerlendirildi. pPEGFP-N1 plazmitinin kullanildig1 deneylerde sonuglar, floresan
mikroskop altinda GFP proteinin ekspresyonu izlenerek degerlendirildi. pSV-p-
Gal plazmitinin kullanildigr deneylerde ise, transfekte hiicrelerden hazirlanan
lizatta, B-Galaktosidaz enzim aktivitesi spektrofotometrik yontemler ile kantitatif

olarak belirlendi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Lipozomlar
Lipozomlar katmanli fosfolipidlerin bilesimiyle meydana gelen cok kiiciik (nanometre
boyutunda) sulu faz igeren kiireciklerdir. Lipozomlarin yapisi genel olarak Sekil 2.1°de

gorilmektedir.

Sekil 2.1 Tek tabakali bir lipozomun yapis1 [1].

Lipozomlar, temel olarak aktif maddelerin etkinligini arttiracak ve istenmeyen toksik
Ozelliklerini azaltacak sekilde, cok secici olarak maddelerin tasinmasinda kullanilmaktadir.
Diger durumlarda, lipozomlar etkinin uzatilmasinda, adsorbsiyonun gelistirilmesinde veya
basitce aktif maddelerin stabilize edilmesinde kullanilmaktadir. Ayrica gen transferinde ve
cesitli teshis ve endiistriyel uygulamalarda yararli olmaktadir. Boyutlar1 ve fizikokimyasal
ozellikleri, bu yapilarin kapsiillenmis iiriinii serbest birakarak doku i¢ine degisik yollarla

penetrasyon ve diflizyonuna yol agmaktadir [1].

Lipozomlar son yillarda tibbin pek ¢ok uygulama alaninda ilgi odag haline gelmistir.
Lipozomlarin akiskanligi, gegirgenligi ve molekiiler organizasyonu gibi 6zellikleri lizerine
yogunlagmis olan fizikokimyasal ¢alismalar, dogal membranlarin yapisal elementi olarak ¢ift
katli lipid tabakalarinin 6nemini ortaya koymaktadir. Hiicre biyolojisinde lipozom-hiicre
etkilesimleri, flizyon ve adhezyon gibi fizyolojik proseslere bir model teskil etmektedir. Buna
ek olarak, hiicre-hiicre fiizyonunu gelistirmek, membranlarin fosfolipid ve kolesterol igerigini
degistirmek ve normal olarak suda ¢oziinebilen, fakat hiicre i¢ine gecisi zor molekiillerin
transferinde kullanilabilmektedir. Ayrica klinik arastirmalarda instilin, ¢esitli enzimler ve anti
tiimor ilaglar gibi ¢esitli terapotik ilaglarin farmakolojik kapsiilleri olarak da kullanilmaktadir

(Coral, 2000).



2.2 Lipozomlarin Yapisi ve Ozellikleri

Lipozomlarin yapisin1 anlamak i¢in oncelikle lipid ve fosfolipidin ne oldugunu kisaca
aciklamak gerekmektedir. Lipidler, yag ve vakslar gibi canli organizmalarda meydana gelen
bir grup kimyasal bilesik olup, sudaki ¢oziiniirliikleri olduk¢a diisiiktiir. Fosfolipidler ise,
fosfat grubu igeren bir tiir 6zel lipid olarak tanimlanabilir. Fosfolipidler lipozomlarin ve hiicre
zarmin yapitaglaridir. Lipidler genellikle hidrofob ve apolar bir yapiya sahiptirler. Bu nedenle
su ile karigmazlar. Fakat fosfolipidlerin fosfat grubu hidrofil ve polar yapiya sahip
oldugundan, bunlar suyla karistirilabilmektedir. Sekil 2.2’de belli basli fosfolipid gruplar1 ve

bunlarin fiziksel ve kimyasal yapilar1 gosterilmektir.

PC SM OP
{Phosphatidylcholing) [(Sphingemyelin) {Diger fosfolipitler} suU
e ) P e e e e Pl sl et Pl Vet PVl P tesl PVl Pt PVl PVl Pt

Suyu seven bélge
{Hidrofilik bag grup)

Suyu sevmeyen bilge
{Hidrofobik kuyruk grubu)

Sekil 2.2 Baslica fosfolipid gruplari ve bunlarin fiziksel ve kimyasal yapilar1 (Yurdakul
ve Atav, 2007).

Fosfatidilkolin (lesitin), hayvan ve bitkilerde sik¢a rastlanan fosfolipid olup, toplamin %50’si
kadarin1 olusturmaktadir. Fosfatidilkolin iki katli (bilayer) membranlarin temel yapi tasidir.
Ozellikle plazma zarinin dis yaprak¢igmin biiyiik bir kismini teskil etmektedir. Fosfatidilkolin
ayn1 zamanda plazmadaki temel fosfolipid olup, lipoproteinlerin 6nemli bir bilesenidir.
Bakteriyel zarlarda ise daha az miktarda (bakteri tiirlerinin muhtemelen %10’ununda)
bulunmaktadir. Bunlar kuvvetli asidik ortamdan kuvvetli bazik ortama kadar degisen pH

araliginda amfoter veya notr karakterde olan fosfolipidlerdir (Yurdakul ve Atav, 2007).
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Sekil 2.3  Fosfatidilkolinin kimyasal yapisi.

Sfingomiyelin, pozisyon 1’e eklenmis fosforilkolin pargasi ile seramid biriminden
olusmaktadir. Buradan sfingolipidin’in fosfatidilkolinin benzeri oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Sfingomiyelin, hayvan hiicresinin zarinda sik¢a rastlanan bir bilesiktir ve sfingolipid en fazla



miktarda burada bulunmaktadir. Gergekte, belirli dokulardaki lipidlerin %50 kadarim
kapsayabilmektedir ve bu nedenle fosfatidilkolinden daha az miktarda bulunmaktadir

(Yurdakul ve Atav, 2007).
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Sekil 2.4 Sfingomiyelinin olusumu ve kimyasal yapisi.

Fosfolipidler su icerisine eklendiginde, hidrofilik bolgeleri suya dogru ve hidrofobik bolgeleri
sudan uzaklasacak sekilde kendilerini diizene sokarlar. Fosfolipidlere 6zgii bu es zamanlh
hidrofilik/hidrofobik yapiya sahip olmalari, bunlarin su igerisinde ¢ift tabakali gibi yapilanma
Ozelliginin temel nedenidir. Fosfolipid ve su molekiilleri arasindaki ¢ekme ve itme kuvvetleri,
fosfolipidlerin kendi aralarinda ¢ift tabakali (bilayer) gibi organize olmasini saglamaktadir.

Bu durum Sekil 2.5°te a¢ik bir sekilde goriilmektedir (Yurdakul ve Atav, 2007).
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Sekil 2.5 Fosfolipidler arasindaki dikey ve yatay etkilesimler (Yurdakul ve Atav, 2007).
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Bu ¢ift kath fosfolipid tabakalari, lipozom ve hiicre zarinin ¢ekirdek yapisini olusturmaktadir

(Sekil 2.6).



S i
l( ( \JI | | '.if;i‘v'\f'; /‘f !/, / ‘ /(
b*'( obb Otbo uc;)

Cok kiigiik lipozom (nanozom) olusumu Hiicre zar1 olusumu

Sekil 2.6  Cift katli fosfolipid tabakalarindan lipozom ve hiicre zarinin olugsumu
(Yurdakul ve Atav, 2007).

Lipozomlarin ii¢ boyutlu yapis1 bir topa benzemektedir. i¢ yapilarinin gériilebilmesi icin Sekil
2.7°de bu top ikiye

bolinmiistiir.
Hidrofohik bosluk

Sekil 2.7 Lipozomun ii¢ boyutlu yapist (Yurdakul ve Atav, 2007).

Sekil 2.7°den goriilebilecegi lizere lipozomlar hem hidrofilik polar hem de hidrofob apolar
bosluklar icermektedir. Bu sayede suda ¢oziinebilen maddeleri polar bosluklarinda, yagda
¢oziinebilen maddeleri ise hidrofobik bosluklarinda kapsiilleyerek bunlar i¢in bir tasiyici
vazifesi gorebilmektedirler. Lipozomlar i¢lerindeki 6zel bosluklarda suda ¢6ziinen maddeleri
yagda ¢ozlinen maddelere gore daha iyi bir sekilde kapsiilleyebilmekte ve tagiyabilmektedirler
(Yurdakul ve Atav, 2007).

Lipozomlar gerek sentetik gerekse dogal fosfolipidlere kolesterol ilave edilerek
olusturulmaktadir. Formiilasyonlar daha ¢ok tarihi sebeplerden veya dogal membran
kompozisyonlarmma olan benzerlik (analoji) sebebiyle tercih edilegelmistir. Lipozomlarin

hazirlanmasinda en ¢ok fosfatidilkolin (Lesitin) kullanilmaktadir (Coral, 2000).

Her fosfolipid tiirii bir jel-siv1 gecis sicakligi (Tc) ile karakterize edilmektedir. Bu sicakliin
altinda yag asidi zincirleri hemen hemen bir kristal diizlemindedir. Bu sicaklifin iizerinde ise

zincirler daha siv1 bir fazdadir. Zincirin erimesi ile birlikte ¢ift tabakanin kalinlig1 azalmakta



ve her bir molekiil basina diisen alan artmaktadir. Bu degisiklikler X-1sin1 diffraksiyonu,
niikleer manyetik rezonans, elektron spin rezonans, differansiyel scanning kalorimetrisi ve
floresans depolarizasyonu gibi c¢esitli fiziksel tekniklerle arastirilmistir. Genel olarak Tc
degeri zincir boyu azaltilarak, ana zincirlerin doyurulmamasiyla, biiyiik yan gruplarla ve asil
zincirin dallanma gostermesi gibi durumlarla azaltilabilir. Polar bag gruplari da gecis
sicakligint etkiler, fakat ana zincirler kadar etkili olmaz. Dogal fosfolipidler (6rnegin yumurta
fosfatidilkolini), doymus ve doymamis ana zincirlerin bir kompleksini igerir ve diisiik sicaklik
gecislerinin genis olusu ile karakterize edilir. Kiigiik unilamellar vezikiiller genellikle daha

diisiik ve daha genis gecis sicakliklar1 gostermektedir (Yurdakul ve Atav, 2007).
Farkl1 lipozomal formiilasyonlarin 6zellikleri;

e hazirlama teknikleri

e lipid yapis1

o yik

e etken maddeler
tarafindan belirlenmektedir. Tiim bu parametrelerin elde edilen lipozomal {iriiniin davranisi
tistlinde onemli etkisi vardir. Hiicre ile lipozom arasindaki molekiiler etkilesim kadar boyut
da, en etkili hedefe ulasmada goz 6niinde bulundurulmalidir. Ornegin ¢ok 6zel bir amaca
ulagabilmek, lipozomlarin yiizeyine monoklonlu antikorlarin baglanmasiyla miimkiin

olmustur [1].

Fosfolipidlerin hiicreler lizerine olan etkileri ile ilgili aragtirmalarin baslangic1 1900’11 yillara
dayanmasina ragmen, sadece yeni yapilan bazi calismalar lipozomal yapilarla hiicrelerin
etkilesimi acisindan bir takim agiklamalarda bulunabilmistir. Bu gibi etkilesimlerin
mekanizmalar1 ancak 1970°li yillarda hiicre biyolojisi ve tip alaninda lipozom
uygulamalarinin odagi haline gelmistir (Coral, 2000). Giiniimiizde lipozomlarin hiicrelerle
farkli yollarla etkilesime girebildigi bilinmektedir. Bunlar; flizyon, adsorpsiyon, endositoz ve
fagositoz seklinde siralanabilir. Lipozom ve hiicre tipine bagli olarak bunlardan biri ya da
diger etkilesimler meydana gelebilmektedir. Lipozomla hiicreler arasindaki etkilesimlerin,
biiyiik 6l¢tide lipozomlarin yapisi ve bilesimine bagli oldugu bulunmustur (Yurdakul ve Atav,
2007).



2.2.1 Lipozomlanmis Maddelerin Hiicrelere Giris Yollar:

Lipozomlanmis maddelerin hiicrelere verilisi baglica ii¢ yolla olur (Giirsoy vd., 1989;

Scherphof, 1991):

Endositoz: Hiicredeki lizozomun lipozomu pargalamasi sonucu madde salinir. Fizyolojik
pH’da endozom membran1 ile filizyon yaparak birlesirler ve iglerindeki maddeleri
sitoplazmaya salarlar. Endositozun bir diger sekli reseptor araciligi ile olan endositozdur.
Spesifik bir hiicre i¢in hedeflendirici molekiil igeren lipozom, bu hiicredeki reseptorler
tarafindan tutulunca igerigini ekstraseliiler olarak salar ve etkin madde plazma membranindan

difiize olarak etkisini gosterir (Sharma ve Sharma, 1997).

Fiizyon: Lipozomun lipid tabakasi ile hiicre membraninin eriyerek birlesmesidir. Tek tabakali
lipozom, hiicre membran1 ile flizyon yapinca sulu fazda ¢6ziinmiis maddeler hiicre
sitoplazmasina geger. Cok tabakali lipozomlar, hiicre membrani ile fiizyon yapinca birlesen
tabakanin altindaki alinir ve hiicre organelleri tarafindan pargalandiktan sonra etkin madde

serbest hale gecer. Ancak in vivo kosullarda bu mekanizma ¢ok yaygin degildir.

Adsorpsiyon: Once lipozom hiicre membranma adsorbe olur ve lipozomdan difiize olan

maddeler hiicre membranini gegerek igeri girerler.

o/ -
.
-

D3 )

‘Adsorpsiyon Lipidik degisim

Sekil 2.8 Lipozomlanmis ilaglarin hiicrelere verilis mekanizmalari [1].

2.2.2 Lipozomlarin Siniflandirilmasi

Lipozomlar boyutlarina gore kiiciik (Small) ve biiyiik (Large) olarak, katman sayilarina gore
tek tabakali (Monolayer), iki tabakali (Bilayer) ve c¢ok tabakali (Multilayer) olarak
siniflandirilmaktadir. Her bir simif kendine has potansiyel uygulama alanma sahiptir. Ornegin
eczacilikta daha ¢ok tek katmanli lipozomlar (40-250 nm) tercih edilmektedir. Farkli lipozom

cesitlerini elde etmek icin farkli hazirlik teknikleri ve lipidik bilesimler kullanilmaktadir.



Sekil 2.9 Tek (Monolayer) ve ¢ok tabakali (Multilayer) lipozom [2].

Biiyiik, cok tabakali lipozomlar gercekte lipozom iginde lipozom olarak tanimlanabilir.
Bunlarin dar kan damarlarina veya deri igerisine penetrasyon kabiliyetleri simirhdir.
Lipozomlarin i¢ tabakalarina hapsedilen materyallerin ulagilabilirligi ve serbest
birakilabilirligi ortadan kalkmaktadir. Biiyiik lipozomlarin eldesi kolaydir. Sadece fosfolipidin
su igerisinde calkalanmasi yeterlidir. Bu lipozomlar ¢ok sinirli bir fonksiyona sahiptirler ve

genellikle en yaygin olarak gida iiriinlerinde bulunan ticari lesitinden yapilirlar.

Tek ve iki tabakali lipozomlar, biiyiikk lipozomlardan bazi temel 6zellikler bakimindan
farklilik gostermektedir. Bunlar miimkiin olan en yliksek kaliteye sahip bilesenlerden
olugmakta ve 6zel tekniklere gore liretilmektedir. Nanozomlar ticari lesitinden daha kaliteli
materyallerden elde edilmektedir. Nanozom eldesinde kullanilan madde oldukga yiiksek
oranda fosfatidilkolin (PC) igermektedir. Cok kiigiik, tek-iki tabakali lipozomlarin
(nanozomlar) iiretilmesi ¢ok zordur, bu nedenle 6zel yontemler kullanilmaktadir. Nanozomun
eldesi, biiyiik ve ¢ok tabakali lipozomlara ultrasonik enerji uygulanmasini gerektirmektedir.
Bu yontem ¢ok uzun ve son derece dikkat isteyen bir tekniktir. Ayrica kiigiik partiler halinde
yapilmaktadir. Nanozomlar enjeksiyon yoluyla kolaylikla kii¢iik kan damarlarina ve lokal
aplikasyonlarla deri igerisine penetre olabilmektedir. Sekil 2.10°da kiiciik ve biiyiik
lipozomlar arasindaki bazi yapisal farkliliklar goriilmektedir.
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Sekil 2.10 Biiyiik ¢ok tabakali lipozom (a) ve ¢ok kiigiik tek-iki tabakali lipozom (b) [2].
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Lipozomlar tabaka sayisina gore siniflandirilabilir;

- Multilamellar Vezikiiller (MLV): Multilamellar vezikiillerde (MLV) iki tabaka arasindaki
bosluklar, birbirine yaslanmis lameller arasindaki itici hidratasyon kuvvetleri ile Van der
Waals ve elektrostatik ¢ekim kuvvetleri arasindaki dengenin bir sonucu olarak ortaya

cikmustir.

- Kiiciik Unilamellar Vezikiiller (SUV): Kiiciik unilamellar vezikiiller, ¢aplar1 yaklasik 200-
500 angstrom olan vezikiillerdir. S1vi kompartman1 sadece bir ¢ift lipid tabakasi tarafindan
kusatilmistir. SUV’ler biiytikliiklerine ek olarak, gesitli dzellikleri bakimindan da farkliliklar

gostermektedir.

- Biiyiik Unilamellar Vezikiiller (LUV): Bu tip vezikiillerin ¢aplar1 yaklasik 600 angstromden
bir ka¢ mikrona kadar degisiklik gostermektedir.

2.2.3 Maddelerin Lipozomlarda  Tutulmasi1 ve  Tutulmams  Maddelerin
Uzaklastiriimasi

Maddelerin lipozomlarda tutulabilmesi i¢in genel olarak iki yontem kullanilir:
1. Lipozomlarin hazirlanmasi sirasinda etkin madde ilavesi
2. Bos lipozomlara etkin madde yiiklemesi

Lipozomlarin hazirlanmasi sirasinda etkin madde ilavesi: Genel olarak maddeler lipozomlarin
hazirlanmas sirasinda formiilasyona katilirlar. Bu yontemde hidrofilik maddeler sulu fazda,
lipofilik maddeler ise lipidlerin ¢oziindiirtildiigii organik fazda ¢oziindiiriiliirler. Bir lipozom
formiiliinde sadece hidrofilik veya lipofilik madde bulunabilecegi gibi her iki tip etkin madde
birlikte yani ayni lipozomda tutulabilir. Hidrofilik etken madde sulu fazda, lipofilik etken
madde ise lipid fazda tutulur (Kut, 2000).

Bos lipozomlara etkin madde yiliklenmesi: Bu yontemde 6nce bos lipozomlar hazirlanir ve bu
bos lipozomlar etkin madde c¢ozeltisi ile karistirilir. Sonra degisik islemler uygulanarak etkin
madde lipozomlara yiiklenir. Bu islemlerden biri dondurup-¢6zme islemidir. (Fresta vd.,1995;
Bochot vd., 1998). Bos lipozomlara etkin madde yiliklemek i¢in uygulanan bir diger islem,
“aktif ylikleme” veya ‘“uzaktan ylikleme” veya “kademeli pH’da yiikleme” olarak
isimlendirilir. Bu yiiklemenin sadece hidrofilik etkin maddelere uygulanabilecegi
bildirilmistir. Bos lipozomun iki tarafindaki yani dis ortam ve lipozomun i¢ fazi arasindaki pH
farkindan yararlanilarak madde yiiklenir. Bu islem sirasinda lipozomlar belli bir pH ve

sicakliktaki etkin madde ¢ozeltisi ile belli bir siire bekletilir. Sonra baglanmamis etkin madde
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uzaklagtirilir (Sharma ve Sharma, 1997).

Lipozomlar hazirlandiktan sonra ¢ozeltide kalan tutulmamis maddeyi ortamdan uzaklastirmak
icin bazi yontemler kullanilir. Bunlar, diyaliz yontemi, ¢esitli Sephadex ve Sepharose jeller
kullanilarak jel filtrasyon, yiiksek devirde ultrasantrifiij ve iyon degistirici reg¢inelerin
kullanilmasidir. Tam bir temizleme i¢in ayni islemi birkag kere tekrarlamak veya iki degisik

islem uygulamak gerekebilir (Giirsoy vd.,1989; Vemuri ve Rhodes,1995).

2.2.4 Lipozomlarin Temel Sorunlari

Lipozomlarin fiziksel ve kimyasal stabilite sorunu dolayisiyla raf omrii kisadir. Fiziksel
dayaniksizlik, lipozomdan madde sizmasma ayrica agregat olugmasina neden olabilir.
Kimyasal dayaniksizlik, lipidlerin ¢ifte baginin oksidasyonundan veya ester baginin
hidrolizinden olabilir. Baz1 stabilite sorunlarinin lipozomlar: liyofilize ederek saklandiginda
Onlenebilecegi bildirilmistir (Van Winden ve Cromellin, 1999). Sterilite bir diger onemli
sorundur. Fosfolipidler 1siya ve diger sterilizasyon yontemlerine radyasyon/kimyasal
sterilizasyon maddelerine hassastir. En uygun sterilizasyon yoOntemi aseptik ortamda
filtrasyon ile sterilizasyondur. Hazirlanan lipozomlar 0.22 um por biiyiikligiinde
membranlardan gecirilerek steril edilebilir. Ancak bu ydntem biiyiik lipozomlara

uygulanamaz ve viriislerden arindiramaz (Sharma ve Sharma, 1997).

Biitlin bu sorunlara ragmen lipozomlarin diger koloidal sistemlere gore lstiinliikleri vardir.
Yapilarinda polimer olmamasi onlar1 vazgegilmez kilmaktadir. Diger lipid sistemlerinde de
lipozomlardaki sorunlar tam ¢dziimlenememistir. Dolayisiyla lipozom preparatlar1 gelecegin
ilag tasiyici sistemleri olarak 6zellikle gelisen gen teknolojisinde 6nem tasimaktadir (Giirsoy,
2002).

2.3 Halofilik Arkeler

1930’Iu yillarda Edward Chatton, tiim canlilar1 evrimsel gelismislik diizeyleri, benzerlikleri
ve hiicre morfolojileri yoniinden prokayot ve Okaryot olmak {iizere iki gruba ayirmustir.
Ilerleyen zaman igerisinde ribozomal RNA dizi analizlerini kapsayan molekiiler tekniklerin de
kullanilmaya baslanmasi ile hiicresel yasamin ii¢ ayri dalda evrimlestigi kabul edilmis ve
yasamin lglincli formu olan Arkebakteriler 1970’lerin sonunda tanimlanmistir. Boylece

canlilar prokaryotik olan Bakteri ve Arkelerle Okaryotlar olmak iizere 3 domaine ayrilmistir.
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Yesil bakteriler
Flavobakteriler
Spiroketler

Mor bakteriler
Gram pozitif bakteriler

Siyanobakteriler
Deinokoklar
Termotogales

BAKTERILER

Ekstrem halofiller

—

} Metanojenler

_|— 1

ARKELER

Ekstrem termofiller

Bitkiler
OKARYOTLAR _l‘: Funguslar
Hayvanlar
Silliatlar

Civik mantarlar
Flagellatlar

Mikrosporidialar

Sekil 2.11 Ribozomal kiigiik alt birimde bulunan 16S ve 18S rRNA dizilerine gore
olusturulmus filogenetik aga¢ (Woese, 1999).

Canliliklar1 i¢gin minimum 1,5 M NaCl’ye gereksinim duyan ve tuzlalar, yliksek tuzlu
topraklar, deniz ve tuz golleri gibi dogal ortamlarin yanisira tuzlanmis lriinlerden de izole
edilebilen halofilik arkeler; cubuktan iiggene, kareye kadar degisen hiicre morfolojilerine ve
katalaz ve oksidaz aktivitelerine sahip, aerobik, Gram (-), kemoorganotrofik karakterdedirler.
Ayrica bu organizmalar, dis proton pompast olan bakteriodopsin ve i¢ klor pompasi olan

halorodopsin pigmentlerini icermeleriyle de diger canlilardan farklilik gosterirler.

Halobacteriales ordosunun asir1 halofilik arkeleri organik maddelerin pargalanmasi ve
petroliin bioremediasyonu dahil olmak iizere elektronik, gida, tip ve bir¢ok biyokimyasal ve

biyofiziksel calismalarda biyoteknolojik potansiyele ve uygulamalara sahiptirler (Ozcan,
2004).

