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OZET

YONCA -Medicago sativa SUSPANSIYON KULTURLERINDE FLORESANS
ISARETLI POLI laktik ko-glikolik ASIT NANOPARTIKULLERININ HUCREYE
ALIMI VE DAGILIMININ ARASTIRILMASI

Esma ULUSOY

Molekdler Biyoloji ve Genetik Bollimu

Doktora Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. Semiha ERISEN

Es Danisman: Dog. Dr. Serap DERMAN

Nanopartikiil sistemler, gen transfer teknolojisinin gelistiriimesi, ilag ve glbre
uygulamasi gibi tarimsal amaglar icin kullanilma potansiyeline sahiptir. Son yillarda bu
sistemlerin bitkilerde alimi, tasinmasi ve birikimi konularindaki arastirmalarda artis
yasanmaktadir. Bu calismada da Medicago sativa (yonca) sispansiyon kiltlriinde
Floresans izotiyosiyanat izomer | (FITC) yuklG Poli (laktik-ko-glikolik) asit (PLGA)
nanopartikillerin (NP) ultrasonikasyonla hiicreye girisi ve dagiliminin incelenmesi
amaclandi.

PLGA NP’ler sentezlenerek karakterizasyonu yapildi, daha sonra farkli ultrasonikasyon
ve inokulasyon sirelerinin PLGA NP’lerin hiicreye girisi lizerine etkileri ile PLGA NP’lerin
yonca hiicre hatlarinda sitotoksik ve genotoksik etkileri belirlendi. Ultrasonikasyon
uygulamasinin, PLGA NP’lerin hiicresel alimini arttirdigi tespit edildi. En iyi sonug ise (%
82.66) 3 dk’lik ultrasonikasyonda elde edildi. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM)
analizlerinde, 100 nm'ye kadar PLGA NP’lerin hiicre duvarindan gectigi, sitoplazma ve

xii



cekirdege dagildig tespit edildi. Ultrasonikasyon ile PLGA NP’lere maruz birakilmis
yonca slispansiyon hiicrelerinde sitotoksik ve genotoksik bir etki gozlenmedi.

Sonug olarak, PLGA NP sistemi bitkilerde toksik etki gdstermediginden cgesitli tarimsal
uygulamalarda kullanilabilir. Ayrica bu protokol, bitkilere gen aktarimi igin alternatif ve
glvenli bir yontem olarak uygulanabilir.

Anahtar kelimeler: PLGA, nanopartikiil, Medicago sativa, slispansiyon hiicre kiltlr(,
ultrasonikasyon
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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 ERISEN

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 | (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

Xiv



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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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

1959 yilinda, Nobel odulli fizik¢i Richard Feynman’in, Amerikan Fizik Kurumu yillik
toplantisinda “Asagida daha cok yer var” adli konusmasi Nanobilim’in baslangici
sayllmaktadir [1]. Karmasik sistemlerin kimyasini atom fizigi ile birlestiren Nanobilim’in
kullanimiyla yeni bir calisma alani olan “Nanoteknoloji” ortaya cikmistir [2].
Nanoteknoloji kavrami ise ilk olarak, Norio Taniguchi tarafindan (Tokyo Science
Universitesi) 1974 yilinda dile getirilmistir. Taniguchi’nin hala gecerliligini koruyan
nanoteknoloji tanimi; “maddeleri atom veya molekiil seviyesinde bozma, ayirma ve

birlestirme suregleridir” seklindedir [3].

GlUnlmuzde nanoteknoloji, c¢evre—enerji, tekstil, elektronik, haberlesme, gida
endustrisi, tip ve tarim gibi bircok alanda kullaniimaktadir. Nanoteknolojinin, biyolojik
alanlardaki (tip, tarim vb.) uygulamalarina ise “Nanobiyoteknoloji” adi verilmektedir
[2]. Nanobiyoteknoloji, nanodlgekli yapilarin biyoloji ve biyokimya esasl yontemler ile
uygulamalarini arastirip, onlari Girine dénistiren, ortaya ¢ikaran, nanoteknoloji temelli
bir calisma alanidir. Nanobiyoteknolojinin hastalik teshisinden, hicre igine giren
nanoyapilara, ilag tastyici sistemlerden, biyosensorlere, tarimsal uygulamadan, cevresel
iyilestirmeye kadar farkli uygulamalari vardir [4]. Nanoteknoloji, her bir hiicrenin yapi
ve fonksiyonunu degistirme potansiyeli tasimaktadir [3]. Nanosistemler yoluyla DNA’da
istenilen modifikasyonlarin mimkin oldugunun goérilmesi biyoteknolojiye yeni bir

boyut katmaktadir [2].



Biyoteknolojik ¢alismalarda, tarimsal alanda siklikla 2 gen aktarim yontemi; ylksek
maliyetli ve DNA hasarina yol acan partikiil bombardiman yontemi ile [5] disik
maliyetli Agrobacterium tumefaciens kullaniimaktadir. Ancak Agro-hatlarinin ¢aligilmasi
ozellikle dikotlarda etkili, monokotlarda dezavantajlidir [6], [7]. Ayrica Agro-hatlarin
bitki glivenligi acisindan tercihi sorun yaratmaktadir. Ozellikle diisiik kopya sorunu, Ti-
plazmitin blydkligi DNA manipilasyonunu ve izolasyonunu zorlastirmaktadir.
Bununla beraber bitki DNA’sinda delesyonlara veya dublikasyonlara yol acabilmektedir
[8], [9], [10]. Nanopartikiiller (NP’ler) sistemler ise bu sorunlarin ¢6ziimine alternatif

bir yol olarak goriilmektedir [11].

Bitkilerde nanopartikil sistemlerin hiicreye alimi ile ilgili en blyuk zorluk bitki hiicre
duvarinin varligidir. Pektin ve seliloz kékenli olan hiicre duvari nanopartikil gegislerine
ekstra bariyer olmaktadir. Bu zorlugun giderilmesi icin cesitli kimyasal yontemler
kullanilarak hiicre duvari uzaklastirilmakta ve bitki protoplast kiiltlrleri calismalarda
kullanilmaktadir. Bu yontemle bugline kadar CdSe/ZnS kuantum dotlar, polistren
nanokiireler, poli (fenil etilen) NP’ler, karbon nanomateryallerle calismalar
gerceklestirilmistir [12], [13]. Ancak protoplast hiicrelerinin ¢ok hassas ve dayaniksiz
olmasi nedeniyle [14] hicre duvari bozulmadan yapilan calismalar daha fazla 6nem
kazanmistir. Hiicre duvarina sahip hiicreler ile yapilan ¢alismalarda; karbon nanotdpler,
CdSe/ZnS kuantum dotlar, poli (amidoamin) dendrimerleri, mezoporéz silika ve PEI
(Poli etilemin) gibi NP’ler kullanilmistir [15], [16], [17], [18], [19], [20], [21]. Fakat
ozellikle karbon nanotiplerin ve CdSe/ZnS kuantum dotlarin bitkilerde hayli yuksek

toksisite gosterdigi bildirilmistir [16], [22], [23].

Biyopargalanabilir bir polimer olan PLGA, viicutta seker metabolizmasi sirasinda bir ara
Urlin olarak bulunan laktik aside dontstligi icin toksik etkisi olmayan ve ilag salim
sistemlerinde sikca kullanilan ticari bir Griindir [24]. Avrupa ilag Ajansi [European
Medicine Agency (EMA) ve Amerikan Gida ve ila¢c Kurumu (Food and Drug
Administration; FDA)] tarafindan onayli olmasi, DNA, RNA, peptit ve proteinler dahil
cok farkl yapidaki maddelerin tasiyici sistemlerinin hazirlanmasinda kullanilmasi, uzun
streli klinik deneyimin kazanilmis olmasi, biyouyumlu ve biyoparcalanabilir olmasi
PLGA’'nin nanotasiyicl sistemlerde kullaniminda avantaj saglamaktadir [25], [26].
Ginlimizde, PLGA NP’lerin hayvan hiicrelerinde sitotoksik etkisi olmadigi

2



gosterilmesine ragmen, bitki hiicrelerinde sitotoksisitesi ve genotoksisitesi hakkinda

yeterli rapor bulunmamaktadir.

NP’lerin bitkilerde kullanilmasi icin gerekli dnkosul, organ, doku ve hiicresel seviyelerde
alim, tagsima ve birikiminin incelenmesidir. Bu tiir arastirmalar nanobiyoteknolojinin
tarimdaki uygulanmalari yaninda nanomalzemelerin bitkiler izerindeki tahmini toksik
etkilerini ve bitkilerin yenilebilir kissimlarindaki muhtemel birikimlerini anlamak igin de

gereklidir [24].

Literatlirde oldukga az rastlanan g¢alismalarda, NP’lerin aliminin, taginmasinin ve
birikiminin, bitki tirlerine ve NP’lerin sekil, boyut, konsantrasyon ve uygulama sekli gibi

ozelliklere bagh olarak degistigi bildirilmistir [14], [27], [28], [29], [30], [31].

1.2 Tezin Amaci

Tarimsal amach kullanim potansiyeline sahip nanopartikil sistemlerinin bitkilerde
alimi, tasinmasi ve biriktirilmesi ¢alismalari son yillarda sirekli olarak ilgi cekmektedir.
Ancak literatlirde farkli nanoyapilarin bitki hiicrelerine girisi ve dagilimi ile ilgili sinirh
sayida calisma mevcuttur. Bu tez calismasinda, farkli siirelerde ultrasound ve
inokiilasyon uygulamalarinin Floresan izotiyosiyanat izomer | (FITC) yikli, poli (laktik-
ko-glikolik) asit (PLGA) NP’lerinin Medicago sativa (yonca) siispansiyon hicrelerine
girisi ve dagihmina etkilerinin belirlenmesi, bununla beraber, PLGA NP’lerin bitki

hicreleri Gzerinde sitotoksik ve genotoksik etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir.

1.3 Hipotez

Bitkilere gen aktarimda alternatif yontemlerin gelistirilmesi hala devam eden
¢abalardan biridir. Nanosistemlerin bu amacla kullanimi yéniindeki ¢alismalar olumlu
sonuglar vermekle birlikte etkinliginin arttirilmasi gerekmektedir. Ultrasonikasyon
uygulamalarinin bitkilere gen aktarim frekansini arttirdigi bilinmektedir. Bu ¢alismada
ultrasonikasyon uygulamalarinin PLGA NP’lerin bitki hicrelerine girisini arttirmasi
beklenmektedir. Bu PLGA NP sistemlerin bitkilere gen aktariminda kullanimi igin
alternatif bir protokol gelistirilmesini saglayacaktir. Ayrica, PLGA NP’lerin bitki hiicreleri

Uzerindeki sitotoksik ve genotoksik etkileri belirlenerek, PLGA’'nin bitkilerde cesitli



tarimsal sistemlerde (ilag salimi ve madde tasinmasi gibi) alternatif ve givenli bir

polimer olarak kullanimi degerlendirilecektir.



BOLUM 2

TEORIK BILGILER

2.1 Nanoteknoloji

Nanobilim, nanometre (1 nm=10 ° m) boyutlarinda olan sistemlerle ilgilenen bir

bilimdir [2]. insan sag¢ telinin ¢capt 10 000 nm kalinliginda, insan kan hiicreleri 2000—

5000 nm uzunlugunda, bir hiicre zari ise yaklasik 5 — 10 nm iken, DNA yaklasik 2 nm ve

yan yana duran 10 hidrojen atomu 1 nm kadardir (Sekil 2.1). Nanoteknoloji ise yapilarin

nanometre Olceginde tasarim ve vyapimini kapsayan bir bilim alanidir [32].
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Sekil 2.1 Cesitli biyolojik ve fiziksel nesnelerin boyut 6l¢egi (nanoteknoloji alani 1 ile

100 nm arasindadir) [33]



2.1.1 Nanoteknoloji Uygulama Alanlari

Nanoteknoloji endustriyel Gretim (tekstil, gida vb.), enerji, elektronik, cevre, saglik,
tarim, elektronik, haberlesme ve mihendislik alanlarindaki uygulamalarla gliniimizde

onemli bir yer teskil etmektedir[1], [2], [32], [34].

2.1.1.1 Tarimsal Uygulamalar

Tarim, birgok tlkenin ekonomisinin ana itici gliglerinden biridir. Ayni zamanda en buiyik
gida kaynagi saglayicilarindan biri olarak diinya ¢capinda hayati bir 6neme sahiptir. Bu
nedenle, nanoteknoloji stirdirilebilir ve hassas tarimin gelismesinde 6nemli bir rol
oynayabilir. Nanoteknolojinin tarim biliminde kullanimi, stirekli blylyen dinya
niifusunun daha yiiksek tarimsal verime olan talebi nedeniyle artmaktadir [1]. Ornegin,
tarimda mahsul verimini en Ust dizeye c¢ikarmak icin nanoteknolojik sensorler ve
izleme cihazlari kullanilarak hassas tarim teknolojileri gelistirilebilmektedir. Boylelikle
nanoteknolojinin, tarim sektoriinde kiiresel gida dretiminin arttirilmasi yoéninde

olumlu etki gostermesi beklenmektedir [35].

Tarim ticaretinin (2030 yilina kadar) kiresel yatirrmda 2.9 trilyon ABD dolari degerinde
bir sanayi oldugu tahmin edilmektedir [36]. Diinya’daki zirai kimyasal madde tliketimi
ise yilda yaklasik 2,5 milyon tondur (FAO 2012) [37]. Bununla beraber, gelisigiizel
sekilde zirai kimyasallarin kullaniimasi, ¢evresel kirlenmeye sebep olup, hedef disi
organizmalara (insanlar, toprak mikrobiyotasi, yerli fauna ve flora) ve zararli béceklerin

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

Bu problemlere alternatif olarak nanoteknoloji, tarim sektorini, yillik %25'lik (1,08
milyar ABD dolari) bliyiime hiziyla daha ¢evre dostu hale getirerek, tarima faydal olma
potansiyeline sahip bir alan olusturmaktadir [40]. Onimiizdeki vyillarda ise,
nanobiyoteknoloji, bitki iretim tekniklerinin gelistirilmesinde hayati bir rol oynayabilir.
Zirai kimyasal ilaglarin plskirtilerek uygulanmasinin sizinti, fotoliz, hidroliz ve biyolojik
bozulma gibi problemlerden 6tiri etken maddelerin yalnizca kiiglk bir kisminin hedef
bolgelere ulasabildigi bildirilmistir [41]. Bu sorunlara ¢6zim olarak NP’ler, istenilen
molekdlleri (DNA, ilag, protein vb.) dis etkilerden, hicredeki parcalayici ajanlardan

koruyarak, bitki dokularina ve hiicrelerine kolayca niifuz edebilecek ve kademeli olarak



gerekli dozlarda salimini saglayacak sekillerde tasarlanabilirler [42]. Ozellikle, son
yillarda silika esash NP’ler bitkilerde zirai kimyasallarin potansiyel bir dagitim ajani

olarak ilgi cekmektedir [43].

Sonug olarak, NP’ler, zirai kimyasallar icin kontrolli bir salim sistemi saglama,
¢Ozunurliklerini arttirma veya biyoaktif bilesiklerin erken bozulmaya karsi korunmasi
amaci ile gelistirilebilmektedirler [44], [45]. Bu sekilde NP’ler, daha diisiik dozlarda ve
az sayida uygulama ile zirai kimyasallarin etkinligini artirabilir. Bunun yaninda cevresel
kirlenme (toksisite) riskini, insanlar ve diger hedef disi organizmalar igin azaltabilirler
[46], [47], [48]. NP’lere ek olarak, tarimda kullanilabilecek nanomalzemeler

nanotabakalari, nanojelleri ve karbon nanotipleri de icermektedir [48], [49].

Bitki biyoteknolojisi, gida ve enerji glivenligini saglamada anahtar bir rol oynamaktadir.
Bununla beraber, bitki gen muhendisliginde biyomolekiil aktarimi ve neslin
devamlhiliginin saglanmasi, temel zorluklar olmaya devam etmektedir. Bitkilerdeki
geleneksel biyomolekil aktarim yontemleri, disiik verimlilik, az sayida bitki tlriinG
kapsamasi, sinirh kargo cesitleri ve doku hasari gibi kritik dezavantajlara sahiptir.
Nanoteknolojideki ilerlemeler ise, geleneksel yontemlerdeki sinirlamalarin Gstesinden
gelmek icin firsatlar yaratmaktadir: NP’ler, tirlerden bagimsiz, DNA, RNA ve
proteinlerin pasif aktarimi icin umut vericidir. Nikleaz bazli genom diizenlemesinin
ortaya cikisi (6rnegin, CRISPR-Cas9), diger etkilerinin yani sira (sert diizenleyici
kisitlamalar olmadan) genetik olarak islenmis mahsillerin gelistirilmesine olanak
saglayan yeni bir genetik mihendisligi ¢aginin kapisini aralamistir. Nikleaz-bazh
dizenlenmis genom kargo aktarimi icin NP’ler en uygun aktarim araci olma
potansiyeline sahiptirler. Boylece, bitki gen muihendisliginin ilerlemesi icin bitkilere

nanopartikil aktarimi kritik bir teknoloji haline gelmektedir [11].

