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OZET

TEZIN BASLIGI: PLURONIK F68 POLIMERININ
MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN
ELEKTROPORATIK OZELLIKLERINE ETKISI

YAZAR ADI: SAFA AYDIN

Gen ve hiicre terapisi Alzheimer, Parkinson, Diyabet ve kanser gibi birgok
hastalik icin yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde umut verici olmaktadir. Yeni
tedavileri gelistirmek igin ideal kok hiicreleri kullanmak ve etkili gen aktarim
yontemleri olusturmak onemlidir. Yakin bir zamanda insan dig jerm kok hiicrelerinin
(IDJKH) hizli ¢ogalma ve farklilasma kapasitesine sahip mezenkimal k&k hiicre
ozellikleriyle ayni1 oldugu ispatlanmistir. Elektroporasyon, gen ve hiicre terapi
uygulamalarinda insan dis jerm kok hiicrelerini transfekte etmek icin etkili ve glivenli
bir yontemdir. Elektroporasyonun dezavantaji, elektroporasyon sonrasinda hiicre
membranindaki hasardan kaynaklanabilecek olan hiicre fizyolojisi, gen ekspresyonu
ve ¢ogalmasindaki degisikliklerle iligkili olabilecegi gdsterilmistir. Pluronik F68 blok
kopolimerinin hiicre membranlar1 ile etkilesime gectigi ve stabilize ettigi
belirlenmistir.

Bu c¢alismada F68, insan dis jerm kok hiicrelerinin elektroporasyonunda
transfeksiyon verimini arttirmadaki etkisinde ilk kez kullanilmistir. Sonug¢larimizda,
F68’in varliginda pEGFP-N2 plasmidi ile transfekte edilen hiicrelerin, F68’in
uygulanmadig1 durumda transfekte edilen grupla karsilastirildiginda daha fazla oranda
EGFP pozitif hiicre varligi ve daha diisiik oranda hiicre 6limii gézlemlenmistir. Buna
ek olarak, IDJKH, pEGFP ve pDsRed ile birlikte transfekte edildiginde F68’in
varligindaki elektroporasyon sonrasinda EGFP ve RFP pozitif hiicrelerin sayisi

belirlenmigstir. Embriyonik kok hiicre markdrleri olan Oct4 ve KIf4 genlerinin



\

ekspresyonlarint analiz ettigimizde F68 uygulanan hiicreler, F68 uygulanmayan
hiicrelere gore daha yliksek ekspresyon seviyesine sahip oldugu bulunmustur.

Bu bulgulara gore; F68’in gen ve hiicre terapisinde uygulanmak iizere etkili bir
gen aktarim metodu saglayarak mezenkimal kok hiicrelerdeki transfeksiyon etkinligini

arttirdig1 savunulabilir.
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SUMMARY

THESIS TITLE: THE EFFECT OF PLURONIC F68
POLYMER ON ELECTROPORATIC FEATURES
OF MESENCHYMAL STEM CELLS

AUTHOR: SAFA AYDIN

Gene and cell therapies promise new treatment strategies for many diseases
such as Parkinson, Alzheimer's disease, Diabetes and Cancer. In order to develop these
new treatments it is important to use ideal stem cell and also establish efficient gene
delivery protocols. Recently, it has been shown that Human Tooth Germ Stem Cells
(HTGSCs) display Mesenchymal Stem Cell (MSCs) characteristics with high
proliferation and differentiation capacity. It was shown that electroporation is a safe
and efficient method to transfect HTGSCs for gene and cell therapy applications. The
drawbacks of electroporation was shown to be related to altered cell physiology, gene
expression and cell proliferation after electroporation which might stem from damages
in cell membranes during electroporation. Pluronic F68 block co-polymer was
determined to be interacting with cell membranes and stabilizing them during
electroporation.

In this study, F68 has been used for the first time to increase the transfection
efficiency in electroporation of HTGSCs. Our results revealed that the cells transfected
with pEGFP-N2 plasmid in the presence of F68 had the highest percentage of EGFP
positive cells and showed lowest cell death when compared with control group where
F68 was not used. Moreover when HTGSCs were transfected with both pEGFP-N2
and pDsRed (Red Fluorescent plasmid expressing plasmid), the number of both EGFP
and RFP positive cells were detected after electroporation in the presence of F68.
When we analyzed the expression of Embryonic Stem Cell marker genes Oct4 and
KIf4 we have found that F68 treated cells has higher expression of Oct4 and KIf4 than

non-treated cells.
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The results of the present study suggested that F68 might be used to increase
transfection efficiency in MSCs providing a powerful non viral gene delivery method

to be used in gene and cell therapy applications.
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1.GIRIS

1.1 GEN TEDAVISI

Gen tedavisi, hastaliklar1 6nlemek veya tedavi etmek amaciyla kisinin gen
ifadelerinde yapilan degisikliklere denir. Gen tedavileri hiicre tipine gore, jerm
hiicrelerinde ve somatik hiicrelerde yapilan tedaviler olarak siniflandirilabilir (1).
Jerm hiicre serisi gen tedavisinde yapilan degisikler nesiller boyu aktarilabilecek
sekilde kalicidir. Gamet, zigot ya da erken donemdeki embriyolarda yapilan
degisiklikler ile gerceklesir. Bircok iilkede jerm hiicre serisi gen tedavisi gelecek
kusaklar1 etkileme 6zelligi nedeniyle yasaklanmigtir. Ancak, istisnai bir durum olarak
mitokondriyal hastaliklar ig¢in gen transferi etik acidan “kabul edilebilir”
bulunmaktadir. Mitokondri DNA’s1 sitoplazmada bulunur ve bundan dolay1 in vitro
fertilizasyonu takiben tiim hiicrelerin ¢ekirdekleri izole edilir ve gekirdegi ¢ikarilmis
alicinin yumurta hiicrelerine aktarilir. Cekirdek transferi olan bu yontem asil olarak

bir klonlamadar.

Somatik hiicre serisi gen tedavisinde ise amag bir hastanin belli hiicreleri ya
da dokularinda bulunan hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla yapilan genetik
degisiklikleri kapsar. Somatik gen tedavisinde hastanin genomu degisiklige ugrar
ancak bu degisiklikler gelecek nesillere aktarilamaz ¢linkii genetik degisiklikler
hastanin somatik hiicrelerinde yapilir. Somatik hiicreler cesitli ydntemlerle
degisiklige ugratilabilir. Bu yontemleri dort grup altinda toplamak miimkiindiir: Gen

ilavesi, Gen degisimi, Gen ifadesinin engellenmesi ve 6zgiin hiicrelerin 6ldiiriilmesi.

Gen ilavesinde bozuk olan genin islevsel olarak kopyas1 olan genin verilmesi
amaglanir. Hiicrede mutant gen kalmakta ancak bunun yerine islevsel gen ilave
edilmektedir. Fonksiyon kaybina neden olan genetik hastaliklarin diizeltilmesinde
faydal1 bir yontemdir. Kistik fibrozis gen ilavesi i¢in 6rnek teskil eden bir hastaliktir.
Kanser tedavilerinde tiimore karst immiin cevabin arttirtlmasinin amaclandigi

durumlarda da bu yontem uygundur.



Gen degisimi daha karmasik ve zordur. Bu yontemde amag¢, mutant geni
fonksiyonel kopyasi ile degistirmektir. Mutant gen f{riiniinden kaynaklanan islev
kaybinin geri kazanimi sonucu diizelebilecek genetik hastaliklarda tercih edilebilecek

bir yontemdir.

Gen ifadesinin baskilanmasi ise Ozellikle enfeksiyon hastaliklarini tedavi
etmek amaciyla kullanilan bir yaklagimdir. Bu yontemde hastalia neden olan
patojen organizma fonksiyonunun baskilanmasi esas amagtir. Ayrica bu yaklagim

kanserli hiicrelerde aktif haldeki onkogenlerin susturulmasinda ve otoimmiin

hastaliklarda kullanilabilir.

Ozgiin hiicrelerin 6ldiiriilmesi yontemi ise oOzellikle kanser tedavisinde
yaygindir. Toksik olan kemoterapdtik ajanlar toksik olmayan 6n ilag formunda
hastaya verilirken, 6n ilaci aktif hale getiren enzimi kodlayan gen ise kanserli
hiicrelere aktarilir. Bu uygulamada, aktif 6n ila¢ kanserli olmayan komsu hiicrelere

de ulastigindan giiglii bir ilave etki olusturmaktadir.

1.1.1 GEN TEDAVISINDE KULLANILAN GEN AKTARIM
ARACLARI

Genlerin alic1 hiicrelere aktarimi dogrudan hasta tizerinde ya da laboratuar
ortaminda gergeklestirilebilir. Laboratuar ortamindaki aktarimda hiicreler hastadan
alindiktan sonra kiiltiire edilip ¢ogaltilir ve aktarilmak istenen gen ¢esitli yontemlerle
hiicreye aktarilir. Gen aktariminin basarili bir sekilde gerceklestigi hiicreler secilir ve
yine hiicre kiiltiriinde ¢ogaltildiktan sonra hastaya verilir. Aktarilan hiicrelerin
hastanin bagisiklik sistemi tarafindan reddedilmemesi i¢in aktarilan hiicrelerin

hastanin kendi hiicreleri olmasina dikkat edilir.



Hastanin viicudunda yapilan aktarim, hiicrelerin laboratuar ortamindaki
kiiltiiriiniin yetersiz oldugu veya kiiltiirii yapilan hiicrelerin hastalara geri aktariminin
etkili bir sekilde yapilamadig1 durumlarda tercih edilir. Doku hedeflemesi bu yontem
icin 6nemli bir sorundur. Aktarilan gen dolasima ya da dogrudan hedef dokuya
verilebilir. Ancak aktarimda kullanilan vektoriin sadece istenilen hiicreler tarafindan
alinabilecek sekilde tasarlanmasi gerekmektedir. Bu yontemde aktarilan geni almis
hiicreleri ¢ogaltma imkani olmadigindan bu aktarimin basarisi gen aktarimi ve
ifadesinin etkinligi ile dogru orantilidir. Aktarilacak genin uzun siireli ifadesi yabanci
genin alict hiicrenin kromozomuna olan entegrasyonuna baglidir. Bu sayede hiicre
boliindiikge aktarilan gen de gogalacak ve siirekli olarak ifade edilebilecektir. Ancak
kromozoma entegrasyon bazi sorunlar1 da beraberinde getirir. Gen, diisiik diizeyde
ifade edilebilir veya kisa stireli ifade edilip tamamen sessizlesebilir. En biiyiik kaygi
ise aktarilan genin, entegre oldugu bolgedeki bir onkogeni wuyarip onu
aktiflestirmesidir. Siddetli kombine immiin yetersizlik (SCID; Severe Combined
Immune Deficiency) hastaligt nedeniyle tedavi edilen iic hastada tedavi amagli
aktarilan geni tasiyan retroviral vektoriin kromozoma entegre olmasi sonucunda 10°
adet modifiye T hiicresinden birinde LMO2 onkogeninin aktive oldugu ve 16semi

gelistigi belirtilmistir (2,3).

Ideal bir gen transfer ydntemi gen aktariminda etkili ve insan sagligina zararl
olmayan vektorlerin kullanilmasi ile gergeklestirilebilir. Tablo 1.’de gen tedavisinde
kullanilan vektor sistemleri gosterilmistir. Her bir vektdr sisteminin avanlajlar1 ve
dezavantajlart mevcuttur. insan hiicrelerine gen aktarim etkinliginin yiiksek olmasi
nedeniyle viral vektor sistemleri gen transfer galismalarinda en ¢ok tercih edilen
sistemlerdir. Gen tedavisinin onaylanan klinik uygulamalarinin %70’inde viral
vektorler kullanilir. Gen tedavisinde kullanilan gen aktarim araclarinin baslicalar
Tablo 1. A’da gosterilen retroviriisler (RV) , adenoviriisler (AV), adenoasosiye
viriisler (AAV) , herpes simpleks viriis (HSV) ve vaccinia viriis; B’de gosterilen
lipozomlar, reseptor aracili endositoz, bakteri aracili gen transferi ve
elektroporasyon; C’de gosterilen lipopleks-influenza viriisii kombinasyonu gen

aktariminda kullanilan diger metotlar1 olusturur.



