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                                                                                                         ÖZET  

YONCA -Medicago sativa SÜSPANSİYON KÜLTÜRLERİNDE FLORESANS 
İŞARETLİ POLİ laktik ko-glikolik ASİT NANOPARTİKÜLLERİNİN HÜCREYE 

ALIMI VE DAĞILIMININ ARAŞTIRILMASI 

 

Esma ULUSOY 

 

Moleküler Biyoloji ve Genetik Bölümü 

Doktora Tezi 

 

Tez Danışmanı: Prof. Dr. Semiha ERİŞEN 

Eş Danışman: Doç. Dr. Serap DERMAN 

 

Nanopartikül sistemler, gen transfer teknolojisinin geliştirilmesi, ilaç ve gübre 
uygulaması gibi tarımsal amaçlar için kullanılma potansiyeline sahiptir. Son yıllarda bu 
sistemlerin bitkilerde alımı, taşınması ve birikimi konularındaki araştırmalarda artış 
yaşanmaktadır. Bu çalışmada da Medicago sativa (yonca) süspansiyon kültüründe 
Floresans izotiyosiyanat izomer I (FITC) yüklü Poli (laktik-ko-glikolik) asit (PLGA) 
nanopartiküllerin (NP) ultrasonikasyonla hücreye girişi ve dağılımının incelenmesi 
amaçlandı. 

PLGA NP’ler sentezlenerek karakterizasyonu yapıldı, daha sonra farklı ultrasonikasyon 
ve inokülasyon sürelerinin PLGA NP’lerin hücreye girişi üzerine etkileri ile PLGA NP’lerin 
yonca hücre hatlarında sitotoksik ve genotoksik etkileri belirlendi. Ultrasonikasyon 
uygulamasının, PLGA NP’lerin hücresel alımını arttırdığı tespit edildi. En iyi sonuç ise (% 
82.66) 3 dk’lık ultrasonikasyonda elde edildi. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) 
analizlerinde, 100 nm'ye kadar PLGA NP’lerin hücre duvarından geçtiği, sitoplazma ve 
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çekirdeğe dağıldığı tespit edildi. Ultrasonikasyon ile PLGA NP’lere maruz bırakılmış 
yonca süspansiyon hücrelerinde sitotoksik ve genotoksik bir etki gözlenmedi. 

Sonuç olarak, PLGA NP sistemi bitkilerde toksik etki göstermediğinden çeşitli tarımsal 
uygulamalarda kullanılabilir. Ayrıca bu protokol, bitkilere gen aktarımı için alternatif ve 
güvenli bir yöntem olarak uygulanabilir. 

Anahtar kelimeler: PLGA, nanopartikül, Medicago sativa, süspansiyon hücre kültürü, 
ultrasonikasyon 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

YILDIZ TEKNİK ÜNİVERSİTESİ FEN BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 



xiv 

 

 

  ABSTRACT 

 

UPTAKE AND CELLULAR DISPERSION OF FLUORESCENTLY LABELED      
POLY lactic-co-glycolic ACID NANOPARTICLES IN Medicago sativa 

SUSPENSION CULTURE  

 

Esma ULUSOY 

 

Department of Molecular Biology and Genetics 

PhD Thesis 

 

Adviser: Prof. Dr. Semiha ERİŞEN 

Co- Adviser: Assoc. Prof. Dr. Serap DERMAN 

 

Nanoparticle systems have the potential to be used for agricultural purposes such as 
the development of gene transfer technology, pesticide or fertilizer application. In 
recent years, the studies related with intake, transport and accumulation of these 
systems in plants have been increasing. The aim of this study was to investigate the 
penetration and distribution of poly (lactic-co-glycolic) acid (PLGA) nanoparticles (NPs) 
loaded with fluorescence isothiocyanate isomer I (FITC) into the cell by ultrasonication 
in Medicago sativa (alfalfa) suspension culture. 

PLGA NPs were synthesized and characterized, then the effects of different ultrasound 
and inoculation times on entry of PLGA NPs into the cell were determined. It is also 
toxic effects of ultrasonication and PLGA NPs on alfalfa cell lines were detected.  It was 
found that ultrasound application increased the cellular uptake of PLGA NPs. The best 
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result (82.66%) was obtained in 3 min ultrasound treatment.  In Transmission Electron 
Microscopy (TEM) analysis showed that PLGA NPs up to 100 nm passed through the 
cell wall and dispersed to the cytoplasm and nucleus. No cytotoxic and genotoxic 
effect was observed in cultured alfalfa cells exposed to PLGA NPs by ultrasonication. 

As a result, PLGA NP system can be used in various agricultural applications because it 
does not show toxic effects on plants. In addition, this protocol can be used as an 
alternative and safe method for gene transfer to plants.  

Keywords: PLGA, nanoparticles, Medicago sativa, suspension cell culture, 
ultrasonication 
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  BÖLÜM 1 

GİRİŞ 

1.1  Literatür Özeti 

1959 yılında, Nobel ödüllü fizikçi Richard Feynman’ın, Amerikan Fizik Kurumu yıllık 

toplantısında “Aşağıda daha çok yer var” adlı konuşması Nanobilim’in başlangıcı 

sayılmaktadır [1]. Karmaşık sistemlerin kimyasını atom fiziği ile birleştiren Nanobilim’in 

kullanımıyla yeni bir çalışma alanı olan “Nanoteknoloji” ortaya çıkmıştır [2]. 

Nanoteknoloji kavramı ise ilk olarak, Norio Taniguchi tarafından (Tokyo Science 

Üniversitesi) 1974 yılında dile getirilmiştir. Taniguchi’nin hala geçerliliğini koruyan 

nanoteknoloji tanımı; “maddeleri atom veya molekül seviyesinde bozma, ayırma ve 

birleştirme süreçleridir” şeklindedir [3].  

Günümüzde nanoteknoloji, çevre–enerji, tekstil, elektronik, haberleşme, gıda 

endüstrisi, tıp ve tarım gibi birçok alanda kullanılmaktadır. Nanoteknolojinin, biyolojik 

alanlardaki (tıp, tarım vb.) uygulamalarına ise “Nanobiyoteknoloji” adı verilmektedir 

[2]. Nanobiyoteknoloji, nanoölçekli yapıların biyoloji ve biyokimya esaslı yöntemler ile 

uygulamalarını araştırıp, onları ürüne dönüştüren, ortaya çıkaran, nanoteknoloji temelli 

bir çalışma alanıdır. Nanobiyoteknolojinin hastalık teşhisinden, hücre içine giren 

nanoyapılara, ilaç taşıyıcı sistemlerden, biyosensörlere, tarımsal uygulamadan, çevresel 

iyileştirmeye kadar farklı uygulamaları vardır [4]. Nanoteknoloji, her bir hücrenin yapı 

ve fonksiyonunu değiştirme potansiyeli taşımaktadır [3]. Nanosistemler yoluyla DNA’da 

istenilen modifikasyonların mümkün olduğunun görülmesi biyoteknolojiye yeni bir 

boyut katmaktadır [2].  
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Biyoteknolojik çalışmalarda, tarımsal alanda sıklıkla 2 gen aktarım yöntemi;  yüksek 

maliyetli ve DNA hasarına yol açan partikül bombardıman yöntemi ile [5] düşük 

maliyetli Agrobacterium tumefaciens kullanılmaktadır. Ancak Agro-hatlarının çalışılması 

özellikle dikotlarda etkili, monokotlarda dezavantajlıdır [6], [7]. Ayrıca Agro-hatların 

bitki güvenliği açısından tercihi sorun yaratmaktadır. Özellikle düşük kopya sorunu, Ti-

plazmitin büyüklüğü DNA manipülasyonunu ve izolasyonunu zorlaştırmaktadır. 

Bununla beraber bitki DNA’sında delesyonlara veya dublikasyonlara yol açabilmektedir 

[8], [9], [10]. Nanopartiküller (NP’ler) sistemler ise bu sorunların çözümüne alternatif 

bir yol olarak görülmektedir [11].  

Bitkilerde nanopartikül sistemlerin hücreye alımı ile ilgili en büyük zorluk bitki hücre 

duvarının varlığıdır. Pektin ve selüloz kökenli olan hücre duvarı nanopartikül geçişlerine 

ekstra bariyer olmaktadır. Bu zorluğun giderilmesi için çeşitli kimyasal yöntemler 

kullanılarak hücre duvarı uzaklaştırılmakta ve bitki protoplast kültürleri çalışmalarda 

kullanılmaktadır. Bu yöntemle bugüne kadar CdSe/ZnS kuantum dotlar, polistren 

nanoküreler, poli (fenil etilen) NP’ler, karbon nanomateryallerle çalışmalar 

gerçekleştirilmiştir [12], [13]. Ancak protoplast hücrelerinin çok hassas ve dayanıksız 

olması nedeniyle [14]  hücre duvarı bozulmadan yapılan çalışmalar daha fazla önem 

kazanmıştır. Hücre duvarına sahip hücreler ile yapılan çalışmalarda; karbon nanotüpler, 

CdSe/ZnS kuantum dotlar, poli (amidoamin) dendrimerleri, mezoporöz silika ve PEI 

(Poli etilemin) gibi NP’ler kullanılmıştır [15], [16], [17], [18], [19], [20], [21]. Fakat 

özellikle karbon nanotüplerin ve CdSe/ZnS kuantum dotların bitkilerde hayli yüksek 

toksisite gösterdiği bildirilmiştir [16], [22], [23]. 

Biyoparçalanabilir bir polimer olan PLGA, vücutta şeker metabolizması sırasında bir ara 

ürün olarak bulunan laktik aside dönüştüğü için toksik etkisi olmayan ve ilaç salım 

sistemlerinde sıkça kullanılan ticari bir üründür [24].  Avrupa İlaç Ajansı [European 

Medicine Agency (EMA) ve Amerikan Gıda ve İlaç Kurumu (Food and Drug 

Administration; FDA)] tarafından onaylı olması, DNA, RNA, peptit ve proteinler dâhil 

çok farklı yapıdaki maddelerin taşıyıcı sistemlerinin hazırlanmasında kullanılması, uzun 

süreli klinik deneyimin kazanılmış olması, biyouyumlu ve biyoparçalanabilir olması 

PLGA’nın nanotaşıyıcı sistemlerde kullanımında avantaj sağlamaktadır [25], [26]. 

Günümüzde, PLGA NP’lerin hayvan hücrelerinde sitotoksik etkisi olmadığı 
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gösterilmesine rağmen, bitki hücrelerinde sitotoksisitesi ve genotoksisitesi hakkında 

yeterli rapor bulunmamaktadır.  

NP’lerin bitkilerde kullanılması için gerekli önkoşul, organ, doku ve hücresel seviyelerde 

alım, taşıma ve birikiminin incelenmesidir. Bu tür araştırmalar nanobiyoteknolojinin 

tarımdaki uygulanmaları yanında nanomalzemelerin bitkiler üzerindeki tahmini toksik 

etkilerini ve bitkilerin yenilebilir kısımlarındaki muhtemel birikimlerini anlamak için de 

gereklidir [24].  

Literatürde oldukça az rastlanan çalışmalarda, NP’lerin alımının, taşınmasının ve 

birikiminin, bitki türlerine ve NP’lerin şekil, boyut, konsantrasyon ve uygulama şekli gibi 

özelliklere bağlı olarak değiştiği bildirilmiştir [14], [27], [28], [29], [30], [31]. 

1.2 Tezin Amacı 

Tarımsal amaçlı kullanım potansiyeline sahip nanopartikül sistemlerinin bitkilerde 

alımı, taşınması ve biriktirilmesi çalışmaları son yıllarda sürekli olarak ilgi çekmektedir. 

Ancak literatürde farklı nanoyapıların bitki hücrelerine girişi ve dağılımı ile ilgili sınırlı 

sayıda çalışma mevcuttur. Bu tez çalışmasında, farklı sürelerde ultrasound ve 

inokülasyon uygulamalarının Floresan İzotiyosiyanat İzomer I (FITC) yüklü, poli (laktik-

ko-glikolik) asit (PLGA) NP’lerinin Medicago sativa (yonca) süspansiyon hücrelerine 

girişi ve dağılımına etkilerinin belirlenmesi, bununla beraber, PLGA NP’lerin bitki 

hücreleri üzerinde sitotoksik ve genotoksik etkilerinin belirlenmesi amaçlanmıştır.  

1.3 Hipotez 

Bitkilere gen aktarımda alternatif yöntemlerin geliştirilmesi hala devam eden 

çabalardan biridir. Nanosistemlerin bu amaçla kullanımı yönündeki çalışmalar olumlu 

sonuçlar vermekle birlikte etkinliğinin arttırılması gerekmektedir. Ultrasonikasyon 

uygulamalarının bitkilere gen aktarım frekansını arttırdığı bilinmektedir. Bu çalışmada 

ultrasonikasyon uygulamalarının PLGA NP’lerin bitki hücrelerine girişini arttırması 

beklenmektedir. Bu PLGA NP sistemlerin bitkilere gen aktarımında kullanımı için 

alternatif bir protokol geliştirilmesini sağlayacaktır. Ayrıca, PLGA NP’lerin bitki hücreleri 

üzerindeki sitotoksik ve genotoksik etkileri belirlenerek, PLGA’nın bitkilerde çeşitli 
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tarımsal sistemlerde (ilaç salımı ve madde taşınması gibi) alternatif ve güvenli bir 

polimer olarak kullanımı değerlendirilecektir. 
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BÖLÜM 2 

TEORİK BİLGİLER 

2.1 Nanoteknoloji  

Nanobilim, nanometre (1 nm=10 -9 m) boyutlarında olan sistemlerle ilgilenen bir 

bilimdir [2]. İnsan saç telinin çapı 10 000 nm kalınlığında, insan kan hücreleri 2000–

5000 nm uzunluğunda, bir hücre zarı ise yaklaşık 5 – 10 nm iken, DNA yaklaşık 2 nm ve 

yan yana duran 10 hidrojen atomu 1 nm kadardır (Şekil 2.1). Nanoteknoloji ise yapıların 

nanometre ölçeğinde tasarım ve yapımını kapsayan bir bilim alanıdır [32]. 

 

Şekil 2.1 Çeşitli biyolojik ve fiziksel nesnelerin boyut ölçeği (nanoteknoloji alanı 1 ile 

100 nm arasındadır) [33] 
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2.1.1 Nanoteknoloji Uygulama Alanları 

 Nanoteknoloji endüstriyel üretim (tekstil, gıda vb.), enerji, elektronik, çevre, sağlık, 

tarım, elektronik, haberleşme ve mühendislik alanlarındaki uygulamalarla günümüzde 

önemli bir yer teşkil etmektedir[1], [2], [32], [34].  

2.1.1.1 Tarımsal Uygulamalar  

Tarım, birçok ülkenin ekonomisinin ana itici güçlerinden biridir. Aynı zamanda en büyük 

gıda kaynağı sağlayıcılarından biri olarak dünya çapında hayati bir öneme sahiptir. Bu 

nedenle, nanoteknoloji sürdürülebilir ve hassas tarımın gelişmesinde önemli bir rol 

oynayabilir. Nanoteknolojinin tarım biliminde kullanımı, sürekli büyüyen dünya 

nüfusunun daha yüksek tarımsal verime olan talebi nedeniyle artmaktadır [1]. Örneğin, 

tarımda mahsul verimini en üst düzeye çıkarmak için nanoteknolojik sensörler ve 

izleme cihazları kullanılarak hassas tarım teknolojileri geliştirilebilmektedir. Böylelikle 

nanoteknolojinin, tarım sektöründe küresel gıda üretiminin arttırılması yönünde 

olumlu etki göstermesi beklenmektedir [35].  

Tarım ticaretinin (2030 yılına kadar) küresel yatırımda 2.9 trilyon ABD doları değerinde 

bir sanayi olduğu tahmin edilmektedir [36]. Dünya’daki zirai kimyasal madde tüketimi 

ise yılda yaklaşık 2,5 milyon tondur (FAO 2012) [37]. Bununla beraber, gelişigüzel 

şekilde zirai kimyasalların kullanılması, çevresel kirlenmeye sebep olup, hedef dışı 

organizmalara (insanlar, toprak mikrobiyotası, yerli fauna ve flora) ve zararlı böceklerin 

direncinin artmasına neden olabilmektedir [38], [39]. 

Bu problemlere alternatif olarak nanoteknoloji, tarım sektörünü, yıllık %25'lik (1,08 

milyar ABD doları) büyüme hızıyla daha çevre dostu hale getirerek, tarıma faydalı olma 

potansiyeline sahip bir alan oluşturmaktadır [40]. Önümüzdeki yıllarda ise, 

nanobiyoteknoloji, bitki üretim tekniklerinin geliştirilmesinde hayati bir rol oynayabilir. 

Zirai kimyasal ilaçların püskürtülerek uygulanmasının sızıntı, fotoliz, hidroliz ve biyolojik 

bozulma gibi problemlerden ötürü etken maddelerin yalnızca küçük bir kısmının hedef 

bölgelere ulaşabildiği bildirilmiştir  [41]. Bu sorunlara çözüm olarak NP’ler, istenilen 

molekülleri (DNA, ilaç, protein vb.) dış etkilerden, hücredeki parçalayıcı ajanlardan 

koruyarak, bitki dokularına ve hücrelerine kolayca nüfuz edebilecek ve kademeli olarak 
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gerekli dozlarda salımını sağlayacak şekillerde tasarlanabilirler [42].  Özellikle, son 

yıllarda silika esaslı NP’ler bitkilerde zirai kimyasalların potansiyel bir dağıtım ajanı 

olarak ilgi çekmektedir [43]. 

Sonuç olarak, NP’ler, zirai kimyasallar için kontrollü bir salım sistemi sağlama, 

çözünürlüklerini arttırma veya biyoaktif bileşiklerin erken bozulmaya karşı korunması 

amacı ile geliştirilebilmektedirler [44], [45]. Bu şekilde NP’ler, daha düşük dozlarda ve 

az sayıda uygulama ile zirai kimyasalların etkinliğini artırabilir. Bunun yanında çevresel 

kirlenme (toksisite) riskini, insanlar ve diğer hedef dışı organizmalar için azaltabilirler 

[46], [47], [48]. NP’lere ek olarak, tarımda kullanılabilecek nanomalzemeler 

nanotabakaları, nanojelleri ve karbon nanotüpleri de içermektedir [48], [49].  

Bitki biyoteknolojisi, gıda ve enerji güvenliğini sağlamada anahtar bir rol oynamaktadır. 

