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OZET

Bu calismada, giimiis nanoparcaciklarin (GNP) ve bu GNP’larin glukoz, laktoz,
oligoniikleotid ve Cy5’in (floresans boya) cesitli kombinasyonlariyla modifiye
edilmis hallerinin, insan akciger kanseri (A549) hiicreleri ve immortilize edilmis
fare fibroblast (1.929)  hiicreleri tarafindan almlari, sitoplazmik
lokalizasyonlari/davramslar: ve sitotoksisiteleri arastirnlmmstir. Modifiye edilen
GNP’lar (MGNP); Ag/Glukoz, Ag/Laktoz, Ag/ssDNA, Ag/Glukoz/ssDNA,
Ag/Laktoz/ssDNA, Ag/ssDNA/Cys5, Ag/Glukoz/ssDNA/CyS5,
Ag/Laktoz/ssDNA/Cy5 seklinde hazirlannmsg; 100 pl olmak iizere tek
konsantrasyon kullamilarak A549 ve 1.929 hiicreleri ile 1 s, 6 s ve 24 s inkiibe
edilmis ve bu nanoparcaciklarin (NP) hiicresel alimlar1 incelenmistir. Ayrica
MTS (hiicre proliferasyonu testi) testi ile, hiicrelere uygulanan bu NP
konsantrasyonunun sitotoksik etkilerinin olup olmadig1 arastirilmstir.
Sitotoksisite testinde DMSO (Dimetilsiilfoksit) pozitif kontrol (PK), besiyeri ise
negatif kontrol (NK) olarak kullamlmistir. Cesitli GNP’lar ile muamele edilen
hiicrelerin, NP’lar1 alim oranlari, farkh inkiibasyon siireleriyle degiskenlik
gostermistir. Bu NP’lar arasinda L.929 hiicreleri tarafindan Ag/Glukoz’un ilk 1
saatteki alimn %33 oranla en fazla alinan NP olurken; AS549 hiicreleri
tarafindan Ag/Laktoz, %68 oranla 6. saatte en fazla alinan NP olmustur.
Stoplazmik lokalizasyonlara bakildiginda, bu NP’lar 1929 hiicrelerinde

genellikle kiiciik toplanmalar olusturarak, sitoplazmamin her yerinde rastgele



dagilim gostermistir. A549 hiicrelerinde ise 6zellikle Cy5 bulunan GNP’lar daha
biiyiik toplanmalar olusturmus ve genellikle sitoplazmamn orta kisimlarinda
yerlesmistir. GNP’lar bu konsantrasyonda 1.929 hiicrelerine uygulandiginda
sitotoksisite gostermezken, A549 hiicrelerinde Ag/Glukoz/ssDNA/CyS, %24
olmak iizere en fazla sitotoksik etki gosteren NP olmustur. Bu sonuclar,
hazirlanan GNP’larin saghkh ve kanserli hiicrelere uygulandiginda, kanserli
hiicreler tarafindan bazilarmin secici olarak alinabildigini ve stoplazmik
yerlesim acisindan fototermal kanser terapi uygulamalarinda 6nemli olabilecek
toplanmalar  olusturabilecegini  gostermistir.  Ayrica,  hiicrelere bu
konsantrasyonda uygulanan NP’lar, L1929 hiicrelerinde toksik etki
olusturmazken, A549 hiicrelerinde toksisite gostermesinden dolayi, kanserli
hiicrelerin GNP’lar aracihiiyla tedavi imkanlarimin iyilestirilebilecegi

diisiincesini ortaya ¢cikarmustir.
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ABSTRACT
In this study, for A549 (human lung cancer cells) and L929 (immortalized
mouse fibroblast cells) cells; cellular uptake, cytoplasmic localizations or
behaviors and cytotoxicity of silver nanoparticles (SNPs) and their chemically
modifications one by one and by different combinations with glucose, lactose,
oligonucleotide and fluorescence dye (Cy5) are investigated. The modified SNPs
(MSNPs) prepared as Ag/Glucose, Ag/Lactose, Ag/ssDNA, Ag/Glucose/ssDNA,
Ag/Lactose/ssDNA, Ag/ssDNA/Cys5, Ag/Glucose/ssDNA/CyS5,
Ag/Lactose/ssDNA/Cy5 were incubated with A549 and 1.929 cells during 1 h, 6
h and 24 h, and cellular uptake of these nanoparticles (NPs) was examined.
Additionally, by MTS (cell proliferation assay) assay, it was investigated
whether the applied concentration of these NPs had cytotoxic effect or not.
DMSO (Dymethylsulfoxide) was used for positive control, medium was used for
negative control in the cytotoxicity test. For the cells incubated with different
SNPs, variant cellular uptake ratios were detected during different incubation
times. Among these NPs, while for 1L.929 cells, cellular uptake of Ag/Glucose at
the first hour was the most amount NPs with 33%; for A549 cells cellular
uptake of Ag/Lactose was the most amount NPs with 68% at 6™ hour. As for
cytoplasmic localization of NPs, whereas the NPs in the 1.929 cells formed small
aggregates and they diffused randomly in the cell cytoplasm; in A549 cells,
especially dye included SNPs formed large aggregates in the cytoplasm. When

this concentration of all SNPs was applied to 1929 cells, no cytotoxicity was



vii

observed. In A549 cells, on the other hand, Ag/Glucose/ssDNA/Cy5 had the
most cytotoxic effect with 24 %. These results showed that when prepared SNPs
are applied to healthy and cancer cells, some of the NPs are uptaken selectively
for cancer cells; and in the terms of cytoplasmic localization and aggregations of
NPs become an important tool for the phototermal cancer therapy applications.
While the applied concentration of the nanoparticles didn’t show toxic effect to
the 1929 cells but they were toxic to A549 cells; enhanced treatment
opportunities of cancer cells via SNPs was risen due to spontaneous toxic effect

only in the cancer cells.
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1. GIRIS

Insanligin baslangicindan beri canli ve cansiz tiim varliklarin daha iyi anlagilmas1 ve
yasam kosullarinin iyilestirilmesi amaclanmistir. Dolayisiyla gerek ilkel gerekse
gelismis tekniklerle yapilan bir¢ok girisim, hi¢ siiphesiz giderek artan bir bilgi
birikimine ve buna paralel olarak da yeni bilim dallarinin dogmasina sebep olmustur.
Ancak, gecmisten bu yana cesitli girisimler sonucunda giderek iyilestigini (!)
diisiindiigiimiiz yasam kosullari, insan basta olmak {izere tiim varliklar1 cok degisik
sekilde etkileyebilmektedir. Bu etkileri de en aza indirmek iizere, bugiin hizla gelisen
yeni bilim dallar1 bir care niteliginde gelistirilmeye ¢alisilmaktadir. Bunun en giizel
Ornegini, bugiin gelmis oldugumuz nanoteknoloji ¢ag1 da gostermektedir. Hizli bir
sekilde bircok uygulama alam1 olusturan ve hayatimiza girmeye baslayan
nanoteknoloji, bir¢cok hayalin gergeklesebilecegi ve cevaplanmamis sorularin, hayati
olusturan molekiillerin bizzat kendi yapisina sorularak cevap bulunabilecegi iimidini
de beraberinde getirmistir. Ozellikle insan icin vazgecilemez durumlardan biri olan
saglik sorunlart ve bunlarin c¢oziimlerinde, nanobiyoteknoloji uygulamalarina,
(simdilik) gelecegin akilli molekiiler cerrahlarnn goziiyle bakilmaktadir. Heniiz tam
anlamiyla ¢aresi bulunamayan ¢agimizin hastaligi kanser ise nanobiyoteknolojinin de
onemli odak noktalarindan biri olmustur. Bu nedenle c¢ok kisa bir siirede bircok
kanserli hiicre ¢esidinin ¢esitli NP’lar ile etkilesimi ve tedavisine yonelik ¢alismalar

aragtirilmaya baglamistir.

Nanobiyoteknoloji uygulamalarin1 cekici kilan 6zellikler ise, kullanilan NP’lardan
kaynaklanmaktadir. Biyolojik uygulamalarda ve tipta —ozellikle kanserli hiicre
uygulamalarinda- su an iizerinde c¢alisilan en 6nemli NP’lar; metal NP’lar, Karbon
nanotiipler, Kuantum noktalari, TiO, (Titanyum dioksit) ve manyetik NP’lardir.
Nano boyutlarda iken farkli 6zellikleri (termal, elektrokimyasal ve optik) [El-Sayed,
2001] ortaya cikan NP’lar, antibakteriyel [Pal ve ark., 2007]; canli hiicrelerde
hedeflenmis bolgeye giden secgici molekiiller [Pitsillides ve ark., 2003]; toksisite
olusturan veya olusturmayan yapilar ya da biyolojik numunelerde oldukca iyi
goriintilleme imkan1 sunabilen floresans yapilar olarak kullanilabilmektedir. NP’larin

bir kism1 ozellikle yiizey plazmonlarindan dolayi tercih edilebilmektedir. NP’larda



olusan bu yapi, onlarin cesitli 1sinlarla etkilestiklerinde, boyutlarina, sekline ve
etkilestigi maddelere gore farkli renkler olusturarak kolorimetrik belirlemelerin
yapilmasina [Tsai ve ark., 2005] baz1 spektroskopik uygulamalarda gelen 1sin ile
maddenin etkilesiminin artirilarak [Jackson ve Halas, 2004] spektroskopik olarak
molekiiler ayrimlarin yapilmasina; nanobiosensor gelistirilmesine [Haes ve ark.,
2004]; fototermal kanser terapisi veya fototermal antibakteriyel terapide [Deckers ve
ark., 2008] kullanilmasina imkan saglamaktadir. Ozellikle altin (Au) ve GNP’lar
yiizey plazmonlari, kolay kontrol edilebilir yiizey o6zellikleri ve modifikasyon
imkanlariyla biyolojik uygulamalarda kullanilabilirligi en ¢ok arastirilan NP’lar
olmustur. Ornegin GNP’lar, antibakteriyel 6zelliklerinden dolay: tekstil alaninda
onemli bir yer tutarken, ¢esitli biyolojik uygulamalarda ve tibbi cihazlarda da yaygin
olarak kullanilmaya baslamistir. Bunlarin yaninda spektroskopik tekniklerle analiz
yapilmasinda, 6zellikle muhtesem yiizey plazmonlarindan dolay1r yiizeyde
zenginlestirilmis Raman sacilmasina (YZRS) dayali spektroskopide tercih edilen
NP’larin basinda gelmistir [Chen ve ark., 1995]. Boylece biyolojik numunelerle
etkilesime giren GNP’lar, numunenin ¢ok kisa bir siirede spektroskopik bir teknikle
kimliklendirilerek, hizli bir sekilde analiz edilmesine imkan saglamistir. Ayrica
GNP’larin yine plazmon oOzellikleri sayesinde kaliteli bir hiicresel goriintiileme
sagladig bilinirken [Chen ve ark., 2003], gen ekspresyonunu artirdig1 [El-Sayed ve
ark., 2006] ve viriis infektivitisini inhibe ettigi de [Gupta ve ark., 2003] tespit
edilmistir. Fakat bazi1 arastirmacilar, GNP’larin cesitli hiicrelerde genotoksik ve

sitotoksik hasar olusturdugunu da bildirmistir [Arora ve ark., 2009].

Gelistirilen NP’larin canli organizmalarda etkisi ise ayn1 olmamaktadir. Dolayisiyla
Nanobiyoteknoloji arastirmalarinda kullanilan parcaciklarin canli hiicrelere olan
etkisini test etmek icin oncelikle onlarin birtakim in vitro-in vivo uygulamalardan
gecmesi ve optimize edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle kullanilacak olan NP’lar,
cesitli  hiicre  kiiltiirii  teknikleriyle hiicrelerle muamele edilmekte ve
genotoksisite/sitotoksisite durumlar1 [Jacobsen ve ark., 2008] belirlenerek

kullanilabilirlikleri aragtirilmaktadir.



Bu calismada, yaklasik 50 nm olan GNP’larin tek basina ve cesitli molekiillerle
(karbohidrat, oligoniikleotid, floresans boya) modifiye edilmis hallerinin, 1929
hiicreleri ve A549 hiicrelerinde, in vitro olarak alim oranlari/davranislari, stoplazmik
yerlesimleri ve sitotoksik etkileri incelenmis; GNP’larin saglikli ve kanserli hiicreler
tarafindan segici alimlarinin saglanmasi ve kanserli hiicrelerin oldiiriilebilmesi icin,

GNP’larin uygun bir model olusturup olusturmayacagi arastirilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Nanoteknoloji-Nanobilim, Nanobiyoteknoloji

Nanoteknoloji  ismi, yunanca “nannos=ciice” kelimesinden gelmektedir.
Nanoteknoloji kavraminin ilk defa 1959 yilinda Amerikal fizik¢i Richard Feynman
tarafindan “There's Plenty of Room at the Bottom" (Asagida Daha Cok Yer Var)
soziiyle ortaya ¢iktigi bilinmektedir. Nanoteknoloji terimi ise, Tokyo Bilim
Universitesi profesorlerinden Norio Taniguchi tarafindan 1974 tarihinde yapmis
oldugu bir yayinda tanimlanmigtir [Taniguchi, 1974]. Vizyonu aslinda ¢ok eskilere
dayanan nanoteknoloji, yaklasik son 10 yildir ¢ok hizli bir sekilde gelismeye
baslamis ve daha sonra nanobiyoteknoloji alaninin da i¢inde oldugu bircok ozel alt

bilim dallarina ayrilmistir.

Nanoteknoloji kisaca tanimlanacak olursa, her bir atom ve molekiilii degistirerek
iyilestirme esasina dayanan ve maddenin nanometre boyutlarindaki olaganiistii
ozelliklerini kullanarak, bu ozelliklerin kontrollii molekiiler yapilar ve yeni
materyaller olusturmak {izere kullanilmasina imkan sunan disiplinler arasi bir alan
oldugu soylenebilir. Nanoteknoloji tanimi, baz1 kaynaklarda “nanobilim” olarak da
gecebilmektedir. Fakat nanobilim, daha genis bir terim olup, “nano boyutlardaki
materyallerin c¢esitli disiplinler igerisinde farkli islemlerde kullanilmasi” seklinde
yorumlanabilir. Giiniimiizde giderek 6nemi artan nanobiyoteknoloji ise; “biyolojik ve
kimyasal analizlerde daha hassas, yiiksek tam 6zelligi sunan ¢ok fonksiyonlu yeni
alet ve sistemlerin olusturulmasina onciilik eden, miihendislik ve molekiiler
biyolojinin ortak bir yaklagimi” olarak ifade edilebilir. Biiyiikliik olarak “metrenin
milyarda birini” teskil eden “nm” terimi de nanoteknoloji uygulamalarindaki madde
biytikliigiinii belirten 6lcii birimi olmustur. 1 nm’nin i¢ine 2-3 atomun sigabilecegi
belirtilmekte ve bugiin iizerinde yogunlasilan NP’larin biiyiikliigic de 1-100 nm

arasinda belirlenmektedir.



2.2. Nanoparcaciklarin Ozellikleri

Nanoteknoloji ugulamalarim cazip kilan, kullanilan pargaciklarin nano boyutlardaki
cesitli fiziksel ve kimyasal 6zellikleri olmustur. NP’larin bu boyutlarda olugturulmasi
ise farkli yontemlerin kullanilmasina bagli olarak degismektedir. Dolayisiyla nano
boyutlardaki materyallerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri kaba hallerinden farkli
olabilmektedir. Bu durum, onlarin genis reaktif yiizey alam ile olmakta ve bu ylizey
alan1 da boyuta bagh olarak farkli 6zelliklerin ortaya ¢ikmasina onciiliikk etmektedir.
Chatterjee ve arkadaglar1 (2008) kiiciik boyutlu NP’larin toplam parcacik yiizey
alaninin artmasindan dolayi, yiiksek ila¢ salinimi etkisi oldugunu bildirmislerdir. Bu
arastiricilar, 200 nm’den kii¢iik olan parcacik boyutlarinin biyolojik uygulamalarda
optimum boyut oldugunu ve bu durumun hem kan-tiimor transferini etkiledigini hem
de tiimorlii dokuda uzun siire alikonulmasina imkan verdigini bildirmistir [Chatterjee

ve ark., 2008].

Genel olarak nano olceklerde bir yapinin hazirlanmasi i¢in asagidan yukariya
(bottom up) ve yukaridan asagiya (top down) olmak iizere iki yaklasim vardir.
Asagidan yukariya yaklagimi kiigiik yapilarin biiyilk yapilar iizerine toplanmasi
esasina dayanir ve kimyasal sentez, lazerle olusturulmus toplanma, kolloidal
toplanma, kendiliginden diizenlenme gibi yontemleri icerir. Yukaridan asagiya
yaklagimi ise biiylik yapilarin kiiciik yapilar olusturmak iizere modifiye edilmesi
esasina dayanir ve; litografik teknikleri, film {izerinde olusturma teknilerini, lazer
1511 ile yapilan birtakim islemleri ve mekanik teknikleri igerir. NP sentezi de
fiziksel, kimyasal, mekanik ve karisik yontem olmak iizere, kati, sivi ve gaz halinde

olusturulacak sekilde sinirlandirilabilir.

2.2.1. Yiizey plazmonlari ve fototermal terapi

Farkli yontemlerle olusturulan bazi NP’larin en 6nemli 6zellikleri, yiizey plazmonlari
olusturmasidir. Yiizey plazmonlar1 da bir¢ok farkli materyalde farkli 6zellikleriyle
karsimiza ¢ikmaktadir. Yiizey plazmonu; metal nanopargaciklarin yiizeyinde olusan

bir elektron bulutuna benzetilebilir. Bu plazmonlarin bir 151k kaynag ile



uyarildiginda olusan durumuna da yiizey plazmon titresimi (rezonans) denilmektedir
[Kerker, 1985]. Giiniimiizde nanomateryallerin yiizey plazmonu titresimi
ozelliklerinden  yararlamilarak,  biyolojik  uygulamalarda  kullanilabilirligi
gosterilmistir. Yiizey plazmonlart NP’larin boyutuna bagl oldugu kadar, sekline ve
15181 absorblama 6zeligine de bagldir. Ornegin kiiresel bir NP’1n yiizeyinde tamamen
cevresini saracak sekilde bir plazmon olusurken, tiggen seklindeki nanopargaciklarda

bu olusum farklidir [Chan ve ark., 2008].

Nanomateryallerin 1s1kla  etkilesimleri (yiizey plazmonu olusumu), degisik
uygulamalarda karsimiza ¢ikmaktadir [Lazarides ve ark., 2000; Kelly ve ark., 2003].
Ornegin, Au NP’in absorbladigi 151k, hem yiizey plazmonlarini uyarir hem de
pikosaniyede 1siya doniisiir [Link ve El Sayed, 2003]. Bu 1s1 doniisiimii ise bu
ozellige sahip NP’larin terapotik uygulamalarda fototermal ajan olarak
kullanilmasina imkan sunar. Fototermal terapi, hastalikli hiicrelerin veya dokularin,
foto-duyarli 6zel ilaglarin ve 15181In kombinasyonuyla yikilmasina ya da zarar
gormesine sebep olan klinik bir yontemdir. Bu yontemde genellikle goriiniir bolgede
ve yakin infrared bolgede uygun dalga boyu ile uygulama yapilir. El Sayed ve
arkadaslar (2005), 15-60 nm Au NP’larin yiizeyine anti-EGFR antikoru baglayarak,
bu NP’lart in vitro kosullarda bazi kanserli hiicrelerle muamele etmistir. Kanser
hiicrelerine 6zgii antikorlar1 tasiyan Au NP’lar saglikli hiicrelere rastgele ve az
miktarda tutunurken, kanser hiicrelerine secici olarak baglanmistir. Boylece kanserli
hiicrelerde daha fazla yiizey 1s1k sacilmasi olusmustur. Arastirmacilar, bu fazla 1s1ma
ve toplanmanin etkisiyle bu hiicrelerde fototermal terapinin uygulanabilecegini

bildirmislerdir [El Sayed ve ark., 2005].

Kong ve arkadaglar1 (2008) glukoz ile modifiye ettikleri Au NP’lar1, 2 s boyunca
kanserli hiicrelere (MCF-7) uygulamistir. Bu hiicrelere 200 kVp X-151n1 uygulamiglar
ve Au NP olmayan MCF-7 hiicrelerine uygulanan radyasyon sonuclariyla
karsilastirdiklarinda, %63,5 oraninda sitotoksik artisin olustugunu bildirmislerdir

[Kong ve ark., 2008].



Yiizey plazmonlari, nanomateryallerin cesitli molekiillerle etkilesime girdikten 6nce
ve sonraki hallerine bagli olarak, ekranda dalga boylarinda olusan degisikliklere
bakilarak algilamada kullanilma imkan da sunmaktadir [Li ve ark., 2009; Shin ve
ark., 2007]. Aym sekilde NP’lar ¢esitli molekiillerle etkilesime girdikten 6nce ve
sonra yiizey plazmonlarindan dolayr renk degisikligine sebep olurlar ve bu
degisikliklere bakilarak kolorimetrik (renge dayali) tayinlerin yapilmasinda

kullanmilabilirler [Kim ve ark., 2006; Schofield ve ark., 2006].