Yakin gelecekte, tarim ve bitki arastirmalari icin NP’lerin gelistirilmesi ¢cok daha fazla
o6nem kazanacaktir. Ginimiuzde pestisit uygulamalarindan, glibre kullanimina ve hatta
genetik donldsime olanak saglayan calismalar yapilmaktadir [50]. Bununla birlikte,
NP’ler ile yapilan arastirmalarin ¢ogu insan hiicre hatlari (izerinde gergeklestirildigi icin,
bu calismalarin bitki hiicrelerine adapte edilmesinin zor oldugu literatiirde

belirtiimektedir [42]. Nananopartikiler sistemlerin bitki hiicreleri tGzerindeki etkileri ve



bitki hiicrelerine alimi, bitki hilicrelerine etken madde/DNA/ila¢ tasinmasi guntiimuizde

onemli calismalar olarak degerlendirilmektedir.

2.2 Nanopartikiiller

Nanopartikiiller, nanometre boyutlarinda buiyliklige sahip, organik ya da sentetik
polimerlerle hazirlanan, ¢ozlinmis, enkapsiile veya adsorbe edilen etken maddeyi

kontrolll olarak salabilen kati koloidal sistemlerdir [51], [52].

NP’ler, gesitli malzemelerden olusur ve bunlarin etkileri kimyasal kompozisyonlarina,
boyutlarina ve sekillerine bagh olarak degismektedir [53]. Tasarlanmis
nanomalzemeler, karbon bazl, metal bazli, dendrimerler ve kompozit bazli NP’ler
olmak Uzere dort tipte siniflandirilabilirler. (i) Karbon-bazli materyaller arasinda
fulleren, tek ve c¢ok duvarli karbon nanotiipler bulunur. (ii) Metal-bazli maddeler
kuantum noktalari, nano-altin, nano-ginko, nano-aluminyum ve TiO2, ZnO ve Al;O3 gibi
nano oOlcekli metal oksitlerdir. (iii) Dendrimerler ve nano-boyutlu polimerler o6zel
kimyasal faaliyetleri yerine getirebilecek kapasiteye sahip dallanmis birimlerden
olusurlar [28]. (iv) Kompozitler (polimer) veya birlesik NP’ler, diger NP’lerden veya
daha blylk polimerlerden dretilir ve kire, tlp, cubuk ve prizma gibi farkli

morfolojilerde olabilirler [54].

NP-bazl aktarimlarda, NP’lere istenen molekili ylklemek igin cesitli stratejiler
kullanilir. Enkapsilasyon, NP yiizeyini modifiye ederek tasinan molekilin inflizyonunu
saglamak icin kovalent olmayan konjugasyon (elektrostatik etkilesim) [55], p-p
istifleme [56] ve kovalent konjugasyon [57] gibi farkli teknikler ila¢ tasinmasi igin

gelistiriimektedir.

NP’ler (en az bir boyutta 1-100 nm) fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ayarlanarak cesitli
kompozisyonlar, morfolojiler, boyutlar ve ylklerde tasarlanip Uretilebilirler. Sifirdan Gg¢
boyutluya kadar degisen 0Ozelliklerdeki NP’ler; sinirsiz enerji depolama, sensor
sistemleri ve biyomedikal uygulamalar dahil ¢ok cesitli alanlarda kullaniimaktadirlar
[58], [59]. Cogu NP, tekrar edilebilir olarak, cesitli biyolojik sistemleri, dokulari,
hiicreleri veya alt hiicreli yapilari hedefleyecek sekilde uretilebilir [60]. Dahasi, NP

aracili gen ve ila¢ aktarimi, viral vektorlerle karsilasilan yaygin sorunlarin lstesinden



gelebilir. NP’ler genellikle daha az immiinojenik ve onkojeniktir ve ayrica farkli ve daha
blyuk molekillerde tasiyabilirler. Ancak bliyik molekillerin NP ylizeyine yiklenmesi
ile artan NP boyutlari biyolojik engelleri asma sorununu arttirmaktadir [61]. Ayrica, NP
kullaniminin  etkileri henlz tam olarak calisiimamistir, mevcut arastirmalar
sitotoksisiteyi kontrol etmek igin nanopartikil kimyasi, buyUklGgl ve dozunun

ayarlanabilmesini gerekli kilmaktadir [62].

2.2.1 Nanopartikiillerin Uretiminde Kullanilan Yéntemler

NP’lerin 1 ila 100 nm arasinda degisen ortalama bir boyuta sahip olmasi tercih edilir
[63]. Ozellikle, farmasétik bilimlerde, nanoboyuttaki partikiiller, agrega malzemelere
kiyasla benzersiz fizikokimyasal 0Ozellikleri nedeniyle son vyillarda oldukca tercih

edilmektedir [64].

NP’ler litografi [65], biriktirme [66] ve kendinden toparlanma (self assembly) [67] gibi
teknikler kullanilarak yukaridan asagi ve asagidan yukari yaklasimli yontemlerle
sentezlenebilirler [68], [69]. Yukaridan asagiya dogru islemde, biyik yapilar enerji
girisi sonucu boyut kiictiltme mekanik islemiyle nano olgekli parcaciklara donustardlir,
bunun yaninda kigilk molekiller arasi afiniteye bagli olarak asagidan yukariya islemde
nano tanecikler olusturmak tzere modifiye edilebilirler. Mekanik islemle nanopartikdl
sentezlemenin en ¢ok tercih edilen yodntemlerinden biri “nanoemiilsiyon”
olusturmaktir. Bu islemde, yiksek enerji kullanimi her zaman gerekmektedir. Bu
yontemde NP’lerinin olusumu igin yag ve su fazlarindan emilsiyon elde etmek igin
yogun kuvvetler uygulanabilir [70]. Diger bir yol olan “¢c6ziinme / antisolvent yontemi”
NP’lerin asagidan yukariya dogru islemle Uretmek icin olduk¢a yaygin kullanihr [71].
Nanopartikil tretiminde kendiliginden bir araya gelme (Self assembly) kullanilan bir
baska yontemdir. Sentez, molekiller arasindaki etkilesimlerden vyararlanilarak,
gerceklestirilmektedir. Kendiliginden bir araya gelerek nanopartikdl tretimi, molekller
arasi kitle oranlarindan, tretim pH kosulundan, sicakliktan, vb. etkilenir [72], [73],

[74].

NP’lerin sentez yonteminin belirlenmesi, kullanilan polimer yapisi ve etkin maddenin
¢oziinlrligiine gore gerceklesir. Onceki calismalarda monomerlerin gesitli ortamlarda

in situ polimerizasyonuna dayali uygulamalar siklikla tercih edilmekteyken [75],
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glinimuzde ise, iyi karakterize edilen, sentetik polimer veya dogal polimerlerin

dispersiyonuna dayali ydontemler daha yaygin uygulanmaktadir [76].

Polimerik NP’lerin hazirlanma yodntemleri su sekilde O6zetlenebilir: Emulsifikasyon
/cozlict buharlastirma, emulsifikasyon/coziici diflizyon, tuzla ¢oktirme (salting-out),
nano ¢oktlirme (nanopresipitasyon), stiperkritik sivi teknolojisi ve diyaliz olmak lizere

alti temel yontem olarak 6zetlenebilir [76].

Bu calismada, FITC-ytkli PLGA NP’lerin hazirlanmasinda emiilsifikasyon/ ¢o6ziicii

buharlastirma yontemi kullanilacagindan bu yontem daha detayli olarak anlatilacaktir.

2.2.1.1 Emilsifikasyon/Coziicii Buharlastirma Yontemi

Emdlsiyon ¢ozlict buharlastirma yontemi siklikla nano ve mikropartikulleri hazirlamak
icin kullanilan basit ve hizli bir yontemdir [77], [78], [79], [80]. Uretilen NP’lerin
stabilizasyonu icin ylizey aktif maddeler (surfaktant) kullanilir. Bununla birlikte, ylzey
aktif maddelerin yeterli sekilde uzaklastirilamamasi bir problem olmaya devam
etmektedir. Bu nedenle biyomedikal uygulamalarda yiizey aktif maddelerin
uzaklastirilmasi olduk¢a 6nemlidir [81].

Bu yontemin esasi polimer ¢ozeltisinin ugucu solvent icerisinde hazirlanarak emiilsiyon
olusturulmasi prensibine dayanir. Bu yontemde siklikla kullanilan ¢oziculer
diklorometan, kloroform ve etil asetattir. Elde edilen emdilsiyon, ¢6zliclnin
evaporasyonu sonucu nanopartikiil sispansiyonuna donustirilmektedir [82], [83].
Enkapsile edilecek etken maddenin hidrofilik ya da hidrofobik karakterine bagh olarak
nanopartikil Uretiminde tekli emiilsiyon (yag/su) ya da ikili emiilsiyon (su/yag/su)
olmak Uzere iki temel yontem tercih edilmektedir. Uygulama vyiksek hizda
ultrasonikasyon ya da homojenizasyon uygulamasindan sonra ¢6ziciniln; oda
sicakhginda manyetik karistiricida stirekli karistirma ile ya da disik basing altinda

evapore edilmesiyle gerceklestirilmektedir [76].

Tekli Emiilsiyon (o/w) C6ziicii Difiizyon/Evaporasyon Yontemi

Bu uygulamada suda c¢6zinmeyen etkin madde ve polimer icin ortak olarak

diklorometan, kloroform veya etil asetat gibi bir organik ¢ozlicli secilir. Etken ve
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polimer segilen organik ¢oziicide ¢ozundurilir. Daha sonra poli (vinil alkol) gibi bir
yuzey aktif madde kullanarak su icinde yag (o / w) emdlsiyonu olusturmak igin organik
faz su fazi igerisine eklenir ve emiilsiyon haline getirilir. Kararli bir emilsiyonun
olusumundan sonra, organik ¢oziici basing altinda sicakligi artirarak veya oda

sicakliginda kanistirilarak buharlastirilir (Sekil 2.2)[84], [85].

Polimer+Etken Madde
(Organik Coziici)

Nanopartikiiller
¢ C

— |0 .0 - @ .0 :
Karigtirma . ® Evaporasyon . . yirma ve L ({

Saflagtirma

|,
Sulu Gozelti Vag-Su(ofw)

Emiilsiyonu

Sekil 2.2 Tekli emilsiyon o/w ¢6ziicli evaporasyon yontemi ile NP’lerin Gretimi [81]

ikili Emiilsiyon (w/o/w) Coziicii Buharlastirma Yéntemi

ikili emilsiyon (w/o/w=su/yag/su) ¢éziici buharlastirma yéntemi, suda ¢éziinir
molekdller olan peptitleri veya proteinleri NP’lere yiklemek i¢in (homojenizasyon yada
ultrasonikasyon destekli) yaygin olarak kullanilir (Sekil 2.3) [86], [87]. Bu uygulamada,
etkin madde ilk dnce sulu bir ¢ozelti icinde ¢ézilir, daha sonra polimer iceren organik
¢ozelti icerisinde karistirilir. Elde edilen bu ilk w/o emilsiyonu dis sulu faz icerisinde
emdulsifiye edilerek w/o/w ikili emilsiyonu olusumu saglanir. Daha sonra kullanilan
organik ¢ozlicli diflizyon ya da evaporasyon [88], [89] ile uzaklastirilir. Boylece etkin
maddeyi iceren nanopartikiil sispansiyonu olusturulur [75], [90] ve filtrasyon veya
santrifijleme yoluyla NP’ler elde edilir. Distile suyla yikama yapildiktan sonra

liyofilizatorde kurutulan NP’ler kullanilmak lizere dondurulur [91]. Bununla birlikte,
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proteinlerin yag-su ara ylzeyindeki muhtemel denatlirasyonu bu yontemin kullanimini
sinirlar. Bu ara yizeyin sigir serum albimininde (BSA) konformasyonel degisikliklere

neden oldugu bildirilmistir [92], [93].

. Peptud (sulu ¢bzelts)

=%
——eXe)

Polimer (organik ¢ozelti) Yag-su emilsiyonu (w'o) Peptid Yiikli Nanoparcacik

Saflaghrma | ,

Se-yag-su emélsivonu (wio/w)

Sule ¢tizelti
Sekil 2.23 Peptit yukli NP’lerin ikili emilsiyon w/o/w ¢6zlicl buharlastirma yontemi ile

Uretimi [81]

Her iki yontemde de emdiilsifikasyon metodu, ultrasonikasyon, mekanik karistirma ya
da yuksek basingh homojenizasyonla uygulanmaktadir. Partikil boyutunun ozellikle

azaltilmasi ise ancak ultrasonikasyonla miimkin olabilmektedir [94].

2.2.2 Nanopartikiillerin Kullanim Alanlan

NP’ler tarim, kimya, biyoloji, tip ve enerji alanlarindaki potansiyel kullanimlari igin
yaygin olarak Uretilmektedir [95], [96]. Floresans/benzeri molekiillerle yukli NP’ler ile
isaretli NP’ler teshis ve tanilamada kullanilmaktadir. Pestisit ve glibre yikli NP’ler de
etken maddenin kontrolli salimini  sagladiklari icin Ozellikle tarimda tercih
edilmektedirler [97], [98]. Yapilan bir calismada NP’ler (pozitif ylikli nano-altin), bitki

hiicrelerinde plazma zarindaki endositoz mekanizmalari hakkinda fikir edinmek icin
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prob olarak kullaniimistir [99]. Bir baska calismada ise, kirli ylizeylerden agir metal
emiciler olarak yuzey fonksiyonlu NP’lerin kullanimi gerceklestirilmistir [100]. Bununla
birlikte yapilan bazi calismalarda, hayvan ve bitki hiicrelerinde NP’lerin belirli
konsantrasyonlarda toksik etkilerinin oldugu goésterilmis [101], [102], ancak bitkilerde
penetrasyon ve translokasyon ve toksisite mekanizmalari hala tam olarak

anlasilamamigtir.

2.2.3 Polimerik Nanopartikiller

Tarimsal uygulamalarda, herbisitler, bocek oldiriciler, mantar 6ldiriciler, glibreler,
bitki blylime dulzenleyicileri gibi tarimsal kimyasallar, nikleik asitler ve proteinlerin
tasinmasi icin silika, metalik, metal oksit, lipit ve polimerik NP’ler gibi farkli NP’ler
kullanilabilir [60], [103], [104], [105]. Polimerik NP’ler, ila¢ dagilim sistemleri icin, genis
uygulanabilirligi sayesinde olduk¢a fazla kullaniimaktadir [106]. Bu nanolirinler,
ozellikle biyouyumluluklari, biyobozunurluklari ve disik toksisitesi sebebiyle zirai
kimyasallar icin en uygun tasiyicidirlar [107]. Polimerik NP’ler, zirai kimyasallari etkin
bir sekilde kapsiilleme yetenegi ile onlari dis ortamdan koruyan ve salimlarini kontrol

eden sistemlerdir [45], [108].

Polimerik NP’ler, farkli tlirlerde biyobozunur sentetik veya dogal polimerler kullanilarak
sentezlenebilir. Polisakkaritler dlsik maliyetleri, ayni zamanda biyouyumlu ve
biyobozunur  olmalari  sebebiyle  biyolojik uygulamalarda yogun sekilde
kullanilmaktadirlar [109]. Tarimda, kitosan ve pektin, NP’lerin gelistiriimesinde yaygin
olarak kullanilan dogal polimerlerdir [110], [111], [112], [113]. Kitosan, kabuklu
hayvanlarin, béceklerin ve mantarlarin dis iskeletinden elde edilen, dogal ve her yerde
bulunan bir polisakarit olan kitinin N-deasetilasyonu ile elde edilir [114]. Kitosan, diisik
maliyetli, biyobozunabilirlik, biyouyumluluk, antimikrobiyal ve bdcek o6ldurici
aktiviteleri, ylksek ila¢ ytkleme kabiliyeti ve muko-yapisma 6zellikleri nedeniyle, ilag
dagitiminda kullanilan en popliler biyopolimerdir [108], [115], [116]. Ek olarak, kitosan
bitkilerde kontrolli uygulama icin inorganik bilesikleri selatlama kabiliyetine sahiptir
[46]. Kitosan'a benzer sekilde, pektin polisakariti de biyouyumlu ve biyobozunurdur.
Ayrica bu polimerler, gida endistrisinde ve biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak

kullanilmaktadir [109].
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Nanoagropartikil formilasyonlari icin kullanilan sentetik polimerler arasinda, poli
(laktik-ko-glikolik) asit (PLGA), poli (e-kaprolakton) (PCL), poliglutamik asit veya
poliglikolitler (PGA), poli (vinil alkol) (PVA), poli (sitrik asit) (PCA) ve polietilen glikol
(PEG) bulunmaktadir [117], [118], [119], [120], [121], [122]. Sekil 2.4 polimerik NP’lerin

hazirlanmasinda en sik kullanilan polimerlerin kimyasal yapilarini gdstermektedir.

Polimerik NP’ler, 6dnceden var olan polimerlerden veya monomerlerin dogrudan
polimerizasyonu yoluyla sentezlenebilir [82]. Fiziksel yapilarina gére nanokapsil veya
nanokire olarak siniflandirilirlar (Sekil 2.4). Nanokapsiller polimerik vezikiler bir yapi
ve i¢ faza sahipken, nanokireler polimerik zincirlerle kati bir matriksel organizasyon

gOsterir [123].