Tablo 1.1 : Gen Aktarim Metotlar1

A) VIRAL VEKTOR B) VIRAL HARICI C ) HIBRID VEKTOR
SISTEMLERI VEKTOR SISTEMLERI | SISTEMLERI
Retroviral Vektorler Lipozomlar Lipopleks-influenza
Adenoviral Vektorler Reseptor Aracil viriisi kombinasyonu
Endositoz
Adeno-Asosiye viral vektorler Bakteri Aracili Gen
Transferi
Herpes Simpleks Viriis Vektorleri Elektroporasyon

Poxviriis/Vaccinia Viriis Vektorleri

Diger




1.1.2 VIRAL SISTEMLER

1.1.2.1 RETROVIRAL VEKTORLER

Cogunlukla Moloney fare 16semi viriisi (MoMLV) kaynakli vektorlerdir
(74). Retroviriisler RNA viriisleridir. Gorevi tek iplikli bir RNA molekiilii okuyup
tek iplikli DNA {ireten bir enzim olan ters transkriptaz enzimi tasirlar ve bu sayede
genomlarindan cDNA sentezleyebilirler. Retroviriisler, enfekte ettikleri hiicrelerin
sitoplazmalarina niikleoprotein kompleksi tasirlar. Bu kompleks sayesinde viral RNA
genomunun ters transkripsiyonu ve olusan ¢cDNA’nin alic1 hiicre kromozomunun
herhangi bir yerine girmesi hiicre boliinmesi sirasinda gerceklesir. Dolayisiyla
retroviriisler sadece boliinen hiicreleri enfekte edebilir ve bu olay retroviriislerin
kullanimin1 siirlandirsa da retroviriislerin sadece bdliinen hiicreleri enfekte etmesi
kanserli hiicrelerin tedavisinde avantaj olusturabilir. Retroviral vektorlerin hiicrelere
DNA aktarim basaris1 yiiksektir. Erken donemdeki gen tedavisi uygulamalarinda

kullanilir ancak insersiyonel mutasyon olusturma riski tasirlar.

1.1.2.2 ADENOVIRAL VEKTORLER

Adenoviriisler (Ad), zarfsiz ve ¢ift iplikli DNA viriisleridir. insanlarda iist
solunum yolu enfeksiyonuna neden olurlar. 51 farkli adenoviriis serotipi
bilinmektedir. Gen tedavisinde kullanilan vektorler genellikle Ad2 ve AdS virlis
kaynaklidir. Adenovirtisler, genis doku tropizmi, diisiik patojenik Ozellikleri ve
yiiksek gen aktarim etkinligi nedeniyle tercih sebebidirler. Retroviral vektorlere
oranla yiiksek titrelerde {iretilebilir. Hem cogalan hem de ¢ogalmayan hiicreleri
enfekte etme yetisine sahiptirler. Cift sarmal yapisindaki DNA’s1 alict genomuna
entegre olmaz ve epizomal kalmaktadir. Adenoviral vektorlerin bu 6zellige sahip
olmast biyogiivenlik acisindan avantaj olustururken, uzun siireli gen ifadesi

saglayamamasindan otiirli dezavantaj teskil etmektedir.



Adenoviral vektorlerin yliksek titrelerde {iretilebilmeleri i¢in yardimci
hiicrelere ihtiyac1 vardir. Genomlar1 26-45 kb arasinda ve oldukga biiyliktiir. Bu
nedenle ilk baglarda kusurlu gen bolgeleri igeren cesitli vektorler tretilmistir (4).
Birinci nesil vektorlerde geg¢ viral ifadeyi kodlayan E1 bolgesi ¢ikarilirken ikinci
nesil vektorlerden E2 ve E4 bolgeleri de ¢ikarilarak daha biiyiik genlerin taginmasina

olanak saglanmistir.

1.1.2.3 ADENO-ASOSIYE VIRAL VEKTORLER

Adeno-asosiye viriisler (AAV) zarfsiz, tek iplikli DNA viriisleridir.
Parvoviriis ailesine ait AAV’lerin replikasyonlarinin gerceklesebilmesi i¢in adeno-
veya herpes virilislerinin yardimlarina ihtiya¢ duyarlar. AAV kaynakli vektorlerin
cogunda AAYV serotip 2 kullanilmistir. Patojenik olmayan modifiyesi yapilmamis
AAV 2, insan hiicrelerinde 19. kromozomun 6zgiin bir bdlgesine baglanip entegre
olarak latent enfeksiyona sebep olurlar. Bu 06zellik sayesinde herhangi bir risk
olusturmadan uzun siireli gen ifadesi saglamaktadirlar. Ancak bu 6zel entegrasyonu
saglayan virlistin sahip oldugu rep proteinidir. Gen tedavisinde kullanilan
vektorlerden bu rep geni ¢ikarilmistir. Rep geni ile birlikte gen tedavisinde kullanilan
vektorlerden rep geni haricinde cap geni de olmak iizere AAV genomunun yaklasik
%96’lik bir kismi ¢ikarilmistir. Rekombine edilen vektor viral genleri icermez ve
bundan dolay1 biyogiivenlik agisindan gilivenlidirler. AAV genomu Kkiiciiktiir ve
sadece 4.5 kb uzunlugunda DNA tasiyabilir. Kisa DNA dizileri tasimalar1 ve yiiksek

titrelerde iiretilememeleri bu vektdrlerin kullanimlarini sinirlandiran dezavantajlardir

(5).

1.1.2.4 HERPES SIMPLEKS VIRUS (HSV) VEKTORLERIi

80 gen icermesi ve 152 kb’lik cift iplikli DNA genomuna sahip olmasi ile
oldukca kompleks bir viriistiir. Kromozoma entegre olmayan HSV vektorleri duyusal
ganglionlarda latent enfeksiyon olusturma yetisine sahiptirler. Latent enfeksiyon
olusturma yetisi ile aktarilan genin uzun siireli ifadesini saglayabilirler. Santral sinir
sistemi tiimorleri ve Parkinson hastaligi gibi durumlarda sinir hiicrelerine gen

aktariminda yiiksek bir potansiyele sahip oldugu diistiniilmektedir (6).



1.1.2.5 POXVIRUS/VACCINIA VIiRUS VEKTORLERI

Onceleri ¢icek hastalipr asis1 susu olarak kullanilan Poxvirus kaynakli
Vaccinia virlisii tekrar gen tedavilerinde kullanilmak iizere glindeme gelmistir. Cift
zincirli DNA’ya sahip olan Vaccinia viriisii 200 kb biiytikliigiinde bir genoma ve 25
kb biiyiikliigiinde klonlama kapasitesine sahiptir. Alici hiicrenin genomuna entegre
olmazlar ve memeli hiicrelerinin ¢ogunu enfekte edebilirler. Virilis genlerini icermesi
ve replikasyon Ozelliklerinden o6tiirli immiin cevap olusturma gibi dezavantajlara

sahiptirler.
1.1.2.6 DIGER

Klinik protokolleri belirlenmis vektorler haricinde laboratuarlarda bir¢ok
farkli viriis grubundan da vektor gelistirilmeye ¢alisilmaktadir. Bunlarin baglicalari
Lentiviral ve Alfaviriis vektorlerdir. Alfaviriisler, tek iplikli RNA viriisiidiir ve
Togaviridae ailesinin tiiyesidir. Vektor olarak benzer oOzelliklere sahip 3 wviriis
kullanilmaktadir. Venezuelan equine encephalitis viriis (VEE) , Sindbis Viriis (SIN)
ve Semliki Forest Viriis (SFV) . Gen aktarim aract olarak kullanilan alfaviriislerin
cogu replikasyon yapamaz ve replikasyonlari igin gereken yardimci genler

hiicrelerden saglanir.

Lentiviral vektorler 6zellesmis retroviral vektorlerdir ve bdliinmeyen hiicreleri

de enfekte edebilirler (7).

Retrovirus 28% (n=254)
® Adenovirus 26% (n = 240)
© Naked/Plasmid DNA 14% (n = 132)
@ Lipofection 9.3% (n= 83)
Pox virus 5.7% (n=32)
® Vaccinia virus 3.3% (n=30)
Herpes simplex virus 2.8% (n = 26)
® Adeno-associated virus 2.1% (n = 19)
@ RNA transfer 1.1 (n=10)
Others 3% (n=23)
O N/IC51% (n=47)

(8)

Sekil 1.1 Gen Tedavisinde Kullanilan Gen Aktarim Sistemleri




1.1.3 VIRUS HARICIi VEKTOR SISTEMLERI

1.1.3.1 LIPOZOMLAR

Lipozomlar sentetik araglardir ve memeli hiicrelerinin membran yapilarinin
model alinmasiyla belli lipidlerin karistirilmasi sonucu olusturulurlar. Katyonik

lipidler, lipopolilizinler, virozomlar ve polikatyon konjugatlar gibi ¢esitleri vardir.

Katyonik lipozomlar pozitif yiizey yiiklerinden 6tiirii DNA ile dogal olarak
kompleks olustururlar. Notral ve anyonik lipozomlarin  bu kompleksi
olusturabilmeleri i¢in DNA’nin bagka araglarin i¢ine konulmasi gerekmektedir.
Katyonik lipozomlarin gen aktarim etkinligi daha iyidir ve aktarilan DNA’y1
yikimdan korudugu i¢in en ¢ok tercih edilen formdur (9). Viral yontemlere gore gen

aktarim basaris1 10000 kez daha diisiiktiir.

1.1.3.2 RESEPTOR ARACILI ENDOSITOZ

Aktarilacak DNA, hiicre yiizeyindeki 0zgiin reseptore baglanabilen,
endositozu tesvik edip aktarilmak istenen DNA’nin hiicre igine alinmasini
saglayacak hedefleyici bir molekiile takilir. Bu sekilde alinan maddeler genel olarak
lizozoma aktarilacagi i¢in aktarilmak istenen DNA molekiilii i¢in bir takim kacis
mekanizmalar1 olmasi gerekmektedir. Ozellikle tasidigi DNA’yr hiicrenin
sitoplazmasina birakamayan polipleksler endozom-litik ajanlar ile birlikte
kullanilabilir. Bu secenek adenoviriis veya adenovirlis proteinlerini birlikte
vermektedir. Bu sayede erken endozomu yikip aktarilmak istenen DNA’nin

kagmasini saglar.
1.1.3.3 BAKTERI ARACILI GEN TRANSFERI

Bu yontem hem in vitro hem de in vivo gen aktarim uygulamalari igin
onemlidir. Saklama ve liretme sartlarinin kolayligi, taginabilecek ve aktarilabilecek
DNA miktarinin biiyiik olmasi, hiicreden hiicreye yayilabilme ve replike olmayan
vektorlerin ulasamayacaklar1 yerlere ulagabilme gibi 6zellikleri vardir. Bu metotta
aktarilmak istenen gen Okaryotik ifade vektoriine aktarilir. Bakteriyel sistemler

asillamada kullanilabildigi gibi tiimor hedefleme ve immiinotedavi gibi yetileri de



vardir. Bu amagla Salmonella typhimurium suslari, Shigella spp., Bifidobacterium
spp, Clostridium spp. ve Escherichia coli kullanilir (10).

Bu yontemin aktarim etkinliginin yiiksek olmasina ragmen plazmid
kararsizligi, bunun sonucu olarak da plazmidin hiicrede kaybolmasi ve kararsiz gen
ifade gostermesi gibi onemli dezavantajlar vardir (11). Bu yontemin en 6nemli
sorunlarindan biri yiiksek kopya sayisina sahip plazmidlerin kullanilmasidir. Bu
sorunun ¢oziilmesi i¢in daha diisiik kopya sayisina sahip plazmidlerin iiretilmesine
gayret gosterilmekte ve plazmidin hiicre igindeki durumunun aydinlatilmasina

calisilmaktadir (11,12).

