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Doktora Tezi

BOR NiTRUR NANOPARTIKULLERININ /N VITRO KOSULLARDA BETA AMILOID (Ap)
TOKSISITESI UZERINE ETKILERININ INCELENMESi
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Nanobilim ve Nanomiihendislik Anabilim Dali
Nanobiyoteknoloji Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Hasan TURKEZ

Alzheimer hastaligt (AH), histolojik olarak beyindeki intraseliiler ndrofibriller yumru olusumu ve
ekstraseliiler amiloid birikimleriyle tanimlanan, demans olgularinin %75'inden sorumlu yasa bagl
norodejeneratif bir hastaliktir. Bu hastalik ilerleyici bilissel bozukluklar, ¢esitli ndropsikiyatrik-davranis
bozukluklar ve giinliik yasam aktivitelerindeki kisitlamalar ile karakterize olmaktadir. Hastaligin
olugsmasina neden olan etkenlerin yok edilmesine yonelik tedavi heniiz bulunamamustir. Nanopartikiiller
boyutlarindan dolay1 bircok essiz dzellige sahiptir. Bu iistiin 6zelliklerinden dolayr c¢esitli alanlarda
yaygin olarak kullanilan nanopartikiiller saglik alaninda da olduk¢a 6nemli hale gelmistir ve bilim
insanlarimin dikkatini iizerine ¢ekmistir. Bu nedenle nanopartikiillerle yapilan terapotik ¢alismalar biiyiik
oneme sahiptir. Bu calismamizda kararli yapidaki kimyasal dzellikler, antioksidan 6zellikler gibi boyut
kaynakli istiin fiziksel, kimyasal ve biyolojik ozelliklerinden dolayr hekzagonal bor nitriir
nanopartikiilleri kullanilmigtir. Mevcut tez kapsaminda, retinoik asit uygulamasiyla farklilastirilmis insan
ndroblastom hiicre hatt1 (SH-SY5Y) kullanilarak farkli konsantrasyonlardaki hekzagonal bor nitriir (hBN)
nanopartikiillerinin beta amiloid (AP) toksisitesi lizerine etkilerinin ilk defa arastirllmasi amaglanmustir.
In vitro Alzheimer hastaligi modelinde hiicre canlilik oranlar1 3- (4,5-dimetil-tiazol-2-il) 2,5-
difeniltetrazolyum bromid (MTT) ve laktat dehidrogenaz (LDH) salimm testleri kullanilarak
degerlendirilmistir. Ardindan, hiicre kiiltiiriindeki oksidatif degisimler toplam antioksidan kapasitesi
(TAK) ve toplam oksidan durum (TOD) parametreleri kullanilarak belirlenmistir. Ger¢ek zamanli
polimeraz zincir reaksiyon (QRT-PZR) metodu kullanilarak gen ekspresyon seviyeleri incelenmistir.
Hiicrelerdeki apoptozisin gosterilmesi amaciyla Hoechst 33258 floresan boyama yontemi kullanilmisgtir.
Ayrica hiicrelerde toksisitenin neden oldugu 6lim tiiriini tespit etmek igin akis Sitometri yontemi
kullanilmustir. Son olarak, AP protein miktarinin belirlenmesi amaciyla western blot yontemi yapilmistir.

Elde edilen sonuglara gore, farkli hBN nanopartikiil konsantrasyonlarinin AP toksistesine karst doza bagl
koruyucu etki gosterdigi hiicre canlilik testleriyle belirlenmistir. hBN nanopartikiil uygulamasinin
deneysel Alzheimer hastaligi modelinde AP toksistesinin neden oldugu oksidatif stresi azalttigi,
antioksidan kapasiteyi destekledigi gozlenmistir. Molekiiler genetik analizler ile hBN nanopartikiil
uygulamasinin B-sekretaz ve vy-sekretaz aktivitelerini azaltirken o-sekretaz aktivitesini arttirdigi
bulunmustur. hBN nanopartikiil uygulamasinin deneysel Alzheimer hastaligt modelinde hiicrelerde
gerceklesen nekroz Sliimlerinde 6nemli Ol¢lide azalmaya sebep oldugu bunun sonucunda da hiicre
canliligimi arttirdig1 akis sitometri sonuglartyla belirlenmistir. Ayrica hBN nanopartikiil uygulamasinin
AP protein miktarinda azalmaya neden oldugu western blot yontemiyle tespit edilmistir. Bu caligma
sonucunda, hBN nanopartikiillerinin AB’ye bagl toksisteye karsi nérokoruyucu etkiye sahip oldugu ve
ileri ¢aligmalarla desteklenerek AH tedavisine yonelik arastirmalara katki saglayacag: diisiiniilmektedir.

2019, 152 sayfa

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastaligi, Beta amiloid, Bor nitriir nanopartikiil, Noéroprotektif, SH-
SY5Y
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THE INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF BORON NITRIDE NANOPARTICLES ON
BETA AMYLOID (Ap) TOXICITY IN IN VITRO CONDITIONS

Nursah AYDIN

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Nanoscience and Nanoengineering
Department of Nanobiotechnology

Supervisor: Prof. Dr. Hasan TURKEZ

Alzheimer's disease (AD) is an age-related neurodegenerative disease that is responsible for 75% of
dementia cases histologically defined by intracellular neurofibrillary tuber formation and extracellular
amyloid deposits in the brain. This disease is known to be characterized by progressive cognitive
disorders, various neuropsychiatric-behavioral disorders, and restrictions on daily life activities.
Treatment for the elimination of the factors that cause the formation of the disease has not yet been found.
Nanoparticles have many unique properties due to their size. Because of these superior properties,
nanoparticles, which are widely used in various fields, have become important in the health field and have
attracted the attention of scientists. Therefore, therapeutic studies with nanoparticles are of great
importance. In this study, hexagonal boron nitride nanoparticles were used due to their superior physical,
chemical and biological properties resulting from the nano dimension such as stable structure chemical
properties and antioxidant properties. In scope of the present thesis it is for the first time aimed to
investigate the effects of different concentrations of hexagonal boron nitride (hBN) nanoparticles on beta
amyloid (AP) toxicity by using human neuroblastoma cell line (SH-SY5Y) differentiated by retinoic acid
administration. Cell viability rates in the in vitro Alzheimer model were evaluated using 3- (4,5-dimethyl-
thiazol-2-yl) 2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) and lactate dehydrogenase (LDH) release tests.
Subsequently, oxidative changes in cell culture were determined using the total antioxidant capacity
(TAC) and total oxidant state (TOS) parameters. Gene expression levels were examined using the real-
time polymerase chain reaction (QRT-PCR) method. Hoechst 33258 fluorescent staining method was used
to demonstrate apoptosis in cells. In addition, flow cytometry method was used to determine the type of
death caused by toxicity in cells. Finally, western blot method was performed determine the amount of
AP protein.

According to the results, it was determined by cell viability tests that different concentrations of hBN
nanoparticles showed a dose-dependent protective effect against Ap toxicity. It was observed that hBN
nanoparticle application reduces oxidative stress caused by AP toxicity and supports antioxidant capacity
in experimental Alzheimer disease model. By molecular genetic analysis were founded that hBN
nanoparticle application B-secretase and y-secretase decreases activities while increasing a-secretase
activity. It was identified by flow cytometry that hBN nanoparticle application in experimental
Alzheimer's disease model caused a significant decrease in necrosis deaths in cells and as a result
increased cell viability. In addition, it was also determined by the western blot method that hBN
nanoparticle application causes a reduction in the amount of AP protein. According to the results
obtained, the hBN nanoparticles was thought to be a neuroprotective effect against AB-induced toxicity
and contribute to the researches about the treatment of AD by supporting with further studies.

2019, 152 pages
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1. GIRIS

1.1. Nano Nedir?

"Nano" Yunanca da "Ciice" anlamina gelen nanos kelimesinden tiiretilmis olan ve
nanometre Ol¢eginden kaynaklanan 6zelliklere sahip nesneleri, sistemleri veya olaylari
tanimlamak i¢in kullanilan bir sifat olup bilim literatiiriinde giderek yayginlagsmaktadir.
"Nano" 6n eki modern bilimlerin ¢cogunda popiiler bir etiket olup nanometre, nanobilim,
nanoteknoloji, nanoyapi, nanotiip, nanotel ve nanorobot gibi birgok sozciikle beraber

kullanilmaktadir (Feynman 1959; Buzea et al. 2007)

Nano, bir fiziki biiyiikliigiin milyarda biri anlamina gelmektedir. Olgii birimi olarak
bakildiginda genellikle metre ile birlikte kullanilmakta olup, 1 nanometre metrenin
milyarda birine tekabiil etmektedir (Kamel 2007). Baska bir ifade ile, bir nanometre
(nm) 6 karbonun enine ya da 10 su molekiiliine esittir. Bir insan sag teli yaklasik 80.000
nm, bir kirmizi kan hiicresi ise yaklasik olarak 7000 nm genislige sahip oldugu
bilinmektedir (Whitesides 2003). Bu 6lgek ¢ok kiigiik bir uzunlugu ifade ettigi igin atom
ve molekiil diinyasina uzanmamizi saglamaktadir. Bu biiyilikligii daha iyi kavramak
icin Sekil 1.12°de nano ve mikro olarak tanimladigimiz 6l¢eklerin biyolojik bilesenler

yardimiyla karsilagtirilmasi gosterilmektedir.

'Mikro' kiigiik bir sey ifade ederken, 'nano' nanosistemde gozlemlenen benzersiz olgulari
olusturan atom parcaciklarin1 vurgulamaktadir (Buzea et al. 2007). Bu sebeplerden

dolay1 nanoboyutta malzemeler farkli 6zellikler gostermektedir.
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Sekil 1.1. Mikro ve nano boyutlu yapilarin karsilastirillmasi (Buzea et al. 2007)

1.2. Nanoteknoloji

Nanobilim ve nanoteknolojinin tam bir tanimi olmamakla birlikte genel goriise gore
nanoteknoloji, maddenin nm olgeginde sekilinin ve boyutunun kontrol edilmesiyle
islevsel materyallerin, cihazlarin ve sistemlerin ¢aligilmasi, tasarlanmasi, olusturulmasi,
sentezlenmesi, manipiilasyonu ve uygulanmasi olarak tanimlanmaktadir. Yani atomik
ve molekiiler seviyelerdeki Olgekte yeni fenomenlerin ve maddelerin &zelliklerinin
kullanilmasidir (Salamanca-Buentello et al. 2005). Bir baska ifade ile nanoteknoloji,

temel olarak yeni Ozelliklere sahip materyalleri, yapilari, cihazlari ve sistemleri



olusturmak ve kullanmak icin atomik, molekiiler ve siiper molekiiler seviyelerde

calisabilme yetenegi olarak tanimlanmaktadir (Roco 2003).

Nanoteknoloji atomik Olgeklerde materyallerin ve ara yiizlerin nasil olusturuldugunun
belirlenmesi ve degistirilmesi sonucu yeni malzemelerin ve yeni friinlerin
gelistirilmesine olanak saglamaktadir. Bu yeteneginden dolayr nanoteknoloji,
malzemelerin performanslarint ve islevselligini artirmak amaciyla yeni nesil {riinler
gelistirerek onlimiizdeki yillarda yeni pazar segmentleri olusturmak i¢in 6nemli bir

firsat olanag1 sunmaktadir (Wegner et al. 2005; Kamel 2007).

Nanoteknolojinin giiniimiizde bu kadar 6nemli olmasinin temel nedenleri arasinda

I) Daha az alan, daha az malzeme ve daha az enerji,

IT) Yeni miilkler, olgular ve uygulamalar,

I1I) Imalat i¢in en verimli uzunluk &lgegi,

IV) Canli yapilarla cansiz yapilarin bir arada islev gormesini saglamak gibi 6zellikler

sayilmaktadir (Moon et al. 2006).

1.2.1. Nanoteknolojinin tarihi gelisimi

1950’li yillardan beri yogun olarak arastirilan ve son yillarda hiikiimetlerce de
desteklenerek gelistirilen nanoteknolojinin yeni bir teknoloji olmadigi, tarihinin ¢ok
eskilere dayandigi tespit edilmistir. Yaklasik 1600 yil 6nce kelebek kanatlarimin renk
efektleri Romalilar tarafindan kopyalanmisti. Ingiliz kraliyet miizesinde sergilenmekte
olan IV. yiizylla ait Lycurgus fincan1 olarak bilinen cam kap, altin ve giimiis
nanopartikiillerine bagli olarak dogal 1s1ik altinda yesim yesili ve parlak bir 151k
kaynagiyla etkileyici kirmizi bir renkte gériinmektedir (Poole et al. 2003)

Ayrica 17. Yiizyilda nanopartikiillerin, Cinli zanaatkarlar tarafindan altina kirmizi renk
verilerek Avrupalilar tarafindan katedral pencerelerinde kullanilmak iizere cam ve

vazolarin yapiminda kullanildigi ifade edilmistir (Leonhardt 2007).



Sekil 1.2. Lycurgus’un kadehi (sol) ve 1364 yilinda insa edilen St.Vitus katedralinden
bir mozaik cam 6rnegi (sag) (Leonhardt 2007)

Bu kadar eski tarihe sahip olup, iiriinlerinin yaygin olarak kullanilmasina ragmen
nanoteknoloji kavrami ilk kez 1959 yilinda Nobel Fizik odiillii Richard Feynman
tarafindan bir toplantida ortaya atilmistir. Nanoteknoloji terimi ilk kez 1974 yilinda
Tokyo Bilim Universitesinde arastirmaci olan Prof. Dr. Norio Taniguchi’nin
“Nanoteknolojinin Temel Konsepti” adli makalesinde kullanilmistir (Miyazaki and
Islam 2007; Zong et al. 2005; Sahoo et al. 2007). Bu tarihten itibaren nanoteknolojideki
gelismeler hiz kazanmustir. Cizelge 1.1°de nanoteknolojinin tarihsel gelisimi

gosterilmektedir.

Cizelge 1.1. Nanoteknolojideki periyodik gelismeler (Nikalje 2015)

M.O. 1200- Coziilebilir altin kesfedildi.

1300

1931 Gegirimli elektron mikroskopu (TEM)

1937 Taramal1 elektron mikroskopu (SEM)

1959 Nanoteknoloji ifadesi Feynman tarafindan ilk kez kullanildi.
1965 Moore Yasasi

1974 Nanoteknoloji terimi Taniguchi tarafindan ilk kez kullanildi.
1981 IBM Tarama Tiinel Mikroskopunun kesfi




Cizelge 1.1. (devam)

1985 Fulleren kesfedildi.

1986 K. Eric Drexler tarafindan Yaratilis Motorlart adli
nanoteknolojinin ilk kitab1 yayinlandi, Atomik Kuvvet
Mikroskopu gelistirildi.

1989 S. lijima Karbon Nano tiipiinii kesfetti.

1991 IBM logosu bireysel atomlarla yapildi.

1999 R. Freitas'in 1. nano tip kitab1 "Nano tip" yaymlandi.

2000 Ulusal Nanoteknoloji Girigimi ilk kez baslatildi.

2001 Nm 6lgekli elektronik cihazlar teorisini gelistirmek ve karbon

nanotiipleri ve nanotellerin sentezi ve karakterizasyonu igin
Nanoteknolojide Feynman Odiilii verildi.

2004 Gelismis nanoteknoloji ile ilgili ilk politika konferansi diizenlendi.
Nano mekanik sistemler i¢in ilk merkez kuruldu.

2005-2010 Kullanim sirasinda durumlarini degistiren aktif nano iiriinler, 3
boyutlu aglar hazirland.

2011 Molekiiler nanoteknolojisinin bagladigi dénem.

1.2.2. Nanoteknolojinin potansiyel uygulama alanlari

Nanoteknoloji, son endiistriyel devrim olarak kabul edilmekte ve gelecekte
nanoteknolojinin toplum, ekonomi ve yasam iizerinde ¢ok biiyiikk etkilere sahip
olacagina inanilmaktadir. Makroskobik olceklerdeki malzemelerin 6zelliklerinden ¢ok
farkli ozelliklere sahip oldugu icin, nano o&lgekli malzemeler ilgi odagi olmustur.
Nanoolgekli malzemelerin boyutlarinin neden oldugu essiz 6zelliklerden dolay1
nanoteknoloji; fizik, kimya, biyoloji, tip, bilgi teknolojileri, biyoteknoloji, enerji tiretimi
ve depolanmasi, malzeme teknolojileri, imalat, savunma, ¢evre uygulamalari,
elektronik, bilgisayar gibi teknolojik alanlarda ¢ok genis uygulama potansiyeline
sahiptir (Miyazaki and Islam 2007). Nanoteknolojideki uygulamalara iliskin bazi
ornekler Cizelge 1.2°de gosterilmektedir (Ochekpe et al. 2009).



Cizelge 1.2. Nanoteknoloji uygulamalart (Ochekpe et al. 2009)

Bilgi ve hesaplama -Kamera ve kisisel bilgisayarlardaki kuantum
noktalar1 ve nanoteller.

-Televizyonlarda katot 1s1nlar1 yerine nanotiipler.

-Yari iletken silikon nanoteller igeren elektronik ve
optik cihazlari.