Nanokiire 1
OH /OH OH
PR \_~0 /\ 0
HO N A
H0\/A"'OHO | Qo N OH
2 NH;

"]

“n

Kitosan

PLGA PEG

Polimerik Matriks

i¢ Cekirdek

PCL
Nanokapsul

Sekil 2.2 Nanokire (matris sistemi) ve nanokapsul sistemlerinin sematik gdsterimi ve

bunlari Gretmek icin kullanilan bazi 6nemli polimerlerin kimyasal yapilari [124]

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

PLGA, biyobozunur ve biyouyumlu olmasindan dolayi, polimerik NP’lerin Uiretiminde
siklikla kullanilan polimerlerden biridir. PLGA’nin hidrolizi; polimerin metabolit

monomerlerine yani laktik asit ve glikolik aside donlismesine yol acar (Sekil 2.5) [26].
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Polimerik hidrolizi ile aciga cikan her iki monomer de endojendir ve krebs cevrimi
yoluyla viicut tarafindan kolayca metabolize edilir. Boylece minimal sistemik toksisite
ile ilag dagitim veya biyomateryal uygulamalar igin PLGA kullanimi 6nem
kazanmaktadir [125]. PLGA, FDA ve EMA tarafindan insanlarda kullanilan gesitli ilag
tastyict sistemlerde onaylanmigtir. PLGA polimeri, farkli molekiler agirliklar ve
kopolimer bilesimleri ile ticari olarak temin edilebilir. Bozunma siresi, molekdler
agirhga ve kopolimer oranina bagl olarak birkag¢ ay ila birkag yil arasinda degisebilir
[126]. PLGA bicimleri genellikle kullanilan monomer orani ile tanimlanir. Ornegin, PLGA

50:50, bilesimi %50 laktik asit ve %50 glikolik asit olan bir kopolimeri tanimlar [127].

PLGA oldukca distik toksiteye sahiptir, dogal hali amorftur. Poli (laktik) ve poli (glikolik)
asit solvent icinde disiik ¢cozinirlikte olmakla birlikte, PLGA, tetra hidrofuran, aseton,
etil asetat ve klorlu solventlerde dahil olmak Gzere pek ¢ok ¢6ziicii madde icerisinde
cOzlinebilmektedir. PLGA 0Ozellikle implant ve protez teknolojisinde, dikis, gida ve

ozellikle ilag yukli NP’lerin Giretimi teknolojisinde kullanilmaktadir [128].

Polyester PLGA, poli laktik asit (PLA) ve PGA bir kopolimeridir (Sekil 2.5). Tasarim ve
verim acisindan ilag dagilimi icin kullanilan polimerler icinde en iyi tanimlanmis
olanidir. PLA, tipik olarak klasik kimyasal formiliinde sirasiyla D veya L formunda ve
bazen R ve S formunda tarif edilen bir asimetrik a-karbon igerir. Polimer PLA'nin
enantiyomerik formlari poli D-laktik asit (PDLA) ve poli L-laktik asittir (PLLA). PLGA ise
genel olarak D ve L-laktik asit formlarinin esit oldugu durumlarda poli D, L-laktik-ko-

glikolik asit olarak ifade edilmektedir [25].

PLGA'nin biyodegradasyon derecesi laktik ve glikolik asitin polimer zincirindeki molar
oranlarina, polimerin molekil agirhgina ve camsi gecis sicakhigina goére degisiklik
gosterir. PLGA’lar, PLA ve PGA’'nin gesitli miktarlarda (35:65, 50:50, 65:35, 75:25) bir
araya gelmesinden olusmaktadir. Laktik asit orani azaldik¢a pargalanma hizi ve ilacin

salim miktari da artmaktadir [129], [130].
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Sekil 2.25 PLGA’In formlt [131]

Piyasada bulunan ticari PLGA kopolimerleri fonksiyonel gruplarina gore tge ayrilr.
Birinci olarak serbest karboksilik asit grubu, sonra ester grubu ve son olarakta alkil
esteri grubudur. PLGA'nin ticari gesitlerinin adlandiriimasinda fonksiyonel gruplari ve
molekil agirligi géz oniinde bulundurulmaktadir. Ester ve alkil esteri tasiyan PLGA
cesitleri, serbest karboksilik asit tasiyanlara goére daha uzun sirede bozunma

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

2.2.4 Nanopartikiil Uygulamalarin Hiicreye Etkileri

Bilindigi gibi, dogal ve sentetik polimerler, nanopartikiil temelli, biyoaktif molekillerin
kontrollii salim sistemlerini gelistirmek icin kullanilan malzemelerdir [136].
Nanopartikiil Gretiminde kullanilan polimerler arasinda, PLA, PGA ve bunlarin
kopolimerleri olan PLGA bazli polyesterler, tasarim ve performans agisindan en iyi
tanimlanmis polimerlerden bazilaridir [137], [138], [139], [140], [141]. PLGA temelli
NP’ler (10-1000 nm) veya mikro tanecikler (1-100 um) PLGA’nin biyolojik uyumluluk
kapasitesinin yliksek olusu, iyi biyodegredasyon 6zelliklerine sahip olmasindan dolayi

oldukga fazla ¢alisiimaktadir [142].
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2.2.4.1 Sitotoksik Etkileri

Hiicresel toksisite, in vivo degerlendirmelerden once ilag yukli NP’lerin hedef
hiicrelere karsi spesifikligini ve etkinligini degerlendirmek igin yapilan in vitro
analizlerdir. NP’lerin hicresel alimini kontrol etmek icin, NP’ler, FITC gibi uygun
floresans problariyla etiketlenir ve bu islemi, floresans etiketli NP’lerin hicreler ile
inkiibe edilmesi takip eder. inkiibasyon sonrasinda fazla NP’lerin uzaklastirilmasinin
ardindan, hicrelerin NP alimi floresans mikroskop ile (floresans dagilimi) gorsellestirilir
[143]. Sitotoksisite analizi ise, NP’lerin belirli bir siire boyunca hicrelerle inkibe
edilmesinden sonra gerceklestirilir. Daha sonra, hicreler yikanir ve taze ortam ile
desteklenir. 72 saatlik ek kiltirlemenin ardindan iyi bilinen MTT deneyi ve ATP deneyi

gibi uygun protokollerle hiicre canhligi degerlendirilir [144].

NP’lerin hiicre toksisitesi, nanomalzemelerin olumsuz etkilerinin degerlendirilmesini
saglayan en énemli belirtectir. Ornegin, bakir oksit toksiktir ve hiicreleri 6ldirdigu
bildirilmistir [145]. Hlicre zar negatif ylik tasidigi icin pozitif yikld NP’lerin hiicre zar ile
temas ettiklerinde hiicre zari ile baglanarak elektrostatik sekilde hiicre iletisimini bloke
ederler ve hiicrenin olimiine yol acarlar. TiO, Fe304, ZnO, Al,03, Ag, Au, NiO ve CrOs
NP’ler ve karbon nanotipler gibi karbon bazli nanomalzemeler gibi ¢esitli NP’ler, hiicre
morfolojisi, mitokondriyal fonksiyon, apoptoz ve plazma gegirgenligini etkileyen
sitotoksik etkileri arastiriimaktadir. Bircok calismada bu NP’lerin hiicre morfolojisini
degistiren ve zarar veren toksik etkilerinin oldugu bildirilmistir [146], [147], [148],
[149], [150], [151], [152], [153].

Aslinda, serbest olarak salinan ilaglarla karsilastirildiginda, NP tarafindan enkapsiile
edildikten sonra ilaglarin hiicresel toksisitesinin énemli Olclide azaldigi belirtilmistir
[154]. PLGA bazh NP’ler glinimizde en umut verici ilag tasiyicilari arasindadir, ancak
bunlarin bitkilerde kullanimi yeterince arastirilmamistir. Ginimiuizde, PLGA NP’lerin
hayvan hicrelerinde sitotoksik etkisi olmadigi go6sterilmesine ragmen, bitki
hicrelerinde sitotoksisitesi ve genotoksisitesi hakkinda yeterli rapor bulunmamaktadir
[62], [155], [156], [157]. Bu NP’lerin bitki dokularindaki etkisini ilk defa Valletta ve ark.
[42] 2014'de Vitis vinifera L. hiicre hatlari (izerinde arastirmistir. Bu ¢calisma sonucunda

canlilik testleri ile PLGA NP’lerin V. vinifera kiltlrlG hicreler icin sitotoksik olmadigi
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gosterilmistir. Ayrica, PLGA NP’lerin 6nemli bazi bitki hastaliklari etmeni olan mantarlar
tarafindan alinmasinin da gézlemlendigi bu ¢alismada, PLGA NP’lerin fungal hiicreleri
etkisiz hale getirmede mantar Onleyici bilesikler sunmak igin kullanilabilecegini

gostermistir.

2.2.4.2 Genotoksik Etkileri

NP’ler, bitki yUzeylerinin capraz bagh (hicre duvari) bariyerinden kolayca gecebilen ve
sitotoksik etki gosterebilen kiiciik boyutlara sahiptir [156]. Bitki organlari, hicre
duvarinin sizdirmazhk yetenegine ragmen, NP’lerin hiicre igine girisini engelleyemezler.
Bunlar bitkiye girdikten sonra insan igin avantajli etkilerinin yani sira zararli etkileride
Uretilebilirler [156]. Eichert ve ark. (2008), yaklasik 43 nm blydkliginde polimerik
NP’lerin stoma yaprag! yoluyla Vicia faba icine gecebildigini bildirmislerdir. Bunun
yanisira toplamda 29 calisma, ¢cogu Allium sp (n = 22), Nicotiana sp (n = 4) ve Vicia sp (n
= 4) model bitkilerinde gerceklestirilen farkli NP’lerin (Ag, Zn, Au, Ti, In, Fe, Cu, Al, Ce,
Ni ve Al) genotoksisitesini bildirmistir. Ancak bitkilerde penetrasyon ve translokasyon

ve toksisite mekanizmalari hala tam olarak anlasilamamistir [101], [102], [158].

Nanoyapili tasiyici sistem tasarlanirken; parcacik buylkligl, yik, kimyasal ylzey ve
diger fiziko-kimyasal 6zelliklerin kontroll ile polimerik nanopartikiliin belirli zamanda
(¢cozUnarlugl ve saliminin galisilmasi) hedeflenen bdlgeye penetrasyonunu saglamak
icin dizayn edilmesi gerekmektedir [159]. Cogu polimerin yilksek uyumlu, biyoaktif
bilesigi koruyan, biyouyumlu ve kolay biyobozunur ozellikte olmasi, farkli tarim-
kimyasallari [124] ve gen aktarimi [60] icin nano tasiyicilarin gelistirilerek
kullaniimalarini tesvik etmektedir. Bu nedenle, NP’lerin toksik etkinin asilmasi ve
bunlarla ilgili detoksifikasyon calismalarinin arastiriimasi ¢ok 6nemli bir arastirma
alanidir [155]. Ozellikle polimerik NP’ler {izerinde yapilan genotoksik calismalar oldukca
azdir. Bu calisma ile PLGA NP’lerin yonca hiicre hatlarindaki genotoksisitesi ilk defa

calisarak, literatiire katki saglanacaktir.

2.3 Bitkilerde Yaygin Kullanilan Gen Aktarim Yontemleri

Biyokimyasal ve farmasotik uygulamalara kiyasla, agrokimyasal tasiyan polimerik

NP’lerin potansiyel kullanimlarinin arastirilmasinda laboratuvar ortamlarinda énemli
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ilerleme kaydedilmesine ragmen, tarimda [124] ve bitki gen aktariminda [160] NP’lerin

kullanimi halen baslangi¢c asamasindadir.

Bitki genetik miihendisligi hayvan sistemlerindeki ilerlemenin gerisinde kalmistir;
bitkilerde uygulanan geleneksel biyomolekil dagilim yéntemleri hiicre duvarlarindan
dolay! hicre ici tasinmasinda zorluklara sahiptir. Bunun sonucu olarak bitki genetik

transformasyon etkinligi sinirlanmaktadir [11].

2000°’li yillardan beri gida ve tarim alaninda milyarlarca dolarlik bir endistri olan
rekombinant DNA teknolojisinin [161] geleneksel uygulamalariyla, ginimizde bitki
biyoteknolojisi, hormonlar, pihtilasma faktorleri, herbisite dayanikli bitkiler, enzimler

ve asilar gibi cok cesitli alanlarda kullanilmaktadir.

Kirk yili askin bir sliredir tarima uygun arazi miktarindaki %10’luk azalmaya karsin
diinyay! nufusu yaklasik iki katina ¢ikmistir. Ayrica, son kirk yilda kisi basina diisen
diinya gida lretimi %25 artmistir. Buna care olarak da bitkilere gen transferi ile gelecek
nesillerin, gida ve enerji ihtiyacinin karsilanmasinin mimkin oldugu disinilmektedir
[32]. Tarimsal Biyoteknoloji Uygulamalarina iliskin Uluslararasi Hizmet (ISAAA) Kurulusu
(1996-2016) %90"1 gelismis Ulkeleri kapsayan 28 ilkedeki 17 milyondan fazla ciftcinin,
genetik mihendisligi bitkilerinden (biyoteknolojik mahsul), yaklasik 186,1 milyar dolar
ekonomik kazang sagladigini bildirmistir [162].

Trangenik bitki teknolojisi (bitkilere dogrudan gen transferi), klasik i1slah yontemleri ile
yapilmasi mimkin olmayan degisikliklerin yapilmasini saglar. Kendi pestisitlerini
Ureten, herbisitlere dayanikli, asi ve biyoyakit gibi Urlnler Ureten bitkiler ticari olarak
onemli potansiyeli olan gelismelerden birka¢ tanesidir. Glnlimizde, transgenik
bitkilerin dlinya tarimindaki yayginhigi giderek artmaktadir. Bir yandan, kithk Diinyada
sorun olmaya devam ederken, daha besleyici ve verimli besinlerin hizli Gretimi de
tartisma konusudur. Ote yandan bazi sektdrler denemelerin insan saghgl ve cevre
acisindan zararlh olabilecegini distinmektedir. Her durumda tarimsal biyoteknoloji

devriminin durdurulmasi mimkin degildir [32].

Bu nedenle, bitki biyoteknolojisinde ana hedefler bitkilerde transgenik DNA miktarini
en aza indirmenin vyani sira, ilgilenilen o6zelliklere sahip transgenik bitkiler

olusturmaktir. Bunu yaparken DNA gen ekspresyonunun ve performans o6zelliginin

19



maksimum kararlilikta olmasi istenir. Burada kullanilan gen aktarim y&ntemlerini;
biyolojik, kimyasal ve fiziksel olmak Uzere 3 ana grupta siniflandirmak muimkindir
[163]. Bitkiler icin mevcut biyomolekil aktarim yontemleri ve karsilan zorluklar Cizelge

2.1’de 6zetlenmistir.

2.3.1 Biyolojik Yontem

Yiksek vyapili bitkilerde transgenik bitki olusturmak igin A. tumefaciens ve A.

rhizogenes’e [163] ait plazmit vektorler (transformasyon) kullanilmaktadir [161] .

2.3.1.1 Agrobacterium tumefaciens ile Gen Aktarimi

A. tumefaciens, bircok farkh bitki tirinde tag¢ gal (timor) hastaligina neden olan
fitopatojenik Gram-negatif bir toprak bakterisidir. Bu bakteriler bitki kaltard
hormonlari ilave edilmeden basit kiltlr ortaminda in vitro olarak kolayca cogaltilabilir
[164]. Bu hastalikta timor olusumu, bakterinin tasidigi Ti plazmiti nedeniyle
gerceklesir. Tumoru indikleyen bu Ti plazmiti, bitkiyi enfekte ettiginde T-DNA olarak
bilinen kismini, konak bitki niikleer genomuna entegre eder (Sekil 2.6). Bu T-DNA’daki
timor yapan genler cikarilarak, yerine istenilen yabanci genler sokulabilir ve A.
tumefaciens enfeksiyonu ile rekombinant DNA bitki hiicrelerinin genomuna girmis olur
[161]. Bu ozellik bitki biyoteknolojisinde yaygin olarak kullaniimaktadir ve transgenik

bitkilerin Gretilmesinde kullanilan en 6nemli ara¢ Agrobakterium’dur [165].