NP’lardaki yiizey plazmonlarinin bir baska avantaji da Raman sagilmasini
zenginlestirmesidir. Raman sa¢ilmasi, bir numunenin goriiniir bolge veya yakin-
infrared monokromatik 1sindan olusan gii¢lii bir lazer kaynagiyla 1sinlanmasindan
sonra sagilan 1smin belirli bir acidan dl¢iimiine dayanir. Molekiillerin siddetli bir
monokromatik 1s1n demeti ile etkilesmesi sirasinda 1s1k absorbsiyonu olay1
gerceklesmiyorsa 151k sacilmasi olayr meydana gelir. Raman sagilmasi sirasinda,
sacilan 151810 enerjisinde, molekiil ile etkilesen 15181n enerjisine gore bir fazlalik veya
azlik olusur. Bu durum, isikla etkilesen molekiiliin titresim enerji diizeyleri
arasindaki enerji farklan kadar oldugundan, bu yontemle molekiillerin titresim enerji
diizeyleri hakkinda bilgi edinilir. Ancak; normal Raman sagilmasiyla alinan sinyaller
zayiftir. Oysa NP’larin kiiciilen boyutlarina bagli olarak olusturduklar1 ylizey
plazmonlari, etkilesime girdikleri molekiillerde yiizeyde zenginlestirme yaparak
Raman sagilmasinin da zenginlesmesine katkida bulunmaktadir. Hatta metal
nanoyapilarla cesitli molekiiller birbirleriyle yakin temas kurdugu zaman Raman
sacilmasinda 10" gibi miithis bir zenginlesmenin oldugu da bildirilmistir. Olusan bu
duruma ise, YZRS denmektedir ve bu uygulamayla tek molekiil seviyesinde
belirlemenin yapilabilecegini gosteren arastirmalar bulunmaktadir [Lin ve ark.,
2006]. Kneipp ve arkadaslar1 (2009), Rose Bengal ve Kristal Viyole gibi Raman aktif
maddelerin Au NP’lara tutunmasimi saglamiglar ve hazirlanan bu NP’larla 3T3
hiicrelerini 4 s inkiibe etmislerdir. Hiicrelerin icerisine giren ve topluluk olusturan
hibrit Au NP’larin YZRS’si, PBS i¢indeki hiicrelerden 2 mV lazer giicii kullanilarak
elde edilmistir [Kneipp ve ark., 2009]. Boylece sitoplazmanin farkli yerlerinde
toplanan NP’larin sagladigit YZRS ile NP’larin hiicre i¢cindeki durumlar hakkinda
bilgi alabilme fikri gelismistir (hiicresel YZRS).



Yehia ve arkadagslar1 (2007), HeLa hiicrelerini tek katli Karbon nanotiipler ile 60 s
inkiibe ederek, periniiklear bolgeden ve sitoplazmadan Raman sinyalleri almislardir.
Boylece NP’larin zamanla hiicreye alim mekanizmalarin1 bu sekilde tesbit etmeye

calismiglardir [ Yehia ve ark., 2007].

Culha ve arkadaslarn (2008) da, GNP’larin daha giiclii bir sekilde YZRS’yi
artirmasindan dolayi, NP’lar1 termofilik bakteriler ile basit karistirma yontemiyle
karistirarak, bu bakterilerin YZRS’ye dayali karakterizasyonlarinin yapilabilecegini
gostermisler ve c¢ok kisa bir siirede bircok mikroorganizma cesidinin

kimliklendirilmesinin miimkiin olabilecegini bildirmislerdir [Culha ve ark., 2008].

2.2.2. Altin ve giimiis nanoparcaciklar

Giiniimiizde biyolojik uygulamalarda karsilagilan en yaygin NP’lar, Karbon
nanotiipler [Bethune ve ark., 1993], manyetik NP’lar [Pankhurst ve ark., 2003],
Kuantum noktalar1 [Medintz ve ark., 2005], Au ve GNP’lardir. Bunlarin arasinda
metal NP’lar iizerinde olduk¢ca yogun caligmalara odaklanmilmistir. Dolayisiyla
biyoloji alaninda metal NP’larin biyosensér [Nam ve ark., 2003], hiicre ve
biyomolekiil isaretlemesi [Franzen ve Feldheim, 2003], kanser terapétikleri [Hirsch
ve ark., 2003] gibi bircok alanda uygulanmasi kesfedilmistir. Au ve giimiis metal
NP’lar ise; lizerinde hemen hemen en cok arastirma yapilan NP’lar olmustur.
Nitekim insanlik tarihine goz atildiginda Au ve giimiis metallerden oldukca
faydalanildig: goriilmektedir [Kerker, 1985]. Ornegin 4. yy.da bu metallerin
renklendirici  Ozelliklerinden yararlamilmig; 17. yy.’da ise resim sanati
uygulamalarinda kullanilmistir. Hatta Hintlilerin, giimiis tozu yedikleri, Cinlilerin de
yemeklerine ince Au film karistirdiklar1 da uzun zamandir bilinmektedir. Bu nedenle
Au, birtakim 6zelliklerinden dolayr NP’lar icerisinde bircok uygulamada cazip hale
gelen bir yap1 olmustur. Au’in nano boyutlarina ulasildiginda da biyouyumlu oldugu
ve sitotoksik Ozellik gostermeyen bir yap1 oldugu bircok arastirmada gosterilmistir
[Connor ve ark., 2005; Shukla ve ark., 2005]. Au NP’lan1 cazip kilan 6zelliklerinden
biri de yiizeylerinin kolayca biyomodifikasyon islemlerine adapte edilebilmesidir.

Ciinkii Au NP’larn yiizeyi tiyol, disiilfit ve aminlere kars1 giiclii bir ilgi gosterir.



Boylece basit bir Au-tiyol kimyasi; cesitli peptid, protein ve DNA’nmin yiizey
konjugasyonuna imkan saglamaktadir [Katz ve Willner, 2004; Niemeyer, 2001]. Au
NP’lanin cesitli antikorlar ile yiizeyinin fonksiyonlasmasi [El-Sayed ve ark., 2005;
Sokolov ve ark., 2003] ise kanser hiicrelerinin secici bir sekilde hedeflenmesinde
kullanilmasina olanak saglamakta iken, ¢ok iyi bir hiicre i¢i hedefleme parcacigi

olarak kullanilabilecegi de desteklenen goriisler arasindadir.

Son zamanlarda GNP’larin da nano-boyutlardaki ozelliklerinin kesfedilmesiyle
nanobiyoteknoloji alaninda oldukca faydali olabilecegi anlasilmis ve hizla bircok
uygulamada kullanilabilirligi arastirllmaya baglamistir. Bu nedenle, fiziksel ve
kimyasal ozellikleri farkli olan degisik boyutlarda c¢esitli GNP’lar sentezlenmis ve
gelistirilmistir. Ayrica GNP'larin degisik indirgeyici ajanlarla sentezlenebilecegi ve
buna bagl olarak toplanmalarinin da Onlenebileceg§i ya da azaltilabilecegi
belirtilmistir [Ramana ve ark., 2008]. Dolayisiyla hazirlanan degisik yapilardaki
GNP’larin analizi yapildiginda absorbsiyon bantlarinda degisiklik go6zlenmistir
[Chien ve ark., 2008]. Boylece gelistirilmeye calisilan GNP’larin kisa siirede
biyolojik numunelerde kullamilabilirligi arastirillmaya baslanmis ve bazi 6nemli
bulgular elde edilmistir. Ornegin Au’dan daha iyi ozellikte olan yiizey plazmon
rezonanslar1 sayesinde molekiiler isaretlemede ideal bir NP olabilecegi fark
edilmistir [Schultz ve ark., 2000]. Ayrica GNP’larin antimikrobiyal olmasi da bilinen
en Onemli Ozellikleri arasindadir. Ornegin Baker ve arkadaslar1 (2005),
sentezledikleri GNP’larin E.coli i¢in toksik oldugunu bildirmistir [Baker ve ark.,
2005]. Holt ve Bard (2005) ise GNP’larin, bakteri solunum zincirlerinde bazi diisiik
potansiyelli enzimlere baglanarak ROS iiretimine sebep oldugu i¢in E.coli
bakterisinin Oliimiine sebep oldugunu bildirmiglerdir [Holt ve Bard, 2005]. Ayrica
GNP’lanin viriislerin konak hiicreye baglanmasini inhibe ettigi ya da azalttigr da
tesbit edilmistir [Elechiguerra ve ark., 2005]. Giinlilk yasantimizda giderek artan
GNP temelli tiikketim iirtinlerinin varligi, GNP’lara olan ilgiyi daha da artirmis ve
bir¢ok iiriiniin yapilandirilmasinda, onu tercih edilebilecek bir sanayi iiriinii haline
getirmigtir. Ayrica GNP’larin  antibakteriyel 06zelliklerinden dolay1 terapotik

uygulamalarda yararlanilmak {iizere giimiis emdirilmis kateter ve sargi bezleri
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giiniimiizde kullanilmaya baslamistir [Lok ve ark., 2006; Gogoi ve ark., 2006; Kim
ve ark., 2007; Samuel ve Guggenbichler, 2004; Chen ve ark., 2006].

GNP’larin canli hiicrelerle olan iligkisi heniiz tam anlagilamamasina ragmen yapilan
bazi caligmalar, GNP’larin hiicre c¢alismalarinda da iimit vaat edici 6zelliklerinin
olabilecegini gostermektedir. Simdiye kadar tesbit edilen bazi bulgular, NP’larin
hiicre igerisine genel olarak (reseptdr aracili) endositoz yoluyla alindigini
gostermistir [Tsuji ve ark., 2006]. Fakat GNP’larin hiicre icerisine alinma
mekanizmas1 heniiz tam olarak bilinmemektedir. Dolayisiyla hiicrelerin besiyeri
icerisindeki GNP’lan tek tek mi, yoksa toplanmis halde mi alindig:1 hakkinda net bir
bilgi bulunmamaktadir. Oysa NP’larin hiicre icerisinde veya hiicre disinda
olusturdugu toplulugun hacmi, hiicre alimlar1 hakkinda ©nemli ipuglar1 veren
bulgulardan biridir. Nitekim Carlson ve arkadaslar1 (2008), TEM analizi sonucunda
hiicre icindeki NP’larin 2 pm’den kiigiik topluluklar olusturdugunu, bu nedenle 10
pm’den biiyiik olan genis NP toplanmalarinin 24 s sonra etkili bir sekilde hiicrelere
alimamayacaginm1 GNP’lar ile yaptiklar1 calisma sonucunda bildirmislerdir [Carlson

ve ark., 2008].

GNP’larin hiicreler tarafindan alim sekilleri ve davraniglar1 pek arastirilmamis olsa
da, hiicre icinde birtakim ©nemli olaylar1 etkileyebildigi bildirilmistir. Ornegin
NP’larin cekirdegi hedefleyebilme [Nativo ve ark., 2008; Li ve ark., 2008]
ozelliklerinden yola c¢ikarak GNP’larin gen ekspresyonunu artirabilecegi ve 12-30
nm boyuttaki GNP’larin da ¢ekirdege gidip ekspresyon yapabilecek uygun boyutlar
olabilecegi bildirilmistir [Chien ve ark., 2008]. Ayrica mannoz tiirevi ile stabilize
edilen GNP’lar kolorimetrik biyo-testlerin gelistirilmesi i¢in de kullanilmigtir
[Schofield ve ark., 2006]. GNP’larin canli hiicrelerde kullanilmasinin diger bir
avantaj1 da hiicresel goriintiileme saglamasidir; ¢iinkii olusturduklan toplanmalardan
kaynaklanan yiizey plazmonlarinin hiicre i¢inde iyi bir floresans 6zellik verdigi tesbit

edilmistir [Lesniak ve ark., 2005].
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2.3. Nanoparcaciklarin Yiizey Modifikasyonunun Onemi

Gelistirilen NP’larin, hiicrelerde istenilen amaca ulagsmasi i¢in sadece tek bir
fonksiyonu degil ayn1 anda bircok fonksiyonu yerine getirebilmek iizere fiziksel,
kimyasal veya elektrokimyasal olarak yilizey modifikasyonlar1 yapilmaktadir. Ciinkii
NP’larin ylizey modifikasyonlart onlarin hiicresel alimlarinm1 veya hiicrelere
baglanmalarini, ¢ekirdek hedeflenmesini, gen susturulmasimi ve  timor
penetrasyonunun hedeflenmesini artirabilir [Yang ve ark., 2007; Nativo ve ark.,
2008; El-Sayed ve ark., 2005; El-Sayed ve ark., 2006]. Biyolojik uygulamalarda
kullanilmak iizere gelistirilen NP’larda yiizey modifikasyonu yapmak i¢in genellikle
cesitli protein/peptid, oligoniikleotid, aminoasit, floresans yapilar veya baska nano
yapilar su an icin kullanilan en yaygin molekiiller olmustur. Son zamanlarda
karbohidratlarin da NP’lar ile birlikte muamele edilmeye baslamasi, karbohidratlarin
yiizey modifikasyonunda ©6nemli etkiler olusturabilecegini  gostermistir.
Organizmalarin temel enerji kaynagimi Oncelikle karbohidratlarin olusturdugu
dikkate alindiginda, bu o6zelliklerinin nanoteknoloji kavramiyla birlestirilmesinin,
nanobiyoteknoloji i¢in faydali olabilecegi diistintilmiistiir. Karbohidratlarla yapilan
NP temelli ¢aligsmalarin oldugu alana, Glikobiyoloji ve nanoteknoloji catisi altinda
birlestirilerek ~ bahsedilmis  Glikonanoteknoloji veya Glikonanobiyoteknoloji
isimleriyle rastlamak miimkiindiir [Barrientos ve ark., 2003]. Dolayisiyla
karbohidratlarla muamele edilen NP’lar hakkinda da glikonanoparcacik seklinde

bahsedilmektedir.

Su ana kadar karbohidrat ile yapilan NP modifikasyonlarinda mannoz tiirevleri,
galaktoz, laktoz, nisasta ve glukoz kullanilmistir [Schofield ve ark., 2006]. Fakat
karbohidratlarin, NP modifikasyonlarinda cesitli kombinasyonlari heniiz tam olarak
arastirilmamis, yapilan arastirmalarda da sadece birkag c¢esit NP iizerinde
durulmustur. Karbohidatlarla yapilan modifikasyonlar arasinda ise genellikle glukoz
tercih edilmistir. Ciinkii, glukoz hem saglikli hiicrelerin hem de kanserli hiicrelerin
enerji ihtiyaci1 karsiladigi temel yakit molekiiliidiir. Dolayisiyla hiicrelerin en ¢ok
titkettigi molekiiller arasindadir ve en Onemlisi kan-beyin bariyerine ulagsmaktadir.

NP’larin da kan-beyin bariyerine, plasenta bariyerine ve diger dogal koruyucu
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bariyerlere penetre olma oOzelliginden dolayr [Wang ve ark., 2004] glukozla
fonksiyonlasmis glikonanopargaciklarin, glukozu beyine ulastirmada iyi bir tasiyici
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Diger 6nemli bir karbohidrat ¢esidi olan laktoz (siit
sekeri) da karbohidrat-protein ve karbohidrat-karbohidrat etkilesimi gibi bircok
biyolojik siirecin islemesinde ©nemli rol oynamaktadir. Dolayisiyla NP’larin
izerinde bulunan molekiillerin yapisina bagl olarak (kimyasal 6zellik, hidrofobik-
hidrofilik 6zellik, yiizey enerjisi, yiikii vs.), NP — hiicre etkilesimi ve toksisite gibi
bir¢cok biyolojik siire¢ de degisik sekillerde etkilenmektedir [Berry ve ark., 2003;
Gupta ve ark., 2003; Ahamed ve ark., 2008; Lesniak ve ark., 2005].

Karbohidratlarin NP’lar ile iliskilendirilerek yapilan az sayidaki ¢alismalari, aslinda
onemli bulgularin ortaya cikabilecegini gostermistir. Ornegin Schofield ve
arkadaslart (2006) Au ve giimiis glikonanopargaciklarin, kolorimetrik temelli
biyotestlerin gelistirilmesinde kullanilabilecegini belirtmislerdir [Schofield ve ark.,
2006]. Benzer sekilde laktoz stabilize edilmis 16 nm Au glikonanoparcaciklar kolera
toksininin kolorimetrik olarak belirlenmesinde de kullanilmistir [Schofield ve ark.,
2007]. Glikonanopargaciklarin diger 6nemli bir 6zelligi de canli organizmalarin
hiicre yiizeyi ile cok yakin iligkiler (yiiksek afinite) kurabilmesi olmustur. Ciinkii
hiicreler, yiizeylerinde ¢ok cesitli karbohidrat tiirevleri bulundurmakta (glikokaliks
ortii) ve bu hiicre yiizeyi karbohidratlar1 da biyolojik siireclerde ¢ok onemli roller
tistlenmektedir. Ornegin, immiin tanima olaylarinda [Kiessling ve ark., 2000], bakteri
ve virlislerin konak hiicreyle etkilesiminde [Karlsson, 1995], doku biiyiimesi ve
tamirinde [Varki, 1993] yiizey karbohidratlar1 kilit fonksiyonlara sahiptir.
Dolayisiyla NP’larin hiicre yiizeyi ile olan iliskileri de bu fonksiyonlarin daha detayl
incelenmesine  olanak  saglayabilecektir.  Ornegin  viriis-hiicre  adhezyon
calismalarinda Au glikonanopargaciklarin, virlis ylizeyindeki glikoproteinlere
oldukca giiclii ilgi gosterdigi ve siki bir sekilde tutundugu tesbit edilerek, NP-hiicre
etkilesimi hakkinda bilgi alinabilmistir [Nolting ve ark., 2003]. Dolayisiyla
karbohidratlarin NP’lar iizerinde bulunmasi, NP’larin hiicre yiizeyindeki karbohidrat
baglayici proteinlerle daha iyi etkilesime girmesini [Chen ve ark., 2003] saglamistir.
Hatta hiicrelerin yiizeyinde bulunan proteinler tarafindan spesifik taninmaya katkida

bulunarak, hiicrelere 6zgii “akilli” tabir edilebilecek NP’larin gelistirilmesine imkan
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sunabilmesi de diger onemli bir 6zellik olacaktir. Ciinkii, karbohidrat-protein
etkilesimi hiicresel tamimada, endositozda, fertilizasyonda, hiicre adhezyonunda ve

bilgi transferinde kritik bir biyolojik rol oynamaktadir [Dwek, 1996].

Glikonanoparcaciklarin fonksiyonu, sadece hiicre yiizeyi etkilesimleri ile sinirl
degildir. Giiniimiizde hizli ve basit sekilde teshis yapabilecek biosensorlerin
gelistirilmesinde de glikonanoparcaciklarin olduk¢a hassas ve giivenilir sonuglar
verebilecegi ortaya ¢cikmustir. Ornegin Aslan ve arkadaslar1 (2004), dekstran kapli Au
NP’lara Konkavalin A (Kon A) ekleyerek, Au NP’larin topluluk olusturmalarini
saglamiglardir. Bu topluluklar1 da glukoz ile muamele etmisler ve glukoz/Kon A’nin
birbirleriyle baglanmas1 sonucunda, Au NP topluluklarinin dagildigint ve bu
dagilima bagh olarak Au NP’ absorbansinin degistigini gdzlemlemislerdir. Bu
absorbans degisikligine dayanarak da oldukca hassas glukoz nanobiyosensor
gelistirdiklerini bildirmislerdir [Aslan ve ark., 2004]. Benzer sekilde El-Boubbou ve
arkadaslar1 (2007), memeli hiicrelerinin yiizeyindeki karbohidratlari, manyetik
GNP’lara baglayarak bakterilerle birka¢ dk. inkiibe etmislerdir. Olusan siispansiyona
manyetik alan uygulamasi ile bakteriler manyetik alana dogru ¢ekilmistir. Ustelik bu
olay 5 dk. gibi kisa bir siirede gerceklesmistir. Boylece hangi bakterinin hangi
karbohidrata baglanmay1 tercih ettigi, belirlenerek mikrobiyal kimliklendirmenin ve
ortamdaki bakterilerin saptanmasinin ¢ok kisa bir siirede yapilabilecegi gosterilmistir

[El-Boubbou ve ark. 2007].