Sensorler -Nanomalzemeler, toprak ve su kalitesini
degerlendirmek ve bitki, gida ve diger tiriinlerin
durumunu belirlemek i¢in kullanilir.

Tek boyutlu malzemeler -Su gecirmez kumaslar ve elektronikte kullanilan
ince filmler ve katmanlar.

-Yakat hiicrelerindeki yiizeyler.

iki dxboyutlu malzemeler -Kataliz ve enerji depolamasi i¢in molibden
distilfiir gibi anorganik nanotiipler.

-Veri depolama, elektronik ve optoelektronik
cihazlar i¢in silikon nanoteller.

iki boyutlu malzemeler -Sensorler, elektrik akimi iletimi ve antistatik
ambalaj i¢in karbon nanotiipleri.

-Hidrojen yakit hiicrelerinde hidrojen sizdirmazligi
i¢in nanotiipler.

-DNA molekiilleri gibi biyopolimerler

Ug boyutlu malzemeler -Kozmetik, tekstil, boya, kataliz ve ilag
dagitiminda kullanilan nanoparcaciklar.

-Fullerenler, yaglayicilar, ilag dagitim araglari ve
elektrik devrelerinde kullanilan karbon
malzemelerdir.

Biyomimetik yapilar -Hastaliklarin teshisi, molekiiler goriintiileme ve
ila¢ verme.

Ilag Dagitim1 -Ilag ve gen terapileri igin yeni formiilasyonlar.

Doku miihendisligi -Hasar gormiis dokularin nanomateryal bazl

yapilar kullanilarak ¢ogaltilmasi ve onarimu.




Nanoteknolojinin etkisini gosterebilecegi potansiyel arastirma ve uygulama alanlar

asagidaki gibidir:

A. Saglik ve Tip

B. Enerji ve Cevre

C. Savunma

D. Tarim ve Gida

E. Uzay Arastirmasi (Nikalje et al. 2015).

A) Saghk ve Tip

Tibbi uygulamalar, insan refah1 konusunda biiylik beklentiler olusturan alanlarin
basinda gelmektedir. Nanobilim uygulamasinin tibbi alanda bir¢ok fayda sagladigi ve
insanlik i¢in potansiyel olarak degerlendirildigi belirtilmektedir. Nano tip ile erken
teshis, uygun tedavi ve hastaliklarin takibi miimkiin olmaktadir (Nikalje et al. 2015).
Nanoteknoloji, tibbi teknolojinin birgok alaninda ¢ok ©nemli yeni araglarin
olusturulmasina olanak saglamaktadir. Sadece malzeme ve tibbi cihazlar iyilestirmekle
kalmayip ayni zamanda mevcut ve daha geleneksel teknolojilerin sinirlarina
erisebilecegi yeni "akilli" cihazlar ve teknolojiler olusturmak icin olaganiistii firsatlar

sunmaktadir (Logothetidis 2006).

Nanoteknoloji hasar gormiis dokularin onariminda, kanser teshisi i¢in sensor
gelistirmede yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica bu teknoloji, kok hiicre
aragtirmalarinda biiylik gelismelere olanak saglamaktadir. Kuantum noktalari, kok
hiicrelerin molekiiler goriintiilenmesinde ve izlenmesinde, kok hiicrelere gen veya
ilaglarin verilmesinde kullanilmaktadir. Biitiin bu ilerlemeler, kok hiicrelerin gelisimini

rejeneratif tiptaki uygulamaya dogru hizlandirmaktadir (Wang et al. 2009).

Biyomedikal nanoteknoloji, birgok hastalikla miicadelede devrimci firsatlar
sunmaktadir. Bu alandaki gelismeler sayesinde kanser, diyabet, ndrodejeneratif

hastaliklarla iliskili molekiillerin tespit edilmesinin yani sira, patojen bakteri, mantar ve



HIV wviriisleri gibi enfeksiyonlarla iliskili mikroorganizmalar ve viriisler tespit

edilmektedir (Roszek et al. 2005).

Nanomalzemelerin tip alanindaki bazi uygulamalar1 asagida verilmektedir (Salata et al.

2004).

- Floresan biyolojik etiketler

- llag ve gen iletimi

- Patojenlerin biyolojik tespiti

- Proteinlerin tespiti

- DNA yapisinin arastirilmasi

- Doku miihendisligi

- Isitma yoluyla tiimoér tahribati (hipertermi)

- Biyolojik molekiillerin ve hiicrelerin ayrilmasi ve saflastirilmast
- MR kontrast gelistirme

- Fagokinetik caligsmalar

Nanoteknolojinin, erken teshis koyulmasina, hastaya 6zel hassas ve etkili tedavinin
yaptlmasina yonelik devrimci firsatlar saglayarak yarinin tibbinda 6nemli bir rol

oynayacagi ifade edilmektedir (Logothetidis 2006).

B. Enerji ve Cevre

Diinya enerji talebinin 2050 yilina kadar yaklasik 30 terawatt olmas1 beklenmektedir.
Bu nedenle temel prensip, enerji verimliligini arttirarak ve temiz enerji kaynaklar
gelistirerek ¢evreyi korumaktir. Coziim, bilimsel atilimlar ve gercekten devrimci
gelismeler gerektirmektedir. Bu baglamda, nanoteknoloji bu zorluklarin {iistesinden
gelmek i¢in heyecan verici ve gerekli yaklasimlari sunmaktadir (Lee et al. 2010; Lota et
al. 2011). Bu sebeplerden dolay1 nanoteknoloji, ¢evreyi korumak ve biiyliyen bir diinya
icin yeterli enerji saglamak i¢in giinden giine daha fazla 6nem kazanmaktadir (Nikalje

et al. 2015).



Enerji alanlarin1 etkilemekte olan nanoteknoloji aragtirmalari, 6zellikle aydinlatma ve
istnma verimliligini artirmaya, elektrik depolama seviyelerini ylikseltmeye ve enerji
tiretiminden kaynaklanan Kkirliligin temizlenmesine odaklanmaktadir (Jensen 2014).
Nanoteknolojinin  gelismis teknikleri, enerjinin depolanmasina, diger formlara
doniismesine, cevre dostu imalat malzemelerine ve daha iyi gelistirilmis yenilenebilir

enerji kaynaklarina yardimei olmaktadir (Nikalje et al. 2015).

Nanoyapiya dayali malzemeler c¢evreyi iyilestirmeyi amacglamaktadir. Diistk
konsantrasyonda toksik gaz tespit edebilen nanosensorler, toprak ve yeralti sularinda
bulunan kirleticilerin tespiti ve uzaklastirilmasinda kullanilmaktadir. Nano adsorbentler
ve nanomembranlar, agir metaller, sentetik boyalar ve biyolojik kirleticiler de dahil
olmak iizere cesitli kirletici tiirlerin giderilmesiyle atik sularin aritilmasinda, su ve

havanin arindirilmasinda etkin rol oynamaktadirlar (Sung et al. 2010).

Nanoteknoloji, nano-kataliz, yakit hiicreleri, giines ve hidrojen teknolojisi gibi daha
ucuz enerji iretimi ve yenilenme enerjileri i¢in kullanilmaktadir. Nanoteknoloji,
istenmeyen kirliligi en aza indirecek olan yeni cevreci ve yesil teknolojilerin
gelistirilmesine yardimci olmaktadir (Nikalje et al. 2015).  Nanoteknolojideki
egilimlerin, hammadde ve enerjinin kullanimini azaltarak temiz endiistriyel iretim

siireclerine veya tirlinlerine katkida bulunacagi diistiniilmektedir.

C. Savunma

Nanoteknolojinin askeri alandaki uygulamalari, geleneksel sistemlerde gelismelere ve
niteliksel yeniliklere yol a¢tig1 icin pek c¢ok alanda umut verici potansiyele sahiptir.
Nanoteknoloji ¢aligmalar1 kapsaminda nanoyapili patlayici, zirh ve kimyasal- biyolojik
savas araglar1 tasarlamak, gelistirmek ve liretmek savunma sektoriiniin birincil hedefleri
arasinda yer almaktadir. Bu alandaki en 6nemli uygulamalardan birisi bireyler i¢in akill
tiniformalarin ve tedavi edici ilaglarin tasarlanarak 6liim oranini azaltmaktir. Cok kiigiik
ve son derece yetenekli olan bilgisayarlar silah, {liniforma, lojistik ve iletisim

sistemlerinde  kullanilmaktadir. Nanoyapilar kullanilarak olusturulan bombalar
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geleneksel bombalarla karsilastirildiginda daha biiyiik oranda yanma derecesine sahip
patlamalara sebep olmaktadir. Nanoteknoloji savas olanaklarinin artmasina ve savas
alaniin genis kapsamli haritalandirilmasina olanak sagladig igin savunma daha etkin

ve ucuz hale gelmektedir (Altman 2004) .

Savunma alanindaki uygulamalari,

1. Nano elektronikler yoluyla bilgi hakimiyetini siirdiirmek,

2. Nanokiitleyle elektroniklere dayanan sanal gergeklik sistemlerini kullanmak,

3. Askeri isgiiclindeki diisiisleri dengelemek, birliklere yonelik riskleri azaltmak ve arag
performansini artirmak i¢in otomasyon ve robotik kullanimin arttirmak,

4. Basarisizlik oranlarimi diisiirmek icin askeri platformlarda ihtiyag duyulan yiiksek
performansi elde etmek,

5. Kimyasal / biyolojik / niikleer algilamada ilerleme saglamak,

6. Niikleer silahlarin yayilmasini Onleme, izleme ve yonetimi ic¢in kullanilan
sistemlerde yenilikler olusturmak,

7. Niikleer savunma sistemlerinin kontrolii i¢in kombine nanomekanik ve

mikromekanik cihazlar tiretmektir (Roco and Bainbridge 2001).

D) Tarim ve Gida

Nanoteknolojinin, tarim ve gida alanlarindaki uygulamalarla yasam kalitesini
yiikselterek, devrim yapma potansiyeline sahip oldugu dngoriilmektedir. Bu goriis, nano
Ol¢ekli biyomalzemelerin yeni 6zelliklerinin kesfedilmesi ve bunlarin miihendislik ile

desteklenmesinden kaynaklanmaktadir (Scott and Chen 2002, 2013).

Nanoteknolojinin tarimda uygulanan materyal bilimi ve biyokiitle doniisiim teknolojileri
uygulamalar1 gida, yem, lif, ates ve yakitlarin temini i¢in temel olusturmaktadir. Toprak,
su gibi kaynaklar smirlt oldugu icin gelecekte gida talebinin muazzam bir sekilde
artacagi disiiniilmektedir. Dogalgaz ve petrol gibi sinirli yakit rezervlerinden dolayi

kimyasal giibreler ve bocek ilaci gibi iiretim girdilerinin maliyetinin endise verici bir
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oranda artmasi beklenmektedir. Bu kisitlamalarin {istesinden gelmek igin hassas
cifteiligi gelistirmek, tiretim maliyetlerini diisiirmek ve iiretimi arttirmak amaciyla pek

¢ok ¢alisma yapilmaktadir (Ditta 2012).

Diisiik maliyetli, uzun siire salian ve bitkilerle daha iyi temas ettikleri i¢in bocek ilaci
tasiyicilart olarak gelistirilen kil nanotiipleri, pestisit miktarin1 %70-80 oraninda
azaltarak bocek ilact maliyetlerini diistirmektedir. Nano barkodlar, benzersiz olarak
tanimlanabilen nano Olgekli etiketler olarak hizmet etmekte ve tarim, gida ve
hayvancilik firiinlerinde kimlik dogrulama veya izleme gibi biyolojik olmayan

uygulamalar i¢in kullanilmaktadir (Ditta 2012).

Nanoteknoloji,

1. Besleyici bitkileri ve bocekleri korumak amaciyla tasarlanmis biyolojik olarak
parcalanabilir kimyasallar,

2. Hayvanlar ve bitkiler i¢in genetik iyilestirme,

3. Hayvanlara genlerin ve ilaglarin verilmesi,

4. DNA testi i¢in nano dizi tabanli teknolojiler gibi gelismeler saglayarak tarim

alanindaki uygulamalara dogrudan katkida bulunmaktadir (Roco and Sims 2001).

Nanoteknoloji ilerledikge, tarimsal iriinlerin sadece bilindik iriinlerin iiretilmesiyle
kalmayip ayn1 zamanda tasarim geregi yeni malzemeler ve cihazlar da {iretebilecegi
diigiiniilmektedir. Nitekim, parlak bir gelecek ve siirdiiriilebilir bir toplum yarar1 i¢in
tarimsal ve dogal kokenli biyolojik materyallerin, nanoboyutlarda arastirilmas: ve
kullanilmasiyla elde edilebilecegi tahmin edilmektedir (Scott and Chen 2002, 2013).

E) Uzay

Nanoteknoloji ugaklar, roketler, uzay istasyonlar1 ve gezegen/giines kesfi platformlari
icin hafif, yiiksek mukavemetli, termal olarak dengeli malzemelerin tasarimi ve

tiretiminde kritik 6nem tasimaktadir. Bu alanlarin maliyetli olmasina sebep olan uzay
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araclarinin yapiminda kullanilan malzemelerin agirligi, nanoteknoloji ile azaltilarak

maliyet diistirilmektedir (Roco and Sims 2001).

Bu alanda nanoteknoloji kullanilarak diisiik enerji gerektiren, radyasyona kars1 direngli,
verimliligi yliksek bilgisayarlar, uzay araglarinda kullanilacak olan nanoboyutlu aletler,
algilayicilar ve kaplama malzemelerinin iiretilmesi planlanmaktadir (Roco and Sims

2001).

1.2.3. Nanoteknolojinin bilimsel yaklasimlari

Genis kapsamli uygulama alanlarina sahip olan nanoteknoloji temelli iiriinlerin sentezi
ve lretimi, nanomiihendislikte en aktif alanlardan biri olarak bilinmektedir. Nanoyapili
malzemelerin 6zelliklerinin boyut, sekil, bilesim, morfoloji ve kristal yapisina biiyiik
Olciide bagli oldugu iyi bilinmektedir. Bu parametreleri kontrol etmek ve cesitli
uygulamalardaki gereksinimleri karsilamak i¢in bircok yaklasim gelistirilmistir.
Nanoyapilarin imalati i¢in sayisiz teknoloji olmasina ragmen, temel olarak birbirinden
cok farkli mekanizmaya sahip olan iki yaklasim yaygin olarak kullanilmaktadir (Cao

2004).

Birincisi, bir katiya bir dis kuvvet uygulandiginda daha kiiciik pargaciklara boliinmesine
yol agan yukaridan-asagiya (top-down) ydntemidir. Ikincisi, atom déniisiimleri veya
molekiiler yogunlagsmalara dayanan gaz veya sivi atomlarindan baslayarak

nanopargaciklar tiretebilen agsagidan yukariya (bottom-up) dogru olan yontemdir.

1.2.3.a. Yukaridan-asagiya (Top-Down) yaklasimi

Bu yaklasim, bir kat1 par¢anin arzu edilen sekil ve ebatta olusturulmasi ig¢in 6gilitme,
oyma veya kesme islemleriyle modifiye edilmesi prensibine dayanmaktadir. Bu
yontemin malzeme israfi igermesi, Kullanilan araglarin ¢oziiniirliigii gibi sinirhiliklart
vardir. Yukaridan asagiya yaklasimlar, entegre devrelerin imalatinda elektronik

enddistrisi tarafindan yaygin olarak kullanilmaktadir (Cao 2004). Nanomalzemelerin
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yukaridan asagiya yaklasimlarla sentezi genellikle fiziksel veya mekanik yontemlerle
olmaktadir. Yukaridan asagiya dogru planlanan stratejiler esasen 6gilitme, isleme ve
litografi iizerine kuruludur. Bu yoOntemlerin kategorize edilmis bir diyagrami Sekil

1.3'de gosterilmektedir.

Fotolitografi

Elektron Demeti

Litografi

X-Isin Litografi

Yumusak Litografi

Erime Doniisii
Dondiirme

Elektron Doniisii

Elektron Bosalma

YUKARIDAN-
ASAGIYA Elektron Demet
Mikroisleme Lazer Mikroisleme
Iyon Demet

Elektrokimvasal

Bilyeli Ogiitme

Ogiitme Planet Ogiitme

Titresim Ogiitme

Sekil 1.3. Nanoyapili materyallerin sentezi veya tiretimi i¢in yaygin olarak kullanilan
yukaridan-agagiya yaklasiminin siniflandirilmasi (Elnashaie et al. 2015)

Tiim ylizeyin ayn1 anda desenlendigi fotolitografi, en yaygin kullanilan yukaridan-
asagiya teknigidir. Bu teknik uygun maliyetli olup hizi oldukga yiiksektir. Coziiniirligii
optik kirmim etkilerinden dolay1 0,2-0,5 mm ile sinirlidir. Bunun aksine, elektron ve

iyon temelli litografi, yaklasik 50 nm yiiksek ¢6ziiniirliiklii diizenli nanoyap1 dizilerinin
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olusturulmasini saglamaktadir (Qiao et al. 2011). Daldirma kalemi litografi (DPN), bir
atomik kuvvet mikroskop ucunun bir kimyasal siviya batirildiktan sonra yilizeyi yazma
amaciyla kullanilan bir tekniktir. DPN sirali bir teknik oldugundan dolay1 yiiksek
hacimli imalat teknolojileri i¢in uygun degildir. Yumusak litografide kii¢iik 6zelliklerin
kaliplart damgalanmaktadir. Bu kaliplar bir laboratuvarda bir ¢ip veya sistem aygitinda
niikleik asitlerin, proteinlerin veya hiicrelerin analizi i¢in mikro kanal haline
gelmektedir. Diger yukaridan asagiya teknikler, tarama tiinelleme mikroskopisi (STM),
mikro kontakt baski (mCP) ve nanoetkili litografiyi (NIL) igermektedir (Liu et al.
2008).