1.1.3.4 ELEKTROPORASYON

Molekiiler biyolojide kullanilan bir¢ok teknik, yabanci gen ya da protein
materyalinin konakg1 hiicre igine sokulmasini gerektirir. Bu yontemlerden bir tanesi
elektroporasyondur. Elektroporasyon, hiicrelere veya dokulara kisa zamanl ¢ok
kuvvetli elektrik akimi uygulayarak, hiicre zarinda nanometre boyutunda gegici
porlar olusturulmas: islemidir. Bu metotta hiicre zarmin ¢ift tabakali fosfolipit yapisi
elektrik akimi tarafindan gegici olarak bozulur. Elektroporasyon, hiicre plazma
membraninin gegirgenligini 6nemli bir sekilde arttirir. Molekiiler biyolojide bu metot
genellikle baz1 maddelerin hiicrelere sokulmasinda kullanilir (13). Elektrik akimi
uygulandigr anda olusan porlar sayesinde meydana gelen gecirgen durum DNA,
RNA, ilag, boya ve antikorlarin hiicre zarindan gegisinde kullanilabilir (14). Gen
aktarim etkinligi; hiicre konsantrasyonu, elektroporasyon sivisi, sicaklik, DNA
konsantrasyonu, akim tipi, elektriksel kapasite ve voltaj gibi kosullara goére degisir
(15). In vitro kosullarda birkag kilovoltluk voltaj ve mikrosaniyelik akim yeterli
olurken, in vivo kosullarda onlarca/yiizlerce kilovoltluk akim ve milisaniyelik akim
gereklidir (16). Tiim gen aktarim metotlar1 gibi elektroporasyon yonteminin de bazi
avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir. Hizli bir yontem olmasi, genis kullanim alaninin
olmasi, ucuz, verimli olmasi1 ve toksik etkiler gostermemesi avantajlari arasinda
sayilabilirken; elektrik akimi uygulandigi anda hiicre zarinda meydana gelen zarar ve
elektroporasyon aninda hiicreye giren ve hiicreden ¢ikan maddelerin dengeli
olmamas1 sonucu olusabilecek iyon dengesizligi nedeniyle olusabilecek fonksiyon

bozukluklar1 dezavantajlar1 olarak gosterilebilir.



10

Uzun siireli gen ekspresyonunun basarilmasi i¢in ¢ogunlukla viral vektorler
tercih edilir, fakat virlis temelli teknikler biyolojik gilivenlik bakimindan &nemli
dezavantajlar igerir (17). Kimyasal temelli transfeksiyon teknikleri ise temel olarak
katyonik lipitlerden ve polimerlerden yararlanir. Kullanimlar1 basittir ve ozel
ekipmanlar gerektirmezler. Ancak bu metotlar mezenkimal kok hiicreler gibi birincil
hiicre hatlarim1 transfekte etmekte yeterince verimli degildir. Ayrica bazi

transfeksiyon ajanlarinin hiicresel toksisite gibi problemleri vardir.

Fereria ve arkadaslar1 2008’de yaptiklar1 ¢alismada kemik iliginden elde
edilen kok hiicreler i¢in elektroporasyon parametrelerini optimize edip bu metodun
verimli ve tekrarlanabilir bir teknik oldugunu gostermislerdir (18). Yalvag ve
arkadaslari, 2009 yilinda yaptiklari ¢aligmada ise insan dis jermlerinden elde edilen
mezenkimal kok hiicrelere elektroporasyon yontemi kullanarak %39 transfeksiyon
verimi ile gen aktarimini basarmistir. Calisma elektroporasyon yonteminin primer
hiicrelere gen aktariminda bircok lipid temelli gen aktarim ajanindan daha etkili

oldugunu gostermistir (15).

1.1.4 HIiBRID VEKTOR SISTEMLERI

Kullanilan vektor sistemlerinin kendilerine 6zgli avantaj ve dezavantajlar
oldugundan bu dezavantajlar1 asabilmek i¢in vektorlerin birlikte kullanilmasi bir
¢Oziim olabilir. Cesitli hibrid vektor sistemleri bilinmekte olup bunlarin baslicalar
virozomlardir (5-9). Virozomlarin bazi formlari, Lipopleks (DNA-lipozom
kompleksi) ve inaktive HJV viriis (Japon Hemaglutinasyon viriisii) veya influenze
viriisii kombinasyonu ile olusturulmustur. Viriis-viriis kombinasyonlar1 baska bir
hibrid vektor ¢esididir. Boylelikle viral vektorlerin sahip oldugu avantajlardan ayri
ayr1 yararlanilabilir. Ornegin adenoviriis ile Epstein-Barr viriisiiniin (EBV) hibridleri

yiiksek miktarlarda iiretilebilir ve hiicrede epizom olarak uzun siire kalabilir.



11

1.2 PLURONIK TRIBLOK KOPOLIMERLERI

Polimer temelli teknoloji, farmasotik arastirma ve uygulamalar i¢in en etkili
yaklasimlardan biridir. Hidrofilik polietilen oksit ve hidrofobik polipropilen oksit
zincirlerinden olusan pluronikler ya da diger ad1 ile “poloksamerler, terapdtik ajanlar,
ilaglar ve genler i¢in arag¢ olarak kullanilan en etkili polimerlerden biridir. Polietilen
oksit (PEO) ve polipropilen oksit (PPO) bloklar1 A-B-A Ticlii blok yapis1 halinde
birlesir: PEO-PPO-PEO (19).

) Propylene oxide R
Ethylene oxide Ethylene oxide

O H(J‘{{'HJ.'H;[] CH,CHO CH,CH,0 }‘H
o 5 i
CH |,
EQ PO EQ

X y X

Hydrophilic Hydrophilic

Hydrophobic

Sekil 1.2 Pluronik Molekiilii ve Pluronigin Molekiiler Formiilii (20-21)

Pluroniklerin farkli ¢esitleri ticari lirtinler olarak bulunabilir ve bu pluronikler
PPO ve PEO bloklarimin sayilarina gore farklilik gosterir. Etilen oksit ve propilen
oksit birimlerinin farkli sayilari, blok polimerlerinin hidrofilik-lipofilik dengesini
(HLB) degistirebilir. Pluronik triblok kopolimerleri farkli uygulamalarda
kullanilabilir ve hiicre metabolizmas1 iizerinde farkli etkilere sahiptir (20).
Pluronikler, ila¢ teslim ajani1 olarak kullanildiklarinda duragandirlar, ilaglar

degredasyondan korur ve ilaglarin dokular tarafindan alinimini hizlandirir (22).

Pluronik blok kopolimerleri transfeksiyon verimini arttirarak gen terapi
uygulamalar1 igin kullanigli olabilir. Pluronik blok polimerlerinin plazmid DNA
transfeksiyonunu tesvik ettigi ve iskelet kasi, dalak ve lenf diiglimlerinde plazmid
DNA ifadesini etkili bir sekilde arttirdigi gosterilmistir (23-24). Pluronik blok

polimerlerinin gen transferini arttirarak ve genlerin transkripsiyonunu hizlandirmak



12

sureti ile viral olmayan gen terapi uygulamalar: i¢in uygun birer ajan olabilecekleri

gosterilmistir.

Pluronik arastirmalart i¢in Onemli olan bir baska alan ise doku
miithendisligidir. Pluronikler doku miihendisliginde dogrudan kullanilabildigi gibi
baska biyomateryaller ve uygun biiylime faktorleri ile birlikte de kullanilabilir. Bazi
pluroniklerin hiicre kaplama ajanlar1 gibi davrandigi ve doku tamirinde olumlu

etkiler ortaya koydugu gosterilmistir (25).

1.2.1 PLURONIK F68

Pluronik F68 veya diger adi ile pluronik PE 6800 iyonik olmayan, merkezi

bir polipropilen oksit ve iki polietilen oksit grubuna sahip, az kopliren bir yiizey aktif

maddesidir (26-27).

HD{EHEEHED}H{EHCHID}H{EHIEHIG.}HH
H,

(28)

Sekil 1.3: Pluronik F68’in Kimyasal Yapisi

Pluronik F68, 8350 Dalton molekiiler agirliga sahip olup beyaz bir toz
formundadir. Suda ¢oziinebilir ve nétral bir pH’a sahiptir. Polipropilen oksit yiizdesi
yani hidrofobikligi yaklagik 20’dir. Kalsiyum ve magnezyum tuzlarinda dagilabilir
(27). Kritik misel konsantrasyonu (KMK) 1.1 mM’dir (28). Pluronik F68 misel
olusturmaz fakat membran yiizeyine baglanan ve toplanmay1 onleyen iki-li¢ tabakali
blok polimeri {iiretir (27). F68 benzeri pluroniklerin genel kullanimlari, hiicreleri
biyoreaktorler igerisindeki kiiltiir sartlarinda olusan kayma geriliminin etkilerinden
korumaktir. Pluronik F68 bu etkiyi hiicre-baloncuk etkilesimini engelleyerek yapar
(29). Mekanik calkalama ve gaz dagitma sistemine sahip biyoreaktorlerde F-68,

calkalamanin neden oldugu stres sonucu olusan hiicre oliimiinii 6nlemek icin
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kullanildigu gibi (30) serumsuz kiiltiir sistemlerinde de kullanilabilir (31). F68 ayrica
siispansiyon kiiltiirlerindeki memeli hiicreleri igin (32-33-34) , bocek hiicreleri igin
(35) ve bitki hiicreleri igin koruyucu etkiler gostermistir (36). F68 kabarciklarin
hizlari azaltarak (37) dagilimlarin1 engelleyerek ve hiicre-kabarcik etkilesimlerini
azaltarak hiicre 6liimiinii 6nler (38-39-40). F68’in hiicre biiyiimesini ve hiicrelerin
kiiltir kaplar yilizeylerine baglanmasini tesvik ettigi gosterilmistir (41-42). F-68’in
biyolojik membranlara katildig1 ve lipit katmanlarin1 stabilize etmek i¢in onlarla
etkilesime gectigi rapor edilmistir (43). Anne ve arkadaslari 2008’de yaptig1r bir
calismada F68’in kondrosit membranlart ve CHO (Chinese Hamster Ovary) hiicreleri
ile farkli sekilde etkilesime gectigini ve endositik yolak vasitasiyla hiicrelere

girdigini géstermislerdir (44).
1.3 KOK HUCRELERE GENEL BAKIS

Kok hiicreler bolinme, c¢oklu farklilasma ve kendi kendini yenileme
kapasitesine sahip farklilasmamis hiicrelerdir (45). Her kok hiicre boliiniir ve biri kok
hiicre olarak kalan, digeri ise farkli islevler ile 6zellesmis hiicre olan iki yeni hiicre
meydana getirir (46). Kok hiicreler, ¢evrelerinden kendilerini farkli bir hiicre tipine
doniistirmeye neden olan bir sinyal alana kadar kararsiz olarak kalan hiicrelerdir.
Farklilasma kapasitelerine gore iic grupta siniflandirilabilirler. Totipotent kok
hiicreler, 16 hiicreli morula evresine kadar olan erken embriyodan elde edilir ve tim
organizmay1 olusturma kapasitesine sahiptir. Pluripotent kok hiicreler, blastositin i¢
yiizeyindeki kitlede bulunurlar ve viicuttaki 200’e yakin hiicre tipini olusturabilirler.
Son olarak multipotent kok hiicreler ise eriskin dokulardan elde edilirler ve sinirl

sayida hiicre tipine farklilagabilirler (47).

Kok hiicreler elde edildikleri kaynaklara gore ise embriyonik kok hiicreleri,
embriyonik jerm hiicreleri, cenin kok hiicreleri, gobek bagi kanmi kok hiicreleri ve
erigkin kok hiicreleri olmak iizere bes gruba ayrilabilirler. Embriyonik kok hiicreler
zigottan ya da 2-4-6 hiicreli ve embriyonun morula evresinden elde edilebilir. Ayrica,
5-6 giinliik blastositin i¢ hiicre kitlesi de bir bagka embriyonik kok hiicre kaynagidir
(48). 5 ila 9 haftalik fetiislerden kaynaklanan insan embriyonik jerm hiicreleri
pluripotent kok hiicrelerdir ve 3 jerm tabakasindan elde edilen tiim hiicreleri
verebilirler (49). Cenin kok hiicreleri, ceninlerden elde edilir ve kiiltiir ortamlarinda

kolaylikla biiyiitiilebilirler (50). Gobek bagi kan1 kok hiicreleri kemik iliginden elde
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edilen kok hiicrelerden daha ilkeldirler ve ¢esitli immiin yanitlara neden olmazlar.
Embriyonik gelisim sonrasindaki erigkin viicutta bulunan ve viicudun cesitli
bolgelerine dagilan eriskin kok hiicreler ise kok hiicre temelli tedaviler i¢in onemli
birer adaydirlar. Erigskin viicuttaki onciil hiicreler kismen farklilasmistir ve sinirli bir
farklilasma potansiyeline sahiptir (51). Tim organlarda bulunmazlar, seyrektirler.
Erigkin kok hiicrelerin temel gorevi hasar goren ya da hastalik sahibi hiicrelerin

yerlerini alarak homeostasizi saglamaktir (52-53).