Organizmalar icin ¢ok énemli fonksiyonlar1 olan karbohidratlarin ve daha bircok
hiicresel yapinin, biyolojik siirecleri yerine getirebilmesi i¢in, asil kontrolii saglayan
genetik yapinin da 6nemi tartisilmazdir, dolayisiyla nanobiyoteknoloji ilgisi giderek
bu yone de kaymaktadir. Giiniimiizde olduk¢a 6nemli bir yere sahip olan cesitli gen
uygulamalari, hala bir¢cok sorunla karsilagmaktadir, hatta bir¢cok genetik hastaligin
teshisi veya tedavisi ise heniiz bulunmamaktadir. Bunlarin en 6nemli sebeplerinden
biri ise, canli hiicreler icinde bulunan ve hiicrenin bir¢ok biyokimyasal siirecini
molekiiler seviyede gerceklestiren molekiill ya da yapilarin kiiciik diinyasina
ulagilamamasidir. Dolayisiyla hiicre i¢cinde bulunan milyonlarca sayida nano boyutlu

yapilarin anlasilmast ve en Onemlisi hiicreyi yoneten genetik materyal (DNA)
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hakkinda daha iyi bilgi edinilmesi, hiicrede genetik diizenlemelerin daha ayrintil
anlasilabilmesi ve gen calismalarindaki bazi sorunlarin ¢o6ziimlenebilmesi igin
NP’larla gen iliskisi detayli olarak arastirnllmaya baslanmistir. Bu nedenle 6ncelikle
NP’larin iizerine cesitli yapilarda ve wuzunluklarda DNA molekiilleri veya
oligoniikleotidler tutturulmus ve bunlarin hiicresel alimlart nasil etkiledigi
incelenmistir [Giljohann ve ark., 2007]. Son zamanlarda DNA molekiillerinin NP’lar
izerine hangi agiyla baglanabilecegi de hesaplanmistir [Hill ve ark., 2009]. Ayrica
gen ekspresyon sistemlerinde karsilagilan sorunlarin asilmasinda NP’larin 6nemli
“aracilar veya koruyucular” olabilecekleri dikkati cekmistir. Ornegin gen ekspresyon
sistemlerinde (viral olmayan) DNA c¢abuk bozulabildigi i¢cin onun korunmasini
artiric1 bazi uygulamalara ihtiya¢c duyuldugu bilinmektedir. NP’lar ile yapilan
calismalarda ise DNA’nin genellikle korundugu farkedildigi ic¢in [Prabha ve
Labhasetwar, 2004], NP’lar aracilifiyla gen calismalar1 iizerindeki yogunlasma
giderek artmistir. Dolayisiyla DNA yiikli NP’larm, gen transfeksiyonu veya
transformasyonuna katkida bulunulabilecegi ya da DNA’nin sitozoldeki stabilitesini
artirabilecegi diistiniilmiistiir. Ciinkii NP araciligiyla gen transfeksiyonu veya gen
salinmasi, katyonik lipidler gibi diger DNA tasiyicilarindan daha etkili bir tasima
saglayabilmektedir. Ornegin Li ve arkadaslar1 (2008) 3,5 nm Au NP’lara DNA
baglamislar ve bu kompleksi HEK 293 hiicreleriyle muamele etmislerdir. Sonucta bu
yapinin DNA tastyici bir katyonik lipit olan DOBAB molekiiliine kiyasla daha stabil
oldugunu, iistelik ¢ekirdek icine giren Au NP/DNA kompleksinin gen transfeksiyon
etkisinin DOBAB’tan 5 kat daha fazla oldugunu bildirmislerdir [Li ve ark., 2008].

Li ve arkadaslar1 (2008) bagka bir caligmalarinda niikleik asit, polikatyonik peptid ve
katyonik liposom kompleksinden olusan NP’larin C57BL/6 farelerine enjekte
edildiginde baz1 dokularda (akciger, karaciger vs) gen susturulmasinda oldukca gii¢lii
etkiye sahip oldugunu ve bu amacla hedeflenmis NP’larin yapilabilecegini de

belirtmislerdir [Li ve ark., 2008].

DNA yiiklii NP’larin kanser hiicrelerinde de etkileri arastirilmaya baglamasina
ragmen bu tiir NP’larin degisik kanser hiicrelerindeki detayl bilgileri ya da etkileri

heniiz yeterli asamaya gelmemistir. Fakat yapilan bazi arastirmalar, NP’larin DNA
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ile birlikte bulundugunda kanserli hiicrelerin gelisimini etkileyebilecegini, 6rnegin
DNA yiiklii NP’larin gogiis kanseri hiicrelerinde (MDA-MB-435S) antiproliferatif
etki yapabilecegini belirtmistir [Prabha ve Labhasetwar, 2004].

Peptid bagli NP’larin da, DNA baglanmis NP’lar gibi, bazi kanser hiicrelerini
olumsuz etkileyebilecegi de edinilen bulgular arasindadir. Tkachenko ve arkadaslar
(2004), BSA ve peptid kompleksini Au NP’lara (22 nm) baglayarak niiklear
lokalizasyonuna bakmugslar ve kompleksin bazilarmin 3 s sonra %70 oraninda
cekirdege girdigini, iistelik %20 oraninda HelLa hiicrelerinin Oliimiine sebep
oldugunu bildirmiglerdir. Ayrica NP’larin hiicresel alimlarinin ve niiklear
translokasyonlarinin da biiyilk oranda hiicre cesidine ve NP yiizeyine baglanan
peptidlerin sekansina bagli oldugunu gormiislerdir [Tkachenko ve ark., 2004].
Dolayisiyla NP’larin bu 6zelliklerinin kesfedilmesiyle birlikte bircok NP’a degisik
gen ya da gen lriinlerii DNA veya oligoniikleotidler baglanarak yiizey
modifikasyonlarinin gelistirilmesi ve bu NP’larin da hiicrelerle olan iliskisinin
arastirilmas1 vazgecilmez olmustur. Fakat daha once de belirtildigi gibi Onemli
ozelliklere sahip olan GNP’larin, bu tiir modifikasyon ve hiicre etkilesim ¢aligmalari
tizerinde pek durulmamistir. Bu nedenle GNP’lara da cesitli biyolojik molekiiller ve
oligoniikleotidler yiikleyerek gen ifadelerine olan etkileri [Chien ve ark., 2008] ya da

kanserli hiicrelere kars1 davraniglarinin arastirilmasi 6nem kazanmustir.

NP’larn yiizey modifikasyonlarinin yapilmasinda yaygin olarak kullanilan diger bir
yapt da floresans ozellik gosteren molekiiller ve baz1 boyalardir. Floresans yapilar
NP’lar ile birlikte bulundugu zaman, biyolojik orneklerin derin bolgelerinin dahi
goriintiilenmesini  saglayabilmektedir [Sharma ve ark., 2006]. Ayrica floresans
yapilar bu tiir bolgelerin optik, elektrokimyasal ve spektroskopik tayinlerinin
yapilmasina biiyiik katkilar saglayabilmektedir [Tansil ve Gao, 2006]. Dolayisiyla bu
sekilde gelistirilen NP’larin oOzellikle nanotip uygulamalarinda veya biyomedikal
goriintillemede olumlu katkilar saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Floresans gosteren
boyalarin bu sekilde onemli islevi olmasina ragmen, bazi NP’lar da yiizey
plazmonlarindan dolay1 oldukca giiclii 1s1ma verir [Michalet ve ark., 2005]. Bu

durumda hiicrelerin goriintiillenmesinde bu tiir boyalarin NP’lara baglanmasina gerek
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kalmayabilir. Ornegin Robinson ve arkadaslari (2005) yumurta hiicresi iizerinde
bulunan bir karbohidrat cesidiyle Kuantum noktalarim1 modifiye etmisler ve
karbohidratla modifiye edilmis bu NP’lar1 sperm hiicreleriyle maruz birakmislardir.
Sonug¢ olarak spermin bu molekiile tutunmasini floresans olarak goriintillemeyi
denemisler ve boylece fertilizasyonunun ve akromozom reaksiyonunun, Kuantum
noktalarinin floresans 6zelliklerinden yararlanilarak anlasilmasini ve floresans olarak
goriintiilenmesini  hedeflemislerdir [Robinson ve ark., 2005]. Fakat yiizey
plazmonlar1 zayif olan NP’lar icin de bu tiir floresans yapilara hala ihtiyac
duyulmaktadir. Neticede cesitli boyalarin degisik NP’lara baglanmasiyla, hiicre
(ici/dig1) goriintiilemede kullanilabilecegi bazi arastiricilar tarafindan gosterilmistir.
Omnegin Gianotti ve arkadaslar1 (2009), floresans hibrit mezo-porlu silika
nanomateryallerin sentezlenmesini ve karakterizasyonunu tanimlamistir ve bunlari
L.929, RBL/mast hiicreleri, ovaryum karsinoma ve insan noroblastoma hiicreleri ile
muamele ettikten sonra bu nanomateryallerin, sitotoksik olmadigini ve oldukga iyi
hiicre ici biyo-goriintilleme 6zelligi olusturdugunu gostermislerdir. Nanomateryallere
baglanan organik floresans boya miktarlarin1 da degisik konsantrasyonlarda
deneyerek goriintiileme icin en uygun olanim bulmay1 hedeflemislerdir. Boylece bu
arastirmada biyo-uyumlu, endositozla alinan ve hiicre i¢inde yerlesimler gosteren
floresans NP’larin  sentezlenmesini ve memeli hiicrelerindeki durumlarinin

incelenebilecegini bildirmislerdir [Gianotti ve ark., 2009].

Prabha ve Labhasetwar (2004) da benzer sekilde DNA molekiilii bagli NP’larin
tizerine, boya (TOTO veya YOYO boyalar1) tutturmuslardir. Bu nanoyapilarin hiicre
icinde dagilimm ve DNA’nin salintmim, floresans ozellikleri dikkate alarak
gozlemlemislerdir. Bu floresans 6zellik sayesinde NP’larin ¢ekirdek cevresinde de

lokalize oldugunu gézlemlemislerdir [Prabha ve Labhasetwar, 2004].

Meng ve arkadaslar1 (2007) DAOY hiicrelerinde (insan medulloblastoma hiicre hatti)
ilag dagiliminda kullamilmak iizere gelistirdikleri boya (Rh6G) isaretli manyetik
mikro kiirelerinin alimin1 benzer sekilde incelemislerdir [Meng ve ark., 2007].
Floresans boya baglanmis bazi NP’larin, goriintiileme 6zelliklerinin yaninda, diger

bir avantaji da; NP’larin hiicre ici dagilimi hakkinda, spektroskopik olarak 6nemli
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bilgiler verebilmesidir. Bu amacla, yapilan ve hiicresel haritalama diyebilecegimiz
spektroskopik temelli (Raman spektroskopisi) NP-hiicre ¢aligsmalarinda da Raman
aktif boya olarak tabir edilen organik boyalar kullanmilmistir [Kneipp ve ark., 2009;
Yehia ve ark., 2007].

2.4. Nanoparcaciklarin Toksisitesi

Biitiin bilimsel calismalarda atilan her yeni adimin, insanhifin daha rahat ve iyi
kalitede devam etmesi icin atilmas1 gerekir. Dolayisiyla eskiden bu yana yapilan tiim
girisimler insan saglig1 i¢in hep en iyiyi bulma yolunda olmustur. Bugiin ulastigimiz
nanoteknoloji ¢agi da bu amaclara hizmet etmek iizere atilan yeni adimlardan biri
olmustur. Bu anlamda olusturulan yeni NP’lar biyolojik uygulamalarda her ne kadar
timit verici goriinse de, bu NP’larin organizmalarda kullanilabilirliklerini belirleyen
birinci ve en onemli faktor, onlarin toksik etki olusturup olusturmamasidir. Dogada
nasil ki bircok makro ve mikro yapi insan saghigini tehdit ediyorsa, milyonlarca
nanoyapinin da insan saghigi i¢in tehdit olusturmasi siiphesiz kaginilmazdir. Bu
nedenle nanotip ya da diger biyolojik uygulamalarda kullamilmak {izere
gelistirilmeye  calisilan  NP’larin,  Oncelikle  toksisitelerinin  arastirilmasi

gerekmektedir.

Bu anlamda yapilan baz1 arastirmalar, genel olarak nano boyutlu parcaciklarin biiyiik
parcaciklardan daha toksik olabilecegini gostermektedir [Oberdorster ve ark., 2005;
Lam ve ark., 2004]. Buna paralel olarak, nanomateryaller tiim organizma
seviyesinde, hiicre seviyesinde, hiicre-alt1 (sub-cellular) veya fonksiyonel
biyomolekiiler seviyede nanotoksik etki gosterebilecegi gibi, gen ya da protein
seviyesinde de gosterebilir [Gurr ve ark., 2005; Stolle ve ark., 2005; Hussain ve ark.,
2005; Ding ve ark., 2005; Schubert ve ark., 2006; Bermudez ve ark., 2004; Lam ve
ark., 2004]. NP toksisitesi heniiz tam olarak anlasilamamasina ragmen yapilan bazi
arastirmalar toksisitenin cesitli faktorlere bagl oldugunu gostermistir. Bu faktorler;
NP’larin ¢esidi, ylizey kimyas:t (0r; katyonik Au NP’lar genellikle toksik iken
aniyonikler toksik degildir), biiyiikliigii (tek basina veya toplanmis hallerinin

biiyiikliigiine), sekli, konsantrasyonu ve sentezlenmesinde kullanilan bazi
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maddelerdir [Goodman ve ark., 2004; Pan ve ark., 2007; Huff ve ark., 2007; Rogers
ve ark., 1999; Curtis ve ark., 2006].

NP’larin hiicrelerdeki toksik etkilerinin hemen hemen benzer mekanizmalarla
olusabilecegi diisiiniilmekte olup, bazi bulgular NP’larin genel olarak mitokondriyal
fonksiyonu, LDH salinimini, plazma membran gecirgenligini etkileyebilecigini, ayni
zamanda apoptoz ya da nekroz yoluyla hiicre 6liimii olusturabilecegini gostermistir
[Jeng ve Swanson, 2006; Brown ve ark., 2007]. Ornegin Hussain ve arkadaslari
(2005), degisik boyutlardaki bircok degisik NP’1n BRL 3A rat akciger hiicrelerindeki
toksik etkisini MTT testi ile, LDH salinimiyla, mitokondriyal membran potansiyeli
ile ve ROS olugsmasina dayali birtakim testlerle dlgerek, NP’larin bahsedilen bu
toksisite dl¢iim kriterlerinin hepsine sebep olabilecegini gostermislerdir. Ozellikle 6 s
maruziyette ayn1 konsantrasyondaki 100 nm GNP’in, 50 nm GNP’tan daha fazla
LDH salinimi ve ROS olusturdugunu bildirmislerdir [Hussain ve ark., 2005].
Dolayisiyla parcaciklarin kiigiilmesiyle toksik etkilerinin artacagi simdilik genel
olarak kabul edilen bir goriis olsa da, bu genellemenin her zaman her NP ig¢in

yapilamayacagi sonucuna varilmistir.

NP’larin sitotoksisitesinin benzer mekanizmalarla olustugu Park ve arkadaslar
(2008) tarafindan da gosterilmistir. Arastiricilar, degisik konsantrasyonlarda 21 nm
TiO;’in insan brongiol epitelyal (BEAS-2B) hiicrelerinde sitotoksisitesini
incelemisglerdir. Sonu¢ olarak bu NP’larin oksidatif stres olusturdugu ve ROS
iretimini artirdigini, stoplazmik kaspazlan aktiflestirdigini, bdylece apoptotik siirecle
hiicre 6limiinii baglattigin1 bildirmislerdir. Ayrica MTT testi ile TiO, NP’larinin
zamana ve doza baglh olarak hiicre canliligimi azalttigim1 da belirtmislerdir [Park ve
ark., 2008]. Dolayisiyla bu durum NP toksisitesinde, NP’larin hiicre icerisinde

tutulma siiresinin ve konsantrasyonun dnemini agiga ¢ikarmistir.

NP’larin ~ biyiikliiklerindeki ~ ¢cok  kiigilk  farklarin  dahi  sitotoksisiteyi
degistirebilecigini ise Pan ve arkadaslarinin (2007) yaptig1 bir c¢alisma
gostermektedir. Arastiricilar, 1L.929 hiicreleri, HeLa hiicreleri ve melanom hiicrelerini

12 s siireyle farkl biiyiikliiklerdeki Au NP’lar ile muamele etmisler ve toksisitelerini
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incelemislerdir. Sonug olarak 15 nm Au’in toksik olmadigini; 1,4 nm Au’in nekrozla
hiicre Olimiine; 1,2 nm Au’in ise apoptoz ile programli hiicre Oliimiine sebep
oldugunu bildirmiglerdir. [Pan ve ark., 2007]. Boylece NP biiyiikligiiniin
sitotoksisitede ne kadar 6nemli olabilecegi de anlagilmistir. Ayrica NP biiyiikliigiiniin
degismesinin, ylizey alanin1 da etkilemesi gbz Oniine alinirsa, sitotoksisitede ylizey

alaninin da 6nemli dgisikliklere sebep olabilecegi goriilebilir.

NP’larin hiicrelerde sitotoksisiteye sebep oldugu gibi genotoksik hasara da neden
oldugu tesbit edilen bulgular arasindadir. Ornegin Tiirkez ve Geyikoglu (2007) insan
lenfosit kiiltiirlerinde farkli konsantrasyonlardaki TiO, NP’larinin genotoksik hasara
sebep oldugunu, antioksidan enzim cevaplarinin olusturulmasina dayanarak
belirlemislerdir [Tiirkez ve Geyikoglu, 2007]. Lindberg ve arkadaglari da (2009)
Karbon nanotiiplerle insan brons epitelyal hiicrelerini (BEAS 2B) muamele etmisler
ve Comet testi sonucunda, bu NP’larin tiim dozlarda DNA hasarim artirdigini
belirtmislerdir. Ayrica bu durum, 48 s sonra mikroniikleuslu (MN) hiicrelerin artisina
da sebep olmus, ancak bu kez doza baglh hasar artis1 olusturmamislardir [Lindberg ve
ark., 2009]. Karbon nanotiiplerle yapilan bagka bir calismada ise tek katli Karbon
nanotiiplerin V79 (Cin hamster akciger fibroblast) hiicrelerinde genotoksik ve

sitotoksik hasara sebep oldugu belirtilmistir [Kisin ve ark., 2007].

Su ana kadar yapilan calismalarda, toksisitesi en ¢ok arastirilan ve toksik etkisi
bulunmayan NP’larin basinda, genellikle Au NP’lar yer almaktadir [Connor ve ark.,
2005]. Genellikle toksik oldugu diisiiniilen NP’lar ise TiO, [Gheshlaghi ve ark.,
2008], Kuantum noktalar1 [Hardman, 2006], Karbon nanotiipler [Helland ve ark.,
2007] ve GNP’lardir [Uyguy ve ark., 2009]. Bu ¢alismada da 6zellikle tercih edilen
GNP’larin bir¢ok farkli hallerinin, test edilen hiicre tiplerinde genellikle toksik
oldugu sonucuna ulagilmistir. Ornegin biiyiikliigiine ve konsantrasyonuna bagl
olarak, GNP’larin toksik etkisinin degistigi ve kii¢iik olanlarin daha fazla toksisite
(apoptoz yoluyla) olusturdugu goézlenmistir. Ayni1 zamanda giimiislerin 6zellikle
oksidatif stres yoluyla veya ROS olusumuyla toksisite olusturdugu, dolayisiyla

mitokondriyi etkileyen NP’lar oldugu belirtilmistir. Bu nedenle GNP’larin sitotoksik,
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genotoksik ve antiproliferatif olabilecegi goriilmiistiir [Carlson ve ark., 2008;

Hussain ve ark., 2005; Stolle ve ark., 2005; AshaRani ve ark., 2009].

Bu tez kapsaminda GNP’larin giiclii yiizey plazmonlarindan yararlanarak, NP’larin
yiizey modifikasyonunun hiicresel uygulamalardaki ©nemini dikkate alarak ve
kanserli hiicreler ile saglikli hiicreler arasindaki karbohidrat tiiketimini de goz
oniinde bulundurarak, tiim bu 6zelliklerin ilk kez bir arada birlestirilerek yapildigi bu
caligmada;  karbohidrat, oligoniikleotid ve floresans boyanmin  degisik
kombinasyonlariyla MGNP’larin L929 ve AS549 hiicreleri tarafindan spesifik
alimlarinin ve stoplazmik lokalizasyonlarinin saglanmas1 hedeflenmistir. Ayrica
bunlara paralel olarak spesifik toksisitenin olusturulmasi ve bu NP’larin hiicresel

goriintiilemede kullanilabilmesi de hedeflenmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Nanoparcaciklarin sentezlenmesi icin kullanilan materyaller

o Giimiis nitrat (AgNO;-Fluka)

® Trisodyum sitrat (Merck)

® Glukoz (Sigma-Aldrich, Germany)

e Laktoz ((Merck, Germany)

e Cy5 (GE Healthcare)

e APD (Sigma-Aldrich, Germany)

e DAB (Sigma-Aldrich, Germany)

o Asetik asit

e Sistamin (Fluka)

® ssDNA (5°-[ThiSS] AGAGTTCGAAGC-3)

3.1.2. Hiicre Kkiiltiirii ve sitotoksisite icin kullamlan materyaller

e DMEM besiyeri (Sigma-Aldrich)

e DMEM Nutrient Mixture F-12 HAM besiyeri (Sigma-Aldrich)

® %0,25 Tripsin/EDTA soliisyonu (Sigma)

e PBS (Sigma)

e PSA, L-Glutamin, FBS (Sigma-Aldrich)

e Paraformaldehit (Lachema)

e Mounting medium (destekleyici besiyeri-Sigma)

e MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl) 2Htetrazolium, (Promega))

e DMSO

e Immortilize edilmis fare fibroblast hiicreleri (1929)

e Insan akciger kanseri (A549) hiicreleri
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3.2. Metot

3.2.1. Giimiis nanoparcaciklarin sentezlenmesi

GNP’lar, Lee ve Meisel (1982) metoduna gore, giimiis tuzlarinin Sodyum sitratla
kimyasal olarak indirgenmesiyle hazirlanmistir [Lee ve Meisel, 1982]. Kisaca 90 mg
Gilimiis nitrat (AgNO3), 500 ml distile su igerisinde ¢oziilmiis ve kaynayana kadar
1000 rpm 300°C’de 1sitilmistir. Kaynadiktan sonra 10 ml %1°lik Sodyum sitrat yavas
yavas c¢ozeltiye eklenmis ve c¢ozeltinin hacmi baglangic miktarinin yarisina
diisiinceye kadar kaynatilmaya devam edilmistir. Hazirlanan c¢ozeltide farkli
biiyiikliiklerde GNP’lar olustugundan dolayi, bu ¢ozelti steril filtrelerden gegirilerek
icerisinde ortalama 50 nm biyiiklikkteki GNP’lar olan siv1 siispansiyonlar
hazirlanmistir. Sekil 3.1, sentezlenen GNP’larin SEM goriintiisiinii ve UV-Goriiniir
bolge absorbsiyon dalga boyunun 420 nm oldugunu gostermektedir.