Son otuz vyilda, Agrobakterium'un biyolojisi bu uygulamalarda ciddi bigimde
incelenmistir ve yontemin dezavantajlari 6zetle soyle agiklanabilmektedir; distk kopya
sayisi ve blyudk boyuttaki Ti plazmitleri nedeniyle, plazmit manipllasyonu ve
izolasyonununda ciddi zorluklara yol agmaktadir. Ayrica tim dokular veya bitki turleri
Agrobakterium'a duyarh olmadigi icin, donstirilebilen bitki tirleri arahgl da sinirhdir

8], [10].
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Gizelge 2.1 Bitkilerde en ¢ok kullanilan transformasyon yontemleri; avantajlari ve

dezavantajlari

Yontem Prosediir Avantajlar Dezavantajlar
Biyolojik
Agrobacterium Bakteride bulunan DNA Mutlak genom entegrasyonu Kullanimi kolay olmayan
tumefaciens plazmidinin (Ti-plazmiti) gergeklesir, dusiik kopya cesitli parametreler,
T-DNA bolgesinden sayisina ragmen transgen transformasyon verimliligini
yararlanilir. Agro- kolayca yerlesir. Genin ve bitki rejenerasyonunu
enfeksiyonu sonucunda entegrasyonu, kalitimi ve etkiler. Streg yavas
T-DNA bolgesi bitki ifadesi yeni jenerasyonlar gerceklesir. Bitkiye
hicrelerine aktarilir ve boyunca kararhdir. Farkli hiicre | bilinmeyen genetik ifadeler
DNA’si ile kalici olarak tiplerinde kullanilabilir. Birgok Ureten gereksiz vektorlerin
batlnlesir. dikotiledon ve bazi aktarilabilir. Steril yéntemler
monokotiledon tarla bitkileri gerektirir.
icin tekrarlanabilir ve verimli
protokoller gelistirilmistir.
Yiksek verimlilik.
Kimyasal
PEG Elde edilen plazmit, Uygulamasi kolay ve ekipman Transformasyon verimi
protoplastlarla yavasca ihtiyaci pahal degildir. duguktir. Protoplastlarin
karistirilir. CaCl2, mannitol kullaniimasindan dolayi,
gibi maddeler ortama trangenik olan
eklenerek PEG ¢ozeltisi ile protoplastlarin bitki
karistirilir. olusturma rejenerasyonu
duguktar.
| Figiset | T 0
Mikroenjeksiyon | Bir enjeksiyon pipetiile Transformasyon verimi son Pahali, zahmetli ve yavastir.
bitki hiicresine dogrudan derece yuksektir. Plazmitlerin Sadece bir hlicre tranfekte
DNA aktarimiile ve bltln kromozomlarin olur. Butlin organizma igin
gerceklestirilir. girmesine imkan verir. uygun degildir.
Elektroporasyon DNA, giigli elektrik Gegici transformasyon verimi Kararli transformasyon
atimlanyla indiklenen oldukga yuksektir. Kolay, hizh verimi diistktir. Zahmetli
hiicre zarinin ve ucuzdur. TUm bitki protokoller gerektirir ve
gecirgenliginin artmasiyla | protoplast ve farkli hiicre esas olarak protoplastlara
porlardan igeri sokulur. cesitlerine uygulanabilir. uygulanir.
Gen Tabancasi Genlerle kapli yliksek Basittir. Hlcre duvarinin 6n Yiksek maliyetli ve
(Biyolistik) yogunluklu tastyici islemine gerek yoktur. Hiicrenin | transformasyon verimi
partikiller hiicreye hizlica | fizyolojik 6zelliklerinden dusuktdr. Kullanilan her bir
atilir ve DNA'y1 bir bagimsiz olarak farkli hiicrelerin | biyolojik hedefe gore siirekli
adsorpsiyon transformuna izin verir. Coklu optimize edilmelidir.
mekanizmasiyla hiicre transgen aktarilmasina olanak Transgenlerin ¢oklu
icine birakirlar. verir. kopyalarinin aktariimasi,
DNA ve hiicrelerin zarar
gormesi riski vardir.
Silikon karbid Silikon karbid fiberler Basit, hizli ve ucuzdur. Farkli Cok dustik verimlilik
fiberler asinmaya neden olacak bitkilerde ve hiicre tiplerinde (biyolistikten daha dustik).
sekilde doku sinirlama olmadan kullanilabilir. | Hiicrelerin rejenerasyon
stispansiyonu ile yeteneklerini etkileyecek
karistirilir ve DNA'nin igeri sekilde zarar gérmesi.
iletimini saglar. Fiberlerin solunmasi
nedeniyle ¢alisanlar igin
tehlikeli olabilir.
Ultrasonikasyon DNA molekiilleri, hiicre Basit ve glivenli. Oldukga Hicresel hasara neden
zarinin gegirgenligini verimlilige sahiptir. Ozellikle sivi | olabilir. Standart olmayan
gegici olarak degistiren ozellikteki hiicresel bitkilerde protokolleri vardir.
akustik kavitasyon yoluyla | daha etkilidir. Farkli hiicre
hiicrelere aktarilr. cesitlerine uygulanabilir.
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2.3.2 Kimyasal Yontemler

Kimyasal yontemler, esas olarak DNA ile kompleks olusturarak taslyici gorevi yapan
kimyasallara baghdir. Bu yontemler, katyonik bilesiklerin ve rekombinant proteinlerin

bir tasiyici olarak kullanilmasini icermektedir [166].

2.3.2.1 PEG Araciligiyla Gen Transformasyonu

Son yillarda bu yéntem in vivo ¢alismalarda, protein yapilari ve komplekslerinin
subselular yerlesimiyle gecici gen transformasyonunu ve genlerin susturulmasini
mimkin hale getirmistir. Kalici gen transformasyonuna gore daha hizli ve gen
ifadesinin haftalar icinde analizine olanak tanimasi 6nemli avantajlarindandir [167]. Bu
nedenle, oldukca etkili bir yontem olan polietilen glikol (PEG) aracili protoplast
transfeksiyonu en c¢ok kullanilan tekniklerden biridir [168], [169]. Bu yontemde
kullanilacak protoplastlar genellikle klorofili bol (yaprak, fide vb) mezofillerden
enzimatik yolla elde edilir [168]. istenilen geni tasiyan plazmit, protoplast ile hafifce
karistirilarak hiicre DNA’sina aktarilir [170]. Bu yoniyle elektroporasyona benzer ancak

elektriksel atim yerine PEG eklenmesi ile aktive olur [170]. Ozel aletlere ihtiyag
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duyulmadan kolayca uygulanmasina ragmen transformasyon basarisinin diisiik olmasi
ve istenen dizeyde protoplastin rejenerasyonunun gerceklestiriiememesi onemli
dezavantajlar yaratmaktadir. Bu yontem transgenik arpa ve misir gibi monokot
bitkilerde basariyla uygulanmistir [170], [171]. Bunlarin yani sira arabidopsis, titdin,
misir, piring, UzUm gibi cesitli bitkilerde de farkh calismalar gerceklestirilmistir [169],
[172], [173], [174].

2.3.3 Fiziksel Yontemler

Ozellikle biyolojik yontemlerin monokotlarda dezavantajli olmasi nedeniyle, dnemli
tahil Urinleri olan piring, bugday, misir ve yulaf gibi bitkilerin manipllasyonu igin
alternatif teknikler gelistirilmistir [175]. Elektroporasyon, mikroenjeksiyon, silisyum
karpit ve mikropartikiil bombardimani, transgenik dokulari ve bitkileri Gretmek icin

basariyla kullanilan dogrudan gen transfer teknolojileridir [5].

2.3.3.1 Mikroenjeksiyon

ilk olarak yaklasik 30 yil 6nce bildirilen, tiim transfer ydntemlerinin en yaygin kullanilan
dogrudan ve en etkili ydontemlerinden biri, mikroenjeksiyondur [176], [177]. Bu, 0.5
um'den kiglik ince ucu olan cam mikropipetler kullanilarak tek bir hiicrede
gergeklestirilen mikrocerrahi bir prosedirdiir. Genetik materyali iceren sivi hidrostatik
basing kullanilarak mikropipetle enjekte edilir [178]. Enjeksiyonlar tipik olarak, bir
mikroskop  kullanilarak  dogrudan  gorsel kontrol altinda  gergeklestirilir.
Mikromanipilatérin yiksek hassasiyetiyle birlestirilmis bu mikropipetlerin kliglik ug
¢aplari, dogru ve kesin DNA iletimi saglar ve ilgili genin, hicrelerin hiicre ¢ekirdegine
veya sitoplazmasina enjekte edilmesi icin kullanilir. Mikroenjeksiyonun, transfer verimi
% 100'e kadar olabilmektedir [179]. Cok cesitli molekiiller enjekte edilebilir ve hatta
bitlin organellerin enjeksiyonu bile rapor edilmistir [180] ve ilgilenilen molekdiller de
enjekte edilebilir. Hlicre dongilsinin ve hicre kiltird kosullarinin tanimlanmis

asamalari enjeksiyondan 6nce, sirasinda veya sonrasinda degistirilebilir [179].

Mikroenjeksiyon en basit gen aktarimi olmasina ragmen uygulanmasi zordur.
Proniikleer DNA enjeksiyonu ¢ok etkili olsa da uygulayici icin zahmetli bir islemdir ve

tekrarlanabilir sonuclar rutin olarak elde edilinceye kadar uzun bir egitim siresi

23



gerektirir. Klasik mikroenjeksiyon metodolojilerinin bir baska dezavantaji, bir deneyde
yalnizca birka¢ hilicreye (100-200 tekrar sayisi gerekir) enjekte edilebilmesidir.
Mikroenjeksiyon igin kullanilabilecek hiicre tiplerinde de bir sinirlama vardir.
Sispansiyonda yetisen kiltirlerin ve sadece kiglk hacimli ¢cekirdek veya sitoplazmaya
sahip olan yapisik hicrelerin kullanimi daha zordur [179]. Sonuc olarak, gen aktarim
islemini basitlestirmek ve verimliligini artirmak igin bagka fiziksel teknikler

gelistirilmistir [178].

2.3.3.2 Partikiill Bombardimani (Gen Tabancasi)

Partikil bombardimani, biyolistik (ayrica biyobalistik veya Gen tabancasi olarak da
bilinir) metodu olarak adlandirilan gen transfer metodunun bir parcasidir. Bu
yontemde, DNA veya RNA biyolojik olarak kararl partikillere (altin veya tungsten gibi)
yapisir. Daha sonra, DNA-partikiil kompleksi, hedef dokuya vakum altinda kuvvetli bir
sekilde ateslenerek hizlandirilir. Bu sekilde, transgenler, hilicrenin genomuna veya
plastomuna iletilebilir [179]. Gen tabancasi (Sekil 2.7) transferinin etkinligi hiicre tipi,
hiicre baylumesi kosulu, kaltir ortami, gen tabancasi mikropartikil tipi, gen tabancasi

ayarlari ve deneysel deneyimler gibi 6zelliklere bagli olabilmektedir [179].

Partikil bombardimani ilk olarak Sanford tarafindan tasarlanmistir [181]. 1980'lerde
Agrobakterium ile transformasyonuna uygun olmayan bitkileri genetik olarak Gretmek
icin gelistirildiginden beri; deneysel amaglar, tarimsal uygulamalar, kararli bigimde
transforme edilmis dokular ve gen ekspresyonu icin tasarlanan bitkilerin tretimi igin
glcllu bir ara¢ haline gelmistir [5]. Partikil bombardimaninin uygulanmasi, 1990'l
yillarda, ¢ok cesitli bitki tirlerinde transgenik bitkilerin Gretilmesinde [182], [183]

basarih bir sekilde kullanildigi igin hizla gelismistir.
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Sekil 2.7 Partikiil Bombardimani (Gen Tabancasi) [184]

Bu yontemin avantajlari hemen hemen her tirli hiicre veya dokuyu uygulanabilir
olmasidir. Cihazin kullanimi kolaydir. Cok sayida 6rnek teknisyenler tarafindan kisa
slirede uygulanabilir. Binary vektorlerde rutin uygulanabilmektedir. Ayrica gecici gen
ekspresyonu birkag gilin icinde incelenebilir. Siki dokularda farkli gen yapilarinin gegici
ekspresyonunu degerlendirmek igin elverisli bir yontemdir [5], [163]. Bu ydntemin
dezavantajlari ise, gen aktarim verimliliginin olduk¢a dusik olmasidir [185]. Sarf
malzemeleri olduk¢a pahali olmakla beraber, yontem hiicrelere veya dokulara hasar
vermektedir [179], [186]. Ayrica, Agrobakterium aracili transformasyonun aksine,
biyolistik aktarim, genetik kargonun spesifik olmayan lokalizasyonuna bagh olarak
istenmeyen bir sekilde nukleer, plastidal veya mitokondriyal genomlarin

transformasyonu ile sonuclanabilir [11].

2.3.3.3 Elektroporasyon

En popller fiziksel gen aktarim yontemi elektroporasyondur. Bunun nedeni dislk
verimlilige sahip olmasina ragmen c¢abuklugu, disik maliyeti ve basit olmasidir. Bu
yontemle genetik transformasyondan sonra bitkinin rejenerasyonu icin ise zahmetli

protokoller gerektirir. Ancak baslangicta sadece protoplastlara gen aktarimi igin

25



gelistirilen bu yontemin [184], [187], [188], [189], [190], daha sonra bitin bitki

hiicrelerinde ¢alistigi ortaya ¢cikmistir [191].

Pratik olarak, elektroporotor ile olusturulan yiksek elektrik alanlari, protoplastlara
veya sivi kiltlr ortaminda yetisen sispanse hiicrelere uygulanir (Sekil 2.8) [192].
Yontem, bir kapasitér bosalmasiyla, bazi cihazlarda (3000)'e kadar yiksek voltaj
saglayabilen elektriksel atim ile uygulanir [193]. Uygulanan voltaj ve zaman, kullanilan
hiicre tipine gore belirlenir. Elektriksel atim uygulamasiyla istenilen DNA; hayvan, bitki
ve bakteri hicrelerine aktarilabilir. Elektroporasyonla transfeksiyon verimini etkileyen
faktorler ise soyle siralanabilir; uygulanan elektrik alan siddeti ve uzunlugu, sicaklik,
DNA konformasyonu, DNA konsantrasyonu ve transfeksiyon ortaminin iyonik bilesimi,
vb [178]. Bir elektroporasyon uygulandiginda sonug, gecici gozeneklerin olusmasidir.
Olusan gozenekler 20-120 nm arasindadir. Gozenekler tekrar kapanmadan 6nce, hedef
molekiller hiicrelere girer [194], [195]. Gegirgenligin 6n kosulu, uygulanan elektrik
alaninin  kritik esik degeri gecmesini gerektirir. Hiicre slispansiyonu icin,

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

( T-—--"’ Kapak
Hazne =
_Hiicre
Elektrotlar slispansiyonu
N

* )

Sekil 2.8 Elektroporator [184]
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Gen transferinin elektroporasyonla elde edilebilecegini ilk olarak, Neumann ve
arkadaslari 20 yildan fazla bir siire 6nce fare myeloma hiicreleri lizerinde yaptiklari
calisma ile gostermislerdir [198]. Daha sonra, elektroporasyon sisteminde elektrik alan
sarji kullanilarak, olgunlasmamis misir embriyolarin kararl transformantlari Gretilmistir
[199]. Ancak, genellikle protoplastlarin eksplant olarak kullanilmasi transformantlarin
rejenerasyonunu zorlastirmaktadir. Hatta yontem siki dokulara uygulandiginda, doku
hiicre ceperlerinin elektroporasyonu engelleyen bariyer olusturdugu gozlemlenmistir

[170].

2.3.3.4 Slikon Karpid Araciligiyla Gen Transformasyonu

En sade yontemlerden biri olan silikon karpid aracili transformasyonun kullanimi ilk kez
Kaeppler ve ark. tarafindan, 1990 yilinda bildirilmistir [200]. Silikon karbid lifler
hiicreleri 6ldirmeden delik acabilme yetenegine sahiptirler. Bu 6zelligi kullanilarak,
silikon karbid aracili transformasyon metodu ile misir ve titlin [200] ayrica pamuk ve
yerfistigi gibi bitkilerde genetik transformasyon basariyla uygulanmistir [201], [202].
Yontem, cesitli hicreler icin etkili bir sekilde uygulanabilen kolay, ucuz ve hizli bir

prosedirdiir [189], [203], [204].

Bu tir calismalarda bitki hicre duvari, DNA aktariminda her zaman bir bariyer
olmaktadir. Calismada silikon karbid lifler 10-80 mm uzunlugunda ve 0.6 mm gapinda
kullanilmaktadir. Bu lifler sert ve kolayca kirilan keskin uglara sahiptirler [205]. Silikon
karbid lifler, bir vorteks, calkalayici veya blender kullanarak bir doku slispansiyonuna
(hticre kiimeleri, olgunlasmamis embriyolar veya kallus) ve plazmit DNA'ya eklenir.
DNA kapli lifler, hiicre zarina, bitki hiicreleri ve lifler arasindaki ¢arpismalarin yarattigi
kiicik deliklerden girer [206]. Silikon karbid lifler negatif ylkli olduklarindan DNA ile

bag yapmaz ve bu sayede aktarim verimliligini diisirmezler [207].

Yontemin tam olarak genetik transformasyon mekanizmasi bilinmemektedir, ancak
silikon karbid liflerinin gl¢li ve keskin kenarlarinin ¢arpistiginda hicresel ceperi
keserek DNA'nin hedef hiicrelere girmesine izin veren igneler gibi davrandigl 6ne
slrllmustir [205], [206]. Yontemin verimliligi, lif blyUklGgline, girdap parametrelerine
(tar, stre ve calkalama hizi), damar sekline, bitki tlrlerine ve hiicre o6zelliklerine,
ozellikle hicre duvarinin  kalinhgina baghdir [205]. Pahali ekipman, maliyetli
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malzemeler veya kalifiye teknisyenler gerektirmediginden, blylk &lgekli gen
aktarimlari icin Gmit verici bir yéntem olarak kabul edilmektedir [208]. Ustelik yontem,
yerlesik protokoller araciligiyla [204], farkh bitkilerin kararli transformasyona izin verir.
Bununla birlikte, distk gen aktarim verimliligine sahiptir ve rejenerasyon yeteneklerini
etkileyerek hiicrelere zarar verebilir. Ayrica, laboratuvar personelinin lifleri solumasina
engel olmak icin cok dikkatli olunmalidir, ¢liinkii solunum tehlikesi olusturabilir ve

tehlikeli atik olarak degerlendirilmelidir [209], [210], [211].

Fiberlerin bir DNA slispansiyonu ile ¢alkalanmasinin, gen aktarim verimliligini
arttirmadigi kanitlanmigtir [212], ki bu, fiberlerin DNA'y1 hiicrelerin igine tasimadigini,
ancak delinme ve asinma mekanizmalariyla transferini kolaylastirdigini géstermektedir
[206]. Ayrica hiicrelere DNA da ekleyebilen, silisyum karbir, silisyum nitrat ve cam gibi
silikon karbid liflerininkilere benzer 6zelliklere sahip baska malzemeler de vardir ancak,

transformasyon verimliligi daha disliktir [204].