1.3.1 MEZENKIiMAL KOK HUCRELER

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) ilk olarak Friedenstein tarafindan kobay
faresi kemik iliginde tanimlanmistir (54). Doku miihendisligi uygulamalart i¢in
popiiler olmalarin1 saglayan kendini yenileme ve farklilasma kapasitelerine sahiptir
(55). MKH genellikle hematopoietik olmayan kemik iliginde bulunurlar fakat kemik
iligi mezenkimal kok hiicrelerin tek kaynagi degildir. MKH kemik iligi, yag dokusu,
synovial membran, iskelet kasi, deri, insan gobek kordonu, disin etli kismi1 ve akciger
gibi farkli kaynaklardan izole edilebilir ve bu MKH’in viicutta cesitli bolgelere olan
dagilimin1 gosterir (56). Insan kas (62-63) ve yag doku (64-65) gibi bazi doku
tiplerine farklilasabildigi gosterilmistir.

Kemik iliginden elde edilen MKH’in insan kemik morfogenetik protein
(hBMPs) kodlayan genlerle transfekte edilmesinin bu hiicrelerin in vitro ve in

vivodaki osteojenik farklilagmalarini arttirdigi bildirilmistir (14).
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1.3.2 DENTAL KOK HUCRELER

Dis pulpasi, dis minesi tarafindan ¢evrelenen, kan damarlari ve sinirleri i¢eren
disin merkezinde olan yumusak bir bag dokudur. Dis pulpasi, ¢oklu potansiyelli
noral krest hiicrelerinin de dahil oldugu ektodermik ve mezodermik iceriklerin bir
birlesimidir (66). Eriskin pulpa kok hiicreleri ilk olarak Gronthos ve ¢alisma
arkadaslar1 tarafindan 2000 yilinda tanimlanmistir (67). Dental kok hiicreler son
yillarda alternatif erigkin kok hiicre kaynagi olmasi nedeniyle énem kazanmustir.
Dental dokular dokiilen disler, az1 disleri ve farkli dental miidahalelerin bir sonucu
olarak elde edilen disler gibi farkli kaynaklardan izole edilebilir (68). Dogum
sonrasindaki dis pulpasi, dis minesinin olusumunda gorev alan kok hiicreler igerir.
Dis pulpasi1 ve kemik iligi kok hiicreleri CD44, CD106 ve CD146 gibi ayn1 kok hiicre
yiizey antijenlerini ifade eder. Dis pulpasi kok hiicrelerinin osteojenik, kondrojenik
ve miyojenik hiicrelere farklilagabildigi belirtilmistir (69). Dis pulpasi ayrica yiiksek

odontojenik farklilagma kapasitesine sahip kok hiicreleri de igerir (70).
Dental kok hiicreler onemlidir, ¢linkii;

e Dental kok hiicreler rutin tedavi sonucu atik materyallerden elde

edilmektedir.
e Dental kok hiicrelerin izolasyonu aci veren ve yayilan bir yontem degildir.

e Dental kok hiicrelerin izolasyonu vericiler agisindan daha az kontaminasyon

riski olusturmaktadir.
e Dental kok hiicreler MKH ve NKH (noral kok hiicre) 6zelliklerine sahiptir.

e Dental kok hiicreler immiinouyumludur, immiinoregiile edici fonksiyonlari

bununmaktadir.
e Dental kok hiicreler noroprotektiftir.
e Dental kok hiicreler ndrogenez ve anjiyogenezi uyarir.

e Dental kok hiicreler uzun siire kriyosaklanabilir.
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e Dental kok hiicreler etik olarak sorunsuzdur (71).

1.3.3 INSAN DiS JERM KOK HUCRELERI

Insan dis jerm kok hiicreleri (IDJKH) 10 ila 16 yas arasindaki geng
eriskinlerin az1 disi insan dis jermlerinden izole edilir. Sekil 1.4’de IDJKH’lerinin
kiiltiir ortaminda morfolojik goriintiisiiniin klasik mezenkimal kok hiicrelere

benzedigi goriilmektedir.

Sekil 1.4: Insan Dis Jerm K&k Hiicreleri (71)

IDJKH mezenkimal kok hiicre karakteristikleri gosterirler. Dis jermi, disi
olusturan ata hiicrelerin bir kiimelenmesidir; dental papilla, dental folikiil ve dis
minesini igerir. Insan dis jerm kok hiicreleri oncelikli olarak olgunlasmamis dis
pulpasi ve dental folikiil dokularindan elde edilir (72). Az1 disi dis jermlerinin 6
yasin sonrasinda gelistigi fakat bu zamandan oncesinde farklilasmadan kaldigi rapor

edilmistir (66).
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Dis jermlerinde kalan kok hiicrelerin 3 jerm tabakasindan, ektoderm-
endoderm ve mezoderm, olusan farkli hiicre hatlarina farklilagma yetenegine sahip
oldugu rapor edilmistir (73). Yalvag ve arkadaslarimin 2009 yilinda yaptiklari
calismada insan dis jerm kok hiicrelerinin adipoz, sinir ve kemik hiicrelerine
dontistiikleri gosterilmistir (71).

IDJKH sahip olduklar1 farklilasma potansiyeli ve kolay elde edilebilir olma
ozelligi ile bircok hastaligin tedavisinde otolog mezenkimal kok hiicre kaynagi
olarak kullanilabilir. Bunun yam sira IDJKH’nin gen ve hiicre tedavisinde
kullanilmast yeni tedavi metotlar1 gelismesini saglayabilir. Bugiline kadar yapilan
calismalar, IDJKH’ye elektroporasyon yontemi ile diger viral olmayan ydntemlere
kiyasla ¢ok daha yliksek etkinlikte gen transferi yapilabilecegini ortaya koymustur.
Ancak transfeksiyon etkinligi yine de viral vektorlere gore diisiiktiir. Bunun
sebebinin elektoporasyon yonteminin hiicreler iizerinde olusturdugu mekanik
streslerden kaynaklanabildigi diisiiniilmektedir. Ote yandan pluronik F68’in hiicreleri
elektoroporasyon sirasinda olusan mekanik streslerden korudugu ortaya
konulmustur.

Bu calismada da IDJKH’den elde edilen mezenkimal kok hiicrelere
elektroporasyon yontemi ile gen aktarimina pluronik F68’in etkisi arastirilacaktir.
F68’in elektroporasyon sirasinda hiicre canliligini ve kok hiicrelerin farklilasma
kapasitesini nasil etkiledigi bu c¢alismada ilk defa ortaya koyulacaktir. Gen
aktariminin basarisin1 6lgmek icin EGFP (Enhanced Green Fluorecence Protein) geni
iceren pEGFP-N2 plazmiti hiicrelere aktarilacaktir. GFP pozitif hiicreler akim
sitometri yontemi ile analiz edilecektir. MCF-7 (insan meme adenokarsinom hiicresi)

ve Hela (insan serviks kanser hiicreleri) hiicreleri kolayca gen aktarilan model
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hiicreler olarak bu ¢alismada F68’in elektroporasyondaki etkisini arastirmada kontrol

hiicre hatlar1 olarak kullanilmislardir.

1.4 CALISMANIN AMACI

Daha once yapilan ¢alismalarda Pluronik F68’in hiicre canliligini korudugu ve
biyolojik membranlara katilarak lipid katmanlarini stabilize etmek icin onlarla
etkilesime gectigi  gOsterilmistir.  Bu c¢alismada F68 polimeri  kullanarak
elektroporasyon yonteminin en énemli dezavantaji olan hiicre 6liimiiniin azaltilmasi,
mezenkimal kok hiicrelere elektroporasyon yontemi ile gen aktarimindaki verimin
arttirtlmasi ve gen aktariminda kullanilan elektroporasyon yonteminin daha verimli

ve yaygin bir hale getirilmesi amac¢lanmistir.

2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 MATERYAL
2.1.1 Kimyasal Maddeler

Dulbecco’s Modified Eagle Medium-DMEM (  Gibco, 31885-023),
Dulbecco’s Modified Eagle Medium DMEM (Gibco, 41966-029), Roswell Park
Memorial Institute - RPMI 1640 (Gibco, 21875-034), 1X PBS (HyClone,
SH30028.02), Fetal Bovine Serum (Gibco, 10270-106), %1 PSA (Gibco, 15240-
062), %0.25 (w/v) tyrpsin-EDTA (Gibco, 25200) , CD29 (SantaCruz Biotechnology,
BD556049) ,CD34 (SantaCruz Biotechnology, SC-51540), CD45 (SantaCruz
Biotechnology, SC-70686), CD90 (SantaCruz Biotechnology, SC-53456) , CD105
(SantaCruz Biotechnology, SC-71043), CD133 (SantaCruz Biotechnology, SC-
65278), CD166 (SantaCruz Biotechnology, SC-53551), CD73 (Zymed, BD550256)

(FITC)-conjugated chicken antimouse secondary antibodies ( SantaCruz
Biotechnology, SC-2989, 200ug/0.5ml), F68 (BASF, 52389638), MTS (Promega,
2587530), High pure RNA izolasyon kit (Roche, 11 828 21 665 001),Transcriptor
High Fidelity cDNA Sentez Kit (Roche, 05 081 955 001), PureLink™ HiPure
Plasmid Maxiprep Kit (Invitrogen, K2100-07), Maxima SYBR Green/ROX gPCR
Master Mix (2x) (Fermentas, K0221)
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2.1.2 Cihaz ve Diger Malzemeler

CO; inkiibatorii (Thermo Forma Series II), Aspiratér (Favorgen),
Hemocytometer (Bright-Line), Vortex (Vortex-Genie), 0.22 pum’lik siringa filtresi
(sartorius stedim), 0.2, 0.5,1.5 ve 2.0 ml’lik ependorf tiipleri (isolab), Pipet Tabancasi
(iso fill), Isik mikroskobu (Nikon Eclipse TS100), Forograf makinesi (Nikon
Coolpix P5100), Elisa Reader (ELx800, Universal Microplate Reader, BIO-TEK
Ins.), Calkalamali sicak su banyosu (Stuart), Elektroporasyon cihazi (BioRAD),
Nanophotometer (Implen), Concentrator (Eppendorf), Siv1 azot tanki (arpege 140),
Mikrosantrifiij (Hettich Zentrifugen mikro 22R), Calkalayic1 (Heidolph), Hassas
terazi (Ohaus), -80 dondurucu (Thermo ULT Freezer), Becton Dickinson FACS
Calibur (Becton Dickinson), Termal dongili Cihazi (BioRAD), Gergek zamanli termal
dongii cihazi (BioRAD), Floresans mikroskobu (Nikon Eclipse TE200), Otoklav
(Hirayama, Hiclive, HVE-50)

2.1.3 Kullanilan Soliisyonlar

% 10 F68 stok soliisyonu: 100 mg F68, 1 ml PBS igine konulur ve buz
icinde 10 dk bekletilir. Sollisyon vortekslenerek ¢ozilir ve %1’lik (W/V)
konsantrasyona seyreltilir.

% 0.05 F68 calisma soliisyonu: %1’lik stok soliisyon, kullanilacak besi yeri
icine %0.05 (W/V) konsantrasyon olacak sekilde eklenir.
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2.2 YONTEM

2.2.1 Insan dis jerm kok hiicrelerinin karakterizasyonu

Bu ¢alismada Yalvag ve arkadaslar tarafindan izole edilen (71) ve daha sonra
uzun siireli (12 ay) kriyosaklanim i¢in dondurulan MKH antijenlerini ekspres eden
insan dis jerm kok hiicreleri kullanilmistir. Hiicrelerin kullanim i¢in ¢dziilmelerinden
sonra MKH antijenlerini tasiyip tasimadiklar1 yapilan akim sitometri analizleri ile
ortaya konulmustur. Hiicreler tripsin ile flasktan kaldirildiktan sonra PBS iginde
hazirlanan birincil antikorlar ile muamele edilip 1 saat boyunca inkiibe edilmistir.
CD 29, CD34, CD45, CD90, CD105, CD133, CD166 ve CD73’e kars1 olan birincil
antikorlar 1/100 oraninda seyreltilerek kullanilmigtir. Hiicreler, fazla olan birincil
antikorlardan uzaklastirilmasi icin PBS ile yikanmistir. Daha sonra hiicreler
fluorescein-iso-thio-cyanate (FITC) ile kombine edilmis ikincil antikorlar ile 1 saat
stiresince muamele edilmistir. CD29 antijeni ig¢in phycoerythrin PE bagl birincil
antikor kullanilmistir. Hiicrelerin akim sitometri analizleri Becton Dickinson FACS

Calibur akim sitometri sistemi kullanilarak tamamlanmastir.