Bununla beraber, bitki gen mühendisliğinde biyomolekül aktarımı ve neslin 

devamlılığının sağlanması, temel zorluklar olmaya devam etmektedir. Bitkilerdeki 

geleneksel biyomolekül aktarım yöntemleri, düşük verimlilik, az sayıda bitki türünü 

kapsaması, sınırlı kargo çeşitleri ve doku hasarı gibi kritik dezavantajlara sahiptir. 

Nanoteknolojideki ilerlemeler ise, geleneksel yöntemlerdeki sınırlamaların üstesinden 

gelmek için fırsatlar yaratmaktadır: NP’ler, türlerden bağımsız, DNA, RNA ve 

proteinlerin pasif aktarımı için umut vericidir. Nükleaz bazlı genom düzenlemesinin 

ortaya çıkışı (örneğin, CRISPR-Cas9), diğer etkilerinin yanı sıra (sert düzenleyici 

kısıtlamalar olmadan) genetik olarak işlenmiş mahsüllerin geliştirilmesine olanak 

sağlayan yeni bir genetik mühendisliği çağının kapısını aralamıştır. Nükleaz-bazlı 

düzenlenmiş genom kargo aktarımı için NP’ler en uygun aktarım aracı olma 

potansiyeline sahiptirler. Böylece, bitki gen mühendisliğinin ilerlemesi için bitkilere 

nanopartikül aktarımı kritik bir teknoloji haline gelmektedir [11]. 

Yakın gelecekte, tarım ve bitki araştırmaları için NP’lerin geliştirilmesi çok daha fazla 

önem kazanacaktır. Günümüzde pestisit uygulamalarından, gübre kullanımına ve hatta 

genetik dönüşüme olanak sağlayan çalışmalar yapılmaktadır [50]. Bununla birlikte, 

NP’ler ile yapılan araştırmaların çoğu insan hücre hatları üzerinde gerçekleştirildiği için, 

bu çalışmaların bitki hücrelerine adapte edilmesinin zor olduğu literatürde 

belirtilmektedir [42]. Nananopartiküler sistemlerin bitki hücreleri üzerindeki etkileri ve 
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bitki hücrelerine alımı, bitki hücrelerine etken madde/DNA/ilaç taşınması günümüzde 

önemli çalışmalar olarak değerlendirilmektedir.  

2.2 Nanopartiküller 

Nanopartiküller, nanometre boyutlarında büyüklüğe sahip, organik ya da sentetik 

polimerlerle hazırlanan, çözünmüş, enkapsüle veya adsorbe edilen etken maddeyi 

kontrollü olarak salabilen katı koloidal sistemlerdir [51], [52].  

NP’ler, çeşitli malzemelerden oluşur ve bunların etkileri kimyasal kompozisyonlarına, 

boyutlarına ve şekillerine bağlı olarak değişmektedir [53]. Tasarlanmış 

nanomalzemeler, karbon bazlı, metal bazlı, dendrimerler ve kompozit bazlı NP’ler 

olmak üzere dört tipte sınıflandırılabilirler. (i) Karbon-bazlı materyaller arasında 

fulleren, tek ve çok duvarlı karbon nanotüpler bulunur. (ii) Metal-bazlı maddeler 

kuantum noktaları, nano-altın, nano-çinko, nano-aluminyum ve TiO2, ZnO ve Al2O3 gibi 

nano ölçekli metal oksitlerdir. (iii) Dendrimerler ve nano-boyutlu polimerler özel 

kimyasal faaliyetleri yerine getirebilecek kapasiteye sahip dallanmış birimlerden 

oluşurlar [28]. (iv) Kompozitler (polimer) veya birleşik NP’ler, diğer NP’lerden veya 

daha büyük polimerlerden üretilir ve küre, tüp, çubuk ve prizma gibi farklı 

morfolojilerde olabilirler [54]. 

NP-bazlı aktarımlarda, NP’lere istenen molekülü yüklemek için çeşitli stratejiler 

kullanılır. Enkapsülasyon, NP yüzeyini modifiye ederek taşınan molekülün infüzyonunu 

sağlamak için kovalent olmayan konjugasyon (elektrostatik etkileşim) [55], p-p 

istifleme [56] ve kovalent konjugasyon [57] gibi farklı teknikler ilaç taşınması için 

geliştirilmektedir.  

NP’ler (en az bir boyutta 1-100 nm) fiziksel ve kimyasal özellikleri ayarlanarak çeşitli 

kompozisyonlar, morfolojiler, boyutlar ve yüklerde tasarlanıp üretilebilirler. Sıfırdan üç 

boyutluya kadar değişen özelliklerdeki NP’ler; sınırsız enerji depolama, sensör 

sistemleri ve biyomedikal uygulamalar dâhil çok çeşitli alanlarda kullanılmaktadırlar 

[58], [59]. Çoğu NP, tekrar edilebilir olarak, çeşitli biyolojik sistemleri, dokuları, 

hücreleri veya alt hücreli yapıları hedefleyecek şekilde üretilebilir [60]. Dahası, NP 

aracılı gen ve ilaç aktarımı, viral vektörlerle karşılaşılan yaygın sorunların üstesinden 
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gelebilir. NP’ler genellikle daha az immünojenik ve onkojeniktir ve ayrıca farklı ve daha 

büyük moleküllerde taşıyabilirler. Ancak büyük moleküllerin NP yüzeyine yüklenmesi 

ile artan NP boyutları biyolojik engelleri aşma sorununu arttırmaktadır [61]. Ayrıca, NP 

kullanımının etkileri henüz tam olarak çalışılmamıştır, mevcut araştırmalar 

sitotoksisiteyi kontrol etmek için nanopartikül kimyası, büyüklüğü ve dozunun 

ayarlanabilmesini gerekli kılmaktadır [62].  

2.2.1 Nanopartiküllerin Üretiminde Kullanılan Yöntemler 

NP’lerin 1 ila 100 nm arasında değişen ortalama bir boyuta sahip olması tercih edilir 

[63]. Özellikle, farmasötik bilimlerde, nanoboyuttaki partiküller, agrega malzemelere 

kıyasla benzersiz fizikokimyasal özellikleri nedeniyle son yıllarda oldukça tercih 

edilmektedir [64]. 

NP’ler litografi [65], biriktirme [66] ve kendinden toparlanma (self assembly) [67] gibi 

teknikler kullanılarak yukarıdan aşağı ve aşağıdan yukarı yaklaşımlı yöntemlerle 

sentezlenebilirler [68], [69]. Yukarıdan aşağıya doğru işlemde, büyük yapılar enerji 

girişi sonucu boyut küçültme mekanik işlemiyle nano ölçekli parçacıklara dönüştürülür, 

bunun yanında küçük moleküller arası afiniteye bağlı olarak aşağıdan yukarıya işlemde 

nano tanecikler oluşturmak üzere modifiye edilebilirler. Mekanik işlemle nanopartikül 

sentezlemenin en çok tercih edilen yöntemlerinden biri “nanoemülsiyon” 

oluşturmaktır. Bu işlemde, yüksek enerji kullanımı her zaman gerekmektedir. Bu 

yöntemde NP’lerinin oluşumu için yağ ve su fazlarından emülsiyon elde etmek için 

yoğun kuvvetler uygulanabilir [70]. Diğer bir yol olan “çözünme / antisolvent yöntemi” 

NP’lerin aşağıdan yukarıya doğru işlemle üretmek için oldukça yaygın kullanılır [71]. 

Nanopartikül üretiminde kendiliğinden bir araya gelme (Self assembly) kullanılan bir 

başka yöntemdir. Sentez, moleküller arasındaki etkileşimlerden yararlanılarak, 

gerçekleştirilmektedir. Kendiliğinden bir araya gelerek nanopartikül üretimi, moleküller 

arası kütle oranlarından, üretim pH koşulundan, sıcaklıktan, vb. etkilenir [72], [73], 

[74]. 

NP’lerin sentez yönteminin belirlenmesi, kullanılan polimer yapısı ve etkin maddenin 

çözünürlüğüne göre gerçekleşir. Önceki çalışmalarda monomerlerin çeşitli ortamlarda 

in situ polimerizasyonuna dayalı uygulamalar sıklıkla tercih edilmekteyken [75], 
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günümüzde ise, iyi karakterize edilen, sentetik polimer veya doğal polimerlerin 

dispersiyonuna dayalı yöntemler daha yaygın uygulanmaktadır [76].  

Polimerik NP’lerin hazırlanma yöntemleri şu şekilde özetlenebilir: Emülsifikasyon 

/çözücü buharlaştırma, emülsifikasyon/çözücü difüzyon, tuzla çöktürme (salting-out), 

nano çöktürme (nanopresipitasyon), süperkritik sıvı teknolojisi ve diyaliz olmak üzere 

altı temel yöntem olarak özetlenebilir [76]. 

Bu çalışmada, FITC-yüklü PLGA NP’lerin hazırlanmasında emülsifikasyon/ çözücü 

buharlaştırma yöntemi kullanılacağından bu yöntem daha detaylı olarak anlatılacaktır.  

2.2.1.1 Emülsifikasyon/Çözücü Buharlaştırma Yöntemi 

Emülsiyon çözücü buharlaştırma yöntemi sıklıkla nano ve mikropartikülleri hazırlamak 

için kullanılan basit ve hızlı bir yöntemdir [77], [78], [79], [80]. Üretilen NP’lerin 

stabilizasyonu için yüzey aktif maddeler (surfaktant) kullanılır. Bununla birlikte, yüzey 

aktif maddelerin yeterli şekilde uzaklaştırılamaması bir problem olmaya devam 

etmektedir. Bu nedenle biyomedikal uygulamalarda yüzey aktif maddelerin 

uzaklaştırılması oldukça önemlidir [81]. 

Bu yöntemin esası polimer çözeltisinin uçucu solvent içerisinde hazırlanarak emülsiyon 

oluşturulması prensibine dayanır. Bu yöntemde sıklıkla kullanılan çözücüler 

diklorometan, kloroform ve etil asetattır. Elde edilen emülsiyon, çözücünün 

evaporasyonu sonucu nanopartikül süspansiyonuna dönüştürülmektedir [82], [83].  

Enkapsüle edilecek etken maddenin hidrofilik ya da hidrofobik karakterine bağlı olarak 

nanopartikül üretiminde tekli emülsiyon (yağ/su) ya da ikili emülsiyon (su/yağ/su) 

olmak üzere iki temel yöntem tercih edilmektedir. Uygulama yüksek hızda 

ultrasonikasyon ya da homojenizasyon uygulamasından sonra çözücünün; oda 

sıcaklığında manyetik karıştırıcıda sürekli karıştırma ile ya da düşük basınç altında 

evapore edilmesiyle gerçekleştirilmektedir [76]. 

Tekli Emülsiyon (o/w) Çözücü Difüzyon/Evaporasyon Yöntemi 

Bu uygulamada suda çözünmeyen etkin madde ve polimer için ortak olarak 

diklorometan, kloroform veya etil asetat gibi bir organik çözücü seçilir. Etken ve 
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polimer seçilen organik çözücüde çözündürülür. Daha sonra poli (vinil alkol) gibi bir 

yüzey aktif madde kullanarak su içinde yağ (o / w) emülsiyonu oluşturmak için organik 

faz su fazı içerisine eklenir ve emülsiyon haline getirilir. Kararlı bir emülsiyonun 

oluşumundan sonra, organik çözücü basınç altında sıcaklığı artırarak veya oda 

sıcaklığında karıştırılarak buharlaştırılır (Şekil 2.2)[84], [85].  

  

Şekil 2.2 Tekli emülsiyon o/w çözücü evaporasyon yöntemi ile NP’lerin üretimi [81] 

İkili Emülsiyon (w/o/w) Çözücü Buharlaştırma Yöntemi 

İkili emülsiyon (w/o/w=su/yağ/su) çözücü buharlaştırma yöntemi, suda çözünür 

moleküller olan peptitleri veya proteinleri NP’lere yüklemek için (homojenizasyon yada 

ultrasonikasyon destekli) yaygın olarak kullanılır (Şekil 2.3) [86], [87]. Bu uygulamada, 

etkin madde ilk önce sulu bir çözelti içinde çözülür, daha sonra polimer içeren organik 

çözelti içerisinde karıştırılır. Elde edilen bu ilk w/o emülsiyonu dış sulu faz içerisinde 

emülsifiye edilerek w/o/w ikili emülsiyonu oluşumu sağlanır. Daha sonra kullanılan 

organik çözücü difüzyon ya da evaporasyon [88], [89] ile uzaklaştırılır. Böylece etkin 

maddeyi içeren nanopartikül süspansiyonu oluşturulur [75], [90] ve filtrasyon veya 

santrifüjleme yoluyla NP’ler elde edilir. Distile suyla yıkama yapıldıktan sonra 

liyofilizatörde kurutulan NP’ler kullanılmak üzere dondurulur [91]. Bununla birlikte, 
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proteinlerin yağ-su ara yüzeyindeki muhtemel denatürasyonu bu yöntemin kullanımını 

sınırlar. Bu ara yüzeyin sığır serum albümininde (BSA) konformasyonel değişikliklere 

neden olduğu bildirilmiştir [92], [93]. 

 

 

Şekil 2.23 Peptit yüklü NP’lerin ikili emülsiyon w/o/w çözücü buharlaştırma yöntemi ile 

üretimi [81] 

Her iki yöntemde de emülsifikasyon metodu, ultrasonikasyon, mekanik karıştırma ya 

da yüksek basınçlı homojenizasyonla uygulanmaktadır. Partikül boyutunun özellikle 

azaltılması ise ancak ultrasonikasyonla mümkün olabilmektedir [94]. 

2.2.2 Nanopartiküllerin Kullanım Alanları 

NP’ler tarım, kimya, biyoloji, tıp ve enerji alanlarındaki potansiyel kullanımları için 

yaygın olarak üretilmektedir [95], [96]. Floresans/benzeri moleküllerle yüklü NP’ler ile 

işaretli NP’ler teşhis ve tanılamada kullanılmaktadır. Pestisit ve gübre yüklü NP’ler de 

etken maddenin kontrollü salımını sağladıkları için özellikle tarımda tercih 

edilmektedirler [97], [98].  Yapılan bir çalışmada NP’ler (pozitif yüklü nano-altın), bitki 

hücrelerinde plazma zarındaki endositoz mekanizmaları hakkında fikir edinmek için 
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prob olarak kullanılmıştır [99]. Bir başka çalışmada ise, kirli yüzeylerden ağır metal 

emiciler olarak yüzey fonksiyonlu NP’lerin kullanımı gerçekleştirilmiştir [100]. Bununla 

birlikte yapılan bazı çalışmalarda, hayvan ve bitki hücrelerinde NP’lerin belirli 

konsantrasyonlarda toksik etkilerinin olduğu gösterilmiş [101], [102], ancak bitkilerde 

penetrasyon ve translokasyon ve toksisite mekanizmaları hala tam olarak 

anlaşılamamıştır.  

2.2.3 Polimerik Nanopartiküller 

Tarımsal uygulamalarda, herbisitler, böcek öldürücüler, mantar öldürücüler, gübreler, 

bitki büyüme düzenleyicileri gibi tarımsal kimyasallar, nükleik asitler ve proteinlerin 

taşınması için silika, metalik, metal oksit, lipit ve polimerik NP’ler gibi farklı NP’ler 

kullanılabilir [60], [103], [104], [105]. Polimerik NP’ler, ilaç dağılım sistemleri için, geniş 

uygulanabilirliği sayesinde oldukça fazla kullanılmaktadır [106]. Bu nanoürünler, 

özellikle biyouyumlulukları, biyobozunurlukları ve düşük toksisitesi sebebiyle zirai 

kimyasallar için en uygun taşıyıcıdırlar [107].  Polimerik NP’ler, zirai kimyasalları etkin 

bir şekilde kapsülleme yeteneği ile onları dış ortamdan koruyan ve salımlarını kontrol 

eden sistemlerdir [45], [108].  

Polimerik NP’ler, farklı türlerde biyobozunur sentetik veya doğal polimerler kullanılarak 

sentezlenebilir. Polisakkaritler düşük maliyetleri, aynı zamanda biyouyumlu ve 

biyobozunur olmaları sebebiyle biyolojik uygulamalarda yoğun şekilde 

kullanılmaktadırlar [109]. Tarımda, kitosan ve pektin, NP’lerin geliştirilmesinde yaygın 

olarak kullanılan doğal polimerlerdir [110], [111], [112], [113]. Kitosan, kabuklu 

hayvanların, böceklerin ve mantarların dış iskeletinden elde edilen, doğal ve her yerde 

bulunan bir polisakarit olan kitinin N-deasetilasyonu ile elde edilir [114]. Kitosan, düşük 

maliyetli, biyobozunabilirlik, biyouyumluluk, antimikrobiyal ve böcek öldürücü 

aktiviteleri, yüksek ilaç yükleme kabiliyeti ve muko-yapışma özellikleri nedeniyle, ilaç 

dağıtımında kullanılan en popüler biyopolimerdir [108], [115], [116]. Ek olarak, kitosan 

bitkilerde kontrollü uygulama için inorganik bileşikleri şelatlama kabiliyetine sahiptir 

[46]. Kitosan'a benzer şekilde, pektin polisakariti de biyouyumlu ve biyobozunurdur. 

Ayrıca bu polimerler, gıda endüstrisinde ve biyomedikal uygulamalarda  yaygın olarak 

kullanılmaktadır [109]. 
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Nanoagropartikül formülasyonları için kullanılan sentetik polimerler arasında, poli 

(laktik-ko-glikolik) asit (PLGA), poli (-kaprolakton) (PCL), poliglutamik asit veya 

poliglikolitler (PGA), poli (vinil alkol) (PVA), poli (sitrik asit) (PCA) ve polietilen glikol 

(PEG) bulunmaktadır [117], [118], [119], [120], [121], [122]. Şekil 2.4 polimerik NP’lerin 

hazırlanmasında en sık kullanılan polimerlerin kimyasal yapılarını göstermektedir. 

Polimerik NP’ler, önceden var olan polimerlerden veya monomerlerin doğrudan 

polimerizasyonu yoluyla sentezlenebilir [82]. Fiziksel yapılarına göre nanokapsül veya 

nanoküre olarak sınıflandırılırlar (Şekil 2.4). Nanokapsüller polimerik veziküler bir yapı 

ve iç faza sahipken, nanoküreler polimerik zincirlerle katı bir matriksel organizasyon 

gösterir [123]. 