Sekil 3.1. Sentezlenen GNP’larin SEM goriintiisii ve UV-Goriiniir bolge absorbsiyon
dalga boyu

3.2.2. Tiyol bag: olan karbohidratlarin sentezlenmesi

Karbohidratlarin GNP’lar iizerine kimyasal olarak baglanabilmesi icin Tiyol bag
tasimalar1 gerekmektedir. Bu nedenle glukoz ve laktoz c¢ozeltileri hazirlandiktan
sonra onlara Tiyol bagi olan bir ara molekiilin kimyasal olarak baglanmasi
gerekmektedir. Kimyasal sentez basamaklar1 su sekilde yapilmistir: 0,198 gr glukoz,
10 ml distile suda ¢oziilerek 100 mM glukoz ¢ozeltisi hazirlanmis ve 0,36 gr laktoz,
10 ml distile suda c¢oziilerek 100 mM laktoz ¢ozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra bu
karbohidratlara Tiyol bagim saglamak tizere 0,124 gr APD, 10 ml %100 asetik asitte
coziilerek, 50 mM APD cozeltisi hazirlanmistir. Indirgenme reaksiyonunun
tamamlanmas1 icin 0,058 gr DAB, 10 ml steril suda coziilerek, 100 mM DAB
cozeltisi  hazirlanmistir (DAB, kanigima eklenecegi anda taze hazirlanip

kullanilmustir).



23

Cozeltiler bu sekilde ayr1 ayn hazirlandiktan sonra 2 ml glukoz ve 2 ml laktoz
cozeltisi, 2 ml APD c¢ozeltisi ile ayr1 ayn tiiplerde kanstirilmis ve aminlesme
reaksiyonunun tamamlanmasi i¢in, agzi kapali cam tiiplerde 1 saat 20°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra her bir tiipe 2 ml taze hazirlanmis DAB
cozeltisi eklenmis ve agz1 acik olarak c¢eker ocak icerisinde 1 saat 20°C’de
indirgenme reaksiyonunun tamamlanmast beklenmistir. Yogunlasmanin (c¢okelti
olusumu) gergeklesmesi igin, tiiplerin agz1 tekrar kapatilarak Nitrojen gazi ile 1 saat
250°C’de kahverengi-turuncu renk olusuncaya kadar bekletilmistir Sentezin bu
basamaklar1 Seo ve arkadaslarinin (2007) metoduna gore yapilmistir [Seo ve ark.,
2007]. Daha sonra bu c¢okelti 10 ml distile suda ¢oziilerek -20°C’de muhafaza

edilmistir. Karbohidratlarin Tiyol bagimm kazanma reaksiyonu Sekil 3.2°de

gosterilmektedir.
R—CH=0 4+ HS\@NHZ - = HS%;yN:CH*R — HS@NH—CHZ—R
Aminofenildisulfid Eslesme reaksiyonu indirgenme Thiollenmis Karbohidrat

R : Glukoz veya laktoz

Sekil 3.2. Glukoz veya laktozun Tiyol bag1 kazanma reaksiyonu

3.2.3. Giimiis nanoparcaciklarin karbohidratlarla yiizey modifikasyonlarimin

yapilmasi

Hazirlanan Tiyol bagi kazanmis glukoz ve laktoz ¢ozeltileri, steril su ile 100 kat
seyreltilerek 1 ml giimiis kolloid igerisine 1 pl olacak sekilde ayr1 ayr eklenmis ve
oda sicakliginda bir giin calkalanacak sekilde inkubasyona birakilmistir. Ertesi giin
bu NP’lar 10 000 rpm 30 dk. olacak sekilde, tutunmayan molekiillerin uzaklagmasi
icin ii¢ kez 1 ml steril su ile durulanmis ve en son olarak pellete 1 ml su eklenerek
Ag/glukoz ve Ag/laktoz NP’lar1 hazir hale getirilmistir. Daha sonra NP’larin
siispansiyonda homojen olarak dagilmalari i¢in yaklagik 15 dk. sonikasyon cihazinda

bekletilmistir.

3.2.4. Gumiis nanoparcaciklarin oligoniikleotid ve karbohidratlarla birlikte

yiizey modifikasyonlarimin yapilmasi
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GNP’lar iizerine tek basina veya karbohidratlarla birlikte oligoniikleotidlerin de
kimyasal olarak baglanmasi saglanmistir. Bunun i¢in, 1 ml giimiis kolloid igerisine
bir ucunda Tiyol bagi bulunduran ssDNA’dan 8 pl eklenerek Ag/ssDNA; 1 ml
giimiis kolloid icerisine 1 pl glukoz veya laktoz ve beraberinde 8 pl ssDNA
eklenerek Ag/Glukoz/ssDNA ve Ag/Laktoz/ssDNA NP’lar1 hazirlanmistir. Bu
islemler yapildiktan sonra, karisimlar calkayicida bir giin inkiibasyona birakilmis ve
ertesi giin 10 000 rpm 30 dk. olacak sekilde santrifiij edilmistir. Bu sekilde 3 defa 1
ml steril su ile durulandiktan sonra, lizeri 1 ml steril suyla tamamlanmistir. Daha
sonra 15 dk. sonikasyon cihazina birakilarak NP’larin homojen sekilde dagilmalari
saglanmistir. Sentezlenen MGNP’larin kimyasal yapis1 sematik olarak Sekil 3.3’te

gosterilmektedir.



25

Sekil 3.3. Modifiye edilmemis GNP ve glukoz, laktoz ve oligoniikleotid ile tek tek
veya cesitli kombinasyonlarla yiizeyi modifiye edilmis GNP’larin sematik
olarak kimyasal yapisinin gosterimi. 1) Ag, 2) Ag/Glukoz,

3) Ag/Laktoz, 4) Ag/ssDNA, 5) Ag/Glu/ssDNA, 6) Ag/Lak/ssDNA

3.2.5. Giimiis nanoparcaciklarin floresans boya ile oligoniikleotid ve

karbohidratlarla birlikte yiizey modifikasyonlarinin yapilmasi

Tiyol bagi olan Cy5’in hazirlanmasi

Floresans boya olarak Cy5 tercih edilmistir. Ancak Cy5’in GNP’larin yiizeyine
baglanmasi i¢in yine Tiyol bag1 tasimasi gerekmektedir. Bu nedenle oncelikle CyS’e
Tiyol bagim kazandiracak olan 10° M 1 ml Sistamin ara molekiilii hazirlanmustr.
Daha sonra 1800 pl Cy5 ¢ozeltisi icine 200 pl Sistamin (9:1) eklenerek, karanlik
kosullarda bir (1) giin calkalanacak sekilde inkiibasyona birakilmis ve Cy5’in Tiyol

bagin1 kazanmasi saglanmistir (Sekil 3.4).

oS 50,
O S S SUS O 0.5.
N N HN /gy

S0;
* — [ J
) WA)) ) | TS \NA
v )
I:f Cys Sistamin

HS\/\/NH
Sekil 3.4. Cy5 boyasmin yapisi ve Cy5’in Sistamin ara molekiilii ile Tiyol bag
kazanma reaksiyonu

Thiollenmis boya
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Cy5’in_oligoniikleotid ve karbohidratlarla birlikte GNP iizerine kimyasal olarak

baglanmasi

Oncelikle 45 pl Cy5 ve 8 pl oligoniikleotid bir ependorf tiipiinde karistirilmis ve
hemen ardindan iizerine 1 ml giimiis kolloid eklenerek Ag/ssDNA/CyS NP’lari
hazirlanmistir. Daha sonra 45 pl Cy5, 8 pl oligoniikleotid ve 1 pl karbohidrat
(glukoz/laktoz), ependorf tiipleri icerisinde karistirilmig ve iizerine yine 1 ml giimiis
kolloid eklenerek  Ag/Glu/ssDNA/Cy5 ve  Ag/Lak/ssDNA/Cy5 NP’lan
hazirlanmistir. Karanlik kosullarda yapilan tiim bu islemlerin ardindan, hazirlanan
NP siispansiyonlar1 ¢alkalanacak sekilde 1 giin inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin
10000 rpm 30 dk. santrifiij edilerek ii¢ defa steril suyla durulanmistir. En son 1 ml
steril suda c¢oziillerek 15 dk. sonikasyona birakilmistir. Sentezlenen Cy5 ile

MGNP’larin yapisi ise sematik olarak Sekil 3.5’te gosterilmistir.
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Sekil 3.5. Sentezlenen Cy5 ile modifiye edilmis GNP’larin sematik gosterimi.
Ag/ssDNA/CyS, Ag/Glu/ssDNA/Cy5S ve Ag/Lak/ssDNA/Cy5

3.2.6. Hiicre kiiltiiria

Hazirlanan NP’larin hiicresel etkilerini ve davramiglarini belirlemek igin, L.929 ve
A549  hiicreleri kullamlmistir. Hiicreler, Yeditepe Universitesi  Molekiiler
Diyagnostik laboratuvarindan temin edilmistir. L929 hiicreleri %10 FBS, %1 PSA ve
%1 L-Glutamin eklenmis DMEM besiyerinde; A549 hiicreleri de ayn1 sekilde %10
FBS, %1 PSA ve %1 L-Glutamin ile desteklenmis DMEM Nutrient Mixture F-12
HAM besiyerinde T-75 flasklar icerisinde kiiltiire alinarak, %5 CO, igeren nemli

inkiibatdrde 37°C’de biiyiitiilmiistiir.

Muamele edilen hiicrelerin Konfokal mikroskop goriintiisii

NP topluluklarmin hiicre igerisinde yerlesmelerine Leica Konfokal mikroskop ile
bakilmustir. Oncelikle, hiicreler 6 kuyucuklu petri kaplarmin icine konulmus steril
lamel iizerine 1x10° adet olacak sekilde ekilmistir ve {izerine 100 pul NP eklenmistir.
En son lamellerin iizerini kaplayacak sekilde besiyeri (1 ml) konulup 24 s
inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin, petrideki besiyerleri steril kosullarda ¢ekilerek
tic defa steril PBS ile 5 dk. durulanmig (PBS ile yikama) ve %?2’lik paraformaldehit
ile 30 dk. +4°C’de fikse edilmistir. Tekrar ti¢ defa PBS ile yikadiktan sonra temiz bir
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lam iizerine 1 damla mounting medium (destekleyici besiyeri) damlatilmis ve
kuyucuklardaki lameller ¢ikarilip ters cevrilerek, bu lamlarin iizerine kapatilmigtir
(hiicreler ikisinin arasinda kalacak sekilde). Lamellerin etrafi oje ya da benzer
kapaticilarla  sabitlestirilip Konfokal mikroskopta incelenmistir. GNP’larin
hiicrelerdeki konumlarindan yeterli 151may1 alabilmek iizere yiizey plazmonlarini

uyarmak icin, GNP’lar 488 nm dalga boyu ile uyarilmstir.

Hiicrelerin nanoparcaciklarla muamele edilmesi ve nanoparcaciklarin hiicresel

alimlan

L929 ve AS549 hiicreleri, 6 kuyucuklu petrilere steril kabin icerisinde ekilmistir
(1x10° hiicre/kuyucuk ). Daha sonra bu hiicreler, 100 pul NP ile maruz birakilmis ve
kuyucuklardaki son konsantrasyon 1 ml olacak sekilde {iizeri besiyeri ile
tamamlanmigtir. Hiicreler 1 s, 6 s ve 24 s olmak iizere %5 CO, iceren nemli
inkiibatorde 37°C’de NP’lar ile inkiibasyona birakilmstir. inkiibasyon siiresi dolan
hiicreler, besiyeri ile birlikte cekilerek ependorf tiiplere alinmig 1000 rpm 5 dk.
olacak sekilde santrifiij edilerek c¢oktiiriilmiistiir. Daha sonra yukarida kalan
siipernatant alinmis ve degisik siirelerdeki maruziyetten sonra, besiyerinde
(stipernatantta) kalan GNP’larin miktari, giimiis atomlarinin konsantrasyonunu dlgen
GTA 120 Grafit tiip atomlastiricidan olusan Varian AA 280Z Zeeman Atomik
Absorbsiyon spektrofotometresi ile belirlenmistir. Spektral 151n kaynagi olarak, GNP
oyuk katot lambasi kullanilmistir. Dalga boyu ve spektral araligin genisligi sirayla
328,1 nm ve 0,5 nm’ye ayarlanmistir. Optimize edilmis firin sicaklik programlari ise
sirayla; kuru 85-120°C (alikoyma siiresi 55 s), 1siyla bozulma (pirolisis) 400°C
(alikoyma siiresi 8 s), atomlastirma sicakligi 2000°C (alikoyma siiresi 2 s) olacak

sekilde ayarlanmustir.
3.2.7 MTS testi
Hazirlanan NP’larin 1929 ve A549 hiicrelerindeki toksisite degerlendirmesi MTS

testi ile 96 kuyucuklu petrilerde yapilmistir. Oncelikle hiicreler, 200 pl besiyeri
icerisinde 3000 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu petriye ekilip 24 s biiyiimeye
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birakilmistir. Ertesi giin, bu besiyeri ¢ekilmis ve iizerine 1. giin i¢in; i¢inde 2,5 pl NP
olacak sekilde 80 pl besiyeri, 2. giin i¢in; 160 pl, 3. giin icin; 240 pl ve 4. giin i¢in;
320 pl besiyeri eklenmistir. Hiicreler ayn1 sartlarda %20 DMSO iceren besiyeri ile
maruz birakilmistir (pozitif kontrol). Negatif kontrol olarak besiyeri kullanilmistir.
Inkiibasyon siireleri bittiginde kuyucuklardaki besiyeri cekilmis ve icerisinde %10
MTS olacak sekilde 100 pl besiyeri bu kuyucuklara eklenmistir. MTS ile maruz
birakilan hiicreler 3 s inkiibasyona birakilmistir ve inkiibasyon sonrasinda hiicre
canliligt 490 nm’de otomatik petri okuyucu ile (KC junior software, Elx80)

Olctilmiistiir.

4. ARASTIRMA BULGULARI (1. BOLUM)

CyS5 igeren ve icermeyen GNP’larin uygulama sonuglari, daha iyi anlasilmasi adina
iki boliim halinde verilmistir. Birinci boliimde Cy5 igermeyen NP’larn, ikinci
bolimde ise Cy5 igceren NP’larin aym1 hiicre hatlarinda sitoplazmik
lokalizasyonlarinin, hiicresel alimlarinin ve sitotoksisitelerinin deneysel sonuglari

verilmistir.

4.1. Hazirlanan Nanoparcaciklar

GNP’lann yiizeyini modifiye etmek i¢in bir ucu Tiyol bag: iceren glukoz, laktoz,
floresans boya ve oniki baz ¢iftinden olusan oligoniikletid kullanilmistir. Hazirlanan
NP’lar arasinda MGNP’lar, solusyonda toplanma meyilinde iken modifiye edilmemis
GNP’lar daha homojen dagilim gostermistir. Sentezlenen NP’larin yiizey yiikii
ozellikleri, Zeta Potansiyel cihazi (MALVERN Zeta Sizer nanoseries, Nano-ZS) ile
Olctilmiistiir. NP’larin yiizeyi, iizerine kimyasal olarak baglanan molekiillerin
cesidine gore degisik negatif (-) yikler gostermistir. Baglanan molekiillerin

yiiklerinin birbirlerine yakin 6zellik gostermesi, GNP’larin da yakin degerlikli
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yiiklere sahip olmasina neden olmustur. Cizelge 4.1, sentezlenen farkli GNP’larin

yiizey yiik 6zelliklerini gostermektedir.

Cizelge 4.1. Modifiye edilmemis GNP’lar ile karbohidrat, oligoniikleotid ve Cy5’in
farkli kombinasyonlar ile yiizeyi modifiye edilmis GNP’larin Zeta
Potansiyeli 6l¢timleri, ZP: Zeta Potansiyeli, SS: Standart Sapma

Materyalin ad1 7P SS Mob Cond
(mV) (umecm/Vs) mS/cm
Ag -36,2 0,945 -2,833 0,0271
Ag/Glu -29.4 0,458 -2,304 0,0273
Ag/Lak -314 0,95 -2,462 0,0306
Ag/ssDNA -31,5 0,321 -2,466 0,0223
Ag/Glu/ssDNA -33,8 1,77 -2,645 0,0263
Ag/Lak/ssDNA -29,8 0,379 -2,332 0,0207
Ag/ssDNA/Cy5 -7,45 0,286 -0,5845 0,0436
Ag/Glu/ssDNA/CyS5 -33 0,283 -2,586 0,0291
Ag/Lak/ssDNA/Cy5 -28,5 0,636 -2,239 0,021

4.2. 1.929 ve A549 Hiicreleri Tarafindan Alinan Nanoparcaciklarin Stoplazmik

Yerlesimleri

Hiicre icinde toplanan NP’larin goriintiileri Konfokal mikroskop ile alinmistir. Sekil
4.1, NP’larin L1929 ve AS549 hiicrelerinde degisik sitoplazmik bolgelerde
toplanmasimi ~ gostermistir.  GNP’larin olusturdugu  topluluklarin  yiizey
plazmonlarindan yararlanilarak, NP’larmn hiicresel alimlar1 ve yerlesimleri
goriintiilenmistir. GNP’larin  yiizey plazmonlan ise 488 nm dalga boyu ile
uyarilmistir. Hiicre icindeki NP’larin 1simalari, diisiik objektif giiciinde rahatlikla
goriinmesine ragmen, olusan NP toplanmalarinin daha net goriinebilmesi i¢in her bir

hiicreye 63x objektif ile odaklanilmistir.

MGNP topluluklart 1929 hiicrelerinde genel olarak sitoplazmik membran
yakinlarinda yerlesim gosterirken (Sekil 4.1 a-k), A549 hiicrelerinde genellikle
sitoplazmanin orta kisimlarina yakin yerlerde yerlesmis ve daha biiyiik toplanmalar
olusturmustur (Sekil 4.1 b,1). Ayrica hiicrelere uygulanan NP’lardan Ag/Glu/ssDNA
ve Ag/Lak/ssDNA, L929 hiicrelerinde morfolojik degisiklige sebep olmustur (Sekil

4.1 i, k). Normalde yiizeye tutunmus olan 1.929 hiicrelerinin sekli yayvan-uzun
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haldeyken, NP’larla maruz birakilmasinin ardindan yuvarlak hale gelmistir. Ayrica
NP’larin hiicre igcinde veya hiicre disinda biiyiik boyutlarda topluluk olusturma
meyilinde olduklar gozlenmistir. Sekil 4.1, hiicrelerin GNP’lar1 toplanmis halde
besiyerinden alabilecegini gosterirken, hiicre i¢ine giren NP’larin stoplazmada daha
biiylik toplanmalar olusturabilecegini de gostermektedir. Ayrica besiyerinde goriilen
NP toplanmalari, hiicrelerin alinan NP’lar1 disariya vermis olma ihtimalini de
gostermektedir. Ciinkii alinan NP’larin hiicreler tarafindan disariya verilebilecegi,

Atomik Absorbsiyon Ol¢iimleriyle de ortiismektedir.

Sekil 4.1. Ag, Ag/Glukoz, Ag/Laktoz, Ag/ssDNA, Ag/Glukoz/ssDNA ve
Ag/Laktoz/ssDNA NP’larinin 24 s inkiibasyondan sonra L929 ve A549
hiicreleri tarafindan alimlarinin Konfokal mikroskop goriintiileri

4.3. Nanoparcaciklarin Zamana Bagh Olarak Hiicresel Alimlar:

Hazirlanan NP’larin  hiicresel alim oranlari, besiyerinde kalan GNP’larin
konsantrasyonlarinin Atomik Absorbsiyon cihaz1 ile Oolciilerek % absorbans
degerlerinin hesaplanmasiyla test edilmistir. Zamana bagli olarak, hiicrelerin

al(a)madigi, besiyerinde kalan, NP konsantrasyonlari ise Cizelge 4.2’de verilmistir.

Cizelge 4.2. Hazirlanan GNP’larin degisik maruziyet siirelerinde 1929 ve A549
hiicreleri tarafindan alin(a)mayan (siipernatantta kalan) miktarlarinin,
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Atomik Absorbsiyon ile dl¢iimlerinin % konsantrasyonlari

1.929 % Absorbans (konsantrasyon) Degerleri
Siire
(saat) Ag Ag/Glu | Ag/Lak | Ag/ssDNA | Ag/Glu/ssDNA | Ag/Lak/ssDNA
0 100 100 100 100 100 100

1 76,43 67,8 | 96,44 84,44 79,36 99,69

6 69,03 80,91 | 74,73 74,72 92,73 98,45

24 72,85 69,34 | 69,63 81,66 86,04 76,24
A549
Siire
(saat) Ag Ag/Glu | Ag/Lak | Ag/ssDNA | Ag/Glu/ssDNA | Ag/Lak/ssDNA
0 100 100 100 100 100 100

1 90,3 93,51 | 82,02 99,7 94,53 85,19

6 99,86 83,2 | 32,14 93,6 65,1 60,82

24 76,91 69,17 | 53,22 78,77 68,48 55,34

4.3.1. Karbohidratla modifiye edilmis giimiis nanoparcaciklarin zamana bagh

olarak hiicresel alimlar1

Atomik Absorbsiyon sonuglarina gore, 1.929 hiicrelerinin NP’lar1 alim oranlar1 24 s
sonunda birbirlerine yakin oranda olurken, ilk 6 s maruziyetteki alim oranlarinda
bazi farklar olmustur. Ornegin, 1. saatte laktoz MGNP neredeyse hi¢ alinmazken,
glukoz MGNP %30 ve sadece GNP %22 oraninda alinmistir. 6. saate kadar ise GNP
ve laktoz MGNP’larin alimi yavas¢a devam ederken glukoz MGNP’larin bir kismi
disar1 verilmistir (Sekil 4.2 a). Sonug olarak bir (1) giin inkiibasyon sonunda NP’larin
alim oranlari hemen hemen ayni olurken, o zamana kadar gecen siirede alim
davranislar1 degiskenlik gostermistir.