2.2.2 Pluronik F68 Polimerinin Hazirlanmasi

Pluronik F68 polimeri Exner ve arkadaslarinin 2005 yilinda yaptiklar
caligmada tarif edildigi gibi hazirlanmistir (75). F68 polimeri %10 (W/V)
konsantrasyon olacak sekilde vortekslenerek PBS i¢inde ¢oziilmiis ve polimerlerin
dagilmasi i¢in buz iistlinde inkiibe edilmistir, ¢linkii Pluronik F68, diisiik sicaklikta
kolayca erime oOzelligi gosterir ve yiiksek konsantrasyonlarda jel halinde de
kullanilabilir. %10’luk (W/V) F68 konsantrasyonu PBS kullanilarak %]1’e (stok
soliisyon) ve %0.05’e (W/V) (calisma soliisyonu) seyreltilmistir. Calismada
elektroporasyon sirasinda F68, dnceden literatiirde belirtildigi gibi hiicre kiiltiiriinde
kayma gerilimini diisiirdiigi konsantrasyon olan %0.05’lik (W/V) konsantrasyonda
kullanilmistir. Soliisyonlar 0.2pum’lik filtre den gecirilerek sterilize edilmis ardindan

kullanimina kadar +4C"de saklanmustir.
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2.2.3 IDJKH, MCF7 ve HeLa Hiicrelerin Kiiltiire Edilmeleri

IDJKH, MCF7 ve HeLa (Henrietta Lacks) hiicreleri asagida belirtildigi gibi
pasajlanmustir. Flasktaki hiicrelerin besi yerleri uzaklastirilmistir. Hiicrelerin yiizeyden
kolayca kalkmasina yardimci olmak amaciyla flask yiizeyi 1X PBS ile yikanmustir.
Hiicreler 1X tripsin-EDTA ile muamele edildikten sonra 37°C, % 5 CO2
inkiibatoriine alinir ve hiicreler flask yiizeyinden ayrilana kadar 2-3 dakika inkiibe
edilir. Taze besiyeri ile enzimatik reaksiyon durdurulduktan sonra hiicre
siispansiyonu falkon tiiplere alinir ve 1000 rpm’de, 5 dakika oda sicakliginda
santrifiij edilerek ¢oktiiriiliir. Olusan hiicre peleti taze besiyeri iginde ¢oziiliir ve
hiicreler 2 oraninda seyreltilerek flaska tekrar ekilir. Daha sonra hiicreler deneylerde
kullamlmak iizere 37°C, % 5 CO2 inkiibatoriine konularak biiytitiiliir. Bu ¢aligmada
kullanilan IDJKH, MCF-7 ve HeLa hiicrelerinin alt kiiltiirlemelerindeki tek fark

kullanilan besi yerlerinin farkli olmasidir.

Tablo 2.1 Hiicreler i¢in Kullanilan Besiyerleri

Kullanilan Besi | HTGSC MCF7 Hela

Yerleri Gibco-DMEM Gibco-DMEM Gibco-DMEM
1g/L D-Glucose | 4.5g/L D-Glucose | 4.59/L D-Glucose
+ %10 FBS + %1 | + %10 FBS + %1 | + %10 FBS + %1
PSA PSA PSA

2.2.4 F68’in Toksisite Tayini

F68’ in 4 farkli konsantrasyonu (%0.01, %0.02, %0.05 ve %0.1) %10 FBS ve
%1 PSA igeren besiyeri i¢inde %1°lik stok F68 soliisyonundan hazirlanmistir. Pasaj
2 olan insan dis jerm kok hiicreleri 96 kuyucuklu yiizeye her bir kuyucukta 5000
hiicre olacak sekilde ekilmistir ve farkli konsantrasyonlardaki F68 kuyucuklara
eklenmistir. Hiicre canlilig1 iiretici firmanin talimatlarina uygun bir sekilde MTS
analizi ile Olc¢lilmistir. MTS (3-(4, 5-dimethyl-thiazol -2-yl)-5-(3-carboxy-
methoxyphenyl)-2-(4-sulfo-phenyl)-2H-tetrazolium)  mitokondrial — dehidrogenaz
enzim aktivitesini belirlemeye dayali kolorimetrik bir deneydir (71). Hiicrelerin F68

ile olan 24 saatlik inkiibasyonlarindan sonra hiicrelerin {izerindeki besiyeri
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uzaklagtirllmig ve karistirilan 10ul MTS reaktifi ile 100ul taze besi yeri hiicrelere
ilave edilmistir. 2-3 saatlik inkiibasyon sonrasi her bir kuyucuktaki absorbans

degerleri Olclilmiis ve Microsoft Excel programinda analizleri yapilmistir.

2.2.5 Optimum Elektroporasyon Kosullarinin Belirlenmesi

Tez c¢alismasinda kullanilan 3 hiicre hatti i¢in optimum elektroporasyon
kosullan farkli voltajlarda elektrik akimlar1 uygulanarak belirlenmistir. Pasaj 3 olan
%60-70 konfluent haldeki IDJKH’ler 1X Tripsin-EDTA ile kaldirildiktan sonra
hiicre soliisyonu falkon tiiplere alinmis ve 1000 rpm’de, 5 dakika santrifiij edilerek
coktiiriilmiistiir. Hiicre peleti 200p] RPMI-1640 besiyerinde 5 x 10° hiicre olacak
sekilde ¢dziilmiistiir. Uzerine 5 ng EGFP plasmidi konularak 0.2 mm elektroporasyon
kiivetine aktarilmistir. Elektroporasyon isleminde hiicrelere S00uF (mikrofarad)’da
200, 250, 300, 350, 400 ve 450 mV’luk elektrik akimi uygulanmstir.
Elektroporasyon isleminden hemen sonra hiicreler 6 kuyucuklu hiicre Kkiiltiir
kaplarina ve 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekilmistir. 6 kuyucuklu hiicre
kiiltiir kaplarma ekilen hiicreler 48 saat sonra akim sitometri cihazinda analiz
edilerek EGFP pozitif hiicrelerin orani tespit edilmistir. 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir
kaplarina alinan hiicreler 24 saat sonra MTS deneyinde kullanilarak elektroporasyon
sonrast hiicre canlilig1 analiz edilmistir.

Pasaj 4 olan %60-70 konfluent haldeki HeLa hiicreleri 1X Tripsin-EDTA ile
kaldirildiktan sonra hiicre soliisyonu falkon tiiplere alinmis ve 1000 rpm’de, 5 dakika
santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiistiir. Hiicre peleti 200ul besiyerinde 5 x 10° hiicre
olacak sekilde RPMI-1640 besiyeri icinde ¢dziilmiistiir. Uzerine 5 pg EGFP plasmidi
konularak 0.2 mm elektroporasyon kiivetine aktarilmistir.  Elektroporasyon
isleminde literatiirde daha 6nceden belirtilen kosullar ( 500uF’lik 120,140,160,180
ve 200 V’luk elektrik akimi) uygulanmistir. Elektroporasyon isleminden hemen
sonra hiicreler 6 kuyucuklu yiizeylere transfeksiyon verimi ve hiicre canliliginin
belirlenmesi i¢in ekilmistir.

Pasaj 4 olan %60-70 konfluent haldeki MCF-7 (insan meme adenokarsinom
hiicresi-Michigan Cancer Foundation — 7) hiicreleri 1X Tripsin-EDTA ile
kaldirildiktan sonra hiicre soliisyonu falkon tiiplere alinmis ve 1000 rpm’de, 5 dakika
santrifiij edilerek coktiirilmiistiir. Hiicre peleti 200ul besiyerinde 5 x 10° hiicre
olacak sekilde RPMI-1640 besiyeri iginde ¢dziilmiistiir. Uzerine 5 pg EGFP plasmidi
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konularak 0.2 mm elektroporasyon kiivetine aktarilmistir.  Elektroporasyon
isleminde literatiirde daha 6nceden belirtilen kosullar (500uF’lik 150, 180, 200, 250,
300 ve 350 V’luk elektrik akimi) uygulanmistir. Elektroporasyon isleminden hemen
sonra hiicreler 6 kuyucuklu ylizeylere transfeksiyon verimi ve hiicre canliliginin
belirlenmesi icin ekilmistir. Biitiin elektroporasyonlar BioRad marka Gene Pulser

Electroporation cihazi kullanilarak yapilmistir.

2.2.6 F68 varhginda Elektroporasyon

Pluronik F68’ in elektroporasyon iizerine muhtemel olumlu etkisini
arastirmak i¢in tiim hiicreler elektroporasyon oOncesinde, sirasinda ve sonrasinda
%0.05 F68 ile mulamele edilmis ve deney gruplar1 agagidaki gibi belirlenmistir.
Deneyler her grupta 5 tekrar olacak sekilde yapilmis, istatistiksel hata ve
giivenilirlikleri belirlenmistir. Elektoporasyonlar her hiicre tipi ic¢in belirlenen

optimum elektroporasyon kosullarinda gerceklestirilmistir.

GRUPLAR:

1. F68 icermeyen kontrol grubu

2. F68’in elektroporasyon sirasinda ve sonrasinda kullanildigi grup

3. F68’in yalnizca elektroporasyon sonrasinda kullanildig: grup

4. F68’in yalnizca elektroporasyon sirasinda kullanildig: grup

5. F68’in elektroporasyon oOncesindeki preinkiibasyonda, elektroporasyon
sirasinda ve sonrasinda kullanildig grup

Tablo 2.2’de F68 in elektoporasyonda kullanildigi asamalar 6zetlenmistir.

Tablo 2.2 F68’in Elektoporasyonda Farkli Gruplarda Kullanildig1 Asamalar

1.GRUP | 2.GRUP | 3.GRUP | 4GRUP | 5.GRUP
Elektroporasyon - - - - +
oncesi (F68)
(6 saat)

Elektroporasyon - + - + +
sirasinda (F68)
Elektroporasyon - + + - +
sonrasi (F68)
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2.2.7 F68’in Elektroporasyon Yontemi ile ikili Gen Aktarim

Verimine Olan Etkisinin Belirlenmesi

F68’in IDJKH’ye elektroporasyon yontemi ile ikili gen (pEGFP-N2 ve
pDsRed-Express2= a variant of Discosoma sp. red fluorescent protein) aktarimina
(PEGFP-N2 ve pRFP plazmitlerinin aktarilmasi) olan etkisinin incelenmesi i¢in, tiim
hiicreler elektroporasyon dncesinde, sirasinda ve sonrasinda %0.05 F68 ile muamele
edilmis ve deney gruplar1 asagidaki gibi belirlenmistir. Deneyler her grupta 5 tekrar
olacak sekilde yapilmais, istatistiksel standart hata ve glivenilirlikleri belirlenmistir.
GRUPLAR:

1. F68’in kullanilmadig: grup

2. F68’in elektroporasyon sirasinda ve sonrasinda kullanildigi grup

3. F68’in yalnizca elektroporasyon sirasinda kullanildigi grup

4. F68’in elektroporasyon oncesindeki preinkiibasyonda, elektroporas-yon
sirasinda ve sonrasinda kullanildig grup
Tablo 2.3’de F68’in elektroporasyonda ikili gen aktariminda farkli gruplarda

kullanildig1 asamalar 6zetlenmistir.

Tablo 2.3. F68’in Elektroporasyonda Ikili Gen (EGFP-N2 ve DsRed) Aktariminda
(PEGFP-N2 ve pDsRed plazmitlerinin aktarilmasi) Farkli Gruplarda Kullanildig:

Asamalar
1.GRUP 2.GRUP 3.GRUP 4.GRUP
Elektroporasyon - - - +
oncesi (F68)
(6 saat)

Elektroporason - + + +

sirasinda (F68)

Elektroporasyon - + - +
sonrasinda (F68)
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Elektroporasyonla hiicrelere iki plazmidin birlikte aktarimidan 24 saat sonra
MTS yontemi ile hiicre canliligi belirlenmistir. Hiicreler elektroporasyondan 48 saat
sonra akim sitometri cihazinda analiz edilerek hem EGFP hemde DsRed pozitif
hiicrelerin yiizdesi saptanmustir. 48 saat sonra 6 kuyucuklu yiizeydeki hiicreler
floresans mikroskobu altinda goriintiilenmistir. Tiim akim sitometri analizleri Becton

Dickinson FACS Calibur akim sitometri sistemi kullanilarak yapilmistir.