Nanoyap1 malzeme sentezinde, yukaridan-asagi yonteminin bir baska dali 6glitme
yontemidir. Ogiitme bir katinin boyutunu azaltmak igin yaygin olarak kullanilan
geleneksel bir yontemdir. Fakat bu yoOntemin wuygulamada baz1 sinirliliklar
bulunmaktadir. Ogiitme islemi sirasinda, iki 6nemli siire¢ parcacik &zelliklerini
etkilemektedir. Birincisi, soguk kaynak islemi kompozitin ortalama pargacik boyutunda
bir artisa neden olmaktadir. Ikincisi parcalanma islemi, kompozit parcaciklarin

parcalanmasina neden olmaktadir (Salah et al. 2011).

Nanoyapili malzeme sentezinin bir baska tiirii ise mikro islemedir. Bu tiir islemde
delme, kesme, ¢evirme gibi mekanik bir isleme lazer 1sin1, iyon 1sm1, X 1511 ve
kimyasal veya elektrokimyasal yontemler kullanilarak nanoyapilar olusturulmaktadir

(Elnashaie et al. 2015).

1.2.3.b. Asagidan-yukariya (Bottom-up) yaklasimi

Asagidan-yukariya yaklasimi, kontrollii kimyasal reaksiyonlarla molekiiler tiirlerin
kendi kendine bir araya gelmesi prensibine dayanmaktadir. Bu yaklagim, maddenin,
atom-atom, molekiil-molekiil veya makromolekiiler diizeyde elde edilen yeni 6zelliklere
ve islevlere sahip materyallerin, cihazlarin ve sistemlerin olusturulmasi ve

kullanilmasini igermektedir.
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Yukaridan-asagiya yaklasim metodlar1 kat1 fazda yapilirken, asagidan-yukar1 yaklasim
metodlar1 sivi fazda yapilmaktadir. Yukaridan-asagi yaklasimiyla karsilastirildiginda,
bu teknigin daha etkin ve iyi kontrol edilen sekil, boyut, morfoloji, yapi, yiizey
Ozelliklerine sahip ¢ok c¢esitli nanomalzemelerin sentezine elverisli oldugu

goriilmektedir (Cao 2004).

Nanoyapiya dayali malzemelerin sentezi i¢in asagidan-yukariya yaklagimi sivi ve gaz
faz1 olmak tizere iki temel metoda ayrilmaktadir. Bu yontemlerin ¢ogunda kimyasal
reaksiyonlar olusurken digerlerinde fiziksel olaylar meydana gelmektedir. Sivi fazda
sentez i¢in drnekler ¢okeltme, sol-jel, hidrotermal, mikroemiilsiyon ve elektrokimyasal
cokelmedir. Sivi fazda asagidan yukariya sentez prosediirlerinin en yaygin tiirleri sol-jel
yonteminin kullanimima dayanmaktadir. Sol-jel yontemi, ¢dzeltiden hidroliz ve poli
yogunlastirma reaksiyonlar1 yoluyla jel olusumuna olanak saglayan sentez yontemleri

grubunu ifade etmektedir.

Asagidan-yukart yaklagimina dayali olarak gaz fazinda meyadana gelen sentez ¢esitleri;
kimyasal buhar birikimi, kimyasal buhar sentezi, fiziksel buhar birikimi, 1s1k sagilmasi,
lazerle ablasyonudur (Qiao et al. 2011). Gaz faz1 sentez prosediiriiniin simgesi olarak
kimyasal buhar birikimi tipik olarak karbon nanotiipler ve ince filmler gibi kati
nanomalzemeler tiretmek i¢in kullanilan bir tekniktir. Kimyasal buhar birikim ytiksek
kaliteli materyal iiretimi icin miilkemmel, Olgeklenebilir bir yontem olarak kabul

edilmektedir (Elnashaie et al. 2015).

1.3. Nanobiyoteknoloji

Nanobiyoteknoloji; biyoteknoloji ve nanoteknoloji olmak tizere iki gii¢lii teknolojinin
birlesmesinden ortaya ¢ikan hibrit biliminin, molekiiler seviyenin G&tesine gegcme
yetenegini yansitarak avantajli sonuglar elde edilmesine yardimci olan bir bilim dalidir

(Medvedeva et al. 2007; Shelton et al. 2007).

Nanobiyoteknoloji alaninda iki ana arastirma yaklagimi vardir (Luther 2006):
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"Nano-Biyo", c¢esitli biyolojik siire¢lerin ardindaki molekiiler mekanizmalart tek
molekiil diizeyinde incelemek icin nanoteknolojik araglarin kullanilmasini ifade
etmektedir. Bu agidan nanoanaliz, biyolojik yapilar i¢in nanomanipiilasyon teknikleri,
nanoteknolojik olarak iiretilen canli organizmalar i¢in aktif maddeler, aktif maddeleri
nakletmek igin nano tasiyicilar, nanomakineler, teshis ve terapi igin nanobotlar,
nanoteknolojik olarak kaplanmis implantlar ve nanoelektronik implantlar olasi

uygulamalardir.

"Biyo-Nano" biyoteknolojik materyalleri ve teknik nanosistemleri {iretmek igin
kullanilan tasarimlar1 ifade etmektedir. Bunlar bilgi, iletisim, enerji, ¢evre ve teknik
uygulamalar gibi daha birgok alanda kullanilmaktadir. Ayrica biyo nanoya 6rnek olarak
sunlar da verilebilir: Biyolojik paradigmalara dayali nanoteknoloji uygulamalari
(biyomimetikler), teknik sistemler i¢in nanometre Ol¢eginde biyolojik bilesenlerin
kullanimi, biyolojik bilesenleri, islevsel veya organizasyonel ilkeleri kullanan

nanoelektronik ve nanoinformatik.

Biyolojik sistemlerin ¢ogu nanometre boyutunda oldugu i¢in nano 6l¢ekli materyallerin,
biyomedikal cihazlara iyi entegre olmasi beklenmektedir (Laval et al. 1999)
Nanobiyoteknolojinin farkli alanlardaki Ar-Ge calismalar1 ¢ok islevli biyosensorler,
nanoboyutlu mikrogipler, molekiiler anahtarlar ve doku analoglariin gelistirilmesini
kapsamaktadir. Metalik, seramik, polimerik ve kompozit nanomalzemeler, yeni doku
mihendisligi, hedefli ilag dagitim sistemleri, biyosensorler g¢esitli biyomedikal
uygulamalar i¢in kapsamli olarak arastiritlmaktadir. Atomik kuvvet mikroskobu, ikincil
iyon kiitle spektrometre, taramali elektron mikroskobu, taramali prob mikroskobu vb.
sofistike aletler, biyomalzemelerin ve nanoboyuttaki doku ile olan arayiizlerin yapisal
ve kimyasal olarak degerlendirilmesine izin vermektedir (Grainger and Castner 2008).
Biyomedikal nanometri, biyolojik sistemlerin nasil isledigi, metabolik siireglerin
birbiriyle nasil iligkili oldugu ve yeni molekiiler 6l¢ekli makinelerin nasil ¢alistigini

gosteren yeni bilgileri saglamaya yardimci olmaktadir (Heng et al. 2008).
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Nanoboyutlu kontrast ajanlarin, molekiiler diizeyde biyolojik siirecleri belirlemede
onciiliik etmesi beklenmektedir. ilag dagitimma yodnelik nanomedikal yaklasimlar, bir
ilacin biyoyararlanimini artirmak i¢in nanodlgekli parcaciklarin veya molekiillerin
gelistirilmesine odaklanmaktadir. Cipli nanoteknoloji, toplam kimyasal analiz sistemleri
icin yeni bir paradigma olarak kabul edilmektedir. Nanorobotik ve nanomanipiilasyon
teknolojileri, nano dlgekli materyallerin hareket ettirilmesine ve manipiile edilmesine

izin vermektedir (Cavalcanti et al. 2008).

Cesitli nanomedikal uygulamalar i¢in kullanilan nanomalzemelerde uygun yiizey
degisiklikleri yapilmaktadir. Bu yiizey modifikasyon stratejilerinin amaci, nano boyutlu
malzemelerin sulu ortamda ¢oziiniirliigiinii ve stabilitesini arttirarak biyolojik 6zellikler
ve islevler kazandirmaktir. Inorganik nanomalzemelerin kullanimu ile ilgili potansiyel

giivenlik endiseleri bu sekilde hafifletilmektedir (Xu et al. 2007).

Tanisal veya terapdtik ara¢ olarak kullanilabilen yeni biyoteknolojik ve
nanobiyoteknolojik yontemlerin gelistirilmesi amaciyla bir¢cok ¢alisma yapilmaktadir.
Antikanser tedavilerinin etkinligini arttirmak, bu ilaglarin saglikli dokularda dagilimini
ve toksik etkilerini en aza indirgemek bir¢cok arastirmanin hedefi olmaktadir
(Viswanathan et al. 2010). Sekil 1.4’te nanobiyoteknolojinin uygulandigi alanlarin

sematik bir diyagrami gosterilmektedir.

1.4. Nanoyapili Materyallerin Siniflandirilmasi

Gegtigimiz yirmi yilda, yiizlerce yeni nanoyapili materyal elde edildiginden dolay:
bunlarin smiflandirmalarina ihtiyag duyulmustur. Nanoyapili materyaller, mikron veya
nano boyutlu yapi birimlerini igeren ve boyut etkileri gosteren diisiik boyutlu
malzemeler olarak tanimlanmaktadir. Bu materyalleri ilk siniflandirma fikri Gleiter
tarafindan 1995 yilinda ortaya atilmistir ve 2000 yilinda Skorokhod tarafindan
aciklanmistir. Ancak, fullerenler, nanotiipler ve nanoakiskanlar gibi sifir boyutlu, tek
boyutlu, iki boyutlu ve {i¢ boyutlu yapilar dikkate alinmadigi icin Gleiter ve Skorokhod

siiflandirmasi kabul edilmemistir. Bu nedenle, Pokropivny ve Skorokhod sifir boyuta,
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tek boyuta, iki boyuta ve ii¢ boyuta sahip nanoyapili matereyalleri iceren yeni bir
smiflandirma yapmislardir (Gleiter 2000; Skorokhod et al. 2001; Pokropivny and
Skorokhod 2007).

NANOBIYOTEKNOLOJI

l l

Doku ve Tmplant
Miihendisligi Uygulamalari

l
l L |

Biyomateryal Yiizey Nanomateryal Biyogoriintileme  Ilag Dagitim Biyosensor
Modifikasyonlari Temmelli Tskeleler

l i
Lo

Yizey Yiizey
Topografyasii  Kimyasimin
Degistirilmes:  Degistirilmesi

Nanotip

Nanoseramik Nanolif
Komporzitler =~ Kompozitler

Sekil 1.4. Nanobiyoteknolojinin siniflandirilmas: (Viswanathan et al. 2010).

Boyutsallik ¢esitli nanoyapilar1 birbirinden ayiran en énemli 6zelliktir. Bundan dolay1
boyut kullanilarak nanoyapilar siniflandirilmigtir.  Boyutlara gore nanoyapilarin

siniflandirilmasi asagidaki gibidir;

a) Sifir Boyutlu (OD) Nanoyapilar

Son yillarda, 0D nanoyapili materyal alaninda 6nemli ilerlemeler kaydedilmektedir. 0D

nanoyapilt materyallerin imalati i¢in bircok fiziksel ve kimyasal yontem
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gelistirilmektedir. Yakin zamanda, birkag¢ aragtirma grubu tarafindan, iiniform pargacik
dizileri, heterojen pargacik dizileri, ¢ekirdek kabugu, kuantum noktalari, i¢i bos kiireler
ve nano lensler gibi 0D nanoyapilar sentezlenmistir (Mokerov et al. 2000; Ustinov et al.
2000; Lee et al. 2009; Kim et al. 2010). Cesitli arastirma gruplar tarafindan sentezlenen
0D nanoyapilarin taramali elektron mikroskopu (SEM) ve transmisyon elektron

mikroskopu (TEM) goriintiisii Sekil 1.5°te gosterilmektedir (Tiwari et al. 2012).

Sekil 1.5. Cesitli 0D nanoyapilarin goriintiileri
(A) Kuantum noktalari, (B) nanopartikiil dizileri, (C) ¢ekirdek kabugu nanopartikiilleri, (D) i¢i bos kiipler
ve (E) nano kiireler (Tiwari et al. 2012)

b) Tek Boyutlu (1D) Nanoyapilar

1D nanoyapili materyaller ¢ok ¢esitli potansiyel uygulamalar igcermektedir. 1D
nanoyapilar nano Olgekte ¢ok sayida yeni fenomeni kesfetmek ve fonksiyonel
ozelliklerin boyut bagimliligini arastirmak i¢in ideal sistemler olarak kabul
edilmektedir. 1D nanoyapilarin nanoelektronikler, nanocihazlar ve sistemler,
nanokompozit malzemeler, alternatif enerji kaynaklari ve ulusal giivenlik tizerine biiylik

etkileri bulunmaktadir (Huang et al. 2002; Kuchibhatla et al. 2007; Park et al. 2010).
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Cesitli arastirma gruplari tarafindan sentezlenen 1D nanoyapilarin SEM goriintiisti Sekil

1.6’da gosterilmektedir (Tiwari et al. 2012).

Sekil 1.6. Cesitli 1D nanoyapilarin goriintiileri
(A) Nanoteller, (B) nanogubuklar, (C) nanotiipler, (D) nanobantlar, (E) nanoseritler ve (F) hiyerarsik
nanoyapilar (Tiwari et al. 2012).

¢) iki Boyutlu (2D) Nanoyapilar

2D nanoyapilar, nanometrik boyut aralifinin disinda iki boyuta sahip yapilar olarak
bilinmektedir. Belirli geometrilere sahip 2D nanoyapilar nano cihazlarin anahtar
bilesenlerinin yap1 tasi olarak kullanilmaktadir. 2D nanoyapilar sensorler,
fotokatalistler, nano kaplar, nano reaktorler ve diger malzemelerin sablonlarda yeni
uygulamalar gelistirmesine olanak saglamaktadir (Jun et al. 2005; Pradhan and Leung
2008; Kim et al. 2009; Bae et al. 2010). Arastirmacilar tarafindan sentezlenen 2D
nanoyapilarin SEM ve TEM goriintiisii Sekil 1.7°de gosterilmektedir (Tiwari et al.
2012).



21

Sekil 1.7. Cesitli 2D nanoyapilarin goriintiileri
(A) Baglanti noktalari(siirekli adalar), (B) dallanmig yapilar, (C) nanosiitunlar, (D) nanolevhalar, (E)
nanoduvarlar ve (F) nanodiskler (Tiwari et al. 2012).

d) U¢ Boyutlu (3D) Nanoyapilar

3D nanoyapilar biiyiik spesifik yilizey alan1 ve kuantum boyut etkisinden kaynaklanan
istlin  Ozelliklerinden dolay1 birgok arastirmaci tarafindan yogun bir sekilde
arastirtlmaktadir. Boyut, sekil, biiytikliik ve morfoloji gibi bir¢ok faktoriin nanoyapilarin
davraniglarinda nihai performans ve uygulamalar i¢in temel olusturdugu 1iyi
bilinmektedir. Bu nedenle, 3D nanoyapilar1 kontrollii bir yapi1 ve morfoloji ile
sentezlemek ¢ok onemlidir. Ayrica, 3D nanoyapilar genis bir uygulama yelpazesiyle
Oonemli materyaller olarak bilinmektedir. Cesitli aragtirma gruplar1 tarafindan
sentezlenen 3D nanoyapilarin SEM ve TEM goriintiisti Sekil 1.8’de gosterilmektedir
(Tiwari et al. 2012).
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Sekil 1.8. Cesitli 3D nanoyapilarin goriintiileri
(A) Nanotoplar, (B) nanobobinler, (C) nanokoniler, (D) nanopiller ve (E) nanoakiskanlar (Tiwari et al.
2012).