Sekil 4.2. GNP’larin ve karbohidratla modifiye edilmis GNP’larin L929 (a) ve A549
(b) hiicreleri tarafindan zamana bagh olarak hiicresel alimlarimin %
konsantrasyonu

A549 hiicrelerinin ise baz1 NP’lar segici bir farkla aldig1 goriilmiistiir. Bu se¢ici alim
laktoz MGNP’larda olup 6. saatte maksimum orana ulagmistir. Laktoz MGNP’larin
alimi 1. saatte digerlerine gore hizli olurken bu hiz 6. saate kadar daha da artmistir.
Bu durum AS549 hiicrelerinin, laktoz MGNP’lar1 1929 hiicrelerinden daha ¢ok ve

secgici olarak alabilme egiliminde oldugunu gostermistir. Konfokal mikroskop
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goriintiileri de bu secici alimi destekler niteliktedir (Sekil 4.1 f). Glukoz MGNP’larin
alimi ise 1. ve 24. saatler arasinda cok yavas sekilde devam etmistir. Oysa GNP’larin
hepsi 1. saatin sonunda tekrar disar1 verilmis 24. saate kadar tekrar yavas yavas
alinmaya devam etmistir (Sekil 4.2 b). Kisaca 24. saatin sonunda en fazla alinan NP
oran1 yine laktoz MGNP’lar olurken, en az alman ise GNP’lar olmustur. Burada
dikkati ceken bagka bir Onemli nokta ise NP’larin hiicre igerisinde tutulma
siireleridir. Yukarida da belirtildigi gibi GNP’lar alindiktan 1 s sonra disari
verilirken, karbohidrat MGNP’lar farkli miktarlarda da olsa 6 s boyunca alinmaya
devam etmistir. Sonug olarak, Sekil 4.2’ye bakildiginda, 1 s gibi kisa siirede GNP ile
sonu¢ alinmast istenen hiicre calismalarinda; 1929 hiicreleri icin glukoz MGNP’lar
ideal goriiniirken, A549 hiicrelerinde laktoz MGNP’lar ideal NP olarak

goriilmektedir.

4.3.2. Oligoniikleotid ve karbohidrat ile modifiye edilmis giimiis

nanoparcaciklarin zamana bagh olarak hiicresel alimlar1

Oligoniikleotidlerin (ssDNA) tek basina ve karbohidratlarla birlikte GNP’larin
yiizeyinde bulunmasinin hiicresel alimlan ve etkilesimleri nasil etkiledigine bakmak
icin, oligoniikleotidlerin de baglandigi MGNP’lar deneysel kisimda belirtildigi
sekilde hazirlanmistir. Sekil 4.3, MGNP’larin zamana baglh olarak hiicresel
alimlarinin durumunu gostermektedir. 1.929 hiicreleri, ilk 1 saatte sadece ssDNA ve
glukoz/ssDNA MGNP’lar1 %20 oraninda alirken, laktoz/ssDNA MGNP’lart hic
almamustir. 6. saate kadar digerlerinin durumlarinda 6nemli bir degisiklik olmazken
alman glukoz/ssDNA MGNP’larinin biiyiik bir kismi disar1 verilmistir. Bu durum
Sekil 4.2 a’daki sonugla benzerlik gostermektedir. 24. saatin sonunda ise her ii¢
NP’ hiicre alim oranlari hemen hemen esitlenmis ve ortalama %15 seviyesinde
olmustur (Sekil 4.3 a).

Sekil 4.3. Oligoniikleotid ve karbohidrat ile modifiye edilmis GNP’larin L.929 (a) ve
A549 (b) hiicreleri tarafindan zamana bagli olarak hiicresel alimlarinin %
konsantrasyonu
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A549 hiicrelerinin alim oranlarina bakildiginda, 1. saatte Ag/ssDNA ve
Ag/Glu/ssDNA’nin hemen hemen hi¢ alimi1 olmaz iken, laktoz/ssDNA MGNP’lar
ise yaklasik 18 kat daha fazla alinmistir. 6. saate kadar laktoz ve glukoz/ssDNA
MGNP’nin alim hizlar1 ve oranlart giderek artmis, sonugta %40 olacak sekilde
hemen hemen esitlenmistir, ssSDNA MGNP’larin alimi ise sadece %3 kadar olmustur.
24. saatin sonunda en fazla alinan ve icerde en fazla tutulan NP, laktoz/ssDNA
MGNP’lar olurken, en az alinan ssDNA MGNP’lar olmustur (Sekil 4.3 b). Sonugta
A549 hiicreleri L1929 hiicrelerine gore, yine laktozun da icinde bulundugu

oligoniikleotid MGNP’lar secici olarak almayi tercih etmistir.

Sekil 4.2 ve Sekil 4.3 karsilastirildiginda, oligoniikleotidlerin tek basina veya
karbohidratlarla modifiye edilmis hallerinin hiicresel alimlar1 etkiledigi de
gozlenmistir. Ornegin ssDNA; laktoz MGNP’larin alimini 1.929 hiicrelerinde 1. ve 5.
saatlerde durdurmustur. Glukoz MGNP’larin 1. saatteki alimini ilk durumuna gore
%13 azaltirken, 24. saatte ise %16 azaltmistir. Sadece GNP’larin alimini ise 1. saatte
%8 azaltmis ve 24 saat sonundaki alimimin da %9 azalmasina sebep olmustur.
Kisaca, oligoniikleotidlerin GNP’lar iizerinde tek basina veya karbohidratlarla

bulunmasi onlarin L929 hiicreleri tarafindan daha az alinmasina sebep olmustur.

A549 hiicreleri agisindan bakilirsa ssDNA; laktoz MGNP’larin alimin1 sadece 6.
saatte ilk duruma gore %32 oraninda azaltmis diger inkiibasyon siirelerindeki alimi
degistirmemistir. Glukoz MGNP’larin alimini ise 6. saatte bu kez siirpriz bir sekilde
%18 oraninda artirmistir. Tipki laktoz MGNP’larin alimindaki gibi, diger inkiibasyon
siirelerindeki alim oranini da degistirmemistir. ssDNA’nin sadece GNP’larin alimina
etkisine bakildiginda, 1. saatte alimi ilk duruma gore %9 azalttigi, 6. saatte kadar da
%7 artirdigr  goriilmiistiir.  Kisaca, oligoniikleotidlerin tek basmma veya
karbohidratlarla birlikte GNP’larin iizerindeki varligi, 1929 hiicrelerindeki gibi
dogrudan hepsinin hiicresel aliminin azalmasina neden olmamis, aksine az farkla da

olsa bazisinin alimin belli inkiibasyon siirelerinde artirmistir (Glukoz MGNP).

4.4. MTS Testi
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Bu caligmada hiicrelere uygulanan NP’larin sitotoksisitesi MTS testi ile Sl¢iilmiigtiir.
Bu test, hiicre proliferasyonunda veya sitotoksisite testlerinde canli hiicrelerin
sayisini belirlemek icin kullanilan kolorimetrik bir metoda dayanir. MTS bileseni ve
elektron eslesme ajanm1 olan PMS, solusyonun i¢inde birlikte bulunmaktadir. MTS
bileseni canli hiicreler tarafindan biyo-indirgenerek besi yerinde ¢6ziinebilir mor
renkli formazan {iriiniine diiniisiir. Kisaca bu test, MTS+PMS’yi formazana
indirgeyen enzimlerin aktivitesini 6lgmektedir [Mosmann, 1983; Cory ve ark., 1991].
490 nm absorbans ile dl¢iilen formazanin niceligi, kiiltiirdeki canli hiicre sayisiyla
direkt orantilidir. MTS testi, daha etkili indirgenme 6zelligine sahip oldugundan ve
iriinii suda coziinebildiginden dolayr yaygin olarak kullanilan bir testtir. Cesitli
ajanlarla muamele edilen hiicrelerin MTS testi uygulamasi sonucu olusturdugu mor
renkli formazanin miktari, muamele edilmemis (kontrol) hiicrelerin olusturdugu
formazan miktan ile karsilastirlldiginda, metabolik degisiklige veya hiicre Sliimiine
sebep olan ajanin etki derecesi, olusturulan doz-cevap standartina gore belirlenir.
Cizelge 4.3, MTS testi sonuclarina gére L929 ve A549 hiicrelerinde, NP’larin %

sitotoksisitesini veya hiicre canlilifina olan etkilerini gostermektedir.

Cizelge 4.3. Hazirlanan NP’larin L929 ve A549 hiicrelerinde degisik maruziyet
sirelerinde  MTS testi sonuclarina gore % sitotoksisite/canlilik
durumlari, SS: Standart Sapma, PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif

kontrol
1929
Ag | Ag/Glu | Ag/Lak | Ag/ssDNA | Ag/Glu/ssDNA | Ag/Lak/ssDNA | PK | NK
Giin | (%SS) | (%SS) | (%SS) (%SS) (%SS) (%SS)
100 100 100 100 100 100
0 0 0 0 (V) (V) (V) 0 | 100
155 132 128 156 126 117
1| a38) | 02 | @n | 11,04 (4,04) (2,02) 0 [100
130 139 130 161 135 135
2 (9,83) | (7,91 (4,93) (16,69) (4,98) (1,31) 0 |100
109 100 98 104 100 110
3 (11,3) 2,3) | (12,71) (21,3) (8,64) (5,95) 0 |100
101 103 102 102 103 103
4 9,7 (2,02) (2,69) (0,5) (1,55) (1,3) 0 [100
Giin A549
100 100 100 100 100 100
0 () ) () 0 0 0 0 | 100
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92 93 128 122 97 108

1 (0,82) | (1,73) | (8,98) (6,12) (4,14) (4,81) 0 100
83 88 111 119 95 103

2 (2,34) | (5,83) | (2,75 (6,38) 0,77) (3,15) 0 [100
86 127 131 112 119 125

3 (8,62) 3) (3,17) (18,54) (0,26) (5,84) 0 [100
87 107 100 92 106 95

4 (9,36) | (2,56) | (1,44) (2,52) (1,7 (3,85) 0 [100

Sekil 4.4 ve Sekil 4.5 ise hiicrelerle degisik siirelerde muamele edilen NP’larin
sitotoksisitesini/hiicre canlilifint % absorbans degerlerine gore grafiksel olarak
gostermektedir. Sekillerden de anlasilacagi gibi NP toksisitesi, hiicre c¢esidine ve
maruziyet siirelerine bagli olarak degiskenlik gostermistir. Yaklagitk 50 nm
biiyiikliigiindeki GNP’lar, A549 hiicrelerinin canliligini olumsuz yonde etkiye sebep
olurken, 1929 hiicrelerine olumsuz etki yapmamistir. Hiicresel alimi1 6lgmek igin
uygulanan NP konsantrasyonunda, MGNP’lar ile maruz birakilan hiicrelerde dort

giin boyunca genel olarak, 6nemli bir sitotoksik etki saptanmamustir.

4.4.1. Karbohidratla modifiye edilmis giimiis nanoparcaciklarin sitotoksisitesi

NP’larin L929 ve A549 hiicrelerinde gostermis oldugu % sitotoksisite degerleri Sekil
4.4’de gosterilmistir. Bu sonuclara gore, 1929 hiicrelerinde glukoz veya laktoz
MGNP’larin sitotoksisite durumlar1 birbiriyle oldukca benzer ¢ikmustir. iki giin
boyunca bu NP’lara maruz kalan hiicrelerin canliligt NK’e gore ortalama %35
artmis, 4. giiniin sonuna dogru ise yavasca azalarak NK ile aym1 degere ulagmistir.
Sadece GNP’lar ise, hiicre canliligin1 NK’e gore ilk giin %55 oraninda artirirken, 4.
giiniin sonuna kadar kademeli olarak yavasca azalmasina ve tekrar NK ile ayni
degere ulagmasina sebep olmustur (Sekil 4.4 a). Kisaca bu NP’lar, 4 giin maruziyette
hiicrelere toksik etki yapmamis, sadece degisik maruziyet siirelerinde hiicre

canililigina olumlu etkiler yapmustir.



37

Sekil 4.4. Karbohidratla modifiye edilmis GNP’larin ve modifiye edilmemis
GNP’larin L929 (a) ve A549 (b) hiicrelerinde % sitotoksisite degerleri

GNP’larin A549 hiicrelerinde etkisine bakildiginda, GNP’lar ve glukoz MGNP’lar
iki giin maruziyette hiicre canliligint NK’e gore %20 azaltmig ve 3. giinde glukoz
MGNP’lar tekrar hiicre canliliginin %27 artmasima sebep olurken, GNP’larin etkisi
sabit kalmistir. Dolayisiyla A549 hiicrelerinde toksik etki olusturan NP’lar, GNP’lar
olmustur. Laktoz MGNP’lar ise ilk giin ve 3. giin hiicre canliligin1t NK’e gore %28
artirmis, 2. giin %17 ve 4. giin de %31 azaltarak tekrar NK ile ayn1 degere diismesine
sebep olmustur (Sekil 4.4 b). Kisaca AS549 hiicrelerinde MGNP’larin sitotoksik
etkileri, modifiye edildigi molekiile ve zamana bagh olarak degiskenlik gostermistir

ve hiicre canliliginda olumsuz etki yapmistir.

Ayrica, GNP’lar L1929 hiicrelerinde hi¢ toksik etkiye sebep olmazken, AS549
hiicrelerinde %20 oraninda da olsa toksisite gostermistir. Ayrica A549 hiicrelerinin
az almay1 tercih ettigi GNP ve glukoz MGNP’lar, az miktarda alinmalarina ragmen
hiicrelerin %10’unu dldiirmeyi basarmistir (1.giinde). Oysa laktoz MGNP’lar, 1.

giinde daha ¢ok alinmasina ragmen toksik etki olusturmamaistir.

4.4.2. Oligoniikleotid ve karbohidrat ile modifiye edilmis giimiis

nanoparcaciklarin sitotoksisitesi
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Sekil 4.5, tek basina ve karbohidratlarla birlikte GNP’in yiizeyine baglanan
oligoniikleotidlerin 1929 ve AS549 hiicrelerinde sitotoksisite durumunu
gostermektedir. Elde edilen sonuglara gore 1929 hiicrelerinde tiim NP’lar toksik etki
gostermezken, 2. ve 3. giinde hiicre canlihigimm NK’e gore onemli sayilmayacak
derecede azaltmislardir. Yine glukoz/ssDNA ve laktoz/ssDNA MGNP’larin etkisi
birbirleriyle ayni derecede olup, hiicre canliligim1 NK’e gore iki giinde ortalama %20
artirmis ve 4. giiniin sonuna kadar tekrar NK ile ayn1 konsantrasyona diislirmiistiir.
Oysa NP’lar arasinda hiicre canliligin1 en az olumsuz etkileyen ssDNA MGNP’lar
olmustur (2 giin maruziyette). Bu NP’lar, 4. giiniin sonunda ise hiicre canliliini
digerleri gibi tekrar NK ile aynm1 konsantrasyona diistirmiistiir (Sekil 4.5 a).

Sekil 4.5. Oligoniikleotid ve karbohidrat ile modifiye edilmis GNP’larin L.929 (a) ve
A549 (b) hiicrelerinde % sitotoksisite degerleri

GNP’lar iizerinde oligoniikleotidlerin varligi, A549 hiicrelerinde 1929 hiicrelerine
gore oldukca degisik etkilere sebep olmustur. Bu hiicrelerde glukoz/ssDNA
MGNP’lar iki giinde sadece %5 toksik etki gostermis, 4. giiniin sonunda ise hiicre
canliigin1 NK ile ayn degere ulagtirmistir. Laktoz/ssDNA MGNP’lar, 3. giinde
hiicre canliligim1 NK’e gore %25 artirmis, 4. giinde %S5 toksik etkiye sebep olmustur.
Ag/ssDNA ilk giinde hiicre canliligim NK’e gore %22 artirirken, 4 giin maruziyette
%8 toksik etki yapmistir (Sekil 4.5 b). Kisaca glukoz/ssDNA MGNP’lar1, 1929
hiicrelerinin canlhiligim artirirken, A549 hiicrelerinin canliligin1 azaltarak az da olsa

toksik etki olusturmustur.

Sekil 4.4 a ile karsilastirildiginda ise GNP’lara ssDNA baglanmasi; 1.929
hiicrelerinde, onun sadece 2. giinde hiicre canliligin1 artirmasina neden olmus, bagka
bir degisiklige sebep olmamistir. ssDNA, GNP iizerinde glukozla birlikte
bulundugunda hiicre canliliginda fakli bir etki yapmamis, laktozla birlikte
bulundugunda ise hiicre canliligimi 1. giinde %11 azaltirken, 3. giinde %12
artirmigtir. Kisaca 1.929 hiicrelerinde, GNP iizerinde oligoniikleotidlerin tek basina
veya karbohidratlarla birlikte bulunmasi, onemli bir degisiklige veya sitotoksisiteye

sebep olmamig sadece farkli zamanlarda kiigiik degisiklikler olusturmustur.
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Oligoniikleotidlerin tek bagina veya karbohidratlarla birlikte GNP’lar iizerinde
bulunmasi, A549 hiicrelerinde 6nemli toksik etki degisikligine sebep olmustur.
Ornegin ssDNA’nin GNP iizerine baglanmasi, onun toksik etkisini azaltmis ve A549
hiicrelerinin canliligimin 3 giin boyunca ortalama %40 artmasina sebep olmustur.
ssDNA, glukoz ile birlikte bulundugunda hiicre canlilifinda 6nemli bir degisiklik
olusturmazken, laktozla birlikte bulundugunda etki durumu benzer sekilde olup, 4
giin boyunca ortalama %10 hiicre canliligimin azalmasina sebep olmustur. Sonug
olarak oligoniikleotidlerin tek basina veya karbohidratlarla birlikte GNP’lar {izerinde
bulunmasi, A549 hiicrelerine toksik etkiyi nemli lgiide degistirmistir (Ozellikle tek

basina GNP’larn iizerindeyken).

Hiicrelere uygulanan bu NP’larin 24 s maruziyet sonunda sitotoksisitesinin, alim
oranlariyla dogru orantili olarak bir iliskisinin olup olmadigina deginmek gerekirse;
alim oranlarmin ve buna bagli sitotoksisitenin, NP’larin yapisina bagli olarak
degistigi ve dogrudan bir iliski olmadig1 goriilmiistiir. Ornegin, 1.929 hiicrelerinde
Ag/ssDNA, yalmz Ag’ye gore %10 daha az alinmasina ragmen, ikisi de ayn1 etkiyi
gostermistir. Ag/glukoz ve Ag/glukoz/ssDNA’ya bakildiginda; Ag/glukoz %16 daha
fazla alinmis ve hiicre canliligi da %6 daha fazla olmustur. Bu durum Ag/laktoz ve
Ag/laktoz/ssDNA i¢in de benzer ¢ikmistir.

A549 hiicrelerinde ise bu durum Onemli bir sekilde daha degisik sonuglar
gostermistir. Ornegin Ag ve Ag/ssDNA aym oranda hiicrelere alinirlarken, Ag hiicre
canililigint %43 daha da azaltmistir. Benzer sekilde Ag/laktoz ve Ag/laktoz/ssDNA
da ayni oranda alimirken, bu kez Ag/laktoz/ssDNA %20 daha fazla hiicre canliliginin
azalmasina sebep olmustur. Ayrica aym oranda alman Ag/glukoz ve
Ag/glukoz/ssDNA yine ayn1 oranda sitotoksisite gostermistir. Buradan da NP’larin
sitotoksisitesinin, NP’larin hiicrelere ¢ok veya az alinmasina gore paralellik
gostermedigi, tamamen yiizey Ozelliklerine ve hiicre ¢esidine gore degistigi sonucuna
varilmigtir. Genel bir sonug¢ olarak, glukoz veya laktoz MGNP’larin hiicresel
lokalizasyonu, hiicresel alimlar1 ve sitotoksisitesi L.929 hiicrelerinde ayni1 oranlarda

olurken, A549 hiicrelerinde bu durum oldukc¢a degisken ¢ikmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI (2. BOLUM)

Bu boliimde karbohidrat ve oligoniikleotidlere ilaveten Cy5’in de {izerinde
bulundugu GNP’larin, aymi kosullarda 1929 ve AS549 hiicrelerine uygulanmasi
sonucu, bunlarin stoplazmik lokalizasyonlari, hiicresel alim oranlar1 ve

sitotoksisitesinin sonuglar verilmistir.