 

Şekil 2.2  Nanoküre (matris sistemi) ve nanokapsül sistemlerinin şematik gösterimi ve 

bunları üretmek için kullanılan bazı önemli polimerlerin kimyasal yapıları [124] 

2.2.3.1 Poli (laktik ko-glikolik) asit (PLGA) Polimeri ve Özellikleri  

PLGA, biyobozunur ve biyouyumlu olmasından dolayı, polimerik NP’lerin üretiminde 

sıklıkla kullanılan polimerlerden biridir. PLGA’nın hidrolizi; polimerin metabolit 

monomerlerine yani laktik asit ve glikolik aside dönüşmesine yol açar (Şekil 2.5) [26]. 
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Polimerik hidrolizi ile açığa çıkan her iki monomer de endojendir ve krebs çevrimi 

yoluyla vücut tarafından kolayca metabolize edilir. Böylece minimal sistemik toksisite 

ile ilaç dağıtımı veya biyomateryal uygulamalar için PLGA kullanımı önem 

kazanmaktadır [125]. PLGA, FDA ve EMA tarafından insanlarda kullanılan çeşitli ilaç 

taşıyıcı sistemlerde onaylanmıştır. PLGA polimeri, farklı moleküler ağırlıklar ve 

kopolimer bileşimleri ile ticari olarak temin edilebilir. Bozunma süresi, moleküler 

ağırlığa ve kopolimer oranına bağlı olarak birkaç ay ila birkaç yıl arasında değişebilir 

[126]. PLGA biçimleri genellikle kullanılan monomer oranı ile tanımlanır. Örneğin, PLGA 

50:50, bileşimi %50 laktik asit ve %50 glikolik asit olan bir kopolimeri tanımlar [127]. 

PLGA oldukça düşük toksiteye sahiptir, doğal hali amorftur. Poli (laktik) ve poli (glikolik) 

asit solvent içinde düşük çözünürlükte olmakla birlikte, PLGA, tetra hidrofuran, aseton, 

etil asetat ve klorlu solventlerde dahil olmak üzere pek çok çözücü madde içerisinde 

çözünebilmektedir. PLGA özellikle implant ve protez teknolojisinde, dikiş, gıda ve 

özellikle ilaç yüklü NP’lerin üretimi teknolojisinde kullanılmaktadır [128]. 

Polyester PLGA, poli laktik asit (PLA) ve PGA bir kopolimeridir (Şekil 2.5). Tasarım ve 

verim açısından ilaç dağılımı için kullanılan polimerler içinde en iyi tanımlanmış 

olanıdır. PLA, tipik olarak klasik kimyasal formülünde sırasıyla D veya L formunda ve 

bazen R ve S formunda tarif edilen bir asimetrik -karbon içerir. Polimer PLA'nın 

enantiyomerik formları poli D-laktik asit (PDLA) ve poli L-laktik asittir (PLLA). PLGA ise 

genel olarak D ve L-laktik asit formlarının eşit olduğu durumlarda poli D, L-laktik-ko-

glikolik asit olarak ifade edilmektedir [25].  

PLGA’nın biyodegradasyon derecesi laktik ve glikolik asitin polimer zincirindeki molar 

oranlarına, polimerin molekül ağırlığına ve camsı geçiş sıcaklığına göre değişiklik 

gösterir. PLGA’lar, PLA ve PGA’nın çeşitli miktarlarda (35:65, 50:50, 65:35, 75:25) bir 

araya gelmesinden oluşmaktadır. Laktik asit oranı azaldıkça parçalanma hızı ve ilacın 

salım miktarı da artmaktadır [129], [130]. 
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Şekil 2.25 PLGA’ın formülü [131] 

Piyasada bulunan ticari PLGA kopolimerleri fonksiyonel gruplarına göre üçe ayrılır. 

Birinci olarak serbest karboksilik asit grubu, sonra ester grubu ve son olarakta alkil 

esteri grubudur. PLGA’nın ticari çeşitlerinin adlandırılmasında fonksiyonel grupları ve 

molekül ağırlığı göz önünde bulundurulmaktadır. Ester ve alkil esteri taşıyan PLGA 

çeşitleri, serbest karboksilik asit taşıyanlara göre daha uzun sürede bozunma 

gösterirler [132], [133], [134], [135]. 

2.2.4 Nanopartikül Uygulamaların Hücreye Etkileri  

Bilindiği gibi, doğal ve sentetik polimerler, nanopartikül temelli, biyoaktif moleküllerin 

kontrollü salım sistemlerini geliştirmek için kullanılan malzemelerdir [136]. 

Nanopartikül üretiminde kullanılan polimerler arasında, PLA, PGA ve bunların 

kopolimerleri olan PLGA bazlı polyesterler, tasarım ve performans açısından en iyi 

tanımlanmış polimerlerden bazılarıdır [137], [138], [139], [140], [141]. PLGA temelli 

NP’ler (10-1000 nm) veya mikro tanecikler (1-100 µm) PLGA’nın biyolojik uyumluluk 

kapasitesinin yüksek oluşu, iyi biyodegredasyon özelliklerine sahip olmasından dolayı 

oldukça fazla çalışılmaktadır [142].   



17 

 

2.2.4.1 Sitotoksik Etkileri 

Hücresel toksisite, in vivo değerlendirmelerden önce ilaç yüklü NP’lerin hedef 

hücrelere karşı spesifikliğini ve etkinliğini değerlendirmek için yapılan in vitro 

analizlerdir. NP’lerin hücresel alımını kontrol etmek için, NP’ler, FITC gibi uygun 

floresans problarıyla etiketlenir ve bu işlemi, floresans etiketli NP’lerin hücreler ile 

inkübe edilmesi takip eder. İnkübasyon sonrasında fazla NP’lerin uzaklaştırılmasının 

ardından, hücrelerin NP alımı floresans mikroskop ile (floresans dağılımı) görselleştirilir 

[143]. Sitotoksisite analizi ise, NP’lerin belirli bir süre boyunca hücrelerle inkübe 

edilmesinden sonra gerçekleştirilir. Daha sonra, hücreler yıkanır ve taze ortam ile 

desteklenir. 72 saatlik ek kültürlemenin ardından iyi bilinen MTT deneyi ve ATP deneyi 

gibi uygun protokollerle hücre canlılığı değerlendirilir [144].  

NP’lerin hücre toksisitesi, nanomalzemelerin olumsuz etkilerinin değerlendirilmesini 

sağlayan en önemli belirteçtir. Örneğin, bakır oksit toksiktir ve hücreleri öldürdüğü 

bildirilmiştir [145]. Hücre zarı negatif yük taşıdığı için pozitif yüklü NP’lerin hücre zarı ile 

temas ettiklerinde hücre zarı ile bağlanarak elektrostatik şekilde hücre iletişimini bloke 

ederler ve hücrenin ölümüne yol açarlar. TiO2, Fe3O4, ZnO, Al2O3, Ag, Au, NiO ve CrO3 

NP’ler ve karbon nanotüpler gibi karbon bazlı nanomalzemeler gibi çeşitli NP’ler, hücre 

morfolojisi, mitokondriyal fonksiyon, apoptoz ve plazma geçirgenliğini etkileyen 

sitotoksik etkileri araştırılmaktadır. Birçok çalışmada bu NP’lerin hücre morfolojisini 

değiştiren ve zarar veren toksik etkilerinin olduğu bildirilmiştir [146], [147], [148], 

[149], [150], [151], [152], [153]. 

Aslında, serbest olarak salınan ilaçlarla karşılaştırıldığında, NP tarafından enkapsüle 

edildikten sonra ilaçların hücresel toksisitesinin önemli ölçüde azaldığı belirtilmiştir 

[154]. PLGA bazlı NP’ler günümüzde en umut verici ilaç taşıyıcıları arasındadır, ancak 

bunların bitkilerde kullanımı yeterince araştırılmamıştır. Günümüzde, PLGA NP’lerin 

hayvan hücrelerinde sitotoksik etkisi olmadığı gösterilmesine rağmen, bitki 

hücrelerinde sitotoksisitesi ve genotoksisitesi hakkında yeterli rapor bulunmamaktadır 

[62], [155], [156], [157]. Bu NP’lerin bitki dokularındaki etkisini ilk defa Valletta ve ark. 

[42] 2014’de Vitis vinifera L. hücre hatları üzerinde araştırmıştır. Bu çalışma sonucunda 

canlılık testleri ile PLGA NP’lerin V. vinifera kültürlü hücreler için sitotoksik olmadığı 
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gösterilmiştir. Ayrıca, PLGA NP’lerin önemli bazı bitki hastalıkları etmeni olan mantarlar 

tarafından alınmasının da gözlemlendiği bu çalışmada, PLGA NP’lerin fungal hücreleri 

etkisiz hale getirmede mantar önleyici bileşikler sunmak için kullanılabileceğini 

göstermiştir.  

2.2.4.2 Genotoksik Etkileri 

NP’ler, bitki yüzeylerinin çapraz bağlı (hücre duvarı) bariyerinden kolayca geçebilen ve 

sitotoksik etki gösterebilen küçük boyutlara sahiptir [156]. Bitki organları, hücre 

duvarının sızdırmazlık yeteneğine rağmen, NP’lerin hücre içine girişini engelleyemezler. 

Bunlar bitkiye girdikten sonra insan için avantajlı etkilerinin yanı sıra zararlı etkileride 

üretilebilirler [156]. Eichert ve ark. (2008), yaklaşık 43 nm büyüklüğünde polimerik 

NP’lerin stoma yaprağı yoluyla Vicia faba içine geçebildiğini bildirmişlerdir. Bunun 

yanısıra toplamda 29 çalışma, çoğu Allium sp (n = 22), Nicotiana sp (n = 4) ve Vicia sp (n 

= 4) model bitkilerinde gerçekleştirilen farklı NP’lerin (Ag, Zn, Au, Ti, In, Fe, Cu, Al, Ce, 

Ni ve Al) genotoksisitesini bildirmiştir. Ancak bitkilerde penetrasyon ve translokasyon 

ve toksisite mekanizmaları hala tam olarak anlaşılamamıştır [101], [102], [158].  

Nanoyapılı taşıyıcı sistem tasarlanırken; parçacık büyüklüğü, yük, kimyasal yüzey ve 

diğer fiziko-kimyasal özelliklerin kontrolü ile polimerik nanopartikülün belirli zamanda 

(çözünürlüğü ve salımının çalışılması) hedeflenen bölgeye penetrasyonunu sağlamak 

için dizayn edilmesi gerekmektedir [159]. Çoğu polimerin yüksek uyumlu, biyoaktif 

bileşiği koruyan, biyouyumlu ve kolay biyobozunur özellikte olması, farklı tarım-

kimyasalları [124] ve gen aktarımı [60] için nano taşıyıcıların geliştirilerek 

kullanılmalarını teşvik etmektedir. Bu nedenle, NP’lerin toksik etkinin aşılması ve 

bunlarla ilgili detoksifikasyon çalışmalarının araştırılması çok önemli bir araştırma 

alanıdır [155]. Özellikle polimerik NP’ler üzerinde yapılan genotoksik çalışmalar oldukça 

azdır. Bu çalışma ile PLGA NP’lerin yonca hücre hatlarındaki genotoksisitesi ilk defa 

çalışarak, literatüre katkı sağlanacaktır.  

2.3 Bitkilerde Yaygın Kullanılan Gen Aktarım Yöntemleri 

Biyokimyasal ve farmasötik uygulamalara kıyasla, agrokimyasal taşıyan polimerik 

NP’lerin potansiyel kullanımlarının araştırılmasında laboratuvar ortamlarında önemli 
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ilerleme kaydedilmesine rağmen, tarımda [124] ve bitki gen aktarımında [160] NP’lerin 

kullanımı halen başlangıç aşamasındadır.  

Bitki genetik mühendisliği hayvan sistemlerindeki ilerlemenin gerisinde kalmıştır; 

bitkilerde uygulanan geleneksel biyomolekül dağılım yöntemleri hücre duvarlarından 

dolayı hücre içi taşınmasında zorluklara sahiptir. Bunun sonucu olarak bitki genetik 

transformasyon etkinliği sınırlanmaktadır [11].  

2000’li yıllardan beri gıda ve tarım alanında milyarlarca dolarlık bir endüstri olan 

rekombinant DNA teknolojisinin [161] geleneksel uygulamalarıyla, günümüzde bitki 

biyoteknolojisi, hormonlar, pıhtılaşma faktörleri, herbisite dayanıklı bitkiler, enzimler 

ve aşılar gibi çok çeşitli alanlarda kullanılmaktadır.  

Kırk yılı aşkın bir süredir tarıma uygun arazi miktarındaki %10’luk azalmaya karşın 

dünyayı nüfusu yaklaşık iki katına çıkmıştır. Ayrıca, son kırk yılda kişi başına düşen 

dünya gıda üretimi %25 artmıştır. Buna çare olarak da bitkilere gen transferi ile gelecek 

nesillerin, gıda ve enerji ihtiyacının karşılanmasının mümkün olduğu düşünülmektedir 

[32]. Tarımsal Biyoteknoloji Uygulamalarına İlişkin Uluslararası Hizmet (ISAAA) Kuruluşu 

(1996-2016) %90’ı gelişmiş ülkeleri kapsayan 28 ülkedeki 17 milyondan fazla çiftçinin, 

genetik mühendisliği bitkilerinden (biyoteknolojik mahsul), yaklaşık 186,1 milyar dolar 

ekonomik kazanç sağladığını bildirmiştir [162].  

Trangenik bitki teknolojisi (bitkilere doğrudan gen transferi), klasik ıslah yöntemleri ile 

yapılması mümkün olmayan değişikliklerin yapılmasını sağlar. Kendi pestisitlerini 

üreten, herbisitlere dayanıklı, aşı ve biyoyakıt gibi ürünler üreten bitkiler ticari olarak 

önemli potansiyeli olan gelişmelerden birkaç tanesidir. Günümüzde, transgenik 

bitkilerin dünya tarımındaki yaygınlığı giderek artmaktadır. Bir yandan, kıtlık Dünyada 

sorun olmaya devam ederken, daha besleyici ve verimli besinlerin hızlı üretimi de 

tartışma konusudur. Öte yandan bazı sektörler denemelerin insan sağlığı ve çevre 

açısından zararlı olabileceğini düşünmektedir. Her durumda tarımsal biyoteknoloji 

devriminin durdurulması mümkün değildir [32]. 

Bu nedenle, bitki biyoteknolojisinde ana hedefler bitkilerde transgenik DNA miktarını 

en aza indirmenin yanı sıra, ilgilenilen özelliklere sahip transgenik bitkiler 

oluşturmaktır. Bunu yaparken DNA gen ekspresyonunun ve performans özelliğinin 
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maksimum kararlılıkta olması istenir. Burada kullanılan gen aktarım yöntemlerini; 

biyolojik, kimyasal ve fiziksel olmak üzere 3 ana grupta sınıflandırmak mümkündür 

[163].  Bitkiler için mevcut biyomolekül aktarım yöntemleri ve karşılan zorluklar Çizelge 

2.1’de özetlenmiştir. 

2.3.1 Biyolojik Yöntem 

Yüksek yapılı bitkilerde transgenik bitki oluşturmak için A. tumefaciens ve A. 

rhizogenes’e [163] ait plazmit vektörler (transformasyon)  kullanılmaktadır [161] .  

2.3.1.1 Agrobacterium tumefaciens ile Gen Aktarımı  

A. tumefaciens, birçok farklı bitki türünde taç gal (tümör) hastalığına neden olan 

fitopatojenik Gram-negatif bir toprak bakterisidir. Bu bakteriler bitki kültürü 

hormonları ilave edilmeden basit kültür ortamında in vitro olarak kolayca çoğaltılabilir 

[164]. Bu hastalıkta tümör oluşumu, bakterinin taşıdığı Ti plazmiti nedeniyle  

gerçekleşir. Tümörü indükleyen bu Ti plazmiti, bitkiyi enfekte ettiğinde T-DNA olarak 

bilinen kısmını, konak bitki nükleer genomuna entegre eder (Şekil 2.6). Bu T-DNA’daki 

tümör yapan genler çıkarılarak, yerine istenilen yabancı genler sokulabilir ve A. 

tumefaciens enfeksiyonu ile rekombinant DNA bitki hücrelerinin genomuna girmiş olur 

[161].  Bu özellik bitki biyoteknolojisinde yaygın olarak kullanılmaktadır ve transgenik 

bitkilerin üretilmesinde kullanılan en önemli araç Agrobakterium’dur [165].  

Son otuz yılda, Agrobakterium'un biyolojisi bu uygulamalarda ciddi biçimde 

incelenmiştir ve yöntemin dezavantajları özetle şöyle açıklanabilmektedir; düşük kopya 

sayısı ve büyük boyuttaki Ti plazmitleri nedeniyle, plazmit manipülasyonu ve 

izolasyonununda ciddi zorluklara yol açmaktadır. Ayrıca tüm dokular veya bitki türleri 

Agrobakterium'a duyarlı olmadığı için, dönüştürülebilen bitki türleri aralığı da sınırlıdır 

[8], [10]. 
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Çizelge 2.1 Bitkilerde en çok kullanılan transformasyon yöntemleri; avantajları ve 

dezavantajları 

Yöntem  Prosedür  Avantajlar  Dezavantajlar  

Biyolojik    

Agrobacterium 
tumefaciens 
 

Bakteride bulunan DNA 
plazmidinin (Ti-plazmiti) 
T-DNA  bölgesinden 
yararlanılır. Agro-
enfeksiyonu sonucunda  
T-DNA bölgesi bitki 
hücrelerine aktarılır ve 
DNA’sı ile kalıcı olarak 
bütünleşir.  
 

Mutlak genom entegrasyonu 
gerçekleşir, düşük kopya 
sayısına rağmen transgen 
kolayca yerleşir. Genin 
entegrasyonu, kalıtımı ve 
ifadesi yeni jenerasyonlar 
boyunca kararlıdır. Farklı hücre 
tiplerinde kullanılabilir. Birçok 
dikotiledon ve bazı 
monokotiledon tarla bitkileri 
için tekrarlanabilir ve verimli 
protokoller geliştirilmiştir. 
Yüksek verimlilik. 

Kullanımı kolay olmayan 
çeşitli parametreler, 
transformasyon verimliliğini 
ve bitki rejenerasyonunu 
etkiler. Süreç yavaş 
gerçekleşir. Bitkiye 
bilinmeyen genetik ifadeler 
üreten gereksiz vektörlerin 
aktarılabilir. Steril yöntemler 
gerektirir. 
 

Kimyasal    

PEG  Elde edilen plazmit, 
protoplastlarla yavaşça 
karıştırılır. CaCl2, mannitol 
gibi maddeler ortama 
eklenerek PEG çözeltisi ile 
karıştırılır.  

Uygulaması kolay ve ekipman 
ihtiyacı pahalı değildir.  

Transformasyon verimi 
düşüktür. Protoplastların 
kullanılmasından dolayı, 
trangenik olan 
protoplastların bitki 
oluşturma rejenerasyonu 
düşüktür.  