1.5. Nanopartikiiller

Ingiliz Standartlar Enstitiisii nanopartikiilleri, tiim alanlar1 veya caplar1 nanometre
araligindaki parcgaciklarin bir formu olarak tanimlamaktadir (Horikoshi and Serpone
2013). Bagka bir ifade ile nanopartikiil terimi, ti¢ boyutunun en az birinin 1 ile 200 nm
arasinda karakteristik bir boyuta sahip oldugu parcaciklar olarak tanimlanmaktadir.
Nanoboyuttaki yapilar makro biiyiikliikteki benzerlerinden farkli fiziksel, kimyasal,
optik, elektriksel, katalitik, termal ve mekanik &zellikler gostermektedir (Hagens et al.
2007). Nanopargaciklarin ortaya ¢ikan benzersiz Ozellikleri, biiyilk boyutlu
malzemelerin 6zelliklerinin basit ekstra polinasyonundan o6tiirii tahmin edilememektedir

(Nagarajan 2008).
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Nanopartikiillerin biiyiik boyutlu malzemelerden farkli 6zellikler gostermesinin temel
sebepleri, bu boyut araliginda kuantum etkilerinin hakim olmaya baslamasi ve ylizey
alani/hacim oraninin artmasi olarak gosterilmektedir (Holister et al. 2003). Yiizey alan-
hacim oranindaki artis, parcaciklar kiiciildiikce asamali olarak ilerlemektedir. Bu da
pargacik disindaki atomlarin parcacik i¢indeki atomlara giderek daha fazla egemen
olmaya baslamasina neden olmaktadir. Bdylece parcacigin bireysel 6zelliklerini ve
cevredeki diger malzemelerle nasil etkilesime girdigini degistirmektedir. Nispeten
yiiksek yiizey alani, kataliz ve elektrotlar gibi yapilarda kritik bir faktor oldugu i¢in
nispi yilizey alaninin artmasi, onlar1 endiistri i¢in ¢ok ilgin¢ kilmaktadir. Parcaciklar
kiigiildiikge kuantum mekanik davranig sergilemeye baslamaktadir. Klasik mekanik,
biiylik nesneler i¢in gbzlem ve teori arasindaki iligkiyi agiklamaktadir. Ancak, sadece
kuantum mekanigi elektron kadar kii¢iik nesnelerin davranist hakkinda bilgi

vermektedir (Helland 2004).

Nanopartikiiller, metaller, metal oksitler, silikatlar, yar1 iletkenler, polimerler, karbon
malzemeler, organikler veya biyomolekiiller gibi biiyilk kimyasal g¢esitlilik
gostermektedir. Ayrica kiire, silindir, disk, tel, nokta, kapsiil ve tiip gibi sekillerle
miikemmel morfolojik c¢esitlilik sergilemektedirler. Genel olarak, bunlar kullanilacak
0zel wuygulamalarin ihtiyaglarint gidermek i¢in o6zel yilizey degisiklikleri ile
tasarlanmaktadir. Genis kimyasal yapilari, sekilleri ve morfolojileri, parcaciklarin
bulundugu ortam, parcaciklarin dispersiyon hali ve ylizey modifikasyonundan
kaynaklanan nanopartikiillerin muazzam cesitliligi bu alan1 6nemli bir bilim alan1 haline

getirmektedir (Nagarajan 2008).

Kiiciik parcacik boyutu, nanopargaciklarin bircok essiz 6zelligine neden olmaktadir.
Nanopartikiiller emici olabildiginden ve emisyon dalga boylar1 parcacik boyutu ve
yiizey islevsellestirme 1ile kontrol edilebildiginden, ilging optik ozellikleri
gostermektedir. Nanopartikiil boyutu kritik 151k dalga boyunun altinda ise, seffaflik elde
edilmektedir (Nagarajan 2008). Nanopargaciklar kati bir matrikse dahil edilerek daha iyi
termal iletkenlik saglanmaktadir. Bazi metaller ve metal oksitler i¢in parcacik

boyutunun azalmasi manyetik davranisin  iyilesmesine neden olmaktadir.
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Nanoparcaciklarin genis spesifik ylizey alani, bir takim benzersiz uygulamalarin
kokenini olusturmaktadir. Kataliz, birim hacim basina yiiksek yiizey alanm1 ve
nanoparcaciklarin homojen dagilimi ile arttirilmaktadir. Trombosit morfolojisi ve silikat
parcaciklarinin genis spesifik yiizey alanlari, polimer zarlarinin bariyer 6zelliklerini

biiyiik oranda arttirmaktadir (Nagarajan 2008).

Nanopartikiillerin  amorf veya kristal bi¢imli olanlar1 bulunmaktadir. Bu
nanopartikiillerin yiizeyleri sivi damlaciklar veya gazlar i¢in tasiyici olarak gorev
yapmaktadir. Nanopartikiil madde, kati, sivi, gaz ve plazma durumlarina ek olarak
belirgin dzelliklerinden dolay1 farkli bir madde hali olarak diisiniilmektedir. Kristal
nanopartikiil formundaki materyallerin 6rnekleri fullerenler ve karbon nanotiipler iken

geleneksel kristal kat1 formlar grafit ve elmastir (Jiang et al. 2008).

1.5.1. Nanopartikiil tiirleri

Farkli boyut, sekil ve malzemelerden olusan, ¢esitli kimyasal ve yiizey 6zelliklerine
sahip nanopartikiil ¢esitleri olusturulmustur. Nanoteknoloji alani siirekli ve hizli bir
sekilde bliylimekte ve yeni elemanlar bu ¢esitliligi tamamlamaya devam etmektedir.
Nanoparcaciklar genellikle boyutsalliklari, morfolojisi, bilesimi, tekbi¢imi ve yigilmasi
gibi Ozelliklere dayanarak siiflandirilmaktadir. Asagida ¢ok genel ve ¢ok islevsel olan

nanopartikiiller listelenmistir (Mudshinge et al. 2011).

1.5.1.a. Fullerenler (Karbon 60)

28'den 100'e kadar karbon atomu igeren kiiresel kafesler olarak tanimlanmaktadir (Pal et
al. 2011). Bir fulleren, i¢i bos bir kiire, elipsoid veya tiip seklinde tamamen karbondan
olusan herhangi bir molekiil olarak ifade edilmektedir. Kiiresel fullerenler, karbon
nanotoplar veya buckyballs olarak adlandirilirken; silindirik olanlar, karbon nanotiipler
veya buckytubes olarak adlandirilmaktadir. Fullerenlerin yapisi, baglanmis altigen

halkal1 y1gin halindeki grafen tabakalarindan olusan grafit ile benzerlik gostermektedir.



25

Ayrica fullerenler potansiyel olarak gozenekli molekiiller vermek i¢in bes koseli

halkalar igermektedir (Holister et al. 2003).

Fullerenler ilging elektriksel 6zelliklere sahip olduklar1 i¢in veri depolama alanindan
giines pilleri iiretimine kadar pek ¢ok alanda kullanilmaktadir. Fullerenlerin biyolojik
aktif molekiillerle benzer boyutlarda olmasi1 bu molekiillerin tip alaninda bir¢ok alanda
yaygin olarak kullanilabilecegi fikrini ortaya c¢ikarmaktadir. Boylece fullerenlerin bu
ozellikleri, saglik ve kisisel bakim uygulamalarinda biiyiik bir vaatte bulunmaktadir
(Mudshinge et al. 2011; Pal et al. 2011).

1.5.1.b. Kati lipid nanopargaciklar: (SLN'ler)

SLN'ler, oda sicakliginda kati fazdaki lipidler ve emiilsiyonlagsma igin yiizey aktif
cisimcikler i¢cermektedir. Kolloid ila¢ salinim uygulamalar1 igin SLN’lerin ortalama
caplart 50 nm ile 1000 nm araliginda olmaktadir. SLN'ler, kiiciik boyutu, genis yilizey
alani, yiiksek ilag yiikii, ara yiizlerdeki fazlarin etkilesimi gibi benzersiz 6zellikler
sunmaktadir. SLN'lerin hazirlanmasinda piiskiirterek kurutma, yiiksek kesmeli
karigtirma, ultra-sonikasyon yontemleri yaygin olarak kullanilmaktadir (Cavalli et al.
1993; Freitas and Muller 1998; Mudshinge et al. 2011)

SLN’ler

Fizyolojik lipidlerin kullanilmasi,

e  Sulu dispersiyonlarinin uzun siire stabil olmasi,

e Hazirlama isleminde organik ¢oziiciilerin kullanilmamasi,
e Etkin maddenin kontrollii saliniminin yapilmasi,

e  Genis bir potansiyel uygulama spektrumunun olmasi,

e  Gelistirilmis biyoyararlanimlarinin olmasi,

e Endistriyel 6l¢ekte iiretilmesi,

e Ekonomik olmasi,
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e Biyolojik olarak pargalanabilmesi gibi pek ¢ok avantaja sahiptir (Mudshinge et al.
2011).

1.5.1.c. Lipozomlar

Lipozomlar, fosfolipidlerin ekstriizyonuyla olusturulan, hidrofobik bir lipid ¢ift tabakasi
ile ¢evrelenmis sulu bir ¢ekirdege sahip vezikiiler yapilardir. Nanometre araliginda

vezikiillere sahip olan lipozomlara nanolipozomlar denir (Zhang and Granick 2006).

Lipozomlar 15 nm'den birka¢ 1 um'ye kadar degisen boyutlara sahiptir. Ayrica
lipozomlar tek katmanli (unilamellar) veya ¢ift katmanli membranlara (multilamellar)
sahip olmaktadir. Tek katmanli vezikiiller, boyut araligina bagli olarak kiiciik tek
katmanl1 vezikiiller ve biiyiik tek katmanli vezikiiller diye siniflandirilmaktadir (Vemuri

and Rhodes 1995).

Sulu bir boslugu ¢evreleyen lipid membran olan lipozomlarin benzersiz yapisi, kimyasal
modifikasyon olmaksizin hem hidrofobik hem hidrofilik bilesikleri tasimalarina olanak
saglamaktadir. Lipozomlar, bu ¢ok yonlii 6zellikleri sayesinde antibakteriyel, antiviral,
insiilin, antineoplastikler ve plazmid DNA gibi ¢esitli ilaglar igin giiglii tasiyicilar olarak
kullanilmaktadir (Mudshinge et al. 2011).

1.5.1.d. Nanokabuklar

Nanokabuklar ¢ekirdek kabuklar1 olarak da bilinmektedir. Nanokabuklar, 1-20 nm
kalinliginda olan malzemenin ince tabakasinin bir kabukla kaplanmasiyla olusan kiiresel
cekirdeklerdir (Templeton et al. 2000; Xia et al. 2000; Liz-Marzan et al. 2001).
Nanokabuk parcaciklar, ayn1 boyuttaki tek bilesenli benzerlerine gére modifiye edilmis

ve gelistirilmis 6zelliklere sahip oldukga fonksiyonel malzemeler olarak bilinmektedir.
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Nanokabuk malzemeler yar1 iletkenlerden, metallerden ve izolatorlerden
sentezlenmektedir. Oldukga kararli olan silika ve polistiren gibi dielektrik malzemeler
siklikla ¢ekirdek olarak kullanilmaktadir. Nanokabuklar biyomedikal goriintiileme ve
terapotik uygulamalar icin son derece elverisli optik ve kimyasal 06zellikler
gostermektedir. Goriintiilleme ve teshis alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir

(Mudshinge et al. 2011).

1.5.1.e. Kuantum noktalari1 (QD)

QD, farkl1 yar iletken malzemeler arasinda arayiiz igeren, 2 ile 10 nm arasinda degisen
kolloidal yari iletken nanokristaller olarak bilinmektedir. QD serbest elektronlarin
kiiglik bir damlasini igeren kiigiik cihazlardir. QD'lar kolloidal sentez veya elektrokimya
yoluyla ¢esitli yar1 iletken malzemelerden sentezlenmektedir. En sik kullanilan QD'ler
kadmiyum selenid (CdSe), kadmiyum telliiriir (CdTe), indiyum fosfit (InP) ve indiyum
arseniir (InAs)'diir (Goldberg et al. 2007; Mudshinge et al. 2011).

Yart iletken nanokristaller, 6zellikle ¢ok katli, kantitatif ve uzun vadeli floresan
goriintilleme icin biyomedikal arastirmalarin vazgecilmez bir araci haline gelen
benzersiz optik ozellikler gostermektedir (Medintz et al. 2005; Michalet et al. 2005;
Smith et al. 2006).

QD c¢ekirdegi yapisal iskelet gorevi gormektedir ve kiigiik molekiillii hidrofobik ilaglar,
inorganik ¢ekirdek ile amfifilik polimer kaplama tabakasi arasina gomiilmektedir.
Antikorlar, peptidler ve aptamerler gibi biyomolekiillerin hedeflenmesi, kiiciik
engelleyici RNA (siRNA) ve antisens oligodeoksiniikleotid de dahil olmak iizere
hidrofilik terapétik ajanlar, kovalent veya kovalent olmayan baglar vasitasiyla amfifilik
polimerin hidrofilik tarafini hareketsiz kilmaktadir. Bu entegre nanoyapilar, hastalikli
hiicreleri tanimlamakla kalmayip ayni zamanda hasta olan hiicrelere baglanmay1 ve
tedavi etmeyi saglayacak sihirli elemanlar gibi davranmaktadir. Optik ve
optoelektronik cihazlar, kuantum hesaplama ve bilgi depolama i¢in kullanilmaktadir.

Renk kodlu QD, hizli DNA testlerinde kullanilmaktadir. QD'lar ayrica, eszamanli ilag
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verme, in vivo goriintilleme ve doku miihendisliginde terapotik maddelerin baglanmasi
icin yeterli ylizey alan1 saglamaktadir. Bu avantajlar, medikal goriintiillemede ve hastalik
tespitinde QD'larin uygulanmasin1 miimkiin kilmaktadir (Larson et al. 2003; Mudshinge
etal. 2011).

1.5.1.f. Dendrimerler

Dendrimerler, iyi tanimlanmis, diizenli olarak dallanmig simetrik bir yapiya sahip,
cevrelerinde yiiksek yogunlukta fonksiyonel u¢ gruplari olan, yaklasik 20 nm boyutunda
tek molekillii, tek dagilimli nanoyapilardir. Dendrimerler, nanometrik boyuttaki
kontrollii yap1 polimerlerinin yeni bir sinifin1 temsil etmektedir. Dendrimerlerin yapisi,
bir odak bolgesi, cekirdekten g¢ikan dalli tekrar birimlerinin katmanlart ve tekrar
birimlerinin dis katmanindaki fonksiyonel u¢ gruplari olmak iizere ii¢ farkli mimari

bolgeden olusmaktadir (Tomali et al. 2007; Mudshinge et al. 2011).

llag salmim calismalarinda kullanilan dendrimerler, poliamidoamin (PAMAM),
melamin, poli L-glutamik asit (PG), polietilenimin (PEI), polipropilenimin (PPI) ve
polietilen glikol (PEG) gibi polimerlerden birini veya daha fazlasini igermektedir.
Dendrimerler, tanisal goriintiileme, ilag verme, gen transfeksiyonu, kanser ve diger
hastaliklarin tespiti ve terapotik tedavi amaciyla vektorleri kullanmaktadir. Vektorlerin

hedeflenmesi amaciyla iki ana yontem kullanilmaktadir. Bunlar;

1. Primer tiimor vaskiilarizasyonu veya organ spesifik hedeflemeyi iceren EPR etkisi
vasitastyla aracilik edilen nano boyutlu pasif hedefleme,
2. Reseptor spesifik hedefleme gruplarini igeren aktif hedefleme reseptor aracilt hiicre

spesifik hedeflemedir.

Dendrimerler, goriintilleme, ilag salimim, gen transfeksiyonu ve viral olmayan gen

transferi gibi pek cok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir (Hofmann et al. 2009).
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1.5.1.g. Karbon nanotiip (CNT)

Karbon nanotiipler silindir i¢ine sarilmis bir grafit tabakast olan, 1nm ¢apa ve 100 nm
uzunluga sahip altigen bir karbon atom agidir. Karbon nanotiipler, iki duvarli karbon
nanotiipler ve ¢ok duvarli karbon nanotiipler olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Karbon
nanotiiplerin kiiglik boyutlari, dikkate deger fiziksel, mekanik ve elektriksel 6zellikleri
ile birlestiginde, onlar1 benzersiz malzemeler haline getirmektedir. Nanotiiplerin tasidigi
akim yogunlugu son derece yiiksektir ve metrekare basmma bir milyar ampere
ulagmaktadir. Karbon nanotiiplerin mekanik giiciiniin, en iyi ¢elikten bile altmis kat
daha fazla oldugu bilinmektedir. Karbon nanotiipler, molekiiler absorpsiyon i¢in biiyiik

bir kapasiteye sahiptir ve ti¢ boyutlu bir konfigiirasyon sunmaktadir (Pal et al. 2011).

1.5.2. Nanopartikiillerin karakterizasyonu

Nanopargaciklar genellikle, taramali elektron mikroskobu, gegirimli elektron
mikroskobu ve atomik kuvvet mikroskobu gibi gelismis mikroskopik teknikler
kullanilarak boyutlari, morfolojileri ve ylizey yiikleri ile karakterize edilmektedir.
Ortalama parcacik ¢api, boyut dagilimi ve yiik, nanopartikiillerin fiziksel kararliligint ve
in vivo dagilimini etkilemektedir. Nanoparcaciklarin yiizey yiikii, polimer dagiliminin
fiziksel kararliligini ve in vivo performansini etkilemektedir (Pal et al. 2011).