5.1. CyS5 ile Modifiye Edilmis Giimiis Nanoparcaciklarin Zamana Bagh Olarak

Hiicresel Alimlar

CyS’in de {iizerinde bulundugu MGNP’larin 1929 ve AS549 hiicrelerindeki
sitoplazmik yerlesimleri, 1. boliimde oldugu gibi Konfokal mikroskop ile

goriintiilenmistir. Hiicre i¢i mikroskop goriintiileri alinirken, GNP’larin yiizey
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plazmonlarinin uyarilmasma (488 nm) ilaveten, Cy5 de 625 nm dalga boyuyla
uyarilmis ve ikisinin hiicre icindeki 1s1malar iist iiste cakistirilmistir. Boylece hem
boyanin GNP’lar iizerine tutundugu kanitlanmis, hem de bunlarin hiicreler tarafindan
alindiginda hiicre i¢i goriintiillemenin de kalitesi artirlmistir. Sekil 5.1, A549
hiicrelerinde Cy5’ten ve GNP’lardan ayr1 ayr1 gelen hiicre ici 1s1malarin iist iiste
(nasil) cakistirlldigim gostermektedir. Sekil 5.1.1°de GNP’lardan, Sekil 5.1.2°de
Cy5’ten gelen ve Sekil 5.1.4’de ise bu ikisinden gelen i1simalarin iist iiste
cakistirlmis hali goriilmektedir. Sekil 5.1.3’de ise NP’larin hiicre icinde herhangi bir
dalga boyuyla uyarilma olmaksizin olusturdugu toplanmalar da siyah noktalar
seklinde goriilmektedir. Bu sekil aym1 zamanda Cy5’in varliginda MGNP’larin bu
hiicreler tarafindan oldukca yogun bir sekilde alindigini ve hiicre icinde oldukca
biiylik toplanmalar olusturdugunu da gostermektedir. Ayrica Cy5 ile MGNP’larin

hiicre i¢i goriintiilemeyi oldukca artirdirdig1 da bu sekilde fark edilmektedir.

Sekil 5.1. A549 hiicrelerinde Cy5 ve modifiye edilmis GNP’lardan gelen 1simalarin
iist iiste cakistirilmasi. 1) 488 nm ile uyarilan MGNP’lardan gelen 151ma,
2) 625 nm ile uyarillan Cy5’ten gelen 1s1ma, 3) Uyarilma yapilmamis
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(kontrol) hiicre, 4) Cy5 ve modifiye edilmis GNP’lardan gelen 1s1malarin
iist iste cakistirtlmasi (overlap)

5.1.1. 1929 ve A549 hiicreleri tarafindan alnan CyS5, oligoniikleotid ve
karbohidrat ile modifiye edilmis giimiis nanoparcaciklarin sitoplazmik

yerlesimleri

Cy5 bagh tim MGNP’larin hiicresel lokalizasyonlan Sekil 5.2’de gosterilmistir.
NP’larin  L929 hiicrelerindeki lokalizasyonuna bakilirsa, genel olarak kiiciik
toplanmalar seklinde ve sitoplazmada rastgele bir yerlesim gosterdigi goriilmektedir
(Sekil 5.2 a,e). Fakat Ag/Glu/ssDNA/CyS5, hiicre icinde digerlerine gore daha biiyiik
toplanmalar olusturmustur (Sekil 5.2 ¢). MGNP’larin olusturdugu toplanmalar ayni
zamanda hiicrelerin etrafinda da goriilmiistir. MGNP’larin A549 hiicrelerinde
yerlesimleri ise genel olarak daha biiyiik toplanmalar seklinde olmus ve hiicrenin orta
kistmlarinda yogunlasmistir. Ozellikle Ag/ssDNA/Cy5 ve Ag/Glu/ssDNA/CyS5, 1.929
hiicrelerine kiyasla, A549 hiicrelerinde acik¢a goriilebilen biiyiik toplanmalar
olusturmustur (Sekil 5.2 b,f). Ag/ssDNA/Cy5 NP’larinin A549 hiicrelerinde ve L.929
hiicrelerinde belirgin bir morfolojik degisiklik olusturdugu da goriilmiistiir. Ayrica
Sekil 5.2 d’ de, hiicre icinde toplanan NP’larin sitoplazmanin orta kisminda iki
membran arasin1 tamamen doldurduklar1 ve hiicrelerin disinda yine toplanmalar
gosteren NP’lar oldugu goriilmektedir. Sekil 5.2 ¢ ve ¢’ de Cy5 tasiyan GNP’lar
bulunmasina ragmen, goriintiileme kalitesindeki farki gostermek adina bu hiicrelerde
sadece MGNP’lar uyarilmistir. Dolayisiyla CyS uyarilmasinin yapildigr goriintiiler az
farkla da olsa daha net goriintii saglamistir. Sekil 4.1 ile Sekil 5.2 karsilastirildiginda
Cy5 MGNP’larinin  L929 hiicrelerinin sitoplazmasinda benzer sekilde kiiciik
toplanmalar ve rastgele yerlesimler olusturdugu goriilmiistiir. Fakat Cy5 MGNP’larin
A549 hiicrelerinde ¢ok daha biiyiik toplanmalar olusturdugu, ayrica toplanmalarin

belirgin sekilde sitoplazmanin orta kisimlarinda yerlestigi goriilmiistiir.
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Sekil 5.2. Ag/ssDNA/CyS, Ag/Glukoz/ssDNA/CyS ve Ag/Laktoz/ssDNA/CyS
NP’larinin 24 s inkiibasyondan sonra L.929 ve A549 hiicreleri tarafindan
alimlarinin Konfokal mikroskop goriintiileri

5.1.2. Cy5, oligoniikleotid ve karbohidrat ile modifiye edilmis giimiis

nanoparcaciklarmm zamana bagh olarak hiicresel alimlari

1. boliimde oldugu gibi CyS MGNP’larin da zamana bagh hiicresel alimlar1 Atomik
Absorbsiyon sonuglarinin % absorbsiyon degerleri hesaplanarak degerlendirilmistir.
MGNP’larin 1.929 ve AS549 hiicreleri tarafindan alinamayan (besi ortamindaki)

miktarlar1 % olarak Cizelge 5.1°de verilmistir.

Cizelge 5.1. Cy5 ile modifiye edilmis GNP’larin degisik maruziyet siirelerinde 1.929
ve AS549 hiicreleri tarafindan alin(a)mayan (stipernatantta kalan)
miktarlarinin Atomik Absorbsiyon ile dl¢timlerinin % konsantrasyonlari

1929 % Absorbans (konsantrasyon) Degerleri
Siire (saat) Ag/ssDNA/Cy5 Ag/Glu/ssDNA/Cy5 | Ag/Lak/ssDNA/CyS5
0 100 100 100
1 98,13 72,44 86,30
6 99,62 74,48 99,63
24 96,35 98,72 94,42
A549
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Siire (saat) Ag/ssDNA/Cy5 Ag/Glu/ssDNA/Cy5 | Ag/Lak/ssDNA/CyS5
0 100 100 100
1 85,51 93,44 84,38
6 63,08 81,68 57,96
24 58,41 73,12 46,61

1. boliimde oldugu gibi, Cy5 ile MGNP’lar hiicre ¢esidine ve zamana bagli olarak
farkli alim oranlan gostermistir. L929 hiicreleri ilk bir saat maruziyette en fazla
(%28) Ag/Glu/ssDNA/Cy5’i, daha sonra Ag/Lak/ssDNA/Cy5’i (%14) almis,
Ag/ssDNA/Cy5’i ise hemen hemen hi¢ almamistir. 6. saatte ise alinan
Ag/Lak/ssDNA/Cy5’in hepsi disar1 verilirken, Ag/Glu/ssDNA/Cy5’in sadece %?2’si
disar1 verilmistir. 24 saatin sonunda ise bu GNP’larin hepsinin % alim degeri
birbirine yakin olup yaklasik %5 olarak kalmistir (Sekil 5.3 a). Kisaca 1.929 hiicreleri
icin bu NP’larin alimi1 en ¢ok ilk bir saat icinde olmus ve en fazla alinan NP, %28

oranla Ag/Glu/ssDNA/CyS5 olmustur.

Sekil 5.3. Cy5, oligoniikleotid ve karbohidrat ile modifiye edilmis GNP’larin L929
(a) ve A549 (b) hiicreleri tarafindan zamana bagli olarak hiicresel
alimlarinin % konsantrasyonu

A549 hiicrelerinde; ilk bir saatte Ag/ssDNA/CyS5 ve Ag/Lak/ssDNA/CyS5 ayn oranda
(%15) alinmis, fakat Ag/Glu/ssDNA/Cy5 daha az (%7) alinmistir. 6 saatlik
maruziyette Ag/ssDNA/CyS5 ve Ag/Lak/ssDNA/Cy5’in alimlar1 hizlanmig ve alimlar
sirayla %37 ve %43 olmustur. Ag/Glu/ssDNA/Cy5’in alimi ise bunlara gére daha
yavas sekilde artarak %19 oraninda olmustur. 24 saatlik maruziyette de
Ag/ssDNA/Cy5 ve Ag/Glu/ssDNA/Cy5’in alim hizlar yavaglamis ve alimlar1 en son
sirayla %48 ve %27 olmustur. Ag/Lak/ssDNA/Cy5’in alimi ise daha da artarak
maksimum %54’e ulasmistir (Sekil 5.3 b). Kisaca A549 hiicreleri MGNP’lar ile
cesitli maruziyet siirelerinde en fazla Ag/Lak/ssDNA/CyS5’i almistir (%54).

L1929 ve A549 hiicrelerinin Cy5 ile MGNP’lar1 alim durumlan karsilastirildiginda,
L.929 hiicrelerinde ilk bir saatin, bu NP’lar1 hizli ve maksimum oranda almasi icin

onemli bir saat oldugu goriilmiistiir. Fakat A549 hiicrelerinde zamana bagh olarak
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artan bir NP alimi gézlenmistir. Dolayisiyla en hizli alim oran1 6. saatte iken,
maksimum alim miktar1 24. saatte olmustur. Ayrica L.929 hiicreleri aldiklar1 NP’larin
hemen hemen hepsini tekrar disar1 vermigken, A549 hiicreleri zamana bagl olarak
sirekli almaya devam etmistir. Boylece hazirlanan bu MGNP’larin  A549

hiicrelerinde daha uzun siire alikonulabildigi de goriilmiistiir.

Cy5’in MGNP’lar iizerinde bulunmasinin ve bulunmamasinin hiicrelerin alim
oranlarim1 nasil etkiledigine kisaca deginmek gerekirse; CyS5’in varhigi 1929
hiicrelerinde, ilk bir saat i¢inde Ag/ssDNA’nmin alimini %16 oraninda azaltms,
Ag/Glu/ssDNA’nin alimint %9 artirmis ve Ag/Lak/ssDNA’nin alimimi ise %14
artirmistir. 24 saat icerisinde ise tiim NP’larin alimimi yaklasik olarak ortalama %16
azaltmistir. Kisaca, Cy5’in MGNP’lar {izerinde bulunmasi, 1.929 hiicrelerinin degisik
maruziyet siirelerinde bu NP’lar1 almasin1 az miktarda etkilemis, alim sekillerinde de

kiigiik degisikliklere sebep olmustur.

A549 hiicrelerinde ise Cy5’in MGNP’lar iizerinde bulunmasi, onlarin alinma seklini
degistirmemis, fakat yiizde degerlerinde baz1 6nemli degisikliklere sebep olmustur.
Ornegin Ag/ssDNA NP’larmin alimini tiim maruziyet siirelerinde (6zellikle 6. saate
kadar %32) 6nemli bir farkla artirmistir ve 24 saat sonunda da bu artis degeri bu kez
%25 olmustur. Ag/Glu/ssDNA NP’larinin alimim da sadece 6 saat maruziyette %24
oraninda azaltmistir. Ag/Lak/ssDNA NP’larimin alim yiizdesini ise her maruziyet
siiresinde az miktarda da olsa artirmig ve 24 saat sonunda da %16 oraninda
artirmistir. Kisaca MGNP’lar iizerinde CyS5 varligi, onlarin alimlarim 6nemli dlciide
etkilemigstir. Ayrica A549 hiicreleri tarafindan en fazla alinan laktoz tasiyan her iki
GNP c¢esidinde oldugu gibi yine laktoz tasiyan CyS MGNP’lar en fazla alinan NP

olmustur.

5.2. MTS Testi

5.2.1. Cy5, oligoniikleotid ve karbohidrat ile modifiye edilmis giimiis

nanoparcaciklarin sitotoksisitesi
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Cy5 ile MGNP’larin sitotoksisitesi 1. boliimde belirtildigi gibi MTS testi ile
belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak DMSO kullanilirken; negatif kontrol olarak
besiyeri tercih edilmistir. Cizelge 5.2, L929 ve A549 hiicrelerinde CyS MGNP’larin

% sitotoksisite degerini gostermektedir.

Cizelge 5.2. Cy5, oligoniikleotid ve karbohidrat ile modifiye edilmis GNP’larin L.929
ve A549 hiicrelerinde % sitotoksisite degerleri SS: Standart Sapma,

PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif kontrol

1929
Ag/ssDNA/Cy5 | Ag/Glu/ssDNA/CyS | Ag/Lak/ssDNA/Cy5 | PK | NK
Giin (%SS) (%SS) (%SS)
100 100 100
0 (0) (0) (0) 0 | 100
133,3 112,6 98,2
1 (1,11) (12,03) (7.4) 0 | 100
146,4 129 110,1
2 (2,49) (3,46) (5,47) 0 | 100
115 124 124,9
3 (5) (40,66) (13,86) 0 | 100
101,4 109 104,2
4 (2,73) (10,16) (11,82) 0 | 100
Giin A549
100 100 100
0 0) (0) 0) 0 | 100
136 103,3 106,7
1 (0,69) (4,16) (3,15) 0 | 100
106,7 87,9 92
2 (7,23) (0) (16,88) 0 | 100
111,5 76,3 96,5
3 (13,17) (11,37) (0,46) 0 | 100
110,3 1144 119,7
4 (12,41) (14,88) (6) 0 | 100

Hazirlanan NP’larin her biri hiicre canliliklarin1 degisik oranda etkilemis fakat
aralarinda ¢ok Onemli farklara rastlanmamistir. 1.929 hiicreleri icin hicbir sekilde
toksik etki gdstermeyen bu NP’lar, A549 hiicrelerinde 6zellikle 2. ve 3. giinde toksik
etki gostermislerdir. 1929 hiicrelerinde; Ag/ssDNA/CyS5, 1. giinde hiicre canliligini
NK’e gore %35 artirmis, 2. giinde ise %46 oraninda artirarak hiicre canliligina
maksimum katkiyr saglayan NP olmustur. Fakat bu NP, 3. ve 4. maruziyet

giinlerinde hiicre canliligini 2. giine gore azaltmasina ragmen NK’e gore onemli bir
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diisiise sebep olmamistir. Ag/Glu/ssDNA/CyS NP’lari, ilk giin hiicre canliligini NK’e
gore %12 artirmis, 2. giin hiicre canliliginm1 daha da artirarak %29’a ulagtirmig fakat
3. ve 4. giinde canliligin biraz azalmasina sebep olmustur. Ag/Lak/ssDNA/CyS5
NP’lan ise 3. giine kadar hiicre canliligim1 NK’ e gore artirmis (%24) ve 4. giinde NK
ile ayn1 etkiyi gostermistir (Sekil 5.4 a). Kisaca L929 hiicrelerinde Cy5 ile MGNP’lar
degisik maruziyet siirelerinde farkli etkiler olustursa da bu farklar birbirlerine yakin
sayilabilecek degerlerde hiicre canliligini etkilemislerdir.

Sekil 5.4. Cy5, oligoniikleotid ve karbohidrat ile modifiye edilmis GNP’larin L929
(a) ve A549 (b) hiicrelerinde % sitotoksisite degerleri

A549 hiicrelerinde Ag/ssDNA/Cy5 NP’lar1 1 giin maruziyette hiicre canliligm NK’
e gore %36 artirarak, hiicre canliligin1 maksimum artiran NP olmustur. Takip eden
giinlerde ise NK’e gore hiicre canliligini ¢ok degistirmemistir. Ag/Glu/ssDNA/CyS5
NP’lan1 1. ve 4. giinde hiicre canliligin NK’e gore ¢nemli sekilde degistirmemis
fakat 2. ve 3. giinde toksik etki olusturarak, hiicre canliligim NK’e gore sirayla %13
ve %24 oraninda azaltarak, A549 hiicreleri igin toksisite olusturan NP olmustur.
Ag/Lak/ssDNA/Cy5 NP’lar1i, 1. giinde hiicre canliligimm NK’e gore sadece %6
artirmig, 2. ve 3. giinde ortalama %4 azaltmis ve 4. giinde de %29 artirmistir (Sekil

5.4b).

Cy5 ile MGNP’larin L929 ve A549 hiicrelerindeki etkisine genel olarak bakilirsa;
Ag/ssDNA/Cy5 NP’larmin her iki hiicre i¢in de hiicre canliligimi maksimum artiran
NP’lar oldugu goriilmiistiir. Ag/Glu/ssDNA/Cy5 NP’lar1 L929 hiicreleri i¢in degisik
maruziyet siirelerinde pozitif etkiye sahip iken, A549 hiicreleri i¢cin en ¢ok toksik
etkiyi yapan NP olmustur. Ag/Lak/ssDNA/Cy5 NP’larn ise L1929 ve AS549

hiicrelerinde hemen hemen benzer hiicre canlilik degerleri gostermistir.

L1929 hiicrelerinde Cy5’in NP’lar iizerinde bulunmasinin, NP’lar {izerinde
bulunmadan onceki haline gore sitotoksik etkiyi nasil etkiledigine bakilacak olursa;
Ag/ssDNA NP’larinin hiicre canliligina olan olumlu katkisimi ilk 2 giinde az
miktarda (ortalama %11) azaltirken, 3. giinde bu kez az miktarda artirdig1 (%10) ve

4. giinde de herhangi bir degisiklik olusturmadigi goriilmiistiir. Ag/Glu/ssDNA
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NP’larinin hiicre canliligma olan olumlu katkisin1 ilk 2 giinde ¢ok az miktarda
azaltmis (ortalama %7), 3. ve 4. giinde ise sirayla %24 ve %5 artirmistir.
Ag/Lak/ssDNA NP’larinin hiicre canliligina olan olumlu katkisini da ilk 2 giinde az
miktarda azaltmis (ortalama %16), 3. giinde %12 artirmig, 4. giinde ise
degistirmemistir. Kisaca Cy5’in MGNP’lar iizerinde bulunmasi, yukarida belirtilen
NP’larin hiicre canliligina olan olumlu katkilarim1 1929 hiicrelerinde ilging bir
sekilde, standart olarak ilk 2 giinde azaltirken, 3. giinde artirmis ve 4. giinde de
herhangi bir sekilde degistirmemistir. Dolayisiyla her iki sekilde de bu NP’larin
L.929 hiicreleri icin bu konsantrasyonda, farkli inkiibasyon siirelerinde toksik etkisi

olmadig1 goriilmiistiir.

Cy5’in MGNP’lar iizerinde bulunmasi, 1929 hiicrelerinde oldugu gibi A549
hiicrelerinin canliligina etkilerini, standart bir sekilde degistirmemistir. Kisaca
Ag/ssDNA NP’larinin hiicre canliligina olan olumlu etkisini 1. ve 4. giinde az
miktarda artirmisg, 2. giinde azaltmis ve 3. giinde degistirmemistir. Ag/Glu/ssDNA
NP’larinin etkisini 1., 2. ve 4. giinde ¢ok az degistirmisken, 3. giinde olumlu etkisini
%38 oraninda diigiirerek toksik olmasimi saglamistir. Ag/Lak/ssDNA NP’larinin
etkisini de 1. ve 2. giinde onemsiz sayilabilecek kadar degistirmisken, 3. giindeki
olumlu etkisini %23 azaltmig ve 4. giindeki olumsuz etkisini de %25 artirmistir.
Kisaca Cy5’in yukarida bahsedilen MGNP’lar iizerinde bulunmasi, onlarin sitotoksik
etkilerini belirtilen maruziyet siirelerinde ¢cok onemli derecede etkilememis, fakat
A549 hiicrelerinde sitotoksisite olusturdugundan dolayr Onemli sayilabilecek

sonuclar ortaya koymustur.