Halobacteriaceae familyasina ait cins ve tiirlerin teshisi ve smiflandirilmasi; hiicre
morfolojisi, tireme o6zellikleri, spesifik polar lipidlerin analizine dayanan kemotaksonomik

calismalar ve niikleik asit dizi verileri gibi 6zellikleri kapsayan polifazik bir yaklagima gore
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yapilmaktadir (Oren vd., 1997, Oren, 2001). Halofilik arkelerin taksonomik siralamasi
asagidaki gibidir (Brenner vd., 2001, Grant vd., 2001):

Domain..........cceeuennne. Archaea

Filum ..o Euryarchaeota
Sitf HI ..o, Halobacteria
Ordo L..oooeeeeiiene Halobacteriales
Familya l.................. Halobacteriaceae

Halobacteriales ordosu igerisinde giiniimiize kadar tanimlanmis 18 cins ve 51 tiir

bulunmaktadir (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1 Halobacteriales ordosuna ait cinsler ve tiirler (Tindall, 1992; Grant vd., 2001)

FAMILYA CINS TUR

Halobacteriaceae

—T
Halobacterium
Haloarcula

Halobaculum
Halococcis

Haloferax

Halogeometricum
Halorubrum

Haloterrigena

Natrialba

Halosimplex
Halomicrobium
Halorhabdus
Halobioforma
Natrinema

Natronoebacterium
Natronococciis

Natronaemonas
Natronorubium

Halobacterium salinarum®
Haloarcula vallismortis®
Haloarcula marismortui
Haloareula hispanica
Haloarecula japonica
Haloarcula argentinensis
Haloarcula quadrata
Haloareula californiae
Haloarcula sinaiensis
Haloarcula aidinensis
Halobaculum gomorrense”
Halococcus morrhuae”
Halococcuss saccharolyvticus
Halococcus salifodinae
Halococeus dombrowskii
Haloferax volcanii®
Haloferax denitrificans
Haloferax gibbonsii
Haloferax mediterranei
Haloferax alicantei
Haloferax lucentensis
Haloferax alexandrinus
Halogeometricum borinquense”
Halorubrum saccharovorum®
Halorubrum coriense
Halorubrum distributum
Halorubrum lacusprofundi
Halorubrum sodomonse
Halorubrum trapanicum
Halorubrum vacuolatum
Halorubrum tebenquichense
Halorubrum terrestre
Haloterrigena turkmenica"
Haloterrigena thermotolerans
Natrialba asiatica®
Natrialba magadii

Natrialba taiwanensis
Natrialba aegvtiaca
Halosimplex carlbadanse®
Halomicrobium mukohataei®
Halorhabdus utahensis®
Halobioforma haloterrestris®
Natrinema pellirubrum®
Natrinema pallidium
Natronobacterium gregorvi®
Natronococcus occultus®
Natrenococcus amviolvticus
Natronomonas pharaonis®
Natronorubrum bangense®
Natronorubrum tibetense

= Familyamn cins tipi veya Cinsin tiir tipi
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2.3.1 Halobacteriales Ordosunun Ozellikleri

Halobacteriales ordosu gubuk, kok, diiz pleomorfik hiicrelerden, kusursuz diiz, kare hiicrelere
(Oren vd., 1996; Oren, 1999) hatta tiggen ve trapezoid (Takashina vd., 1990; Horikoshi vd.,
1993) sekilli hiicrelere kadar ¢esitli morfolojik tipler icermektedir. Hareketsiz veya demet
seklindeki flagellumlar1 ile aktif haldedirler. Gram negatif veya pozitif olarak
boyanabilmektedirler (Dussault, 1955; Grant vd., 2001). Aerobik olup, oksidaz ve katalaz
aktiviteleri pozitif bazi suslar nitrat varliginda ya da bakteriyorodopsin yardimiyla anaerobik
olarak iireyebilmektedirler. Uremeleri igin en az 1,5 M NaCl’ye ihtiyag duymakta olup
suslarin ¢cogunlugu 3,5-4,5 M NaCl konsantrasyonunda en iyi iireme gostemektedir (Oren,
2000). Pek ¢ok susun koloni rengi, icerdikleri Csp Ve Cyo karotenoidlerinden dolayr kirmizi ve
tonlarindadir. Optimum {ireme sicakliklar1 35-50°C arasindadir. Kemoorganotrofiktirler,
karbon kaynagi olarak karbonhidratlar1 veya amino asitleri kullanirlar. Kompleks ortamlarda
iremelerine ragmen bazi tiirler tek karbon kaynagi iceren inorganik ortamlarda
tireyebilmektedirler (Grant vd., 2001). Fitanil (Cy) veya sesterpanil (Czs) yan zincirleri olan
di-izoprenoid gliserol eter tiirevli polar lipidleri mevcuttur (Kates, 1993). Ordo iiyelerinin
DNA’lan genellikle bir major ve bir mindr komponent icermektedir. Mindr komponent total
DNA’nin %10-30’nu olusturmaktadir. DNA’nin %mol G+C oran1 major komponentte 59-71
ve mindr komponentte 51-59 arasindadir (Pfeifer vd., 1988; Gutierrez vd., 1986).

2.3.2 Fizyolojileri

Halofilik arkeler aerobik heterotrofik prokoryatlar olup karbon kaynaklarinin aerobik yikimi,
glioksilat donglisii ve sitokrom zinciri igeren elektron transport sistemi kombinasyonu ile
trikarboksilik asit dongiisii temelinde gerceklesmektedir. Embden Meyerhof metabolik yolu,
hekzokinaz ve fosfofruktokinaz aktivitelerinin diisiikligii ve tuzla giiglii bir sekilde inhibe
edilmeleri nedeniyle Halobacteriaceae’de islevsel degildir (Rawal vd., 1988). Bunun yerine
muhtemelen glukozun yikimi, fosforilasyon asamasinin atlandigi bir modifiye Entner-
Doudoroff metabolik yol ile gerceklestirilmektedir. Aminoasitler, sekerler ve organik asitler
gibi basit bilesiklere ek olarak bazi polimerik maddeler de halofilik arkeler tarafindan
yikilabilmektedir. Halobacteriales’in bir¢ok tiirii proteaz, lipaz, DNaz ve amilaz gibi
ekzoenzimleri de tiretmektedir (Izotova vd., 1983; Kushner, 1985; Johnsen vd., 2001; Oren,
2001). Tuza doymus ortamlarda oksijen ¢Oziiniirliigiiniin az olmasindan dolay1 halofilik
arkelerin ¢ogu anaerobik olarak iireme yetenegine sahip olup bu amagla fumarat, trimetilamin
N-oksit (TMAO), dimetilsiilfoksit veya nitrat gibi alternatif elektron alicilari, arjinin

fermentasyonu veya bakteriyorodopsin kullanirlar (Hartmann vd., 1980; Mancinelli ve
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Hochstein, 1986; Oren ve Triiper, 1990; Oren, 1991; Ruepp ve Soppa, 1996; Oren ve
Litchfield, 1999; Goo vd., 2003).

2.3.3 Halofilik Arkelerin Uygulama Alanlari

Potansiyel biyoteknolojik uygulamalara sahip olan kirmizi halofilik arkelerin, tuzla-
kristalizasyon gollerinde solar 1sinmayir ve evaporasyonu arttirarak tuz iiretiminin
arttirtlmasinda kullanilabilecekleri ileri siiriilmiistiir (Jones vd., 1981; Grant vd., 1998;
Litchfield, 2002). Bakteriyorodpsinin, giines 1s18indan elektrik iiretimi, deniz suyundan tuz
giderimi, kimyasal ve biyolojik sensorlerde kullanilmasi gibi alanlarda da potansiyel olarak
kullanilabilecegi rapor edilmistir (Kushner, 1985; Hough ve Danson, 1989; Margesin ve
Schinner, 2001).

Ayrica Haloferax ve Haloarcula cinslerine ait bazi tiirlerin, trettikleri ekzopolisakkarit
yoluyla vizkozite stabilizasyonunda, jellestirme ajani ve emiilsifiyer olarak ve petroliin
mikrobiyolojik geri kazaniminmi artirmak i¢in kullanilabilecekleri belirtilmistir (Ventosa ve
Nieto, 1995; Parolis vd., 1996; Margesin ve Schinner, 2001). Baz1 halofilik arkelerin poli-p-
hidroksi alkonat (PHA) ftirettikleri belirtilmistir (Lillo ve Rodriguez-Valera, 1990; Hezayen
vd., 2000). Lipaz enzimine direngli olmalar1 nedeniyle gliserol dieter lipidlerin besin katki
maddesi olarak kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir (Post ve Collins, 1982). Ila¢ ve
kozmetiklerin yapisinda kullanilan lipozomlarin yapiminda halofilik arkelerin esterazlara
kars1 yliksek bir kimyasal stabiliteye sahip olan eter bagh lipidler kullanilmaktadir. Amilaz,
amiloglukozidaz, proteaz ve lipaz gibi yiiksek tuzlulukta islevsel olan ekzoenzimleri, yiiksek
tuz konsantrasyonunda makromolekiillerin yikimi ile ilgili biyoteknolojik proseslerde

kullanilabilirler (Chaga vd., 1993; Ventosa ve Nieto, 1995; Margesin ve Schinner, 2001).

Diisiik su aktivitesine adapte olan halofilik enzimlerin, endiistriyel organik sentezlerdeki
yiiksek oOzgiilliikleri, stereodzgiilliikleri ve etkinliklerinden dolayr Onemleri artmaktadir
(Hough ve Danson, 1989; Danson ve Hough, 1997; Sellek ve Chaudhuri, 1999). Diger yandan
hidrokarbonlar1 parcalama yetenegine sahip halofilik arkeler, petrol kazalarinda dokiilen
petroliin bioremediasyonunda kullanilabilirler (Bertrand vd., 1990; Emerson vd., 1994).
Insektisit, lindan, DDT veya triklorofenoller gibi halojenli organik bilesiklerin yiiksek
konsantrasyonlarinda Tlreyebilen halofilik arkelerin patentli proseslerde de kullanildig:

belirtilmistir (Margesin ve Schinner, 2001).
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2.4 Arkeal Tetraeter Bipolar Lipidler

1977 yilinda canli sistemleri igin yeni bir taksonomi olan Archaea domaininin kesfi ender
ekolojik nislerin bulundugu yepyeni bir mikroorganizma sinifinin agiga ¢ikmasini sagladi.
Bunlara 6rnek olarak yiiksek sicaklik (Termofiller ve Hipertermofiller), diisiik sicaklik
(Kriyofiller), asidik ortam (Asidofiller ve Termoasidofiller), anaerobik atmosfer
(Metanojenler) ve yiiksek salinite (Halofiller) verilebilir (Woese ve Fox, 1977). Bir takim
filojenik bulgular bilim adamlarina Archaea’nin canliligin erken evrelerinde anahtar rol
oynadigimi diisiindiirmektedir (Forterre vd., 1992). Archaea ile ilgili olarak en ¢ok sorulan
soru, ekstrem kosullarda hayatta kalma ve c¢ogalma yeteneginden sorumlu molekiiler
adaptasyonun kaynagidir. Aslinda bu organizmalar, biyolojik sistemlerini her tip ¢evresel
kosula adapte etmek i¢in bir takim yontemler gelistirmistir. G — C baz ¢ifti oranin1 artirarak
DNA/RNA yapisinin modiilasyonu, siiperkatlanma (supercoiling) ve katyonik proteinlerle
birlesme gibi stratejiler, arkeal niikleik asitlerin yiiksek sicakliklarda yapisini ve saglamligini
korumasint saglar (Daniel, 2000). Dahasi, bazi amino asitlerin yer degistirmesi protein
stabilizasyonunda 6nemli bir etkiye sahiptir. Aslinda, asidofiliklerin proteinleri yiizeylerinde
az miktarda asidik amino asit tasir. Bu, diisiik yiik yogunluguna yol agar. Boylelikle diistik
pH’larda proteinler arasindaki elektrostatik ¢ekimin engellendigi diistintilmektedir (Adams ve
Kelly, 1995). Archaea’yr okaryotik hiicrelerden ve bakterilerden ayiran baska bir 6zellik ise
temel membran lipidlerinin kimyasal yapisinin essizligidir. Arkeal lipidler, metil gruplari
iceren dallanmis zincirlerden olusur. Bu metil gruplari, konvansiyonel mezofilik lipidlerin
aksine gliserole 2-pozisyonundan eter bagiyla baglidir. Termoasidofilik ve metanojenik
tirlerde aligilmamis bipolar tetraeter lipidler mevcuttur (Graether ve Arigoni, 1995). Tetraeter
tipi lipidler genellikle iki gliserol iskeletini birlestiren iki membran mesafesinde alkil

zincirinden meydana gelir (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12 Arkeal tetraeter lipid yapilari.

(a—b) dibifitanil digliserol (gliserol kalditol) tetraeter, (c—e) dibifitanil digliserol (glycerol
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kalditol) tetraeterlerindeki internal siklizasyon (siklopentan halkalar1), (f) dibifitanil digliserol
tetraeterlerindeki internal siklizasyon (dort siklopentan halkasi ve bir siklohekzan halkas1), (g)
dibifitanil digliserol tetraeterlerindeki dort siklopentan halkasi iceren H-bi¢imli lipid yapisi
(Gambacorta vd., 1995’ten modifiye).

Bu atipik bipolar lipidler, organizmanin biiyiime kosullarina gére membran organizasyonu ve
ozelliklerinin optimizasyonu ile Archaea’nin ekstrem habitatlara adaptasyonunda ¢ok onemli
bir rol oynar. Membran akiskanligi, transport fonksiyonlari, hiicre i¢i ¢ozelti
konsantrasyonlari, kemiozmatik gradientler ve membran proteini stabilitesi, bu lipidlerin
fonksiyonlarma 6rnektir. Membran i¢i arkeal lipidlerin yap1 ve fonksiyonlarinin essizligi,
biyoteknolojik uygulamalarda sentetik analog veya dogal lipid olarak kullanilabilmeleri

acisindan ilgi ¢cekmektedir.

2.4.1 Dogal Arkeal Tetraeter Lipidlerin Yapi ve Fonksiyonlar:

Metanojenlerde, termofillerde, termoasidofillerde, kriyofillerde bulunan arkeal tetraeter lipid
yapisi iki tip lipid iskeleti ile karakterize edilir. Birincisi gliserol-dialkil-gliserol-tetraeterler
(GDGT) olup iki bifitanil eter zincirinin bir gliserol {initesinin her iki ucuna baglanmasiyla
olusur (Benvegnu vd., 2008). ikincisi ise gliserol-dialkil-nonitol-tetracterler (GDNT) adini
alir ve bir polihidroksillenmis siklopentanik kalditol grubun lipidin bir ucuna baglanmasiyla
olusur. Bazi1 Archaea’larda, dibifitanil digliserol tetracter lipid iskeletlerinin tirevleri
belirlenmistir. Arkeal tetraeter lipid yapilarindaki Onemli varyasyonlara verilebilecek

ornekler:

* (evresel sicakligin artmasiyla birlikte termoasidofilik lipidlerin siklopentan
halkalarinin oraninin artmasi (her bifitanil zincirinde dort pentasiklik halkaya kadar)

(De Rosa vd., 1986),

» Disiik sicakliklarda yasayan Archaea’lardan izole edilen lipidlerde siklohekzan

halkasinin bulunmasi,

= Derin denizlerin hidrotermal menfezlerinde yasayan bazi termoasidofilik tiirlerde
bulunan H-bic¢imli tetraeterlerdeki izoprenoid zincirinin merkezindeki kovalent ¢apraz

bagin varlig1.

Bu bipolar bilesikler genellikle hidrofobik iskeletin karsilikli uglarinda simetrik olmayan lipid
yapilarina onciiliik eden iki farkli polar u¢ grup tasir. Archaea, polar lipid siniflarinin birgok

cesidini icerir: fosfolipidler, glikolipidler, fosfoglikolipidler, siilfolipidler ve aminolipidler.
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Sahip oldugu bu genis yelpaze nedeniyle ug gruplarinin karakteristikleri hakkindaki ¢ok 6zel
bilgi organizmayi tanimlamaya yardimci olacaktir. Aminolipidler, metanojenlerde oldukga
yaygindir fakat termofillerde hi¢ bulunmaz. Goriliiyor ki, sik rastlanmayan karbonhidratlar —
-D-galaktofuranosil iiniteleri (Gambacorta, 1995) metanojenlerde bulunur; ama asidik pH’a

duyarl bes iiyeli halkalar termoasidofilik Archaea’da tiimiiyle eksiktir.

Archaea’da bulunan az rastlanir tetracter lipid yapilari akla “Bu lipidler nasil biyosentez
edildi?” ve “Bu organizmalarin membraninda nasil bir fonksiyonlar1 var?” sorularini getiriyor.
Bu makrosiklik lipidlerin biyosentezinin: (I) bifitanil olusturmak iizere rediiksiyon ile iki
geranil-geranil kalintisinin u¢ uca birlesmesi, (II) bes veya alti iiyeli siklik bifitanilleri
olusturmak iizere rediiksiyon ile bagli geranil-geranil rezidiileri arasinda siklizasyon
(halkalagsma) ile ilerledigine inanilmaktadir (De Rosa, 1986). Monomerik Onciiliin geranil-
geranil grubunun izopropilen terminalinin, hidrofobik ug¢ta C-C bag olusumu i¢in 6nemli
oldugu bulunmustur. Allilik metil grubunda bulunan, radikal tetikleyiciyi igeren bir
mekanizma bu C-C bag olusumundan sorumlu bulunmustur (Eguchi, 2003). Archaea’da
bulunan polar lipidler iizerine yapilan ¢ok sayida in vivo ve in vitro ¢alisma genel sentez
metabolik yolunu ¢6zdii (Koga ve Morii, 2007). Buna ragmen, arkeal lipidlerin bir¢ok
biyosentez mekanizmasi arastirilmamis ve biyosentezde gorev alan bircok enzim karakterize

edilmemistir.

Genis cesitlilikteki tetraeter lipid yapist Archaea’ya zorlu cevresel sartlarda membran
fonksiyonlarin1 koruyabilme avantaji saglar. Genis bir pH araliginda, eter baglari ester
baglarindan daha kararlhidir ve dallanmis metil gruplari hem kristallesmenin (cevresel
sicaklikta sivi kristal fazindaki membran lipidleri) hem de membran gecirgenliginin
azalmasina (yan metil gruplarinin sterik engeli) yardimer olur. Alkil zincirlerinin yan dallara
ayrilmas1 oksidatif bozunmaya kars1 kararliligi artirir. Gliserol iskeletinin az rastlanir
stereokimyas: diger organizmalar tarafindan ortama salman fosfolipazlarin saldirisina
dayanikliligi artirir, boylelikle organizma igin yasamsal degeri vurgular (Jacquemet vd.,

2009). Tetraeter lipidlerin daha spesifik fonksiyonlari da vardir:

1) Tetraeter yapisinin standart ¢ift tabakali (bilayer) modelin disinda tek tabakali membran
organizyonu olusturmak i¢in membranin i¢ kismindan dig kismma dogru yayildigi
diisiiniiliir (Gliozzi, 1983). Boylece lipid tabakanin ortasinda bir kovalent bag olusur; her
bipolar tetraeter molekiil gerilir ve enlemesine genisler. Bu tek tabakali organizasyon
ozellikle termofillerin, metanojenlerin ve termoasidofillerin yiiksek biiyiime sicakliginda

membrani rigidlestirir (Kates, 1991).
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2) Lipidlerin transmembran kismindaki siklik yapilara (5 {yeli halkalar) ilaveler
termoadaptif sebeplere dayanir. Bu durum membran yogunlugunun artmasina membran

stviligiin azalmasina yol acar (Benvegnu, 2008).

3) H-sekilli tetracterlerin alkil zincirleri arasindaki kovalent bag, hiicreleri tek tabakali
membranin dayanikliligini pekistirerek yiiksek sicakliklarda membran lizisine karsi

korur.

Metanojenik ve termoasidofilik lipidlerin glikozil polar u¢ gruplarinin bilyiik kismu,
interglikozil u¢ grup hidrojen bagi ile membran yapisim1 daha kararli hale getirebilir.
Membranin konveks yiiziindeki biliylik seker uglarimin varligi, asimetrik bir oryantasyon

olusturarak tek tabakali organizasyonu basite indirger.

2.4.2 Dogal ve Sentetik Lipidlerin Biyoteknik Uygulamalar:
Orijinalliklerinden dolay1, dogal ve sentetik Archaea lipidler tibbi, biyolojik ve biyoteknolojik

uygulamalar icin Uimit vaad eden araclardir. Bu alanlardaki ilgi, tetraeter lipidlerin
kendiliginden bir araya gelme (self-assembly) 6zelligi nedeniyle lipid filmler veya lipozomlar

gibi supramolekiiler yapilar tizerinde yogunlasmustir.

2.4.2.1 Tetraeter Lipid Filmlerin Uygulama Alanlari

Membran davranisini daha 1y1 anlamak ve nanoteknolojideki potansiyel uygulamalar i¢in, tek
tabakali lipid filmler, diger adiyla siyah membranlar arkeal tetraeterlerden hazirlanmaktadir.
Az rastlanir arkeal bipolar yapiya ragmen bu amfifillere hava/su yiizeyinde film olusumu i¢in
Langmuir-Blodgett teknigi uygulanabilir. Buna ragmen, lipid ekstraksiyon metodlarinin
degiskenligi ve tek tabaka hazirlanmasi agisindan belirgin bir model olusturmak zordur (De
rosa, 1996). Bu c¢alismalar genis konformasyona adapte olmus molekiilleri veya U-sekilli iki
polar uca sahip molekiilleri modellemeye sebep olmustur (Maccioni vd., 1995). Teknolojik
metodlarin gelisimi, arkeal lipidlerden uzun siire kararli halde kalabilen (Dante vd., 1995),
ayirt edici 6zellikleri olan (Gliozzi vd., 1982) ve diisiik gegirgenlige sahip (Gliozzi vd., 2002)

yiiksek organizasyonlu filmleri tiretilebilir kilmistir.

Kati bir destegin {izerinde olusturulan film, yilizey Ozelliklerini degistirmek ve yeni
biyomimetik materyaller gelistirmekte kolaylik saglar. Ornegin, Rothe ve arkadaslar1 (Muller
vd., 2006) biyolojik uygulamalarda filtrasyon karakterini degistirmek i¢in nanoporlu

alliminyum oksit membranlar1 dogal tetraeterlerden olusan ultraince filmlerle kaplamstir.
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Arkeal lipid 6zellikleri sayesinde kapli membranlar diisiik gegirgenlikte olup kolay sterilize

edilebilmektedir.

Ince film tabakanin diger bir uygulama alani ise biyosensor tasarimidir (Meister ve Blume,
2007). a-ug¢ gruplar, lipidin kat1 bir ylizeye kimyasal olarak baglanmasinda kullanilabilir.
Burada hidrofobik govde bariyer gorevi yapar. kinci ug grup cevre ile temasta oldugundan
cozeltilerin molekiiler tanimlamasini yapar (Fuhrhop ve Wang, 2004). Bu yolla ¢ift tabakali
lipid membranlarin stabilite problemi ortadan kalkmis olur. Dahasi, arkeal lipidler protein-
lipid, peptid-lipid etkilesimlerinde yeni yapisal olasiliklar sunar ve biyomolekiilerin
immobilizasyonu i¢in dogal bir ortam saglar (De Rosa vd., 1994). Farkli biyolojik molekiiller,
biyolojik olarak aktif sistemler olusturmak {izere monolayerlara gomiilebilir veya adsorbe
edilebilir. Valinomisin, iyi tanimlanmis dogal bir peptid antibiyotiktir ve arkeal film tizerine
coken fonksiyonel molekiillere bir 6rnektir. Valinomisin filmleri zamanla kararsiz hale gelir.
Berzina ve arkadaslari (1995) yarisentetik arkeal tetraeterlerin baryum tuzlarini koruyucu
tabaka olarak kullandi. Sonuclar1 kanitlamigtir ki, film {izerinde yer alan valinomisin
molekiilleri ile potasyum iyonlarinin secici etkilesimi potasyum iyonu sensorii etkilesimi
yapmistir. Dahasi, tek tabakali membranin kalinlig iki valinomisin molekiiliiniin maksimum
uzunluguna indirildiginde gecirgenlik mekanizmasi tastyict davranistan (bir taraftan diger
tarafa) kanal davranisina (membrana fiske olmus) geger. Bu durum ikili gegirgenlikteki por

olusumundan kaynaklanmaktadir (Gliozzi vd., 1996).

2.4.2.2 Arkeal Lipozomlarin (Arkeozomlar) Uygulama Alanlar

Arkeozomlar, Archaea’da bulunan dogal lipidler veya bunlarin sentetik tiirevlerinden olusan
lipozomlardir ve arkeal lipidlerin essiz yapisal 6zelliklerine sahiptirler (De Rosa vd., 1996;
Sprott, 1992). Arkeozomlarin lipid membranlar1 bipolar, monopolar arkeal lipidlerden veya
ticari fosfolipidlerden yapilabilir; tek tabakali, ¢ift tabakali veya tek ve cift tabakalarin
kombinasyonu seklinde olabilir. Arkeal tetraeterlerin membrana yayilma 6zellikleri vezikiil
membrana saglamlik kazandirir. Bu sayede arkeozomlar, ticari lipozomlardan daha kararli ve
daha az ge¢irgen olurlar. Ticari lipozomlarin kararhiliklarini artirabilmek i¢in %33 oraninda
kolesterole ihtiya¢ duyulur (Szoka ve Papahadjopoulos, 1980; Lichtenberg ve Barenholz,
1988). Fiziksel kisitlamalara ragmen, kompleks bir polar u¢ ile birlesen (monosubstituted)
bipolar lipidler membran fiizyonuna imkan saglar. Aksi halde, bisubstituted molekiillerden
olusan vezikiiller ortama az miktarda monopolar lipid eklenmezse kaynagamazlar (Relini vd.,

1996).
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Arkeal lipid formiilasyonlarinin oldukga yiliksek kararlilikta oksidatif stres, yiiksek sicaklik,
alkali pH, fosfolipaz aktivitesi, safra tuzlart ve serum ortaminda bulunabildigi gosterilmistir
(Benvegnu, 2005; Brard vd., 2007; Patel vd., 2000; Patel ve Sprott, 1999). Arkeal lipid
Ozellikleri sayesinde arkeozomlar her sicaklikta olusturulabilmektedir, boylece termal olarak
kararsiz bilesikleri enkapsiile etmeyi saglar. Hava/oksijen varliginda bozunmadan
hazirlanabilir ve saklanabilirler (Patel ve Sprott, 1999; Patel vd., 1999). In vitro ve in vivo
caligmalar arkeozomlarin giivenli oldugunu, farelerde toksisite gostermedigini ispatlamistir
(Patel ve Sprott, 1999; Omri vd., 2003). Arkeozomlarin biyouyumlulugu ve yliksek
kararliliklar iiretim asamasinda ve asi, ilag, gen aktarimi gibi biyoteknolojik uygulamalarda

avantaj saglar.

Lipofeksiyonun kesfi ile ¢esitli lipid-DNA kompleksleri, DOPE veya kolesterol gibi notral
ko-lipidler ve katyonik lipidler ile hazirlanarak transfeksiyon isleminde kullanilmistir (Zhang
vd., 2004). Fakat bunlarin klinik gen terapisi ¢calismalarindaki kullanimi tatmin edici boyutta
degildir (Barenholz, 2001). Arkeozomlar, yiiksek derecede fiziksel rijitlige ve
kimyasal/enzimatik stabiliteye sahip oldugundan (Omri vd., 2003) viral olmayan gen aktarimi
icin yepyeni bir yaklasim sunarlar. Saf dogal arkeal lipidlerin bulunmasi zor oldugundan
arkeal membrandakine benzer makrosiklik tetraeterlerin sentezi artmustir. Sentetik arkeal
lipidlerin agiz yoluyla alindiginda bile ila¢ salinim sistemlerinin kararliligini artirdigi
gosterilmistir (Jacquemet vd., 2009). Dahasi, bu lipidler in vitro gen aktariminda yardimei rol
istlenirler (DOPE ve kolesterol ile karsilastirildiginda (Benvegnu vd., 2005; Brard vd., 2007;
Sreenivasa Rao vd., 2001)). Etkin bir in vivo transfeksiyon elde etmek igin vektorler
kararliliklarin1 hem ytiksek miktarda kolesterol ile bir araya gelerek ve/veya lipoleks yiizeyini
polietilenglikol (PEG) ile kaplayarak hem de ligand tanimlamasiyla etkili hiicre hedeflemesi
yaparak arttirirlar (Sreenivasa Rao vd., 2001; Wasungu ve Hoekstra, 2006). Aslinda bu
stabilize edici etkileri ve hedefleme yetenegini birlestirerek in vivo transfeksiyon i¢in yeni
nesil arkeozomlar iretilmesi umut vaad etmektedir. Bu amagla bir PEG zinciri (10 iiniteli
etilenglikol) i¢eren arkeal lipid analoglari bir folik asit grubu eklenerek hazirlanmistir (Laine
vd., 2008). Ilk in vitro transfeksiyon calismalari, bu folat eklenmis PEGlenmis arkeal

lipidlerle gerceklestirilmis ve ligand-reseptdr etkilesimlerini aydinlatmak i¢in kullanilmigtir.