Nanopartikiil karakterizasyonunda etkili olan faktorler;

1.5.2.a. Parcacik boyutu

Par¢acik boyut dagilimi ve morfolojisi, nanoparcaciklarin karakterizasyonunun en
onemli parametrelerinden birisidir. Morfoloji ve biiyiikliik elektron mikroskopisi ile
Olciilmektedir. Kiiciik boyuttaki pargaciklar daha biiyiik yilizey alani saglamaktadir. Bu
da, nanopargaciklarin ilag salinimi ve hedeflemede yaygin olarak kullanilmasina olanak
saglamaktadir. Kiiciik pargaciklar, nanopargacik dispersiyonunun depolanmast ve
tasinmasi sirasinda toplanmaktadir. Boylece, nanopargaciklarin kii¢iik boyutu ile

maksimum istikrar1 arasinda bir uzlagsma saglanmaktadir (Redhead et al. 2001).
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Polimerin parcalanmasi partikiil boyutundan etkilenmektedir. Ornegin, poli (laktik-ko-
glikolik asidin) bozunma hizinin, in vitro olarak partikiil boyutunun artmasi ile arttig

tespit edilmistir (Betancor and Luckarift 2008).

Asagida nanoparcacik boyutunu belirlemek i¢in kullanilan birkag arag¢ agiklanmastir.

Dinamik 151k sacilmasi (DLS)

Parcacik boyutunu belirlemenin en hizli ve en popiiler yontemlerinin basinda DLS
gelmektedir. DLS, nano ve alt mikron araliklarindaki kolloidal siispansiyonlarda Brown
nanopartikiillerinin boyutunu belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Brown
hareketindeki kiiresel pargaciklarin bir soliisyonuna parlayan tek renkli 151k génderilir;
gonderilen 1518 dalga boyu degistirilerek hareketli parcaciga carpmasi, Doppler
kaymasina neden olmaktadir. Bu degisiklik, parcacik biiyiikligii ile ilskilidir (DeAssis
et al. 2008).

Taramal elektron mikroskopisi

Taramali elektron mikroskobu (SEM), dogrudan gorsellestirme ile morfolojik inceleme
saglamaktadir. Elektron mikroskopisine dayanan teknikler, morfolojik analizde ve
boyutlandirma analizinde ¢esitli avantajlar sunmasina ragmen boyut dagilimi1 hakkinda

sinirl bilgi saglamaktadirlar.

SEM c¢alisma prensibine gore, nanoparcgacik ¢ozeltisi kuru toz haline getirildikten sonra
numune tutucunun lizerine monte edilmektedir. Daha sonra bir piiskiirtme makinesi
kullanilarak altin gibi iletken bir metal ile kaplanmaktadir. Numune daha sonra
odaklanmis bir elektron demeti yardimiyla taranmaktadir (Jores et al. 2004).
Numunenin yiizey 6zellikleri, numune yilizeyinden ¢ikan sekonder elektronlardan elde

edilmektedir.
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SEM ile elde edilen ortalama ebat, DLS ile elde edilen sonuglarla kiyaslanmaktadir.
Ayrica, bu teknik zaman alici, masrafli ve dagilimin boyutlandirilmas:t hakkinda

tamamlayici bilgiye ihtiya¢ duyulmas: gibi dezavantajlara sahiptir (Molpeceres et al.
2000).

Gegirimli elektron mikroskobu (TEM)

TEM, SEM'den farkli prensiplerle ¢aligmasina ragmen ayni tiir verileri vermektedir.
TEM i¢in numunenin hazirlanmasi, elektron transmatrisinin ince olmasi gibi sartlarin
yerine getrlimesinden dolay1 karmasik ve zaman alicidir. Nanopartikiil dagilimi, destek
1zgaralar veya filmler iizerine g¢oOktiiriilmektedir. Nanopartikiillerin cihaz vakumuna
dayanmasini saglamak ve kullanimi kolaylastirmak i¢in, nanopartikiiller negatif boyalar
kullanilarak sabitlenmektedir. Bir elektron 1sin1, ¢ok ince numuneye iletildigi esnada
numuneyle etkilesime gecgerek, numunenin yiizey Ozelliklerinin elde edilmesini

saglamaktadir (Molpeceres et al. 2000).

Atomik kuvvet mikroskopisi

Atomik kuvvet mikroskobu (AKM), partikiil boyut dl¢iimiinde ultra yiiksek ¢oziintirlik
sunmaktadir. Atomik Olgegin bir sonda ucu kullanilarak mikron seviyesinde
numunelerin fiziksel olarak taranmasina dayanmaktadir (Muhlen et al. 1996). AKM, ug
ve numune yiizeyi arasindaki kuvvetlere dayali olarak numunenin topografik haritasini
sunmaktadir. Numuneler, 6zelliklerine bagli olarak genellikle temash veya temassiz
modda taranmaktadir. Topografik harita, temas modunda prob numunenin ylizeyine
dokundurularak, temassiz modda ise iletken yilizey {lizerinde gezdirilerek elde
edilmektedir. AKM’nin, iletken olmayan numunelerin spesifik bir muamele
edilmeksizin imgelendirilmesine olanak saglamasi en O©nemli avantaji olarak
bilinmektedir. Bdylece hassas, biyolojik, polimerik nano ve mikro yapilarin
goriintiilenmesine izin vermektedir (Shi et al. 2003). Ayrica, AKM teknigi ile elde
edilen parcacik boyutu, cesitli biyolojik kosullarin etkisini anlamaya yardimci olacak

gercek resmi sunmaktadir (Polakovic et al. 1999).
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1.5.2.b. Yiizey yiikii

Nanoparcaciklarin yilizey yikiiniin dogasi ve yogunlugu, biyolojik ¢evre ile olan
etkilesiminin yani sira biyoaktif bilesiklerle bunlarin elektrostatik etkilesimini
belirlediginden dolayr ¢ok Onemlidir. Bir nanopartikiilin zeta potansiyeli,
nanopargaciklarin ylizey yilik oOzelliklerini karakterize etmek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Kolloidal kararlilik, nanopargaciklarin zeta potansiyeli ile analiz
edilmektedir. Bu, potansiyel yiizey yiikiiniin dolayli bir 6l¢iisii olarak bilinmektedir.
Zeta potansiyelinin Ol¢iimii, kolloidal dispersiyonun depolama kararliligi hakkinda
ongoriiler sunmaktadir. Pozitif veya negatif yliksek zeta potansiyel degerleri, kararliligi
saglamak ve pargaciklari bir araya getirmemek igin Oonem arzetmektedir. Yiizeysel
hidrofobiklik derecesi zeta potansiyeline gore tahmin edilmektedir. Zeta potansiyeli
aynt zamanda nanokapsiiller icerisinde kapsiillenen veya yiizey tlizerine kaplanan

maddenin dogasina iliskin bilgi saglamaktadir (Couvreur et al. 2002; Pangi et al. 2003).

1.5.2.c. Yiizey hidrofobikligi

Yiizey hidrofobisitesi, hidrofobik etkilesim kromatografisi, bifazik bdlme, problarin
adsorpsiyonu, temas agist Ol¢iimleri gibi ¢esitli tekniklerle belirlenmektedir.
Nanopargaciklarin ylizey analizi i¢in literatliirde ¢ok sayida sofistike analitik teknikler
belirlenmistir. X 1511 foton korelasyon spektroskopisi, nanopargaciklarin yiizeyindeki

spesifik kimyasal gruplarin tanimlanmasina izin vermektedir (Scholes et al. 1999).

1.6. Nanotoksikoloji

Nanotoksikoloji nanomateryallerin toksisitesinin ¢alisilmasi ve uygulanmasi ile
ilgilenen biyonanobilimin bir koludur. Altin gibi elementlerden yapilmis olsalar bile
nanomalzemeler nm boyutlarda oldukg¢a aktif hale gelmektedir. Kuantum boyut etkileri
ve hacim yiizdesine gore, genis ylizey alanindan dolayr nanomalzemeler daha biiyiik
boyuttaki esdegerlerine kiyasla benzersiz 6zellikler gostermektedir. Nanotoksikolojik

caligmalar, bu Ozelliklerin ¢evreye ve insan sagligina bir tehdit olusturup
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olusturmadigini ve tehditin seviyesini belirlemek icin kullanilmaktadir (Buzea et al.

2007; Dwivedi and Paul 2013).

Toksikologlar, nanoparcaciklarin biiyiikliiklerinden dolay1 toksisitede 6zellikle solunum
yolu hastaliklarinda dikkate deger bir role sahip olduklarini ifade etmektedirler (Zhang
et al. 1998; Hyuk Suh et al. 2009; Ai et al. 2011). Farkli karbon ve titanyum oksit
materyal boyutlar1 lizerine yapilan bazi ¢aligmalar, nanopartikiil boyutundaki azalmanin
akcigerlerdeki toksisiteyi artirdigin1 gostermektedir. Ayrica bazi metallerin birbirleriyle
birlestirilmesinin, tek metallerde goriilmeyen karmasik toksisiteye neden oldugu
belirtilmistir (Oberdorster et al. 1994; Ai et al. 2011). Boyut, yiizey kimyas1 ve
oksidatif stres fonksiyonlari gibi parcacik oOzelliklerinden bazilar1 nanotoksisitede
onemli rol oynamaktadir. Kristallik, kaplama ve pargaciklarin 6mrii gibi diger 6zellikler
de Onemli parametreler olarak incelenmektedir (Schlesinger 1995; Holsapple et al.
2005; Linkov et al. 2008; Ai et al. 2011).

1.6.1. Nanotoksisitede etkili olan onemli faktorler

1.6.1.a. Boyut

Nano boyutlu pargaciklarin boyutundaki bir azalma, pargacik yiizey alaninin artmasina
neden olmaktadir. Yiizey alanindaki bu artig, ylizeye daha fazla kimyasal molekiil
eklenmesine olanak saglamaktadir. Bu da onun reaktivitesini artirarak, toksik
etkilerinde artisa neden olmaktadir (Linkov et al. 2008; Hyuk Suh et al. 2009).

Nanoparcaciklarin mukustan emilmesi ile ilgili bircok arastirma yapilmistir. Bu
aragtirmalara gore nanopargaciklar emildikten sonra, nanoparcaciklar kan dolasimina
ulagsmakta ve sonra dokuya yayilmaktadir (Ai et al. 2011). Bir baska ¢alismada, 50 nm
boyuttaki parcaciklarin %30’u, 100 nm boyuttaki parcaciklarin %26’s1 ve 500 nm
boyuttaki parcaciklarin %50°si bagirsagin mukozal ve lenfatik dokularinda tespit
edilmistir (Hyuk Suh et al. 2009; Ai et al. 2011).
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Arastirmacilar boyut {lizerine bir¢ok arastirma yapmistir. Yapmis olduklar1 arastirmalar

sonucunda asagidaki verileri elde etmislerdir (Hyuk Suh et al. 2009):

* 100 nm'den kii¢iik nanopartikiiller bagirsak hiicreleri tarafindan absorbe edilirken
daha biiyiik nanopartikiiller (300 nm) absorbe edilmemektedir.

* Lenfatik dokuda kii¢lik nanopartikiillerin (100 nm) emilimi bagirsak hiicrelerinden
daha miikemmel bir sekilde olmaktadir.

»  Bagirsak hiicreleri, 400 nm'den daha biiyiik nanoparcaciklar1 gegirmemektedir.

*  Dolasim sistemine sadece 500 nm'den kiigiik nanopartikiiller girmektedir.

1.6.1.b. Kimyasal bilesenler

Parcacik yiizeyinin kimyasal bilesenleri, metallerle reaksiyona girebildikleri igin
nanopargaciklar tizerinde 6nemli etkilere sahiptir. Demir gibi bir¢ok metalin serbest
hiicre sisteminde reaktif oksijen tiirlerinin indiiksiyonunu arttiran nanoparcaciklardan
etkilendigi tespit edilmistir. Nanopargaciklarin yiizey modifikasyonu, toksisiteyi
azaltmaktadir. Arastirmacilar bazi bilesenlerin etki ettikleri nanopartikiil toksisitesinin
bazi malzemelerle kaplanilarak azaltildigini bulmuslardir (Singh et al. 2007; Clift
Martin et al. 2008; Oberdorster 2010).

1.6.1.c. Parcacik yiizeyi

In vitro ¢alismalar, ¢ok daha kiigiik parcaciklarin biiyiik boyuttaki yiizey alanlarindan,
daha biiyiik konjonktiir egilimlerinden ve enerji siirdiiriilebilirliginden dolay:1 ¢ok daha
kiigiik parcaciklarin, biliylik boyuta sahip benzerlerine gore bircok organda daha
patolojik ve yikici giice sahip oldugunu gostermistir (Oberdorster et al. 1994; Holsapple
et al. 2005; Clift Martin et al. 2008; Linkov et al.2008).
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1.6.1.d. Dozaj

Toksisite ve diger tepkiler, belirtilen dozaja ve kullanilan maddelere baglilik
gostermektedir. Yapilan arastirmalar sonucunda, kiigiik veya biiyiikk pargaciklardaki
yiiksek dozda nanopartikiillerin sagliga zararli oldugu tespit edilmistir (Singh et al.
2007; Clift Martin et al. 2008; Oberdorster 2010).

1.6.1.e. Serbest radikal uretimi

Patojenik pargaciklarin ¢ogu veya tamami serbest hiicre sisteminde serbest radikaller
iretmektedir. Bu yetenek, oksidatif strese neden olarak iltithaplanma, hiicre tahribati ve
genotoksisiteye sebep olmaktadir. Serbest radikallerin parcacik yiizeyi, redoks
dongiisiinii aktive ederek parcacik toksisitesini olusturmaktadir (Singh et al. 2007,
Hussain et al. 2009).

1.6.1.f. Yiizey kimyasi

Bir parcacik yiizeyindeki reaktif gruplar biyolojik etkileri kesinlikle degistirmektedir.
Bu farkliliklar temel olarak parcacik yiizey ozelliklerine baghidir. Birgok maddenin
Ozgiil sitotoksisitesinin, cogu kanserin gelisiminde 6nemli bir olay olarak kabul edilen
yiizey radikallerinin ve reaktif oksijen tiirlerinin goriilmesi ile kuvvetli sekilde iligkili

oldugu bilinmektedir (Fubini 1997; Schins et al. 2002).

Bazi durumlarda nanopartikiil yilizeyinin reaktivitesini tahmin etmek miimkiin
olmaktadir. Bununla birlikte, veri yetersizligi, bu tahminlerin laboratuvar testleriyle
dogrulanmasinin mantikli olacagin1 6nermektedir. Bir yiizeyin hidrofobiklik derecesi ve
hidrofilitesi, toksisitenin tahmini i¢in kullanilan en 6nemli O6zelliktir (Fubini 1997;
Schins et al. 2002; Singh et al. 2007; Clift Martin et al. 2008; Oberdorster 2010).
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1.6.2. Nanopartikiil toksisitesi

Nanopartikiillerin essiz fiziko-kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinden dolay1 ¢ok genis bir
endiistriyel ve tibbi uygulamaya sahip olduklar1 bilinmektedir. Ancak, nanopartikiillere
uzun siire maruz kalmanin insan sagligi ve ¢evre iizerindeki etkileri hakkinda bilgi
eksikligi mevcuttur. Nanopargaciklarin saglik ve cevre iizerindeki etkisinin, gesitli
alanlardaki biiyiik olgekli tiretim ve uygulamalardan once tamamen degerlendirilmesi
gerekmektedir. Nanopargaciklarin neden oldugu toksisite iizerine yapilan arastirmalar
bu pargaciklarin organ, doku, hiicresel, subseliiler ve protein seviyelerindeki biyolojik
davraniglart etkileyebildigini ortaya cikarmistir. Nanopargaciklar, boyutlart kiiciik
oldugu i¢in akcigerler, cilt ve beyne kolayca eriserek olumsuz etkilere neden
olabilmektedir (Finney and O’Halloran 2003; Braydich et al. 2005; Canesi et al. 2008;
Lanone et al. 2009; Sharma et al. 2009).

Insan akciger epitel hiicrelerinin metal bazli nanopargaciklara maruz kalmasi, reaktif
oksijen tiirlerinin olusumasina bdylece oksidatif strese ve hiicre hasarma neden
olmaktadir. Nanopartikiillerin toksisitesi birtakim in vitro ve in vivo caligmalarla
degerlendirilmektedir. Ornegin, izl gelisimi ve seffaf viicut yapisindan dolayr model
olarak kullanilan zebra baliklari, nanopargaciklarin toksik etkilerini arastirmak amaciyla
yaygin olarak kullanilmaktadir (Ai et al. 2011). Hiicre Kkiltiirii tabanli tahliller,
nanopargaciklarin biyolojik etkilerini anlamak i¢in bir On tarama araci olarak
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, in vitro deneylerle, hayvan modellerinde
nanopargaciklarin in vivo biyolojik aktivitelerinin, bunlarin uygulanabilirliginin teyit
edilmesi gerekmektedir (Asharani et al. 2008; Shaw et al. 2008; Schrand et al. 2010).

Nanoparcaciklardan kaynaklanan akut toksisite, sicanlarin agizlarinda arastirilmistir.
Sonuglar, toksisitenin nanoparcaciklarin boyutuna, kaplamasina ve kimyasal bilesimine
bagli olduguna isaret etmektedir. Ayrica, nanopargaciklarin sistemik etkileri farkli organ
ve dokularda gosterilmistir. Inflamatuar ve immiinolojik sistemler {izerindeki etkiler,
akciger, karaciger, kalp ve beyinde oksidatif stres veya On inflamatuar sitotoksin

aktivitesini icermektedir. Genotoksisite, kanserojenite ve teratojenite nanopargaciklarin
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etkilerinin bir sonucu olarak ortaya g¢ikmaktadir. Bazi nanopargaciklar kan-beyin
bariyerini gecerek beyinde 6nemli hasarlara neden olmaktadir (Ali et al. 2011; Jain et
al. 2011).