5. SONUC VE ONERILER

NP’larin biyolojik uygulamalarda ve nanotipta kullanilmasinin 6nemi giderek
artmakta ve her gecen giin daha farkli ve yeni bulgular elde edilmektedir. Cesitli

teknik ve modifikasyonlarla NP’lar daha da iyilestirilmeye ve organizmalar igin
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biyouyumlu, biyobozunur ve c¢ok fonksiyonlu hale getirilmeye calisiimaktadir.
Gelistirilen bircok NP’1n organizmalar icin faydali olup olmayacag ise oncelikle in
vitro kosullarda cesitli hiicre kiiltiirii teknikleriyle denenmekte ve daha sonra in vivo
uygulamalarla kullanilabilirligi test edilmektedir. Bu nedenle in vivo uygulamalara
gecmeden Once NP’larin ¢esitli hiicre, doku ya da organlarda kullanilmasinin
mimkiin olmas1 i¢in ihtiya¢ duyulan temel bilgilerin in vitro kosullarda
tamamlanmas1 gerekmektedir. Dolayisiyla, ilk olarak hiicrelerle NP iligkisinin
anlasilmas1 gerekmektedir. Su ana kadar yapilan in vitro-in vivo NP - hiicre
etkilesimi caligmalart ise, NP’larin genel olarak bazi yollar1 izleyebilecegi yoniinde
bulgular edinmistir. Ornegin, NP’lar hiicre besiyeri icerisine girince besiyerindeki
baz1 serum proteinleri ile rastgele birtakim etkilesimlere girerek boyutlar1 ve yiikleri
degisebilir, boylece serum proteinlerinin yardimiyla hiicre igerisine alimlar1 da
artabilir ya da kolaylasabilir [Giljohann ve ark., 2007]. Nitekim, caligmamizda
kullanilan NP’larin besiyeri ile etkilesime girince yiizey yiiklerinin degismesi de bu
sonuclarla benzerlik gostermistir. NP’larin serum proteinleri ile etkilestikten sonra
onlarin endositozla [Tsoli ve ark., 2005; Tsuji ve ark., 2006; Chithrani ve ark., 2006]
ya da reseptor aracili endositozla hiicre icine alindiklart ve sitoplazmada vezikiiller
icinde bulunduklar1 [AshaRani ve ark., 2009] da genel olarak kabul edilen bir goriis
olmustur. NP’larin alimlarimin sicakliga bagli oldugunu gosterir caligmalar da
mevcuttur [Chithrani ve ark., 2006; Yehia ve ark., 2007]. Ayrica NP’larin, hiicrelerle
muamele edildiginde su yollar izleyebilecegi de kabul edilebilecek goriisler arasinda
sayilabilir; birincisi, NP’larin hiicreye girisi ve niiklear membrana taginmasi, ikincisi,
NP’larin hiicreye girisi ve niiklear translokasyonu; ii¢iinciisii ise, NP’larin hiicreye
girisi ve ekzositozudur. Nitekim bu calismamizda da, hiicrelerin NP’lar1 alirken
stabil davranmamas1 ve alinan NP’larn digsar1 vermesi iiciincii maddeyi destekler

nitelikte olup, inkiibasyon zamaninin da ¢ok dnemli oldugunu gostermektedir.

NP’larin hiicresel alimlarimi ve sitotoksisitelerini etkileyen 6nemli bulgulardan
bazilar1 onlarin sekli, boyutu, toplanmalarinin olusturdugu boyut, ortamda serum
proteinlerinin varligi/yoklugu, NP’larin yiizey oOzellikleri ve konsantrasyonlaridir
[Lin ve ark., 2006; Hauck ve ark., 2008]. Pozitif yiiklerin de, NP’larin hiicre

membranina aktif olarak baglanmaya yardim edebilecegi kuvvetli ihtimaller
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arasindadir (Chithrani ve ark., 2006; AshaRani ve ark., 2009; Yang ve ark., 2007].
Nitekim Hauck ve arkadaslarimin (2008) Au nanogubuklarla (nanorod) yaptigi
calismada, yiizeyi pozitif yiiklii olan Au nanogubuklar HeLa hiicreleriyle daha hizli
etkilesime girerken, negatif yiiklii gruplarla kaplanmig nanocubuklar ise daha az
alinmistir [Hauck ve ark., 2008]. Ayrica, NP’larin alimlarim1 etkileyen bir baska
faktor de besiyerindeki serum proteinleriyle, NP iizerine tutunan proteinlerin hiicre
membranina gitme rekabeti ya da NP iizerindeki CTAB (Cetyl Trimethyl
Ammonium Bromide) olabilir. Fakat sunu da belirtmek gerekir ki, bir¢ok hiicrenin
belli boyutlardaki NP’lart maksimum alma egilimi olacaktir. Ornegin Chithrani ve
arkadaslar1 (2006), 50 nm olan Au NP’larin HeLa hiicrelerinde daha fazla alindigini
[Chithrani ve ark., 2006], benzer sekilde Osaki ve arkadaslar1 (2004) da 50 nm
boyutundaki NP’larin hiicreler tarafindan daha iyi alinabildigini belirtmistir [Osaki
ve ark., 2004].

Yukanidaki bilgiler esliginde NP’larin hiicrelerle etkilesimi arastirilirken, NP’larin
cesitli kimyasal ve biyolojik molekiillerle modifikasyonlar yapilarak yiizey
ozelliklerinin iyilestirilmeye calisilmasi da 6nem kazanmistir. Bu sekilde NP’larin
hiicreler tarafindan secici ya da hedeflenmis olarak alinabilmesi [De la Fuente ve
ark., 2006], ayn1 zamanda sitotoksik etkilerinin de en aza indirilmesi ¢aligmalarina
daha da yogunlasilmistir. Ciinkii NP’lar kan-beyin ya da kan-testis bariyerini de
gecebilen [Borm ve Kreyling, 2004; Chen ve ark., 2003] nadir molekiillerden biridir,
bu nedenle sitotoksik/genotoksik olmayacak sekilde {iiretilmesi (nano) tip
uygulamalarinin ilk hedeflerinden biri olmustur. Bu anlamda Chithrani ve arkadaglari
(2006), NP’larin oligoniikleotid, protein, seker ve bazi ilaglarla yapilan yiizey
modifikasyonunun, NP’larin seciciligini ve spesifikligini artirdigini, ayrica hiicresel

alimlarini da etkiledigini bildirmistir [Chithrani ve ark., 2006].

NP’larin spesifik yiizey modifikasyonlar1 kullanilarak bunlarin hiicre hedefleme
ozellikleri artirilabilecegi icin [El-Sayed ve ark., 2006]; bu calisma, GNP’larin
yiizeyini glukoz/laktoz, oligoniikleotid ve floresans boya ile kimyasal olarak
modifiye edilerek; L.929 ve A549 hiicrelerinde spesifik alimlarin olup olmayacagini,

GNP’larin sitotoksik etkisinin azalip azalmayacagini test etmek ve hiicresel



52

goriintiileme kalitelerini de artirmak amaciyla, GNP’larin organizmalarda giivenle

kullanilabilirligini gelistirebilmek adina yapilmustir.

Uzerine c¢esitli molekiillerin kimyasal olarak baglandigi MGNP’lar, modifiye
edilmemis GNP’lara gore solusyonda ¢okme ve toplanma meyili gosterirken,
modifiye edilmemis GNP’lar daha homojen dagilmistir. Oysa Murdock ve
arkadaslar1 (2007) bazi kaplanmis olan NP’larin solusyonda daha dagimk halde
bulunabilecegini bildirmistir [Murdock ve ark., 2007].

Elde edilen sonuglara gore MGNP’larin  hiicreler tarafindan  alim
degerlendirildiginde; Konfokal mikroskop goriintiileri NP’larin hiicrede endozomlar
[Chithrani, ve ark., 2006] icinde olabilecegini desteklemis ve yine bu goriintiilerin
bazilarinda da oldugu gibi, NP’larin 6nce besiyeri igerisinde toplanip, sonra hiicreye
almmis olma ihtimalinin yiiksek olabilecegini gostermistir. Fakat hiicre icinde
yansima veren daha biilyiik toplanmalar, NP dolu endozomlarin igeride birlesmis
olma ihtimalini de kuvvetle desteklemistir. Ayrica hiicre icerisinden alinan bu NP
1simalari, hiicrelerin floresans bir boyayla boyanmasina [Ahamed ve ark., 2008]
gerek kalmadan Konfokal mikroskobu ile oldukca iyi goriintii alinabilecegini de
gostermistir. Hiicrelere uygulanan NP’larin genel olarak toplanma egiliminde

oldugunu ve endozomlarda tutuldugunu bazi aragtirmalar da desteklemistir.

Carlson ve arkadaslari, (2008) farkli boyutlarda (15 nm , 30 nm, 55 nm ) GNP ile
yaptig1 calismada makrofaj hiicrelerinin icinde veya disinda GNP’larin mikron

boyutta topluluk olusturma meyilinde olduklarini bildirmistir [Carlson ve ark., 2008].

Tkachenko ve arkadaslar1 (2004) BSA (Bovine serum albumin) ve peptid
kompleksini Au NP’lara (22 nm) baglamis ve HeLa hiicreleriyle inkiibe ettikten
sonra 1s icerisinde NP’larin hiicre igine girdigini ve sitoplazmada toplanmalar
olusturdugunu, 2 s sonra ise ¢ok az bir kisminmin c¢ekirdege girdigini bildirmistir.
Ayrica bazi NP’larin endozomlardan kagabildigini bazilarimin da kacamadigini

belirtmislerdir [Tkachenko ve ark., 2004]. Link ve El Sayed (2003) de hidrofilik
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NP’larin  fagositlerden, retikiilo-endotel  sistemlerden ve  makrofajlardan

kacabilecegini bildirmistir [Link ve El Sayed, 2003].

Brigger ve arkadaslar1 (2002) ise, hidrofob yiizeye sahip olan NP’larin karaciger,
akciger ve bobrege hizli bir sekilde gitme egiliminde oldugunu tesbit etmistir
[Brigger ve ark., 2002]. Dolayisiyla bu ¢alismada kullanilan Cy5, hidrofobik yapiya
sahip oldugu i¢in ve laktoz/ssDNA ile birlikte GNP iizerinde bulundugunda, bu
NP’larin A549 hiicreleri tarafindan ¢ok alinmasini sagladigi i¢in, Cy5’in vivo olarak
kanserli doku ya da organlara taginarak teshis, tedavi ve goriintiileme imkan1 sunmasi

saglanabilir.

Bu calismada MGNP’lar ve modifiye olmamig GNP’lar hiicrelerde farkli sekillerde
dagilmistir. Ahamed ve ark., (2008) da polisakkaritle kaplanmis ve kaplanmamis
GNP’lan fare embriyonik fibroblast hiicreleri ve fare embriyonik kok hiicreleri ile
muamele ettiklerinde, bu NP’larin hiicrelerde farkli dagilimlar gosterdigini
belirtmistir [Ahamed ve ark., 2008]. Ayrica bazi arastiricilar da NP’larin hiicre iginde
membranli yapilara lokalize olabilecegini bildirmistir. [Tsoli ve ark., 2005; Shukla ve
ark., 2005; Connor ve ark., 2005; Chithrani ve ark., 2006]. Bu calismada, glukozla
veya laktozla MGNP’lar, tek basmma GNP’lar ile kiyaslandiginda, tipki glukoz
baglanmis Au NP’lar gibi [Kong ve ark., 2008] kanserli hiicreler tarafindan daha ¢ok
alinmistir. Bu durum, karbohdrat ile MGNP’larin, A549 hiicrelerinde membran
karbohidrat tasiyicis1 (transporter) olarak gorev yapan molekiiller ile alinmig
olabilecegini diisiindiirebilir [Aloj ve ark., 1999]. A549 hiicrelerinde laktoz
MGNP’lar, glukoz MGNP’lardan daha fazla alinmistir. Bu NP’larin farkli oranlarda
alimmasinin sebebi, GNP yiizeyine baglanan karbohidratlarin farkli biiyiikliikte
olmalarindan kaynaklanabilir, ¢iinkii glukoz monosakkarit, laktoz ise disakkarittir.
Muhtemelen GNP’larin  yiizeyindeki laktoz, besiyeri proteinleriyle daha iyi
etkilesime girerek hiicrenin daha hizli alabilecegi kompleksler olusturuyor ya da NP
yiizeyinden disar1 dogru uzanarak hiicre yiizeyi reseptorleriyle [Lorenz ve ark., 2006]
daha hizli ve rekabetci bir etkilesime girerek, alimi secici ve hizli hale getiriyor
olabilir. A549 hiicrelerinin disakkarit olan laktoz ile MGNP’lar1 daha hizli almasinin

diger bir agiklamasi ise kanserli hiicrelerin metabolizmas1 geregi daha fazla seker
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ihtiyaci duymasi ya da artan glikoliz olayi olabilir [Warburg ve ark., 1924; Baggetto,
1992]. Bu sonug, kanserli hiicrelerle-NP etkilesiminin  anlasilmasinda,
karbohidratlarla modifiye edilen NP’larin uygulanmasinin daha uygun olabilecegi
fikrini kuvvetlendirmistir. Dolayisiyla laktozun daha hizli alinmasi, kanserli
hiicrelere uygulanabilecek hedefleme calismalarinda ©nemli bir rol oynayabilir.
Ornegin NP’lara kanser hiicrelerinin cok tiikettigi seker tiirevi ve 6ldiiriicii bir zehirin
birlikte baglanmasi, kanser hiicrelerinin hedeflenmis olarak oldiiriilmesinde

kullanilabilir (Truva at1 modeli).

Hiicrelere uyguladigimiz NP’larin alim oranlarmi etkileyen onemli bir faktor de
oligoniikleotidlerin GNP’lar tizerindeki varligi olmustur. Ciinkii, oligoniikleotidlerin
GNP’lar iizerinde tek basina veya karbohidratlarla birlikte bulunmasi, onlarin 1.929
hiicreleri tarafindan daha az alinmasina sebep olmustur. Bu durum, NP’larin
izerindeki oligoniikleotidler gibi cok yiike sahip olan gruplarin hiicresel alimlari
engellemesinden [Giljohann ve ark., 2007] ya da oligoniikleotidlerin GNP’lar iizerine
az immobilize olma olasiigindan  kaynaklanabilir [Hsin ve ark., 2008].
Oligoniikleotidlerin GNP’lar {izerindeki varligi, A549 hiicrelerinin bu NP’lan
alimina L929 hiicrelerine gore farkli etki etmistir. Ciinkii, az farkla da olsa bazisinin
(Ag ve Ag/Glu) alimimt belli inkiibasyon siirelerinde artirmistir. Bu da kanserli
hiicrelere uygulanacak gen caligmalarn icin optimize edilerek ileri uygulamalara
zemin olusturmasi agisindan 6nemli bir sonug olabilir. Ciinkii bu calismada hiicrelere
sadece tek bir doz uygulanmistir ve bu dozun konsantrasyonu ayarlanarak, hatta
GNP’lar iizerine eklenen oligoniikleotid miktar1 [Giljohann ve ark., 2007] da
ayarlanarak, bu NP’larin kanserli hiicreler tarafindan daha iyi ya da segici olarak

alinmasi saglanabilir.

NP’larin hiicre igindeki durumlarinda 6nemli bir nokta ise alinan NP’larin hiicre
icerisinde tutulma siireleri olmustur. Ornegin, GNP’lar A549 hiicreleri tarafindan
alindiktan 1 saat sonra disan verilirken, karbohidrat MGNP’lar 6 saat boyunca
alinmaya devam etmistir. Boylece karbohidrat MGNP’larin kullanimiyla kanserli
hiicrelerde NP’larin daha uzun siire tutulmalar saglanarak, kanserli hiicrelere NP

araciligiyla etkili bir teshis, goriintilleme ya da fototermal terapiye dayanan tedavi
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imkanlar1 kazandirilabilir. Bu tiir uygulamalar da hiicreye 6zgii akilli molekiillerin
tiretimine temel olusturabilir. Sonug olarak Sekil 4.3’den de anlasilacag: tizere, 1 saat
gibi kisa siirede GNP ile sonu¢ alinmasi istenen hiicre ¢calismalarinda; 1929 hiicreleri
icin glukoz MGNP’lar ideal goriiniiyor iken, A549 hiicrelerinde ise laktoz MGNP’lar
ideal goriinmektedir. Ayrica hiicrelere uyguladigimiz NP’larin alimlar, 1929
hiicrelerinde ilk 6 saat sonunda yavaglamis ya da durmusken, A549 hiicrelerinde ¢cok
az da olsa devam etmistir. Dolayisiyla L929 hiicrelerinin NP’lar1 alim siiresi i¢in ilk
1 saatin, A549 hiicreleri i¢in de 6 saatin uygun zaman dilimi oldugu goriilmiistiir. Bu
zaman dilimleri ise hiicre ¢esidi, NP’larin yapisi ve hiicrelere olan ilgisine gore
degismektedir. Ornegin Huff ve arkadaslar1 (2007) ilk 1 saatin NP alimmin hizi ve
orani bakimindan 6nemli bir zaman dilimi oldugunu tesbit etmistir [Huff ve ark.,

2007].

Pernodet ve arkadaslar1 (2006), Au NP’lar ile yapmis oldugu ¢alismada, bu NP’larin
insan dermal fibroblast hiicreleri tarafindan aliminin, inkiibasyondan 30 dk. sonra
basladigini ve muhtemel degisikliklerin de bu sirada olabilecegini bildirirken
[Pernodet ve ark., 2006]; Chithrani ve arkadaslar1 (2006) ise degisik boyutlardaki Au
NP’lar ile yaptig1 calismada inkiibasyon siiresinin ilk 2 saatinde Hela hiicreleri
tarafindan bu NP’larin aliminin daha hizli oldugunu ve bu calismamizda da genel
olarak gozlendigi gibi 4. ve 7. saatte asamali olarak alimin yavasladiginmi belirtmistir
[Chithrani ve ark., 2006]. Dolayisiyla NP’larin hiicreler tarafindan alinma zamani
degerlendirildiginde, alim oraninin NP ve hiicre ¢esidine bagl oldugu ve degisik
maruziyet siireleri icinde ortalama ilk 4-5 saatin ideal bir inkiibasyon zaman1 oldugu

sonucu ¢ikarilabilir.

Hiicrelere uygulanan NP’lardan Ag/glukoz/ssDNA ve Ag/laktoz/ssDNA, 1929
hiicrelerinde, Pernadet ve arkadaslarimin (2006) da bildirdigi gibi, hiicrelerde
morfolojik degisikliklere sebep olmustur [Pernadet ve ark., 2006]. Hiicrelerde
goriilen morfolojik degisikliklerin ise, apoptoz ya da toksisitenin gostergelerinden
biri oldugu diisiiniilmektedir [Hussain ve ark., 2005; AshaRani ve ark., 2009]. Fakat
L1929 hiicrelerindeki bu morfolojik degisikligin, bu sebeplerden kaynaklanan

morfolojik degisiklikle alakali olmadigi kuvvetli bir ihtimaldir, ¢iinkii bu hiicrelerde
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belirtilen NP’larin  toksik etki olusturmadigi deneysel bulgular kisminda
belirtilmistir. Degisik hiicrelere uygulanan NP’larin ¢esidi ayni olsa da, boyutlarinin
farkli olmas1 hiicrelerde morfolojik etkiyi de farkli kilabilmektedir. Ornegin
Asharani ve arkadaglarinin (2009) 6-20 nm GNP’lar ile yapmis oldugu calismada,
GNP’lar sagliksiz hiicrelerde morfoloji degisikligine sebep olurken [Asharani ve
ark., 2009], bu calismamizda kullanilan GNP’lar (50 nm) sagliksiz hiicrelerde (1.929)

morfoloji degisikligine sebep olmamustir.

Carlson ve arkadaslari (2008) da 55 nm GNP’lar ile makrofaj hiicrelerini in vitro
muamele etmisler ve bu NP’larin sitoplazmada olduk¢a biiyiikk toplanmalar
olusturdugunu, az da olsa hiicrelerde morfolojik degisiklige sebep oldugunu

bildirmistir [Carlson ve ark., 2008].

Patra ve arkadaslar1 (2007) ise Au NP’larin ¢ekirdege gidebildiklerini ve ¢ekirdegin
de morfolojisini degistirdiklerini bildirmislerdir [Patra ve ark., 2007]. Bu ¢alismadaki
MGNP’larin  sebep oldugu morfoloji  degisiklikleri ise, hiicre iskeleti
fonksiyonlarinda olusan hasarlardan, NP’larin sitoplazmada birtakim proteinlerin
sentezlenmesini  tetiklemesinden veya bagka metabolik adaptasyonlardan

kaynaklanmis olabilir.

Hiicrelerle muamele edilen NP’larin hiicre icindeki durumu ya da etkileri ¢esitli
yontemlerle belirlenebilmektedir. NP’larin hiicre i¢inde veya disinda olusturduklari
toplanmalar ve bunlarin boyutlar1 genellikle TEM ile teshis edilse de, NP’lara
tutturulmus cesitli floresans molekiiller yardimiyla NP’larin goriintiilenmeleri ve
bunlardan 6zel spektrumlarin alinmasiyla, hiicre i¢indeki etkilerini tesbit etmek de
cok kisa bir siirede oldukga tercih edilen yontemler olmustur. Bu amacla kullanilan
spektroskopik yontemlerde Raman Spektroskopi, NP’larin YZRS 6zelliginden dolay1
su an kullanilmaya calisiimaktadir [Kneipp ve ark., 2009; Yehia ve ark., 2007]. Yan
iletken nanokristal yiizeyler de DNA [Charkrabarti ve Klibanov, 2003], peptid
[Akerman ve ark., 2002] ve protein [Mattoussi ve ark., 2000] ile fonksiyonlastirilarak
biyolojik ajan ya da prob amaciyla ve hiicre i¢i organellerin veya dokularin

boyanmasi amaciyla kullanilmistir [Waston ve ark., 2003; Wu ve ark., 2002]. Bu
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calismada MGNP’larn iizerine ilaveten kimyasal olarak tutturulan Cy5 de hem hiicre
ici goriintiilemenin kalitesini artirmis hem de NP’larin farkli oranlarda alinmasina
sebep olmustur. Ornegin 1929 hiicreleri bu NP’lar1 en ¢ok ilk bir saat igerisinde
almis ve en fazla Ag/Glu/ssDNA/Cy5 NP’larim tercih etmistir. A549 hiicreleri ise
tim maruziyet siirelerinde en fazla/hizli Ag/Lak/ssDNA/CyS5S NP’larin1 almistir.
Ayrica hazirlanan bu Cy5 ile MGNP’larin A549 hiicrelerinde daha uzun siire
alikonulabildigi goriilmiistiir. Ozetle Cy5’in MGNP’lar iizerinde bulunmasi, 1.929
hiicrelerinin degisik maruziyet siirelerinde bu NP’lar1 almasin1 etkilemis, alim
davraniglarinda da kiiciik degisikliklere sebep olmustur. A549 hiicrelerinde ise,
MGNP’larin alim davramiglarini degistirmezken, alim miktarlarim1 6nemli Slgiide
etkilemigstir, fakat daha once ¢ok alinan Ag/Lak/ssDNA’nin alimmi ¢ok az farkla

artirmistir (24 s maruziyette).