Fiziksel    

Mikroenjeksiyon  Bir enjeksiyon pipeti ile 
bitki hücresine doğrudan 
DNA aktarımı ile 
gerçekleştirilir. 

Transformasyon verimi son 
derece yüksektir. Plazmitlerin 
ve bütün kromozomların 
girmesine imkân verir. 

Pahalı, zahmetli ve yavaştır. 
Sadece bir hücre tranfekte 
olur. Bütün organizma için 
uygun değildir. 

Elektroporasyon DNA, güçlü elektrik 
atımlarıyla indüklenen 
hücre zarının 
geçirgenliğinin artmasıyla 
porlardan içeri sokulur.  

Geçici transformasyon verimi 
oldukça yüksektir. Kolay, hızlı 
ve ucuzdur. Tüm bitki 
protoplast ve farklı hücre 
çeşitlerine uygulanabilir.  

Kararlı transformasyon 
verimi düşüktür. Zahmetli 
protokoller gerektirir ve 
esas olarak protoplastlara 
uygulanır.  

Gen Tabancası 
(Biyolistik) 
 

Genlerle kaplı yüksek 
yoğunluklu taşıyıcı 
partiküller hücreye hızlıca 
atılır ve DNA'yı bir 
adsorpsiyon 
mekanizmasıyla hücre 
içine bırakırlar. 

Basittir. Hücre duvarının ön 
işlemine gerek yoktur. Hücrenin 
fizyolojik özelliklerinden 
bağımsız olarak farklı hücrelerin 
transformuna izin verir. Çoklu 
transgen aktarılmasına olanak 
verir.   

Yüksek maliyetli ve 
transformasyon verimi 
düşüktür. Kullanılan her bir 
biyolojik hedefe göre sürekli 
optimize edilmelidir. 
Transgenlerin çoklu 
kopyalarının aktarılması, 
DNA ve hücrelerin zarar 
görmesi riski vardır. 

Silikon karbid 
fiberler  
 

Silikon karbid fiberler 
aşınmaya neden olacak 
şekilde doku 
süspansiyonu ile 
karıştırılır ve DNA’nın içeri 
iletimini sağlar.  
 

Basit, hızlı ve ucuzdur. Farklı 
bitkilerde ve hücre tiplerinde 
sınırlama olmadan kullanılabilir.  
 

Çok düşük verimlilik 
(biyolistikten daha düşük). 
Hücrelerin rejenerasyon 
yeteneklerini etkileyecek 
şekilde zarar görmesi. 
Fiberlerin solunması 
nedeniyle çalışanlar için 
tehlikeli olabilir. 

Ultrasonikasyon DNA molekülleri, hücre 
zarının geçirgenliğini 
geçici olarak değiştiren 
akustik kavitasyon yoluyla 
hücrelere aktarılır.  
 

Basit ve güvenli. Oldukça 
verimliliğe sahiptir. Özellikle sıvı 
özellikteki hücresel bitkilerde 
daha etkilidir. Farklı hücre 
çeşitlerine uygulanabilir.  

Hücresel hasara neden 
olabilir. Standart olmayan 
protokolleri vardır.  
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Şekil 2.6 Agrobakterium Ti-plazmidinin yapısı ve T-DNA’nın konağa entegrasyonu [166] 

2.3.2 Kimyasal Yöntemler 

Kimyasal yöntemler, esas olarak DNA ile kompleks oluşturarak taşıyıcı görevi yapan 

kimyasallara bağlıdır. Bu yöntemler, katyonik bileşiklerin ve rekombinant proteinlerin 

bir taşıyıcı olarak kullanılmasını içermektedir [166]. 

2.3.2.1  PEG Aracılığıyla Gen Transformasyonu  

Son yıllarda bu yöntem in vivo çalışmalarda, protein yapıları ve komplekslerinin 

subselular yerleşimiyle geçici gen transformasyonunu ve genlerin susturulmasını 

mümkün hale getirmiştir. Kalıcı gen transformasyonuna göre daha hızlı ve gen 

ifadesinin haftalar içinde analizine olanak tanıması önemli avantajlarındandır [167].  Bu 

nedenle, oldukça etkili bir yöntem olan polietilen glikol (PEG) aracılı protoplast 

transfeksiyonu en çok kullanılan tekniklerden biridir [168], [169]. Bu yöntemde 

kullanılacak protoplastlar genellikle klorofili bol (yaprak, fide vb) mezofillerden 

enzimatik yolla elde edilir [168]. İstenilen geni taşıyan plazmit,  protoplast ile hafifçe 

karıştırılarak hücre DNA’sına aktarılır [170]. Bu yönüyle elektroporasyona benzer ancak 

elektriksel atım yerine PEG eklenmesi ile aktive olur [170]. Özel aletlere ihtiyaç 
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duyulmadan kolayca uygulanmasına rağmen transformasyon başarısının düşük olması 

ve istenen düzeyde protoplastın rejenerasyonunun gerçekleştirilememesi önemli 

dezavantajlar yaratmaktadır. Bu yöntem transgenik arpa ve mısır gibi monokot 

bitkilerde başarıyla uygulanmıştır [170], [171]. Bunların yanı sıra arabidopsis, tütün, 

mısır, pirinç, üzüm gibi çeşitli bitkilerde de farklı çalışmalar gerçekleştirilmiştir [169], 

[172], [173], [174]. 

2.3.3 Fiziksel Yöntemler 

Özellikle biyolojik yöntemlerin monokotlarda dezavantajlı olması nedeniyle, önemli 

tahıl ürünleri olan pirinç, buğday, mısır ve yulaf gibi bitkilerin manipülasyonu için 

alternatif teknikler geliştirilmiştir [175]. Elektroporasyon, mikroenjeksiyon, silisyum 

karpit ve mikropartikül bombardımanı, transgenik dokuları ve bitkileri üretmek için 

başarıyla kullanılan doğrudan gen transfer teknolojileridir [5]. 

2.3.3.1 Mikroenjeksiyon 

İlk olarak yaklaşık 30 yıl önce bildirilen, tüm transfer yöntemlerinin en yaygın kullanılan 

doğrudan ve en etkili yöntemlerinden biri, mikroenjeksiyondur [176], [177].  Bu, 0.5 

µm'den küçük ince ucu olan cam mikropipetler kullanılarak tek bir hücrede 

gerçekleştirilen mikrocerrahi bir prosedürdür. Genetik materyali içeren sıvı hidrostatik 

basınç kullanılarak mikropipetle enjekte edilir [178]. Enjeksiyonlar tipik olarak, bir 

mikroskop kullanılarak doğrudan görsel kontrol altında gerçekleştirilir. 

Mikromanipülatörün yüksek hassasiyetiyle birleştirilmiş bu mikropipetlerin küçük uç 

çapları, doğru ve kesin DNA iletimi sağlar ve ilgili genin, hücrelerin hücre çekirdeğine 

veya sitoplazmasına enjekte edilmesi için kullanılır. Mikroenjeksiyonun, transfer verimi 

% 100'e kadar olabilmektedir [179]. Çok çeşitli moleküller enjekte edilebilir ve hatta 

bütün organellerin enjeksiyonu bile rapor edilmiştir [180] ve ilgilenilen moleküller de 

enjekte edilebilir. Hücre döngüsünün ve hücre kültürü koşullarının tanımlanmış 

aşamaları enjeksiyondan önce, sırasında veya sonrasında değiştirilebilir [179]. 

Mikroenjeksiyon en basit gen aktarımı olmasına rağmen uygulanması zordur. 

Pronükleer DNA enjeksiyonu çok etkili olsa da uygulayıcı için zahmetli bir işlemdir ve 

tekrarlanabilir sonuçlar rutin olarak elde edilinceye kadar uzun bir eğitim süresi 
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gerektirir. Klasik mikroenjeksiyon metodolojilerinin bir başka dezavantajı, bir deneyde 

yalnızca birkaç hücreye (100-200 tekrar sayısı gerekir) enjekte edilebilmesidir. 

Mikroenjeksiyon için kullanılabilecek hücre tiplerinde de bir sınırlama vardır. 

Süspansiyonda yetişen kültürlerin ve sadece küçük hacimli çekirdek veya sitoplazmaya 

sahip olan yapışık hücrelerin kullanımı daha zordur [179]. Sonuç olarak, gen aktarım 

işlemini basitleştirmek ve verimliliğini artırmak için başka fiziksel teknikler 

geliştirilmiştir [178]. 

2.3.3.2 Partikül Bombardımanı (Gen Tabancası) 

Partikül bombardımanı, biyolistik (ayrıca biyobalistik veya Gen tabancası olarak da 

bilinir) metodu olarak adlandırılan gen transfer metodunun bir parçasıdır. Bu 

yöntemde, DNA veya RNA biyolojik olarak kararlı partiküllere (altın veya tungsten gibi) 

yapışır. Daha sonra, DNA-partikül kompleksi, hedef dokuya vakum altında kuvvetli bir 

şekilde ateşlenerek hızlandırılır. Bu şekilde, transgenler, hücrenin genomuna veya 

plastomuna iletilebilir [179]. Gen tabancası (Şekil 2.7) transferinin etkinliği hücre tipi, 

hücre büyümesi koşulu, kültür ortamı, gen tabancası mikropartikül tipi, gen tabancası 

ayarları ve deneysel deneyimler gibi özelliklere bağlı olabilmektedir [179]. 

Partikül bombardımanı ilk olarak Sanford tarafından tasarlanmıştır [181]. 1980'lerde 

Agrobakterium ile transformasyonuna uygun olmayan bitkileri genetik olarak üretmek 

için geliştirildiğinden beri; deneysel amaçlar, tarımsal uygulamalar, kararlı biçimde 

transforme edilmiş dokular ve gen ekspresyonu için tasarlanan bitkilerin üretimi için 

güçlü bir araç haline gelmiştir [5]. Partikül bombardımanının uygulanması, 1990'lı 

yıllarda, çok çeşitli bitki türlerinde transgenik bitkilerin üretilmesinde [182], [183] 

başarılı bir şekilde kullanıldığı için hızla gelişmiştir. 
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Şekil 2.7 Partikül Bombardımanı (Gen Tabancası) [184] 

Bu yöntemin avantajları hemen hemen her türlü hücre veya dokuyu uygulanabilir 

olmasıdır. Cihazın kullanımı kolaydır. Çok sayıda örnek teknisyenler tarafından kısa 

sürede uygulanabilir. Binary vektörlerde rutin uygulanabilmektedir. Ayrıca geçici gen 

ekspresyonu birkaç gün içinde incelenebilir. Sıkı dokularda farklı gen yapılarının geçici 

ekspresyonunu değerlendirmek için elverişli bir yöntemdir [5], [163]. Bu yöntemin 

dezavantajları ise, gen aktarım verimliliğinin oldukça düşük olmasıdır [185]. Sarf 

malzemeleri oldukça pahalı olmakla beraber, yöntem hücrelere veya dokulara hasar 

vermektedir [179], [186]. Ayrıca, Agrobakterium aracılı transformasyonun aksine, 

biyolistik aktarım, genetik kargonun spesifik olmayan lokalizasyonuna bağlı olarak 

istenmeyen bir şekilde nükleer, plastidal veya mitokondriyal genomların 

transformasyonu ile sonuçlanabilir [11]. 

2.3.3.3 Elektroporasyon  

En popüler fiziksel gen aktarım yöntemi elektroporasyondur. Bunun nedeni düşük 

verimliliğe sahip olmasına rağmen çabukluğu, düşük maliyeti ve basit olmasıdır. Bu 

yöntemle genetik transformasyondan sonra bitkinin rejenerasyonu için ise zahmetli 

protokoller gerektirir. Ancak başlangıçta sadece protoplastlara gen aktarımı için 
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geliştirilen bu yöntemin [184], [187], [188], [189], [190], daha sonra bütün bitki 

hücrelerinde çalıştığı ortaya çıkmıştır [191].  

Pratik olarak, elektroporotör ile oluşturulan yüksek elektrik alanları, protoplastlara 

veya sıvı kültür ortamında yetişen süspanse hücrelere uygulanır (Şekil 2.8) [192]. 

Yöntem, bir kapasitör boşalmasıyla, bazı cihazlarda (3000)'e kadar yüksek voltaj 

sağlayabilen elektriksel atım ile uygulanır [193]. Uygulanan voltaj ve zaman, kullanılan 

hücre tipine göre belirlenir. Elektriksel atım uygulamasıyla istenilen DNA; hayvan, bitki 

ve bakteri hücrelerine aktarılabilir. Elektroporasyonla transfeksiyon verimini etkileyen 

faktörler ise şöyle sıralanabilir; uygulanan elektrik alan şiddeti ve uzunluğu, sıcaklık, 

DNA konformasyonu, DNA konsantrasyonu ve transfeksiyon ortamının iyonik bileşimi, 

vb [178]. Bir elektroporasyon uygulandığında sonuç, geçici gözeneklerin oluşmasıdır. 

Oluşan gözenekler 20-120 nm arasındadır. Gözenekler tekrar kapanmadan önce, hedef 

moleküller hücrelere girer [194], [195]. Geçirgenliğin ön koşulu, uygulanan elektrik 

alanının kritik eşik değeri geçmesini gerektirir. Hücre süspansiyonu için, 

elektroporasyon 0,5 V - 1 V derecesini gerektirir [196], [197]. 

 

Şekil 2.8  Elektroporatör [184] 
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Gen transferinin elektroporasyonla elde edilebileceğini ilk olarak, Neumann ve 

arkadaşları 20 yıldan fazla bir süre önce fare myeloma hücreleri üzerinde yaptıkları 

çalışma ile göstermişlerdir [198]. Daha sonra, elektroporasyon sisteminde elektrik alan 

şarjı kullanılarak, olgunlaşmamış mısır embriyoların kararlı transformantları üretilmiştir 

[199]. Ancak, genellikle protoplastların eksplant olarak kullanılması transformantların 

rejenerasyonunu zorlaştırmaktadır.  Hatta yöntem sıkı dokulara uygulandığında, doku 

hücre çeperlerinin elektroporasyonu engelleyen bariyer oluşturduğu gözlemlenmiştir 

[170]. 

2.3.3.4 Slikon Karpid Aracılığıyla Gen Transformasyonu 

En sade yöntemlerden biri olan silikon karpid aracılı transformasyonun kullanımı ilk kez 

Kaeppler ve ark. tarafından, 1990 yılında bildirilmiştir [200]. Silikon karbid lifler 

hücreleri öldürmeden delik açabilme yeteneğine sahiptirler. Bu özelliği kullanılarak, 

silikon karbid aracılı transformasyon metodu ile mısır ve tütün  [200] ayrıca pamuk ve 

yerfıstığı gibi bitkilerde genetik transformasyon başarıyla uygulanmıştır [201], [202]. 

Yöntem, çeşitli hücreler için etkili bir şekilde uygulanabilen kolay, ucuz ve hızlı bir 

prosedürdür [189], [203], [204].  

Bu tür çalışmalarda bitki hücre duvarı, DNA aktarımında her zaman bir bariyer 

olmaktadır.  Çalışmada silikon karbid lifler 10-80 mm uzunluğunda ve 0.6 mm çapında 

kullanılmaktadır. Bu lifler sert ve kolayca kırılan keskin uçlara sahiptirler [205]. Silikon 

karbid lifler, bir vorteks, çalkalayıcı veya blender kullanarak bir doku süspansiyonuna 

(hücre kümeleri, olgunlaşmamış embriyolar veya kallus) ve plazmit DNA'ya eklenir. 

DNA kaplı lifler, hücre zarına, bitki hücreleri ve lifler arasındaki çarpışmaların yarattığı 

küçük deliklerden girer [206]. Silikon karbid lifler negatif yüklü olduklarından DNA ile 

bağ yapmaz ve bu sayede aktarım verimliliğini düşürmezler [207].  

Yöntemin tam olarak genetik transformasyon mekanizması bilinmemektedir, ancak 

silikon karbid liflerinin güçlü ve keskin kenarlarının çarpıştığında hücresel çeperi 

keserek DNA'nın hedef hücrelere girmesine izin veren iğneler gibi davrandığı öne 

sürülmüştür [205], [206]. Yöntemin verimliliği, lif büyüklüğüne, girdap parametrelerine 

(tür, süre ve çalkalama hızı), damar şekline, bitki türlerine ve hücre özelliklerine, 

özellikle hücre duvarının kalınlığına bağlıdır [205]. Pahalı ekipman, maliyetli 
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malzemeler veya kalifiye teknisyenler gerektirmediğinden, büyük ölçekli gen 

aktarımları için ümit verici bir yöntem olarak kabul edilmektedir [208]. Üstelik yöntem, 

yerleşik protokoller aracılığıyla [204], farklı bitkilerin kararlı transformasyona izin verir. 

Bununla birlikte, düşük gen aktarım verimliliğine sahiptir ve rejenerasyon yeteneklerini 

etkileyerek hücrelere zarar verebilir. Ayrıca, laboratuvar personelinin lifleri solumasına 

engel olmak için çok dikkatli olunmalıdır, çünkü solunum tehlikesi oluşturabilir ve 

tehlikeli atık olarak değerlendirilmelidir [209], [210], [211].  

Fiberlerin bir DNA süspansiyonu ile çalkalanmasının, gen aktarım verimliliğini 

arttırmadığı kanıtlanmıştır [212], ki bu, fiberlerin DNA'yı hücrelerin içine taşımadığını, 

ancak delinme ve aşınma mekanizmalarıyla transferini kolaylaştırdığını göstermektedir 

[206]. Ayrıca hücrelere DNA da ekleyebilen, silisyum karbür, silisyum nitrat ve cam gibi 

silikon karbid liflerininkilere benzer özelliklere sahip başka malzemeler de vardır ancak,  

transformasyon verimliliği daha düşüktür [204].  

2.3.3.5 Ultrasonikasyon Uygulaması 

Daha önce tarif edilen transformasyon yöntemlerinin sınırlamaları, tarımsal bitki 

hücrelerine ekzojen DNA eklenmesi için daha verimli, daha kolay ve daha güvenli 

teknikler arayışını teşvik etmiştir [205], [213], [214], [215], [216], [217], [218], [219], 

[220], [221]. Özellikle en yaygın kullanılan Agrobakteriyum aracılı bitki 

transformasyonu; hem her bitkiye uygulanamaması hemde Agrobakteriyum’un doğru 

hücre dokusu ve hücresine ulaşamaması sebepleriyle dezavantajlıdır. Açık tohumlu, tek 

çenekli ve çift çenekli çeşitli bitki gruplarındaki bu problemleri aşmak ve DNA 

aktarımını arttırmak hedefiyle uygulanan yöntemlerden biri de ultrasonik dalgalardır. 