Akcigerler

Nanopartikiiller i¢in giris organ hedefinin en 6nemli portallarindan biri de solunum
sistemidir. Akcigerlerin atmosferik kirleticilere ve termo bozunumun bir¢ok iiriiniine
kolayca maruz kaldiklar1 bilinmektedir. Bu baglamda nanopargaciklar, solunum yolu
hastaliklarinin ilerlemesiyle o6liim ve kardiyovaskiiler hastaliktan hastaneye yatirilma
gibi cesitli olumsuz saglik etkileri icin muhtemel bir etiyolojik faktdr olarak biiyiik
olgiide arastirlmistir (Donaldson 2005). Teksas Universitesi'ndeki arastirmacilar,
farelerin trakeasina verilen karbon nanotiiplerin akcigerlerin ve graniilomlarin ciddi
sekilde iltihabina neden oldugunu ve yiiksek doz uygulanan farelerin 6ldiigiinii tespit
etmislerdir (Oberdorster et al. 2005). Arastirmacilar, Tottori Universitesi'ndeki bir
baska benzer deneyde de, nanopartikiillerin farelerin en ince hava yollariyla temas
etmesiyle ylizey astar hiicreleri arasindaki bosluklarda kirmizi kan hiicrelerinin
y1gilmasina bunun sonucunda kanin pihtilagmasina neden oldugunu tespit etmislerdir

(Lam et al. 2004).

Kalp

Tip Amerika Enstitiisii, ¢esitli nanoparcaciklarin kan dolasimina verildiginde kalp
dokusunda hasara neden oldugunu goéstermistir. Bu hasar oksidatif stres, apoptoz ve
nekroza yol agan inflamasyon yoluyla ortaya ¢ikmaktadir (Tomii 2002). Bazi raporlar
nanoparcaciklarin, 6zellikle kalsiyum nanopartikiillerinin kalp krizine neden oldugunu
gostermektedir. Arastirmacilar kalsiyum nanopartikiillerini laboratuvarda hayvan arter
duvarina enjekte ettiklerinde, duvarin iltahaplandigini tespit etmislerdir (Oberdorster et
al. 1995).
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Beyin

Farelerde beyin hiicresi kiiltiirleri kullanilarak gerceklestirilen deneylerin bir kisminda,
nano Ol¢ekli titanyum dioksitin kullaniimasinin néronlarda oksidatif strese neden
oldugu bulunmustur. N6ron hiicrelerinin oksidatif stresinin norodejeneratif hastaliklarla
baglantili olmas1 endise verici olarak kabul edilmektedir (Jain et al. 2011). Bununla
birlikte, asir1 gerilim ve alerjik ensefalomiyelit gibi bir takim patolojilerin kan beyin
bariyerinin nanoparg¢aciklara gecirgenliginin artmasi ile iliskili oldugu tespit edilmistir
(Dagani 2003; Jain et al. 2011). Nanopargacik yiizey yiikiiniin, kan-beyin biitinligiini
degistirdigi ve beyin toksisitesindeki rolleri konusunda dikkate alinmasi gerektigi
gosterilmistir. Nanopartikiillerin reaktif oksijen tiirlerinin Uretimini indiikledigi ve
oksidatif stresin, Parkinson ve Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklarin
patogenezinde rol aldig1 gesitli ¢aligmalarla gosterilmistir (Dagani 2003; Jain et al.
2011).

Cilt

Nano olcekli titanyum dioksit ve ¢inko oksit gibi nanomalzemeler merhem ve
kremlerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle cilt {izerindeki etkilerinin
anlasilmas1 hem insan hem de hayvanlar i¢in risk degerlendirilmesinde dnemlidir. Diger
iiretilmis nanomalzemelerin yaygin cevre varhigi cilt maruziyetine yol agmaktadir. ilk
calismalar, bazi nanomalzemelerin deri hiicrelerine zarar verebilecegini ve cildin
epidermal tabakasindan derin katmanlara daha sonra viicuda ve kana gectigini
gostermektedir. Kiiglik boyutlarindan dolayr nanomalzemelerin cilt yoluyla absorbe
edilip, kan dolasimi veya lenfatik sisteme girme potansiyeline de sahip oldugu
bilinmektedir. Nanopartikiiller cilt seviyesinde lenfatik diiglimler tarafindan alinarak,
lenfatik yolaklar yoluyla kan dolagimina taginmaktadir (Kim et al. 2004; Jain et al.
2011).
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1.7. Tez Kapsaminda Kullanilan Bor Nitriir Nanopartikiilleri

Bor elementi, B harfi ile gosterilen atom agirligi 5 ve molekiil agirligr 10.81 g/mol olan
periyodik cetvelin en hafif besinci elementidir. Periyodik cetvelde bulundugu 3A
grubunun ilk ve metalik olmayan tek elementi olup, diger grup iiyelerine gore
Iyonlagma enerjisi en yiiksek olan elementtir (Tas¢ioglu 1992; Koken 2016). Ayrica bor
elementi oda sicakliginda diisiik elektrik iletkenligi gostermektedir. Temel haldeki
elektron dizilimi 1s22s22p* seklindedir. Kararli bir yapiya sahip, B1? ve B! seklinde iki
izotopa sahip oldugu bilinmektedir. Bu iki izotop da niikleer manyetik rezonans
aragtirmalari i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bor elementi tel, boru, serit, tiip gibi
cesitli morfolojiler gostermektedir. Bor elementinin kimyasal 6zellikleri, morfoloji ve
parcacik biliyiikligine gore farlilik sergilemektedir. Mikron boyutlardaki amorf
yapidaki borun reaksiyona girme egilimi fazla olmasina ragmen kristal yapidaki borun
reaksiyona girme egiliminin oldukga diisiik oldugu bilinmektedir (Boustani and Quandt
1997; Martinez 2011).

Saf halde bor elementi dogada bulunmamaktadir. Saf bor, boraks veya uleksit
minerallerden saflasgtirilarak elde edilmektedir Saf bor, {i¢ tane cok iyi bilinen kristal
allotropa sahiptir. Bunlar, alfa romboedrik, beta romboedrik ve beta tetragonaldir. Bu
kristal allotroplar, kovalent baglarla cok iyi baglanmis ikosahedral kiimelerin B2
diizenlemeleri ile olugsmaktadir. Bu kristal olusum, bor elementine biiyiik oranda sertlik,
kimyasal kararlilik ve yiiksek erime noktasi saglamaktadir (Boustani and Quandt 1997;
Martinez 2011).

Bor elementinden meydana gelen malzemeler, yari iletkenler, koruyucu kaplamalar,
yikksek yogunluklu yakitlar, kanser tedavisi, cam ve seramik iiretimi, sanayi gibi
alanlarda cok cesitli uygulamalara sahiptir. Temel bor bilesikleri, bor karbiir, bor nitriir,
borik asit, boraks, sodyum perborat ve boranlar olarak adlandiriimaktadir. Bor
bilesiklerinin onemli Ozelliklere sahip olmasi, uygulama alanlarinin giin gegtike

cogalmast bor elementine olan ilginin artmasina neden olmaktadir. Bor elementinin
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degerlenmesi, diinya bor rezervinin %53"line sahip olan iilkemiz icin biiylik 6nem

arzetmektedir (Addemir 2004; Li and Xia 2006; Shin et al. 2011).

Bor nitriir ilk kez 1842’de Balmain tarafindan iiretilmistir (Balmain 2011). Bor nitriir
(BN), bor (B) ve azot (N) atomlarinin kombinasyonu sonucu kimyasal yontemlerle elde
edilen bir molekiildiir. Genellikle bor oksit, karbon ve azotun 1450-1600°C'de kimyasal
reaksiyona girmesiyle olusmaktadir (Angin ve Aydm 2003). BN molekiilii altigen (h-
BN), wiirstitik (w-BN), eskenar dortgen (r-BN) ve kiibik (c-BN) seklinde farkli kristal
yapilara sahiptir. Sekil 1.9’da BN nin kristal yapilar1 gosterilmektedir.
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Sekil 1.9. a) kiibik (cBN), b) wiirstitik (WBN), ¢) altigen (hBN) ve d) eskenar dortgen
(rBN) bor nitriir modifikasyonlarinin yapisi (Izyumskaya et al. 2017).

h-BN iki karbon atomu ile ayni sayida elektrona sahip olmasindan dolay: grafit yapiya
benzerlik gostermektedir. Bu benzerlikten dolayr hBN “beyaz grafit” veya “beyaz
karbon” olarak adlandiriimaktadir. hBN ve grafit sp? bag yapisi sergilemektedir. Yiiksek
sicaklik ve basingta hem grafit hem de BN sivi fazdadir. Yiiksek basingta, ultra sert
malzemelerdir. hBN’nin yiiksek termal stabilite, asir1 sertlik, asit-baz direnci,
oksidasyon direnci ve yiiksek termal iletkenlik gibi avantajli 6zelliklere sahip oldugu iyi
bilinmektedir. Bu 6zellikler, hBN'nin, optik malzemeler, hidrojen depolama ortami ve
katalizor destekleri gibi nispeten zor kosullar altinda genis bir uygulama alanina sahip

oldugu anlamina gelmektedir (Xiong and Tu 2014).
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BN Grafit

Sekil 1.10. Bor nitrit ve grafitin kristal yapis1 (Lipp et al. 1989)

CBN elmastan daha tstiin termal ve kimyasal stabiliteye sahip en sert malzeme olarak
bilinmektedir. cBN, h-BN'nin yiiksek sicaklik ve basingta islenmesiyle elde
edilmektedir. Ayrica, iyi bir 1s1 iletkendir ve elektriksel yalitkan olarak kullanilmaktadir.
1300°C sicakliga kadar oksidasyona dayanikli olmasi, demir igerikli malzemelerle
reaksiyona girmemesi, goriiniir ve kizilotesi aralikta saydam olmasi gibi birgok iistiin
ozellige sahiptir. Bu {istiin 6zelliklerinden dolay1 bilim diinyasinin ilgisini ¢ekmektedir

(Vel et al. 1991; Ronning et al. 1997).

BN'nin katmanli kafes yapisi; iyi yaglama ozellikleri, iyi yaliim o6zellikleri, kimyasal
saldirilara kars1 yiiksek direng, yliksek dielektrik bozulma giicii, yiiksek hacim direnci,
yiiksek notron yakalama kapasitesi, miikkemmel termoelektrik 6zellikler ve oksidasyona
kars1 iyi direng gosterme gibi bir¢ok 6zelligin temelini olusturmaktadir. Bu ozelliklere
dayanarak endiistride, yaglayici, kozmetik homojenizasyon ajani, yiiksek sicaklik
uygulamalari, optik depolama, tibbi tedavi, fotokataliz, optoelektronik cihazlar ve
elektriksel yalitim gibi genis capli uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ayrica BN’nin yiiksek termal iletkenlige ve diisiik yogunluga sahip olmasi, onu en yeni
elektronik cihazlar, iletisim ekipmanlari ve aydinlatma cihazlari i¢in uygun bir aday

haline getirmektedir (Salles et al. 2011).

BN’nin nanoteknoloji alanindaki uygulamalar1 g6z oniine alindiginda nanoyapida BN

tiretimi ve ozelliklerinin belirlenmesi konusundaki ¢alismalar 6nem kazanmaktadir. BN
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nanopartikiiller merkezden disar1 dogru ponpon benzeri ¢ikinti yapan, yiizeyleri yaprak
seklinde goriinen ¢ok sayida katmanli nano-tabakalardan olusmaktadir. BN
nanopartikiiller i¢i bos, pliriizsiiz yiizeyi olan kiiresel bir merkeze sahiptir. BN
nanoparcacik iirlinleri, toz formundaki mevcut bor nitriir iiriinlerine gore ¢ok daha hafif,
daha elastik, daha sert gibi bir¢ok iistiin 6zellige sahiptir (Mondal and Banthia 2004;
Mohammadi and Cass 2009). Ayrica BN nanopartikiillerin diisiik sitotoksisiteye,
yiiksek kimyasal stabiliteye, yiiksek ila¢ yiikleme verimliligine, hizli hiicre alimina
sahip oldugu bilinmektedir. BN nanopargaciklarin bu ozelliklerinin kombinasyonu
tiretilen malzemelere daha etkin Ozellikler kazandirmaktadir. Bu nedenle BN
nanopargaciklar daha genis bir uygulama alanina sahip olmaktadir (Sukhorukova et al.
2015).

1.8. Alzheimer Hastalig1

Alzheimer hastaligt (AH) ilk olarak 1900'lerin basinda Alman psikiyatr Alois
Alzheimer tarafindan 51 yasinda hayatini kaybeden bir kadinin beyin dokusundaki
degisikliklerin incelenmesi sonucu tanimlanmigtir. AH, demans olgularmin %75'inden
sorumlu olan ilerleyici bilissel bozukluklar, ¢esitli néropsikiyatrik-davranis bozukluklar
ve giinliik yasam aktivitelerindeki kisitlamalar ile karakterize olmaktadir. AH,
histolojik olarak beyindeki intraseliiler nérofibriller yumak olusumu ve ekstraseliiler
amiloid birikimleriyle tanimlanan en yaygin yasa bagli norodejeneratif bozukluk olarak
kabul edilmektedir. Demansin en yaygin bi¢imi olan AH’nin ana risk faktorii yas olup
genetik, epigenetik, beslenme ve yasam tarzi gibi faktorleri iceren ¢oklu risklerle de
iliskisi bulunmaktadir (Lleo et al. 2006; Lahiri and Maloney 2010; Eteghad et al.
2015). AH sebepleri noronal ve sinaptik kayiplar olarak bilinmektedir. Noron ve
sinaptik kayiplar ilk olarak beynin parahipokampal bdlgesinde goriilmektedir. Hastalik
ilerledikce beynin diger bolgelerinde de goriilerek kortikal atrofi ile ventrikiiler
genislemeye neden olup toplam beyin kitlesini %35'e kadar azaltmaktadir (Sekil 1.11)
(Farfara et al. 2008; Alves et al. 2012).


https://pubs.acs.org/author/Sukhorukova%2C+Irina+V
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SAGLIKLI ALZHEIMER

Sekil 1.11. Saglikli beyin ve alzheimer hastalikli beyin arasindaki karsilastirma
(Anonymous 2019)

Birlesmis Milletler niifus arastirmalarina gore, 80 yasindan biiyiik insanlarin 2050 yilina
kadar 370 milyona yaklasacagi tahmin edilmektedir. Halen, 85 yasindan biiyiik yastaki
insanlarin %50'sinin AH’ye sahip oldugu tahmin edilmektedir. Bu istatistiklere gore, 50
yilda diinya genelinde 100 milyondan fazla insanin bunama yasayacagi ifade
edilmektedir. AH’li insanlarin sayisi ve hastaliga bagli maliyetler, AH’nin toplum
tizerinde agir bir ekonomik yiik olusturacagi anlamina gelmektedir. AH hastalarinin
bakiminin dogrudan ve dolayli maliyetlerinin yillik ulusal 100 milyar dolara kadar
cikacagl tahmin edilmektedir. Siirekli bakim ve diger hizmetleri isteyen ¢ok sayida
insanin; tibbi, parasal ve insan kaynaklarini ciddi derecede zorlayarak toplumlar igin
onemli bir sorun haline gelecegi gosterilmektedir (Suh and Checler 2002). Bu sebepler,
hastaligt acil bir arastirma Onceligi haline getirmektedir. AH’nin baglamasini
erteleyebilecek miidahalelerin, hastaliklari olan kisilerin sayisin1 azaltacag i¢in, halk
sagliginda muazzam pozitif etkiye neden olacagi disiiniilmektedir. Bu da onlarin

bakimiyla iliskili kigisel ve mali masraflari kolaylastiracaktir.

Yaslanmakta olan sinir sisteminin temel biyolojisine iligkin arastirma, AH'li bir kisinin
beyninde neyin yanlis gittigini anlamak i¢in kritik 6nem tagimaktadir. Sinir hiicrelerinin
birbirleriyle iletisim kurma yeteneklerini nasil kaybettigini ve bazi sinir hiicrelerinin
neden oldiigiinii anlamak, AH'ye neden olan faktorleri kesfetmek i¢in bilimsel ¢abalarin

temel bir unsuru olarak goriilmektedir. AH’nin patolojik 6zelliklerinin saptanmasinda,
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amiloid prokiirsér protein (APP) ve Presenilin genlerinde mutasyon varliginin
bulunmasi 6nemli biyolojik belirte¢ olarak kabul edilmektedir. AH’nin ilk evresinde 3
gen mutasyonu ve ge¢ evresinde bir yatkinlik faktoriiniin etkisi tespit edilmistir. Bu 3
gen iriin proteinleri; APP, Presenilin 1 ve Presenilin 2’dir.Yatkinlik faktorii ise
Apolipoprotein E genidir (Alzheimer 1990; Bertram and Tanzi 2001; Tanzi and Bertram
2001).