2.2.8 Total RNA izolasyonu

Elektroporasyondan sonra 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekilen
hiicrelerden 48 saat sonra RNA izolasyonuna baslanmistir. Elektroporasyon sonrasi
F68°1i (5. Grup) ve F68’siz (1. Grup) gruplardan RNA izolasyonlar1 High pure RNA
izolasyon kiti (Roche) kullanilarak asagidaki gibi yapilmistir. RNA izolasyonunda
ilk olarak hiicreler lizis tamponu ile parcalanmis ve es zamanli olarak RNA yikimina
neden olan niikleazlar inhibitér varligi ile yok edilmistir. Niikleik asitler kolona
baglanmis ve geride kalmis olabilecek DNA, DNaz I ile kesilmistir. RT-PCR igin
inhibitor olabilecek kontaminantlardan kurtulmak icin kolona bagli durumda olan
niikleik asitler, 6zel inhibitor ¢ikarict tamponlari ile yikanmistir. Ortamda bulunan
tuz, protein ve diger hiicre kirliliklerinden, kolona bagli olan RNA’y1 ayirmak igin
tekrar yikama yapilmistir. Son olarak RNA kolondan ddH,O kullanilarak
aynistirilmis ve kullamlmak {izere -80°C’de saklanmistir. Konsantrasyon 6lgiimleri

Nanophotometer (IMPLEN, Germany) ile yapilmistir.

2.2.9 cDNA Sentezi

DNA sentezi i¢in Transcriptor High Fidelity cDNA Sentez Kiti (Roche)
kullanilmistir. cDNA sentezinde her bir reaksiyon i¢in PCR tiipline 2 pl Random
Heqzamer ve ilgili 6rnekten 500ng total RNA eklenmis ve final voliim 12,3 pl olacak
sekilde dH20 ile tamamlanmistir. Bu onciil karisim 65° C’de 10 dakika inkiibasyon
sonrast hemen buza alimmistir ve daha sonra 5X ters transkriptaz tamponu, RNaz
inhibitorti, INTP, DTT ve son olarak ters transkriptaz enzimi eklenerek 50° C’de 30
dakika inkiibe edilmistir. Sentezlenen cDNA’ lar daha sonra kantitatif RT-PCR

deneylerinde kullanilmak {izere -20° C’de saklanmustir.
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2.2.10 Kantitatif RT-PCR

F68’in varliginda ve yoklugunda IDJKH’nin elektroporasyonu sonucu
hiicrelerdeki embryonik kok hiicre markorleri olan Oct4 ve KIf4 genlerinin
(transkripsiyon faktorleri) kantitatif RT-PCR analizleri bu genlere spesifik Tagman
primer ve problar1 kullanilarak yapilmistir. Bu ¢alismada Yalvag ve arkadaglariin
onceden dizayn ettigi prime ve problar kullanilmistir. Oct4 icin pirmerler: ileri 5-
CGACCATCTGCCGCTTTG-3, Geri 5- GCAAGGGCCGCAGCTTA-3, probe 5-
TCTGCAGCTTAGCTTCAAGAACATGT-3; KIf4 igin primerler ileri: 5-
CGCTCCATTACCAAGAGCTCAT-3, Geri 5-CGATCGTCTTCCCCTCTTTG-3,
probe 5-CCGGTTCCTGCATGCCAGAGGA-3. p-actin icin primerler Ileri 5-
GCGAGAAGATGACCCAGGATC-3, Geri 5- CCAGTGGTACGGCCAGAGG-3,
probe 5- CCAGCCATGTACGTTGCTATCCAGGC-3 (71). PCR kosullari
asagidaki gibi dizayn edilmistir.

Dongii 1: 1. Adim 95°C- 3 dk (1 tekrar)
Dongii 2: 1. Adim 60°C- 50 sn (45 tekrar)
2. Adim 95°C- 20 sn (1 tekrar)

Primer ve problar Syntol firmasindan alinmigtir.

3. BULGULAR

3.1. Insan dis jerm kok hiicrelerinin karakterizasyonu

Akim sitometri analizleri bu ¢alismada kullanilan IDJKH nin mezenkimal k&k
hiicre ylizey antijenleri CD29, CD166, CD73, CD90 ve CD105 bakimindan pozitif;
hematopoietik kok hiicre yiizey antijenlerinden CD34, CD45 ve CD133 i¢in negatif
oldugunu gostermistir (Sekil 3.1)
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Sekil 3.1. IDJKH nin Karakterizasyonu (FL1-H: Kontrol)

3.2. Pluronik F68 Polimerinin Toksisite Tayini
Sekil 3.2°de gosterildigi gibi denenen 4 farkli pluronik F68 konsantrasyonu

IDJKH’ler iizerinde her hangi bir toksik etki gdstermemistir. Daha énce yapilan
caligmalarda kullanilan optimum F68 yiizdesi olan % 0.05’lik deger, deneylerde

kullanilacak optimum deger olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.2. Pluronik F68 Polimerinin Farkli Konsantrasyonlardaki Toksisite Tayini

3.3. Optimum Elektroporasyon Kosullarinin Belirlenmesi

Elektroporasyon sonrasi hiicrelerde EGFP ekspresyonu floresans mikroskobu

ile gosterilmistir (Sekil 3.3).

250V

350V 400V 450V

150v 180v 200v 250V 350V
- - - - - -
120v 160V 180V 200V

HeLa-----

Sekil 3.3. Farkl1 Voltajlarda Uygulanan Elektroporasyon Sonrasi IDJKH’nin

Floresans Mikroskop Goriintiileri

Calismada kullanilacak  hiicre  hatlarinin  optimum  elektroporasyon
kosullarinin belirlenmesi amaciyla farkli voltajlarda yapilan elektroporasyonlar

sonrast EGFP plazmidini alan hiicrelerin floresans mikroskop goriintiileri alinmis ve
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nitel bir gézlem yapilmistir. Bu nitel gézlem sonrasi hiicre hatlari i¢in optimum

kosullar, hiicre canlilig1 testi ve akim sitometri analizi ile belirlenmistir.
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Sekil 3.4. Farkli Voltajlarda Uygulanan Elektroporasyon Sonrasinda EGFP Pozitif
IDJKH’nin Akim Sitometri (A) ve Hiicre Canlihig Analizleri (B)

Farkl1 voltajlarda uygulanan elektroporasyon sonrasinda EGFP pozitif hiicrelerin
akim sitometri analizleri ve hiicre canlilig testi yapilmistir. Sekil 3.4-A’da goriildiigi
gibi IDJKH icin en yiiksek EGFP pozitif hiicre yiizdesi 250V ve 300V’da elde
edilmistir. EGFP pozitif hiicrelerin canliliklarim1 belirlemek i¢in yapilan MTS testi
sonrasinda ise en yliksek hiicre canlilig1 yiizdesi sekil 3.4-B’de goriildiigii lizere

200V ve 250V’°de elde edilmistir. EGFP pozitif hiicre ve hiicre canliligi sonuglar
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belirlenmistir.
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Sekil 3.5. Farkli Voltajlarda Uygulanan Elektroporasyon Sonrasinda EGFP Pozitif
MCF-7 Hiicrelerinin Akim Sitometri (A) ve Hiicre Canliligi Analizleri (B)

Farkl1 voltajlarda uygulanan elektroporasyon sonrasinda EGFP pozitif hiicrelerin
akim sitometri analizleri ve hiicre canlilig testi yapilmistir. Sekil 3.5-A’da goriildiigi
gibi MCF-7 hiicreleri igin en yiiksek EGFP pozitif hiicre yiizdesi 250V, 300V ve
350V°de elde edilmistir. EGFP pozitif hiicrelerin canliliklarmi belirlemek i¢in
yapilan MTS testi sonrasinda ise en yiiksek hiicre canlilig1 yiizdesi sekil 3.5-B’de
gortldiigli tizere 200V ve 250V’°de elde edilmistir. EGFP pozitif hiicre ve hiicre
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canlilig1 sonuglar birlikte degerlendirildiginde MCF-7 hiicreleri i¢in optimum sonug

olarak 250V, 500 puF olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.6 Farkli Voltajlarda Uygulanan Elektroporasyon Sonrasinda EGFP Pozitif
HeLa Hiicrelerinin Akim Sitometri (A) ve Hiicre Canliligi Analizleri (B)

Farkl1 voltajlarda uygulanan elektroporasyon sonrasinda EGFP pozitif hiicrelerin
akim sitometri analizleri ve hiicre canlilig1 testi yapilmistir. Sekil 3.6-A’da goriildiigii
gibi HeLa hiicreleri i¢in en yiikksek EGFP pozitif hiicre yiizdesi 140V ve 200V’de
elde edilmistir. EGFP pozitif hiicrelerin canliliklarint belirlemek i¢in yapilan MTS
testi sonrasinda ise en yiiksek hiicre canlilig1 yiizdesi sekil 3.6-B’de goriildiigii iizere

120V ve 180V’de elde edilmistir. Ancak EGFP pozitif hiicre ve hiicre canlilig:
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sonuclart birlikte degerlendirildiginde HelLa hiicreleri i¢in optimum sonug¢ olarak

140V, 500 pF olarak belirlenmistir.

3.4. F68 varhginda Elektroporasyon

F68 varliginda tiim hiicrelere yapilan elektroporasyonlar sonrasinda tiim
gruplarda EGFP ekspresyonu floresans mikroskop altinda tespit edilmis ve sekil

3.7’°de gosterilmistir.

4.GRUP

iDJKH

MCF-7

Hela

Sekil 3.7. F68 Kullanilarak Elektroporasyon Yapilan Tiim Hiicrelerin Floresans

Mikroskop Goriintiileri

Pluronik F68 polimerinin elektroporasyon yontemi ile gen aktarimina olan
katkisinin belirlenmesi amaciyla tiim hiicre hatlarinda EGFP pozitif hiicrelerin
floresans mikroskop goriintiileri sekil 3.7°de gosterilmis ve nitel bir gozlem
yapilmistir. Nicel degerlendirme ise pluronik F68 varliginda gen aktarilan hiicrelerin

akim sitometri analizi ve hiicre canlilig testleri ile belirlenmistir.
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Sekil 3.8 (A) F68’ in IDJKH’nin Elektroporasyonuna Olan Etkisi. (*P<0.05, One
way ANOVA- Tukey's Multiple Comparison Test gruplart karsilagtirmada
uygulanmistir. Istatistiksel analizler igin Sigma Stat yazilim1 kullanilmistir)

(B) F68’ in Elektroporasyon Sonrasinda IDJKH’nin Hiicre Canliligina
Olan Etkisi. (*P<0.05, One way ANOVA- Tukey's Multiple Comparison Test
gruplari karsilastirmada uygulanmistir. Istatistiksel analizler i¢in Sigma Stat yazilim

kullanilmistir)

F68 wvarliginda elektroporasyon yapilan hiicreler incelendiginde F68
uygulanmis gruplardaki EGFP pozitif hiicrelerin F68 uygulanmayan gruplara oranla
daha fazla oldugu tespit edilmistir. IDJKH ile yapilan deneyde F68 uygulanan

gruplarin tiimiinde kontrol grubuna gore daha fazla EGFP pozitif hiicreler tespit
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edilmistir. Ancak sadece 3. ve 5. grup taki EGFP pozitif hiicrelerin oran1 1. grup’dan
istatistiksel olarak farkli ( %9 ve %17) bulunmustur (Sekil 3.8-A). Hiicre canlilig
IDJKH ile yapilan deneylerde F68’li gruplarda kontrol grubuna gére daha yiiksek
oranda tespit edilmistir. Ozellikle 2., 4. ve 5. gruplardaki hiicre canliligi kontol
grubuna gore istatistiksel olarak daha anlamli ( % 31, %33 ve % 22) bulunmustur
(Sekil 3.8-B)
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Sekil 3.9 F68’in MCF-7 Hiicrelerinin Elektroporasyonuna Etkisi

(A) EGFP Pozitif Hiicreler. (*P<0.05, One way ANOVA- Tukey's Multiple

Comparison Test gruplar karsilastirmada uygulanmistir. Istatistiksel analizler igin
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Sigma Stat yazilimi kullanilmistir) (B) F68’ in Elektroporasyon Sonrasinda MCF-7

Hiicrelerinin Canliligina Olan Etkisi.