Mononiikleer fagositik sistemin hiicreleri, lipozom ve arkeozomlarin dogal hedefi oldugundan
(Wassef ve Alving, 1987; Moghimi ve Patel, 1992; Tolson vd., 1996), tasiyici sistem olarak
antijenlerin taginmasinda veya immiin sistemin uyarilmasinda adjuvant olarak kullanilmalar1

uygundur. Fagositik hiicreler tarafindan sindirilen arkeozomlar, ester lipidlerinden olusan
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lipozomlardan birkag kat daha fazladir (Tolson vd., 1996) ve birgok ticari lipozomdan farkli
olarak diger immiinostimulantlarin taginima yardim etmesine ihtiya¢ duymazlar (Krishnan
vd., 2000). Ornegin, sican modellerinde antijen enkapsiile etmis arkeozomlarin ortama
verilmesi antikor cevabi olusturur. Olusan antikor cevabi, oldukca toksik olmasina ragmen
cok etkili olan Freund’s complete adjuvantinin olusturdugu cevapla kiyaslanabilir miktardadir
(Sprott vd., 1997; Krishnan vd., 2000). Arkeozomlar potansiyel olarak humoral ve hiicresel
immiiniteyi yiikselten ve hafiza cevabini artiran adjuvantlardir (Krishnan vd., 2000).
Farelerdeki toksisite c¢alismalari arkeal lipozomlarin oral ve intravendz uygulamalarinda
giivenli bir profil ¢izdigini gostermistir (Omri vd., 2003; Krishnan vd., 2000; Freisleben vd.,
1995). Arkeozom adjuvantlarin etkinligi sigan modellerindeki kanser ve enfeksiyonlarla
smurhidir (Krishnan vd., 2000; Krishnan ve Sprott, 2008; Patel ve Wangxue, 2005; Krishnan
vd., 2003). Arkeozomlar hiicre i¢i enfeksiyonlarda ve kansere karsi korumada istenilen
miktarda ve kalitede immiin cevabi indiikleyebilmektedir (Krishnan vd., 2000; Patel ve
Wangxue, 2005).

2.5 Gen Transfer Sistemleri

Molekiiler biyolojideki gelismeler ve insan genomunun sekanslanmasi ile gen terapisi genetik
hastaliklarin tedavisinde ¢ok biiyiik bir 6nem kazanmistir. Bu yeni terapi, mutasyona ugramis
veya eksik olan genlerin yerine hedef hiicrelere saglikli kopyalari vermek, ekspresyonu
normal proteine yonlendirmek, dogru hiicresel fonksiyonlari restore etmek gibi amaglar
giider. Yeterli hedefleme yetenegi ve etkili transfeksiyon etkinligi olan giivenli gen terapi
vektorlerinin gelistirilmesiyle bu ydntem insanlar iizerinde uygulanabilecektir (Mehier-

Humbert ve Guy, 2005).
Ideal bir gen aktarim vektdrii su karakteristiklere sahip olmalidir:

(1) Hedef hiicreye spesifiklik,

(i)  Metabolik pargcalanmaya ve immiin sistem saldirilarina karsi direng,

(i) Giivenlik, 6rnegin minimal yan etkiler,

(iv)  Terapdtik geni ihtiyac duyulan siire boyunca belirli seviyede ekspres etme

yetenegi.
Genel olarak, gen aktarim metodlari iki kategoriye ayrilabilir:

1. Biyolojik vektorler ile

2. Kimyasal veya fiziksel yontemler ile
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[k metod enfeksiyon olarak adlandirilan viral-aracili prosesleri ifade eder. En ¢ok kullanilan
vektorler klinik calismalarda denenmis olan retroviruslar ve adenoviruslardir. Bazi
avantajlarinin yani sira, viral toksisite, konak immiin cevab1 ve hazirlanmasindaki zorluklar
gibi istenmeyen bir¢ok yan etkileri de vardir (Chuah vd., 2003; Gallo-Penn vd., 2001). Viral
olmayan gen transferi hiicrelerin kimyasal veya fiziksel yoldan muamelesidir. Kimyasal
metodlarda DNA ile cesitli polikatyonlar (polipleksler) veya katyonik lipidler (lipopleksler)
arasinda kompleks olusumu gerceklesir. Teknik olarak bu yaklasim spesifik immiin cevabi

uyarmaz ve olcek biiyiitme kolaydir. Buna karsin, etkinligi ve hedefleme potansiyeli zayiftir.

En basit ve giivenilir fiziksel / mekanik yaklagim sistemik kana veya lokal dokulara herhangi
bir tastyict olmaksizin ¢iplak DNA enjeksiyonudur. Fakat mononiikleer fagositik sistem ve
niikleazlarin hizli degredasyonu nedeniyle ¢iplak DNA enjeksiyonundan sonra ekspresyon
seviyesi ve tedavi edilebilir doku alani oldukga kisithidir (Lechardeur vd., 1999; Houk vd.,
1999). Sonug olarak, gen aktarim etkinligini artirmak ic¢in yogunlasan ilgi diger fiziksel
manipulasyonlara donmiistiir. Bu metodlar, gen aktarim etkinliginde Onem tasiyan
enjeksiyonlara DNA’nin etkili seyreltilmesi, hedef bolgeye ulasabilme, hiicreye ve niikleusa

girme gibi ¢esitli bariyerlerden atlatma yetenegine sahip elementleri igermelidir.

2.5.1 Mikroenjeksiyon

Ister sitoplazmay1 ister niikleusu hedeflesin, DNA’y1 hiicre igine sokmanin en direk yolu
mikroenjeksiyondur. Tek bir hiicreye uygulanan bu mikrooperasyon prosediiriinde cam bir
igne (mikrokapiler pipet), mikropipetin hareketini kontrol etmek i¢in bir mikromanipulator ve
bir mikroenjektdr kullanilir. Hidrostatik basingla mikropipete ¢ekilmis olan genetik materyali

igeren s1v1 puiskiirtiiliir. Enjeksiyonlar, mikroskop araciligiyla gézlemlenir.

Bu teknik ilk olarak 1980 yilinda basariyla uygulanmistir. Capecchi (1980), DNA’y1 kiiltiire
edilmis memeli hiicrelerinin hem niikleusuna hem de sitoplazmasina mikroenjekte etmistir.
Ciplak DNA’nin direk olarak niikleusa mikroenjeksiyonu, sitoplazmik degredasyonu onler;
boylece intra-sitoplazmik enjeksiyondan daha yiiksek gen ekspresyonu saglanir. Gordon ve
arkadaglari, fertilize fare oositlerinin proniikleilerine plazmit DNA mikroenjeksiyonu ile
transgenik fare tiretmistir (Gordon vd., 1980; Gordon ve Ruddle, 1983) ve giinlimiizde bu
yaklasim transgenik hayvan iiretiminde (fare (Auerbach, 2004), minyatiir domuz (Uchida vd.,
2001) ve sigir (Hoffman vd., 2004)) en ¢ok uygulanan metoddur.

Mikroenjeksiyon basit olmasina karsin uygulamasi zor bir metoddur. DNA’nin proniikleer

enjeksiyonu cok etkili ve bir o kadar da zahmetli bir prosediirdiir. Bir enjeksiyonun tek bir
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hiicreyi kapsadigi diisiiniildiigiinde her seferinde birkag yiiz hiicreyi transfekte etmek i¢in ne
kadar uygulama gerektigi anlasilacaktir. Gen transfer prosesinin basitlestirilmesi ve

etkinliginin arttirilmasi i¢in diger fiziksel teknikler kesfedilmistir.

2.5.2 Partikiill Bombardimani — Gen Tabancasi Metodu

Gen aracili partikiil bombardimani, diger adiyla gen tabancasi metodunun ardinda yatan
diisiince hizlandirilmis bir partikiil tasiyiciyla hedef hiicrelere ¢iplak DNA yollamaktir.
Teknik ilk olarak 1987°de bitki hiicrelerindeki transgen ekspresyonunun zorlugunun
tistesinden gelmek i¢in kullanilmistir (Klein vd., 1987). 1990’larda ise memeli hiicreleri ve

canli dokulara kadar genislemistir (Yang vd., 1990; Williams vd., 1991).

Biyolistik (biyoloji ve balistigin birlesimi) aktarim, hedef hiicrelere yeterli hizda agir metal
partikiillerini siiriikleme yontemini kullanir. ivme, yiiksek elektrik voltaji veya helyum desarji
ile saglanir. Partikiillerin toksik veya reaktif olmamasi, hedef hiicrenin c¢apindan kiigiik
(cogunlukla 1-1.5 pm) olmast gereklidir. Ciplak DNA, bu mikropartikiillerin {izerine
coktiiriiliip hiicre i¢inde port-bombardiman ile serbest birakilir. Metodun orijinalinde, DNA
ile kaplanmis tungsten partikiillerini plasma membranina sokmak ve gen ekspresyonu
saglamak icin gunpowder ivme sistemi kullanilir (Klein vd., 1987). Farkli tipte araglar

gelistirilmistir; bunlardan en ¢ok kullanilan altin kiireciklerdir.

Bu teknolojinin en yaygin olarak uygulandigi durum, deriyi hedef alan genetik
immiinizasyondur (Wang vd., 2004; Eisenbraun vd., 1993). Gen tabancasi metodu, primer
olarak en etkili DNA immiinizasyonunun gergeklestigi (Loehr vd., 2000) epidermis lizerine
DNA kaplh kiirecikleri stiriikler (Eisenbraun vd., 1993; Lu vd., 1996). Bu yaklagim genetik
asilama, immiinomodiilasyon ve kanser tedavisinde intihar gen terapisi i¢in kullanilmaktadir

(Lin vd., 2000).

Bu teknigin etkinligi, partikiillere yiiklenen DNA miktari, partikiil bliyiikliigii ve aktarimin
zamanlamasi1 gibi cesitli parametrelere baglidir. Buna ilaveten, DNA kapl kiireciklerin
dagilimi gen tabancasi ile uygulanan ivmenin iyi ayarlanmasina baghdir (Uchida vd., 2002).
Almacak cevap, tasinan DNA kapli kiireciklerin sayisina ve partikiillerin plazmit ile kaplanma

seviyesine baglidir (Eisenbraun vd., 1993).

2.5.3 Elektroporasyon

DNA’y1 hiicre icine sokmak i¢in sik¢a kullanilan fiziksel ara¢ elektrik alandir.

Elektroporasyon olarak bilinen bu teknik, hiicre membranini elektrik akimina maruz birakarak
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gecici, bolgesel destabilizasyona sebep olur. Bu diizensizlik sirasinda hiicre membrani dis
kaynakli molekiillere gecirgen hale gelir. Bu gecirgenligin olusmasi i¢in kritik, esik degeri bir
seviyede elektrik akim uygulanmasi gereklidir. Bu akim bir hiicre silispansiyonu i¢in 1 V
(Chang, 1992; Gehl, 2003) iken akimin genisligi ve membranin kompozisyonu gibi etkenlerle
degisiklik gosterir. Gen transferinin elektroporasyon ile gergeklesebilecegi bundan 20 yil 6nce
Neumann ve arkadaglar tarafindan fare lyoma hiicreleri kullanilarak ispatlanmistir (Neumann
vd., 1982). In vivo gen transferi 1990’larin basinda baslamis ve 1996’ya kadar genis bi¢imde
arastiritlmistir (Heller vd., 1996; Nishi vd., 1996).

Hiicre membranmin gegirgenligindeki bu gegici artisin elektrik alan tarafindan indiiklenen
porlarin olusumu sonucunda gerceklestigine inanilmaktadir. Kirmizi kan hiicrelerinde olusan
porlar freeze-fracture elektron mikroskopisi ile incelendiginde biiyiikliiklerinin 20 ila 120 nm

oldugu goriilmiistiir (Chang, 1992).

Elektroporasyonu etkileyen faktorler fiziksel (akimin siiresi ve giicli) ve biyolojik (DNA
konsantrasyonu ve konformasyonu, hiicre biiytikliigii) olabilir (Gehl, 2003; Andreason ve
Evans, 1988). Her hiicre tipi i¢in optimal elektroporasyonu saglayacak kosullar farklidir.
Farkli biiyiikliikteki molekiiller i¢in farkli elektroporasyon kosullar1 gereklidir. Kii¢lik anti-
kanser ilaglarinin aktariminda kisa akim (100 ps) ve yiiksek giicte elektrik alan (> 700 V/cm)
en iyi sonucu verirken gen transferi igin uzun akim (20-60 ms) ve diisiik giicte elektrik alan
(100-200 V/cm) tercih edilir (Rabussay vd., 2003). Akim siiresi uzadik¢a olusan porlarin

biiyiikliigiiniin ve agik kalma siiresinin de arttig1 diisiiniilmektedir.

2.5.4 Sonoporasyon

Ultrason uygulamasiyla hiicre gegirgenliginin arttirtlmasidir. Ultrason genis bir yelpazede
dalga formuna ve sikligina sahiptir, fakat en yogun ilgi megahertz sikligindaki sinusoidal
problarla uygulanan sonoporasyon flizerinde toplanmistir. Daha diisiik sikliktaki dalgalar
(6rnegin 20 kHz) hiicre lizisi ve pargalanmasi i¢in kullanilirken daha yiiksek yogunluktaki sok
dalgalar1 bobrek tas1 kirmada kullanilir.

Sonoporasyonda rol oynayan mekanizmanin akustik kavitasyon oldugu diistiniilmektedir.
Kavitasyon, mekanik diizensizlige ve aktif baloncuklarin yigilmasina sebep olur ve enerji
cikist bitisik hiicre membranlariin gecirgenligini artirir. Bu alandaki ilk gen aktarim
caligmalar1 1990’larin ortalarinda bildirilmistir (Kim vd., 1996; Tata vd., 1997; Bao vd.,
1997). Ultrason aracili gen transferini etkileyen faktorler: transformatdr, akustik basing ve

akim stuiresidir.
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2.5.5 Laser Istmasi

Giicii bir akim jeneratorii ile kontrol edilen bir laser kaynagi (6rnegin neodimiyum-ytrium-
aluminyum garnet (Nd:YAG) (Tao vd., 1987), argon iyonu (Palumbo vd., 1996), holmiyum
(Sagi vd., 2003), titanyum safir (Zeira vd., 2003)) ile hedef hiicrelere laser atig1 yapma esasina
dayanir. Laser 1smn1 genellikle bir lens araciligiyla hedef hiicrelere odaklanir. Hiicre
membraninin gecirgenligi, lokal termal bir etkiyle 1s1n sokunun oldugu bélgede modifiye olur.
Bu diizensizlik, besiyeri ortaminda mevcut olan bir genin hiicre icine transfer olmasi igin
yeterlidir. Etkisi, besiyeri ortami ile sitoplazma arasindaki ozmatik basing farkina baglidir
(Palumbo vd., 1996). Laser isimasinin hiicre membraninda gegici porlar olusturduguna dair
raporlar bildirilmistir; bunlar oldukca biiylik (yaklasik 2 pm ¢apinda), fakat ¢ok kisa bir

zamanda kapanan tiirdendir.

Laser kaynaginin fiziksel biiytikliigii ve yliksek maliyeti nedeniyle glinlimiizde laser 1simast
ile gen aktarimi yaygin olarak kullanilmamaktadir. Bu metodla yapilan ilk gen aktarim
calismalar ilk olarak 1980’lerde bildirilmis (Tao vd., 1987; Kurata vd., 1986). Son olarak da,
femto-second infrared laser kullanilarak yapilan in vivo gen transferi uygulanmistir (Zeira vd.,
2003). Bu yontemin transfeksiyon etkinligi, enerji seviyesi, akim sayis1 ve akim siiresi gibi bir

takim parametrelere baglidir.

2.5.6 Magnetofeksiyon

Magnetofeksiyon, gen vektorlerinin hiicrelere girigini artiran yeni bir metoddur (Scherer vd.,
2002). Manyetik nanopartikiilleri DNA ile ve hatta transfeksiyon reaktifi ile bir araya getirme
fikriyle ortaya ¢ikmistir. Kullanilan nanopartikiiller polimer kapli biyolojik olarak bozunabilir
demir oksitten yapilir. Bunlarin gen vektorleri ile baglanmasi, tuz ile indiiklenmis koloidal
coktlirme ile gerceklesir. Manyetik partikiiller, olusturulan dis kaynakli bir manyetik alanin
etkisiyle hedef hiicrelere yogunlasir. Bu teknolojinin genetik materyalin hedef hiicre yiizeyine
hatta icine aktarilmasima olanak sagladigi ¢evresel dokulardaki manyetik partikiillerin
ekstravazasyonu (damardan figkirma) gosterilerek ispatlanmistir (Gupta ve Hung, 1993;
Goodwin vd., 2001). Sebebi, manyetik alanin manyetik partikiilleri plasma membranindan
hiicrenin i¢ine dogru c¢ekmesi olabilir. DNA, sitoplazmada serbestlesir ve manyetik
partikiillerin hiicresel fonksiyonlar etkilemeyecegi diisiiniilmektedir. Bu yontem, viral veya
viral olmayan vektorlerle yapilan standart transfeksiyon prosediiriiniin etkisini artirir; DNA
vektorii bir manyetik partikiil ile kompleks olusturmadig takdirde manyetik alan tek basina

etkili olamaz.
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Magnetofeksiyon endotelial hiicreler gibi primer hiicre kiiltiirlerini transfekte etmekte uygun
olabilir (Scherer vd., 2002; Krotz vd., 2003). In vitro olarak yiiksek etkinlik gostermekte olan
yontem in vivo olarak da gastrointestinal sistem ve kan damarlarinda lokal transfeksiyon
gostermistir (Scherer vd., 2002). Magnetofeksiyon, in vitro ve in vivo’da antisens

oligoniikleotidlerin aktariminda basartyla uygulanmistir (Krotz vd., 2003).

2.5.7 Lipozom Aracili Gen Transferi

Fiziksel metodlarin en Onemli avantaji genetik materyalin hiicrelere direkt olarak
aktarilabilmesidir. Bu durum fiziksel metodlar1 kesin bir ¢izgiyle lipofeksiyon-polifeksiyon
gibi viral olmayan gen transfer teknolojilerinden ayirir. Sentetik bir vektorle gen aktarimi
hiicrenin baglanmasi, endositoz ve endositik vezikiillerin girisi, endozomun lizozoma
olgunlagmasi, vezikiiler kompartmanlardan ayrilmasi, niikleus g¢eperine dogru gog, lipid-
aracilt gen transferinde lipid ile DNA’nin ayrilmasi (Marcusson vd., 1998) ve son olarak
DNA’nin niikleusa girisi ile gergeklesir. Boylece transfeksiyon etkinligi ¢esitli bariyerlerle
siirlanmis ve disiik seviyede plazmit girisi ve gen ekspresyonu saglanmis olur. Katyonik
lipid-DNA komplekslerinin hiicrelere girisinin olduk¢a yavas oldugu ve birgogunun 6 saatten
once hiicreye giris yapamadigi gosterilmistir (Zabner vd., 1995). Daha hizli plazmit girisi,
komplekslerin DNA-vektor inkiibasyonunun 15. saatinde periniikleer bolgede goriilmesiyle
saglanmistir (Remy-Kristensen vd., 2001). Nikleer lokalizasyon sinyalleri kullanilarak
DNA’nin sitosolden niikleusa hareketi artirilabilmektedir (Hebert, 2003). Endozomal salinimi
artirmak i¢in farkl stratejiler adapte edilerek (6rnegin fotokimyasal internalizasyon (Hogset

vd., 2002)) gen ekspresyon kinetiklerinin ivme kazanmasi amaglanmigtir.

2.5.7.1 Katyonik Lipozomlar

Katyonik lipid veya polimer araciligiyla gen transferi hiicre tiiriine baglidir. Ornegin, primer
kiiltiir hiicrelerinden bazilar1 (primer noronlar, primer dendritik hiicreler ve primer endotelial
hiicreler) katyonik lipidlerin de dahil oldugu geleneksel viral olmayan transfeksiyon
metodlarina direnglidir. Bu durum biiyiik 6l¢iide endositozun hiicre tiiriine bagli olmasindan
kaynaklanir (Zabner vd., 1995; Remy-Kristensen vd., 2001). Dahast kompleks
formiilasyonlarinin lipopleks biiyiikliigii, yiikii ve DNA/vektor dagilimi gibi fizikokimyasal
parametreler transfeksiyon etkinligini etkiler. Bunun aksine, fiziksel teknikler, plazma
membranindan direkt gen transferinin saglanmasi nedeniyle hiicre tipine bu derece baglh
degildir. Boylece, katyonik lipidlerin in vivo gen transferini kolaylastirmast zor

goziikmektedir (Niculescu-Duvaz vd., 2003). Ligand igin yilizey reseptorii kodlayan bir hedef
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hiicre populasyonuna 6zgii reseptdr aracili gen aktarimi gelistirilmis oldugu halde sentetik

vektorler in vivo’da spesifiklikten yoksundur.

Katyonik lipid ajanlar kullanilarak gergeklestirilen lipofeksiyon islemi (kiiltiire hiicrelerde
katyonik lipidli ortamda DNA transferi), monokatyonik lipid ajanin polikatyonik biri ile yer
degistirmesi ile gelistirilmistir (Ciccarone vd., 1993; Hawley-Nelson vd., 1993). Ornegin
Lipofektamin DNA’nin ve siRNA’nin hiicre i¢ine girmesini saglayan 6zel olarak tasarlanmig
katyonik lipidlerden biri olan transfeksiyon ajanidir (Dokka vd., 2000). Bu metod DNA’nin
iyonik etkilesimine ve kiiltiire hiicrelerde DNA’y1 fonksiyonel koruyabilen komplekslerden
lipozomlara dayanir. Yani lipozomlar aracilii ile yapilan gen transferidir. Katyonik lipid
ajanlar, sulu cozeltilerde kiigiik unilamellar lipozomlar olustururlar. Lipozomlarin pozitif
yiikii niikleik asit ve hiicre membraninda etkilesmesini saglar; boylece lipozom/niikleik
asit/hiicre membran kompleksi (transfeksiyon kompleksi) olusur. DNA lipozomlarin igine
enkapsiile olmaz fakat negatif yiiklii oldugu i¢in lipozomlara baglanarak kompleksler
olusturur. Bu kompleks endozomlardan ve lipozomlardan salinir. DNA-lipid orani,
inkiibasyon siiresi, serum varligi, antibiyotik varligi, hiicre kiiltiiriinlin durumu, hiicre

yogunlugu, promotor se¢cimi ve DNA kalitesi her hiicre hatti icin optimize edilmelidir.

2.5.7.2 Anyonik Lipozomlar

Anyonik lipozomlar, DNA enkapsiilasyonunda kullanilirlar. Enkapsiilasyondan once pozitif
yiiklii polilizin eklenerek negatif yiikli DNA’nin kiigiik kompleksler olusturmasi saglanir.
Klasik transfeksiyon metodlarinin, diisiik verimlilik, hiicre toksisitesi gibi sorunlarina karsin
katyonik lipid ajanlarin yiiksek transfeksiyon verimliliklerine sahip ve pek ¢ok okaryotik
hiicrenin transfeksiyonunda etkindirler. Yine diger metodlara gore viruslar, proteinler,
sentetik oligoniikleotidler ve RNA ile transfeksiyon i¢in adapte olabilmeleri diger bir
avantajlaridir. Son olarak lipozomlar genlerin fonksiyonlarinin basarili bir sekilde dagiliminda

ya da in vivo viral genomlarda kullanilabilirler.



3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Kullamilan Cihazlar ve Malzemeler

3.1.1 Kullanilan Cihazlar
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Atomik gii¢ mikroskobu Shimadzu SPM 9600
CO; inkiibatorii Sanyo MCO-18
Calkalamal1 su banyosu GFL 1083
Calkalayici tabla Grant-bio PMR-30
Distile su cihaz1 GFL

Etiiv Binder

Floresan mikroskobu Olympus BX50
Floresan mikroskobu fotograf makinasi JVC TK-1270

Hassas terazi

Shimadzu AX-200

Isiticili manyetik karistiric

Heidolph MR 3001

Isik mikroskobu

Olympus CK2

Kaba terazi

Sartorius PT 1200

Laminer hava akim kabini

Holten Model 1.2

Lipofast Basic enjeksiyon sistemi

Avestin

Mikrosantrifiij Hettrich Universal 16A
pH-metre Hanna Instruments HI 8314
Rotary evaporator Heidolph

Sogutmali santrifiij SIGMA 3K30

Su banyosu GFL

Spektrofotometre Shimadzu PharmaSpec UV-1700

Transmisyon elektron mikroskobu

Jeol T-100

U.V. transilluminator

Vilber Luormat

Vorteks

Heidolph REAX top

Yatay jel elektroforez cihazi

Labnet Gel XL Ultra V-2

Zeta-sizer

Malvern Instruments NanoZS
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3.1.2 Kullanilan Malzemeler

e Otomatik pipet :0.5-10 pl, 1-20 ul, 20-100 pl, 100-1000 pl, 1-5 ml
e Beher :50ml, 100 ml, 500 ml, 1 L

e Balon: :50ml, 100 ml, 500 ml, 1 L

e Erlen: :50ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1 L

e Mezir

e Ependorf tiipleri

e Deney tiipleri
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3.1.3 Kullanilan Kimyasal Sarf Malzemeler

4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansiilfonik asit (HEPES) Sigma

Agar Difco
Agaroz Biobasic Inc.
Aminonaftol siilfonik asit Sigma
Amonyum asetat Sigma
Amonyum molibdat Sigma
Ampisilin Sigma
-merkaptoetanol Fluka
Sodyum bikarbonat Sigma
Bromfenol mavisi Sigma
Bovin serum albumin (BSA) Sigma
Coomassie brilliant blue G-250 Sigma
Di-sodyum hidrojen fosfat Merck
Dithiothreitol (DTT) Sigma
Dulbecco's modified eagle medium (D’MEM) Difco

Etanol Riedel-de Haen
Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) Sigma
Etidyum bromiir Sigma

Fenol Merck

Fetal calf serum (FCS) Biochrom
Fluorik asit (HF) Merck
Fosforik asit (HsPOy) Riedel-de Haen
Formvar Sigma
Glasiyal asetik asit Merck
Glukoz Sigma
Hekzan Merck
Hidroklorik asit (HCI) Merck
Izopropanol Riedel-de Haen
Kalsiyum kloriir (CaCly) Merck
Kanamisin Sigma
Kitozan Fluka
Kloroform Merck
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Kolin Sigma
Ksilen siyanol Merck
Magnezyum siilfat hepta-hidrat (MgSQ,4.7H,0) Merck
Maya oziitii Difco
Metanol Riedel-de Haen
N-[1-(2,3-Dioleoiloksi) propil]-N,N,N-trimethilamonyum | Sigma
metilsiilfat (DOTAP)

orto-Nitrofenil-f-D-galaktopiranosid (ONPG) Amresco
Penisilin Merck
Polietilen glikol (PEG) Sigma
Polibren Sigma
Potasyum asetat Merck
di-Potasyum fosfat (K,HPO,) Merck
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) Merck
Potasyum hidroksit Merck
Potasyum klortiir Sigma
Sodyum dodesil siilfat (SDS) Sigma
Sodyum karbonat Merck
Sodyum klortir Sigma
Sodyum siilfat Merck
Sodyum siilfid (Na,;SO3) Merck
Sodyum meta-bisiilfid (Na;S,05) Merck
Streptomisin Sigma
Siilfiirik asit Merck
Tri-kloro asetik asit (TCA) Merck
Tripsin Biological Industries
Tripton Difco
Tris-HCI Sigma
Sodyum sitrat Merck

Triton X-100

Sigma
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3.1.4 Besiyerleri

Luria Bertani (LB)

10 g tripton, 5 g maya 0ziitli, 10 g sodyum kloriir, deiyonize distile su igerisinde
¢oziindiriilerek 1 L’ye tamamlandi (Sambrook vd., 1989). Besiyeri 1 atmosfer basingta
121°C’da 20 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

Luria Bertani Agar (LBA)

Yukarida verilen sivi LB besiyerine %1.5 (w/v) oraninda agar eklenerek hazirlandi. LB ve
LBA besiyerleri 1 atmosfer basingta 121°C’da 20 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.
Gerekli durumlarda besiyerlerine ampisilin (final konsantrasyonu 100 pg/ml) ya da kanamisin

(final konsantrasyonu 50 pg/ml) eklendi (Sambrook vd., 1989).