2.3.3.5 Ultrasonikasyon Uygulamasi

Daha once tarif edilen transformasyon yontemlerinin sinirlamalari, tarimsal bitki
hiicrelerine ekzojen DNA eklenmesi i¢cin daha verimli, daha kolay ve daha glivenli
teknikler arayisini tesvik etmistir [205], [213], [214], [215], [216], [217], [218], [219],
[220], [221]. Ozellikle en vyaygin kullanilan Agrobakteriyum aracili  bitki
transformasyonu; hem her bitkiye uygulanamamasi hemde Agrobakteriyum’un dogru
hicre dokusu ve hiicresine ulasamamasi sebepleriyle dezavantajlidir. Agik tohumlu, tek
cenekli ve cift cenekli cesitli bitki gruplarindaki bu problemleri asmak ve DNA
aktarimini arttirmak hedefiyle uygulanan yéntemlerden biri de ultrasonik dalgalardir.
Bu yontem ozellikle bitki protoplastlarina gen aktarmak igin gelistirilen bir yontemdir

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

Sonoporasyon olarak da bilinen bu ultrasonik dalgalar; olusturdugu akustik kavitasyon
yoluyla hiicre zarinin gegirgenligini gecici [224] olarak degistirerek cesitli biyoetkiler
Uretebilmektedir [213], [219], [225], [226]. Dusik frekansli ultrasonikasyondan
(kilohertz), orta frekanslara (klinik sok dalgalari)) ve vyiksek ultrasonikasyona
(megahertz) kadar cok cesitli kosullarda akustik kavitasyon kabarciklarini indikleyebilir.
Bu olay, i¢ bitki dokusunun Agrobakterium'a maruz kalma yogunlugunu arttirirken,
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mikroskobik kanallar Uretir; boylece transfer edilen DNA'nin [227] gecici ekspresyon
seviyesini arttirmaktadir [219]. Bu sayede DNA gibi makromolekdllerin kolayca [228]
hiicrelerin icine alinmasi saglanir [225], [226], [229]. Ultrasonikasyon, uzaysal ve
zamansal 0zglllik ile hayvan hicrelerinin, in vitro dokularin ve protoplastlarin
transfeksiyon verimini arttirir [219]. Ayrica bu yontemin mezofil (yaprak) dokulari,
kokler, govdeler, sirglin meristemi, bitin halindeki fideleri, embriyonik slispanse
hiicreleri, somatik ve zigotik embriyolari ve genc¢ kotiledonlarda transformasyon
verimini arttirdig1 bilinmektedir [227]. Bu uygulamayla gen aktariimis bir¢ok transgenik
bitki mevcuttur [230], [231], [232], [233], [234]. Ancak, ultrasonikasyonun yol actigi
kavitasyon kabarciklarinin  hlicreye zarar verebilecegi ve zarini tamamen
parcalayabilecegi bildirilmistir [219]. Bu nedenle bitki hicrelerinin veya dokularinin
ultrasonikasyonla gliclendirilmis transformasyonu hakkinda ¢ok az arastirma yapildigi

soylenebilir [219], [235].

Gen aktarimi icin kullanilan ultrasonik dalgalar, sulu ortam boyunca yayilan 20 kHz'den
daha yiksek frekanslara sahip uzunlamasina basing dalgalari seklindedir. Yontemde,
biyolojik etki lireten dnemli bir mekanizma iletim, tasinim ve radyasyon yoluyla doku
emilimine bagh olarak hticrelerin 1sinmasiyla gerceklesir [225]. Ortalama biyolojik
sicakligin birka¢ derece (zerinde isitilmasi hiicre metabolizmasini arttirabilir ve
dokunun perfiizyonunu indukleyebilir [236]. Akustik kavitasyon, yani hizli basing
degisikligi ile Gretilen mikroskobik gaz kabarciklarinin bliyiimesi ve ¢okmesi bir baska
onemli olaydir [237]. Kavitasyon, zarda delikler agabilir veya onu pargalayabilir. Bu
olay! etkileyen parametreler sadece yogunluk, maruz kalma siresi ve merkezi frekans
degil, ayni zamanda uygulama tipi (slirekli veya atimli), atimin tekrarlanma frekansi ve
suresidir [238]. Kavitasyon, gaz kiitlelerinin varligina bagh oldugu icin, hiicresel bitkiler
Uzerinde, yani dokularinda kanallari veya lifleri olmayan mantar, liken ve yosun gibi
lifsiz canlilarda daha etkilidir. Bu uygulamanin yapildigi bir calismada, DNA, titln ve
pancarin protoplastlarina, 500 (0.5 sn) ila 900 (0.9 sn) milisaniye boyunca, 0.5 ila 1.5
W/cm?'de 20 kHz ultrasonikasyon uygulanarak aktarilmis ve gecici genetik
ekspresyonda elektroporasyon kullanimindan daha iyi bir verimlilik elde edilmistir

[222].
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Ultrasonikasyon yonteminde, eksplantlar bir mikro santriflj tlipinde birka¢ mililitre
ultrasonikasyon ortami iginde slspansiyon haline getirilir. Plazmit DNA (ve
muhtemelen tasiyicic DNA) eklenir ve hizh  karistirmadan sonra numuneler
ultrasonikasyon icin hazirlanir. Sonrasinda, hiicreler taze bliyime ortamina aktarilir.
Ses, frekans ve maruz kalma siiresi, alim verimliligini belirler [219], [225]. Yapilan diger
¢alismalarda, protoplastlarin plazmit DNA'nin varliginda 20 kHz ultrasonikasyona kisa
bir stire maruz kalmasiyla, seker pancarn (Beta vulgaris L.) ve titinde (Nicotiana
tabacum L.) kloramfenikol asetiltransferaz geninin gegici ekspresyonlari bildirilmistir
[222]. Yaprak parcalarinin ultrasonikasyonuyla tdtinin kararlh transformasyonu,
protoplast ultrasonikasyonunun kullanilmasina goére 1.5-2 saniyeden daha uzun
ultrasonikasyona maruz kalma stresi gerektirmistir [239]. Ultrasonikasyonun aracilik
ettigi bozulmamis doku transformasyonu, patates yumru disklerinde de test edilmistir
[234]. Ultrasonikasyon tekniginin cogu, bitki hiicrelerinde veya dokularinda sonikasyon
yardimi ile Agrobakteriyum aracili transformasyona yoneliktir [227], [240], ve bu
yontem dokuyu Agrobakterium varliginda kisa siire ultrasonikasyona maruz birakan bir
tekniktir. Deneyler, Agrobakterium aracili transformasyonun, hedef bitki hiicrelerine
veya dokularina ¢ok sayida mikro kanallar acarak Agrobakterium enfeksiyonunun
etkinligini buylk 6lctde arttirdigini tespit etmislerdir [213], [232], [233], [241], [242],
[243], [244], [245], [246].

Avantajlar:

* Ultrasonikasyon, teoride bakteriler, mantarlar, bitkiler ve memeli hicreleri dabhil

olmak lizere herhangi bir hiicreye DNA veya RNA iletebilir.
* Dogrudan fiziksel temas gerektirmeyen, invazif olmayan bir yéntemdir.
* in vivo olarak da kullanilabilir.

* Ultrasonikasyonun uygulama alanina 6zgi davranmasidir (ultrasonikasyon, kolayca

istenen bir hacimde uygulanabilir).

* Ultrasonikasyon parametrelerini manipiile etmek kolaydir [179].
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Dezavantaj:

in vitro ve in vivo olarak kullanilan ultrasonikasyonun transfeksiyon etkinligi nispeten

dislik bulunmustur [179], [247], [248], [249].

2.3.3.6 Nanopartikiiller ile Yapilan Gen Aktarim Caligmalari

Bitkilerdeki geleneksel biyomolekil transfer yontemleri, diisiik verim, tir araliginin
darligl, sinirli sayida biyomolekiile uygulanabilmesi ve doku hasar gibi kritik
dezavantajlara sahiptir. Nanoteknolojideki ilerlemeler ise geleneksel metotlardaki
sinirlamalarin  Ustesinden gelmek igin yeni firsatlar yaratmistir: DNA, RNA ve
proteinlerin tirden bagimsiz pasif yollarla aktarilmalari igin NP’lerin gelistirilmesi
devam etmektedir [11]. Bu sebepten son vyillarda NP’ler ¢okca calisilan bir alan

olmustur (Sekil 2.9).

NP’ler biyolojik membranlari gegcme, tasidiklari etken maddeleri dis etkilerden koruma,
kontrollii salim ve ¢ok yonli hedefleme yapma yetenekleri gibi 6zellikleriyle etken
maddelerin hiicre i¢i dagitimini saglayan énemli malzemelerdir. Bu 6zellikler, NP’lerin,
memeli sistemlere biyomolekiillerin hedeflenen tasima ve kontrolli salim
calismalarinda devrim vyaratmasini saglamistir. Bununla birlikte, bitkilerde hiicre

duvarinin varhgi sorun teskil etmektedir.

Sekil 2.9 Bitkilerin nano-tasiyicilar icine alinmis transgenlerle transforme edilmesi [250]

Son vyillarda, DNA'nin memeli sistemlerindeki NP dagitimi icin ortak stratejilerin
belirlenip bitkilere adapte edilebilecegi fikri ortaya atilmistir. Bitkilerde, NP’ler ile DNA

aktarimi ilk kez 2007'de, Torney ve arkadaslari tarafindan rapor edilmistir. ilgili calisma,
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Nicotiana tabacum bitkilerine 100-200 nm boyutlarinda altin nanopartikil kaph
Mezoporus Silika NP’lerinin (MSN) biyolistik yolla uygulanmasiyla gerceklestirilmistir
[251]. Bu calismada, bir kimyasal ekspresyon indiikleyicisi, altin NP’lerle kovalent
olarak kaplanmis olan MSN go6zeneklerine (3 nm) ylklenmistir. Baglanan MSN'ler daha
sonra Green floresans protein (GFP) plazmitleri ile kaplanmis ve gen tabancasi ile N.
tabacum kotiledonlarina verilmis; burada GFP ekpresyonu, ekpresyon indiikleyicisinin
ortama eklenmesiyle tetiklenmistir [251]. Baska bir calismada, altin MSN'ler ile DNA ve
proteinlerin biyolistik yolla aktarimi gerceklestirilmistir. MSN'ler ile GFP ve Cre-

rekombinaz genlerinin aktariminin saglandigi gérilmistir [252].

Bircok dagitim stratejisi hala bir gen tabancasi, elektromanyetik alan veya protoplast
PEG transfeksiyonu [252], [253], [254], [255], [256] gerektirir. Clnki NP
yapi/fonksiyonu parametreleri hiicre duvarindan gecmek icin hentiz tam olarak
optimize edilmemistir. Bununla birlikte, NP’lerin hiicre icine alinmasinda mekanik veya
kimyasal yardimin gerekli oldugu sistemlerde bile, nano-tasiyicilarin kiiclik boyutu ve
ylksek yiuzey alani hala geleneksel yontemlere gore Ustin performans sunar. Torney
ve arkadaslarinin MSN calismasi, protoplastlarda geleneksel PEG-transfeksiyonu igin

gerekli olan DNA'dan ¢ok daha az DNA ile transgen ekspresyonunu saglamistir [251].

Son yillarda yapilan birkag calismada, bitkilere in vitro (N. tabacum protoplastlari) [19],
[257], [258] ve in vivo (Arabidopsis thaliana kokleri) [259], [260]olarak NP aracili pasif
aktarim yapilmasi alternatif bir yontem olarak umut vermistir. Yakin zamanda Demirer
ve arkadaslari DNA plazmitleri ve korunmus siRNA’y1 pasif yolla aktarmayi
basardiklarini bildirmislerdir. Bu ¢alismada, kullanilan karbon—nano tiip (KNT) NP'leri ile
Eruca sativa (roka) yapraklarinda ve Triticum aestivum'da (bugday) gecici GFP ifadesi
gergeklestirilirken, Nicotiana benthamiana yapraklarinda yapisal olarak eksprese edilen
GFP genlerinin susturuldugu bildirilmistir [261]. NP aracili biyomolekiil aktarimini
optimize etmek icin daha fazla calismaya ihtiya¢ duyulurken, bu erken sonuglar,
NP’lerin geleneksel yontemlerin eksikliklerini gideren bir bitki biyomolekil dagitim
platformu olarak daha fazla arastiriimasi icin umut vericidir [11]. Hayvan ve bitki
sistemlerinde biyomolekil aktarimi i¢in yaygin olarak kullanilan NP’ler Sekil 2.10’da

verilmistir.
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Ozetle, NP sistemler ile bitki genetik miihendisligi hayvan sistemlerindeki ilerlemenin
gerisinde kalmistir. Bitki hiicre duvarlari biyomolekil dagitim metotlarinda, her zaman
hiicre ici alimda ve bitki genetik transformasyonunda engelleyici bir rol oynamistir.
Bugline kadar, bitki biyoteknolojisi, bitkilere cesitli biyomolekiillerin, dis kuvvet yardimi
olmadan ve doku hasarina neden olmadan pasif olarak iletilmesini saglayan
yontemlerden yoksun durumdadir. Bu nedenlerden dolayr son yillarda, dagitim
zorluklarini ¢dziimlemek ve bitki genetik mihendisliginin faydasini arttirmak igin

doénistmsel bir arag yaratilmasinda nanoteknoloji, kilit bir faktor olarak gorilmektedir.

Biyo - tabanli NPler Metalik/Manyetik NPler
/ B \ Genetik Kargo Aktarimi Yapilanlar / \
¢ Kalsiyum Fosfat Altin
'f{,t,%sz%',‘n @ Hayvan ve Bitki Sistemler O Giims

Demir Oksit

Gneﬁk Kargo Aktarimi @ Sadece Hayvan Sistemleri

§ j % ‘ @ Sadece Bitki Sistemleri § f
/- @ Higbir Sistem ~ /
\\DNA RNA Protein RNP ) | T & \DNA RNA  Protein RNP V)
/ Karbon - tabanli NPIer\ / Silikon - tabanli NPler \ / Polimerik NPler \
#iFek-Duvarli Karbon Nanotiiple ezopor Silika NPler (MSNs) . PEG
: " Cokduvarli Karbon Nanotiple Silika Kureler PLGA
¥ Fulleren Silikon Karpit Polietilemin (PEI)
Genetik Karg%tarlml gGenetik Karggﬁktanml geneﬁk Kar%ktanml

\ONA RNA Protein RNP / \ DNA RNA Protein RNP / \DNA RNA  Protein RNP )

Sekil 2.10 Hem hayvan hem de bitki sistemlerinde biyomolekil aktarimi i¢in yaygin
olarak kullanilan NP’ler; biyo-tabanli, karbon-tabanl, silikon-tabanli, polimerik ve
metalik / manyetik olarak bes ana kategoride incelenmektedir. Sekilde bu bes NP

tipinin (DNA, RNA, proteinler (rekombinazlar veya niikleazlar) ve riboniikleoprotein

(RNP) bitki ve hayvan sistemlerine aktarimlarinin gorsel bir karsilastirmasi
sunulmaktadir. NP aracili aktarimlarda hayvanlarda bitkilerden daha fazla gesitlilikte

genetik kargo kullanildigi agiktir [11]
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

Calismada kullanilan M. sativa Verco gesidine ait tohumlar Dr. Sati Uzun’dan (Erciyes
Universitesi Ziraat Fakiiltesi) temin edilmistir. Kullanilan materyaller (Cizelge 3.1) ile

alet ve malzemeler (Cizelge 3.2) asagidaki tablolarda belirtilmektedir.

3.1.1 Kullanilan Materyaller

Cizelge 3.1 Calismalarda kullanilan materyaller

Kimyasal Malzeme Adi Uretici Firma ve Ulkesi

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

Kinetin (Blylme diizenleyici) Duchefa, (Haarlem), Hollanda

Diklorometan (DCM) Sigma-Aldrich'den (St. Louis, Missouri), ABD
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Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) Merck Millipore, Almanya

Etanol (%100) Merck Millipore, Almanya

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

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

Thiazolil mavi tetrazolyum bromir tozu Sigma-Aldrich'den (St. Louis, Missouri), ABD

(MTT)

Propilen oksit (PO) AppliChem, Darmstadt, Almanya

Sikroz Duchefa, (Haarlem), Hollanda

Triton X-100 Sigma-Aldrich'den (St. Louis, Missouri), ABD

35



3.1.2 Kullanilan Alet ve Malzemeler

Cizelge 3.2 Calismalarda kullanilan cihaz ve malzemeler

Malzeme/Cihaz Adi Uretici Firma ve Ulkesi

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

pH metre Schott CG 840, Hollanda

Ultramikrotom Ultracut, Reichert-Jung, Viyana, Avusturya

Ultrasantrifij Hitachi GX serisi, Tayland

Vorteks Nive-NM 110, Tirkiye

Hamiltom 10uL Enjektor Hamilton Messtechnik GmbH, Almanya

Prob Sonikator Bandelin, Sonopuls, Almanya

Sogutmal Santrifj Hermle Z383 K, Almanya

Ultra Saf Su Sistemi Simplicity 185-Millipore, ABD

Partikll blyukliglu ve zeta potansiyel MalvernZetasizer-NanoS, Cambridge,

Olgiim aleti ingiltere

36



3.2 Metod

3.2.1 Medicago sativa’nin Siispansiyon Kiiltiiriiniin Olusturulmasi

3.2.1.1 Tohumlarin Sterilizasyonu ve Cimlendirme:

Aseptik stirglinlerin eldesi icin tohumlarin yiizey sterilizasyonu su sekilde yapildi; yonca
tohumlari %50’lik ticari camasir suyuna (%5’lik sodyum hipoklorit iceren) Polisorbat
(Tween 20- 3-5 damla) damlatilarak 30 dk manyetik karistirici ile karistirildi. Daha sonra
tohumlar 3 kez S5’er dk steril distile su ile yikanarak ¢amasir suyundan arindirildi.
Sterilizasyonu tamamlanan tohumlar Murashige ve Skoog (1962)’de gelistirdigi besin
ortami (MS) iceren magentalara her birinde 25-30 tane olacak sekilde ekimi yapildi.
Doku kalturd calismalari sirasinda yapilan tim islemler, hava akimh steril kabinde
(Hedlab X-Bio Class II) gerceklestirildi. Calismalarda 8g/I agar +30 g/ stikroz iceren MS
temel besiyeri kullanildi. Besin ortamlarinin hazirliginda deiyonize saf su kullaniimis ve
ortamlarin pH’si 5.6-5.8’e ayarlandiktan sonra otoklavda 1.2 atmosfer basing altinda
121 °C’de 20 dk tutularak sterilizasyon islemi yapildi. Kiltirler 25°C’de karanlikta
iklimlendirme kabininde (SANYO MLR-351H) inkiibe edildi.