AH’nin patolojik 6zelliklerini agiklamak igin birgok hipotez gelistirilmis olmasina
ragmen en ¢ok goze carpan amiloid kaskad hipotezidir. Bu hipoteze goére APP’den
olusan beta amiloid 40 ve 42 peptidlerinin beyinde birikmesi sonucu AH ortaya
¢ikmaktadir (Hardy and Higgins 1992; Alzheimer 1990; Robinson, and Bishop 2002;
Tayeb et al. 2012).

Gen mutasyonlar1 Apo E Cevresel ve diger genetik risk
(APP, PS1, PS2) (Genetik risk faktor) faktorler
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t Coziinmez AP oligomerleri

-

Yaslanma I Tau fosforilasyonu/ birikimi

¢

Sinaptik ve noéron fonksiyon bozuklugu

e

AR plaklari, Norofibriller yumaklar ve
sinaps kayb1

!

Sinir hiicrelerinin ilerleyici kayb1

Bunaklik

Sekil 1.12. Amiloid kaskad hipotezi
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Histolojik arastirmalarla AH’nin belirlenmesi 3 kardinal noropatolojik 6zellikle

iliskilidir:

1. Amiloid beta (Ap),
2. Hiicre ici norofibriller yumaklar (NFY),

3. Sinaptik dejenerasyon aracili hiicre dis1 senil plaklarin birikimidir.

Bu olaylar ¢ogunlukla neokorteks, hipokampus ve bilissel islev i¢in gerekli olan diger
subkortikal bolgelerde goriilmektedir. Bu belirteclerin  goriiniisii, hastaligin klinik
belirtileri ve semptomlarindan ¢ok once gbzlemlenerek AH tahmini igin iyi belirtegler
olmaktadir (Eteghad et al. 2015).

1.8.1. Amiloid

Amiloid terimi, 1854 yilinda Alman hekim Rudolph Virchow tarafindan tanitildi.
Zamanin en 1yi bilimsel metodolojisini ve tibbi bilgisini kullanarak Virchow, anormal
makroskopik goOriinlimii olan serebral corpora amylacea lekesi i¢in iyot kullandi.
Virchow, corpora amylacea'nin iyot ile muamele edildiginde soluk mavi lekeli oldugunu
ve ardindan siilflirik asidin ilavesiyle menekse rengine dondiigiinii kesfetmistir. Bu
belirgin makroskopik anormalligin altinda yatan maddenin seliiloz oldugunu tespit
ederek bu maddeye Latince amylum kelimesinden tiiretilen amiloid ismini vermistir
(Sipe and Cohen 2000). Amiloid terimi, primer veya miyeloma ile iliskili, edinsel, lokal,
kalitsal, miyelomik, serebrovaskiiler hastaliklar olarak siniflandirilan ¢esitli klinik
sendromlar ile ortaya ¢ikan, viicut organlarinin ve dokularmin otopsisinde spesifik
makroskopik anormallikleri tanimlamak i¢in kullanilmistir. Bir bagka ifadeyle amiloid,
bircok organda asir1 miktarda hiicre dig1 birakilan materyal olarak ifade edilmektedir
(Westermark 2005). Amiloid birikimlerini belirlemek i¢in bir¢cok histokimyasal yontem
kullanilmaktadir. Isik mikroskobu yardimiyla doku birikimlerinde kirmizi renk
olusumuna neden olan Kongo kirmizisi ve tioflavin gibi histopatolojik boyalar en

yaygin kullanilanlardir (Sipe and Cohen 2000; Kazak 2012).
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Amiloidin ana bileseni protein fibrilleridir. Optimal kosullar saglanarak, herhangi bir
proteinin kendine 0zgii Ozelliginden dolayi, amiloid fibrillerinin olustugu O6ne
stiriilmektedir. Bugiline kadar 25 insan proteini ana amiloid fibril bilesenleri olarak
tamimlanmistir (Westermark 2005). Amiloid fibrilleri 5-10 nm genislikte, 3 nm ¢apinda,
dallanmamus, bir¢ok filament6z alt gruptan meydana gelen, amorf sekilli tek yapili bir
morfolojiye sahiptir. Amiloid fibrilleri karakteristik olarak beta katlantili katman
dizilimine sahiptir. Amiloid fibrilleri ¢6ziiniir degildir, doku yapisina zarar vererek
dokunun temel elementlerinin kaybina neden olmaktadir (Westermark 2005; Kazak
2012).

1.8.2. Beta amiloid (AP)

AB, 1984 yilinda Glenner ve Wong tarafindan transmembran amiloid prekiirsor
proteininin ~ 40 amino asit uzunlugundaki peptid béliinme iriiniiniin bir ailesi olarak
tanimlanmustir (Selkoe 1991; Hardy and Higgins 1992; Koudinov and Berezov 2004).
Bir bagka ifade ile AP, AH’de ve Down sendromunda, senil plaklarin ve
serebrovaskiiler kalintilarin ana bileseni olan 39-43 amino asit uzunlugundaki

polipeptitler olarak ifade edilmektedir (Balley et al. 2011).

AH ve Down Sendromlu hastalarin beyninde, beyin ve serebrovaskiiler yapidaki
amiloid birikimlerinin ana bileseni olarak izole edilen A, nevrit olusumunda, néronal
protein trafik islemlerinde, sinyal iletiminde, kalsiyum metabolizmasinda énemli bir rol
oynamaktadir. AP, tip I transmembran protein olan APP'nin proteolitik boliinmesi ile
iretilmektedir (Murphy and Le Vine 2010; Butterfield et al. 2013). APP'nin kendi
fonksiyonu tam olarak belirlenmemis olmasina ragmen, AP peptidinin nasil tretildigi,
beyinde bozunmasi veya gevreye tasinmasi konularinda yapilan kapsamli arastirmalar

sonucu APP fonksiyonuna dair pek ¢ok bilgiye ulasiimistir (Murphy and Le Vine 2010).

AP molekiilii plazma ve beyin-omurilik sivisinin normal bir bileseni olarak tiim
insanlarda tiretilmektedir; ancak belirli kosullar altinda bu molekiil bir araya toplanarak

bazi hastaliklarin olusmasina ve ilerlemesine neden olmaktadir. AB’nin normal kisilerde
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tiertildiginde ne gibi fonksiyonlara sahip oldugu tam olarak anlasilamamistir (Seubert et
al. 1992; Busciglio et al. 1993; Eteghad et al. 2015).

Ancak ¢esitli ¢alismalar sonucunda AB’nin;

+ Iyon kanal1 olusumu,

» Kinaz aktivasyonu,

»  Kolestrol nakil diizenlemesi,

*  Metal kaynakli oksidatif hasara kars1 koruma igermesi,

* AH ile iliskili genlerin diizenleyici bolgesi ile bir transkripsiyon faktorii olmast,

* Ligand olarak gorev yapmasi,

*  Cesitli gevresel stres faktorleri ve pro-inflamatuar aktivitelerini indiikleyebilmesi
gibi ¢esitli patolojik olmayan fonksiyonlara sahip oldugu tespit edilmistir (Paris et al.
1999; Lee et al. 2002; Balley et al. 2011).

Hastalik evrelerindeki degisiklikler, hastaligin ortaya ¢ikma yasina ve hastalik siiresine
katkida bulunmaktadir. APP'nin A} metabolizmasindan sorumlu olan enzimatik stiregler
oldukca iyi anlagilmistir. Ilk olarak kromozom 21 iizerinde klonlanan APP, iki
membrana bagli endoproteaz aktivitesi olan B- ve y-sekretaz ile boliinmektedir. Bu
siirece amiloidojenik yol adi verilmektedir. B-sekretaz, ilk once salgilanmis bir tiirev
olan sAPPB’yi serbest birakmak igin APP'yi parcalamaktadir. 99 amino asidin bir
parcast zara bagli kalmaktadir. Daha sonra APP, 38-43 amino asit araligindaki
peptitleri salmak ve AP iiretmek igin y-sekretaz olarak bilinen bir enzim ile pargalanir.
y-sekretazla boliinerek elde edilen peptit popiilasyonu bir C-terminal heterojenitesine
neden olmaktadir. Bu nedenle cok sayida farklt AP tiirii bulunmaktadir (Selkoe 2001).

v boliinme, iiretilen AP miktarin1 ve AB'nin daha toksik 42 amino asit formunun nispi
miktarini diizenlemektedir. B-sekretaz aktivitesinin, amiloidojenik yolda hiz smirlayici
adim oldugu ve toplam hiicresel APP'nin ~%10'unu isledigi diistiniilmektedir. Geriye
kalan ~%90 APP, ¢oziilebilir APP ve 83 amino asitlik C-teminal fragmani-o. (CTF- o)

tireten o-sekretaz ile yapisal olarak parcalanmaktadir. Membrana bagli CTF'nin y-
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Sekretaz ile boliinmesi sonucu sinyal iletiminde rol oynayan bir sitosolik eleman olan
APP intraseliller domain (AICD) iretilmektedir (Cao and Sudhof 2001; Gao and
Pimplikar 2001; Kimberly et al. 2001; Hardly and Selkoe 2002; Murphy and LeVine
2010). Daha sonra iiretilen AICD hiicre i¢ine girerek, transkripsiyonel aktivator olarak
gorev yaparak, diger sinyal iletim mekanizmalarini etkilemektedir. Bu siirece
amiloidojenik olmayan yol adi verilmektedir. Bu iki yoldaki bdliinmeler neticesinde y-
sekretaz kaynakli devam eden siiregte sirasiyla biiyiik oranda A (1-40), daha az oranda
da toksik form olan AP (1-42) elemanlar1 meydana gelmektedir (Murphy and LeVine
2010; Bayraktar 2012).

APP
Plaklar

SAPP o SAPP B

NH, /
N K
< > / Oligomerler
p-sekretaz
< C—— >} Ap
p3 ‘ I
' y-sekretaz y-sekretaz Membran
<—  E—
AICD C99 AICD

Sekil 1.13. Amiloid prekiirsor protein (APP) proteolizi ve iki alternatif yol (Thinakaran
and Koo 2008).

AP molekiilleri, fibrilojeniktir ve in vivo olarak bir¢ok formda bulunmaktadir (Teplow
1998). Amiloid birikimlerinde bulunan formlar arasinda, 40 ve 42 kalint1 uzunluktaki
tirler 6nemlidir (Walsh et al. 1999). AB 40, beyindeki en bol (~%80-90) AB seklini
temsil ederken, AB 42 (~%5-10), bazi hastaliklarda 6nemli bir artis gostermektedir. A
42, AP 40'a karsilastirildiginda iki ekstra hidrofobik amino aside sahiptir. Ayrica Ap 42
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fazlaca hidrofobik ve fibrilojenik oldugundan daha biiyiik birikim olusumunu tesvik
ettigi i¢in daha toksik oldugu kabul edilmektedir (Naslund et al. 1994; Walsh et al.
1999; Butterfield et al. 2013).

Cok diisiik miktarda AP'min, sinirsel gelisimde ve kolinerjik sinir iletiminin
diizenlenmesinde rol oynayabilecegine isaret edilmektedir (Harkany et al. 2000;
Sadigh-Eteghand  2014). Bir nanomolar konsantrasyonda Af'nin  plazma
lipoproteinlerinin oksidasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Konusha et al. 2001).
Ayrica, oksidatif kosullara yanit olarak ndronlar oksidatif stres sonuglarini zayiflatmak
icin AP'yi asirt ifade etmektedir. AP'min antioksidan aktivitesinin in vitro
degerlendirmeleri, noronlar1  norotoksisiteden  konsantrasyona  bagli  olarak
koruyabildigini gostermistir (Nunomura et al. 2006). Serebral kan damarlari boyunca
biriken A serebral amiloid anjiyopati olarak bilinmektedir. Bu, AH vakalarinda siklikla
goriiliir ve AH'nin histopatolojik 6zelliklerinden birini temsil etmektedir (Attems et al.
2010). Vazokonstriksiyona ve vaskiiler tonusun diizenlenmesine neden olmaktadir.
Dolayisiyla, norotoksisite yaninda yiiksek konsantrasyonlarda Af'nin serebral yapi
icindeki kan akisini bozdugu ve néronal disfonksiyonu hizlandirdigi goriilmektedir
(Eteghad et al. 2015).

AP birikmeleri uzunluk, molekiiler agirlik ve mikroskopik boyutlara gore asagidaki gibi

ti¢ farkl1 gruba ayrilmustir (Kirkitadze and Kowalska 2005):

1. Cok kisa oligomerler,
2. AP tlirevi yayilabilir ligandlar,
3. Protofibriller.

AP'nin ¢ok kisa oligomerleri, Af'nin dimer ve heksamer formlar1 olarak
adlandirilmaktadir. AP-tiirevi yayilabilir ligandlar kiiciik oligomerlerdir ve molekiil
agirhiklart 17 ila 42 kDa arasindadir (Kirkitadze and Kowalska 2005). Son olarak,
protofibriller, olgun amiloid fibrillerin olusumundan 6nce ortaya ¢ikan ve prefibriler

yapilar olarak adlandirilan gegici yapilardir. Toplanan formlarinda, bu peptidler
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norotoksisiteye neden olmaktadir. Bu 6zellik, yeni yapilarin ortaya cikisi ile birlikte

sinaptik fonksiyonlari bozmaktadir (Shankar and Walsh 2009; Eteghad et al. 2015).

Baz1 c¢alismalar, AP'min ¢06ziniir formlarmin hayvan modellerinde uzun siireli
potentifikasyonu ve birikmeyi azaltabilecegini goéstermistir (Shankar et al. 2008).
Dahasi, yeni proteinlerin iiretimi ve hafiza islevlerinde rol alan dendritik omurga
olusumu gibi baz1 biyolojik olaylar AB'nin ¢oziliniir bigimi tarafindan etkilenmektedir
(Balducci et al. 2010). Bu nedenle, AH'deki norodejenerasyon kismen AP'nin ¢oziiniir
bigimleri yoluyla aracilik edilmektedir. AB'min bu formunun, AH hastalarinin beyninde
arttig1 tespit edilmistir. Ayrica AP’ nin ¢oziiniir formu beyin omurilik sivisinda (BOS) ve
plazmada saptanmaktadir (Shen et al. 1994; Barry et al. 2011). Baz1 ¢alismalar, AH’den
etkilenen bireylerde ¢oziinlir AP konsantrasyonunun biligsel diisiis ile iliskili oldugunu
gostermektedir (Hardy and Selkoe 2002). Dolayisiyla, AHmin giivenilir bir belirteci
olarak disiinilmektedir. Bu fikir, AP diizeylerinin ¢o6ziiniir formlarinin, AH'nin
transgenik fare modelinde AH ilerlemesi ile korelasyon gosterdigi, ancak plak
sayilarinin veya ¢oziinmeyen AP seviyelerinin, AH'nin siddeti ile anlamli bir iligkisi
olmadigi hayvan caligmalariyla da desteklenmektedir (Jine et al. 2011; Kittelberger et
al. 2012). Bu bulgulara dayanarak, baz1 yeni ¢aligmalarda, insan beyninden izole edilen
AP dimerleri, peptitin en toksik tiirli olarak kabul edilmektedir (Townsend et al. 2006;
Jinetal. 2011).

1.9. Sitotoksiste Testleri

Sitotoksisite terimi; hiicresel, islevsel ve yapisal hasara neden olan molekiiler olaylarin
basamaklarini tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. Sitotoksisiteyi karakterize etmek,
hiicrenin bozulmasini tetikleyen ¢ok sayida etken olmasindan dolay1 zor bir siireg olarak
kabul edilmektedir. Bu karmasiklik hiicre sag kalimina yardim etmek igin hiicresel
proteinlerin kabiliyetleri, hiicre oliimiiniin belirli modellerini aktive etmek igin
hiicrelerin genetik yerlesimiyle dengelenmesi sonucu giderilmektedir (Martins and

Earnshaw 1997; Murray et al. 2007).
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Sitotoksisite tarama testleri, materyallerin veya ekstraktlarin neden oldugu hiicre 6liimii
Ol¢limiinii saglamaktadir. Farkli sitotoksisite tarama yoOntemlerinin uygulanmasinin,
ayni materyal i¢in bir biyouyumluluk degerlendirme spektrumu iirettigi gosterilmistir
(Murray et al. 2007). Sitotoksisite testlerinin siirekli gelistirilmesiyle, morfolojik
degisikliklerle hiicre hasarinin saptanmasi, hiicre biiylimesinin ve metabolik 6zelliklerin
Ol¢iilmesi gibi birgok yontem ortaya ¢ikmistir (L1 et al. 2008; Damas et al. 2011;
Kasper et al. 2011; Uboldi et al. 2012).

Bir ajanin viicutta nasil tepki verecegini anlamaya yonelik ilk adim genellikle hiicre
kiiltiir ¢alismalarini igermektedir (Lewinski et al. 2008). Hiicre bazli tahliller, test
molekiillerinin hiicre ¢ogalmasi iizerine etkilerinin olup olmadigint belirlemek veya
hiicre Olimiine yol acan dogrudan sitotoksik etkileri gosterecek olan bilesiklerin
koleksiyonlarin1 taramak i¢in kullanilmaktadir. Kullanilan hiicre bazli tahlil tipine
bakilmaksizin, deneyin sonunda kag¢ canli hiicrenin kaldigini1 bilmek dnemlidir. Yagayan
Okaryotik hiicrelerin sayisini tahmin etmek i¢in kullanilabilecek gesitli test yontemleri

vardir. Bunlar;

* tetrazolyum indirgeme,
* resazurin rediiksiyonu,
* proteaz isaretleyicileri,

* ATP algilamadir.