Brown Besiyeri

180 g NaCl, 20 g MgSQO,.7H,0, 5 g Maya oziitii, 3 g CgHsNaz07.2H,0, 2 g KCI tartilip
deiyonize distile su ile 1 L’ye tamamlandi. pH’1 4 N NaOH ile 7.5’e ayarlandi. Kat1 besiyeri
icin ayn1 karisima %1.5 olacak sekilde agar eklendi. Besiyeri otoklav ile sterilize edildi.

3.1.5 Tampon ve Cozeltiler

Tamponlanms Fizyolojik Tuzlu Su (PBS) (-) (x10)

2 g KCI, 2 g KH,PO4, 80 g NaCl ve 21.6 g Na;HPO,4.7H,0 tartilip final hacim 1000 ml
olacak sekilde deiyonize distile su ile ¢oziildii (pH: 7.4). 1/10 sulandirilarak kullanildi.

Formvar Cozeltisi (%0.25°lik (w/v))

0.125 g formvar 50 ml kloroform iginde ¢oziindiiriilerek hazirlandi (Chrystie, 1996).

Hidrojen Floriir (HF) Cozeltisi (%1 (w/v))

2.21 ml (1 g) %40°lik (w/v) HF deiyonize distile su ile 100 ml’ye tamamlandi. (%40 HF
cozeltisi igind = 1.13 g/ml)

Amonyum Molibdat Cozeltisi (%1 (W/v))

1 g amonyum molibdat 100 ml deiyonize distile su iginde ¢oziindiiriildii.
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Bradford Belirteci (x5)

25 mg Coomassie brilliant blue G-250, 12.5 ml %99.9’luk etanolde ¢dziindiiriildii. Uzerine 25
ml %85’lik H3PO4 eklenerek konsantre boya ¢6zeltisi elde edildi. Kullanilacagi zaman 5 kez

seyreltildi ve filtre kagidindan gecirildi.

HEPES Tamponu

2.38 g HEPES 90 ml deiyonize distile suda ¢oziindiiriildii, 2 N NaOH ile pH=7.4’¢

ayarlandiktan sonra hacimi 100 ml’ye tamamlandi.

%5 TCA Cozeltisi

5 g TCA deiyonize distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak hazirlandi.

H,SO, Cozeltisi (5 M)

100 ml deiyonize distile su ilizerine yogunlugu 1.84 g/ml olan 100 ml %98’lik H,SO, ilave
edildi. Karistirildi ve 150 ml deiyonize distile su ilave edildi. (MWuzs04 = 98.08 g/mol)

Molibdat Reaktifinin Hazirlanmasi

6.25 g amonyum molibdat 50 ml deiyonize distile su ile ¢6ziildii ve iizerine 75 ml 5 M H,SO4

¢ozeltisi ilave edildi. Cozeltinin hacmi deiyonize distile su ile 250 ml’ye tamamlandi.

Sodyum Metabisiilfit Cozeltisi (%015)

7.5 g Na,S;0s final hacim 50 ml olacak sekilde deiyonize distile su ile ¢oziildii.

Sodyum Siilfit Cozeltisi (%620)

5 g Na,SO; final hacim 50 ml olacak sekilde deiyonize distile su ile ¢oziildii.

Aminonaftol Siilfonik Asit Cozeltisi

0.125 g aminonaftol tizerine 48.75 ml Na,S,05 ¢ozeltisi, 5 ml Na,SO3 ¢ozeltisi ilave edildi ve
30 dakika karistirildi. Bulanik oldugu igin 0.25 ml Na,SOj ilave edildi. Kahverengi sisede

saklandi.
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KH,PO, Stok Cézeltisi (2.5 M)

351 mg KH,PO, deiyonize distile su ile 990 ml’ye tamamland1 ve iizerine 10 ml 5 M H,SO4
¢ozeltisi ilave edildi. (MWkpzpros = 136.09 g/mol)

Seyreltik Standart KH,PO4 Cozeltisi (%3.2)

2.5 M KH,POy stok ¢ozeltisinden 2.5 ml alinip %5 TCA ile 25 ml’ye tamamland.

NaOH Cozeltisi (2 M)

4 g NaOH deiyonize distile suda ¢oziildiikten sonra hacmi deiyonize distile su ile 50 ml’ye

tamamlandi. (MwWyaon = 40 g/mol)

Tris-HCI Tamponu (1 M, pH = 8.0)

121.1 g Tris, 800 ml deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriildii. 5 N HCI ¢ozeltisi ile pH 8’e
ayarlandi ve hacmi 1000 mI’ye tamamlandi. Cozelti 1 atmosfer basingta 121°C’da 20 dakika

otoklavlanarak sterilize edildi. (Mwryis= 121.1 g/mol)

Etilendiamin Tetra-Asetik Asit (EDTA) Cozeltisi (0.5 M, pH = 8.0)

186.1 g EDTA, 800 ml deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriildi. Pellet halde NaOH
eklenerek ¢6zeltinin pH’1 8.0’a ayarlandi. Cozelti hacmi deiyonize distile su ile 1000 ml’ye

tamamlandi ve otoklavlanarak sterilize edildi. (MWgpta = 372.2 g/mol)

Tris/ EDTA (TE) Tamponu (10 mM Tris/1 mM EDTA, pH =8.0)

10 ml 1 M Tris-HCI tamponu (pH = 8.0) ve 2 ml 0.5 M EDTA ¢ozeltisi (pH = 8.0) deiyonize

distile su ile 1000 ml’ye tamamlanarak hazirlandu.

Glukoz Cozeltisi (0.5 M)

9.01 g glukoz deiyonize distile su i¢erisinde ¢oziindiiriilerek 100 ml’ye tamamlandi. (MWgjukoz
=180.2 g/mol)

Potasyum Asetat Cozeltisi (5 M)

49.07 g potasyum asetat deiyonize distile su icerisinde ¢oziindiiriildii ve hacmi 100 ml’ye

tamamlandi. (Potasyum asetat Mw = 98.14 g/mol)
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Soliisyon I (50 mM Glukoz, 25 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH = 8.0)

10 ml 0.5 M glukoz, 2.5 ml 1 M Tris-HCI (pH = 8.0) ve 2 ml 0.5 M EDTA (pH = 8.0)

¢ozeltisi deiyonize distile su ile 100 mI’ye tamamlandi (Sambrook vd., 1989).

Soliisyon II (0.2 N NaOH, %1 SDS)

0.8 g NaOH ve 1 g sodyum dodesil siilfat (SDS) deiyonize distile su igerisinde
¢oziindiiriilerek 100 ml’ye tamamlandi (Sambrook vd., 1989). (Mwnaon = 40 g/mol)

Soliisyon III (3 M potasyum : 5 M asetat)

60 ml 5 M potasyum asetat ve 11.5 ml glasiyal asetik asit deiyonize distile su ile 100 ml’ye
tamamlandi (Sambrook vd., 1989).

50x Tris : Asetat : EDTA (TAE)

242 g tris deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriilereck 843 ml’ye tamamlandi. Cozelti
tizerine 57 ml glasiyal asetik asit, 100 ml 0.5 M EDTA ¢ozeltisi (pH = 8.0) eklendi.
Elektroforez tamponu olarak ya da agaroz jellerin hazirlanmasinda 50 kat seyreltilerek

kullanild1 (Sambrook vd., 1989).

6x Elektroforez Yiikleme Tamponu

4 g sukroz, 0.025 g bromfenol mavisi ve 0.025 g ksilen siyanol, deiyonize distile su i¢inde

¢ozlindiiriilerek 10 mI’ye tamamlandi (Sambrook vd., 1989).

Etidyum Bromiir (10 mg/ml)

0.1 g etidyum bromiir 10 ml deiyonize distile su iginde ¢oziindiiriilerek hazirlandi.

CaCl, Cézeltisi (0.1 M)

5.4 g CaCl,.6H,0, deiyonize distile su ig¢inde ¢6ziindiiriilerek 100 ml’ye tamamlandi. Elde
edilen ¢ozelti 0.22 p filtreden gegirilerek sterilize edildi. (MWcaci2.6120 = 147 g/mol)

LiCl Cozeltisi (5 M)

9 g LiCl tartilip deiyonize distile suda ¢oziindiiriildii ve final hacim deiyonize distile su ile 50

ml’ye tamamlandi.



39

Lizis Tamponu

50 ml 0.2 M fosfat tamponu (pH = 7.5) ve 2 ml Triton X-100 ve 48 ml deyonize distile su
karistirilarak hazirlandi. Kullanilmadan hemen 6nce 1 mM DTT (1 pL/ml) karisima eklenerek

kullanima hazir hale getirildi.

Tampon A

100 ml 0.2 M fosfat tamponu (pH = 7.5), 800 ul 2.5 M KCI, 200 ul 1 M MgCl, ve 99 ml
deiyonize distile su karistirilarak hazirlandi. Kullanmadan énce 50 mM B-merkaptoetanol (2.7

ul/ml) tampon ¢ozeltisine eklendi.

ONPG Substrat Cozeltisi

orto-Nitrofenil-B-D-galaktopiranosid 100 mM fosfat tamponunda (pH = 7.5) 4 mg/ml

konsantrasyonda ¢oziindiiriilerek hazirlandi.

Na,CO; Cézeltisi (1 M)

10.6 g NayCOj3 deiyonize distile suda ¢oziildiiriilerek 100 ml’ye tamamlandi (MWna2cos=
105.99 g/mol).

Tripsin Cozeltisi (% 0.25 — w/v)

0.25 g tripsin 100 ml PBS i¢inde ¢6ziindiiriildd, 0.2 u filtre ile steril edildikten sonra -20°C’de

saklanda.

Tripsin-EDTA Caozeltisi (%0.05 Tripsin, %0.05 EDTA)

10 ml %0.25°1ik tripsin, 39.5 ml PBS ve 0.5 ml %5°lik EDTA karistirildi, 4°C’de saklandi.

D’MEM (4x)

13.48 g Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)-high glucose, deiyonize distile su
igersinde ¢oziindiiriilerek 250 ml’ye tamamlandi. Besi ortami 0.2 p filtre ile steril edildikten

sonra 4°C’de saklanda.

Uretme Besiyeri

50 ml x4 D’MEM, 130 ml deiyonize distile su, 20 ml FCS ve 2 ml Penisilin/Streptomisin
karistirilarak hazirlandi. %7.5 NaHCOj3 ile ortam pH’s1 7.2 - 7.4’e ayarlandi.
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Brown Besiyeri

Sivi Brown besiyeri 180 g NaCl, 20 g MgS0,.7H,0, 5 g maya 6ziitii, 3 g CsHsNaz07.2H,0
ve 2 g KCI 1 litre deiyonize distile su igerisinde ¢6ziindiiriilerek hazirlandi. Besiyerinin pH’1
4 N NaOH ile 7.5’¢ ayarlandi. Kat1 Brown besiyeri hazirlamak i¢in ortama %2 (w/v) oraninda

agar eklendi. Besiyerleri otoklav ile sterilize edildi.

3.1.6 Plazmitler

Calismada memeli hiicrelerinde ekspresyon igin gelistirilen pSV-B-Gal (Promega) ve pEGFP-
N1 (Clontech) plazmit vektorlerinden yararlanildi. pSV-B-Gal plazmit vektori SV40
promotorii ve “enhancer” bolgesi kontroliinde bakteriyel Lac Z geni tasir. Lac Z geni
spektrofotmetrik yontemlerle kantitatif olarak kolayca analiz edilebilen B-Galaktosidaz
enzimini kodlar (Silhavy vd, 1984; Schenborn ve Groskreutz, 1999). pEGFP-N1 plazmit
vektorii ise canli hiicrelerde floresan mikroskop altinda incelenebilen yesil floresan protein
(green fluorescence protein - GFP) kodlar (Rosenthal, 1987). GFP geni biyoliiminesant
denizanasindan (Aequorea victoria) elde edilir ve canli hiicrelerde floresan mikroskobu
altinda gen anlatimini kalitatif olarak izleme olanagi vermektedir (Shimomura vd., 1962;
Morin ve Hastings, 1971). GFP varyanti EGFP (enhanced green fluorescent protein) ise daha
parlak yesil floresan verir (Cormack vd., 1996).

3.1.7 Standart DNAlar

DNA orneklerinin agaroz jel elektroforezi ile analiz edilmesi i¢in EcoRI ve HindIII ile kesilen
lambda DNA’s1 (MEcoRI-Hind 11l, Fermentas) ve 1 kb Ladder (250-10 000 bp, Fermentas
SMO0311) standart olarak kullanilda.

3.1.8 Plazmit DNA’larin izolasyonu ve Kontrol Edilmesinde Kullamlan Enzimler
Lizozim (Roche): Plazmit DNA’nin izolasyonu agamasinda kullanildi. Bakteri ¢eper yapisin

zayiflatan dolayistyla hiicrelerin kolayca pargcalanmasini saglayan bir enzimdir.

RNaz: Plazmit DNA’nin saflastirilmasi asamasinda DNA’ya karisan RNA molekiillerin

yikilmasinda kullanilir.

Restriksiyon endoniikleazlar: Dral ve Asel (Fermentas) enzimleri, saflastirilan plazmit

DNA’larin kontrol edilmesinde kullanildi.
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3.1.9 Lipid Kaynagi Olarak Kullanilan Arkeler

Calismada Birbir vd., (2004) tarafindan Tuzkdy tuz madeninden izole edilen ve tiplendirmesi

yapilan Haloarcula hispanica 2TK2 susu kullanildi.

3.1.10 Memeli Hiicre Hatlar:

In vitro transfeksiyon ¢aligmalarinda insan orijinli HEK293 (Human embryonic kidney cell
line) ve MCF7 (Human breast adenocarcinoma cell line) hiicre hatlarindan yararlanildi. Bu
hiicre hatlarindan HEK293 insan embriyonik bobrek hiicresi orijinli ve MCF7 kanserli insan
g0giis hiicresi orijinlidir. Hiicrelerin {iretilmesi ve devamliligt %10 FCS i¢ceren D’MEM-hg

besi ortaminda ortalama 4 giinde bir gerceklestirilen pasajlarla saglandi.

3.2 Metod

3.2.1 Halofilik Arkelerin Uretilmesi

Haloarcula hispanica 2TK2 izolat1 kati Brown besiyerine yayma metodu ile ekilerek 40°C’da
7 gilin siiresince liremesi saglandi. Kati besiyerinde olusan bakteri kolonilerinden bir 6ze
yardimiyla 100 ml sivi Brown besiyerine ekim yapilarak 6n kiiltiir hazirlandi. Kiiltlir ortami
40°C’da 14 giin inkiibe edildi. Hazirlanan 6n kiiltiir 1000 ml taze Brown besiyerine transfer
edildi ve 40°C’da 30 giin inkiibe edilerek orta Olgekte kiiltlirler elde edildi. Hiicrelerin yavas
iiremesi ve istenilen doygunluga ulagmasi uzun zaman almasi nedeniyle hazirlanan kiiltiirlerin
ortalama %10’luk bir bolimii taze Brown besi yerine aktarilarak kiiltlirlerin devamliligt

saglanirken kalan %90’1ik boliimii lipid ekstraksiyonunda kullanildi (Lillo ve Valera, 1990).

3.2.2 Lipid Ekstraksiyonu

Yukarida belirtildigi sekilde hazirlanan Haloarcula hispanica kiiltiirleri 4°C’da 10000
dev/dak hizda 10 dakika santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriildii. Elde edilen hiicrelerin
lipidleri Bligh ve Dyer’a gore (1957) ekstrakte edildi. Hiicre ¢okeltisine 30 ml kloroform /
metanol / distile su (1:2:0.8 (v/v)) karisimindan olusan ¢o6ziicii eklendi ve 1-2 saat mekanik
karistiricida karistirildi. Daha sonra ortam 4°C’da 10000 dev/dak hizda 10 dakika santrifiij
edilerek organik ve su fazi1 ayristirildi. Total lipidleri igeren organik faz temiz bir santrifiij
tiipline aktarildi ve iizerine 2 hacim soguk aseton eklendi. Soguk aseton eklenmesi ile ¢okelen
polar lipid fraksiyonu 4°C’da 10000 dev/dak hizda 15 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii.
Elde edilen ¢okelti kloroform igerisinde c¢oziindiiriildii. Rotary evaporatdor yardimiyla

kloroform ugurulduktan sonra elde edilen lipid miktar1 hassas terazi ile tartilarak belirlendi.
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Miktar1 saptanan lipidler kloroform igerisinde belirlenen konsantrasyonlarda yeniden

¢Oziindiiriilerek arkeozom hazirlamakta kullanildi.

3.2.3 Arkeozomlarin Hazirlanmasi

3.2.2°de belirtilen sekilde hazirlanan arkeal lipidler 1 mg/ml konsantrasyonda kloroform
icinde ¢oziildii. Arkeal lipid ¢ozeltisi 50 ml’lik silifli bir balona transfer edildi ve bir rotary
evaporator yardimiyla ¢oziiclisii ugurularak balon cidarinda ince bir film tabaka elde edildi.
Bu film tabaka 2 ml HEPES tamponu (pH = 7.4) icerisinde hidrate edilerek arkeozomlar elde
edildi. Hidrate edilen polar lipid izolati vortekslendi, insiilin enjektoriinden gegirildi.
Boyutlandirma islemi uygulanan 6rnekler ise Lipofast Basic (Avestin) enjeksiyon sistemi ile
100 nm por biiyiikliigiindeki polikarbonat filtreden gegirilerek deneylerde kullanildi (Sekil
3.1). Ornekler +4°C’da saklandh.

Sekil 3.1 Lipofast Basic enjeksiyon sistemi.

3.2.4 Fosfolipid Standart Grafiginin Hazirlanmasi ve Fosfolipid Tayini

Fosfat miktar1 belli olan 0.5 ml’lik standart ¢ozeltiler {izerine sirasiyla 0.1 ml molibdat
reaktifi, 0.04 ml aminonaftol siilfonik asit ¢ozeltisi ilave edildi ve deiyonize distile su ile 1
ml’ye tamamlandi. Bes dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 680 nm’de absorbanslari
Olciildii. Renk degisiminin hiz1 ve renk siddeti ¢ozeltinin sicakligina baghdir. Sicakligin 1°C
artist renk siddetini %1 artirir. Bu nedenle hazirlanan standartlarin ve ¢ozeltilerin sicakliginin
20-30°C arasinda olmasina dikkat edildi. Kor olarak %5 TCA kullanildi. % konsantrasyona
kars1 absorbans degerleri grafige gecirildi (Tesoro ve Birchwood, 1972).

Hazirlanan arkeozom o6rneklerinden 0.5 ml alinarak {izerine sirastyla 0.1 ml molibdat reaktifi,
0.04 ml aminonaftol siilfonik asit ¢ozeltisi ilave edildi ve deiyonize distile su ile 1 ml’ye
tamamlandi. Bes dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 680 nm’de absorbanslari
Olciildi. Flde edilen absorbans degerlerinden standart grafik yardimiyla fosfolipid

konsantrasyonlar1 saptandi.
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3.2.5 Plazmit DNA’larin Cogaltilmasi ve Saflastirilmasi

Plazmitlerin tiretilmesinde konak bakteri olarak Escherichia coli DH5a k1 kullanildi. Kiigiik
Olgekte plazmit DNA izolasyonunda SDS-Alkali/Lizis yonteminden yararlanildi. In vitro
transfeksiyon deneylerinde kullanilmak {izere hazirlanan orta Olgekte plazmit DNA

izolasyonu ve saflastirilmasinda ticari kitlerden yararlanildi.

3.2.5.1 Transformasyon i¢in E. coli’nin Kompetant Hale Getirilmesi

Konak E. coli hiicreleri Cohen ve arkadaslarinin (1972) gelistirdigi yontem kullanilarak
kompetant hale getirildi. Yontem kisaca soyledir: -80°C’de saklanan bakteri stogundan LBA
besiyerine yayma metodu ile ekim yapildi ve bir gece boyunca 37°C’de inkiibe edilerek
bakterilerin biiyiimesi saglandi. Kat1 besiyerinde olusan kolonilerden bir kag¢1 6ze yardimiyla
100 ml sivi LB besiyerine aktarildi. Kiiltiir 25°C 150 dev/dak ¢alkalama hizinda iiremeye
birakildi. Kiiltiirden belirli araliklarla alinan ornekler 600 nm dalga boyundaki optik
yogunluklari dlgiilerek bakteri tiremesi izlendi. ODggp = 0.25 — 0.3 degerleri arasindaki bakteri
kiiltirii kompetant hiicre hazirlanmasi i¢in kullanildi. Bakteri kiiltiirii 4°C 4000 dev/dak hizda
15 dakika santrifiij edildi. Hiicre ¢okeltisi buzda sogutulmus 40 ml 0.1 M CaCl, ¢ozeltisi
icinde siispanse edilerek 15 dakika buzda bekletildi ve tekrar 4°C 4000 rpm hizda 15 dakika
santrifiij edildi. Elde edilen hiicre ¢okeltisi 10 ml soguk 0.1 M CaCl, ¢ozeltisi iginde siispanse

edildi ve transformasyonda kullanild:.

3.2.5.2 Transformasyon

10-20 ng plazmit DNA iizerine 100 pL kompetant hiicre eklendi ve 10-15 dakika buz
tizerinde bekletildikten sonra 90 saniye 42°C’lik su banyosunda ve hemen ardindan 2 dakika
buzda tutularak sicaklik soku uygulandi. Buzdan aliman plazmit DNA’lar 10 dakika oda
sicakliginda tutuldu. Orneklerin iizerine 500 puL LB (-) (anitbiyotik igermeyen besiyeri)
eklendi ve 37°C’de 45 dakika boyunca inkiibe edildi. Elde edilen hiicre siispansiyonundan
100 pL alinarak antibiyotikli LBA besiyerine yayma yontemiyle ekildi. pEGFP-N1 plazmiti
icin kanamisin, pSV-B-Gal plazmiti icin ampisilin iceren kati besiyeri kullanildi. Ekimi
yapilan petri bir gece boyunca 37°C’lik etiivde tiremeye birakildi (Sambrook vd., 1989).

Transformasyonu gergeklesen hiicrelerin olusturdugu kolonilerden plazmit izolasyonu yapildi.

3.2.5.3 Plazmitlerin Uretilmesi ve izolasyonu

Transformasyon sonunda elde edilen kolonilerden 10 ml kiigiik 6lgekli kiiltiir hazirlandu.
Hazirlanan doygun kiiltiirler 150 ml’lik antibiyotikli LB besiyerine aktarildi. 37°C 120
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dev/dak calkalama hizinda bir gece boyunca iiretilen kiiltiir bu slirenin sonunda 4°C’de 4000
dev/dak hizinda 15 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Coktiiriilen hiicrelerden plazmit DNA
izolasyonu ve saflastirilmasinda orta-6lgekli plazmit DNA izolasyon Kit’i (Peglab Gold
XChange Plazmit Midi Kit) kullanildi. Uygulanan islemler kisaca séyledir: Hiicreler 4 ml Sol
I/RNaz A igersinde siispanse edildi. Sol II’den 4 ml eklendi ve yavasga karistirtlip 2-3 dakika
oda sicakliginda bekletildi. Sol III’ten 8 ml eklendi, karistirildi ve 20000 g 4°C’de 15 dakika
santrifiij edildi. Saflastirma kolonu 2.5 ml EQ tamponu ile dolduruldu. Tamponun yer
cekimiyle akmasi beklendi. Siipernatant kolona aktarildi ve akmasi beklendi. Kolona
baglanan plazmit DNA 12 ml yikama tamponu kullanilarak yikandi ve ardindan 5 ml eliisyon
tamponu eklenerek temiz bir tiipte toplandi. 3.5 ml izopropanol eklenerek elue olmus plazmit
DNA ¢oktiiriildii. 20000 g 4°C’de 15 dakika santrifiij edilen ¢okeltiye -20°C’deki etanolden 2
ml eklenip vortekslendi. 15000 g 20°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Etanol fazi bir pipet
yardimiyla dikkatlice cekilerek atildi ve pellet oda sicakliginda kurumaya birakildi. Islem

sonunda TE tamponunda ¢dziilerek -20°C’de saklandi.

3.2.5.4 Plazmit DNA’min Spektrofotometrik Yontemle Analizi

Elde edilen plazmit DNA’larin safligiin kontrolii ve miktarmin tayini i¢in 260 ve 280 nm
dalga boylarinda verdikleri optik yogunluklar (ODgg, ODagp) belirlendi. Plazmit DNA’larin
saflig1, spektrofotometrik analiz sonunda elde edilen Azgo/Azgp oranina bakilarak ve 220-340
nm dalga boylar1 arasinda spektrum alinarak belirlendi. Plazmit DNA’larin miktar tayini ise
seyreltilen DNA ¢ozeltisinin hem 260 hem de 280 nm’lerde absorbansi okunarak belirlendi.

Hesaplamada ¢ift iplikli plazmit DNA i¢in 1 OD2go = 50 ng/uL sabitinden yararlanildi.