3.2.1.2 Kallus Kiiltiirlerinin Olugturulmasi:

Cimlenme sonrasi 7-10 glinlik aseptik yonca fidelerine ait hipokotil kisimlari eksplant
olarak kullanildi. Hipokotiller yaklasik 0,5 cm boyutlarinda steril bistiri ile kesilerek,
kallus olusumunu indiklemek tizere 3 mg/l 2,4-D ve 0,5 mg/| Kinetin iceren MS besin
ortamina aktarildi. Kuiltir baslangicindan 4 hafta sonra gelisen kalluslar hicre

kilturlerinin kurulmasinda eksplant kaynagi olarak kullanildi (Sekil 3. 1).
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Sekil 3.1 Yonca hipokotil eksplantindan gelisen kalluslar

3.2.1.3 Siispansiyon Kiiltiirlerinin Olusturulmasi

Hicre onci slispansiyon kiltlrinin olusturulmasi icin gelisen kalluslardan baslangic
icin 1’er gram steril kosullarda nazik¢e kiiclik pargalara ayrildi (Sekil 3.2 a). Ayirilan
kallus dokusu 4 mg/l 2-4 D iceren 50 ml sivi MS besin ortami bulunan 100 ml erlenlere
aktanldi. Kultlrler 24°C karanlikta 110 rpm de karistiricili inklibatorde kiltlire alinarak
baslangi¢c oncl kultiiri elde edildi (Sekil 3.2 b). 4 hafta sonunda, 6-7 glin arayla alt
kiltarlemeleri yapildi. Alt kiltirleme 10 ml 6nci kiltire, 30 ml taze kiltiir ortami
eklenerek gerceklestirildi. Calismalarda alt kiltiirlerden elde edilen hiicre siispansiyon

kalturleri kullanildi (Sekil 3.2 c).
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Sekil 3.2 Yonca kalluslarindan olusturulan hiicre siispansiyon kdltirleri a) Hlcre

sispansiyon kiltarlerinin kurulmasi, b) 4 haftalik 6nci kaltar, c) Alt kiiltirden elde

edilen 6 glinliik hiicre slispansiyon kulttrleri
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3.2.2 FITCYikli PLGA NP’lerin Sentezi ve Karakterizasyonu

3.2.2.1 Nanopartikiillerin hazirlanmasi

Tez galismamizda, NP’lerin sentezi PLGA polimeri kullanilarak Emilsifikasyon-Cozlici
Buharlastirma Teknigi ile Gretilmistir. Emilsiyon ¢6ziict buharlastirma yontemi nano ve
mikropartikillerin olusturulmasi igin sik¢a kullanilan yontemlerden biridir. Polimer
diklorometan (DCM), kloroform veya etil asetat gibi bir organik ¢0Ozlici icerisinde
¢ozuliir ve polivinil alkol (PVA) gibi yiizey aktif madde kullanilarak su iginde yag (o/w)
emiulsiyonu olusturulur. Sabit emilsiyonun olusturulmasindan sonra, basin¢ altinda
sicakhgin arttirilmasiyla organik ¢oziicti buharlastirilir. Bu islemin etkisi nanopartikilin
ozelliklerine bagh olarak degisiklik gostermektedir. Cogu zaman, yizey aktif maddeler,
suda ¢oziinmeyen polimerlerin agregasyon ve/veya ¢okelmesini 6nleyerek NP’leri sulu

cOzeltide stabilize etmek icin kullanilmaktadirlar [262].

ilk olarak, sentez icin 50 mg PLGA polimeri ve 3 mg FITC 1,5 ml DCM igerisinde
¢Ozlindi. Elde edilen ¢ozelti 4 ml %3’liik PVA icerisine damla damla eklendi ve 2 dk %80
glic uygulamasi ile ultrasonikasyona tabi tutularak tekli emilsiyonlar elde edildi (Sekil
3.3). Daha sonra NP c¢ozeltisi 35 ml %0,1’lik PVA ¢ozeltisine damla damla eklenerek
(Sekil 3.4) gece boyunca 500 rpmde manyetik karistirici kullanilarak karistirildi ve

organik ¢6zlicl uguruldu (Sekil 3.5).

Organik ¢ozlcl ugurulduktan sonra NP’ler santriflij ile 9000 rpmde 40 dk santrifij
edildi, ardindan 30’ar mL dH20 ile asagida belirtilen sekilde 3 kez yikandi.

Yikama islemi

e Once 35 ml érnek santrifiij edildi = 40 dk 9000 rpm 4 C de.

e Supernatant ayrildi, 35 ml distile su eklendi = 30 dk 9000 rpm 4 C de.
e Supernatant ayrildi, 35 ml distile su eklendi = 30 dk 9000 rpm 4 C de.
e Supernatant ayrildi, 35 ml distile su eklendi = 30 dk 9000 rpm 4 C de.

Elde edilen NP’ler liyofilizasyon ile kurutuldu. Sonra kurutulmus 6rnekler +4 °C’ de

saklanarak muhafaza edildi.
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Sekil 3.3 Prob sonikator kullanilarak PLGA NP sentezlenmesi
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Sekil 3.5 NP'lerin 500 rpm’ de (gece boyu) manyetik karistirici kullanilarak karistirilmasi
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3.2.3 SEM (Taramali Elektron Mikroskop) Analizi

GCahsmada, NP’lerin morfolojik incelemesi igin HITACHI Regulus 8230 FE- SEM model
taramali elektron mikroskobu kullanildi. Liyofilize NP’ler, ¢ift tarafli karbon bant
kullanilarak alliminyum bir stub (izerine monte edildi. Numuneler daha sonra bir
puskirtmeli kaplayici kullanilarak 10 nm kalinhginda bir altin + paladyum film ile
kaplandi. Kaplanmis numuneler, 3 kV 100.000 buylitme ile analiz edilerek
gorintiilendi. SEM gériintiilemesi Eskisehir Osmangazi Universitesi Merkezi Arastirma
Laborotuvari Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden (ARUM) hizmet alimiyla

gercgeklestirildi.

3.2.4 Hiicre Canhligi (MTT Protokolii)

Ultrasonikasyon’un hiicre canliligina etkisive PLGA NP ile sonike edilen hicrelerin
canliik testi MTT protokoll kullanilarak belirlendi. Calisma prensibi, temel olarak
proliferasyona ugrayan hiicrelerin artan dehidrogenaz enzim aktivitesi ile tetrazolyumu
(MTT: sari, WST1: kirmizi) kullanarak formazan (mor) boya lretmesi sonucu gorilen
renk degisiminin absorbans olarak ELISA plate okuyucu ya da spektrofotometre ile
Olclilmesine dayalidir [263]. Slpernatant plateler icine vyerlestirilir ve daha sonra

spektrofotometrede 570 nm'de absorbans degerleri belirlenir.

Ultrasonikasyonun hiicre canhligina etkisini belirlemek icin; 5-6 glinlik siispansiyon
hiicre kultlrleri 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 birakildi. PLGA NP’lerin
hiicre canliligina etkisini tespit etmek icin; hicre stispansiyon kultiirlerine 15 mg I
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 inklibe edildi. Hiicrelerin canliigini belirlemek icin kullanilan MTT

protokolil asagida verilmistir [264].
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MTT protokolii;

oMTT stok; 50 mg MTT toz boya 10 ml 50 mM’lik PBS’de ¢oziilerek hazirlandi.

1’er ml yonca hiicre siispansiyonu (~ 1.5 x 10°) mikro santrifiij tiplerine aktarildi ve

hiicre kaltara 6rnekleri 1, 3, 5, 7 ve 9 dk boyunca sonike edildi.

!

Hiicreler 2000 rpm'de 5 dk santrifiij edildi. Stipernatant atildi.

!

Her tlipe, 100 ul 5 mg / ml MTT eklendi ve 24 ° C'de 2 saat karanlikta bir calkalayici

Uzerinde inklbe edildi.

!

Tipler tekrar 5 dk boyunca 3000 rpm'de santrifijlendi ve siipernatant atild1.

!

200 ul DMSO ile yeniden siispanse edildi ve 10 dk boyunca inkibe edildi.

Hicre canhhgl absorbans dl¢timleri ile [265] degerlendirildi.

Supernatant 96 kuyucuklu mikroplakalara 3 tekrarl olarak yerlestirildi ve daha sonra
570 nm'de mikroplaka okuyucu (Shimadzu, UV-1800) ile absorbans degerleri tespit
edildi.

Hicre canhhgi asagidaki formul kullanilarak ylizde (%) olarak hesaplandi.

Hicre canhhgi: (Numune optik yogunlugu / kontrol optik yogunlugu) * 100.

3.2.5 M. sativa Hiicrelerinde PLGA NP’lerin Alimi ve Dagilimi

FITC yikli PLGA NP’leri, 15 mg I"Vlik konsantrasyonda 5-6 giinliik siispansiyon hiicre
kiltir ortamina dogrudan ilave edildi. Hicre slspansiyonlari 3’er tekerrirli olarak

mikro santriflij tlplerine 1’er ml olarak eklendi. Kdltirler, 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. Kiltirler, 2000 rpm'de 5
dk boyunca santrifljlendikten sonra slpernatantlari dikkatli pipetajlama ile
uzaklastinldi, sonra MS ortami ile yikandi. Bu islem 3 kez tekrarlandi. Hicreler

gOzlemlenmek lGzere MS ortaminda yeniden silispanse edildi.

Elde edilen hiicre slispansiyonu, NP’lerin hiicreye girisi ve dagiliminin gorsellestirilmesi
icin 0, 30, 60 dk ve 24 saat sonra lamlara yerlestirildi. Analiz icin floresans-FISH (ZEISS
Axio Vert.Al, Jena, Almanya) altinda (490-525 nm) fotograflari gekilip, hiicre igine alimi

ve dagihmi gézlemlendi. NP’lerin hiicreye girisi ylizde (%) olarak hesaplandi.

Hicreye giris % ‘si = floresans isaretli hiicre sayisi / toplam hiicre sayisi) * 100.

3.2.6 Hiicre Genotoksisitesi (Comet Protokolii)

Comet testi tek tip hiicrelerde meydana gelen DNA ipligi hasarini 6lcer [266]. Tek hiicre

jel elektroforezi (SCGE) veya mikrojel elektroforez (MGE) testi olarak da adlandirilir.
Comet Protokolii Hazirliklari

Calismamizda ilk olarak, 15 mg I'* PLGA NP konsantrasyonu iceren hiicre kiiltiirleri 3 dk
ultrasonikasyon islemine tabi tutularak 60 dk inkiibe edildi. Daha sonra sispansiyon
hiicreleri mikro santrifiij tliplerine alindi. Hiicreler sivi nitrojen igcinde donduruldu ve

dikkatlice ezilerek hiicreler pargalandi haline getirildi.

Deneyde kullanilacak lamlar, mikrodalgada 100 ml dH,0 iginde ¢6zlilmiis 0.65 g yliksek
erime noktali agaroz (HMA) icine daldirilarak kaplandi. Sonraki asamada, 200 pl hafifce
ezilmis hicre stspansiyonundan ile 200 pl disik erime noktasina sahip agaroz (LMA-
%1) ile kanstirildi. Donmadan karistirilan LMA-hiicre sispansiyonu Sekil 3.6 ‘da
gorildigi gibi, HMA ile kaplanmis lamlara yayildi ve 24X60’lik lamelle kapatilarak +4
°C’de donmasi saglandi. Agarozlar Cizelge 3.3’deki gibi hazirlandi.
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Lam

— —

_,_,r-""f_,.—""'f f-!" %0,65’ lik HMA Agaroz ile kaplanmis

lam

%1’ lik LMA igerisinde siispanse edilmis

Yonca hiicrelerin agaroza uygulanmasi

'L %1’ lik LMA igerisinde slispanse edilmis

Yonca hiicreler agaroza yayildi

Sekil 3.6 Comet deneyi icin agarozlu lamlarin hazirlanisi ve hiicrelerin gémuilmesi [267]

Cizelge 3.3 Yiiksek ve dislik erime dereceli agarozlarin igerik ve hazirlaniglari

ierik Hazirlanisi
Yiiksek erime noktali 0,65 g + 100 ml dH20 0,65 g HMA 100 ml dH20
agaroz (HMA) icerisinde mikrodalga

firlnda ¢6ziinmesi saglanir.
Lamlar bu agarozla kaplanir.

Diisiik erime noktali 1g+ 100 ml PBS 1 g LMA 100 ml PBS

agaroz (LMA) icerisinde mikrodalga
firinda ¢6ziinmesi saglanir.
Sonra kullanilana kadar 37
°C de bekletilir.

Lamlar daha sonra oda sicakliginda 20 dk boyunca yiiksek tuzda (2.5 M NaCl2, 10 mM
Tris-HCI, pH 10, 100 mM EDTA) lizis ¢ozeltisinde lizise (Cizelge 3.4) maruz birakildi.
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Cizelge 3.4 Lizis ¢Ozelti igerigi

icerik (1000 ml)

Stok 2,5M NaCl146,1¢g
100 mM EDTA 37,2 g

10mM Trisbaz 1,2 g

Hazirlanisi

icerik 700 ml dH,0 ile karistirilir.
10 M’lik NaOH ile ¢ozeltinin pH’i
10 olarak ayarlanir. dH,0 ile 890
ml ye tamamlanir. +4 °C'de

kullanilincaya kadar bekletilir.

a

e

7]

N

:Q

O ..

v Calisma 890 ml stok sollisyonu

N

| o les s

cozeltisi 100 ml Dimetil silfoksit

(DMSO0)
10ml Triton-X

icerik karistirilarak, yarim saat
buzdolabinda  bekletilir.  Her

deneyde taze olarak hazirlanir.

Elektroforez tamponu (Cizelge 3.5: 10 M NaOH, 200 mM EDTA) icine lamelleri
kaldirilmis lamlar daldirildi ve 5-10 dk bekletildi. Ardindan Comet tanki elektroforez
tamponu ile dolduruldu ve +4 °C’de 300 mA bir akimla 24 V (~ 0.74 V / cm)

kosulllarinda 30 dk elektroforez gergeklestirildi. Boylece muhtemel DNA kiriklarinin gog

etmesi saglandi.
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Elektroforez ¢ozeltisi

Cizelge 3.5 Elektroforez tampon igerigi

igerik Hazirlanisi
Stok 10 N NaOH 400 g NaOH 1000 ml dH0 icinde
200 mM EDTA cozalar.
14,89 g EDTA 200 ml dH30 ile
¢Ozalir.
Calisma 30 ml 10 M NaOH icerik karistirilarak, 1000 ml dH0
¢cozeltisi (stok) ile tamamlanir. pH> 13 olacak

5 ml 200 mM EDTA

(stok)

sekilde ayarlanir. Her deneyde

taze olarak hazirlanir.

Lamlar yavasga tampingden c¢ikarildi ve bir desarj tepsisine yerlestirildi. Lamlar

notralizasyon (Cizelge 3.6) sivisinda (1 sale =

75 ml) en az 15 dk bekletildi. Son

asamada, lamlar 80uL 1X Ethidium Bromid ile boyandi (Cizelge 3.7), 5 dk beklemeye

birakildi ve sonra fazla boyayi gidermek igin soguk distile suya daldiriidi [268].

Sonrasinda floresans mikroskopta gorintilemesi yapildi. Comet deneyinin tim

asamalari glin 1s18inda, floresans goriintileme ise karanlk odada gerceklestirildi.

Cizelge 3.6 Notralizasyon sivisi

Notralizasyon

Cozeltisi

Calisma

cozeltisi

04 M Tris — HCL icerik kanistirlarak az miktarda

63,04¢g

dH0 ile ¢ozilir. pH: 7,5 olarak
ayarlanir ve su 1000 ml vye

tamamlanir.
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Gizelge 3.7 Lamlari boyama ¢ozeltisi

icerik Hazirlanisi

Stok 200 mg EtBr (Etidyum 200 mg EtBr 1000 ml distile su
% (10X) Bromiir) icinde ¢ozinir. Cozelti +4 °C’de
:§ 1000 ml distile su karanlikta saklanir.
:
Y Calisma 200 ml stok EtBr Gorintiilenecek her lam 80uL 1X
® ¢cozeltisi ¢Ozeltisi EtBr ile boyanir.

3.2.7 TEM (Gegirimli Elektron Mikroskop) Analizi

TEM oOrnek hazirlanmasi icin Bancroft ve ark. [269] tarafindan uygulanan yontemden

faydalaniimistir.