Bu yöntem özellikle bitki protoplastlarına gen aktarmak için geliştirilen bir yöntemdir 

[213], [222], [223]. 

Sonoporasyon olarak da bilinen bu ultrasonik dalgalar; oluşturduğu akustik kavitasyon 

yoluyla hücre zarının geçirgenliğini geçici [224] olarak değiştirerek çeşitli biyoetkiler 

üretebilmektedir [213], [219], [225], [226]. Düşük frekanslı ultrasonikasyondan 

(kilohertz), orta frekanslara (klinik şok dalgaları) ve yüksek ultrasonikasyona 

(megahertz) kadar çok çeşitli koşullarda akustik kavitasyon kabarcıklarını indükleyebilir. 

Bu olay, iç bitki dokusunun Agrobakterium'a maruz kalma yoğunluğunu arttırırken, 
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mikroskobik kanallar üretir; böylece transfer edilen DNA'nın [227] geçici ekspresyon 

seviyesini arttırmaktadır [219]. Bu sayede DNA gibi makromoleküllerin kolayca [228] 

hücrelerin içine alınması sağlanır [225], [226], [229]. Ultrasonikasyon, uzaysal ve 

zamansal özgüllük ile hayvan hücrelerinin, in vitro dokuların ve protoplastların 

transfeksiyon verimini arttırır [219]. Ayrıca bu yöntemin mezofil (yaprak) dokuları, 

kökler, gövdeler, sürgün meristemi, bütün halindeki fideleri, embriyonik süspanse 

hücreleri, somatik ve zigotik embriyoları ve genç kotiledonlarda transformasyon 

verimini arttırdığı bilinmektedir [227]. Bu uygulamayla gen aktarılmış birçok transgenik 

bitki mevcuttur [230], [231], [232], [233], [234]. Ancak, ultrasonikasyonun yol açtığı 

kavitasyon kabarcıklarının hücreye zarar verebileceği ve zarını tamamen 

parçalayabileceği bildirilmiştir [219]. Bu nedenle bitki hücrelerinin veya dokularının 

ultrasonikasyonla güçlendirilmiş transformasyonu hakkında çok az araştırma yapıldığı 

söylenebilir [219], [235]. 

Gen aktarımı için kullanılan ultrasonik dalgalar, sulu ortam boyunca yayılan 20 kHz'den 

daha yüksek frekanslara sahip uzunlamasına basınç dalgaları şeklindedir. Yöntemde, 

biyolojik etki üreten önemli bir mekanizma iletim, taşınım ve radyasyon yoluyla doku 

emilimine bağlı olarak hücrelerin ısınmasıyla gerçekleşir [225]. Ortalama biyolojik 

sıcaklığın birkaç derece üzerinde ısıtılması hücre metabolizmasını arttırabilir ve 

dokunun perfüzyonunu indükleyebilir [236]. Akustik kavitasyon, yani hızlı basınç 

değişikliği ile üretilen mikroskobik gaz kabarcıklarının büyümesi ve çökmesi bir başka 

önemli olaydır [237]. Kavitasyon, zarda delikler açabilir veya onu parçalayabilir. Bu 

olayı etkileyen parametreler sadece yoğunluk, maruz kalma süresi ve merkezi frekans 

değil, aynı zamanda uygulama tipi (sürekli veya atımlı), atımın tekrarlanma frekansı ve 

süresidir [238]. Kavitasyon, gaz kütlelerinin varlığına bağlı olduğu için, hücresel bitkiler 

üzerinde, yani dokularında kanalları veya lifleri olmayan mantar, liken ve yosun gibi 

lifsiz canlılarda daha etkilidir. Bu uygulamanın yapıldığı bir çalışmada, DNA, tütün ve 

pancarın protoplastlarına, 500 (0.5 sn) ila 900 (0.9 sn) milisaniye boyunca, 0.5 ila 1.5 

W/cm2'de 20 kHz ultrasonikasyon uygulanarak aktarılmış ve geçici genetik 

ekspresyonda elektroporasyon kullanımından daha iyi bir verimlilik elde edilmiştir 

[222].  
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Ultrasonikasyon yönteminde, eksplantlar bir mikro santrifüj tüpünde birkaç mililitre 

ultrasonikasyon ortamı içinde süspansiyon haline getirilir. Plazmit DNA (ve 

muhtemelen taşıyıcı DNA) eklenir ve hızlı karıştırmadan sonra numuneler 

ultrasonikasyon için hazırlanır. Sonrasında, hücreler taze büyüme ortamına aktarılır. 

Ses, frekans ve maruz kalma süresi, alım verimliliğini belirler [219], [225]. Yapılan diğer 

çalışmalarda, protoplastların plazmit DNA'nın varlığında 20 kHz ultrasonikasyona kısa 

bir süre maruz kalmasıyla, şeker pancarı (Beta vulgaris L.) ve tütünde (Nicotiana 

tabacum L.) kloramfenikol asetiltransferaz geninin geçici ekspresyonları bildirilmiştir 

[222]. Yaprak parçalarının ultrasonikasyonuyla tütünün kararlı transformasyonu, 

protoplast ultrasonikasyonunun kullanılmasına göre 1.5–2 saniyeden daha uzun 

ultrasonikasyona maruz kalma süresi gerektirmiştir [239]. Ultrasonikasyonun aracılık 

ettiği bozulmamış doku transformasyonu, patates yumru disklerinde de test edilmiştir 

[234]. Ultrasonikasyon tekniğinin çoğu, bitki hücrelerinde veya dokularında sonikasyon 

yardımı ile Agrobakteriyum aracılı transformasyona yöneliktir [227], [240], ve bu 

yöntem dokuyu Agrobakterium varlığında kısa süre ultrasonikasyona maruz bırakan bir 

tekniktir. Deneyler, Agrobakterium aracılı transformasyonun, hedef bitki hücrelerine 

veya dokularına çok sayıda mikro kanallar açarak Agrobakterium enfeksiyonunun 

etkinliğini büyük ölçüde arttırdığını tespit etmişlerdir [213], [232], [233], [241], [242], 

[243], [244], [245], [246].  

Avantajları: 

* Ultrasonikasyon, teoride bakteriler, mantarlar, bitkiler ve memeli hücreleri dahil 

olmak üzere herhangi bir hücreye DNA veya RNA iletebilir. 

* Doğrudan fiziksel temas gerektirmeyen, invazif olmayan bir yöntemdir. 

* İn vivo olarak da kullanılabilir. 

* Ultrasonikasyonun uygulama alanına özgü davranmasıdır (ultrasonikasyon, kolayca 

istenen bir hacimde uygulanabilir). 

* Ultrasonikasyon parametrelerini manipüle etmek kolaydır [179]. 
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Dezavantaj:  

İn vitro ve in vivo olarak kullanılan ultrasonikasyonun transfeksiyon etkinliği nispeten 

düşük bulunmuştur [179], [247], [248], [249]. 

2.3.3.6 Nanopartiküller ile Yapılan Gen Aktarım Çalışmaları 

Bitkilerdeki geleneksel biyomolekül transfer yöntemleri, düşük verim, tür aralığının 

darlığı, sınırlı sayıda biyomoleküle uygulanabilmesi ve doku hasarı gibi kritik 

dezavantajlara sahiptir. Nanoteknolojideki ilerlemeler ise geleneksel metotlardaki 

sınırlamaların üstesinden gelmek için yeni fırsatlar yaratmıştır: DNA, RNA ve 

proteinlerin türden bağımsız pasif yollarla aktarılmaları için NP’lerin geliştirilmesi 

devam etmektedir [11]. Bu sebepten son yıllarda NP’ler çokça çalışılan bir alan 

olmuştur (Şekil 2.9).  

NP’ler biyolojik membranları geçme, taşıdıkları etken maddeleri dış etkilerden koruma, 

kontrollü salım ve çok yönlü hedefleme yapma yetenekleri gibi özellikleriyle etken 

maddelerin hücre içi dağıtımını sağlayan önemli malzemelerdir. Bu özellikler, NP’lerin, 

memeli sistemlere biyomoleküllerin hedeflenen taşıma ve kontrollü salım 

çalışmalarında devrim yaratmasını sağlamıştır. Bununla birlikte, bitkilerde hücre 

duvarının varlığı sorun teşkil etmektedir. 

 

 

Şekil 2.9 Bitkilerin nano-taşıyıcılar içine alınmış transgenlerle transforme edilmesi [250] 

Son yıllarda, DNA'nın memeli sistemlerindeki NP dağıtımı için ortak stratejilerin 

belirlenip bitkilere adapte edilebileceği fikri ortaya atılmıştır. Bitkilerde, NP’ler ile DNA 

aktarımı ilk kez 2007'de, Torney ve arkadaşları tarafından rapor edilmiştir. İlgili çalışma, 
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Nicotiana tabacum bitkilerine 100–200 nm boyutlarında altın nanopartikül kaplı 

Mezoporus Silika NP’lerinin (MSN) biyolistik yolla uygulanmasıyla gerçekleştirilmiştir 

[251]. Bu çalışmada, bir kimyasal ekspresyon indükleyicisi, altın NP’lerle kovalent 

olarak kaplanmış olan MSN gözeneklerine (3 nm) yüklenmiştir. Bağlanan MSN'ler daha 

sonra Green floresans protein (GFP) plazmitleri ile kaplanmış ve gen tabancası ile N. 

tabacum kotiledonlarına verilmiş; burada GFP ekpresyonu, ekpresyon indükleyicisinin 

ortama eklenmesiyle tetiklenmiştir [251]. Başka bir çalışmada, altın MSN'ler ile DNA ve 

proteinlerin biyolistik yolla aktarımı gerçekleştirilmiştir. MSN'ler ile GFP ve Cre-

rekombinaz genlerinin aktarımının sağlandığı görülmüştür [252].  

Birçok dağıtım stratejisi hala bir gen tabancası, elektromanyetik alan veya protoplast 

PEG transfeksiyonu [252], [253], [254], [255], [256] gerektirir. Çünkü NP 

yapı/fonksiyonu parametreleri hücre duvarından geçmek için henüz tam olarak 

optimize edilmemiştir. Bununla birlikte, NP’lerin hücre içine alınmasında mekanik veya 

kimyasal yardımın gerekli olduğu sistemlerde bile, nano-taşıyıcıların küçük boyutu ve 

yüksek yüzey alanı hala geleneksel yöntemlere göre üstün performans sunar. Torney 

ve arkadaşlarının MSN çalışması, protoplastlarda geleneksel PEG-transfeksiyonu için 

gerekli olan DNA'dan çok daha az DNA ile transgen ekspresyonunu sağlamıştır [251].  

Son yıllarda yapılan birkaç çalışmada, bitkilere in vitro (N. tabacum protoplastları) [19], 

[257], [258] ve in vivo (Arabidopsis thaliana kökleri) [259], [260]olarak NP aracılı pasif 

aktarım yapılması alternatif bir yöntem olarak umut vermiştir. Yakın zamanda Demirer 

ve arkadaşları DNA plazmitleri ve korunmuş siRNA’yı pasif yolla aktarmayı 

başardıklarını bildirmişlerdir. Bu çalışmada, kullanılan karbon–nano tüp (KNT) NP'leri ile 

Eruca sativa (roka) yapraklarında ve Triticum aestivum'da (buğday) geçici GFP ifadesi 

gerçekleştirilirken, Nicotiana benthamiana yapraklarında yapısal olarak eksprese edilen 

GFP genlerinin susturulduğu bildirilmiştir [261]. NP aracılı biyomolekül aktarımını 

optimize etmek için daha fazla çalışmaya ihtiyaç duyulurken, bu erken sonuçlar, 

NP’lerin geleneksel yöntemlerin eksikliklerini gideren bir bitki biyomolekül dağıtım 

platformu olarak daha fazla araştırılması için umut vericidir [11]. Hayvan ve bitki 

sistemlerinde biyomolekül aktarımı için yaygın olarak kullanılan NP’ler Şekil 2.10’da 

verilmiştir.  
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Özetle, NP sistemler ile bitki genetik mühendisliği hayvan sistemlerindeki ilerlemenin 

gerisinde kalmıştır. Bitki hücre duvarları biyomolekül dağıtım metotlarında, her zaman 

hücre içi alımda ve bitki genetik transformasyonunda engelleyici bir rol oynamıştır. 

Bugüne kadar, bitki biyoteknolojisi, bitkilere çeşitli biyomoleküllerin, dış kuvvet yardımı 

olmadan ve doku hasarına neden olmadan pasif olarak iletilmesini sağlayan 

yöntemlerden yoksun durumdadır. Bu nedenlerden dolayı son yıllarda, dağıtım 

zorluklarını çözümlemek ve bitki genetik mühendisliğinin faydasını arttırmak için 

dönüşümsel bir araç yaratılmasında nanoteknoloji, kilit bir faktör olarak görülmektedir.  

 

Şekil 2.10 Hem hayvan hem de bitki sistemlerinde biyomolekül aktarımı için yaygın 

olarak kullanılan NP’ler; biyo-tabanlı, karbon-tabanlı, silikon-tabanlı, polimerik ve 

metalik / manyetik olarak beş ana kategoride incelenmektedir. Şekilde bu beş NP 

tipinin (DNA, RNA, proteinler (rekombinazlar veya nükleazlar) ve ribonükleoprotein 

(RNP) bitki ve hayvan sistemlerine aktarımlarının görsel bir karşılaştırması 

sunulmaktadır. NP aracılı aktarımlarda hayvanlarda bitkilerden daha fazla çeşitlilikte 

genetik kargo kullanıldığı açıktır [11] 
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BÖLÜM 3 

MATERYAL VE METOD 

3.1 Materyal 

Çalışmada kullanılan M. sativa Verco çeşidine ait tohumlar Dr. Satı Uzun’dan (Erciyes 

Üniversitesi Ziraat Fakültesi) temin edilmiştir. Kullanılan materyaller (Çizelge 3.1) ile 

alet ve malzemeler (Çizelge 3.2) aşağıdaki tablolarda belirtilmektedir. 

3.1.1 Kullanılan Materyaller 

Çizelge 3.1 Çalışmalarda kullanılan materyaller 

Kimyasal Malzeme Adı Üretici Firma ve Ülkesi 

Agar Duchefa, (Haarlem), Hollanda 

Bovin Serum Albumin (BSA)  Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri), ABD 

2,4-D (2,4- diklorofenoksiasetik asit) 
(Büyüme düzenleyici) 

Duchefa, (Haarlem), Hollanda 

Kinetin (Büyüme düzenleyici) Duchefa, (Haarlem), Hollanda 

Murashige ve Skoog besiyeri (MS) Duchefa, (Haarlem), Hollanda 

Diklorometan (DCM) Sigma-Aldrich'den (St. Louis, Missouri), ABD 

Dimetil sülfoksit (DMSO) Merck Millipore, Almanya 
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Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) Merck Millipore, Almanya 

Epoksi resin (EPON) seti Fluka, Buchs, İsviçre 

Etanol (%100)  Merck Millipore, Almanya 

Ethidium Bromide (EtBr) Sigma-Aldrich'den (St. Louis, Missouri), ABD 

Floresans izotiyosiyanat izomer I (FITC)  Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri), ABD 

Glutaraldehit Sigma-Aldrich'den (St. Louis, Missouri), ABD 

Yüksek erime EEO agarozu (HMA) AppliChem, Darmstadt, Almanya 

Düşük erime EEO agarozu (LMA) AppliChem, Darmstadt, Almanya 

Thiazolil mavi tetrazolyum bromür tozu 

(MTT) 

Sigma-Aldrich'den (St. Louis, Missouri), ABD 

Poli (laktik-ko-glikolik) asit (PLGA) 

50:50, Mw 38.000–54.000 Da 

Sigma-Aldrich'den (St. Louis, Missouri), ABD 

Propilen oksit (PO) AppliChem, Darmstadt, Almanya 

Polivinil alkol (PVA) Sigma-Aldrich'den (St. Louis, Missouri), ABD 

Sükroz Duchefa, (Haarlem), Hollanda 

Trizma hydrochloride  Sigma-Aldrich'den (St. Louis, Missouri), ABD 

Triton X-100 Sigma-Aldrich'den (St. Louis, Missouri), ABD 
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3.1.2 Kullanılan Alet ve Malzemeler 

Çizelge 3.2 Çalışmalarda kullanılan cihaz ve malzemeler 

Malzeme/Cihaz Adı Üretici Firma ve Ülkesi 

Comet Assay Tanks  MCOM series, Saratoga, ABD 

Floresans mikroskobu-FISH  ZEISS Axio Vert.A1, Jena, Almanya 

Manyetik karıştırıcı  Snijders, İsrail 

pH metre  Schott CG 840, Hollanda  

Terazi  Shimadzu AW 320, Japonya 

Ultramikrotom   Ultracut, Reichert-Jung, Viyana, Avusturya 

Ultrasonik banyo  Sonorex Digitec, Bandelin, Berlin, Almanya 

Ultrasantrifüj  Hitachi GX serisi, Tayland 

UV spektrofotometresi  Shimadzu UV-1800, Kyoto, Japan 

Vorteks  Nüve-NM 110, Türkiye 

Hassas Terazi  Shimadzu AX 200, Japonya  

Hamiltom 10μL Enjektör  Hamilton Messtechnik GmbH, Almanya  

İklimlendirme kabini  SANYO MLR-351H, Ora-Gun, Japan  

Prob Sonikatör Bandelin, Sonopuls, Almanya  

Taramalı elektron mikroskop (SEM) HITACHI Regulus 8230 FE- SEM, Tayland 

Soğutmalı Santrifüj  Hermle Z383 K, Almanya  

Steril kabin Hedlab X-Bio Class II, Eskişehir, Türkiye 

Ultra Saf Su Sistemi  Simplicity 185-Millipore, ABD  

Geçirimli Elektron Mikroskop (TEM)  JEOL JEM-1220, Tokyo- Japan 

Partikül büyüklüğü ve zeta potansiyel 
ölçüm aleti  

MalvernZetasizer-NanoS, Cambridge, 

İngiltere 
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3.2 Metod 

3.2.1 Medicago sativa’nın Süspansiyon Kültürünün Oluşturulması 

3.2.1.1 Tohumların Sterilizasyonu ve Çimlendirme: 

 Aseptik sürgünlerin eldesi için tohumların yüzey sterilizasyonu şu şekilde yapıldı; yonca 

tohumları %50’lik ticari çamaşır suyuna (%5’lik sodyum hipoklorit içeren) Polisorbat 

(Tween 20- 3-5 damla) damlatılarak 30 dk manyetik karıştırıcı ile karıştırıldı. Daha sonra 

tohumlar 3 kez 5’er dk steril distile su ile yıkanarak çamaşır suyundan arındırıldı. 