3.2.5.5 Plazmit DNA’larin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrolii

[zolasyon sirasinda DNA’nin kirilmast arzu edilen bir durum degildir. Tercih edilen kapali
halkasal molekiillerin olabildigince yiiksek oranda elde edilmesidir. Bu nedenden dolayi izole
edilen plazmit DNA’lar enzimatik olarak kesilmeden agaroz jele uygulandi ve elektroforez
sonuclar1 degerlendirildi. Kalitatif ve kantitatif kontrolleri yapilan plazmit DNA’lar uygun
restriksiyon endontikleazlar ile kesildikten sonra, agaroz jel elektroforezinde verdikleri DNA
bantlar1 ve boyutlar1 degerlendirilerek dogruluklari kontrol edildi. Bu amagla pEGFP-N1
plazmit DNA Dral ve Asel restriksiyon endoniikleazlar ile, pSV-B-Gal ise Dral restriksiyon
enzimi ile kesildi. Kesim islemi 20 pl reaksiyon ortaminda gerceklestirildi. 1 pg plazmit

DNA, 2 U enzim, 2 ul reaksiyon tamponu (x10) deiyonize distile su ile 20 ul’ye tamamlandi
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ve 37°C’da su banyosu igerisinde 1-2 saat siireyle kesime birakildi. Kesilen DNA 6rnekleri

Bolim 3.2.6°da belirtildigi sekilde %1°lik agaroz jel elektroforezi ile incelendi.

3.2.6 Plazmit DNA’nin Arkeozomlara Yiiklenmesi

Plazmit DNA / arkeozom formiilasyonlarinin hazirlanmasinda iki farkli yol izlendi:

Birincisi, 3.2.3’te belirtildigi sekilde hazirlanan bos arkeozomlar farkli oranlarda plazmit
DNA ile karistirildi (DNA (ng) / Arkeozom (ul): 1/1, 1/2, 1/3, 1/4, 1/5, 1/6, 1/8, 1/10) ve
arkeozom/plazmit DNA komplekslerinin olugmasi i¢in oda sicakliginda 20 dakika bekletildi.

Ikinci yontemde ise plazmit DNA, arkeozomlarin hazirlanmasi asamasinda evaporasyon
balonu cidarinda olusturulan lipid film tabakasinin hidrasyonu sirasinda ortama katildi. Bu
deneylerde 1 ml HEPES tamponuna 25-50 ng/ul plazmit DNA katild1 ve bos arkeozomlarin

hazirlanmasinda oldugu gibi hidrasyon islemi ger¢eklestirildi.

Her iki yontemle hazirlanan orneklerde plazmit DNA’nin tutulma kapasiteleri agaroz jel

elektroforezi ile degerlendirildi.

3.2.7 Agaroz Jellerin Hazirlanmasi ve Elektroforez

DNA analizlerinde %1°lik agaroz jeli kullanildi. Bunun i¢in 1 g agaroz 100 ml 1xTAE
tamponu icerisinde kaynatilarak ¢oziindiiriildii. Jel yaklasik 60-65°C’a sogutuldu ve 2 pul 10
mg/ml etidyum bromiir eklendikten sonra kasetlere dokiilerek donmasi saglandi. Hazirlanan
jeller 1xTAE igeren elektroforez tankina yerlestirildi. Plazmit DNA Ornekleri ya da
arkeozom/plazmit DNA formiilasyonlarina 5:1 oraninda x6 DNA jel yiikleme tamponu
eklendi ve jele uygulandi. Elektroforez islemi 20-30 dakika siire ile 100 V sabit akimda
gerceklestirildi. Elektroforez islemi sonrast DNA ornekleri UV-transilliiminator {izerinde

goriintiilendi ve fotograflar1 alindi (Sambrook vd., 1989).

3.2.8 Arkeozom Formiilasyonlarmmn Zeta Potansiyellerinin ve Partikiil Boyutlarinin
Olciilmesi

Bolim 3.2.3’te belirtildigi sekilde hazirlanan arkeozomlarin zeta potansiyelleri ve partikiil

boyutlar1 Zetasizer Nano ZS (Malvern Ins.) cihazinda 6lgiildii. Zeta Sizer cihazi, dinamik ve

elektroforetik 151k sagilmasi yontemleriyle ¢alismaktadir. Bu cihaz yardimi ile ¢ozelti i¢inde

bulunan partikiillerin, emiilsiyonlarin partikiil biiylikliigli 6l¢limiinde, zeta potansiyel dl¢iimii

ile stabilite degerlendirilmesinde, molekiil agirlig1 dl¢limiinde kullanilmaktadir. Bu cihazda,

partikiil biyiikligi 0,6 ile 6000 nm araliginda, molekiil agirhigi 1103 ile 2107 Dalton
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araliginda olan partikiillerin 6l¢iimleri yapilabilmektedir. Ayrica, partikiil bityikligii 5 nm ile
10 um araliginda olan partikiillerin zeta potansiyeli dl¢limiinde de kullanilabilmektedir. Zeta
ve boyut dagilimi analizi yapilan arkeozomlara 6l¢iim oncesinde herhangi bir boyutlandirma
islemi uygulanmadi. Zeta analizi yapilacak ornekler hazirlandiklar1 tampon ¢6zeltisi ile 10 kat

seyreltildi ve 6zel kiivetler kullanilarak analiz edildi.

3.29 Arkeozomlarm Transmisyon Elektron Mikroskobu ile Analizi

Olusturulan arkeozomlarin morfolojik 6zelikleri transmisyon elektron mikroskobu
(Transmission Electron Microscopy, TEM) ile analiz edildi. Bu amagla arkeozom 6rnekleri

formvar kapli gridler kullanilarak negatif boyama teknigi (Chrystie vd., 1996) ile hazirlandi.

3.2.9.1 Gridlerin Formvar ile Kaplanmasi

Kloroform iginde hazirlanan %0.25’lik formvar c¢ozeltisine batirilan temiz bir lam oda
sicakliginda kurutularak {izerinde ince bir formvar filminin olugsmasi saglandi. Filmin hasar
gormeden lamdan ayrilmasi i¢in kenarlart bistiiri ile kazindi ve %]1°lik HF igine batirilip
cikartildi. Ardindan yaklasik 45°°lik acgiyla genis bir kap igindeki saf suya batirilarak filmin
lamdan ayrilarak saf suda ylizmesi saglandi. Gridler, yilizen film tabaka lizerine sivri uglu bir
pens yardimiyla birakildi. Gridli film tabaka temiz bir lam araciligiyla ters yiiz edildi ve
yizeyi kapli gridlerin kurumasi saglandi. Hazirlanan gridler arkeozomlu preparatlarin
hazirlanmasinda kullanildi (Chrystie vd., 1996).

3.2.9.2 Orneklerin Negatif Boyama Teknigi ile Hazirlanmasi

HEPES igerinde hazirlanan arkeozom siispansiyonundan 40-50 pl formvar kapli gridlerin
lizerine damlatildi. Ornegin yiizeye adsorbe olmasi igin 10 dakika bekletildi. Filtre kagidu ile
grid tizerindeki siispansiyon fazlasi alindi. Grid tizerine bir damla %1°lik amonyum molibdat
¢ozeltisi damlatildi ve birkag dakika sonra filtre kagid ile ¢ekildi. Gridler +4°C’de kurumaya
birakildi ve hazirlanan preparatlar elektron mikroskobu (Jeol T-100) ile incelenerek

arkeozomlarin elektron mikrograflari ¢ekildi (Chrystie vd., 1996).

3.2.10 Arkeozomlarin Atomik Gii¢c Mikroskobu ile Analizi

Hazirlanan arkeozom ornekleri atomik giic mikroskobu (AFM) ile de incelendi. Ornekler
mika kapli gridlere MgCl; ile bagland1 ve her 6rnek 2 defa distile su ile yikandi. Plazmit DNA
4 pg/ml olacak bicimde deiyonize distile su ile seyreltildi. Arkeozom Ornekleri ise

seyreltilmeden kullanildi. Mika {izerine adsorbe olan plazmit DNA ve arkeozom o6rnekleri 15
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dakika oda sicakliginda kurutuldu ve Shimadzu SPM 9600 model tarayici prob

mikroskobunun atomik gii¢ modunda incelendi (Liang vd., 2005).

3.2.11 Memeli Hiicrelerine Plazmit DNA Transfeksiyonu

Transfeksiyon deneylerinde HEK293 ve MCF7 hiicreleri kullanildi. Hiicreler transfeksyondan
bir giin once 24-kuyulu plakalara ekildi (HEK293, 5x10* hiicre/kuyu; MCF7 1x10°
hiicre/kuyu). In vitro transfeksiyon isleminden hemen once kiiltiirlerin besi ortamlar1 0,5 ml
FCS igeren [D’MEM (+)] ya da FCS eklenmemis [D’MEM (-)] besiyerleri ile degistirildi. In
vitro transfeksiyon igin plazmit DNA/arkeozom formiilasyonlart metod 3.2.5’te belirtildigi
gibi hazirlandi. Bos arkeozomlar ile plazmit DNA transfeksiyonunda her bir kuyucuk icin 1
ug pEGFP-N1 ya da pSV-B-Gal plazmit DNA, D’MEM (-) igerisinde 20 ng/ul olacak sekilde
sulandirildi. Plazmit DNA o6rnekleri lizerine 1, 3, 5, 10, 20, 30 pl bos arkeozom eklendi ve
kompleks olusumu icin 20 dakika oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra plazmit

DNA/arkeozom Ornekleri hiicre kiiltiirlerine eklendi.

Hidrasyon asamasinda plazmit DNA katilarak hazirlanan formiilasyonlar kullanilarak yapilan
in vitro transfeksiyonda ise besi ortamlari degistirildikten sonra 1-15 pl plazmit
DNA/arkeozom ortama eklendi. Plazmit DNA/arkeozom 6rnekleri eklendikten sonra kiiltiir
ortami1 37°C’de inkiibe edildi. D’MEM (-) igeren Kkiiltiirlere 6 saatlik inkiibasyondan sonra
D’MEM (+) besiyeri eklendi. Kiiltiirler 48 saat standart kosullarda inkiibe edildikten sonra
GFP ve B-Galaktosidaz enzimi ekspresyonu i¢in analiz edildi (Shimomura vd., 1962; Turan
ve Nagata, 2006).

3.2.12 Arkeozom/Plazmit DNA Transfeksiyonuna Ca*, Polibren, DOTAP ve Kitozan
Etkileri

Anyonik ozellik gosteren lipozomlar negatif yiikleri olmasi nedeniyle DNA ile kompleks
olusturma egilimi gostermezler. Bu nedenle anyonik lipozomlarla memeli hiicrelerine DNA
transfeksiyonunu artirmaya yonelik ¢aligmalar yapilmaktadir (Patil vd., 2004; Bouille vd.,
1995; Lee vd., 2004; Turan ve Dastan, 2004). Bu calismada da plazmit DNA tasima
kapasiteleri diisiik olan arkeozomlarin etkinligini artirmak i¢in pozitif yiikli iyon ya da

molekiillerden yararlanildi.
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3.2.12.1 Ca** iyonlarmin Arkeozomlarla Plazmit DNA Transfeksiyonuna Etkisi

Anyonik 6zellikteki lipozomlar DNA ile kompleks olusturma egilimi gostermezler. Anyonik
lipozomlarla memeli hiicrelerine DNA transfeksiyonu calismalarinda Ca®* iyonlarinimn
etkinligi arttirdigi bilinmektedir (Patil vd., 2004). H. hispanica lipidlerinden hazirlanan
arkeozomlarin negatif zeta potansiyeline sahip olmalari DNA ile kompleks olusturmayi
giiclestirdiginden arkeozom/plazmit DNA oOrneklerinin hazirlanmasi asamasinda ortama
belirli konsantrasyonlarda Ca?* iyonlar1 eklendi. Bu amagcla, D’MEM (-) igerisinde 20 ng/uL
konsantrasyonunda sulandirilan plazmit DNA orneklerine 6nceden 0.2 pm filtreden
gecirilerek sterilize edilen 2.5 M stok CaCl, ¢6zeltisi seyreltilerek 10 mM, 20 mM, 50 mM ve
100 mM konsantrasyonlarda eklendi. Plazmit DNA miktar1 tim deneylerde Ca®* iyonu
konsantrasyonundan bagimsiz olarak her karisim tiipiinde sabit tutuldu. Her bir kuyucuk i¢in
1 pg plazmit DNA’s1 kullanildi. Daha sonra bu drneklere 5 — 10 plL arkeozom eklendi ve
kompleks olusumu i¢in oda sicakliginda 20 dakika bekletildi. Hiicre kiiltiirlerinin besiyerleri
serumsuz taze besiyeri ile degistirildi. Hazirlanan 6rnekler hiicrelere eklendi ve 6 saat sonra
tizerlerine serumlu besiyeri eklendi. 48 saat 37°C %5 CO; igeren etiivde inkiibe edildi. GFP
ekspresyonu floresan mikroskobu ile B-Galaktosidaz ekspresyonu B-Galaktosidaz aktivitesi

saptanarak belirlendi.

3.2.12.2 Polibrenin Arkeozomlarla Plazmit DNA Transfeksiyonuna Etkisi

Polibren, pozitif yiiklii 6zelliginden dolay: 6zellikle retroviral vektorlerin memeli hiicrelerini
enfekte etme etkinligini arttirmak amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir (Bouille vd.,
1995). Bu nedenle, elektronegatif 6zellikteki arkeozom ve plazmit DNA formiilasyonlarinda
polibrenin (Sigma) etkisi incelendi. Bu dogrultuda farkli miktarlarda arkeozom farkli
konsantrasyonlarda polibrenle formiile edilerek zeta degerleri 6l¢iildii, plazmit DNA’y1 tutma
kapasiteleri agaroz jel elektroforezi ile incelendi ve in vitro transfeksiyonda kullanildi. 25
mg/ml konsantrasyondaki stok polibren 2.5 pg/ul, 0.5 pg/ul ve 0.1 pg/pl konsantrasyonlara
seyreltildi. Hazirlanan arkeozom formiilasyonlar1 ile kompleks olusumu i¢in 20 dakika oda
sicakliginda bekletilen ornekler pEGFP-N1 ve pSV-B-Gal plazmit DNA’larinin HEK293
hiicrelerine transfeksiyonunda kullanildi. Her bir kuyucuk ig¢in 0.5 — 1 ug plazmit DNA,
D’MEM (-) besiyerinde 20 ng/uL olacak sekilde sulandirildi. Hiicre kiiltiirlerinin besiyerleri
500 uL taze serumsuz besiyeri ile degistirildi. Hazirlanan plazmit DNA/arkeozom &rnekleri
hiicrelere eklendi. 6 saat sonra serumlu besiyeri eklenen hiicreler 48 saat 37°C %5 CO, igeren
etiivde inkiibe edildi. GFP ekspresyonu floresan mikroskobu ile f-Galaktosidaz ekspresyonu

[B-Galaktosidaz aktivitesi saptanarak belirlendi.
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3.2.12.3 DOTAP’1In Arkeozomlarla Plazmit DNA Transfeksiyonuna Etkisi

DOTAP (N-[1-(2,3-Dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium  chloride), memeli
hiicrelerine DNA transfeksiyonunda kullanilan katyonik 6zellikte bir molekiildiir (Lee vd.,
2004; Dokka vd., 2000, Xu ve Anchordoquy, 2008). DOTAP (Sigma) kullanilarak hazirlanan
lipozomlar, HEPES tamponu ile hidrate edilerek hazirlanan bos arkeozomlarla belli oranlarda
karistirtlarak in vitro transfeksiyon isleminde kullanildi. DOTAP ve arkeal lipidlerin farkli
oranlarda karistirilmasi ile elde edilen formiilasyonlarin in vitro transfeksiyon etkinlikleri

incelendi.

Yukarida belirtildigi sekilde hazirlanan farkli lipozomlar (arkeozom, DOTAP-arkeozom),
PEGFP-N1 ve pSV-B-Gal plazmit DNA’larinin HEK293 hiicrelerine transfeksiyonunda
kullanildi. Her bir kuyucuk i¢in 0.5 — 1 pg plazmit DNA, D’MEM (-) besiyerinde 20 ng/uL
olacak sekilde sulandirildi. Hiicre kiiltiirlerinin besiyerleri 500 pL taze serumsuz besiyeri ile
degistirildi. Hazirlanan plazmit DNA-lipozom o6rnekleri hiicrelere eklendi. 6 saat sonra
serumlu besiyeri eklenen hiicreler 48 saat 37°C %5 CO; igeren etiivde inkiibe edildi. GFP
ekspresyonu floresan mikroskobu ile B-Galaktosidaz ekspresyonu B-Galaktosidaz aktivitesi
saptanarak belirlendi.

3.2.12.4 Kitozanin Arkeozomlarla Plazmit DNA Transfeksiyonuna Etkisi

Kitozan ozellikle deniz kabuklularindan bol miktarda elde edilen Kitinin deasetilasyonu
sonucu elde edilen dogal bir polimerdir. Katyonik 6zellik gostermesi, toksik olmamasi ve
biyouyumlu olmasi nedeniyle kitozan, memeli hiicrelerine gen transferinde iizerinde yaygin
olarak calisgilan bir polimerdir (Turan ve Dastan, 2004). Bu o6zellikleri nedeniyle,
arkeozomlarin plazmit DNA transfeksiyon etkinligini arttirmak amaciyla kitozan
orneklerinden yararlanildi. Deneylerde molekiil agirligt 400 kDa olan medium kitozan
kullanildi. 0.25 g, 0.50 g veya 0.75 g M-kitozan 100 ml asetik asit/Tween 80 ¢ozeltisinde
¢ozlindiiriilerek hazirlandi (Dastan, 2003). Kitozan ¢o6zeltisi kullanilarak yapilan in vitro
transfeksiyon deneylerinde ekstrakte edilen lipidlerden izole edilen polar lipidlerle hazirlanan
arkeozomlar farkli miktarlardaki kitozan ¢ozeltisiyle kompleks olusturmasi amaciyla
karistirildi. Transfeksiyon plakasimin kuyucuklarina sabit hacimde arkeozoma karsilik artan
miktarda (1, 2, 4, 8 pg) kitozan ¢ozeltisi eklendigi gibi sabit kitozan miktarina karsilik artan
miktarlarda arkeozom formiilasyonlar1 da denendi. Sonuglar floresan mikroskobu ile

gozlemlendi ve B-Galaktosidaz aktivitesi saptanarak belirlendi.
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3.2.13 Transfeksiyon Sonuclarinin Analizleri

3.2.13.1 B-Galaktosidaz Standart Grafiginin Hazirlanmasi ve Aktivite Tayini

Arkeozomlar ve pSV-B-Gal plazmit DNA ile farkli kosullarda transfekte edilen hiicrelerde, in
vitro transfeksiyon etkinligi, bu hiicrelerden hazirlanan lizatlarda B-Galaktosidaz aktivitesinin
Olclilmesi ile ortaya konuldu. Transfekte HEK293 ya da MCF7 hiicrelerinde hazirlanan
lizatlarda B-Galaktosidazin aktivitesinin dl¢iilmesinde Turan ve Nagata’nin (2006) uyguladigi

yontem izlendi.

Stok B-galaktosidaz enzimi (Roche) (1 ul = 100 mU) kullanilarak hazirlanan standart grafik
icin 1 mU ile 0.01 mU arasinda degisen seyreltmeler yapildi. Her seyreltme tiipiinde derigim
yartya disiirildi ve seyreltmelerde lizis tamponu kullanildi. Her tiipe 295 pl buffer A (+),
100 pLL ONPG substrat ¢ozeltisi eklenerek 37°C’de 4 saat ve 12 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda her bir 6rnege 180 pl 1 M Na,COs ¢dzeltisinden eklenerek reaksiyon
durduruldu. Orneklerin absorbanst 420 nm’de Shimadzu PharmaSpec UV-1700
spektrofotometre ile dlgiilerek biri 4 digeri 12 saatlik inkiibasyona ait olan iki standart grafik

hazirlandi.

B-Galaktosidaz aktivitesinin belirlenmesi isleminde in vitro transfeksiyondan 48 saat sonra
besiyerleri uzaklastirildi, hiicreler 0,5 ml PBS ile yikandi. Yirmi dort kuyulu plakalarda
gergeklestirilen deneylerde her bir kuyuya 100 pl lizis tamponu eklendi ve 15-20 dakika oda
sicakliginda diisiik hizda calkalanarak hiicrelerin parcalanmast saglandi. Elde edilen
lizatlardan 25 pl 6rnek alindi ve tizerine 295 pl buffer A (+), 100 uL ONPG substrat ¢ozeltisi
eklenerek 37°C’de 4-16 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda her bir 6rnege 180 pl 1 M
Na,CO3 ¢ozeltisinden eklenerek reaksiyon durduruldu. Orneklerin absorbansi 420 nm’de
Shimatzu PharmaSpec UV-1700 spektrofotometre ile Olgiildii. Elde edilen absorbans
degerlerinden, protein ve B-galaktosidaz standart grafiklerinden de yararlanarak Orneklerin

aktiviteleri mU/mg protein cinsinden hesaplandi.

3.2.13.2 Bradford Metodu ve BSA Standart Grafiginin Hazirlanmasi

Proteinlerin miktar tayininde cok cesitli yontemler kullanilmaktadir. Bunlardan hassas ve
kolay uygulanabilir olmasi nedeniyle en fazla tercih edilenlerinden biri Bradford metodudur.
Bu yontem, Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin proteinlere baglanmasi sonucunda

olusturdugu renkli ¢ozeltilerin 595 nm’de absorbansinin dl¢iilmesi ilkesine dayanir.

Standart grafigin olusturulmasi i¢in bovin serum albumin (BSA) kullanildi. 100 pL deiyonize
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distile su icerisinde 0, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15 ve 20 pg BSA iceren 6rnekler hazirlandi.
Konsantrasyonlar1 belli olan bu standartlar tizerine 1 ml Bradford belirteci eklendi ve
vortekslendi. Kor igin standart ¢ozelti yerine 1 ml distile koyularak ayni islem uygulandi.
Karanlikta oda sicakliginda 5 dakika bekletilen orneklerin absorbanslar1 595 nm dalga
boyunda BSA icermeyen kore karsi okundu. Optik yogunluktaki (ODsgs) degisim ile protein
miktar1 arasindaki korelasyon grafik haline doniistiirtildii (Ertan ve Arda, 1999).

Transfeksiyon siireci tamamlanmis ve lizis tamponu eklenerek parcalanmis hiicrelerin
bulundugu 24 kuyulu plaktaki her 6rnekten 100 ul alinarak tiiplere konuldu; tizerlerine 1 ml
Bradford belirteci eklendi ve vortekslendi. Ornekler 5 dakika oda sicakliginda bekletildi ve
595 nm dalga boyundaki absorbanslar 6lgiildii. Elde edilen absorbanslarla standart grafigin

egiminden yararlanilarak 6rneklerdeki protein miktar1 hesaplandi.

3.2.13.3 Arkeozomlarin In Vitro Transfeksiyon Etkinliklerinin Yesil Floresan Proteini
ile Saptanmasi

PEGFP-N1 kontrol vektorii yesil floresan proteini kodlayan, memeli hiicrelerinde yiiksek
transfeksiyon etkinligi gosteren pozitif bir kontrol vektoriidiir. Bu vektor kullanilarak yapilan
in vitro transfeksiyon deneyleri sonucunda memeli hiicreleri tarafindan sentezlenen yesil
floresan proteini Olympus BX50 floresan mikroskobu altinda incelendi. Kalitatif gézlemler
ile belirlenen floresan, JVC TK-1270 floresan mikroskobu fotograf makinasi kullanilarak

fotograflandi.

3.2.14 Mikroskobik inceleme

In vivo ¢alismada kullanilmasi diisiiniilen arkeozom formiilasyonlarinin ve hiicre hatlarinin
morfolojisinin belirlenmesi igin yapilan fotograf ¢ekimlerinde Olympus CK2 1s1k mikroskobu
kullanildi. Mikroskopta bilyiitme olarak x400 kullanildi. Bu yontemle, hazirlanan

arkeozomlarin morfolojik yapilar: ve homojen partikiillerin olusup olugsmadigi incelendi.
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4 SONUCLAR ve TARTISMA

4.1 Arkebakterilerden Lipid Ekstraksiyonu ve Kantitatif Tayinler
Bligh ve Dyer’a (1957) gore elde edilen lipid miktar iki farkli yol izlenerek belirlendi. Birinci

yontemde ekstraksiyon sonucu elde edilen total lipid fraksiyonu evaporasyon yolu ile
kurutulduktan sonra hassas terazi ile tartildi. Bu deneyler sonucunda ortalama 2 litre sivi
kiiltiirden ¢okeltilen arkebakterilerden 20 + 5.773 mg total lipid elde edildi. ikinci ydntem
olarak total lipid igerisinde mevcut olan fosfolipid miktar1 tayin edildi. Bu amagla, metod

3.2.4te belirtildigi sekilde hazirlanan c¢ozeltiler kullanilarak standart grafik elde edildi
(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Fosfolipid tayini standart ¢ozeltilerinin konsantrasyonlari ve 680 nm’deki
absorbans degerleri

FOSFOLIPIiD
ABSORBANS (ODggo)
KONSANTRASYONU (%)

0,4 0,053

0,8 0,110

1,6 0,216

3,2 0,400

0.50 ~
y = 0.1276x
. 0.40 - R2=0.9972
E
é 0.30
e
£ 0.20
]
a
< 010
0.00 T T T T T T 1
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Fosfolipid Konsantrasyonu (%)

Sekil 4.1 Fosfolipid tayini i¢in hazirlanan standart grafik.
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Arkebakterilerden ekstrakte edilen total lipid fraksiyonundaki fosfolipid miktarinin tayini
hidrate edilmis arkeal lipid Ornekleri kullanilarak yapildi. Standart grafigin e§iminden
faydalanarak Orneklerin fosfolipid igerikleri hesaplandi. 100 ve 250 pl olarak hazirlanan
orneklerin 680 nm’deki absorbans degeri Olgiildii. Bu degerler iizerinden standart grafigin
egim formiili (y =0.1276x) kullanilarak fosfolipid miktar1 hesaplandi. Bu deneyler
sonucunda ortalama drneklerde 1.73 + 0.08 mg fosfolipid bulundugu saptandi.