TEM analizinde fiksasyon ve takip islemleri icin, hayvan hiicrelerindeki uygulama minor
revizyonlarla bitki hicrelerine uygulanarak, sonug¢ alinmistir. Hicre sispansiyon
kiltirlerine 15 mg 11 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 inkibe edildi. 1
ml hiicre kiltliri mikro santriflij tlplerine eklenerek 2000 rpm’de 5 dk santrifiije tabi
tutuldu. Santrifijlenmis hicreler 1 saat boyunca %3 glutaraldehit 0,1M PBS tampon
icinde fikse edildi. Daha sonra minimum 0.5 ml %15 sulu BSA eklendikten sonra 1 saat
bekletildi. Suspansiyon lzerine BSA miktarina esit hacimde glutaraldehit fiksatifi ilave
edildi (2-24 saat katilastirildi). Katilasan ornekler cikarildi ve kigik parcalara ayrildi.
Numuneler daha sonra osmiyum tetroksit icinde post fikse edildi. Bu islemlerden
sonra, numuneler dereceli bir etanol ve propilen oksit serisinde gecirilerek suyu
uzaklastinldi ve seffaflastirildi. Sonrasinda Epoksi Reginesine (EPON) gomme islemi
yapilarak, ultramikrotom ile ince kesitleri alindi. Alinan kesitler gridlere konularak
Uranil asetat, ardindan Kursun Sitrat ile TEM i¢in kontrastlama yapilarak gériintilemesi

yapildi. Tim TEM analizi islem basamaklari ayrintili olarak asagida verilmistir.
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TEM iCiN ORNEKLERIN HAZIRLANMASI
Stok hazirliklar::
%15 BSA stok hazirhgi: 0,75 g BSA + 50 ml dH0 (steril)

%25’lik stok Glutaraldehitden %3’lik 100 ml fiksatif hazirlanmasi: 12 ml glutaraldehit +
88 ml 0,1M PBS (Fosfat Tampon Tuz Cozeltisi) pH:7,4

Orneklerin Hazirlanmasi

Ilk Fiksasyon

e 1ml 6rnek mikro santrifiij tipline alindi santrifij yapildi; 2000 rpm = 5 dk

e Supernatant atildi 2 minimum 1 saat 22 °C’de glutaraldehitte bekletildi.

Dikkatlice santrifij yapildi, siipernatant atildi.

2 defa PBS’de 10 — 15 dk yikandi.

0,5 ml %15’lik BSA ¢ozeltisinde minimum 1 saat bekletildi.

e  Santrifllj sonrasi slipernatantin bir kismi atildi (hepsi atilmaz) en az 1ml kalmasi

saglandi.

e  BSA’li pellete esit miktarda glutaraldehit eklendi = katilasincaya kadar beklenir (2
— 24 saat).

e Sonrasinda katilasan 6rnekler plastik tlp kesilerek alindi ve 2 defa PBS de 10 — 15
dk yikandi.

Post Fiksasyon

e %1 ‘lik Osmiyum Tetroksit (0304) de 1 saat postfiksasyon yapildi; 1 ml 6rnek + 6 ml
0304,

e 2 defa PBS tamponun da yikandi; 1 ml érnek + 10 ml PBS. l.yikkama - 30 dk,
2.ytkama = 25 dk.

e Fikse olmus 6rnekler %30, %50 ve %70’lik alkol (2 defa) serilerinden 25’er dk sire

ile gecirilerek suyu uzaklastirildi (dehidrasyon). Son seride saklama (1 gece) yapildi.
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Dehidrasyon, Seffaflastirma islemi

e Bir gece saklanan érnekler %80, %90, %96, %100 alkol (2 defa) serilerinde 20’ser

dk bekletildi ve dehidratasyon islemi tamamlandi.

e Daha sonra seffaflastirma yapildi; 6nce %100 alkol + Propilen oksit (PO) (1:1) 25
dk, sonra PO ‘da 15 dk bekletildi.

EPON’a Gémme islemi

ilk olarak Cizelge3.8’deki icerige gore kimyasallar eklenerek EPON (10 ml) hazirlandi
(Sekil 3.7).

Cizelge 3.8 EPON hazirlama icerigi

Cozelti Agiklama Miktar
EPON 812 Epoksi gdmme ortami 4.55 ml
DDSA Dodecenly succinic anhydride / 3.10 ml
sertlestirici
MNA Methyl nadic anhydride / sertlestirici 2.35ml
DMP30 2,4,6 Tris (Dimethylaminomethyl) 0.20 ml
phenol / hizlandirici

EPON’a gdmme islemi asagidaki basamaklara gore yapildi.
e 2mlPO+1mlEPON 6rneklerin Gzerineeklendi ve 1 saat beklend.i.

e 1mlPO+1mlEPON (yogun oldugu icin 4000 rom de 8 dk karistirihp kullanildi) 1,5

saat bekletildi.

e 1 ml PO + 2 ml EPON yogun oldugundan bitiin gece (Rotorda) yavasca

karistirilarak 1 gece bekletildi (1-4 saat veya 1 gece).
e Ertesiglin sadece EPON’ a gomiiliir 1 gece (Rotorda) beklendi.

e Sonra EPON’lu 6rnekler kaliplara alindi ve 60 °C’deki etilivde 24 saat bekletildi.
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Sekil 3.7 EPON’un hazirlanisi

EPON icine gomilen o6rnekler elmas bigagl ile donatilmis ultramikrotom (Ultracut,
Reichert-Jung, Wien, Avusturya) ile ince kesitleri alindi (Sekil 3.8). Sonra gridlere alinan
ornekler; uranil asetat ile 20 dk (karanlik) kontrastlandi ve sonra yikanip (30dk)
kurutuldu. Hemen sonra kursun sitrat ile 5 dk ile kontrastlandiktan sonra yikanip (30dk)
kurutuldu (Sekil 3.9). Kesitler 120 kV altinda ¢ahsan TEM (JEOL JEM-1220, Tokyo-
Japan) ile gorintilerek ultramikrograflar elde edildi. TEM ince kesit alimi, kontrastlama
ve gorintileme islemleri Eskisehir Osmangazi Universitesi Merkezi Arastirma
Laborotuvari Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden (ARUM) hizmet alimiyla

gerceklestirildi.

52



Sekil 3.9 Kesitlerin uranil asetat ve kursun sitrat ile kontrastlanmasi
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3.2.8 Data Analizi

Her uygulama g tekerrtrli yapildi ve tim islemler ikiser kere tekrar edildi. MTT testi
ile PLGA hiicresel alinimina ait verilere istatistiksel analizler yapildi. Veriler arasindaki
farkhhklar (p<0,05 dilizeyinde) varyans analizi (ANOVA) ile tespit edildi. Farkliliklar
arasindaki énem dizeylerini belirlemek icin Duncan testi yapildi. iki grup arasindaki
karsilastirmalarda T-testi kullanildi. istatistiksel analizlerde SPSS for Windows 15.0

programi kullanildi.
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BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

4. Sonuglar

4.1 FITCYiikli PLGA NP’lerinin Karakterizasyonu

FITC yikli PLGA NP’lerinin hazirlanmasinda tekli-emiilsiyon ¢6ziicii buharlastirma
yontemi kullanildi. NP’lerin pargacik buydkligl, zeta potansiyeli ve c¢oklu dagilim
indeks analizi foton korelasyon spektroskopisi kullanilarak o6lcimlendi. Parcacik
blyuklGgtu dagilimi Sekil 4.1 gosterildi. Sentezlenen NP’lerin boyutlarinin 60-500 nm

arasinda degistigi saptandi. Ayrica pargaciklarin zeta potansiyeli —24 mV olarak 6l¢uld.

NP’lerin morfolojik analizleri SEM kullanilarak yapildi (Sekil 4.2). SEM gorintileri,
NP’lerin kiiresel ve piiriizsiiz morfolojiye sahip oldugunu gésterdi. Uretilen NP’lerin
SEM sonuglari dinamik 1sik sagilmasi yontemi ile elde edilen boyut sonuglar ile
ortlismekte olup partikillerin monodisperse boyut dagiliminda oldugu SEM sonucunda
gorildi. NP’lerin karakteristik 6zelliklerinin ayni sentez yontemini kullanan diger

¢alismalarla [270], [271] uyumlu oldugu tespit edildi
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Sekil 4.1 Sentezlenen NP’lere ait partikil blykligi dagilim grafigi

Regulus 3'0kV 8.9mn

Sekil 4.2 Uretilen NP’lere ait 100.000x SEM goriintiisii
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4.2 Hiicre Canlihgi

Dusuk ultrasonikasyon seviyeleri, bitki hiicreleri tzerinde gesitli mekanik ve biyolojik
etkilere yol acabilir ve bu, bitki biyoteknolojisine uygulanabilir [256]. Ancak
ultrasonikasyonun yol actigi kavitasyon kabarciklarinin hiicreye zarar verebilecegi ve
zarini tamamen parcalayabilecegi bildirilmistir [235]. Bu nedenle, calismanin birinci
boéliminde farkh ultrasonikasyon zamanlarinin (1, 3, 5, 7 ve 9 dk) hicre canhlig

Uzerindeki etkisi incelendi (Sekil 4.3).

Sonuglar, ultrasonikasyon siresinin hiicre canliligina etkisinin anlamh farkhliklara yol
actigini gosterdi (p <0.01). Ultrasonikasyon stiresi arttikca hiicre canliiginin azaldigi
tespit edildi. Kontrol ile 1 ve 3 dk’lik ultrasonikasyon uygulamalarinda yonca hiicre
slispansiyon kultliri tGzerinde benzer etkilere sahip oldugu ve 1 ve 3 dk sonikasyonda

diger uygulamalardan daha yiiksek hiicre canlilig elde edildigi belirlendi.

Ultrasonikasyon uygulamalari sonrasi hiicre canliliklari sirasiyla 1 dk icin %92.05 iken, 3
dk icin %89.80 olarak tespit edildi. Bununla beraber, daha uzun siireli ultrasonikasyon
uygulamalarinda hiicre canliliklari ise sirasiyla 5 dk icin %46.80, 7 dk icin %33.80 ve 9 dk
icin %25.71 olarak hesaplandi (Cizelge 4.1).

Hicre canliliginin ultrasonikasyon siresi arttikga belirgin bir sekilde azaldigi gézlendi. 3
dk’dan fazla ultrasonikasyonlarda hiicre yasayabilirliginin carpici bir sekilde azaldig
belirlendi. 7 ila 9 dk’lik ultrasonikasyon uygulamasi sonucunda hiicre hasari ~%70-80
arasinda tespit edildi. Bu sonuglara gore, en ideal ultrasonikasyon sireleri 1 dk ve 3 dk
olarak belirlendi (Sekil 4.4). Sonuglar, 1 ila 3 dk’hk ultrasonikasyonun distk hicre

hasari ile NP isaretlenmesini kolaylastirabilecegini gosterdi.
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Sekil 4.3 Ultrasonikasyona maruz birakilan siispanse hiicrelere ait MTT sonuglari

Cizelge 4. 1 Farkh strelerde ultrasonikasyon uygulamalarinin hiicre canliligina etkisi

Ultrasonikasyon 1.Tekerriir 2.Tekerriir 3.Tekerriir Ortalama
siiresi (VA) (VA) (%) (%)
(dk)

Kontrol 100 100 100 100 a
1 98.44 95.68 82.02 92.05a
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 25.71c

Ayni sutunda kuiguk harflerle gosterilen gruplar arasindaki ortalamalar arasinda fark p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.

58



P D (o]
o o o
1 1 1

Hiicre Canlihigi (%)
N
o

o
1

Sonikasyon Zamani (dk.)

Sekil 4.4 Farkl surelerde ultrasonikasyon uygulamalarinin hiicre canliligina etkisi

Calismanin ikinci béliminde, 1 ve 3 dk ultrasonikasyon uygulamasi icin PLGA NP’lerinin
farkh inklibasyon siirelerinde hiicre canlihg (izerine etkileri incelendi. 0, 30 ve 60 dk
boyunca PLGA NP’lerle hicrelerin inkibasyonunu takiben hiicre canlihg, 1 dk’hk
ultrasonikasyonda sirasiyla %106.79, %89.07, %76.57 olarak belirlendi. Sonrasinda, 3
dk’lik ultrasonikasyonda 0, 30 ve 60 dk’lik inkiibasyon i¢in hiicre canliigl sirasiyla

%80.21, %82.28 ve%86.41 (Cizelge 4.2) olarak 6lglldi.

Bununla birlikte, farkli inkiibasyon sireleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmedi (Sekil 4.5). Ayrica bu sonuglar PLGA NP’lerin (15 mg |-1) yonca hiicre

kiltlrlerinde sitotoksik olmadigini gdstermistir.
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Cizelge 4.2 PLGA NP ilavesi ve 1 ile 3 dk ultrasonikasyon uygulamalarinin hiicre
canlihgina etkisi

Ultrasonikasyon inkiibasyon 1.Tekerriir 2.Tekerriir 3.Tekerriir Ortalama

suresi sliresi (%) (%) (%) (%)
(dk) (dk)
0 124.60 106.29 89.46 106.79
1 30 97.44 121.06 48.72 89.07
60 84.44 77.65 67.61 76.57
0 106.05 98.02 36.56 80.21
3 30 62.59 76.47 107.77 82.28
60 74.70 94.48 90.05 86.41
1 dk sonikasyon
’ sonrasi ]
100 - 3 dk sonikasyon

sonrasi

40 -

Hiicre Canlihgi (%)
o
o

N
o
]

o
1

0 30 60 0 30 60
inkiibasyon Zamani (dk.)

Sekil 4.5 PLGA NP ilavesi ve 1 ile 3 dk ultrasonikasyon uygulamalarinin hicre canhligina

etkisi
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4.3 Yonca Hiicre Kiiltiirlinde PLGA NP’lerin Hiicresel Alimi ve Dagilimi

Sonraki calismada, ultrasonikasyon zamani ve inkibasyon slrelerinin yonca
hiicrelerinde PLGA NP’lerinin alimina ve dagilimina etkileri incelendi. PLGA NP’lerin
hiicresel girisini gozlemlemek i¢in, yonca hiicre kiiltir slispansiyonlari floresans probu
olan FITC ile yukli PLGA NP’lerle inkibe edildi. Bu NP’ler hiicre slspansiyon
kiltlrlerine eklenerek 1 ve 3 dk sonike edildiler. Ultrasonikasyon sonrasi 0, 30, 60 min

stire ile inkibe edilen kiltirlerde NP’lerin hiicreye giris ylizdesi ve dagihmi incelendi.

Sonike edilmeyen yonca sispansiyon hiicreleri (kontroller) hicbir floresans emisyonu
gostermezken, 1 veya 3 dk’lik ultrasonikasyon yapilan sispansiyon hiicreleri ise belirgin
bir floresans emisyon gosterdi. Yonca hiticre siispansiyon hiicrelerine FITC-yiikli PLGA
NP’lerin 1 dk’da zamana bagli girisi (Sekil 4.6 a-c) ve 3 dk’da zamana bagh girisi (Sekil

4.7 a-c) floresans mikroskobi ile gézlemlendi.

PLGA NP’lerin hiicreler tarafindan 3 dk ultrasonikasyon uygulamasinda hemen alindigi
gozlenirken 1 dk ultrasonikasyon uygulamasinda ise hiicrelerin iginde diisiik yogunlukta
floresans emiilsiyon gorildi. Her iki uygulama siresinde de daha uzun siren
inklibasyonlarda (30-60 dk ve 24 saat), bu floresans yuvarlak govdelerin daha belirgin
ve blyimius oldugu gorildi. PLGA NP’lerin uygulamasindan 24 saat sonra, floresans

dagihmi ve hiicre igi lokalizasyonu, 60 dk’lik PLGA NP’lere benzer sekilde gdzlemlendi.
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Sekil 4.6 1 dk ultrasonikasyon uygulamasinda FITC-yUkli PLGA NP’lerin zamana bagh

hiicreye girisine ait floresans mikroskop gortntdleri. a) 0, b) 30 ve c) 60 dk sonra
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Sekil 4. 7 3 dk ultrasonikasyon uygulamasinda FITC-ylikli PLGA NP’lerin zamana bagh

hiicreye girisine ait floresans mikroskop goriintileri. a) 0, b) 30 ve c) 60 dk sonra
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Ultrasonikasyon zamanina gore hiicresel alim vyizde (%) olarak hesaplandi.
Ultrasonikasyon uygulama sireleri ve inkiibasyon zamaninin NP’lerin hiicresel alimina
etkisi ile ilgili yapilan istatistiksel analizde; ultrasonikasyon siireleri arasinda anlaml
farkhlik bulunmazken inklibasyon siireleri arasinda p<0,01 diizeyinde anlamh farkhhk
bulundu. Ultrasonikasyon ve inkiibasyon siirelerinin etkilesimi acisindan ise sadece 0

dk inkiibasyon arasinda anlamli farkhliklar tespit edilmistir (p<0,01).

inkiibasyon siiresi arttikca NP’lerin hiicreye girisinin arttigi belirlenmistir. 0 dk da
ortalama % 8.79 giris gozlenirken 30 ve 60 dk’da sirasiyla % 76.44 ve % 77.28 oraninda
giris tespit edilmistir. 30 ve 60 da inkiibasyon sireleri istatistiksel olarak ayni grupta yer

almistir (gizelge 4. 3).

1 dk ultrasonikasyon uygulamasinda 0 dk inkiibasyon sonucunda %1.59, 3 dk
ultrasonikasyon uygulamasi ve 0 dk inkiibasyonda ise %16.00 NP girisi gozlenmistir. NP
girisi 1 dk’lik ultrasonikasyonla 30 dk’lik inklibasyonda %75.15 ve 3 dk’hk
ultrasonikasyonda 30 dk’lik inklibasyonda %77.73 olmustur. 60 dk inkiibe edilen
hiicrelerde ise, 1 dk’da %71.9 ve 3 dk’da %82.66 hiicresel alim tespit edilmistir (Cizelge
4.3; Sekil 4.8). Sonuglar, ultrasonikasyon uygulamasi ve inkiibasyon siresinin, yonca
hiicreleri tarafindan FITC yikli PLGA NP’lerin hiicresel alim verimliligini arttirdigini

gostermektedir.