F68 varliginda elektroporasyon yapilan hiicreler incelendiginde F68
uygulanmis gruplardaki EGFP pozitif hiicrelerin F68 uygulanmayan gruplara oranla
daha fazla oldugu tespit edilmistir. MCF-7 hiicreleri ile yapilan deneyde F68
uygulanan gruplarin tiimiinde kontrol grubuna gore daha fazla EGFP pozitif hiicreler
tespit edilmistir. Ancak sadece 5. gruptaki EGFP pozitif hiicrelerin oran1 1. gruptan
istatistiksel olarak farkli ( % 13) bulunmustur (Sekil 3.9-A). Hiicre canliligi igin
MCEF-7 hiicreleri ile yapilan deneylerde F68, gruplarda kontrol grubuna gore 6nemli
bir artig saglamamustir. (Sekil 3.9-B)
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Sekil 3.10. F68’in HeLa Hiicrelerinin Elektroporasyonuna Etkisi
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(A) EGFP Pozitif Hiicreler (B) F68 in Elektroporasyon Sonrasinda HelLa
Hiicrelerinin Canliligina Olan Etkisi.

F68 varliginda elektroporasyon yapilan hiicreler incelendiginde F68
uygulanmis gruplardaki EGFP pozitif hiicrelerin F68 uygulanmayan gruplara oranla
daha fazla oldugu tespit edilmistir. HeLa hiicreleri ile yapilan deneyde F68
uygulanan gruplarin tiimiinde kontrol grubuna gore daha fazla EGFP pozitif hiicreler
tespit edilmistir ve tiim gruplarda EGFP pozitif hiicrelerin oran1 1. gruptan
istatistiksel olarak farkli ( % 27, % 13, % 17, % 24) bulunmustur (Sekil 3.10-A).
Hiicre canliligr icin HeLa hiicreleri ile yapilan deneylerde F68, gruplarda kontrol

grubuna gore 6nemli bir artig saglamamustir. (Sekil 3.10-B)

3.5. F68’IN IKILi GEN AKTARIMINA OLAN ETKISi

Elektroporasyon yolu ile IDJKH’ye pEGFP-N2 ve pDSRed plazmitleri
birlikte aktarildiginda, bu plazmitlerin tagidigt EGFP ve RFP genlerinin her ikisinin
de ekspres oldugu hiicreler floresans mikroskobunda tespit edilmis ve Sekil 3.11°de
gosterilmistir.  Yapilan akim sitometri analizi sonuglarina gore F68, ikili gen
aktariminin basarisini arttirmaktadir. (Sekil 3.12 A) Ayrica F68 uygulanan gruplarda

ikili gen aktariminin ardindan hiicre canliliginda artig gézlenmistir (Sekil 3.12 B).
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Sekil 3.11. F68’in IDJKH’ye Yapilan ikili Gen Aktarimina Olan EtKisi
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Sekil 3.12. F68’in IDJKH ne Yapilan Ikili Gen Aktarimina Olan Etkisi (A) EGFP ve
RFP Pozitif Hiicrelerin Akim Sitometri Analizleri (B) Hiicre Canlilig1 Analizleri

F68 wvarliginda ikili gen aktarimi yapilan hiicreler incelendiginde F68
uygulanmis gruplardaki EGFP ve RFP pozitif hiicrelerin F68 uygulanmayan gruplara
oranla daha fazla oldugu tespit edilmistir. IDJKH ile yapilan deneyde F68 uygulanan
gruplarin tiimiinde kontrol grubuna goére daha fazla EGFP ve RFP pozitif hiicreler
tespit edilmistir. Ancak sadece 5. grup’taki EGFP ve RFP pozitif hiicrelerin oran 1.
gruptan istatistiksel olarak farkli ( % 6 ) bulunmustur (Sekil 3.12-A)

Hiicre canlihign IDJKH ile yapilan deneylerde F68’li gruplarda kontrol
grubuna gore daha yiiksek oranda tespit edilmistir. Ozellikle 5. gruplardaki hiicre
canliligi kontol grubuna gore istatistiksel olarak daha anlamli ( %24 ) bulunmustur

(Sekil 3.12-B) (*P<0.05, One way ANOVA- Tukey's Multiple Comparison Test
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gruplar1 karsilastirmada uygulanmistir. Istatistiksel analizler i¢in Sigma Stat yazilimi

kullanilmistir)

3.6. Kantitatif RT-PCR

IDJKH’ye yapilan elektroporasyon sonrasi Oct4 ve KIf4 genlerinin
ekspresyonlar1 F68 varliginda daha yiikek diizeyde tespit edilmistir. Ozellikle Oct4
geninin ekspresyonu F68 uygulanan 5. grupta kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak daha yiiksek diizeyde tespit edilmistir. (Sekil 3.13-A)
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Sekil 3.13 IDJKH’ye Yapilan Elektroporasyon Sonras1 Oct4 ve KIf4 Ekspresyonu.
A. Oct4 Ekspresyonun B. KIf4 Ekspresyonu (*P<0.05, Non- parametric Student T
test gruplar1 karsilastirmada uygulanmustir. Istatistiksel analizler igin Sigma Stat

yazilimi kullanilmaistir).
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4. TARTISMA

Gen tedavisi hastaliklar1 tedavi etmek veya Onlemek amaciyla kisinin gen
ifadelerinde yapilan degisiklikler olarak tanimlanir. Gen tedavileri degisikligin
yapildigr hiicre tipi ve yapilan degisikligin tipine gore simiflandirilabilir. Jerm
hiicrelerinde yapilan genetik degisiklikler nesiller boyu aktarilma 6zelligine sahiptir
ancak gelecek nesilleri etkileme potansiyeli nedeniyle jerm hiicrelerinde yapilan
genetik degisiklikler yasaklanmistir. Ancak mitokondriyal hastaliklar i¢in gen
transferi etik acidan uygun goriilmektedir. Bununla birlikte hastanin viicut
hiicrelerinde ya da dokularinda yapilan degisiklikler somatik hiicre gen tedavisi
olarak tanimlanir ve nesiller boyu aktarilma 6zelligi yoktur. Somatik hiicrelerdeki
degisiklikler gen ilavesi, gen degisimi, gen ifadesinin engellenmesi ve o&zgiin
hiicrelerin 6ldiiriilmesi gibi cesitli sekillerde yapilabilir.

Genlerin hastalara aktarilmasi laboratuar ortaminda olabilecegi gibi hasta
viicudunda da gergeklestirilebilir. Laboratuar ortamindaki gen aktariminda hiicreler
hastadan almir ve kiiltiir ortaminda cogaltildiktan sonra istenilen gen cesitli
yontemlerle hiicrelere aktarilir. Geni alan hiicreler secilir ve kiiltiirde ¢ogaltildiktan
sonra tekrar hastaya verilir. Hasta viicudunda yapilan gen aktarimi, hiicrelerin
laboratuar ortamindaki kiltlirlerinin yetersiz oldugu durumlarda gergeklestirile-
bilecek tek secenektir. Bu yontemde aktarilan geni alan hiicreleri segip ¢ogaltma
thtimali olmadig1 i¢in bu yontemdeki basari, aktarilan geni alan hiicrelerin sayisina
baglhdir. Aktarilan gen hiicre genomuna entegre olur ve hiicre béliindiik¢e aktarilan
gen de ¢ogalacagindan hiicre genomunda uzun siireli ifade edilir ancak aktarilan
genin entegre oldugu bdlgede bir onkogeni aktiflestirmesi gibi dnemli bir kaygiyr da
beraberinde getirir.

Ideal bir gen aktarim metodunun gelistirilmesi gen terapisinin basarisi i¢in
oldukga oOnemlidir. Giiniimiizde kullanilmakta olan gen aktarim metotlarinin
avantajlar1 ve dezavantajlart mevcuttur. Klinik uygulamalarda viral vektor sistemleri,
viral olmayan vektor sistemleri ve hibrid vektor sistemleri gibi 3 cesit gen aktarim

sistemi kullanilir. Gen aktarim etkinliginin yiliksek olmasi nedeniyle memeli viriisleri
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gen aktariminda en ¢ok tercih edilen vektorlerdir ve onaylanan klinik uygulamalarin
%70’inde viral vektorler kullanilir.

Viral vektor sistemleri basligi altinda bahsedilen RNA viriisleri olan retroviral
vektorlerin en Onemli Ozellikleri, ters transkriptaz tasimalari ve genomlarindan
cDNA sentezleyebilmeleridir. Retroviriisler sadece boliinen hiicreleri enfekte
edebilirler ve bu durum kullanimlarini sinirlandirir. Ayrica insersiyonel mutasyon
olusturma riskleri de vardir. Adenoviral vektorler zarfsiz ve cift iplikli DNA
virlisleridir, 51 farkli adenoviriis serotipi bilinmektedir. Genis doku tropizmi, yiiksek
gen aktarim etkinligi ve disiik patojenik o6zellik gibi avantajlara sahip olan
adenoviral vektorler, uzun siireli gen ifadesi saglayamama gibi dezavantaja da
sahiptir. Yiiksek titrelerde iiretilebilmeleri i¢in yardimci hiicrelere ihtiya¢ duyarlar.
Adeno-asosiye viral vektorler zarfsiz, tek iplikli DNA viriisleridir. Adeno-asosiye
viral vektorlerin konakg1 hiicre genomundaki 6zel entegrasyonu saglayan rep geni
gen tedavisinde kullanilan vektorlerden c¢ikarilmistir. Kisa DNA  dizileri
tagtyabilmeleri ve yiiksek titrelerde {iretilememeleri dezavantajlar1 arasindadir.
Herpes simpleks viriisleri sinir hiicrelerine gen aktarimi i¢in uygun olabilir ancak
pratik uygulamalari i¢in heniiz erken evrededirler. Alict hiicrenin genomuna entegre
olmayan Vaccinia viriisleri, memeli hiicrelerinin ¢ogunu enfekte edebilir ancak
immiin cevap olusturabilme gibi bir dezavantaja sahiptir. Klinik protokolleri
belirlenen vektorler ile birlikte gelistirilen bagka viriis sistemleri vardir. Bunlar
arasinda Venezuelan equine encephalitis virlis (VEE) , Sindbis Viriis (SIN) ve
Semliki Forest Viriis (SFV) sayilabilir, bu viriis sistemleri erken sathadadir ve halen
gelistirilmektedir.

Viriis harici vektor sistemlerinden olan lipozomlar sentetik araclardir. Hiicre
membran yapilarinin model alinmasi ve ¢esitli lipidlerin karistirilmasi sonucu
olusturulur. Belirli ¢esitleri mevcuttur ve gen aktarim etkinligi en yiiksek olam
katyonik lipozomlardir. Gen aktarimindaki basaris1 viral vektorlere gore oldukca
diistiktiir. Reseptor aracili endositozda aktarilmak istenen gen, hiicre yiizeyindeki
Ozgill bir reseptore baglanarak endositozu tesvik edecek bir molekiile takilarak
hiicreye aktarilir. Bakteri aracili gen transferi, sahip oldugu bir ¢cok avantaj sayesinde
popiilarite kazanmistir ve ¢esitli bakteriler gen aktarimi i¢in kullanilir ancak gen
aktarimi sirasinda olusan kararsiz gen ifadesi dezavantajini giderebilmek icgin

caligmalar yapilmaktadir.
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Molekiiler biyolojide kullanilan bir diger gen aktarim aracit ise
elektroporasyondur. Bu teknik, hiicrelere elektrik akimi uygulanmasi ve hiicre
zarlarinda gegici porlar olusturmak sureti ile DNA, RNA, ila¢ gibi maddelerin hiicre
icine sokulmasi esasina dayanir. Gen aktarim etkinligi sicaklik, DNA
konsantrasyonu, uygulanan akim tipi ve elektroporasyon sivisina gore degisiklik
gosterebilir. Tiim gen aktarim metotlarinda oldugu gibi elektroporasyon yonteminin
de avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu teknigin ¢ok ¢esitli hiicre tiplerinde
kullanilabilmesi, gen aktariminin ¢ok hizli olmasi ve veriminin yiiksek olmas1 gibi
onemli avantajlar1 var iken; elektrik akimi uygulandiginda agilan porlardan giren ve
¢ikan maddelerin esit olmamasi nedeniyle olusabilecek iyon dengesizligi ve hiicreye
verilen zarar ise bu yontemin dezavantajlar arasinda gosterilebilir.