Sterilizasyonu tamamlanan tohumlar Murashige ve Skoog (1962)’de geliştirdiği besin 

ortamı (MS) içeren magentalara her birinde 25-30 tane olacak şekilde ekimi yapıldı. 

Doku kültürü çalışmaları sırasında yapılan tüm işlemler, hava akımlı steril kabinde 

(Hedlab X-Bio Class II) gerçekleştirildi. Çalışmalarda 8g/l agar +30 g/l sükroz içeren MS 

temel besiyeri kullanıldı. Besin ortamlarının hazırlığında deiyonize saf su kullanılmış ve 

ortamların pH’sı 5.6-5.8’e ayarlandıktan sonra otoklavda 1.2 atmosfer basınç altında 

121 °C’de 20 dk tutularak sterilizasyon işlemi yapıldı. Kültürler 25˚C’de karanlıkta 

iklimlendirme kabininde (SANYO MLR-351H) inkübe edildi.  

3.2.1.2 Kallus Kültürlerinin Oluşturulması:  

Çimlenme sonrası 7-10 günlük aseptik yonca fidelerine ait hipokotil kısımları eksplant 

olarak kullanıldı. Hipokotiller yaklaşık 0,5 cm boyutlarında steril bistüri ile kesilerek, 

kallus oluşumunu indüklemek üzere 3 mg/l 2,4-D ve 0,5 mg/l Kinetin içeren MS besin 

ortamına aktarıldı. Kültür başlangıcından 4 hafta sonra gelişen kalluslar hücre 

kültürlerinin kurulmasında eksplant kaynağı olarak kullanıldı (Şekil 3. 1). 
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Şekil 3.1 Yonca hipokotil eksplantından gelişen kalluslar 

3.2.1.3 Süspansiyon Kültürlerinin Oluşturulması 

Hücre öncü süspansiyon kültürünün oluşturulması için gelişen kalluslardan başlangıç 

için 1’er gram steril koşullarda nazikçe küçük parçalara ayrıldı (Şekil 3.2 a).  Ayırılan 

kallus dokusu 4 mg/l  2-4 D içeren 50 ml sıvı MS besin ortamı bulunan 100 ml erlenlere 

aktarıldı. Kültürler 24˚C karanlıkta 110 rpm de karıştırıcılı inkübatörde kültüre alınarak 

başlangıç öncü kültürü elde edildi (Şekil 3.2 b).  4 hafta sonunda, 6-7 gün arayla alt 

kültürlemeleri yapıldı.  Alt kültürleme 10 ml öncü kültüre, 30 ml taze kültür ortamı 

eklenerek gerçekleştirildi. Çalışmalarda alt kültürlerden elde edilen hücre süspansiyon 

kültürleri kullanıldı (Şekil 3.2 c).  
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Şekil 3.2 Yonca kalluslarından oluşturulan hücre süspansiyon kültürleri a) Hücre 

süspansiyon kültürlerinin kurulması, b) 4 haftalık öncü kültür, c) Alt kültürden elde 

edilen 6 günlük hücre süspansiyon kültürleri 
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3.2.2 FITC Yüklü PLGA NP’lerin Sentezi ve Karakterizasyonu 

3.2.2.1 Nanopartiküllerin hazırlanması 

Tez çalışmamızda, NP’lerin sentezi PLGA polimeri kullanılarak Emülsifikasyon-Çözücü 

Buharlaştırma Tekniği ile üretilmiştir. Emülsiyon çözücü buharlaştırma yöntemi nano ve 

mikropartiküllerin oluşturulması için sıkça kullanılan yöntemlerden biridir. Polimer 

diklorometan (DCM), kloroform veya etil asetat gibi bir organik çözücü içerisinde 

çözülür ve polivinil alkol (PVA) gibi yüzey aktif madde kullanılarak su içinde yağ (o/w) 

emülsiyonu oluşturulur. Sabit emülsiyonun oluşturulmasından sonra, basınç altında 

sıcaklığın arttırılmasıyla organik çözücü buharlaştırılır. Bu işlemin etkisi nanopartikülün 

özelliklerine bağlı olarak değişiklik göstermektedir. Çoğu zaman, yüzey aktif maddeler, 

suda çözünmeyen polimerlerin agregasyon ve/veya çökelmesini önleyerek NP’leri sulu 

çözeltide stabilize etmek için kullanılmaktadırlar [262].  

İlk olarak, sentez için 50 mg PLGA polimeri ve 3 mg FITC 1,5 ml DCM içerisinde 

çözündü. Elde edilen çözelti 4 ml %3’lük PVA içerisine damla damla eklendi ve 2 dk %80 

güç uygulaması ile ultrasonikasyona tabi tutularak tekli emülsiyonlar elde edildi (Şekil 

3.3). Daha sonra NP çözeltisi 35 ml %0,1’lik PVA çözeltisine damla damla eklenerek 

(Şekil 3.4) gece boyunca 500 rpmde manyetik karıştırıcı kullanılarak karıştırıldı ve 

organik çözücü uçuruldu (Şekil 3.5).  

Organik çözücü uçurulduktan sonra NP’ler santrifüj ile 9000 rpmde 40 dk santrifüj 

edildi, ardından 30’ar mL dH20 ile aşağıda belirtilen şekilde 3 kez yıkandı. 

Yıkama İşlemi 

•      Önce 35 ml örnek santrifüj edildi → 40 dk 9000 rpm 4 C de.  

•      Süpernatant ayrıldı, 35 ml distile su eklendi → 30 dk 9000 rpm 4 C de. 

•      Süpernatant ayrıldı, 35 ml distile su eklendi → 30 dk 9000 rpm 4 C de. 

•      Süpernatant ayrıldı, 35 ml distile su eklendi → 30 dk 9000 rpm 4 C de. 

Elde edilen NP’ler liyofilizasyon ile kurutuldu. Sonra kurutulmuş örnekler +4 °C’ de 

saklanarak muhafaza edildi. 
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Şekil 3.3 Prob sonikatör kullanılarak PLGA NP sentezlenmesi 
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Şekil 3.4 Nanopartikül çözeltisinin PVA çözeltisine damla damla eklenmesi 

 

Şekil 3.5 NP'lerin 500 rpm’ de (gece boyu) manyetik karıştırıcı kullanılarak karıştırılması 
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3.2.3 SEM (Taramalı Elektron Mikroskop) Analizi 

Çalışmada, NP’lerin morfolojik incelemesi için HITACHI Regulus 8230 FE- SEM model 

taramalı elektron mikroskobu kullanıldı. Liyofilize NP’ler, çift taraflı karbon bant 

kullanılarak alüminyum bir stub üzerine monte edildi. Numuneler daha sonra bir 

püskürtmeli kaplayıcı kullanılarak 10 nm kalınlığında bir altın + paladyum film ile 

kaplandı. Kaplanmış numuneler, 3 kV 100.000 büyütme ile analiz edilerek 

görüntülendi. SEM görüntülemesi Eskişehir Osmangazi Üniversitesi Merkezi Araştırma 

Laborotuvarı Uygulama ve Araştırma Merkezi’nden (ARUM) hizmet alımıyla 

gerçekleştirildi. 

3.2.4 Hücre Canlılığı (MTT Protokolü) 

Ultrasonikasyon’un hücre canlılığına etkisi ve PLGA NP ile sonike edilen hücrelerin 

canlılık testi MTT protokolü kullanılarak belirlendi. Çalışma prensibi, temel olarak 

proliferasyona uğrayan hücrelerin artan dehidrogenaz enzim aktivitesi ile tetrazolyumu 

(MTT: sarı, WST1: kırmızı) kullanarak formazan (mor) boya üretmesi sonucu görülen 

renk değişiminin absorbans olarak ELISA plate okuyucu ya da spektrofotometre ile 

ölçülmesine dayalıdır [263]. Süpernatant plateler içine  yerleştirilir ve daha sonra 

spektrofotometrede 570 nm'de absorbans değerleri belirlenir. 

Ultrasonikasyonun hücre canlılığına etkisini belirlemek için; 5-6 günlük süspansiyon 

hücre kültürleri 25 ° C'de 35 kHz frekans ve 60-120 W (Bandelin elektronic, RK 52 H, 

Berlin, Almanya) ile 1, 3, 5, 7, 9 dk ultrasonikasyona maruz bırakıldı. PLGA NP’lerin 

hücre canlılığına etkisini tespit etmek için; hücre süspansiyon kültürlerine 15 mg l-1  

PLGA NP ilave edilerek 1 ve 3 dk boyunca ultrasonik bir banyoda, 35 kHz frekans ve 25 ° 

C'de 60-120 W (Sonorex Digitec, Bandelin, Berlin, Almanya) ultrasonikasyona tabi 

tutuldu 0, 30, 60 dk inkübe edildi. Hücrelerin canlılığını belirlemek için kullanılan MTT 

protokolü aşağıda verilmiştir [264]. 
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MTT protokolü;  

•MTT stok; 50 mg MTT toz boya 10 ml 50 mM’lık PBS’de çözülerek hazırlandı. 

1’er ml yonca hücre süspansiyonu (~ 1.5 x 105) mikro santrifüj tüplerine aktarıldı ve 

hücre kültürü örnekleri 1, 3, 5, 7 ve 9 dk boyunca sonike edildi. 

                                                                         

Hücreler 2000 rpm'de 5 dk santrifüj edildi. Süpernatant atıldı. 

  

Her tüpe, 100 ul 5 mg / ml MTT eklendi ve 24 ° C'de 2 saat karanlıkta bir çalkalayıcı 

üzerinde inkübe edildi. 

                                                                          

Tüpler tekrar 5 dk boyunca 3000 rpm'de santrifüjlendi ve süpernatant atıldı. 

  

200 ul DMSO ile yeniden süspanse edildi ve 10 dk boyunca inkübe edildi.  

Hücre canlılığı absorbans ölçümleri ile [265] değerlendirildi. 

Süpernatant 96 kuyucuklu mikroplakalara 3 tekrarlı olarak yerleştirildi ve daha sonra 

570 nm'de mikroplaka okuyucu (Shimadzu, UV-1800) ile absorbans değerleri tespit 

edildi. 

Hücre canlılığı aşağıdaki formül kullanılarak yüzde (%) olarak hesaplandı.  

Hücre canlılığı: (Numune optik yoğunluğu / kontrol optik yoğunluğu) * 100.   

3.2.5 M. sativa Hücrelerinde PLGA NP’lerin Alımı ve Dağılımı 

FITC yüklü PLGA NP’leri, 15 mg l-1'lik konsantrasyonda 5-6 günlük süspansiyon hücre 

kültür ortamına doğrudan ilave edildi. Hücre süspansiyonları 3’er tekerrürlü olarak 

mikro santrifüj tüplerine 1’er ml olarak eklendi. Kültürler, 1 veya 3 dk boyunca 
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ultrasonik bir banyoda, 35 kHz frekans ve 25 ° C'de 60-120 W (Sonorex Digitec, 

Bandelin, Berlin, Almanya) ile ultrasonikasyona tabi tutuldu. Kültürler, 2000 rpm'de 5 

dk boyunca santrifüjlendikten sonra süpernatantları dikkatli pipetajlama ile 

uzaklaştırıldı, sonra MS ortamı ile yıkandı. Bu işlem 3 kez tekrarlandı. Hücreler 

gözlemlenmek üzere MS ortamında yeniden süspanse edildi.  

Elde edilen hücre süspansiyonu, NP’lerin hücreye girişi ve dağılımının görselleştirilmesi 

için 0, 30, 60 dk ve 24 saat sonra lamlara yerleştirildi. Analiz için floresans-FISH (ZEISS 

Axio Vert.A1, Jena, Almanya) altında (490-525 nm) fotoğrafları çekilip, hücre içine alımı 

ve dağılımı gözlemlendi. NP’lerin hücreye girişi yüzde (%) olarak hesaplandı. 

Hücreye giriş % ‘si = floresans işaretli hücre sayısı / toplam hücre sayısı) * 100. 

3.2.6 Hücre Genotoksisitesi (Comet Protokolü)  

Comet testi tek tip hücrelerde meydana gelen DNA ipliği hasarını ölçer [266]. Tek hücre 

jel elektroforezi (SCGE) veya mikrojel elektroforez (MGE) testi olarak da adlandırılır.  

Comet Protokolü Hazırlıkları 

Çalışmamızda ilk olarak, 15 mg l-1 PLGA NP konsantrasyonu içeren hücre kültürleri 3 dk 

ultrasonikasyon işlemine tabi tutularak 60 dk inkübe edildi. Daha sonra süspansiyon 

hücreleri mikro santrifüj tüplerine alındı. Hücreler sıvı nitrojen içinde donduruldu ve 

dikkatlice ezilerek hücreler parçalandı haline getirildi. 

Deneyde kullanılacak lamlar, mikrodalgada 100 ml dH20 içinde çözülmüş 0.65 g yüksek 

erime noktalı agaroz (HMA) içine daldırılarak kaplandı. Sonraki aşamada, 200 µl hafifçe 

ezilmiş hücre süspansiyonundan ile 200 µl düşük erime noktasına sahip agaroz (LMA-

%1) ile karıştırıldı. Donmadan karıştırılan LMA-hücre süspansiyonu Şekil 3.6 ‘da 

görüldüğü gibi, HMA ile kaplanmış lamlara yayıldı ve 24X60’lık lamelle kapatılarak +4  

˚C’de donması sağlandı. Agarozlar Çizelge 3.3’deki gibi hazırlandı.  
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Lam 

 

 

%0,65’ lik HMA Agaroz ile kaplanmış 

lam 

 

%1’ lik LMA içerisinde süspanse edilmiş 

Yonca hücrelerin agaroza uygulanması 

 

%1’ lik LMA içerisinde süspanse edilmiş 

Yonca hücreler agaroza yayıldı 

Şekil 3.6 Comet deneyi için agarozlu lamların hazırlanışı ve hücrelerin gömülmesi [267] 

Çizelge 3.3 Yüksek ve düşük erime dereceli agarozların içerik ve hazırlanışları 

 İçerik Hazırlanışı 

Yüksek erime noktalı 
agaroz (HMA) 

0,65 g + 100 ml dH20 0,65 g HMA 100 ml dH20 
içerisinde mikrodalga 
fırında çözünmesi sağlanır. 
Lamlar bu agarozla kaplanır. 

Düşük erime noktalı 
agaroz (LMA)  

1 g + 100 ml PBS 1 g LMA 100 ml PBS 
içerisinde mikrodalga 
fırında çözünmesi sağlanır. 
Sonra kullanılana kadar 37 
°C de bekletilir. 

Lamlar daha sonra oda sıcaklığında 20 dk boyunca yüksek tuzda (2.5 M NaCl2, 10 mM 

Tris-HCl, pH 10, 100 mM EDTA) lizis çözeltisinde lizise (Çizelge 3.4) maruz bırakıldı.  
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Çizelge 3.4 Lizis çözelti içeriği 

  İçerik (1000 ml) Hazırlanışı  
Li

zi
s 

çö
ze

lt
is

i 

Stok  2,5 M NaCl 146,1 g 

100 mM EDTA 37,2 g 

10 mM Tris baz 1,2 g 

İçerik 700 ml dH20 ile karıştırılır. 

10 M’lık NaOH ile çözeltinin pH’ı 

10 olarak ayarlanır. dH20 ile 890 

ml ye tamamlanır. +4 °C’de 

kullanılıncaya kadar bekletilir. 

Çalışma 

çözeltisi 

890 ml stok solüsyonu  

100 ml Dimetil sülfoksit 

(DMSO)  

10ml Triton-X 

İçerik karıştırılarak, yarım saat 

buzdolabında bekletilir. Her 

deneyde taze olarak hazırlanır. 

Elektroforez tamponu (Çizelge 3.5: 10 M NaOH, 200 mM EDTA) içine lamelleri 

kaldırılmış lamlar daldırıldı ve 5-10 dk bekletildi. Ardından Comet tankı elektroforez 

tamponu ile dolduruldu ve +4  ˚C’de 300 mA bir akımla 24 V (~ 0.74 V / cm) 

koşulllarında 30 dk elektroforez gerçekleştirildi. Böylece muhtemel DNA kırıklarının göç 

etmesi sağlandı.  
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Çizelge 3.5 Elektroforez tampon içeriği 

  İçerik  Hazırlanışı  
El

ek
tr

o
fo

re
z 

çö
ze

lt
is

i 

Stok  10 N NaOH 

200 mM EDTA 

 

400 g NaOH 1000 ml dH20 içinde 

çözülür. 

14,89 g EDTA 200 ml dH20 ile 

çözülür. 

Çalışma 

çözeltisi 

30 ml 10 M NaOH 

(stok) 

5 ml 200 mM EDTA 

(stok) 

İçerik karıştırılarak, 1000 ml dH20 

ile tamamlanır. pH> 13 olacak 

şekilde ayarlanır. Her deneyde 

taze olarak hazırlanır. 

Lamlar yavaşça tampingden çıkarıldı ve bir deşarj tepsisine yerleştirildi. Lamlar 

nötralizasyon (Çizelge 3.6) sıvısında (1 şale = 75 ml) en az 15 dk bekletildi. Son 

aşamada, lamlar 80μL 1X Ethidium Bromid ile boyandı (Çizelge 3.7), 5 dk beklemeye 

bırakıldı ve sonra fazla boyayı gidermek için soğuk distile suya daldırıldı [268]. 

Sonrasında floresans mikroskopta görüntülemesi yapıldı. Comet deneyinin tüm 

aşamaları gün ışığında, floresans görüntüleme ise karanlık odada gerçekleştirildi.  

Çizelge 3.6 Nötralizasyon sıvısı 

N
ö

tr
al

iz
a

sy
o

n
 

Ç
ö

ze
lt

is
i 

Çalışma 

çözeltisi 

0,4 M Tris – HCL 

63,04 g 

İçerik karıştırılarak az miktarda 

dH20 ile çözülür. pH: 7,5 olarak 

ayarlanır ve su 1000 ml ye 

tamamlanır.  
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Çizelge 3.7 Lamları boyama çözeltisi 

  İçerik  Hazırlanışı  
B

o
ya

m
a 

çö
ze

lt
is

i 

Stok 

(10X)  

200 mg EtBr    (Etidyum 

Bromür) 

1000 ml distile su 

200 mg EtBr 1000 ml distile su 

içinde çözünür. Çözelti +4 °C’de 

karanlıkta saklanır. 

Çalışma 

çözeltisi 

200 ml stok EtBr 

çözeltisi  

Görüntülenecek her lam 80μL 1X 

EtBr ile boyanır. 