Yonca silispansiyon hiicrelerinin FITC ylkli PLGA NP’ler ile 3 dk sonikasyon ve 60 dk
inkiibasyon sonrasinda NP’lerin hiicresel dagilimi TEM calismalar ile ayrica analiz
edildi. Gozlemlerde, NP’lerin hiicre duvarindan ve zarindan iceri girdigi/gectigi
gorilmektedir. Ayrica NP’lerin hiicre iclerine dagildiklari ve esas olarak sitoplazmada
lokalize olduklari goriilmektedir (Sekil 4.9 a-e). Buna ek olarak, az sayida PLGA NP’lerin
cekirdekte ve cekirdekgikte bulundugu da gézlenmistir (Sekil 4. 9 a, e). NP’ler, fiksasyon
ve gdmme isleminde gerceklestirilen asiri ylkama nedeniyle hilicre duvari ve hiicre
zarinin disinda gorilmediler (Sekil 4. 9 b). TEM analizlerinde, 45-95 nm arasinda boyuta

sahip NP’lerin hiicreye girerek lokalize olduklari goriilmektedir (Sekil 4.9 c, d).
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Sekil 4. 8 Farkl ultrasonikasyon uygulama ve inkiibasyon sirelerinin FITC yiikli PLGA

NP’lerin hiicresel alimina etkisi

Cizelge 4. 3 Farkli ultrasonikasyon ve inkiibasyon siirelerinin FITC ylkli PLGA NP’lerin

hiicresel alimina etkisi

inkiibasyon
Suresi (dk)
0 30 60
Ultrasonikasyo
Suresi (dk)
1 1.598B 75.15 71.9
3 16.00 A 77.73 82.66
Ortalama 8.79b 76.44 a 77.28 a

Buyuk veya kuglk harflerle gosterilen gruplar arasindaki ortalamalar arasinda fark p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.9 PLGA NP’lerin hiicreye girisi ve dagilimina ait TEM gorintileri. a) hiicre duvari
(hd) ve membrandan gegen PLGA NP’ler, b) PLGA NP’leri hiicre arasinda (ha), hiicre
duvari ve membraninda tespit edilemediler c) ve d-e) sitoplazmada (sit), f) Cekirdek -
cekirdek zari (¢z) ve ¢ekirdekgikte tespit edilen PLGA NP’ler. Barlar 1 um (a); 500 nm (b,
¢, d ve e); ve 200 nm (f)
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Sekil 4.9 PLGA NP’lerin hiicreye girisi ve dagilimina ait TEM goruntdileri. a) hiicre duvari
(hd) ve membrandan gegen PLGA NP’ler, b) PLGA NP’leri hiicre arasinda (ha), hiicre
duvari ve membraninda tespit edilemediler c) ve d-e) sitoplazmada (sit), f) Cekirdek -
cekirdek zari (¢z) ve ¢ekirdekgikte tespit edilen PLGA NP’ler. Barlar 1 um (a); 500 nm (b,
¢, d ve e); ve 200 nm (f) (devami)
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Sekil 4.9 PLGA NP’lerin hiicreye girisi ve dagilimina ait TEM gorintileri. a) hiicre duvari
(hd) ve membrandan gegen PLGA NP’ler, b) PLGA NP’leri hiicre arasinda (ha), hiicre
duvari ve membraninda tespit edilemediler c) ve d-e) sitoplazmada (sit), f) Cekirdek -
cekirdek zari (¢z) ve gekirdekgikte tespit edilen PLGA NP’ler. Barlar 1 um (a); 500 nm (b,

¢, d ve e); ve 200 nm (f) (devami)
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4.4 PLGA NP’lerin Yonca Hiicrelerinde Genotoksik Potansiyeli

Comet protokoli, tek tip hiicrelerde DNA kirilmasinin saptanmasi igin ¢ok hassas bir
uygulamadir [266]. 15 mg I PLGA NP’lerle muamele edilen hiicre kiltirleri, 3 dk
boyunca sonike edildi ve 60 dk inkiibasyon sonrasi ¢ekirdekler, comet prosediiri ile
incelendi. Ortalama 100 cekirdek Ustlinde yapilan mikroskobik incelemelerde, Sekil
4.10'da (a-d) gosterildigi gibi, DNA iplik¢cik kopmalari (kuyruklu vyildizlar), kontrol
hiicrelerindeki hasar seviyesine kiyasla, PLGA NP’lere maruz kalan hiicrelerde 1 saat
boyunca indiklenmedigi gorildi. Sonuglar, PLGA NP’lerinin yonca hicrelerinde

genotoksik potansiyele sahip olmadigini gdstermektedir.

€),

Sekil 4.1 Comet uygulamasina ait floresans mikroskobu goriintiileri (a-d). Bar= 200 um
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200 ym
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Sekil 4.1 Comet uygulamasina ait floresans mikroskobu goérintileri (a-d). Bar= 200 um

(devami)

4.5 Tartisma ve Oneriler

PLGA NP’ler, hormonlar [272], [273], nlkleik asitler, peptitler, proteinler [129] ve kiiglik
molekdl yapili ilaglarin [274] potansiyel nano tasiyicilari olarak 6zellikle tipta yaygin
sekilde kullanilmaktadir. Ancak tarim ve bitki biyoteknolojisinin sayisiz uygulama
olanagina ragmen, PLGA NP’ler ve bitkiler arasindaki etkilesim yeterince
arastirlmamistir. Ozellikle PLGA NP’lerin bitki hiicrelerine alimi ile ilgili cok az sayida
calisma vardir [42], [275]. Bitkilerde PLGA NP’lerin alinimi ve dagilimi konusunda

sadece V. vinifera bitkisinde ¢alisma mevcuttur [42].

Calismamizda kullanilan PLGA NP’lerin boyut olglimleri ve SEM goriintileri, NP’lerin
kiiresel, purizsiz morfolojiye ve monodisperse boyut dagilimina sahip oldugunu,
blyukliklerinin ise 40-600 nm arasinda degistigini gdstermistir. Sentezlenen PLGA
NP’lerin karakteristik 6zelliklerinin ayni sentez yontemini kullanan diger calismalarla

uyumlu oldugu tespit edilmistir [270], [271]. Calismada arastirilan en dnemli kisim ise
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bu NP’lerin hiicrelere girisi ve lokalizasyonudur. Yapilan literatiir taramalarinda NP’lerin
hicrelere nifuzunu etkileyen en 6nemli faktorlerin NP cesidi ve bitki tlri oldugu
belirtilmistir [14], [31]. Bu ¢alismada yonca bitkisi hiicrelerine PLGA NP’lerinin alimi ve
lokalizasyonu ilk kez gosterilmistir. Ayrica, farkli stirelerde uygulanan ultrasonikasyon

ve inklibasyonun PLGA NP’lerin hiicrelere girisini nasil etkiledigi belirlenmistir.

Literatlrdeki calismalar, dlisik yogunluklu ultrasonikasyon seviyelerinin, hicreler
Uzerinde cesitli 6limcill olmayan mekanik ve biyolojik etkilere yol actigini ve bitki
biyoteknolojisi ve genetik mihendisliginde disik yogunluklu ultrasonikasyon
uygulamalarinin kullanildigini géstermektedir [256]. Onceki calismalarda, hiicrelerin
%90'Inin ultrasonik islemiyle 7-11 dk’da [256] ve 20 dk’ya kadar %90’dan fazla [160]
hasar gordigl gosterilmistir. Bu calismada ise 3 dk’dan fazla ultrasonikasyon
kullanildiginda hiicre canhliginin carpici sekilde azaldigi bulunmustur. Ozellikle, 7 ila 9
dk ultrasonikasyonda hticrelerin ~%70'inde hiicre hasari tespit edilmistir. Sonuglar, 1 ila
3 dk’lik PLGA NP’lerin ultrasonikasyonunda hiicrelerde hasarinin minimum oldugunu
goOstermistir. Dolayisiyla elde edilen sonuglarin, onceki calismalarla uyumlu oldugu

sonucuna varilmistir.

Daha 6nce yapilan PLGA NP’lerin gorsellestirme calismalarinda (konfokal mikroskop
analizi); kumarin 6 yikli PLGA NP’lerin, hepatosit (C3A) ve fibroblast (3T6) insan hiicre
hatlari [276] ve V. vinifera bitki hiicre hatlari tarafindan [42] hiicresel olarak aliminda
doygunluga 2-3 saatte ulastigi bildirilmistir. Ayrica, ayni ¢alismalarda NP’lerin hicre
icine girislerinin zamanla daha biylk ve daha belirgin floresans yuvarlak govdeler
olarak gorildigl belirtilmistir. Bu ¢calismada da zaman iginde kiimelenen FITC-yukla
PLGA NP’lerin, inklibasyon siresi arttikca hicrelerin icinde daha net bir sekilde

yuvarlak floresans isima yaptig1 goruld.

Valetta ve ark. (2014) vyaptiklari calismada, kumarin-6-yikli PLGA NP’lerin V.
vinifera’da zamana baglh htcresel aliminin, hizla gerceklestigi bildirilmistir. 5-10 dk
sonra kiclk, ylksek floresans yuvarlak govdeleri ve hiicrelerin icinde disiik yogunlukta
gozlendigi, artan inklibasyon zamanlarinda (20-60 dk), kimelesen bu floresans
yuvarlaklarin daha az sayida ve daha biyik gorildiga bildirilmistir. PLGA NP’lerin 12

ve 24 saat inklbasyon siireleri sonrasinda, floresans dagilimin 60 dk’da gozlenene
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benzer oldugu belirtilmistir [42]. Bu calismada istatistiksel olarak anlamh farklihk
bulunmamakla birlikte, PLGA NP’lerin hiicreye aliminda 3 dk ultrasonikasyon
uygulamasinin, 1 dk. lik ultrasonikasyondan daha iyi sonuglar verdigi belirlenmistir.
Ozellikle 0 dk inkiibasyonda 3 dk NP girisinin, istatistiksel olarak 1 dk ’ya oranla daha
etkili oldugu tespit edilmistir. Ultrasonikasyon sonrasi inklibasyon sirelerinin PLGA
NP’lerin hiicreye aliminda etkili oldugu ancak 30 dk inkiibasyon sonrasi NP alinim

ylzdesinde artisa ragmen istatistiksel bir farkhlik olmadig belirlenmistir.

Ultrasonikasyon olarak da bilinen bu ultrasonik dalgalar, olusturdugu akustik
kavitasyon yoluyla hticre zarinin gecirgenligini gecici [224] olarak degistirerek cesitli
biyoetkiler Uretebilmektedir [213], [219], [225], [226]. Bu ultrasonik dalgalar hiicre
duvarinda, hiicre zarinda ve niikleer zarda gecici kanallari indikleyebildiginden [277],
[278] NP’lerin hicre duvari ile etkilesime girerek mevcut gozeneklerin genislemesini
veya yeni gozeneklerin olusumunu tesvik ettigi bildirilmistir. Bu nedenle calismada
uygulanan ultrasonikasyonun FITC-ylkli PLGA NP’lerin yonca hicrelerine alinim

verimini onemli 6lgtide arttirdigi soylenebilir.

Hiicre duvarinin varhigi, bitki hiicrelerinin NP aliminda hiicre duvari gézeneklerinden
daha blyuk NP’lerin alimini engelleyen bir bariyerdir. Literatir, en biylk hiicre duvari
gozeneklerinin 5-20 nm c¢apinda oldugunu bildirmektedir [41], [279], [280], [281].
Valetta ve arkadaslari (2014) PLGA NP’lerin V. vinifera hicrelerine alinimi ile ilgili
yaptiklari ¢alismalarda TEM analizi sonuglarina gore sadece 30-50 nm’de kiiglk ¢aplara
sahip PLGA NP’lerinin 4 ginliuk hicrelere niifuz edebilecegini gostermistir. Liu ve ark.
2008 yilinda yaptigi calismada Poli-L-lizin kapli nisasta NP’lerin 3-5 dk boyunca 120 W-
40 kHz ultrasonikasyonu altinda Dioscrea zigiberensis bitki hlicrelerine, normal sekilde
girdigini bildirmistir [256]. Baska bir calismada, hPAMAM-G2 dendrimer NP’leri
kullanilarak yonca hiicrelerinde gen aktarim etkinligini artirmak icin 0,5-3 dk’lik
ultrasonikasyon kullanilabilecegi bildirilmistir [160]. Sonuclar, NP’lerin hicre
duvarlarindan, plazma membranlarindan ve niikleer membranlardan ultrasonikasyon

uygulamalari yoluyla gecebilecegini gbstermistir.

Bu tez calismasinda TEM analizi sonuclarinda, 100 nm ¢apa kadar PLGA NP’lerin yonca

hiicrelerine nifuz edebildigi tespit edilmistir. Bu farkin nedenlerinden biri, bu tez
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¢alismasinda  kullanilan  hicrelerin, hicre duvarlarinin  henliz tam olarak
olusturulmamis olmasidir (5-6 ginlik). Daha biylk boyutta NP’lerin penetrasyon
nedenleri ayrica, ultrasonikasyon kullanimi ile de agiklanabilir. Ultrasonik dalga hiicre
duvarinda, hiicre zarinda ve nikleer zarda anlik kanallari indikleyebilir [277], [278].
Ayrica hiicrede endositoz, aquaporinler, iyon kanallari veya hiicre zarina ulastiklarinda
tasiyici proteinlere baglanma yoluyla hiicreye tirine bagli olarak hiicre icine
girebileceklerini 6ne surmdislerdir [41], [280], [281]. Ek olarak, hiicrelere nifuz
edebilen NP’lerin blyaklGgu, bitki turlerine, hiicre tipine ve hiicre bliyime fazlarina
bagl olarak degisebilmektedir [28], [29], [31], [282]. Calismamizda literatlrden farkli
bitki turinidn kullanilmasi ve ultrasonikasyon uygulamasi, bu bulgularimizi

desteklemektedir.

NP’lerin kullanimindaki dikkate deger bir artis, toksikolojik etkilerinin dikkatli bir
sekilde incelenmesini gerektirmektedir. MTT protokolii ile sitotoksisite, Comet
protokoli ile genotoksisitenin olciimi siklikla kullanilan yontemlerdir. Ancak NP’lerle
toksikolojik calismalar genellikle hayvan modellerinde ve hiicre hatlarinda yapilmakta
iken [283], nadiren bitkilerde [284] yapildigi goriilmUstir. PLGA’'nin, hayvanlarda ilag
dagitim sistemlerinde givenle kullanilabildigi ve memeli hiicrelerinde sitotoksik veya
genotoksik olmadigi bildirilmistir [285]. Bu tez ¢alismasinda PLGA NP’lerle 1 ve 3 dk
ultrasonikasyon sonrasi inkiibe edilen yonca hiicrelerinde sitotoksisite gérilmemistir.
Benzer sonuglar V. Vinifera da tespit edilmis [42] olup bu ¢alismayla uyumlu oldugu

gorulmustdr.

Genotoksisite ile yapilmis bitkisel calismalar irdelendiginde olursak; Ag-NP’ler (A. cepa
ve V. faba) [286], ZnO-NP’ler ve CeO,-NP’ler (Glisine maks) [287] ve TiO,-NP’ler (A.
cepa, N. tabacum, Z. mays ve V. narbonensis) [288] gibi metal NP’lerin bitkiler
Uzerindeki genotoksik potansiyeli cesitli arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir.
Bununla birlikte, 2013’de Santos ve ark. [289] CdSe / ZnS kuantum noktalarinin M.

sativa’daki DNA'ya zarar verdigini gostermislerdir.

Yapilan bu calisma ile ilk kez yonca bitkisinde PLGA NP’lerin sitotoksik etkileri yaninda
genotoksik potansiyeli incelenmis ve PLGA’nin yonca hiicrelerinde genotoksik etkisi

olmadigi gosterilmistir.
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Yakin gelecekte, tarim ve bitki arastirmalari icin NP’lerin gelistiriimesi cok daha fazla
onem kazanacaktir ve pestisit uygulamalarindan, giibre kullanimina ve hatta genetik
donlsiim icin nikleik asit nakledilmesine olanak taniyacaktir [50]. Bu tez
calismasindan elde edilen sonuclar, PLGA NP’lerin bitkilerde sitoksik ve genotoksik
etkilerinin olmadigini géstermistir. Bu nedenle tarimsal uygulamalarda PLGA NP’lerin
glivenle kullanilabilecegi dustinilmektedir. Ayrica bitkilere gen aktariminda kullanilan
yontemlerin dezavantajlari alternatif yontem olarak NP sistemlerinin gelistiriimesini
zorunlu kilmaktadir. Geleneksel sistemlerin etkinligini arttirmada ultrasonikasyon
uygulamalari olumlu sonuclar vermistir [160], [216], [218], [220], [221], [223], [231],
[232], [242], [244], [245]. Bu calismada en uygun ultrasonikasyon siiresi belirlenmis
olup, daha blyidk boyutlu PLGA NP’lerin hiicreye girmesi saglanarak verimlilik
arttinlmistir. Sonuglar, ultrasonikasyon uygulamasinin ozellikle bitki gen aktariminda
DNA-partikil boyutunun blyikligiinin getirdigi soruna ¢6zim olabilecegini
gostermektedir. Ayrica bu calisma, glinimizde bitkilerde kararli transformasyonun
saglanmasinda oOncl peptit veya dendrimerlerin kullaniilmasina olanak tanimasi

acisindan bir alternatif protokol olarak sunulabilir.
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