4.2 Calismada Kullanilan Plazmitlerin Saflik Kontrolleri

Arkeozomlarin DNA tasiyicisi olarak potansiyellerinin arastirildigi bu calismada pEGFP-N1
ve pSV-B-Gal plazmit DNA’larindan yararlanildi. Bu plazmitlerden pEGFP-N1 insan
cytomegalovirus (CMV) promotorii kontroliinde yesil floresan protein (green fluorescence
protein-GFP) kodlamaktadir. Bu nedenle, pEGFP-N1 plazmitinin memeli hiicrelerine
alinmasi, plazmit lizerinden GFP proteininin canli hiicrede fluoresan mikroskop altinda
incelenmesi ile kolayca izlenebilmektedir. Bununla birlikte, hiicrelerde GFP ekspresyonu
kantitatif verilerden ¢ok, kalitatif sonuglar vermektedir. Bu nedenle, ¢alismalarda SV40
konstitiitif promotor kontroliinde bakteri B-galaktosidaz geni tasiyan, dolayisiyla memeli
hiicrelerinde B-galaktosidaz enziminin sentez edilmesine olanak veren pSV-B-Gal plazmit
vektorii de kullanilmistir. Bu plazmitin memeli hiicrelerine verilmesi (transfeksiyon)
sonucunda hiicrelerde sentez edilen B-galaktosidaz enzimi kantitatif olarak ol¢iilebilmektedir.
Her iki plazmit vektoriin ¢ogaltilmasinda E. coli DHS5o konak bakteri olarak kullanildi.
Cogaltilan plazmitlerin kalite ve miktarlar1 spektrofotometrik yOntemlerle saptandi.
Plazmitlerin dogruluklar1 ise belirli restriksiyon endoniikleazlar1 ile kesim sonrasi olusan

DNA fragmentlerinin agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi.

4.2.1 Plazmit DNA’larin Kalite ve Miktarlarimin Spektrofotometrik Yontemle Tayini

Ozellikle memeli hiicrelerinde transfeksiyon calismalarinda kullanilacak DNA’nin kalitesi
onemlidir. DNA kalitesinin saptanmasinda orneklerin spektrofotometrik Ol¢iimler sonucu
elde edilen Aggo Ve Aggy degerlerinden yararlanilir (Sambrook vd., 1989). Kaliteli bir DNA
260 nm dalga boyunda pik verecek sekilde absorpsiyon spektrumuna sahiptir ve Azso/Azso
oran1 1,8’e yakin bir deger verir. Bu calismada plazmitler alkali lizis metodu ile izole
edildikten sonra Peglab Gold XChange Plazmit Midi Kit ile saflagtirildi (bkz. 3.2.7.3).
Plazmit DNA’lar kalitatif olarak spektrofotometrik olgiimle elde edilen Ajgo/Azgo oranina
bakilarak ve 200-325 nm dalga boylar1 arasinda spektrum alinarak incelendi (Sekil 4.2).

PR

Orneklerin  Aggo/Azgo oraninin 1.7 ile 1.8 arasinda degistigi goriildi. DNA Orneklerinin
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konsantrasyonlar1 “1 OD2gp= 50 pg/ml DNA” sabitinden (Sambrook vd., 1989) yararlanilarak
belirlendi. Yapilan 6l¢iimler sonucunda 100 ml doygun kiiltiirden elde edilen pEGFP-N1
DNA miktar1 ortalama 0,5-0,6 mg; pSV- Gal DNA miktar1 0,3-0,4 mg olarak saptandi.
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Sekil 4.2 200 ile 325 nm dalga boylar1 arasinda elde edilen DNA spektrumu.

4.2.2 Plazmit DNA’larin Dogruluklarimin Kontrolii

Saf olarak elde edilen plazmit DNA’lar, hem restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile islem
gormeden hem de enzimlerle kesim sonrasi agaroz jel elektroforezi ile incelendi. Dogal
kosullarda ¢ift zincirli halkasal yapidaki plazmit DNA kendi lizerinde katlanarak kapali
halkasal formda bulunur. Bununla birlikte halkasal DNA molekiilii iizerinde tek ya da cift
zincirde meydana gelecek kirilmalar sonucunda az miktarda agik halkasal ve dogrusal DNA
molekiilleri ortaya ¢ikar. Bu tiir DNA kirilmalari arzu edilen bir durum degildir. Agaroz jel
elektroforezinde, molekiil agirliklari ayn1 olsa bile genellikle kapali halkasal molekiil daha
hizli hareket eder; bunu dogrusal DNA molekiilleri izler. Acik halkasal molekiiller ise
konformasyonlar1 geregi jelde daha yavas ilerlerler. Elektroforez ile yapilan incelemelerde
elde ettigimiz plazmit DNA 6rneklerinin biiyiik oranda kapali halkasal formda molekiillerden
olustugu goriildi (Sekil 4.4).

Yukarida belirtildigi gibi plazmit DNA’lar farkli formlarda farkli elektroforez profilleri
verdiginden, restriksiyon enzimleri ile kesilerek dogrusal DNA fragmentleri elde etmeksizin
karsilastirilamazlar. Bu nedenle, ele alinan bir plazmit DNA’nin dogrulugu, restriksiyon
haritalarindan yararlanilarak uygun enzimlerle kesildikten sonra kontrol edilebilir. Bu
calismada kullanilan plazmit DNA’larin kontrol edilmesinde Sekil 4.3’te verilen plazmit

haritalarindan yararlanildi.
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Sekil 4.3 pEGFP-N1 ve pSV-B-Gal plazmitlerinin genetik haritalari.

Bu amagla, pEGFP-N1 plazmit DNA’s1 Dral ve Asel enzimleri ile; pSV-B-Gal plazmit
DNA’s1 ise Dral enzimi ile kesilerek jel elektroforezi ile incelendi. pPEGFP-N1 plazmit
DNA’s1 Dral ve Asel enzimleri ile 0, 1460, 3902 ve 3921 noktalarindan kesilerek 4 parcaya
boliindii. pSV-B-Gal plazmit DNA’s1 ise Dral enzimi ile 3819, 4993, 5685 ve 5704
noktalarindan kesilerek 4 pargaya boliindii. Kesim sonrasi DNA Ornekleri agaroz jel
elektrorezi ile incelendi ve Sekil 4.4’te goriildiigii gibi restriksiyon haritalarina uygun DNA
bantlar1 elde edildi. Kontrolleri yapilan plazmit DNA’lar ileriki asamalarda arkeozomlarla

formiile edilmek tizere +4°C’da saklandi.

Sekil 4.4 Restriksiyon enzimleri ile kesilmis (1- pSV-B-Gal, 2- pEGFP-N1) ya da
enzimle iglem gormemis (3- pSV-B-Gal, 4- pEGFP-N1) plazmitlerin elektroforez
profilleri. Elektroforez isleminde %1°lik agaroz jel kullanildi. Elektroforez islemi 100
V sabit gerilimde 25 dakikada tamamlandi.
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4.3 Protein Standart Grafiginin Olusturulmasi ve Protein Miktar Tayinleri

Enzimlerin protein yapida olmalar1 nedeniyle enzim aktivitelerinin tayini i¢in ortamda
bulunan total protein miktarinin belirlenmesi gerekir. Bu c¢aligmada hassas sonuglar veren
Bradford metodu kullanildi. Transfeksiyon deneyleri sonrasi hazirlanan hiicre lizatlarinda
total protein miktarlarinin saptanmasinda BSA (Sigma-fraksiyon V) ile protein standart
grafiginden yararlanildi (Sekil 4.5). Belirli konsantrasyonlarda BSA igeren 6rnekler hazirland
ve metod 3.2.13.2°de anlatilan yonteme gore Bradford ayirac ile girdikleri reaksiyon sonucu

verdikleri optik yogunluk (ODsgs) degerleri Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2  Belirli konsantrasyonlarda BSA igeren drneklerin Bradford ayiract ile girdikleri
reaksiyon sonucu 595 nm’de verdikleri absorbans degerleri

BSA (ng) 0 1.56 3.125 6.25 12.5 25

Absorbans
(ODsgs)

0.000 0.030 0.049 0.091 0.209 0.388

0.4 -

y =0.0157x
R2=0.9976

o
w

Absorbans (595 nm)
o
N

0 T T 1
0 10 20 30
Protein miktari (ug)

Sekil 4.5 BSA ile hazirlanan protein standart grafigi.

Orneklerdeki total protein miktarlart BSA ile hazirlanan protein standart grafik iizerinden
hesaplandi. Elde edilen degerler kullanilarak, protein standart grafigi egim formdilii iizerinden
(y = 0.0157x) protein miktarlar1 hesaplandi. 24-kuyulu plaklarda yapilan deneylerde her bir

kuyuda tiretilen hiicreler igin ortalama 74.324 mg protein/ml lizat protein miktari saptandi.
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4.4 B-Galaktosidaz Standart Grafigin Olusturulmasi ve Aktivite Tayini

Bu calismada arkeozomlarin in vitro transfeksiyon etkinligini saptamak i¢in GFP ve B-Gal
belirteg genlerinden yararlanildi. Arkeal lipidlerle memeli hiicrelerine DNA transfeksiyonun
kantitatif olarak saptanmasinda pSV-B-Gal plazmit DNA’s1 kullanild:. Inkiibasyon sonrasinda
hiicrelerden hazirlanan lizatlarda p-Gal aktivitesinin saptanmasinda rekombinant [3-
Galaktosidaz enzimi (Roche) ile hazirlanan standart grafiklerden yararlanildi (Sekil 4.6 ve
4.7). Standartlarin 420 nm dalga boyunda verdigi absorbans degerleri Cizelge 4.3’te

verilmigtir.

Cizelge 4.3  B-Galaktosidaz standart grafigi i¢in hazirlanan sulandirim serileri ve reaksiyon
sonrast 420 nm dalga boyunda 6l¢lim sonucu elde edilen absorbans degerleri

B-Galaktosidaz (mU/ml) Absorbans (ODgz0)
4 saat 12 saat
0 0 0
0.012 0.004 0.016
0.024 0.009 0.047
0.049 0.028 0.143
0.098 0.057 0.302
0.195 0.135 0.61
0.39 0.258 1.169

Hiicrelerden hazirlanan lizatlarda B-Galaktosidaz aktivitesi 4 ve 12 saatlik inkiibasyonlar
sonrasinda tayin edildi. Orneklerdeki p-Galaktosidaz aktivitesinin saptanmasinda rekombinant
B-Galaktosidaz enzimi ile hazirlanan standart grafikten yararlanildi. Sekil 4.6’da 4 saatlik,
sekil 4.7°de 12 saatlik inkiibasyon sonucu elde edilen B-Galaktosidaz standart grafikleri

verilmistir.



58

0.3 1

y = 0.6614x
R? = 0.9967

Absorbans (420 nm)

0 T T T 1
0 0.1 0.2 0.3 0.4
B-Galaktosidaz (mU)

Sekil 4.6 4 saatlik inkiibasyon sonucu elde edilen B-Galaktosidaz standart grafigi.
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Sekil 4.7 12 saat inkiibasyon sonucu elde edilen f-Galaktosidaz standart grafigi.

In vitro transfeksiyon sonrasi hazirlanan lizatlarda B-Galaktosidaz aktivitesi standart

grafiklerin egim formiilleri izerinden hesaplandi. Sonuglar boliim 4.7°de verilmistir.

4.5 Arkeozomlarin Karakterizasyonu

Farkli kosullarda hazirlanan arkeozomlar, zeta degerleri, boyut dagilimi, goriiniimleri ve
plazmit DNA ile kompleks olusturup olusturmama ozellikleri bakimindan incelendi. Bu
asamada 151k mikroskobu, Zeta-sizer, TEM ve AFM cihazlarindan yararlanildi. Arkeozom /

plazmit DNA kompleks analizlerinde ise elektroforez tekniklerinden yararlanildi.
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451 Bos Arkeozomlarin Karakterizasyonu

Arkeozomlarin karakterizasyonu amaciyla arkeal lipidler plazmit DNA ile karistirilmaksizin

bos olarak hazirlandi.

45.1.1 Sudan III ile Boyanan Arkeozomlarin Isik Mikroskobu ile Incelenmesine ait
Sonuclar

Plazmit DNA tagimayan bos arkeozomlarin morfolojik 6zelliklerinin incelenmesi i¢in metod
3.2.14’te belirtildigi sekilde Sudan III ile boyanarak 151k mikroskobu ile goriintiilendi. 1 mg
ve 10 mg polar lipid kullanilarak hazirlanan bos arkeozomlarin fotograflar1 c¢ekildi.
Immersiyon objektifi kullanilarak x400 kez biiyiitiilen &rneklerin fotograflar1 Sekil 4.8 ve

4.9°da verilmistir.
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Sekil 4.8 1 mg polar lipidin 1 ml Hepes tamponu (pH=7.4) ile hidrate edilmesi ile
olusturulan arkeozomlarin mikroskobik incelemesi.

Sekil 4.9 10 mg polar lipidin 1 ml Hepes tamponu (pH=7.4) ile hidrate edilmesi ile
olusturulan arkeozomlarin mikroskobik incelemesi.
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Farkli konsantrasyonlarda polar lipidlerle hazirlanan arkeozomlar 151k mikroskobunda
kirmiziya boyanan vezikiil ya da vezikiiler agregatlar halinde goriintiilendi. Kullanilan lipid
miktar1 ile vezikiil boyutlar1 ve agregasyon diizeyleri arasinda belirgin bir paralellik

gozlenmedi.

4.5.1.2 Bos Arkeozomlarin Zeta Potansiyellerine ait Sonuclar

DNA igermeyen bos arkeozomlarin net yiizey yiikleri metod 3.2.8’de belirtildigi sekilde Zeta
Sizer Nano ZS (Malvern Ins.) cihazi ile &lgiildii. 1ki farkli konsantrasyonda hazirlanan
arkeozomlarin negatif zeta potansiyeline sahip oldugu goriildii. Herhangi bir boyutlandirma
islemi uygulanmadan analiz edilen arkeozomlarin boyut biiyiikliikleri ve yiizey yiikii 6l¢iim

degerleri Cizelge 4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.4  Bos arkeozomlara ait zeta potansiyeli ve boyut biiytikliigii degerleri.

No | Arkeozom formiilasyonu | pH | Zeta potansiyeli | Boyut Biyiikligi

1 Arkeozom (10 pg/pl) 1.72 -41.4 mV 346.1 nm

2 Arkeozom (20 pg/ul) 7.72 -41.8 mV 353.7. nm

Boyut biiyiikliikleri 350 nm civarinda bulunan bos arkeozomlar metod 3.2.3’te anlatildig1
sekilde Lipofast Basic enjeksiyon sistemi ile 100 nm por biiyiikliigiindeki polikarbonat
filtreden gecirilerek boyutlandirildi. Net yiizey yiikii 6l¢iim degerlerine gore, hazirlanan
arkeozomlarin anyonik oldugu ortaya ¢ikmistir. Bos arkeozomlarin zeta potansiyeli analizi
sonucunda (-) deger tasidiginin goriilmesi negatif yiikli DNA ile kompleks olusturma
potansiyelini azaltmaktadir. Bu veriler 1s18inda, arkeozomlari katyonik hale getirmek

amactyla ortama pozitif yiiklii maddeler ekleme fikri dogdu.

4.5.1.3 Bos Arkeozomlarin TEM Analizine ait Sonuclar
Negatif boyama teknigi ile gridlere kaplanan (bkz. metod 3.2.9) 3 mg polar arkeal lipidden
elde edilen bos arkeozomlarin transmisyon elektron mikroskobu ile incelenen goriintiisii Sekil

4.10 ve 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.10 3 mg polar arkeal lipidin 1 ml HEPES tamponunda hidrate edilmesi ile
hazirlanan arkeozomlarin TEM goriintiisii.

Sekil 4.11 Arkeozomlarin boyut analizine iligkin TEM goriintiisii.
Sekil 4.11°den de goriildiigii gibi transmisyon elektron mikroskopisi ile bos arkeozomlarin
cogunlukla kiiresel ve 100 nm’den kiigiik vezikiiller oldugu saptanmistir. Bunun yani sira
daha biiyiik ¢apl vezikiillere de rastlanmaktadir.

4.5.1.4 Arkeozomlarin AFM Analizine ait Sonuclar

Arkeal polar lipid fraksiyonunun hidrasyonu ile olusturulan arkeozomlarin morfolojileri
metod 3.2.10°da belirtildigi sekilde tarayict prob mikroskobunun atomik giic mikroskobu
modu kullanilarak incelendi. 4x4 um ve 2x2 um’lik alanlarda taranan yiizeylerin iki ve ii¢

boyutlu goriintiileri alind1 (Sekil 4.12, 4.13, 4.14, 4.15).
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Sekil 4.13 Arkeozomlarin 2x2 pm’lik alan taranarak cekilen AFM goriintiisii.
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Sekil 4.14 3 mg arkeal polar lipid ile olusturulan arkeozomlarin 4x4 um’lik alanda alinan
ic boyutlu AFM goriintiisii.
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Sekil 4.15 3 mg arkeal polar lipid ile olusturulan arkeozomlarin 2x2 um’lik alanda alinan
tic boyutlu AFM goriintiisii.

Elde edilen arkeozomlarin 100 nm’den daha kiiciik ¢aplarda oldugu ve homojen bir dagilim

gosterdigi gozlendi.
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45.2 Arkeozomlarin Plazmit DNA ile Olusturdugu Komplekslerin Karakterizasyonu

Arkeozomlarin plazmit DNA’y1 tutma kapasitesini incelemek amaciyla hazirlanan
arkeozomlar plazmit DNA ile karigtirilarak belirli bir siire oda sicakliginda kompleks olusumu
icin bekletildi. Elde edilen arkeozom/plazmit DNA kompleksleri agaroz jel elektroforezinde
incelendi, zeta potansiyelleri 6lgiildii, TEM ve AFM cihazlarinda mikrograflar1 c¢ekildi.
Karsilastirma yapmak amaciyla kompleks olusturmamis plazmit DNA’larin da AFM

goriintiileri alind1.
4.5.2.1 Arkeozom/Plazmit DNA Komplekslerinin Zeta Potansiyeli ve Boyut Dagilimi
Analizine ait Sonuclar

Hazirlanan arkeozom/plazmit DNA komplekslerinin boyut biiyiikligli ve net yiizey yiikii
Ol¢iimleri metod 3.2.8’de belirtildigi sekilde Zeta Sizer Nano ZS cihazinda yapildi.
Komplekslere ait yiizey yiikii 6l¢tim degerleri Cizelge 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.5  Arkeozom/plazmit DNA kompleksine ait boyut ve zeta degerleri

No Arkeozom formiilasyonu pH Zeta potansiyeli | Boyut Biiytikligii
1 PBS + Plazmit DNA 7.74 -12.4mV -
2 Arkeozom + Plazmit DNA 7.74 -40.8 mV 417.8 nm
(50 ng/ul)

Cizelgeden de goriildiigli gibi arkeozom/plazmit DNA kompleksleri negatif yiik tagimaktadir.
Cizelge 4.4’te verilen bos arkeozomlarin yaklagik -41 mV degerindeki zeta potansiyelleri ile
karsilastirildiginda elektronegatif olan plazmit DNA ile kompleks olusturan arkeozomlarin
zeta potansiyellerinde belirgin bir degisiklik olmadigi goriildii. Boyut biiyiikliiglinde ise bos

arkeozomlara oranla artis belirlendi.

4.5.2.2 Arkeozom/Plazmit DNA Komplekslerinin TEM Analizine ait Sonuclar

10 pl arkeozom ile 1 ug pEGFP-NI plazmit DNA’nin olusturdugu kompleksler metod
3.2.9°da belirtildigi sekilde hazirlandi. Orneklerin transmisyon elektron mikroskobunda alinan

gortntiileri sekil 4.16 ve 4.17°de verilmistir.
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Sekil 4.16 pEGFP-N1 plazmit DNA ile kompleks olusturan arkeozomlarin (10 pl
arkeozom/ug DNA) TEM goriintiisii.

Sekil 4.17 pEGFP-N1 plazmit DNA ile kompleks olusturan arkeozomlarin (10 ul
arkeozom/pg DNA) TEM goriintiisii.

Lipozom formiilasyonlarinin morfolojik 06zelliklerinin belirlenebilmesi amaci ile yapilan
transmisyon elektron mikroskopisi sonucunda kiiclik lipozom komplekslerinin olustugu
goriilmiistiir. Hazirlanan lipozom formiilasyonlarinin boyutu ¢ogunlukla 100 nm’den kiiglik
olmakla beraber bir araya gelerek daha biiyiik boyutlara ulasan lipid kiirelerin de oldugu

goriilmektedir.
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4.5.2.3 Plazmit DNA’nin AFM Analizine ait Sonuclar

8 ng/ml konsantrasyondaki pEGFP-N1 plazmit DNA’s1t AFM cihazi ile goriintiillenmistir.
Sekil 4.18 ve 4.19’da plazmit DNA’nin 2x2 um ve 1x1 pm’lik alanlar taranarak alinan

goriintiileri verilmistir.
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Sekil 4.18 pEGFP-NI plazmit DNA’nin (8 pg/ml) 2x2 pm’lik alan taranarak alinan AFM
goruntisu.

[nm]

DNA-pEGFP-N1

Sekil 4.19 pEGFP-N1 plazmit DNA’nin (8 pg/ml) 1x1 pm’lik alan taranarak alinan AFM
goruntust.
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4.5.2.4 Arkeozom/Plazmit DNA Komplekslerinin AFM Analizine ait Sonuglar

nug plazmit DNA basma 10 pl arkeozom kullanilarak olusturulan komplekslerin iki ve ii¢

boyutlu goriintiileri Sekil 4.20, 4.21 ve 4.22°de verilmistir.

Sekil 4.20 pEGFP-N1 plazmit DNA ile kompleks olusturan arkeozomlarin (10 pl
arkeozom/pg DNA) AFM goriintiisti.

10.81
[nm]

Sekil 4.21 pEGFP-N1 plazmit DNA ile kompleks olusturan arkeozomlarin (10 pl
arkeozom/pug DNA) 2x2 um’lik alan taranarak c¢ekilen ii¢ boyutlu AFM goriintiisii.
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Sekil 4.22 pEGFP-N1 plazmit DNA ile kompleks olusturan arkeozomlarin (10 pl
arkeozom/pg DNA) AFM goriintiisti.
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Sekil 4.23 pEGFP-N1 plazmit DNA ile kompleks olusturan arkeozomlarin (10 pl
arkeozom/ug DNA) 1x1um’lik alanda tarandigi {ic boyutlu AFM goriintiisii.
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4.5.2.5 Arkeozom/Plazmit DNA Kompleksinin Boyut Analizine ait Sonuglar

Sekil 4.24’te de goriildiigii gibi, atomik gii¢ mikroskobu ile elde edilen sonuglara gore,

arkeozomlarin 100 nm’den kiigiik vezikiiller olusturmakla birlikte mekanik etkilerle bir araya

gelen kiiclik vezikiillerden lipid y1ginlar1 da olustugu belirlendi.
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Sekil 4.24 Plazmit DNA ile arkeozom kompleksinin boyut analizine ait grafik ve degerler.

4.5.2.6 Arkeozom/Plazmit DNA Komplekslerinin Agaroz Jel Elektroforezine ait

Sonugclar

Arkeozomlar hazirlanirken arkeal lipidlerin miktar1 arttirilarak kompleks olusumuna etkisi

incelendi.

Yaklagik 20 mg arkeal lipid ile olusturulan ve 2 ml HEPES ile hidrate edilerek hazirlanan
arkeozomlarin DNA ile kompleks olusturup olusturmadigini goézlemlemek i¢in 2 ul PEGFP-
N1 plazmit DNA (0.55 pg/ul) ile karigtirilan ve 20 dakika oda sicakliginda inkiibe edilen
arkeozomlar agaroz jelde 20 dakika 100 V sabit akimla yiiriitiildii. Marker olarak A-Hind I11-
EcoRI kullanildi (Sekil 4.25).
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Arkeozom miktari (ul)
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Sekil 4.25 Arkeozom / plazmit DNA komplekslerinin agaroz jel elektroforezi gériintiisii.

Plazmit DNA miktar1 sabit tutulurken arkeozom miktar1 arttirilarak gerceklestirilen bu
deneyde arkeozom miktar1 arttik¢a siiriiklenmenin arttigir goriilmektedir. 3 pl arkeozom
yiiklemesinden itibaren bir miktar plazmit DNA’nin ceplerde tutuldugu goriilmektedir.
Arkeozomlarin elektronegatifligi dolayisiyla plazmit DNA’nin az bir kismi ile kompleks

olusturdugu belirlendi.

10 mg arkeal lipid kullanilarak hazirlanan arkeozomlar ile yapilan bir baska deneyde ise Sekil

4.26’daki goriintiiler alinmistir.

1 2 3 4 5 Arkeozom miktari (pl)

Ladder 0.5 0.5 0.5 05 05 0.5 DNA(ug)

Sekil 4.26 Arkeozom / plazmit DNA komplekslerinin agaroz jel elektroforezi goriintiisii.

Her iki sekilde de en yiiksek lipid miktarina sahip olan 5 numarali kuyucuktaki

stiriiklenmenin en fazla oldugu goriildi. Arkeozom miktarinin artisgina bagli olarak
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stiriiklenmenin arttig1 goriilmektedir. 20 ve 10 mg arkeal lipid kullanilarak hazirlanan iki

ornek arasinda kompleks yapma agisindan 6nemli bir fark goriilmemistir.

45.2.6.1 Kompleks Olusumunda pH’in Etkisi

Arkeozomlar ile plazmit DNA arasinda kompleks olugsmasina etki eden ortam kosullarindan
en Onemlisi olan pH’in etkisini incelemek amaciyla farkli pH’larda HEPES tamponu
hazirlandi. Sabit miktarda arkeozom sabit miktarda plazmit DNA (0.5 ng) ile farkli pH’larda
HEPES tamponu igeren ortamlarda karistirilarak kompleks olusumu i¢in oda sicakliginda 20
dakika bekletildikten sonra ceplere uygulandi. Sekil 4.27°de goriildiigii gibi 5 ile 9 arasindaki

pH’larin kompleks olusumuna etki etmedigi goriildii.

Ladder S I

Sekil 4.27 Kompleks olusumuna pH etkisini gosteren agaroz jel elektroforez resmi. Her
kuyucukta 5 pl arkeozom ile 0.5 pg plazmit DNA’dan olusan kompleks
bulunmaktadir.

45.3 Arkeozomlarin Plazmit DNA’y1r Enkapsiile Etmesine ait Karakterizasyon
Cahismalan

PEGFP-N1 plazmit DNA’nin arkeozomlarin hidrasyon asamasinda ortama katilmasiyla
enkapsiilasyonu gerceklestirildi. Bu dogrultuda olusturulan arkeozomlarin karakterizasyonu

icin Zeta-Sizer, TEM, AFM ve agaroz jel elektroforezinden yararlanildi.



72

4.5.3.1 Arkeozomlarin Plazmit DNA’y1 Enkapsiile Etmesine ait Zeta Potansiyeli Analizi
Sonuclarn

Cizelge 4.6  Plazmit DNA’nin arkeozomlar tarafindan enkapsiile edilmesine ait zeta

degerleri
No Arkeozom formiilasyonu pH Zeta potansiyeli | Boyut Biiytikliigii
1 PBS + DNA 7.74 -12.4mV -
2 Plazmit DNA enkapsiile 7.74 -41.1 mV 490.6 nm
etmis arkeozom

Zeta potansiyeli Olglimlerine gore, hazirlanan arkeozom formiilasyonlarinin elektronegatif
oldugu saptandi. Cizelgede goriilen zeta potansiyeli degerleri, kompleks sonuclari ile yaklasik

olarak ayn1 degerdedir.