3.2.7 TEM (Geçirimli Elektron Mikroskop) Analizi 

TEM örnek hazırlanması için Bancroft ve ark. [269] tarafından uygulanan yöntemden 

faydalanılmıştır. 

TEM analizinde fiksasyon ve takip işlemleri için, hayvan hücrelerindeki uygulama minör 

revizyonlarla bitki hücrelerine uygulanarak, sonuç alınmıştır. Hücre süspansiyon 

kültürlerine 15 mg l-1  PLGA NP ilave edilerek 3 dk boyunca ultrasonik bir banyoda, 35 

kHz frekans ve 25 ° C'de 60-120 W ultrasonikasyona tabi tutuldu 60 dk inkübe edildi. 1 

ml hücre kültürü mikro santrifüj tüplerine eklenerek 2000 rpm’de 5 dk santrifüje tabi 

tutuldu. Santrifüjlenmiş hücreler 1 saat boyunca %3 glutaraldehit 0,1M PBS tampon 

içinde fikse edildi. Daha sonra minimum 0.5 ml %15 sulu BSA eklendikten sonra 1 saat 

bekletildi.  Süspansiyon üzerine BSA miktarına eşit hacimde glutaraldehit fiksatifi ilave 

edildi (2-24 saat katılaştırıldı). Katılaşan örnekler çıkarıldı ve küçük parçalara ayrıldı. 

Numuneler daha sonra osmiyum tetroksit içinde post fikse edildi. Bu işlemlerden 

sonra, numuneler dereceli bir etanol ve propilen oksit serisinde geçirilerek suyu 

uzaklaştırıldı ve şeffaflaştırıldı. Sonrasında Epoksi Reçinesine (EPON) gömme işlemi 

yapılarak, ultramikrotom ile ince kesitleri alındı. Alınan kesitler gridlere konularak 

Uranil asetat, ardından Kurşun Sitrat ile TEM için kontrastlama yapılarak görüntülemesi 

yapıldı.  Tüm TEM analizi işlem basamakları ayrıntılı olarak aşağıda verilmiştir. 
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TEM İÇİN ÖRNEKLERİN HAZIRLANMASI 

Stok hazırlıkları: 

%15 BSA stok hazırlığı: 0,75 g BSA + 50 ml dH2O (steril) 

%25’lik stok Glutaraldehitden %3’lük 100 ml fiksatif hazırlanması: 12 ml glutaraldehit + 

88 ml 0,1M PBS (Fosfat Tampon Tuz Çözeltisi) pH:7,4 

Örneklerin Hazırlanması 

İlk Fiksasyon 

•      1ml örnek mikro santrifüj tüpüne alındı santrifüj yapıldı; 2000 rpm → 5 dk 

•      Süpernatant atıldı → minimum 1 saat 22 °C’de glutaraldehitte bekletildi. 

•      Dikkatlice santrifüj yapıldı, süpernatant atıldı. 

•      2 defa PBS’de 10 – 15 dk yıkandı. 

•      0,5 ml %15’lik BSA çözeltisinde minimum 1 saat bekletildi. 

•      Santrifüj sonrası süpernatantın bir kısmı atıldı (hepsi atılmaz) en az 1ml kalması 

sağlandı. 

•      BSA’lı pellete eşit miktarda glutaraldehit eklendi → katılaşıncaya kadar beklenir (2 

– 24 saat). 

•      Sonrasında katılaşan örnekler plastik tüp kesilerek alındı ve 2 defa PBS de 10 – 15 

dk yıkandı. 

Post Fiksasyon 

•     %1 ‘lik Osmiyum Tetroksit (O3O4) de 1 saat postfiksasyon yapıldı; 1 ml örnek + 6 ml 

O3O4. 

•      2 defa PBS tamponun da yıkandı; 1 ml örnek + 10 ml PBS. 1.yıkama → 30 dk, 

2.yıkama → 25 dk. 

•     Fikse olmuş örnekler %30, %50 ve %70’lik alkol (2 defa) serilerinden 25’er dk süre 

ile geçirilerek suyu uzaklaştırıldı (dehidrasyon). Son seride saklama (1 gece) yapıldı. 
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Dehidrasyon, Şeffaflaştırma İşlemi 

•      Bir gece saklanan örnekler  %80, %90, %96, %100 alkol (2 defa) serilerinde 20’şer 

dk bekletildi ve dehidratasyon işlemi tamamlandı. 

•      Daha sonra şeffaflaştırma yapıldı; önce %100 alkol + Propilen oksit (PO) (1:1) 25 

dk, sonra PO ‘da 15 dk bekletildi. 

EPON’a Gömme İşlemi 

İlk olarak Çizelge3.8’deki içeriğe göre kimyasallar eklenerek EPON (10 ml) hazırlandı 

(Şekil 3.7).  

Çizelge 3.8 EPON hazırlama içeriği 

Çözelti Açıklama Miktar 

EPON 812  Epoksi gömme ortamı 4.55 ml 

DDSA  Dodecenly succinic anhydride / 
sertleştirici 

3.10 ml 

MNA  Methyl nadic anhydride / sertleştirici 2.35 ml 

DMP30  2,4,6 Tris (Dimethylaminomethyl) 
phenol / hızlandırıcı 

0.20 ml 

EPON’a gömme işlemi aşağıdaki basamaklara göre yapıldı. 

•      2 ml PO + 1 ml EPON örneklerin üzerineeklendi ve 1 saat beklendi. 

•      1 ml PO + 1 ml EPON (yoğun olduğu için 4000 rpm de 8 dk karıştırılıp kullanıldı) 1,5 

saat bekletildi. 

•      1 ml PO + 2 ml EPON yoğun olduğundan bütün gece (Rotorda) yavaşça 

karıştırılarak 1 gece bekletildi (1-4 saat veya 1 gece). 

•      Ertesi gün sadece EPON’ a gömülür 1 gece (Rotorda) beklendi. 

•      Sonra EPON’lu örnekler kalıplara alındı ve 60 °C’deki etüvde 24 saat bekletildi. 
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Şekil 3.7 EPON’un hazırlanışı 

EPON içine gömülen örnekler elmas bıçağı ile donatılmış ultramikrotom (Ultracut, 

Reichert-Jung, Wien, Avusturya) ile ince kesitleri alındı (Şekil 3.8). Sonra gridlere alınan 

örnekler; uranil asetat ile 20 dk (karanlık) kontrastlandı ve sonra yıkanıp (30dk) 

kurutuldu. Hemen sonra kurşun sitrat ile 5 dk ile kontrastlandıktan sonra yıkanıp (30dk) 

kurutuldu (Şekil 3.9). Kesitler 120 kV altında çalışan TEM (JEOL JEM-1220, Tokyo- 

Japan) ile görüntülerek ultramikrograflar elde edildi. TEM ince kesit alımı, kontrastlama 

ve görüntüleme işlemleri Eskişehir Osmangazi Üniversitesi Merkezi Araştırma 

Laborotuvarı Uygulama ve Araştırma Merkezi’nden (ARUM) hizmet alımıyla 

gerçekleştirildi. 
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Şekil 3.8 EPON’a gömülü örneklerden ince kesitlerin alınması 

 

Şekil 3.9 Kesitlerin uranil asetat ve kurşun sitrat ile kontrastlanması 
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3.2.8 Data Analizi 

Her uygulama üç tekerrürlü yapıldı ve tüm işlemler ikişer kere tekrar edildi. MTT testi 

ile PLGA hücresel alınımına ait verilere istatistiksel analizler yapıldı. Veriler arasındaki 

farklılıklar (p<0,05 düzeyinde) varyans analizi (ANOVA) ile tespit edildi. Farklılıklar 

arasındaki önem düzeylerini belirlemek için Duncan testi yapıldı. İki grup arasındaki 

karşılaştırmalarda T-testi kullanıldı. İstatistiksel analizlerde SPSS for Windows 15.0 

programı kullanıldı.   

 

 

 



55 

 

 

 BÖLÜM 4 

SONUÇ VE ÖNERİLER 

4. Sonuçlar 

4.1 FITC Yüklü PLGA NP’lerinin Karakterizasyonu 

FITC yüklü PLGA NP’lerinin hazırlanmasında tekli-emülsiyon çözücü buharlaştırma 

yöntemi kullanıldı. NP’lerin parçacık büyüklüğü, zeta potansiyeli ve çoklu dağılım 

indeks analizi foton korelasyon spektroskopisi kullanılarak ölçümlendi. Parçacık 

büyüklüğü dağılımı Şekil 4.1 gösterildi. Sentezlenen NP’lerin boyutlarının 60-500 nm 

arasında değiştiği saptandı. Ayrıca parçacıkların zeta potansiyeli –24 mV olarak ölçüldü.  

NP’lerin morfolojik analizleri SEM kullanılarak yapıldı (Şekil 4.2). SEM görüntüleri, 

NP’lerin küresel ve pürüzsüz morfolojiye sahip olduğunu gösterdi. Üretilen NP’lerin 

SEM sonuçları dinamik ışık saçılması yöntemi ile elde edilen boyut sonuçları ile 

örtüşmekte olup partiküllerin monodisperse boyut dağılımında olduğu SEM sonucunda 

görüldü. NP’lerin karakteristik özelliklerinin aynı sentez yöntemini kullanan diğer 

çalışmalarla [270], [271] uyumlu olduğu tespit edildi 
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Şekil 4.1 Sentezlenen NP’lere ait partikül büyüklüğü dağılım grafiği 

 

Şekil 4.2 Üretilen NP’lere ait 100.000x SEM görüntüsü 
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4.2 Hücre Canlılığı 

Düşük ultrasonikasyon seviyeleri, bitki hücreleri üzerinde çeşitli mekanik ve biyolojik 

etkilere yol açabilir ve bu, bitki biyoteknolojisine uygulanabilir [256]. Ancak 

ultrasonikasyonun yol açtığı kavitasyon kabarcıklarının hücreye zarar verebileceği ve 

zarını tamamen parçalayabileceği bildirilmiştir [235]. Bu nedenle, çalışmanın birinci 

bölümünde farklı ultrasonikasyon zamanlarının (1, 3, 5, 7 ve 9 dk) hücre canlılığı 

üzerindeki etkisi incelendi (Şekil 4.3).  

Sonuçlar, ultrasonikasyon süresinin hücre canlılığına etkisinin anlamlı farklılıklara yol 

açtığını gösterdi (p <0.01). Ultrasonikasyon süresi arttıkça hücre canlılığının azaldığı 

tespit edildi. Kontrol ile 1 ve 3 dk’lık ultrasonikasyon uygulamalarında yonca hücre 

süspansiyon kültürü üzerinde benzer etkilere sahip olduğu ve 1 ve 3 dk sonikasyonda 

diğer uygulamalardan daha yüksek hücre canlılığı elde edildiği belirlendi.  

Ultrasonikasyon uygulamaları sonrası hücre canlılıkları sırasıyla 1 dk için %92.05 iken, 3 

dk için %89.80 olarak tespit edildi. Bununla beraber, daha uzun süreli ultrasonikasyon 

uygulamalarında hücre canlılıkları ise sırasıyla 5 dk için %46.80, 7 dk için %33.80 ve 9 dk 

için %25.71 olarak hesaplandı (Çizelge 4.1). 

Hücre canlılığının ultrasonikasyon süresi arttıkça belirgin bir şekilde azaldığı gözlendi. 3 

dk’dan fazla ultrasonikasyonlarda hücre yaşayabilirliğinin çarpıcı bir şekilde azaldığı 

belirlendi. 7 ila 9 dk’lık ultrasonikasyon uygulaması sonucunda hücre hasarı ~%70-80 

arasında tespit edildi. Bu sonuçlara göre, en ideal ultrasonikasyon süreleri 1 dk ve 3 dk 

olarak belirlendi (Şekil 4.4). Sonuçlar, 1 ila 3 dk’lık ultrasonikasyonun düşük hücre 

hasarı ile NP işaretlenmesini kolaylaştırabileceğini gösterdi. 
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Şekil 4.3 Ultrasonikasyona maruz bırakılan süspanse hücrelere ait MTT sonuçları 

Çizelge 4. 1 Farklı sürelerde ultrasonikasyon uygulamalarının hücre canlılığına etkisi 

Ultrasonikasyon 
süresi 
(dk) 

1.Tekerrür 
(%) 

2.Tekerrür 
(%) 

3.Tekerrür 
(%) 

0rtalama 
(%) 

Kontrol 100 100 100 100 a 

1 98.44 95.68 82.02 92.05 a 

3 102.71 78.86 87.85 89,80 a 

5 45.42 44.14 50.85 46.80 b 

7 26.28 44.71 30.42 33.80 bc 

9 22.85 22.85 31.42 25.71 c 

Aynı sütunda küçük harflerle gösterilen gruplar arasındaki ortalamalar arasında fark p<0.01 düzeyinde önemlidir. 
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Şekil 4.4 Farklı sürelerde ultrasonikasyon uygulamalarının hücre canlılığına etkisi 

Çalışmanın ikinci bölümünde, 1 ve 3 dk ultrasonikasyon uygulaması için PLGA NP’lerinin 

farklı inkübasyon sürelerinde hücre canlılığı üzerine etkileri incelendi. 0, 30 ve 60 dk 

boyunca PLGA NP’lerle hücrelerin inkübasyonunu takiben hücre canlılığı, 1 dk’lık 

ultrasonikasyonda sırasıyla %106.79, %89.07, %76.57 olarak belirlendi. Sonrasında, 3 

dk’lık ultrasonikasyonda 0, 30 ve 60 dk’lık inkübasyon için hücre canlılığı sırasıyla 

%80.21, %82.28 ve%86.41 (Çizelge 4.2) olarak ölçüldü.  

Bununla birlikte, farklı inkübasyon süreleri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

gözlenmedi (Şekil 4.5). Ayrıca bu sonuçlar PLGA NP’lerin (15 mg l-1) yonca hücre 

kültürlerinde sitotoksik olmadığını göstermiştir. 

 

 

 

 

 



60 

 

Çizelge 4.2 PLGA NP ilavesi ve 1 ile 3 dk ultrasonikasyon uygulamalarının hücre 
canlılığına etkisi 

 

Ultrasonikasyon 
süresi 
(dk) 

İnkübasyon 
süresi 
(dk) 

1.Tekerrür 
(%) 

2.Tekerrür 
(%) 

3.Tekerrür 
(%) 

0rtalama 
(%) 

 

1 

 

0 124.60 106.29 89.46 106.79 

30 97.44 121.06 48.72 89.07 

60 84.44 77.65 67.61 76.57 

 

3 

0 106.05 98.02 36.56 80.21 

30 62.59 76.47 107.77 82.28 

60 74.70 94.48 90.05 86.41 

 

 

Şekil 4.5 PLGA NP ilavesi ve 1 ile 3 dk ultrasonikasyon uygulamalarının hücre canlılığına 

etkisi 
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4.3 Yonca Hücre Kültüründe PLGA NP’lerin Hücresel Alımı ve Dağılımı 

Sonraki çalışmada, ultrasonikasyon zamanı ve inkübasyon sürelerinin yonca 

hücrelerinde PLGA NP’lerinin alımına ve dağılımına etkileri incelendi. PLGA NP’lerin 

hücresel girişini gözlemlemek için, yonca hücre kültür süspansiyonları floresans probu 

olan FITC ile yüklü PLGA NP’lerle inkübe edildi. Bu NP’ler hücre süspansiyon 

kültürlerine eklenerek 1 ve 3 dk sonike edildiler. Ultrasonikasyon sonrası 0, 30, 60 min 

süre ile inkübe edilen kültürlerde NP’lerin hücreye giriş yüzdesi ve dağılımı incelendi. 

Sonike edilmeyen yonca süspansiyon hücreleri (kontroller) hiçbir floresans emisyonu 

göstermezken, 1 veya 3 dk’lık ultrasonikasyon yapılan süspansiyon hücreleri ise belirgin 

bir floresans emisyon gösterdi. Yonca hücre süspansiyon hücrelerine FITC-yüklü PLGA 

NP’lerin 1 dk’da zamana bağlı girişi (Şekil 4.6 a-c) ve 3 dk’da zamana bağlı girişi (Şekil 

4.7 a-c) floresans mikroskobi ile gözlemlendi.  

PLGA NP’lerin hücreler tarafından 3 dk ultrasonikasyon uygulamasında hemen alındığı 

gözlenirken 1 dk ultrasonikasyon uygulamasında ise hücrelerin içinde düşük yoğunlukta 

floresans emülsiyon görüldü. Her iki uygulama süresinde de daha uzun süren 

inkübasyonlarda (30-60 dk ve 24 saat), bu floresans yuvarlak gövdelerin daha belirgin 

ve büyümüş olduğu görüldü. PLGA NP’lerin uygulamasından 24 saat sonra, floresans 

dağılımı ve hücre içi lokalizasyonu, 60 dk’lık PLGA NP’lere benzer şekilde gözlemlendi.  
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Şekil 4.6 1 dk ultrasonikasyon uygulamasında FITC-yüklü PLGA NP’lerin zamana bağlı 

hücreye girişine ait floresans mikroskop görüntüleri. a) 0, b) 30 ve c) 60 dk sonra 
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Şekil 4. 7 3 dk ultrasonikasyon uygulamasında FITC-yüklü PLGA NP’lerin zamana bağlı 

hücreye girişine ait floresans mikroskop görüntüleri. a) 0, b) 30 ve c) 60 dk sonra 
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Ultrasonikasyon zamanına göre hücresel alım yüzde (%) olarak hesaplandı. 

Ultrasonikasyon uygulama süreleri ve inkübasyon zamanının NP’lerin hücresel alımına 

etkisi ile ilgili yapılan istatistiksel analizde; ultrasonikasyon süreleri arasında anlamlı 

farklılık bulunmazken inkübasyon süreleri arasında p<0,01 düzeyinde anlamlı farklılık 

bulundu. Ultrasonikasyon ve inkübasyon sürelerinin etkileşimi açısından ise sadece 0 

dk inkübasyon arasında anlamlı farklılıklar tespit edilmiştir (p<0,01).  

İnkübasyon süresi arttıkça NP’lerin hücreye girişinin arttığı belirlenmiştir. 0 dk da 

ortalama % 8.79 giriş gözlenirken 30 ve 60 dk’da sırasıyla % 76.44 ve % 77.28 oranında 

giriş tespit edilmiştir. 30 ve 60 da inkübasyon süreleri istatistiksel olarak aynı grupta yer 

almıştır (çizelge 4. 3). 