NP’larin yiizey yiiklerinin, hiicresel alimlar etkiledigi de bu ¢alismadaki sonuglar ile
desteklenmistir. Lesniak ve arkadaslar1 (2005) Giimiis/dendrimer nanokompozitlerde
polikatyonik ve polianyonik olanlarin hiicrelere ayni1 oranda alinirken, nétr olanlarin
daha diisiik alindigin1 belirtmis, ayrica pozitif ve negatif olanlarin hiicre ig¢indeki
floresanslarinin, nétr olanlara gore daha iyi oldugunu bildirmistir [Lesniak ve ark.,
2005]. Bu calismada Cy5 ile MGNP’larin goriintiilleme kalitesini artirmasi da onlarin
negatif yiiklerinden kaynaklanmis olabilir. Fakat burada GNP’larin yiizey
plazmonlarinin roliinii  hatirlamak gerekir. Ciinkii bu c¢alismada GNP’larin
sitoplazmadan gelen 1simalari, Au NP ile hiicre icinden alinan i1simalara [Patra ve
ark., 2007] gore daha net olmustur. Hiicre i¢indeki NP 1s1masinin netligini belirleyen
bir bagka faktor ise NP’larin olusturdugu toplanmalarin biiyiikligiidiir. Ciinkii biiyilik
NP’lar sitoplazmaya daha zor gegse de kiiciik NP’lara gore daha giiglii 1s1ma verirler.
Bu ¢alismada, olusan NP toplanmasinin biiyiikliigiine bagli olarak 1s1ma netliginin
degismesi de bu durumu destekler niteliktedir. Boylece kanser hiicrelerinin spesifik
bir sekilde Cy5 ile MGNP alimlarina paralel olarak daha iyi goriintillenmesi miimkiin

olabilecektir.

NP’larin yiizeyi, hiicre igine girince veya hiicre membranina tutununca farkli

dielektrik ¢evreye sahip olacaklar i¢in NP’larin absorbans dalga boylar1 kayar [EI-
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Sayed ve ark., 2005], boylece hiicre igindeki NP spektrumunun alinabilmesine de
imkan saglar. Cy5 ile MGNP’lar kullanilarak da hiicre ici farkli bolge veya yapilarin
spektroskopik (Raman Spektroskopisi ile) olarak tayini yapilabilir. Ciinkii CyS5
boyast Raman aktif bir boyadir ve giimiis kolloidler de goriiniir bolge uyarilma dalga

boylarinda yiiksek YZRS aktivitesine sahiptir [Philip ve ark., 2008].

NP’larin alimlarim etkileyen faktorlerden sonra gelen diger en 6nemli hususlardan
biri de onlarin yiizey oOzelliklerine bagli olarak olusturdugu genotoksik ya da
sitotoksik etkileridir. Dolayisiyla GNP’larin da farkli yiizey kimyas1 genotoksisitede
ve sitotoksisitede degisik sonuglar dogurabilir [Ahamed ve ark., 2008]. Ayrica
NP’larin sitotoksisite potansiyeli hiicre cesidine gore degisebileceginden, bircok
hiicrede aym olabilecegi gibi farkli da olabilir. Ornegin giimiis/dendrimer
nanokompozit ve GNP, degisik hiicrelerde aym1 derecede toksik etki olusturmustur
[Lesniak ve ark., 2005]. Fakat, Au NP’lar A549 hiicrelerinde toksik iken BHK21
hiicrelerinde toksik olmamustir [Patra ve ark., 2007]. Nitekim MGNP’lar da benzer
sekilde 1.929 ve A549 hiicrelerinde degisik sitotoksisite degerleri gOstermistir. Bu
calismada karbohidratlarla MGNP’lar ve modifiye olmamis GNP’lar, uygulanan tek
dozda, 4 giin maruziyette 1929 hiicrelerine toksik etki yapmamis, sadece hiicre
canliligin1 degisik maruziyet siirelerinde degistirmistir. Bu sonu¢ modifiye ve
modifiye olmamis GNP’larin  saglikli  hiicrelerde bu  konsantrasyonda
kullanilabilecegini Ongormiistiir. Benzer sekilde makrofaj hiicreleri ile 55 nm
GNP’lar muamele edildiginde, GNP’larin toksik etki gostermedigi ve 55 nm
GNP’larin mitokondri membran potansiyelini en az etkileyen boyut oldugu da

bildirilmistir [Carlson ve ark., 2008].

De la Fuente ve arkadaslar1 (2007) ise insan fibroblast hiicrelerini glukoz ve laktoz
baglanmis manyetik Au NP’lar ile muamele etmis ve onemli toksisite olusmadigini
bildirmistir [De la Fuente ve ark., 2007]. Bu sonuglar, fare ve insan fibroblastlarinda
monosakkarit ve disakkaritle modifiye edilmis Au ve GNP’larin toksisite
olusturmamasindan  dolayi, karbohidrat = modifiyesinin, ¢esitli ~ NP’larda

uygulanabilirligine onciiliik edebilmesi agisindan 6nemli goriilmiistiir.
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Fakat 16-20 nm nisasta ile kaplanmis GNP’larin akciger fibroblastlarinda toksisiteye
sebep oldugu belirtilmistir [AshaRani ve ark., 2009]. Chi ve arkadaslar1 (2008) da
GNP ile CPB deterjam1 kompleksinin, DNA ile elektrostatik ve hidrofobik etkilesime
girerek genotoksik hasarin artabilecegini bildirmislerdir [Chi ve ark., 2008]. Ayrica
15 nm ve 100 nm GNP’larin rat karaciger hiicrelerinde morfolojik degisiklige; 6 s
maruziyette ROS iiretimine; ve LDH salimmina sebep oldugu; mitokondriyal
mebran potansiyelini ve GSH’1 (glutatyon) azaltabilecegi de bildirilmistir Ustelik
GNP’larin ayn1 boyutta olmasima ragmen, degisik hiicrelerde daha fazla toksik etki
olusturabilecegi ve boylece NP’larin hiicrelerin hassasiyetini ortaya koyacagi da

ifade edilmistir [Hussain ve ark., 2005; Stolle ve ark., 2005].

GNP’larin farkli yiizey kaplamalart ve konsantrasyonlar1 da farkli toksisite
olusturabilmektedir. Ornegin Ahamed ve arkadaslar1 (2008), polisakkarit kapli
GNP’larin (25 nm) fare embriyonik fibroblast ve kok hiicrelerinde (50pg/ml
konsantrasyonda, 24 saat maruziyette), kaplanmamis olanlara gore daha ciddi hiicre
hasar1 olusturdugunu bildirmistir [Ahamed ve ark., 2008]. Oysa caligmamizda
kullanilan monosakkarit ve disakkarit MGNP’lar (50 nm) L1929 hiicrelerinde
sitotoksik etki gostermemistir. Boylece GNP  konsantrasyonunun, yiizey
modifikasyonunun ve boyutunun hiicre toksisitesinde ne kadar 6nemli oldugu
desteklenmistir. Dolayisiyla GNP’larin glukoz veya laktozla modifiye edilmis
halleri, saglikli hiicrelere uygulanabilecek uygun bir NP modeli olabilecegini
gostermistir. Ayrica bu sonuglar, GNP’larin toksik oldugunu belirten birkac
calismanin [Hussain ve ark., 2005; Carlson ve ark., 2008, Ahamed ve ark., 2008]
aksine, L.929 hiicrelerinde toksik olmadigi i¢in in vivo uygulamalarda tercih edilebilir
NP’lar arasina girebilecegini de desteklemistir. Goriiliiyor ki hazirlanan GNP’larin
bazilan tek basina veya karbohidratlarla modifiye edildiginde, toksik etkiye sebep
olabilecek bir yiizey ya da yap1 olusturmamistir. Ya da endozomlarda olabilecekleri
icin sitoplazmadaki toksisite mekanizmasini uyarici etki yapmamis olabilirler. Bu
nedenle NP’larin endozom igindeki davranisini belirlemek ya da serbest stoplazmik

dolagimlarim arastirmak gerekmektedir.
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A549 hiicrelerinde karbohidratla MGNP’larin sitotoksik etkileri, modifiye edildigi
molekiile ve zamana bagh olarak degiskenlik gostermistir. Bu degiskenlik de in vitro
sitotoksisite caligmalarinda bir ¢ok degiskenle acgiklanabilir [Hsin ve ark., 2008; Park
ve ark., 2007]. Kisaca, modifiye olmamis GNP’lar L929 hiicrelerinde hi¢ toksik
etkiye sebep olmazken, A549 hiicrelerinde %20 oranda da olsa toksisite gostermistir.
Bu sonug, kanserli hiicrelere 6zgii toksik molekiillerin olusturulmasina ya da bu
olagan toksisiteye ek olarak fototermal terapinin gelistirilmesine de katkida
bulunabilmesi acisindan ©nemli bir bulgu olmustur. Ciinkii NP’lar aracilifiyla
fototermal terapi daha da etkili toksisite gosterebilir [Yang ve ark., 2007]. Ayrica
Khan ve arkadaglarinin (2007) bildirdigine gore kanser (HeLa) hiicrelerine Au
NP’lar uygulandiginda herhangi bir sitotoksisite goriilmemistir (Khan ve ark., 2007].
Dolayisiyla GNP’larin da kanserli hiicrelerde Au’a alternatif olarak kullanilmasinin

miimkiin olabilecegi ortaya cikmistir.

A549 hiicrelerinde goriillen 6nemli bir bulgu da, GNP iizerine kimyasal olarak
baglanan laktozun, bu hiicrelerde GNP’larin sitotoksisitesini azaltmasidir ki bu
durum cesitli ylizey modifikasyonlar1 ile sitotoksik ozellige sahip NP’larin
toksisitesinin azaltilabilecegini de desteklemistir. Nitekim Parab ve arkadaslan da
(2009) Au nano cubuklarin yiizeyini PSS (poly-styrenesulfonate) ile kaplamislar,
insan dis eti epitel hiicreleri ve agiz kanseri hiicreleriyle muamele etmislerdir. PSS ile
kaplanmis veya kaplanmamis nanocubuklarin her ikisinin de hiicre morfolojisini
degistirdigini, ayn1 zamanda PSS kaplamayla nano ¢ubuklarin hiicresel alimlarinin
kolaylastigim1 ve hiicre canliligini da 6nemli sekilde artirdigini bildirmislerdir [Parab

ve ark., 2009].

Bu calismada elde edilen sonuglar, AshaRani ve arkadaslarinin (2009) yapmis
oldugu, nisasta kaplanmigs GNP’larin akciger fibroblast ve insan glioblastoma
hiicrelerinde 6nemli bir sitotoksisite olusturmamasi; ve karbohidratla modifiye
edilmis Au NP’larin da MCF-7 gogiis kanseri ve prostat kanseri hiicrelerinde 6nemli
toksisite olusturmamasi [Kong ve ark., 2008; Zhang ve ark., 2008] sonuglariyla genel
olarak benzerlik gostermistir [AshaRani ve ark., (2009]. Fakat nisasta bir polisakkarit

oldugundan, kullanilan NP’larin kimyasal 6zellikleri ve hiicre hatlar1 da bu ¢alismada
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kullanilanlardan farkli oldugu i¢in bu tiir sonuglar1 dogrudan iliskilendirmek yerine
bu calismalan bir veri bankasi olarak degerlendirmek daha yerinde olacaktir. Sonug
olarak modifikasyonlarla NP’larin toksik etkisinin azaltilabilecegi; ve laktoz
MGNP’larin kanserli hiicrelerin stoplazmik mekanizmalarinin anlagilmasina imkan
saglayabilecegi, GNP ve glukoz MGNP’larin da kanserli hiicreleri etkili bir sekilde

oldiirme adina yeni yapilacak ¢alismalara 6n basamak olusturabilecegi sdylenebilir.

GNP’larn iizerinde oligoniikleotidlerin tek basina veya karbohidratlarla bulunmast,
L.929 hiicrelerinde, 6nemli bir degisiklige veya sitotoksisiteye sebep olmamis, sadece
farkli zamanlarda kiiciik degisikliklere sebep olmustur. Bu durum, hazirlanan bu
NP’larin bu dozda kullanildiginda saglikli hiicreler acisindan uygun bir doz
olabilecegini gostermektedir. Fakat oligoniikleotidlerin GNP’lar iizerinde varligi
A549 hiicrelerinde 6nemli sitotoksik degisimler olusturmustur. Ozellikle GNP’lar,
AS549 hiicrelerinde toksik etki gosterir iken, iizerine oligoniikleotid baglanmasi, onun
toksik etkisini 6nemli derecede azaltmistir. Dolayisiyla oligoniikleotid yiiklii NP’lar
transfeksiyon ve genetik diizenlemeyi etkileyebileceginden [Rosi ve ark., 2006]
GNP’lar da genetik diizenlemelere [AshaRani ve ark., 2009; Ahamed ve ark., 2008]
etki edebilir. Boylece GNP’larin tizerine eklenecek olan DNA’larin boyu, yapisi ve
baz dizilimi de ayarlanarak toksik etkisi olan NP’larin toksisitesinin azaltilmasinda

kullanilabilecegi de miimkiin goriinmektedir.

Bu caligmada, hiicrelere uygulanan MGNP’larin  hiicresel alim oranlariyla
sitotoksisiteleri arasinda dogrudan bir iliski olmadig1 da tesbit edilmistir. Ornegin 24
s maruziyette, NP’larin A549 hiicreleri tarafindan alim oran1 ve bu orana bagl olarak
hiicre ¢ogalmasinin inhibe edilmesi arasinda paralel bir iliski goriilmemistir. Bu
durum ilging bir sekilde Zhang ve arkadaslarinin (2008) belirttigine gore radyasyona
dayal1 prostat kanseri hiicre 6liimiinde de benzer sekilde goriilmiistiir. Ciinkii glukoz
baglanmis Au NP’lar prostat kanseri hiicreleri tarafindan ¢ok alinmasina ragmen, NP
konsantrasyonuna bagl olarak radyasyona dayali timor oliimii artmamistir. Fakat
NP’larn iizerine glukoz baglanmasi fototermal terapiyi daha hassas hale getirmistir
[Zhang ve ark., 2008]. Dolayistyla bu durum MGNP’lar agisindan da uygulanabilir
bir 6zellik olabilir, ¢iinkii bu calismada A549 hiicreleri laktoz MGNP’lara daha fazla
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ilgi gostermistir. Hatta bu hiicrelere radyasyonla muaemele edildiginde GNP’larin
daha etkili yiizey plazmonu etkisinden dolay1 daha iyi inhibisyon olusturacagi da
yiiksek ihtimaller arasindadir. Fakat, radyasyon destekli tedaviye alternatif olarak
kendiliginden toksik olabilecek NP’larin olusturulmasi daha tercih edilir bir durum
oldugu i¢in, oncelikli hedefler bu yonde olmalidir. Ciinkii ¢esitli hiicrelere uygulanan
NP’larin konsantrasyonu, diger maddelerde de oldugu gibi toksik etki ag¢isindan ¢ok
onemli bir faktordiir ve NP’larin uygun konsantrasyonlar1 denenerek, yukarida da
bahsedilen yiizey kimyas1 6zelliklerinin de etkisi goz oniinde bulundurularak uygun
bir NP dizayni ile bagka miidahelelere gerek kalmadan hedef hiicreler yok edilebilir.
Ustelik burada NP’larm alim oranlarinda, inkiibasyon zamanimin ¢ok 6nemli bir

faktor oldugunu da unutmamak gerekir.

NP’larin konsantrasyon etkisi hiicre cesitlerine gore degisebileceginden dolayi,
konsantrasyona bagl toksik etki bazen de artabilir. Ornegin Asharani ve
arkadaslarimin (2009) GNP’lar ile Comet testine (genotoksisite testi) dayanarak
yaptiklar bir toksisite ¢alismasinda, kanserli hiicrelerdeki NP’larin konsantrasyonu

arttikca DNA hasarinin da arttigini bildirmistir [Asharani ve ark., (2009].

Carlson ve arkadaslar1 (2008) da farkli boyutlardaki (15 nm, 30 nm, 55 nm) GNP’lar
ile yaptiklarn calismada, makrofaj hiicreleri ile muamele edilen NP’larin hiicrelerin
etrafinda toplandigin1 ve sitotoksisitesinin de konsantrasyona bagli oldugunu

bildirmistir [Carlson ve ark., 2008].

Heniiz, kanserli hiicrelerin i¢ine gonderilen NP’lar araciligiyla fototermal terapi
calismalarinin disinda, tam olarak etkili bir uygulamanin bulunamamasi, su an ki
calismalari, saglikli hiicrelere zarar vermeyen, kanserli hiicreler tarafindan da
spesifik olarak aliabilen ve sadece onlarda toksik etki yapabilecek, daha
fonksiyonlu NP’larin gelistirilmesine odaklamistir. Dolayisiyla bu c¢alismada
kullanilan MGNP’lar da bu anlamda iimit vaat edici sonuglarin olabilecegini

gostermistir.
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Bu calismada, etkili yiizey plazmonu 6zelliginden dolayr bircok alanda kullanilma
imkant olan GNP’lar tercih edilmistir. GNP’larin yiizeyine karbohidrat
(glukoz/laktoz), oligoniikleotid ve floresans bir boya kimyasal olarak tek tek ve
cesitli kombinasyonlarla baglanmistir. Boylece bu NP’larin 1.929 ve A549 hiicreleri
tarafindan secici olarak alinmasim saglamak ve bunlarin stoplazmik yerlesimlerini
gormek hedeflenmistir. Aym1 zamanda saglikli hiicrelere toksik olmayan fakat
kanserli hiicreler i¢in kendiliginden toksik olabilecek NP’larin gelistirilmesi ve iyi
bir hiicre i¢i goriintiilemesi de hedeflenmistir. Sonug olarak, hazirlanan bu GNP’larin
hemen hemen hepsi i¢in ayr1 ayri ideal bir alim zamani oldugu goriilmiistiir. Fakat
A549 hiicrelerinde Ag/laktozun kisa bir siirede diger NP cesitlerine ve 1929
hiicrelerine oranla onemli bir farkla alinmasi, A549 hiicreleri icin hedefledigimiz
secici alimi gostermistir. Dolayisiyla NP’larin hiicreler tarafindan maksimum ve
secici alimlarinin saglanabilmesi icin, NP’lar amaca uygun sekilde dizayn edilmeli
ya da gelistirilmeli, inkiibasyon siireleri de detayli sekilde ayarlanarak optimize
edilmelidir. Hazirladigimiz NP’larmm L1929 hiicrelerine toksik olmayip A549
hiicrelerine toksik olmasi da, NP’larin secici ve kendiliginden toksisite
olusturabilecek kapasitesinin gelistirilebilecegi hedefimizi kismen yerine getirmistir.
Bu nedenle hiicrelere toksik 6zellikte olan NP’lar ¢esitli hedefleme ve modifikasyon
islemleriyle kanserli hiicrelere 6zgii hale getirilerek, uygun konsantrasyonlari da
optimize edilerek, NP araciligiyla kontrollii hiicre Olimii c¢alismalar
yogunlastirilmalidir. Bu calismada Cy5 ile MGNP’larin yogun bir sekilde hiicrelerde
toplanmasi, fototermal terapi icin bu NP’larin ideal NP’lar olabilecegini de ortaya
cikarmistir. Ciinkii fotodinamik terapide foto-duyarli yapilar 700 nm’den kiiciik
dalga boylu 1siklar1 absorbladigi ve bunun da deride sadece birkag mm penetrasyon
sagladig1 belirtilmektedir. Boylece fotodinamik terapinin yiizeylere uygulamada ve
hasta dokulara se¢ici olarak akiimiilasyon olayinda sinirli kaldig goriiliir. Bu nedenle
bu NP’lar goriintiillemede oldugu kadar tedavide de kullanilabilir. Ciinkii GNP’lar,
hiicre ve dokular i¢in daha az zararli olan yakin infrared bolge 15111 absorblayabilir
[Chatterjee ve ark., 2008]. GNP’larin hiicre i¢inde biiyiik toplanmalar olusturmasi,
daha fazla 1s1min 1s1 enerjisine doniismesini saglayarak hiicre 6liimlerini de daha etkili
kilabilir. Ayrica Cy5 ile MGNP’lar, iizerinde Raman aktif olan molekiil (Cy5)

tasimasindan ve hiicre icinde yeterince biiyiik toplanmalar olusturmasindan dolayi,
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optimize edilerek in vitro-in vivo hiicresel YZRS de de kullanilabilir. Sonug olarak,
bu verilerin 15181 altinda, sentezlenen degisik yiizey ozelliklerine sahip GNP’larin,
daha iyi gelistirilmesi, hiicre uygulamalarinin daha fazla genisletilmesi ve bu

NP’larin nanobiyoteknolojide uygulamalarinin artirllmasi gerekmektedir.
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