Size Distribution by Intenzity
1D.............................................
8 B T T T T R
E Bt
&
)
=
B 4 B T
E -+
2 B T T T
0 + t | =
0.1 1 10 100 1000 10000
Lize (d.nm)
Plazmit DNA enkapstile Arkeozom
etmis arkeozom (10 mg lipid)
Arkeozom/plazmit DNA Arkeozom
kompleksi (20 mg lipid)

Sekil 4.28 Boyutlandirmasi yapilmamis arkeozom formiilasyonlarina ait boyut dagilim
grafigi.
Zeta-Sizer cihazinda yapilan siddete bagli boyut dagilimi dlgtimlerine goére Lipofast Basic
enjeksiyon sistemi ile boyutlandirmasi yapilmayan bos arkeozomlar 350 nm civarinda ¢apa
sahipken arkeozom/plazmit DNA kompleksi 417 nm, plazmit DNA enkapsiile etmis

arkeozomlar ise en biiyiik boyuta sahip ve 490 nm c¢apindadir.
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4.5.3.2 Arkeozomlarin Plazmit DNA’y1 Enkapsiile Etmesine ait TEM Analizi Sonuglari

Plazmit DNA’nin arkeozomlarin hazirlik asamasinda ortama katilmasiyla metod 3.2.3’te
anlatildig1 bi¢imde olusturulan DNA enkapsiile etmis arkeozomlar, metod 3.2.9’da anlatilan
prosediire gore transmisyon elektron mikroskobu altinda incelendi. Sekil 4.29 ve 4.30°da

hazirlanan preparatlarin farkl biiyiitmeler ile elde edilen fotograflar1 verilmistir.

Sekil 4.29 pEGFP-N1 plazmit DNA enkapsiile etmis arkeozomlarin TEM goriintiisii.

Sekil 4.30 pEGFP-N1 plazmit DNA enkapsiile etmis arkeozomlarin TEM goriintiisii.

4.5.3.3 Arkeozomlarin Plazmit DNA’y1 Enkapsiile Etmesine ait AFM Analizi Sonuglari

Metod 3.2.3’te anlatilan ikinci yonteme gore hazirlanan arkeozomlar, metod 3.2.10’da

belirtilen prosediire gore atomik gii¢c mikroskobunda incelendi. Hazirlanan preparatlardan 2x2
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um alan taramasi yapilarak elde edilen 2 ve 3 boyutlu goriintiiler Sekil 4.31 ve 4.32°de,

0.5x0.5 pm alan taramasi yapilarak elde edilen 3 boyutlu goriintii ise Sekil 4.33’te verilmistir.

0.00

1.00 um 2.00 x 2.00 um

lipozom-DNA enkaps

Sekil 4.31 pEGFP-N1 plazmit DNA enkapsiile etmis arkeozomlarin atomik gii¢
mikroskobunda alinan goriintiisii.

6.73

‘,..""'IU 50 [I.'I.ITI]

Sekil 4.32 pEGFP-N1 plazmit DNA enkapsiile etmis arkeozomlarin atomik gii¢
mikroskobunda alinan {i¢ boyutlu goriintiisii.
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500.00 x 500.00 [nm]  Z 0.00 - 2.35 [nm]

Sekil 4.33 500 nm’lik alanda taranan plazmit DNA enkapsiile etmis arkeozom
preparatinin atomik gili¢ mikroskobu ile ¢ekilen mikrografi.

DNA enkapsiile etmis arkeozomlarin ebatlari, bos arkeozomlara oranla biiylimiistiir. Bu da,

enkapsiilasyonun gergeklestigini gostermektedir.

45.3.4 Arkeozomlarin Plazmit DNA’yr Enkapsiile Etmesine ait Agaroz Jel
Elektroforezi Sonuclari

Yaklagik 10 mg arkeal lipidden elde edilen film tabakaya hidrasyon asamasinda 50 ng/pl
konsantrasyonda plazmit DNA eklenmesi ile hazirlanan plazmit DNA enkapsiile etmis
arkeozomlar boliim 3.2.7°de anlatilan yonteme gore agaroz jel elektroforezi ile incelendi
(Sekil 4.34). 3, 6 ve 9 ul arkeozom kullanilarak yapilan deneyde 100 V sabit akim 25 dakika

stiresince uygulandi.
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Arkeozom (pI)

Sekil 4.34 Arkeozomlarin plazmit DNA enkapsiilasyonuna ait agaroz jel elektroforezi
goruntist.
Sekildeki ilk kuyucukta kontrol amaciyla kullanilan ladder bulunmaktadir. Ikinci kuyucukta
ise bos plazmit DNA mevcuttur. Jel fotografindaki diger kuyucuklar incelendiginde plazmit
DNA’ya kiyasla geride kalan arkeozomlarm bir kisminin (%25-30) kuyucuklarda kaldigi
goriilmektedir. Elde edilen sonu¢ arkeozomlarin plazmit DNA’nin bir kismimni enkapsiile
ettigini gostermektedir. Plazmit DNA’nin bir kisminin arkeozomlar tarafindan tutuldugu icin

kuyucuklarda kaldig1 ve bir kisminin da siirtiklendigi gézlemlendi.

Bir bagka deneyde ise, aym1 arkeozom Orneginin farkli miktarlart (1-4 pl) kuyucuklara

uygulanarak arkeozom miktariin yaptig1 etki incelenmeye devam edildi (Sekil 4.35).
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Arkeozom (ul)

Sekil 4.35 Arkeozomlarin DNA enkapsiilasyonuna ait agaroz jel elektroforezi goriintiisii.

En yiiksek arkeozom konsantrasyonu iceren 4. kuyucukta en fazla tutulma goriilmektedir. Bos
DNA, arkeozomlu o6rneklerden daha hizli yiirlimiistiir. Elde edilen sonug¢ bize arkeal lipid
miktar1 arttitkga DNA siiriiklenmesinin de arttigin1 gostermektedir. Sonug olarak arkeozom

miktar arttik¢a enkapstilasyonun fazla oldugu belirlenmistir.

Arkeozom miktart arttirilip plazmit DNA konsantrasyonu yariya indirilerek yapilan deneyde
ise hazirlanan arkeozomlarin DNA enkapsiilasyonu agaroz jel elektroforezi ile incelendi

(Sekil 4.36). 100 V sabit akim 25 dakika uygulanda.

DNA Enkapsdile Plazmit DNA
Etmis Arkeozom (pul) (25 ng/ul)
3 6
Ladder - 2 10 15 .

Sekil 4.36 Arkeozomlarin DNA enkapsiilasyonunun incelendigi agaroz jel elektroforez
goruntis.
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Arkeozomlu kuyucuklardaki siiriikklenme enkapsiilasyonun gergeklestigini gostermektedir. En
yogun siiriiklenme 15 pl arkeozom olan kuyucukta goriilmektedir. Arkeozom miktar1 arttik¢a

siiriiklenmenin de arttig1 gozlenmistir.

Bos arkeozomlarla plazmit DNA karistirillarak hazirlanan 6rneklerle karsilastirildiginda,
enkapsiilasyon yonteminde plazmit DNA’nin daha yiiksek oranda arkeozomlarda tutuldugu

anlasilmaktadir.

454 Arkeozom ve DOTAP’in Plazmit DNA ile Kompleks Olusturmasina ait Sonuclar

Caligmada kullanilan arkeozom formiilasyonlariin DNA’y1 tutma etkinliklerinin arttirilmasi
amacuyla ticari olarak satilan DOTAP’tan yararlanildi. DOTAP’l1 6rneklerin karakterizasyonu

TEM, AFM ve agaroz jel elektroforezi ile yapildi.

4.5.4.1 DOTAP’1n Plazmit DNA ile Kompleks Olusturmasina ait TEM Analizi Sonuglar:

Lipozom formiilasyonlarinin morfolojik 6zelliklerinin belirlenebilmesi amaci ile transmisyon
elektron mikroskobu (TEM) incelemeleri metod 3.2.9°da anlatildigr sekilde gergeklestirildi.
Transmisyon elektron mikroskobu incelemeleri dncesinde hazirlanan DOTAP igeren lipozom
formiilasyonlarindan negatif boyama yontemi ile hazirlanan preparatlarin goriintiileri Sekil

4.37 ve 4.38’de verilmistir.

.. ‘ .-

Sekil 4.37 DOTAP ile pEGFP-N1 plazmit DNA kompleksinin (6 ul/ug DNA) TEM
goruntusi.



Sekil 4.38 pEGFP-N1 plazmit DNA ile kompleks olusturan DOTAP’1n (6 pl lipozom/pug
DNA) TEM goriintiisti.

Gergeklestirilen transmisyon elektron mikroskobu incelemelerinin  sonuglarina gore

hazirlanan lipozomlar ortamdaki plazmit DNA’y1 baglayarak genis capli kompleksler

olusturmustur.

4.5.4.2 DOTAP’1n Plazmit DNA ile Kompleks Olusturmasina ait AFM Analizi Sonuclari

Hazirlanan DOTAP’1 lipozom formiilasyonlarinin morfolojik 6zelliklerinin belirlenebilmesi
ve plazmit DNA ile olusturdugu komplekslerin goriintiilenmesi amaciyla metod 3.2.10’da
belirtildigi sekilde atomik giic mikroskobu incelemeleri gergeklestirildi (Sekil 4.39, 4.40 ve
4.41).
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Sekil 4.39 DOTAP/pEGFP-N1 DNA’sinin 1x1um’lik alan taranarak alinan AFM
goruntist.

250%2.50 [um] Z 0.00 - 80.72 [ﬁm]

Sekil 4.40 DOTAP/pEGFP-N1 DNA’sinin 2.5x2.5um’lik alan taranarak alinan {i¢ boyutlu
AFM gortintiisti.
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000 0.00
10.00% 10.00 [ur] Z 0.00 - 50.03 [nm]

Sekil 4.41 DOTAP/pEGFP-N1 DNA’sinin 10x10um’lik alan taranarak alinan ii¢ boyutlu
AFM goriintiisii.

Atomik giic mikroskobunda gergeklestirilen incelemelerin sonuglarina gore, istenilen

ozelliklere sahip kii¢lik lipozomlar olusturuldugu goriilmiistiir.

4.5.4.3 Arkeozom ve DOTAP’In Plazmit DNA ile Kompleks Olusturmasina ait Agaroz
Jel Elektroforezi Sonuclar:

Sekil 4.42 DOTAP ile hazirlanan lipozomlar, bos arkeozomlar ve DOTAP/arkeozom
formiilasyonlarinin elektroforez sonuglari.
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Sekilden de goriildiigii gibi DOTAP’1n tek basina kullanildigi 2. kuyucuga uygulanan tim
plazmit DNA tutularak kuyucukta hapsedildi. DOTAP ile arkeozomlarm 1/1 oraninda
uygulandigt 5 numarali kuyucukta da herhangi bir yiiriime olmazken DOTAP ile
arkeozomlarin 1/3 oraninda uygulandigi 5 numarali kuyucukta ve plazmit DNAnin enkapsiile
edildigi ornegi igeren 6. kuyucukta tutulmanin zayif oldugu goriildii. Arkeozomlar ile

DOTAP karigimi, plazmit DNA’y1 ayn1 miktardaki DOTAP kadar etkin bicimde baglamistir.

45.5 Arkeozom ve Polibrenin Plazmit DNA ile Kompleks Olusturmasina ait Sonuglar

Calismada kullanilan arkeozom formiilasyonlarinin DNA’y1 tutma kapasitesini arttirmak
amaciyla polibren (Sigma) kullanilarak farkli miktarlarda arkeozom farkli konsantrasyonlarda
polibrenle formiile edildi, zeta degerleri 6l¢iildii ve plazmit DNA’y1 tutma kapasiteleri agaroz

jel elektroforezi ile incelendi.

4.5.5.1 Arkeozom ve Polibrenin Plazmit DNA ile Kompleks Olusturmasina ait Zeta
Potansiyeli Analizinin Sonuclar

Hazirlanan arkeozom formiilasyonlarinin net yilizey yiikleri 3.2.8’de belirtildigi sekilde Zeta
Sizer Nano ZS cihazinda yapildi. 1 pl arkeozom ile artan konsantrasyonlarda polibrene ait

yiizey ylikii 6l¢iim degerleri ¢izelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7  Farkli konsantrasyonlardaki polibrenin ve polibrenle formiile edilen
arkeozomlarin zeta potansiyeli ve boyut biiytlikliigii degerleri

No Arkeozom formiilasyonu Zeta potansiyeli Boyut Biiyiikligii
1 Arkeozom - Polibren (0.1 pg/ul) -38.6 mV 382.7 nm
2 Arkeozom - Polibren (0.5 pg/ul) -35.0mvVv 383.7 nm
3 Arkeozom - Polibren (2.5 pg/ul) -4.18 mV 726.4 nm
4 Polibren (1 mg/ml) 2.75 mV 803.1 nm
5 Polibren (0.1 mg/ml) -2.68 mV 577.6 nm
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Size Diztribution by Intensity
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Sekil 4.43 Cizelge 4.7°de verilen 6rneklerin siddete bagli boyut dagilimini gosteren
grafik.
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4.5.5.2 Arkeozom ve Polibrenin Farklhh Konsantrasyonlarimin Plazmit DNA ile Kompleks
Olusturmasina ait Agaroz Jel Elektroforezi Sonuclari

Plazmit DNA 0.1 pg/ul konsantrasyona seyreltilerek 6rnek basima 500 ng olacak bigimde
uygulandi. 25 mg/ml konsantrasyondaki stok polibren ise 2.5 pg/ul, 0.5 pg/ul ve 0.1 pg/ul
konsantrasyonlara seyreltilen, kompleks olusturan orneklerin elektroforezi Sekil 4.44 ve

4.45’te verilmistir.

Polibren (0.1pg/ul) Polibren (0.5ug/ul)

~—
Arkeozom (pul) Arkeozom (pl)  Polibren (ug/ul)

DNA 05 1 2 4 05 1 2 4 0.05010.5

Ladder 500 ng

|

Vet
=y

-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

Sekil 4.44 Cesitli miktarlardaki arkeozom ve polibrenin plazmit DNA ile kompleks
olusturmasina ait jel fotografi.

DNA’nin en yiiksek oranda siiriiklendigi ve tutuldugu kuyucuklar 5 ve 9 numaralardir.
Buradan 4 pl’lik arkeozom hacminin 500 ng plazmit DNA’y1 0.1 ve 0.5 pg/ul
konsantrasyondaki polibrenli ortamda uygulanan diger hacimlere oranla daha fazla tutabildigi

gorilmektedir.
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DNA 500 ng
Polibren (2.5ug/ul) A

-~
( Arkeozom (l) Arkeozom (ul)  Polibren (p.g/p.lﬁ
Ladder DNA 0.5 1 2 4 05 1 2 4 25 5 10

1 [

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Sekil 4.45 Cesitli miktarlardaki arkeozom ve polibrenin plazmit DNA ile kompleks
olusturmasina ait jel fotografi.

Jel resmi, 2 ve 4 pl arkeozomun, 2.5 pg/ul konsantrasyondaki polibrenli ortamda tiim plazmit

DNA’y1 tuttugunu gostermektedir.

4.6 Arkeozomlarin In Vitro Transfeksiyon Etkinliklerinin Yesil Floresan Proteini ile
Saptanmasina Ait Sonuclar

PEGFP-N1 plazmit vektorii kullanilarak yapilan transfeksiyon deneyleri sonucunda memeli

hiicreleri tarafindan sentezlenen yesil floresan proteini, floresan mikroskobu altinda incelendi.

4.6.1 Bos Arkeozomlarin In Vitro Transfeksiyon Etkinlikleri
PEGFP-N1 plazmit DNA ile bos arkeozomlarin kullanildigi in vitro transfeksiyon

deneylerinde transfekte olan hiicreler tespit edildi ve floresan mikroskobu ile fotograflandi

(Sekil 4.46).
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Sekil 4.46 1 pg pEGFP-N1 DNA’ya karsilik 10 pl arkeozom kullanilarak olusturulan
komplekslerin transfeksiyonuna ait fotograf.

Sekilden de goriildiigi gibi bos arkeozomlarin transfeksiyon etkinliginin oldugu gorildi,

fakat transfeksiyon seviyesinin yliksek olmadigi belirlendi.

4.6.2 DOTAP’mm In Vitro Transfeksiyon Etkinligi

Ticari bir lipid olan DOTAP ile yapilan in vitro transfeksiyon ¢alismasinda yesil floresan
proteini ekspres eden pEGFP-N1 plazmit vektorii kullanildi. Floresan mikroskobu altinda
yapilan gozlemler sonucu transfeksiyon etkinligi kalitatif olarak tespit edildi. 0.5 ve 1 pg
PEGFP-N1 DNA’sina karsilik 5 pl lipozom kullanildi. Olusan ticari lipozom ile plazmit DNA
kompleksinin in vitro transfeksiyon etkinligi 48 saatlik siire sonunda floresan mikroskobu ile

incelendi.

Sekil 4.47 0.5 pug pEGFP-N1 DNA’ya karsilik 5 ul DOTAP kullanilarak olusturulan
kompleksler ile ger¢eklestirilen transfeksiyona ait fotograf.



Sekil 4.48 1 pg pEGFP-N1 DNA’ya karsilik 5 pl DOTAP kullanilarak olusturulan
kompleksler ile gerceklestirilen transfeksiyona ait fotograf.

Plazmit DNA konsantrasyonunun 2 kat arttirilarak uygulandigi deneyde in vitro transfeksiyon

etkinliginin de arttig1 goriildi.

4.6.3 DOTAP’1n Arkeozomlarla Plazmit DNA Transfeksiyonuna Etkisi

1 mg arkeal polar lipide 1 mg DOTAP katilmasi ile olusturulan lipozomlar pEGFP-N1
plazmit vektorii kullanilarak HEK293 hiicre hattinin transfeksiyonunda kullanild.
Transfeksiyon etkinliginin kontrolii i¢in ticari liyofilize lipidlerden olusturulan DOTAP

miktar1 sabit tutularak hazirlandi ve pozitif kontrol olarak ayni hacimde uygulandi.

Arkeal lipid ile ticari DOTAP’in 1/1 oraninda karistirilmasiyla olusturulan lipozomlar ve
kontrol amaciyla DOTAP ile olusturulan lipozomlarin in vitro transfeksiyon etkinligi floresan

mikroskobunda incelendi.
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Sekil 4.49 0.5 pug pEGFP-N1 DNA ile 5 ul DOTAP kullanilarak ger¢eklestirilen
transfeksiyona ait fotograf.

b |

Sekil 4.50 0.5 pg pEGFP-N1 DNA ile 5 ul arkeozom-DOTAP karigimi (1:1) kullanilarak
gerceklestirilen transfeksiyona ait fotograf.

Sekil 4.49 ve 4.50’de gorildiigii gibi ticari lipozomlara arkeozom eklenmesi ile hem

transfekte hiicre sayis1 hem de in vitro transfeksiyon etkinligi artmustir.

Bir bagka deneyde, arkeal lipid ile DOTAP’mn 1/1 oraninda karistirilmasiyla olusturulan

lipozomlarn in vitro transfeksiyon etkinligi lipozom miktar1 2 katina ¢ikartilarak incelendi.



Sekil 4.51 1 pg pEGFP-N1 DNA ile 10 ul DOTAP kullanilarak gergeklestirilen
transfeksiyona ait fotograf.

Sekil 4.52 1 ug pEGFP-N1 DNA ile 10 ul arkeozom-DOTAP karisimi (1:1) kullanilarak
gerceklestirilen transfeksiyona ait fotograf.

Arkeal lipidler ve DOTAP’tan elde edilen lipozomlarin miktarlar1 iki katina ¢ikarilarak
tekrarlanabilir sonuglar verip vermedigi arastirildi. Sekil 4.51 ve 4.52°’den de anlasilacagi

lizere konsantrasyonun arttirilmasi ile transfekte hiicre sayisi beklendigi sekilde artmistir.

4.6.4 Arkeozomlarmm In Vitro Transfeksiyon Etkinliginin Arttirllmasinda Kalsiyumun
Etkisi

Arkeozom ve pEGFP-N1 plazmit DNA miktarlart sabit tutularak sirasiyla 10, 20, 50, 100 mM
CaCl, ilave edilmesiyle olusturulan komplekslerin HEK293 hiicre hattindaki transfeksiyon
etkinligi floresan mikroskobu ile goriintiilendi. Goriintiiler incelendiginde 10 mM CaCl,’nin

etkin olmadigi, 20 mM CaCl,’nin ise az miktarda etkinlik gosterdigi belirlendi (Sekil 4.53).
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CaCl, konsantrasyonu arttirildiginda 50 mM CaCl; ile in vitro transfeksiyon etkinliginin
oldukga arttig1 (Sekil 4.54), 100 mM CaCl, konsantrasyonunda ise in vitro transfeksiyonun en

1yi sonug verdigi saptanmistir (Sekil 4.55).

Sekil 4.53 Arkeozomlara 20 mM CacCl, eklenmesiyle elde edilen transfeksiyona ait
fotograf.

Sekil 4.54 Arkeozomlara 50 mM CacCl, eklenmesiyle elde edilen transfeksiyona ait
fotograf.

Sekil 4.55 Arkeozomlara 100 mM CaCl, eklenmesiyle elde edilen transfeksiyona ait
fotograf.
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Kontrol amaci ile arkeozom eklenmeden ayni hacimde ¢iplak plazmit DNA 100 mM CaCl; ile
olusturulan kompleksin in vitro transfeksiyon etkinligi incelendiginde transfeksiyon

etkinliginin arkeozom katilmis 6rneklere gore daha diisiik oldugu saptanmstir (Sekil 4.56).

Sekil 4.56 Plazmit DNA’ya 100 mM CaCl, eklenmesiyle elde edilen transfeksiyona ait
fotograf.

100 mM CaCly’nin arkeozomlarin in vitro transfeksiyon etkinligini belirgin bir sekilde

arttirdig1 goézlemlendi.

4.6.5 Arkeozomlarm In Vitro Transfeksiyon Etkinliginin Arttirilmasinda Kitozanin
Etkisi

10 ul sabit hacimde arkeozoma karsilik, artan miktarda (1, 2, 4, 8 pg) kitozan ¢ozeltisi
eklenmesi ile elde edilen komplekslerin in vitro transfeksiyon etkinligi floresan mikroskobu

ile incelendiginde alinan sonuglar Sekil 4.57, 4.58, 4.59 ve 4.60’da verilmistir.

Sekil 4.57 1 pg ve 2 pg kitozan ile 1 pg pEGFP-N1 plazmit DNA’sinin olusturdugu
kompleksin transfeksiyon etkinligini gosteren fotograflar.
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Sekil 4.58 4 pg ve 8 pg kitozan ile 1 pg pEGFP-N1 plazmit DNA’sinin olusturdugu
kompleksin transfeksiyon etkinligini gosteren fotograflar.

Sekil 4.59 2 pg kitozan ile 10 pl arkeozomun 1 pg pEGFP-N1 plazmit DNA’s1 ile
olusturdugu kompleksin transfeksiyon etkinligini gosteren fotograf.

Sekil 4.60 8 pg kitozan ile 1 pg pEGFP-N1 plazmit DNA’sinin 10 pl arkeozom ile
olusturdugu kompleksin transfeksiyon etkinligini gosteren fotograf.
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Kitozan kullanilarak gergeklestirilen bu deney sonucunda, elde edilen en yiiksek GFP
ekspresyonunun 8 pg kitozan ile 10 pl arkeozomun olusturdugu kompleks ile gergeklestigi

saptanmistir.

4.7 Orneklerdeki p-Galaktosidaz Aktivitelerinin Saptanmasina Ait Sonuclar

In vitro transfeksiyon etkinligi ve p-Galaktosidaz ekspresyonunun kantitatif analizinde orto-
nitrofenil-B-D-galaktopiranosid (ONPG) ile enzimatik tayin yontemi uygulandiginda
ekspresyon seviyesi, metod 3.2.13.1°de anlatildig1 sekilde hazirlanan standart grafik {izerinden
hesaplandi (Sekil 4.6 ve 4.7).

Farkli arkeozom formiilasyonlari, pSV-B-Gal plazmit DNA’sinin memeli hiicrelerine
transfeksiyonunda kullanildi. Elde edilen absorbans degerleri ile, protein ve B-galaktosidaz
standart grafiklerinden de yararlanarak Orneklerin aktiviteleri mU/mg protein olarak

belirlendi.

1 inite P-Galaktosidaz, 37°C’de, pH 7.5’te, dakikada 1 pmol orto-nitrofenil-p-D-
galaktopiranosidi (ONPG) o-nitrofenol ve galaktoza pargalayan enzim miktar1 olarak

tanimlanmaktadir.



94

4.7.1 Bos Arkeozomlar Kullanilarak Elde Edilen p-Galaktosidaz Aktiviteleri

pSV-B-Gal plazmit DNA’sinin memeli hiicrelerine in vitro transfeksiyonunda ilk olarak
metod 3.2.2°de anlatidigr sekilde Bligh ve Dyer’a (1959) gore ekstraksiyonu yapilan arkeal
lipidlerden elde edilen arkeozomlar kullanildi. Lipid ekstraksiyonu sonrasinda yapilan soguk
aseton presipitasyonu ile polar lipid fraksiyonu elde edildi (Choquet vd., 1992).
Kloroform:metanol:su ekstraktinin sulu st fazindan elde edilen arkeozomlar ile
kloroform:metanol:su ekstraktinin soguk aseton presipitatindan elde edilen arkeozomlar
arasindaki in vitro transfeksiyon etkinligi farki incelendi. Her kuyucukta pSV-B-Gal plazmit

DNA miktar1 sabit tutuldu, arkeozom miktar: ise arttirildi.

=

S 0,025

o

a 002

(&)

=1

> 0015

g 0

g 0,01

=

< ]

=

oo DMA (pg) 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Akz-Uph - 5 10 20 30 - - - -
Akz-A) - - - - - 5 10 20 30

Sekil 4.61 Arkeozomlarla gergeklestirilen in vitro transfeksiyon sonucunda elde edilen B-
Galaktosidaz aktiviteleri.