Pluronikler genel olarak A-B-A yapisinda diizenlenirler. Polyethylene oxide-
Polypropylene oxide- Polyethylene oxide. PPO ve PEO bloklarinin sayilarina goére
farklilik gosterirler. Cesitli tiplerde pluronikler bulunur ve ticari olarak piyasalarda
satilmaktadir. Bunlar ila¢ dagitimi ve doku miihendisligi gibi farkli alanlarda
kullanilmaktadir (25). Merkezi bir polipropilen oksit ve iki polietilen oksit grubuna
sahip olan pluronik F68 az kopiiren bir yiizey aktif maddesidir. 8350 Dalton
molekiiler agirliga sahiptir, suda ¢oziinebilir ve nétral bir pH’a sahiptir. Kalsiyum ve
magnezyum tuzlarinda dagilabilir. F68 genis alanlarda kullanilan bir blok
kopolimerdir. Hiicreleri, c¢alkalamali biyolojik reaktorlerde olusan stresten korur
ayrica serumsuz Kkiiltiir besi yerlerinde de kullanilabilir. F68, hiicre biiylimesini ve
hiicrelerin kiiltiir kaplarina baglanmasini tesvik eder. F68 hiicre membranlarina
katilir ve onlarla etkilesime gegerek stabiliteyi saglar. Ayrica siispansiyon halindeki
memeli, bitki ve bdcek hiicrelerinde de koruyucu etkiler gostermistir. F68
kabarciklarin hizlarin1 azaltarak, dagilimlarini engelleyerek ve hiicre-kabarcik
etkilesimlerini azaltarak hiicre 6liimiinii 6nler.

Kok hiicreler elde edildikleri kaynaklara gore embriyonik kok hiicreleri,
embriyonik jerm hiicreleri, cenin kok hiicreleri, gobek bagi kani kok hiicreleri ve
eriskin kok hiicreleri olmak iizere 5 farkli grupta toplanabilirler. Dogumdan sonraki
donemde viicutta bulunan eriskin kok hiicreler, hiicre temelli tedaviler i¢in 6nemlidir,
kismen farklilasmislardir ve sinirli farklilasma potansiyelleri vardir. Temel gorevleri
hasar goren yada hastalikli hiicrelerin yerlerini almak ve viicut i¢i dengeyi
saglamaktir. Mezenkimal kok hiicreler, kendilerini yenileme ve farklilasma

kapasitelerine sahiptir ve bu 6zellikleriyle doku miihendisligi uygulamalarinda tercih
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edilirler. Genellikle kemik iliginden izole edilirler ancak tek kaynaklar1 kemik ilikleri
degildir. Yag dokusu, disin etli kismi, iskelet kas1 ve insan gobek kordonu gibi farkli
kaynaklardan izole edilebilirler. Eriskin pulpa kok hiicreleri ilk kez 2000 yilinda
Gronthos ve calisma arkadaslan tarafindan tanimlanmistir ve alternatif eriskin kok
hiicre kaynagi olmasi nedeniyle dnem kazanmislardir. Dental kok hiicrelerin dnem
kazanmasimi saglayan diger nedenler arasinda mezenkimal ve noral kok hiicre
Ozelliklerine sahip olmasi, noroprotektif olmalar1, uzun siireli kriyosaklanabilmeleri,
izolasyonlarinin ac1 vermemesi, nérogenez ve anjiyogenezi uyarmalari ve son olarak
etik diizenlemeler bakimindan sorunsuz olmasi gosterilebilir.

Uzun siireli gen ifadesi icin genellikle viral vektor sistemleri tercih
edilmesine ragmen bu sistemler biyogiivenlik a¢isindan 6nemli sorunlara sahiptir.
Kimyasal temelli transfeksiyon teknikleri ise toksisite problemlerine sahiptir ve
mezenkimal kok hiicreler gibi birincil hiicre hatlarini transfekte etmekte yeterince
basarili degillerdir. Fereria ve arkadaslari kemik iliginden elde edilen kok hiicreler
icin optimum elektroporasyon kosullarin1 belirleyerek bu yontemin verimini
gostermislerdir (18). Yalvag ve arkadaslar1 ise yaptign calismada IDJKH igin %39
transfeksiyon verimi ve %69 hiicre canliligi ile sonuglanan 500 pF’lik elektriksel
kapasitedeki 300 V’lik akimin optimum sonug¢ oldugunu gostermislerdir.

Ilk kez bu calismada pluronik F68 blok kopolimerinin insan dis jerm kok
hiicrelerine elektroporasyon yontemi ile gen aktarimina olan etkisi aragtirilmistir.
IDJKH igin optimum elektroporasyon kosullar1 belirlenmis ve 500 uF’lik elektriksel
kapasite ve 250 V’lik akimin optimum sonug oldugu ortaya konulmustur. Pluronik
F68’in elektroporasyon yontemi ile gen aktarimina olan etkisini ortaya koymak i¢in 5
farkl1 grup hazirlanmis ve bu gruplar dahilinde IDJKH’ye elektroporasyon ydntemi
ile EGFP geni tastyan pEGFP-N2 plazmidi aktarilmigtir. F68 blok kopolimerini
hi¢cbir asamada icermeyen 1. gruptaki hiicreler i¢cin EGFP pozitif hiicrelerin oram
F68’1 ¢esitli asamalarda igeren gruplara gore diisiik bir seviyede kalmistir. En etkili
verim ise gen aktarilacak hiicrelerin elektroporasyon oncesindeki 6 saat siiresince
%0.05 pluronik F68 iceren besiyerinde preinkiibasyonunun  yapildigi,
elektroporasyon aninda ve sonrasindaki besi yerinde ayni oranda pluronik F68 igeren
5. gruptan elde edilmistir. 5. grupta elde edilen yaklasik %17°1lik verim artis1 pluronik
F68 kullaniminin etkili oldugunu ortaya ¢ikartmistir. Pluronik F68’in sadece
transfeksiyon verimine degil, hiicre canlilifina da olan olumlu katkilarinin

gosterilmesi i¢in hazirlanan gruplardaki hiicrelere elektroporasyondan 24 saat sonra
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MTS testi yapilmis ve F68 uygulanan gruplarda hiicre canliliginin F68
uygulanmayan gruba nazaran onemli derecede ( % 15 ile % 33 arasinda) arttigi
gbzlenmistir.

Pluronik F68 blok kopolimerinin elektroporasyon yontemi ile gen
aktarimindaki verim artisin1 sadece IDJKH’de saglamadig1, ayn1 etkinin baska hiicre
hatlarinda da gergeklesebildigi bu calismada gosterilmistir. Buna goére Hela ve
MCEF-7 hiicreleri icin elektroporasyon kosullar1 optimize edilmis ve HeLa hiicreleri
icin 500 pF’lik elektriksel kapasite ile 140 V'lik akim optimize sartlar olarak
belirlenirken, MCF-7 hiicreleri i¢in ise 500 pF’lik elektriksel kapasite ve 250 V’lik
akim optimum sartlar olarak tespit edilmistir. Bu hiicre hatlarinda F68’in
elektroporasyon yontemi ile gen aktarimina olan etkisini gosterebilmek icin 5 farkli
grup hazirlanmistir. F68’in dahil oldugu gruplarda 6nemli bir etki gbzlenirken bu
gruplar i¢inde en 6nemli etki gen aktarilacak hiicrelerin elektroporasyon dncesindeki
6 saat siiresince %0.05 pluronik F68 iceren besiyerinde preinkiibasyonunun
yapildigi, elektroporasyon aninda ve sonrasindaki besi yerinde ayni oranda pluronik
F68 iceren 5. gruba ait hiicrelerde elde edilmistir. Kullanilan F68’in bu 6nemli etkisi,
bu maddenin elektroporasyon yontemi ile gen aktarimima olan etkisinin diger
hiicrelerde de oldugunu ve bu polimerin elektroporasyon etkinligini arttirmada
kullanilabilirligini gdstermistir. Calismada F68’in elektroporasyon sonrasi meydana
gelen hiicre 6liimiinii azalttigida ortaya konulmustur.

Elektroporasyon sonrasi hiicrenin farklilagsma potansiyelinin belirlenmesinde Oct4 ve
Klf4 genlerinin ekspresyonlarinin degerlendirilmesinin ayri bir 6nemi vardir (77-78).
Hiicrelerde bu genlerin ekspresyonlarin  azalmas: hiicrelerin  farklilagsma
postansiyellerinin azaldigi anlamina gelir. Bu ¢alismada ilk defa F68 uygulanan
gruplarada Oct4 ve Klf4 seviylerinin uygulanmayan gruba gore daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Bu sonuca gore kok hiicrelerin elektroporasyon sonrasi farklilasma
potansiyellerini korumalari i¢in F68 varliginda elektoporasyonlarinin yapilmasi daha

etkili bir metot olacaktir.

F68’in bir gen aktarimina olan olumlu katkilarinin gosterilmesinden sonra,
elektroporasyon yontemi ile ikili gen aktarimina olan etkisinin gosterilmesi i¢in 4
farkli grup hazirlanmis ve sirastyla EGFP ile RFP genlerini iceren pEGFP-N2 ve
pDsRed plazmitleri kok hiicrelere aktarilmigtir. Gen aktarimindan 24 saat sonra

transfeksiyon verimi Olclilmiis ve F68’in bulundugu gruplarda EGFP ve RFP
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genlerini birlikte ekspres eden hiicrelerin konrol grubuna gore daha fazla oldugu
ortaya konulmustur. Buna ek olarak hiicre canlilign ikili gen aktariminda F68
kullanilan gruplarda daha az diigsmiistir. Tim elektroporasyonlarda, F68’in
elektroporasyon oOncesi, sirasinda ve sonrasinda kullanmildigi 5. grupta hem
transfeksiyon veriminin hemde hiicre canliliginin yiiksek oldugu tespit edilmistir.
IDJKH’ye F68 varliginda elektroporasyon yontemi ile ikili gen aktariminda
elde edilen olumlu sonuglar klinik uygulamalarda tedavi amacgli kullanilabilir.
Kanser, farklilasma veya norodejeneratif hastaliklara yonelik ¢alismalarda biiyiime
faktorili yada tedaviyi arttirici gen transferinde aktif olarak kullanilabilir ve yaygin bir

uygulama alanina sahip olabilir.

Mezenkimal kok hiicrelere en etkili gen aktarim araglarindan biri olan
elektroporasyon yonteminin en Onemli dezavantaji, uygulanan elektrik akimi
sonrasinda hiicrelerin canliliklarin1 koruyamamasi ve énemli derecede hiicre kaybi
yasanmasidir. Bununla birlikte gen aktarilan hiicrelerin, toplam hiicrelere oranla
sayica az olmasi da bir diger 6nemli problemdir. Elektroporasyon yapilirken pluronik
F68 blok kopolimerinin kullanilmasi hem hiicrelere gen aktarimindaki verimi
arttirabilir  hem de elektroporasyon sonrasindaki azalan hiicre canliliginin
stirdiirtilmesini saglayabilir. Bu yontemin daha verimli hale getirilmesi, gen ve hiicre
tedavilerinde bu yontemin daha sik kullanilmasini ve diger gen aktarim metotlarinin
neden oldugu olumsuzluklar1 ortadan kaldirabilir. Mezenkimal kok hiicrelere basarili
ve etkili bir gsekilde gen aktarimimin yapilabilmesi, bu hiicrelerin klinik
kullanimlarindaki basarisin1 da arttiracak ve kullanimlarini daha yaygi hale
getirecektir. Bununla birlikte c¢aligma kapsaminda yapilan elektroporasyon
optimizasyonu  diger mezenkimal kok  hiicrelerinde daha etkili gen
manipiilasyonlarinin basarilmasinin 6niinii agacaktir.

Bu ¢alismanin ileriki asamalarinda F68 polimeri kullanarak viral olmayan
diger gen aktarim metotlarinda transfeksiyon veriminin arttirilmasi, F68 kullanimi
sonrast gen aktarimi yapilan IDJKH’nin farklilasma potansiyellerinin korunmasi ve
bunun gosterilmesi ve F68 kullanarak In  vivo ¢alismalarda yapilan

elektroporasyonun verimini arttirmaya yonelik ¢alismalar planlanmaktadir.
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