1 dk ultrasonikasyon uygulamasında 0 dk inkübasyon sonucunda %1.59, 3 dk 

ultrasonikasyon uygulaması ve 0 dk inkübasyonda ise %16.00 NP girişi gözlenmiştir. NP 

girişi 1 dk’lık ultrasonikasyonla 30 dk’lık inkübasyonda %75.15 ve 3 dk’lık 

ultrasonikasyonda 30 dk’lık inkübasyonda %77.73 olmuştur. 60 dk inkübe edilen 

hücrelerde ise, 1 dk’da %71.9 ve 3 dk’da %82.66 hücresel alım tespit edilmiştir (Çizelge 

4.3; Şekil 4.8). Sonuçlar, ultrasonikasyon uygulaması ve inkübasyon süresinin, yonca 

hücreleri tarafından FITC yüklü PLGA NP’lerin hücresel alım verimliliğini arttırdığını 

göstermektedir.  

Yonca süspansiyon hücrelerinin FITC yüklü PLGA NP’ler ile 3 dk sonikasyon ve 60 dk 

inkübasyon sonrasında NP’lerin hücresel dağılımı TEM çalışmaları ile ayrıca analiz 

edildi. Gözlemlerde, NP’lerin hücre duvarından ve zarından içeri girdiği/geçtiği 

görülmektedir. Ayrıca NP’lerin hücre içlerine dağıldıkları ve esas olarak sitoplazmada 

lokalize oldukları görülmektedir (Şekil 4.9 a-e). Buna ek olarak, az sayıda PLGA NP’lerin 

çekirdekte ve çekirdekçikte bulunduğu da gözlenmiştir (Şekil 4. 9 a, e). NP’ler, fiksasyon 

ve gömme işleminde gerçekleştirilen aşırı yıkama nedeniyle hücre duvarı ve hücre 

zarının dışında görülmediler (Şekil 4. 9 b). TEM analizlerinde, 45-95 nm arasında boyuta 

sahip NP’lerin hücreye girerek lokalize oldukları görülmektedir (Şekil 4.9 c, d). 
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Şekil 4. 8 Farklı ultrasonikasyon uygulama ve inkübasyon sürelerinin FITC yüklü PLGA 

NP’lerin hücresel alımına etkisi 

Çizelge 4. 3  Farklı ultrasonikasyon ve inkübasyon sürelerinin FITC yüklü PLGA NP’lerin 

hücresel alımına etkisi 

 PLGA NP’lerin hücreye girişi (%) 

    İnkübasyon  
   Süresi (dk) 

 
 
Ultrasonikasyon  
Süresi (dk) 

 

0 

 

30 

 

60 

1 1.59 B 75.15 71.9 

3 16.00 A 77.73 82.66 

Ortalama 8.79 b 76.44 a 77.28 a 

Büyük veya küçük harflerle  gösterilen gruplar arasındaki  ortalamalar arasında fark  p<0.01 düzeyinde önemlidir. 
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Şekil 4.9 PLGA NP’lerin hücreye girişi ve dağılımına ait TEM görüntüleri. a) hücre duvarı 

(hd) ve membrandan geçen PLGA NP’ler, b) PLGA NP’leri hücre arasında (ha), hücre 

duvarı ve membranında tespit edilemediler c) ve d-e) sitoplazmada (sit), f) Çekirdek -

çekirdek zarı (çz) ve çekirdekçikte tespit edilen PLGA NP’ler. Barlar 1 um (a); 500 nm (b, 

c, d ve e); ve 200 nm (f) 
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Şekil 4.9 PLGA NP’lerin hücreye girişi ve dağılımına ait TEM görüntüleri. a) hücre duvarı 

(hd) ve membrandan geçen PLGA NP’ler, b) PLGA NP’leri hücre arasında (ha), hücre 

duvarı ve membranında tespit edilemediler c) ve d-e) sitoplazmada (sit), f) Çekirdek -

çekirdek zarı (çz) ve çekirdekçikte tespit edilen PLGA NP’ler. Barlar 1 um (a); 500 nm (b, 

c, d ve e); ve 200 nm (f) (devamı) 
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Şekil 4.9 PLGA NP’lerin hücreye girişi ve dağılımına ait TEM görüntüleri. a) hücre duvarı 

(hd) ve membrandan geçen PLGA NP’ler, b) PLGA NP’leri hücre arasında (ha), hücre 

duvarı ve membranında tespit edilemediler c) ve d-e) sitoplazmada (sit), f) Çekirdek -

çekirdek zarı (çz) ve çekirdekçikte tespit edilen PLGA NP’ler. Barlar 1 um (a); 500 nm (b, 

c, d ve e); ve 200 nm (f) (devamı) 
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4.4 PLGA NP’lerin Yonca Hücrelerinde Genotoksik Potansiyeli 

Comet protokolü, tek tip hücrelerde DNA kırılmasının saptanması için çok hassas bir 

uygulamadır [266]. 15 mg l-1 PLGA NP’lerle muamele edilen hücre kültürleri, 3 dk 

boyunca sonike edildi ve 60 dk inkübasyon sonrası çekirdekler, comet prosedürü ile 

incelendi. Ortalama 100 çekirdek üstünde yapılan mikroskobik incelemelerde, Şekil 

4.10'da (a-d) gösterildiği gibi, DNA iplikçik kopmaları (kuyruklu yıldızlar), kontrol 

hücrelerindeki hasar seviyesine kıyasla, PLGA NP’lere maruz kalan hücrelerde 1 saat 

boyunca indüklenmediği görüldü. Sonuçlar, PLGA NP’lerinin yonca hücrelerinde 

genotoksik potansiyele sahip olmadığını göstermektedir. 

 

Şekil 4.1 Comet uygulamasına ait floresans mikroskobu görüntüleri (a-d). Bar= 200 µm 
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Şekil 4.1 Comet uygulamasına ait floresans mikroskobu görüntüleri (a-d). Bar= 200 µm 

(devamı) 
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Şekil 4.1 Comet uygulamasına ait floresans mikroskobu görüntüleri (a-d). Bar= 200 µm 

(devamı) 

4.5 Tartışma ve Öneriler 

PLGA NP’ler, hormonlar [272], [273], nükleik asitler, peptitler, proteinler [129] ve küçük 

molekül yapılı ilaçların [274] potansiyel nano taşıyıcıları olarak özellikle tıpta yaygın 

şekilde kullanılmaktadır. Ancak tarım ve bitki biyoteknolojisinin sayısız uygulama 

olanağına rağmen, PLGA NP’ler ve bitkiler arasındaki etkileşim yeterince 

araştırılmamıştır. Özellikle PLGA NP’lerin bitki hücrelerine alımı ile ilgili çok az sayıda 

çalışma vardır [42], [275]. Bitkilerde PLGA NP’lerin alınımı ve dağılımı konusunda 

sadece V. vinifera bitkisinde çalışma mevcuttur [42].  

Çalışmamızda kullanılan PLGA NP’lerin boyut ölçümleri ve SEM görüntüleri, NP’lerin 

küresel, pürüzsüz morfolojiye ve monodisperse boyut dağılımına sahip olduğunu, 

büyüklüklerinin ise 40-600 nm arasında değiştiğini göstermiştir. Sentezlenen PLGA 

NP’lerin karakteristik özelliklerinin aynı sentez yöntemini kullanan diğer çalışmalarla 

uyumlu olduğu tespit edilmiştir [270], [271]. Çalışmada araştırılan en önemli kısım ise 
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bu NP’lerin hücrelere girişi ve lokalizasyonudur. Yapılan literatür taramalarında NP’lerin 

hücrelere nüfuzunu etkileyen en önemli faktörlerin NP çeşidi ve bitki türü olduğu 

belirtilmiştir [14], [31]. Bu çalışmada yonca bitkisi hücrelerine PLGA NP’lerinin alımı ve 

lokalizasyonu ilk kez gösterilmiştir. Ayrıca, farklı sürelerde uygulanan ultrasonikasyon 

ve inkübasyonun PLGA NP’lerin hücrelere girişini nasıl etkilediği belirlenmiştir.  

Literatürdeki çalışmalar, düşük yoğunluklu ultrasonikasyon seviyelerinin, hücreler 

üzerinde çeşitli ölümcül olmayan mekanik ve biyolojik etkilere yol açtığını ve bitki 

biyoteknolojisi ve genetik mühendisliğinde düşük yoğunluklu ultrasonikasyon 

uygulamalarının kullanıldığını göstermektedir [256]. Önceki çalışmalarda, hücrelerin 

%90'ının ultrasonik işlemiyle 7-11 dk’da [256] ve 20 dk’ya kadar %90’dan fazla [160] 

hasar gördüğü gösterilmiştir. Bu çalışmada ise 3 dk’dan fazla ultrasonikasyon 

kullanıldığında hücre canlılığının çarpıcı şekilde azaldığı bulunmuştur. Özellikle, 7 ila 9 

dk ultrasonikasyonda hücrelerin ~%70'inde hücre hasarı tespit edilmiştir. Sonuçlar, 1 ila 

3 dk’lık PLGA NP’lerin ultrasonikasyonunda hücrelerde hasarının minimum olduğunu 

göstermiştir. Dolayısıyla elde edilen sonuçların, önceki çalışmalarla uyumlu olduğu 

sonucuna varılmıştır.  

Daha önce yapılan PLGA NP’lerin görselleştirme çalışmalarında (konfokal mikroskop 

analizi); kumarin 6 yüklü PLGA NP’lerin, hepatosit (C3A) ve fibroblast (3T6) insan hücre 

hatları [276] ve V. vinifera bitki hücre hatları tarafından [42] hücresel olarak alımında 

doygunluğa 2-3 saatte ulaştığı bildirilmiştir. Ayrıca, aynı çalışmalarda NP’lerin hücre 

içine girişlerinin zamanla daha büyük ve daha belirgin floresans yuvarlak gövdeler 

olarak görüldüğü belirtilmiştir. Bu çalışmada da zaman içinde kümelenen FITC-yüklü 

PLGA NP’lerin, inkübasyon süresi arttıkça hücrelerin içinde daha net bir şekilde 

yuvarlak floresans ışıma yaptığı görüldü.  

Valetta ve ark. (2014) yaptıkları çalışmada, kumarin-6-yüklü PLGA NP’lerin V. 

vinifera’da zamana bağlı hücresel alımının, hızla gerçekleştiği bildirilmiştir. 5-10 dk 

sonra küçük, yüksek floresans yuvarlak gövdeleri ve hücrelerin içinde düşük yoğunlukta 

gözlendiği, artan inkübasyon zamanlarında (20-60 dk), kümeleşen bu floresans 

yuvarlakların daha az sayıda ve daha büyük görüldüğü bildirilmiştir. PLGA NP’lerin 12 

ve 24 saat inkübasyon süreleri sonrasında, floresans dağılımın 60 dk’da gözlenene 
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benzer olduğu belirtilmiştir [42]. Bu çalışmada istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

bulunmamakla birlikte, PLGA NP’lerin hücreye alımında 3 dk ultrasonikasyon 

uygulamasının, 1 dk. lık ultrasonikasyondan daha iyi sonuçlar verdiği belirlenmiştir. 

Özellikle 0 dk inkübasyonda 3 dk NP girişinin, istatistiksel olarak 1 dk ’ya oranla daha 

etkili olduğu tespit edilmiştir. Ultrasonikasyon sonrası inkübasyon sürelerinin PLGA 

NP’lerin hücreye alımında etkili olduğu ancak 30 dk inkübasyon sonrası NP alınım 

yüzdesinde artışa rağmen istatistiksel bir farklılık olmadığı belirlenmiştir.  

Ultrasonikasyon olarak da bilinen bu ultrasonik dalgalar, oluşturduğu akustik 

kavitasyon yoluyla hücre zarının geçirgenliğini geçici [224] olarak değiştirerek çeşitli 

biyoetkiler üretebilmektedir [213], [219], [225], [226]. Bu ultrasonik dalgalar hücre 

duvarında, hücre zarında ve nükleer zarda geçici kanalları indükleyebildiğinden [277], 

[278] NP’lerin hücre duvarı ile etkileşime girerek mevcut gözeneklerin genişlemesini 

veya yeni gözeneklerin oluşumunu teşvik ettiği bildirilmiştir. Bu nedenle çalışmada 

uygulanan ultrasonikasyonun FITC-yüklü PLGA NP’lerin yonca hücrelerine alınım 

verimini önemli ölçüde arttırdığı söylenebilir. 

Hücre duvarının varlığı, bitki hücrelerinin NP alımında hücre duvarı gözeneklerinden 

daha büyük NP’lerin alımını engelleyen bir bariyerdir. Literatür, en büyük hücre duvarı 

gözeneklerinin 5-20 nm çapında olduğunu bildirmektedir [41], [279], [280], [281]. 

Valetta ve arkadaşları (2014) PLGA NP’lerin V. vinifera hücrelerine alınımı ile ilgili 

yaptıkları çalışmalarda TEM analizi sonuçlarına göre sadece 30-50 nm’de küçük çaplara 

sahip PLGA NP’lerinin 4 günlük hücrelere nüfuz edebileceğini göstermiştir. Liu ve ark. 

2008 yılında yaptığı çalışmada Poli-L-lizin kaplı nişasta NP’lerin 3-5 dk boyunca 120 W-

40 kHz ultrasonikasyonu altında Dioscrea zigiberensis bitki hücrelerine, normal şekilde 

girdiğini bildirmiştir [256]. Başka bir çalışmada, hPAMAM-G2 dendrimer NP’leri 

kullanılarak yonca hücrelerinde gen aktarım etkinliğini artırmak için 0,5-3 dk’lık 

ultrasonikasyon kullanılabileceği bildirilmiştir [160]. Sonuçlar, NP’lerin hücre 

duvarlarından, plazma membranlarından ve nükleer membranlardan ultrasonikasyon 

uygulamaları yoluyla geçebileceğini göstermiştir. 

Bu tez çalışmasında TEM analizi sonuçlarında, 100 nm çapa kadar PLGA NP’lerin yonca 

hücrelerine nüfuz edebildiği tespit edilmiştir. Bu farkın nedenlerinden biri, bu tez 
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çalışmasında kullanılan hücrelerin, hücre duvarlarının henüz tam olarak 

oluşturulmamış olmasıdır (5-6 günlük). Daha büyük boyutta NP’lerin penetrasyon 

nedenleri ayrıca, ultrasonikasyon kullanımı ile de açıklanabilir. Ultrasonik dalga hücre 

duvarında, hücre zarında ve nükleer zarda anlık kanalları indükleyebilir [277], [278]. 

Ayrıca hücrede endositoz, aquaporinler, iyon kanalları veya hücre zarına ulaştıklarında 

taşıyıcı proteinlere bağlanma yoluyla hücreye türüne bağlı olarak hücre içine 

girebileceklerini öne sürmüşlerdir [41], [280], [281]. Ek olarak, hücrelere nüfuz 

edebilen NP’lerin büyüklüğü, bitki türlerine, hücre tipine ve hücre büyüme fazlarına 

bağlı olarak değişebilmektedir [28], [29], [31], [282]. Çalışmamızda literatürden farklı 

bitki türünün kullanılması ve ultrasonikasyon uygulaması, bu bulgularımızı 

desteklemektedir.  

NP’lerin kullanımındaki dikkate değer bir artış, toksikolojik etkilerinin dikkatli bir 

şekilde incelenmesini gerektirmektedir. MTT protokolü ile sitotoksisite, Comet 

protokolü ile genotoksisitenin ölçümü sıklıkla kullanılan yöntemlerdir. Ancak NP’lerle 

toksikolojik çalışmalar genellikle hayvan modellerinde ve hücre hatlarında yapılmakta 

iken [283], nadiren bitkilerde [284] yapıldığı görülmüştür. PLGA’nın, hayvanlarda ilaç 

dağıtım sistemlerinde güvenle kullanılabildiği ve memeli hücrelerinde sitotoksik veya 

genotoksik olmadığı bildirilmiştir [285]. Bu tez çalışmasında PLGA NP’lerle 1 ve 3 dk 

ultrasonikasyon sonrası inkübe edilen yonca hücrelerinde sitotoksisite görülmemiştir.  

Benzer sonuçlar V. Vinifera da tespit edilmiş [42] olup bu çalışmayla uyumlu olduğu 

görülmüştür.  

Genotoksisite ile yapılmış bitkisel çalışmalar irdelendiğinde olursak; Ag-NP’ler (A. cepa 

ve V. faba) [286], ZnO-NP’ler ve CeO2-NP’ler (Glisine maks) [287] ve TiO2-NP’ler (A. 

cepa, N. tabacum, Z. mays ve V. narbonensis) [288] gibi metal NP’lerin bitkiler 

üzerindeki genotoksik potansiyeli çeşitli araştırmacılar tarafından rapor edilmiştir. 

Bununla birlikte, 2013’de Santos ve ark. [289] CdSe / ZnS kuantum noktalarının M. 

sativa’daki DNA'ya zarar verdiğini göstermişlerdir.  

Yapılan bu çalışma ile ilk kez yonca bitkisinde PLGA NP’lerin sitotoksik etkileri yanında 

genotoksik potansiyeli incelenmiş ve PLGA’nın yonca hücrelerinde genotoksik etkisi 

olmadığı gösterilmiştir.  
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Yakın gelecekte, tarım ve bitki araştırmaları için NP’lerin geliştirilmesi çok daha fazla 

önem kazanacaktır ve pestisit uygulamalarından, gübre kullanımına ve hatta genetik 

dönüşüm için nükleik asit nakledilmesine olanak tanıyacaktır [50].  Bu tez 

çalışmasından elde edilen sonuçlar, PLGA NP’lerin bitkilerde sitoksik ve genotoksik 

etkilerinin olmadığını göstermiştir. Bu nedenle tarımsal uygulamalarda PLGA NP’lerin 

güvenle kullanılabileceği düşünülmektedir. Ayrıca bitkilere gen aktarımında kullanılan 

yöntemlerin dezavantajları alternatif yöntem olarak NP sistemlerinin geliştirilmesini 

zorunlu kılmaktadır. Geleneksel sistemlerin etkinliğini arttırmada ultrasonikasyon 

uygulamaları olumlu sonuçlar vermiştir [160], [216], [218], [220], [221], [223], [231], 

[232], [242], [244], [245]. Bu çalışmada en uygun ultrasonikasyon süresi belirlenmiş 

olup, daha büyük boyutlu PLGA NP’lerin hücreye girmesi sağlanarak verimlilik 

arttırılmıştır. Sonuçlar, ultrasonikasyon uygulamasının özellikle bitki gen aktarımında 

DNA-partikül boyutunun büyüklüğünün getirdiği soruna çözüm olabileceğini 

göstermektedir.  Ayrıca bu çalışma, günümüzde bitkilerde kararlı transformasyonun 

sağlanmasında öncü peptit veya dendrimerlerin kullanılmasına olanak tanıması 

açısından bir alternatif protokol olarak sunulabilir.  
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