Sekilden de gortldiigii gibi total lipid fraksiyonundan elde edilen arkeozomlarla yapilan in
vitro transfeksiyon sonucu elde edilen B-Galaktosidaz aktivitesi maksimum 0.0073 mU’ye
kadar ¢ikarken polar lipidlerden elde edilen arkeozomlar kullanildiginda enzim aktivitesinde
yaklasik 3 kat artis gerceklesmis ve 0.0212 mU seviyesine ¢ikmistir. Grafikte goriilen ilk
siitun arkeozom igermeyen ¢iplak DNA’nin transfeksiyonuna aittir. Enzim aktivitesi 0.0023
olarak tespit edilen ¢iplak DNA transfeksiyonu arkeozomlu orneklerle kiyaslandiginda

arkeozomlarin plazmit DNA transfeksiyonunu birkag kat arttirdig1 goriilmektedir.
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4.7.2 DOTAP ve Arkeozomlar Kullanilarak Elde Edilen B-Galaktosidaz Aktiviteleri

Haloarcula hispanica’nin polar lipidlerinden hazirlanan arkeozomlar ile transfeksiyon
etkinligi oldukca yiiksek olan ve ticari olarak satilan DOTAP karsilastirildi. DOTAP ile
hazirlanan lipozomlar katyonik Ozelliktedir ve negatif yiiklii DNA’y1 yiiksek verimlilikte
baglar. Boliim 4.5.4’te verilen sonuglar da bunu desteklemektedir. Haloarcula hispanica’dan
elde edilen dogal lipidlerden hazirlanan ve saflastirma, liyofilizasyon gibi herhangi bir islem
uygulanmadan hazirlanan arkeozomlarin in vitro transfeksiyon etkinligi ile DOTAP’mn in
vitro transfeksiyon etkinligi sekil 4.62’de karsilastirilmistir. Her kuyucukta sabit miktarda (1
ug) plazmit DNA bulunmaktadir.
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Sekil 4.62 DOTAP kullanilan in vitro transfeksiyon ile arkeozom kullanilan in vitro
transfeksiyon sonucunda elde edilen p-Galaktosidaz aktiviteleri.

1 ul DOTAP kullanilan kuyucukta 0.036 mU B-Galaktosidaz aktivitesi elde edilirken buna
paralel olarak 1 pl arkeozom kullanilan kuyucukta 0.029 mU B-Galaktosidaz aktivitesi elde
edildi. Bu iki deger biribirine yakin olmasina ragmen DOTAP’in hacim artsiyla enzim
aktivitesi yliksek miktarda artmis, fakat arkeozom kullanilan in vitro transfeksiyonda ayni
durum go6zlenmemistir. Arkeozom miktarmin 1 pl’den 5 ul’ye ¢ikarilmas: B-Galaktosidaz
aktivitesini 0.029 mU’den 0.048 mU’ye yiikseltmistir.
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4.7.3 Polibren ve Arkeozomlar Kullamlarak Elde Edilen p-Galaktosidaz Aktiviteleri

Pozitif yiiklii olan polibren 6zellikle retroviral vektorlerin memeli hiicrelerini enfekte etme
etkinligini  arttirmak amaciyla Kkullanilan bir molekiildiir. Arkeozom ve DNA
formiilasyonlarinda polibrenin etkisi incelendiginde her kuyucukta pSV-B-Gal plazmit DNA

miktari ile arkeozom miktari sabit tutulurken polibren miktari ise degistirildi (Sekil 4.63).
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Sekil 4.63 Plazmit DNA’nin polibren ile baglanmasi sonucu elde edilen arkeozomal
transfeksiyona ait p-Galaktosidaz aktiviteleri.

Kontrol amaciyla hi¢ polibren eklenmeden gergeklestirilen in vitro transfeksiyona ait son
stitundan da goriildigii gibi arkeozomlarin HEK293 hiicrelerine B-Gal genini transfekte etme
etkinligi, 1 pg ve 2.5 pg polibren kullanilan 6rneklerden daha yiiksektir. En yiiksek enzim
aktivitesi 5 pl arkeozom ile 5 pug polibren kullanilan kuyucuktaki hiicrelerden elde edilmis
olup (0.03 mU/ug protein) polibren kullanilmayan orneklerin B-Galaktosidaz aktivitesine

yakindir (0.024 mU/pg protein).
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4.7.4 Kitozan ve Arkeozomlar Kullamlarak Elde Edilen B-Galaktosidaz Aktiviteleri

Kitozan, kitinin deasetilasyonu sonucu elde edilen dogal ve katyonik bir polimerdir.
Arkeozomlarin in vitro transfeksiyon etkinligini arttirmak amaciyla kitozan orneklerinden
yararlanildi. 1 pg/ul konsantrasyondaki kitozan ¢o6zeltisi kullanilarak yapilan in vitro
transfeksiyon deneylerinde polar arkeal lipidlerle hazirlanan arkeozomlar, farkli miktarlardaki
Kitozan ¢ozeltisiyle kompleks olusturmasi amaciyla karistirildi. Her kuyucuktaki pSV-p-Gal
plazmit DNA miktar1 ile arkeozom miktart sabit tutulup Kitozan miktari degistirildiginde elde

edilen sonugclar sekil 4.64’te verilmistir.
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Sekil 4.64 Kitozanin arkeozomlarla yapilan in vitro transfeksiyon tizerindeki etkisini
gosteren B-Galaktosidaz aktiviteleri.

Sekilden de goriildigi gibi, ilk dort siitun kitozanin in vitro transfeksiyon etkinligine aittir.
Kitozanin 4 pg oldugu orneklerde en yiiksek in vitro transfeksiyon etkinligi saptanmuistir.
Diger orneklerde ise gri siitunlar kitozan/plazmit DNA kompleksine arkeozom eklenmesine
ait sonuclari, kirmizi siitunlar ise kitozan/arkeozom kompleksine plazmit DNA eklenmesi ile
elde edilen sonuglar1 gostermektedir. Sekilden de acikga goriildiigii {izere, kitozan/plazmit
DNA kompleksine arkeozom karistirilmast sonucu elde edilen in vitro transfeksiyon daha
verimlidir (0.074 mU/ug protein) ve ayni miktar kitozanin tek basina yaptig1 etkiden (0.038
mU/ug protein) yaklasik 2 kat fazladir.
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475 Ca’* liyonlar1 ve Arkeozomlar Kullamlarak Elde Edilen pB-Galaktosidaz
Aktiviteleri

Arkeal lipidlerden hazirlanan arkeozomlarin negatif yiiklii olmalari, DNA ile kompleks
olusturmay1 giiclestirdiginden arkeozom/plazmit DNA o6rneklerinin hazirlanmasi asamasinda
ortama 10, 30 ve 100 mM CacCl; eklendi. Metod 3.2.3’te anlatildig: sekilde elde edilen arkeal
lipidlerden hazirlanan vezikiillerin farkli konsantrasyonlarda CaCl, ¢ozeltisi bulunan ortamda
transfeksiyon etkinligi incelendi. Bolim 3.2.12.1°de belirtilen yontemle gerceklestirilen

deneylerde plazmit DNA miktar1 sabit tutulurken diger iki parametre degistirildi.
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Sekil 4.65 Kalsiyum ve arkeozom ile gergeklestirilen in vitro transfeksiyonlara ait -
Galaktosidaz aktiviteleri.

Ortamdaki pozitif yiikli iyon konsantrasyonunun artis1 ile enzim aktivitesindeki artis
paraleldir. 10 mM kalsiyum iceren 6rnekler 0.008 mU B-Galaktosidaz aktivitesi gosterirken
30 mM kalsiyum igerenler 0.016 mU ile aktivitelerini iki katina c¢ikartmistir. 100 mM
kalsiyum bulunan ortamda ise p-Galaktosidaz aktivitesi 0.031 mU/ug protein olarak tespit
edilmistir. Ayn1 kosullarda arkeozom hacmi iki katina ¢ikartildiginda 10 mM kalsiyum iceren
orneklerin B-Galaktosidaz aktivitesinin iki kat arttigi goriilmiistiir. 30 mM kalsiyum eklenen
orneklerin enzim aktivitesinde arkeozom miktarinin artisina karsin belirgin bir degisme
olmazken 100 mM kalsiyum kloriir iceren orneklerin en yiliksek degere ulastigr ve 0.085

mU/pg protein enzi aktivitesi gosterdigi tespit edildi (Sekil 4.65).
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Bir bagka deneyde ise, yine artan konsantrasyonlarda CaCl, ¢ozeltisi kullanilarak farkl
kompleksler olusturuldu. Sekil 4.66°da gorilldigii gibi, ilk dort situn arkeozomlarla Ca?*
iyonlarinin olusturdugu komplekse plazmit DNA katilmasiyla elde edilen B-Galaktosidaz
aktivitelerine aitken, diger dort siitunda ca®* iyonlarimin plazmit DNA ile olusturdugu
komplekse arkeozomlarin eklenmesiye elde edilen [B-Galaktosidaz aktivitelerini

gostermektedir.
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Sekil 4.66 Kalsiyumun arkeozomal transfeksiyona etkisini gosteren 3-Galaktosidaz
aktiviteleri.

Bu deneyde ulasilan en yiiksek enzim aktivitesi 0.27 mU/ug protein degerinde olup 100 mM
CaCl;, ¢ozeltisi bulunan ortamda olusan komplekslere aittir. 10 mM CaCl, ¢ozeltisi bulunan
her iki ornekte de 0.074 mU/pg protein degerinde enzim aktivitesi belirlendi. Bu durumda
komplekslerin farkliligi enzim aktivitesine yansimamistir. 20 mM CaCl; ¢ozeltisi bulunan
orneklerde ise Ca* tyonlarmin plazmit DNA ile olusturdugu komplekse arkeozomlarin
eklenmesiye elde edilen aktivite diger 6rnegin yaklasik iki katidir (0.079 ve 0.16 mU/pug
protein). 50 mM’lik 6rneklerdeki -Galaktosidaz aktiviteleri belirgin bir artis gostermemistir.
Sonuglara gore, ca® iyonlart ile plazmit DNA tarafindan olusturulan komplekse katilan

arkeozomlarin daha yiiksek in vitro transfeksiyon etkinligine sahip oldugu belirlenmistir.
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476 Li* Iyonlar1 ve Arkeozomlar Kullanilarak Elde Edilen p-Galaktosidaz
Aktiviteleri

Elektronegatif olmalarindan dolayi, hazirlanan arkeozomlarin plazmit DNA’y1 memeli
hiicrelerine transfer etmesini kolaylagtirmak amaciyla yararlandigimiz pozitif yiklii
iyonlardan biri de lityum iyonudur. Uygulanan prosediir kalsiyum deneylerine paralel olarak
yapilmigtir. Lityum iyonunun tasidigi pozitif (+1) ylik nedeniyle negatif yiikli DNA ve
negatif yiiklii arkeozomlar arasinda ligand gorevi yaparak kompleks olusturma potansiyelini

arttirmasi beklenmektedir.
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Sekil 4.67 Arkeozom ve lityumlu komplekslerin in vitro transfeksiyon etkinligini gosteren
B-Galaktosidaz aktiviteleri.

Plazmit DNA miktar1 sabit tutulurken diger iki parametre degistirilerek gerceklestirilen deney
sonuglari, aseton presipitasyonu ile total lipidlerden ayrilan polar lipid fraksiyonu kullanilarak
hazirlanan arkeozom formiilasyonunun yiiksek in vitro transfeksiyon verimliligi oldugunu
gosterdi. Sekil 4.67°de goriildiigii gibi, arkeozomlu 6rneklerde her ti¢ LiCl konsantrasyonunda
da oldukca yiiksek B-Galaktosidaz aktivitesi saptanmistir (sirasiyla 0.014, 0.011, 0.016
mU/ug protein). Bu degerler LiCl’nin arkeozomsuz ortamda tek basina gergeklestirdigi in
vitro transfeksiyona ait p-Galaktosidaz aktivitesinden (0.007 mU/ug protein) daha yiiksektir.
Deney sonuglar1 arkeozomlarin varliginin in vitro transfeksiyon etkinligini arttirdigini isaret

etmektedir.
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Literatiir ve deneysel verilerin degerlendirilmesi:

Gen terapisi, genetik temeli bulunan hastaliklarin tedavisinde stratejiler gelistirmek igin
kullanilan bir yontemdir (Romano vd., 2000; Patil ve Burgess, 2003; Patil vd., 2005). Basarili
bir gen terapisi ilgili transgenleri i¢eren plazmitlerin hedeflenmis hiicrelere transfeksiyonunu
gerektirir (Luo ve Saltzman, 2000). Gen tedavisi ¢alismalarinda karsilagilan en 6nemli sorun
olan DNA molekiillerinin hedef hiicrelere ulastirilmasi, bu alanda ¢alisan tiim aragtirmacilari
etkili bir yol bulmaya yonlendirmistir. Ciplak DNA’nin hiicrelere girme yeteneginin kisitl
olusu ve DNA’nin enzimatik degredasyona ugrama ihtimali nedeniyle DNA transfeksiyonu
cogunlukla viral veya viral olmayan vektorler kullanilarak gergeklestirilir (Liu ve Huang,
2002). Lipozomlar gibi viral olmayan transfeksiyon sistemleri viruslardan daha fazla tercih
edilir, ¢iinkii bunlar immiinojenik degildir, yapim1 kolaydir ve endiistriyel iiretim amaciyla
Olgek biiyiitme kolaydir (Brown vd., 2001, Zhdanov vd., 2002). Lipozomal tasima araglar1
morfoloji ve salinim karakteristigi olarak ¢esitlilik saglar; doku hedeflemede kullanilabilir ve
plazmit DNA’y1 degredatif niikleazlarin saldirilarindan koruyabilir. 1987°de potansiyel tasima
sistemi olarak tanimlanmalarindan beri (Felgner vd., 1987), DNA-katyonik lipid kompleksleri
cesitli hiicre tiplerinde farkli DNA aktarim protokollerinde kullanilmistir ve halen gen
terapisinin klinik c¢alismalar1 igin arastirilmaktadir (Audouy vd., 2002). Bazi1 ¢aligmalar
katyonik lipozomlara alternatif olarak anyonik lipozomal aktarim vektorlerinin kullanildigini
bildirmektedir (Fillion vd., 2001; Lakkaraju vd., 2001; Patil vd., 2004). Anyonik lipozomlar
onceleri DNA’nin hiicreler arasi reseptdr aracili olmayan transportunda hiicre yiizeyinin
stimulasyonu i¢in model olarak kullanilmaktayd: (Akhtar vd., 1991). Anyonik lipozom
formiilasyonlar1 DNA aktarimi amaciyla oligoniikleotidlerin hippokampal noronlara
(Lakkaraju vd., 2001) ve bakteri hiicrelerine (Fillion vd., 2001) transferinde kullanilmistir.
Fakat bu arastirmalar, DNA’nin anyonik lipozom i¢ine yeterli miktarda hapsedilememesi ve
toksisite verilerinde yoksun olmasi nedeniyle kisitlidir (Fillion vd., 2001). Bu iki negatif
yiklii tlriin arasindaki itici elektrostatik etkilesimden kaynaklanan yetersiz birlesmenin
iistesinden gelmek igin yeni ¢alismalara ihtiyag vardir (Patil ve Rhodes, 2000; Perrie ve
Gregoriadis, 2000). Biz de literatiirdeki bu veriler 1s18inda g¢aligmamizda Haloarcula
hispanica’dan ekstre edilen polar lipidler ile hazirladigimiz arkeozomlarin DNA

molekiillerinin memeli hiicrelerine verilmesinde tasiyici olarak potansiyelini inceledik.

Essiz tetraeter lipid yapist Haloarcula hispanica’ya zorlu g¢evresel sartlarda membran
fonksiyonlarmi koruyabilme avantaji saglar. Genis bir pH aralifinda, eter baglar1 ester

baglarindan daha kararlidir ve dallanmis metil gruplar1 hem kristallesmenin hem de membran
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gecirgenliginin azalmasina yardimci olur. Alkil zincirlerinin yan dallara ayrilmasi oksidatif
bozunmaya kars1 kararliligr artirir. Gliserol iskeletinin az rastlanir stereokimyasi diger
organizmalar tarafindan ortama salinan fosfolipazlarin saldirisina dayanikliligi artirr,

boylelikle organizma igin yasamsal degeri vurgular (Jacquemet vd., 2009).

Arkeal lipid formiilasyonlarinin oldukga yiliksek kararlilikta oksidatif stres, yiiksek sicaklik,
alkali pH, fosfolipaz aktivitesi, safra tuzlar1 ve serum ortaminda bulunabildigi gosterilmistir
(Benvegnu, 2005; Brard vd., 2007; Patel vd., 2000; Patel ve Sprott, 1999). Arkeal lipid
Ozellikleri sayesinde arkeozomlar her sicaklikta olusturulabilmektedir, boylece termal olarak
kararsiz bilesikleri enkapsiile etmeyi saglar. Hava/oksijen varliginda bozunmadan
hazirlanabilir ve saklanabilirler (Patel ve Sprott, 1999; Patel vd., 1999). In vitro ve in vivo
calismalar arkeozomlarin giivenli oldugunu, farelerde toksisite gostermedigini ispatlamistir
(Patel ve Sprott, 1999; Omri vd., 2003). Arkeozomlarin biyouyumlulugu ve yiiksek
kararliliklar1 iiretim agamasinda ve asi, ilag, gen aktarimi gibi biyoteknolojik uygulamalarda
avantaj saglar. Arkeozomlar, bu o6zelliklerinden otiiri DNA transferinde umut vaat

etmektedirler.

Krishnan ve Sprott (2008), hazirladiklar1 arkeozomlarin sonikasyon isleminden sonra
biiyiikliiklerini 100-150 nm olarak bildirmistir. Li vd., (2010) ise hazirladiklar1 arkeozomlarin
boyut biiyiikliklerinin 250 nm’den kiiciik c¢aplarda ve net yiizey yliiklerinin -36.2 mV

oldugunu bildirmistir.

Haloarcula hispanica lipidlerinden hazirladigimiz arkeozomlarmm zeta potansiyelleri
degerlendirildi ve elektronegatif olduklar1 saptandi. Arkeozomlarin homojen dagilim gosteren
kiiresel vezikiiller halinde bulunduklar1 belirlendi. TEM ve AFM goériintiileme sistemleri ile
yaptigimiz ¢aligmalara gore, Lipofast Basic enjeksiyon sistemi ile boyutlandirmasi yapilan
arkeozomlarin 100 nm ve daha kiigiik boyutlarda oldugu, boyutlandirma yapilmayanlarin ise
daha biiyiik ¢aplarda veya agregat halinde bulunduklar1 goriildii. Zeta-Sizer dl¢iimlerine gore
Lipofast Basic enjeksiyon sistemi ile boyutlandirmasi yapilmayan bos arkeozomlar 350 nm
civarinda ¢apa sahipken arkeozom/plazmit DNA kompleksi 417 nm, plazmit DNA enkapsiile

etmis arkeozomlar ise en biiyiik boyuta sahip ve 490 nm ¢apindadir.

Omri vd., (2003) hayvan modeli iizerinde goOstermistir ki, nanometrik biiyiikliiklerdeki
arkeozomlarin intravendz ve oral aktarimi belirgin higbir toksisite géstermemistir. In vitro
transfeksiyon ¢alismalarinda toksik etkisine rastlanmayan arkeozomlar biyouyumludur.
Arkeozomlarin (-) yiikleri dezavantaj olarak goriilmekle birlikte kararli ve biyouyumlu

lipozomlar olusturmalari nedeniyle hazirlanan arkeozomlarin ila¢ tasima ve ilag salinimi
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calismalarinda aktif olarak kullanilabilmesi s6z konusudur. Biz de c¢alismamizda
hazirladigimiz arkeozomlarin +4°C’de aylarca saklanabildigi goézlemledik ve arkeozomlarin

DOTAP gibi ticari ajanlara gére daha kararli oldugu belirledik.

Arkeal lipidlerden elde edilen polar lipid fraksiyonu kullanilarak hazirlanan arkeozomlarin in
vitro transfeksiyon etkinligi notral arkeal lipidlere oranla daha yiiksektir. Halofilik arkelerin
polar lipidlerinden elde edilen lipozomlarin total lipidlerden hazirlanan lipozomlara gére daha

dayanikli oldugu bildirilmistir (Krishnan vd., 2000).

Arkeozomlarin anyonik olmalar1 nedeniyle plazmit DNA ile kompleks olusturma egilimleri
diisiiktiir, bu nedenle in vitro transfeksiyon deneylerinde DOTAP, polibren, kitozan, CaCly,
LiCl gibi katyonik bilesiklerden yararlandik. Kullandigimiz bu bilesikler i¢indeki en etkili
ajan DOTAP’tir. DOTAP’1n ticari olarak satilan bir transfeksiyon reaktifi olmasina ragmen 1
ul DOTARP ile gergeklestirilen in vitro transfeksiyon ile 1 ul arkeozom kullanilan in vitro
transfeksiyon sonucu birbirine ¢ok yakindir (0.036 ve 0.029 mU); fakat DOTAP miktar1 5
ul’ye ¢ikarildiginda in vitro transfeksiyon etkinligi aynit miktardaki arkeozomlara gore ¢ok
yiiksek kalmaktadir (Sekil 4.62). DOTAP bir transfeksiyon reaktifidir ve tek basina
kullanildiginda oldukg¢a iyi sonuglar vermektedir (Sekil 4.47 ve 4.48). DOTAP ile
arkeozomlarin birlikte kullanilmasi ile benzer etkiler elde edilmis oldugundan (Sekil 4.50) bu

yontem pahali bir iiriin olan DOTAP’1n daha az kullanilmasini saglayabilir.

Polibren (Mumper vd., 1996) ve kitozan (Corsi vd., 2003) gibi polimerlerin DNA’ya
baglandigt ve memeli hiicrelerinde degisen seviyelerde transfeksiyon etkinligi gosterdigi
belirtilmistir. Yine de, lipozomlar viral olmayan gen transferi vektorleri i¢inde en yaygin
olarak kullanilanlardir (Singh ve Ariatti, 2006). Calismamizda polibrenin arkeozomlarla
birlikte gosterdigi in vitro transfeksiyon etkinligini inceledik. Polibrensiz ortamda
arkeozomlarin tek bagma gosterdigi etki polibren kullanilarak gergeklestirilen in vitro

transfeksiyonlardaki etkiye olduk¢a yakin degerdedir (Sekil 4.63).

Mansouri vd., (2004), yayinladiklar1 makalede kitozan gibi katyonik polimerlerin DNA ile
kompleks olusturabilecegini ve viral olmayan vektdr olarak gen terapisinde
kullanilabilecegini belirtmistir. Kitozanin dogal ve toksik olmayan bir polisakkarit olmasi
nedeniyle biyouyumlu ve biyobozunurdur ve DNA’y1 DNaz aktivitesine karsi korur. Bu tez
kapsaminda yapilan g¢alismalar, in vitro transfeksiyonda ortama arkeozom eklenmesi ile

kitozanin transfeksiyon etkinliginin yaklagik 2 kat arttigini gostermistir (Sekil 4.64).

Patil vd., (2004), DNA transfeksiyonu i¢in anyonik lipozomal sistemlerden yararlanarak
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yaptiklar ¢aligmada anyonik lipidlerin DNA aktarimi ve ekspresyon etkinligini aragtirmistir.
Caligma, divalent Ca®* araciligiyla plazmit DNA ile fizyolojik orijinli lipidlerden olusturulan
kompleksin anyonik lipozomal tagima vektorii olarak tasarlanmasini ve kullanilmasini igerir.
Calismada anyonik lipozomlarin ca®* iyonlar1 ile baglanarak yiiksek miktarda DNA’y1
hapsedebildigi gosterilmistir. Olusturulan lipopleksler yesil floresan proteini (GFP) plazmitini
Cin hamster yumurtalik K-1 (CHO-K1) hiicrelerine diisiik seviyede toksisite ile tagimistir.

Ca®* gibi divalent katyonlarin anyonik lipozomal sistemlerde fiizyonu indiikleme
mekanizmasi (-) yuklii lipidin ylizey yikiiniin noétralizasyonu ile iligkilidir (Tilcock vd.,
1984). Yiizey yiikiiniin nétralizasyonu, yiiklii lipid tiirlerine gore daha az etkili bir u¢ grubun
olugmasina yol acar. Rediiklenmis yiizey yiikii intervezikiiler elektrostatik ¢ekimi de
rediikleyerek fiizyon icin gerekli aggregasyon basamagini organize eder. Bu olay yiik
notralizasyon etkisi olarak bilinir. Anyonik lipopleksler, divalent Ca’* kopriileri araciligiyla
plazmit DNA iskeletindeki fosfatlar ile lipozomlarin yiizeylerindeki anyonik rezidiilerin
etkilesimi sonucu olusur. Ca®" artisi, lipozomlarla kompleks olusturan DNA miktarini ve

transfeksiyon etkinligini arttirabilir (Tari vd., 1994).

Calismamizda elde ettigimiz sonuglar gostermektedir ki, Ca®** miktarinin artis1 arkeozom
aracili in vitro transfeksiyonu arttirmaktadir ve en fazla artis 100 mM CaCl,
konsantrasyonunda gerceklesmistir. Arkeozom miktarinin iki katina ¢ikartilmasi ve 100 mM
CaCl, ile birlikte kullanilmasi enzim aktivitesinin yaklagik 3 kat artmasina neden oldu.

Kompleks olusumu Ca?*’lu ortamda kitozan ile elde edilen sonuglar ile paralellik gosterdi.

Lityum ile yapilan g¢alismalar da onceki sonuclari destekler nitelikte olup polar lipid
fraksiyonunun daha yiiksek in vitro transfeksiyon etkinligi oldugunu gosterdi. Arkeozomlarin
ortama eklenmesi, LiCl’nin tek basina gosterdigi transfeksiyon etkinliginin iki katindan fazla

transfeksiyon etkinligi sagladi.

Canl1 hiicreler s6z konusu oldugundan transfeksiyon caligmalari olduk¢a zahmetli ve uzun
zaman alan ¢alismalardir. Sonuglarin verimliligi agisindan in vitro transfeksiyon deneylerine
devam edilecektir, ayrica Haloarcula hispanica’dan hazirlanan arkeozomlarin lipid

karakterizasyonu merak konusudur.

Ticari lipozomlarin diisiikk pH ve safra tuzlarina kars1 zayif kararlilik sergilemesi, lipozomlarin
Ozellikle oral yoldan verilmesinde asilmasi gereken baslica sorundan biridir. Li vd., (2010)
peptid ilaclarinin agi1z yoluyla verilmesinde arkeozomlarin tasiyici olarak kullanilmasi {izerine

yaptiklar1 calismada arkeozomlarin ticari lipozomlardan daha kararli oldugunu gostermistir.
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Calismamizda kullandigimiz halofilik arkelerden elde edilen arkeozomlarda geleneksel
lipozomlardaki fosfat esterleri yerine eter bagl fosfogliseridlere sahip olmalari onlari daha
kararli yapilar haline getirmektedir. Bu nedenle arkeozomlar sadece DNA molekiilleri igin
degil ayn1 zamanda as1 olarak kullanilacak c¢esitli peptid antijenlerin tasinmasinda da 6nemli

bir potansiyele sahiptir.
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