Tetrazolyum indirgeme, resazurin indirgeme ve proteaz aktivite testleri, genel
metabolizmanin bazi yonlerini veya canli hiicrenin bir isareti olarak enzimatik aktiviteyi
Olgmektedir. Bu deneylerin tiimii, substratin plaka okuyucu ile tespit edilebilen renkli
veya floresan bir iiriine doniistiiriilmesi i¢in canli hiicre populasyonu ile reaktifin inkiibe
edilmesini gerektirmektedir. Cogu standart kiiltiir kosullarinda substratin canli
hiicrelerle inkiibe edilmesi, mevcut hiicrelerin sayisiyla orantili bir sinyal iiretmeye
neden olmaktadir. Hiicreler Oliince, substrati iirline doniistirme yetenegi hizla
kaybolmaktadir. Bu fark, yaygin olarak kullanilan hiicre yasayabilirlik testlerinin

cogunun temelini olusturmaktadir. Ayrica tetrazolyum indirgeme testlerinde yasayan
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hiicrelerin saptanmast igin ¢esitli tetrazolyum bilesikler kullanilmaktadir. En sik
kullanilan bilesikler; 3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT), 3-
(4,5-dimetil-tiyazolil-2-yl)-5-(3-karboksimetofenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolyum
(MTS), 2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksanlid (XTT)
ve 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitofenil)-5-(2,4-disiilfofenil)-2H-tetrazolyum, monosodyum
tuzudur (WST-1) (Riss et al. 2013).

Hayvan c¢alismalariyla karsilastirildiginda, hiicresel testlerin, kontrol edilmesi ve
cogaltilmasi daha kolay olup, ekonomiktirler. Sitotoksisite halinde, hiicre kiiltiirlerinin
potansiyel olarak test edilen toksik ajan konsantrasyonuna ek olarak, sicaklik, pH, besin
maddesi ve atik konsantrasyonlarindaki dalgalanmalar gibi c¢evrelerindeki g¢esitli
degisikliklere duyarli olduklari da bilinmektedir. Bu nedenle, deneysel kosullarin
kontrolii ¢ok 6nemlidir (Lewinski et al. 2008).

Sitotoksisite tahlilleri in vitro toksikoloji ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
LDH salinim testi, notr kirmizi ve MTT testi, toksik maddelere maruz kaldiktan sonra
sitotoksisite veya hiicre yasayabilirliginin tespiti i¢in en yaygin kullanilan yontemlerdir
(Fotakis and Timbrell 2006).

1.9.1. MTT testi

1983 yilinda Mosmann tarafindan hazirlanmis ve ilk kez tanimlanmis olan MTT testi,
yiiksek verimli tarama i¢in uygun olan 96 oyuklu plakalar i¢in gelistirilen ve toksik
maddelere maruz kaldiktan sonra sitotoksisitenin belirlenmesinde siklikla kullanilan ilk
homojen hiicre canliligr testidir (Mosmann 1983; Fotakis and Timbrell 2006; Sliwka et
al. 2016). Mitokondriyal dehidrojenaz performans oOlglimii olarak da bilinen MTT
tahlili, hiicre proliferasyonunun hizli bir degerlendirmesine olanak saglayan

kolorimetrik bir yontemdir (Li et al. 2015).

Mitokondriyal aktivite tetrazolyum tuzlari kullanilarak test edilmektedir. Cilinki

mitokondriyal dehidrojenaz enzimleri tetrazolyum halkasin1 pargalamaktadir. Yalnizca
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aktif mitokondri bu enzimleri icerdiginden reaksiyon sadece canli hiicrelerde meydana

gelmektedir (Lewinski et al. 2008).

En yaygin kullanilan MTT canlilik testinin ana prensibi sdyledir: Sitokrom b ve ¢ canli
hiicre hatlarindaki mitokondriyal dehidrojenaz tetrazol halkasini parcgalayabilen, sari
renkli, suda c¢oziilebilen bir tetrazolyum tuz olan MTT, tetrazolyum halkasinin
mitokondriyum i¢inde sukinat dehidrojenaz ile boliinmesiyle mor kristal formazan
tiretmek {izere indirgenmektedir (Fotakis and Timbrell 2006; Li et al. 2015). Formazan
iriinti, hiicre membranlarinda gecirimsiz oldugundan dolayr saglikli hiicrelerde
birikmektedir. Bu madde dimetil siilfoksit ve diger organik ¢oziiciiler ig¢inde
¢Oziiniirken, suda ¢ozlinememektedir. Olusan kristallerin miktari, hiicre sayisina ve
aktivitelerine gore pozitif bir korelasyon gostermektedir. Bu da absorbans kolorimetrik
degerinin Ol¢ililmesi, hayatta kalan hiicrelerin sayisini ve metabolik aktiviteyi
yansitmaktadir. Bir baska ifade ile, hiicreler o6lince MTT'yi formazan haline
doniistiirme yetenegi kaybolmakta; bu da renk olusumunun yalnizca canli hiicrelerde
meydana geldigini gostermektedir (Fotakis and Timbrell 2006). Sekil 1.14°’te MTT ve

renkli formazan {riiniiniin yapilar1 gosterilmektedir.

_ NADH NAD* =
O 9,
\ 7 \ J
N N/ N-NH
r'\\ N"k S ,’\4\ N
N “‘T-.//\ CHs L T > CH;
\ N / \\
CHs
MTT Formazan

Sekil 1.14. MTT ve renkli formazan tiriiniiniin yapilar1 (Riss et al. 2016)

MTT tahlili su anda hiicre biiyiime oranini ve kiiltiiriin toksisitesini test etmek i¢in en
sik kullanilan yontemdir. MTT tahlili diger saptama yontemlerine gore avantajli olsa da

bazi dezavantajlara da sahiptir. MTT tetrazolyum test teknolojisi, yaygin olarak kabul
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edilmistir; yayinlanmis binlerce makalenin gosterdigi gibi akademik laboratuvarlarda
popiiler olmaya devam etmektedir (Marshall 1995; Fotakis and Timbrell 2006; Li et al.
2015).

1.9.2. LDH salinim testi

LDH tiim hiicrelerde bulunan, plazma zarimin hasar gérmesi durumunda hiicre dis1
bosluga saliabilen, ¢oziiniir bir sitoplazmik enzimdir. LDH tahlili, LDH enzim
konsantrasyonunu 6lgerek hiicrelerin membran biitiinliigiinii degerlendirmemize olanak

saglayan kolorimetrik bir sitotoksisite testidir (Chan et al. 2013).

LDH salimim testi, 96-kuyu formatinda yiiksek verimli analiz i¢in kullanilmaktadir. Bu
test dogru yorumlanirsa gergeklestirilmesi kolay ve hizlidir. LDH tahlili, hiicre
ortamindaki enzim aktivitesinin nicellestirilmesi lizerine kurulmustur ve c¢esitli
sekillerde kullanilmaktadir. Ilk olarak, tahlil, bir ilag/parcacik veya efektdr hiicrelere
maruz birakilan 6li veya ciddi hasar gormiis hiicrelerden LDH''n salimini 6lgerek
sitotoksisiteyi dogrudan degerlendirmek icin kullanilmaktadir. Ikincisi, tahlil, toplam
hiicrelerin sayisin1 saymak veya 6lii hiicrelerin ¢ikarilmasindan sonra hayatta kalan

hiicrelerin miktarini belirlemek i¢in kullanilmaktadir.

Yaygin olarak kullanilan LDH salinim testinin temel prensibi: LDH'in biiyiime ortamina
salinmasiyla laktatin piruvata doniisimii katalizlemekte ve NAD™yi NADH'ye
cevirmektedir. NADH, diyaforaz varliginda sar1 tetrazolyumu kirmizi formazana
doniistiirmektedir. Renk degisikligi seviyesi, salinan LDH miktar ile orantilidir ve
dolayisiyla hiicre 6liimii ve membran hasarinin derecesini gostermektedir. Bu renk
degisikligi 490-520 nm'lik absorbans bant genisliginde 6l¢iilmektedir (Parhamifar et al.
2013).
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1.10. Apoptoz

19. yiizyildan beri bir¢cok caligmada hiicre ¢ogalmasinin ¢ok hiicreli organizmalarin
fizyolojik siireglerinde énemli bir rol oynadigi ortaya konulmustur (Gluecksmann 1951;
Lockshin and Zakeri 2001). Hiicre 6liimii de hiicre ¢ogalmasi gibi normal gelisimin
vazgecilmez bir parcasi olarak kabul edilmektedir. Biitiin organizmanin iglevselligini
saglamak i¢in milyarlarca hiicre 6lmektedir. Boylelikle viicut boyutu, hiicre boliinmesi
hiicre 6liimii ile dengeledigi i¢in aynmi kalmaktadir (Sharma et al. 2014). 1964 yilinda
programlanmig hiicre Oliimii terimi, gelisimin devam ettigi siiregte hiicre Oliimiiniin
tesadiifi olmadigi, belirli amag¢ ve hedefleri gergeklestirmek amaciyla olusan kontrollii
adimlarin bir dizisini taklit etme yetenegi olarak tanimlanmustir (Lockshin and Williams
1964). Baska bir ifadeyle, programlanmis hiicre o6limi, gelismekte olan
organizmalarda, kontrollii hiicre tiiketimine yol agan olaylarin esgiidiimlerini
tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. Bu tanim1 sayesinde, fizyolojik hiicre 6limii terimi,
programlanmis hiicre 6limii kavramiyla iliskilendirilmektedir (Sharma et al. 2014).
Daha sonraki yillarda programlanmis hiicre Sliimiiniin ayr1 bir bi¢imi olan apoptosis

terimi ortaya ¢ikmaistir.

Apoptosis terimi 1972'de Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan bir gazetede, hiicre
Oliimiiniin morfolojik olarak farkli bir seklini tanimlamak i¢in kullanilmistir (Elmore
2007). Yunanca “diisme” kelimesinden tiiretilen Apoptoz terimi, dogal hayatta iklime
bagl olarak diisen aga¢ veya cicek yapraklarina benzetilmektedir. Bu benzetme, canli
maddenin 6liimiiniin organizmalarin yasam dongiisiiniin ayrilmaz ve gerekli bir parcasi
oldugunu vurgulamaktadir (Sharma et al. 2014). Apoptotik hiicreler, komsu hiicreler
tarafindan tikanarak parcalanmaktadir. Hiicrenin homeostazini korumak igin, hiicre
popiilasyon sayisindaki artis ve azalma arasindaki denge diizglin bir sekilde
kurulmalidir. Apoptozun mitozdan 20 kat daha hizli oldugu tespit edilmistir. Yetiskin
bir insanda yaklagik 50 - 70 milyar hiicre, 8 ila 14 yasindaki bir ¢ocuk i¢in yaklasik 20 -
30 milyar hiicre apoptoz nedeniyle her giin 6lmektedir (Jose 2009). Hiicre oliimiiniin
apoptotik modu, ¢ok hiicreli organizmalarin gelisiminde, fizyolojik ve patolojik kosullar

altinda dokulardaki hiicre popiilasyonlarinin diizenlenmesinde, korunmasinda énemli bir
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rol oynayan aktif ve tanimlanmig bir siire¢ olarak ifade edilmektedir (Leist and Jaattela
2001; Sharma et al. 2014). Son yillarda apoptoz ile ilgili yaymlarin sayisinin artmasinin
temel sebebi, bir¢ok hastaligin olusumunda gereginden az veya fazla apoptozun neden

oldugunun farkina varilmasidir.

Cok hiicreli biyolojik sistemlerin gelistirilmesi ve bakimi, organizmayr olusturan
hiicreler arasindaki karmasik bir etkilesime baghdir. Oyle ki organizmanm yasamini
siirdiirebilmesi ve islevlerini yerine getirebilmesi i¢in bazi hiicrelerin fedakar bir
davranis i¢inde oldugu anlagilmaktadir (Meier et al. 2000). Bu hiicresel fedakarliklara
orneklerden bir tanesi, apoptoz, reaktif olmayan veya kendiliginden reaktif hiicreleri
elimine ederek bagisiklik sisteminin T ve B hiicre elemanlarinin olusumunu
saglamaktadir. Bir diger 6rnek hiicre popiilasyonlarinin korunmasinda mitozun tersine
bir rol oynar. Bir yetigkin insanda doku homeostazin1 saglamak i¢in, giinde on tane
hiicre oliir ve tipik bir yil igerisinde bir kisinin hiicre 6liimiiyle kaybettigi hiicrelerinin
kiitlesinin neredeyse tiim viicut agirligina esit oldugu tahmin edilmektedir (Wu et al.
2001). Dolayisiyla bu 6liim, muhtemelen dokuyu yeniden bigimlendirme ve strese

tepkiler gibi dinamik siireclerde 6nemli bir rol oynamaktadir.

Isik ve elektron mikroskopileri, apoptoz sirasinda meydana gelen ¢esitli morfolojik
degisiklikleri tespit etmektedir (Hacker 2000). Apoptoz morfolojik olarak, hiicre
kiigiilmesi, sikistirilmis sitoplazma, sitoplazma zarindaki vakuoller, niikleer kromatin
yogunlagmasi, DNA parcalanmasi ve apoptotik cisimciklerin olusumu ile karakterize
edilmektedir. Apoptozun baslangic asamasinda, hiicre biiziilerek hiicre boyutu
kiigiilmektedir. Daha sonra niikleer membranin ¢evresinde, kromatin yogunlagmaya
baslayarak halka seklinde bir yap1 olusturmaktadir. Bu asama, apoptozun en karakterisik
ozelligi olarak bilinmektedir. Daha sonra ¢ekirdek giderek yogunlasarak
parcalanmaktadir. Hiicre ¢evresindeki dokudan ayrilarak kivrik formda uzantilar
olusturmaktadir (Sharma et al. 2014). Hiicre, sitoplazma, yogunlastirilmis kromatin ve
organelleri igeren "apoptotik cisimler" olarak adlandirilan iyice sikigtiritlmis membranla
kapli yapilara pargalanmaktadir (Saraste and Pulkki 2000). Apoptotik cisimler,

makrofajlar ve parenkimal hiicreler de dahil olmak iizere komsu hiicrelere hizla
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fagositize edilmektedir. Apoptotik cisimler bu hiicreler iginde taninmaktadirlar (Sharma
et al. 2014). Apoptotik cisimler, makrofajlar tarafindan sarilmakta ve boylece
iltihaplanma tepkisine neden olmaksizin dokudan ¢ikarilmaktadir. Bu morfolojik
degisiklikler, bir apoptotik hiicrede meydana gelen karakteristik molekiiler ve
biyokimyasal olaylarin bir sonucudur (Saraste and Pulkki 2000). Sekil 1.15’te apoptotik
hiicrelerin 6zellikleri gosterilmektedir (Sharma et al. 2014).

£
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Sekil 1.15. Apoptotik hiicrenin morfolojik 6zellikleri
a) hiicresel daralma, b) kromatin yogunlagma ve marjinallestirme, ) membrana bagl apoptotik cisimlerin
olugumu, d) sitozol ve niikleer fragmanlamalar (Sharma et al. 2014)

Apoptozun onemi

Apoptoz, bazi durumlarda belirli bir dizi sinyal kaskati ile diizenli bir sekilde olusan
hiicre 6limi tipidir. Biiylime, gelisme ve bagisiklik tepkisinin diizenlenmesinde,
organizmalardaki gereksiz veya anormal hiicrelerin temizlenmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Ayn1 zamanda, organizmalarin yagamlarini siirdiirebilmeleri i¢in gerekli

olan sabit miktardaki hiicreyi korumak amaciyla kullanilan 6nemli bir yoldur.
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Apoptozun baglatilmas1 ve uygulanmasi sirasinda sinyal molekiilleri, reseptorler,
enzimler ve gen diizenleyici proteinler de dahil bir dizi molekiiliin igbirligi

gerekmektedir (Sharma et al. 2014).

Apoptotik islemler yaygin biyolojik ©nem tasimaktadir. Bu nedenle, apoptotik
programin islev bozuklugu, diizensizligi ya da miktar1 ¢esitli patolojik kosullarla
iliskilendirilmektedir. Asir1 hiicre o6liimii; edinilmis bagisiklik yetmezlik sendromu
(AIDS), Alzheimer ve Parkinson sendromlari gibi noérodejeneratif hastaliklara ve
miyokard enfarktiisii gibi iskemik hasara neden olmaktadir. Cok az hiicre oliimii,
kansere, siirekli viral enfeksiyona veya otoimmiin bozukluklara neden olmaktadir.
Apoptoz, bagisiklik sisteminde merkezi bir rol oynamaktadir. Fizyolojik kosullar
altinda, otoantijenlere baglanan olgunlasmamis lenfositler apoptoz ile yok edilmektedir.
Bu lenfositlerin yok edilmesiyle olusan hasarlar otoimmiiniteye yatkinlik
olusturmaktadir. Timosit hiicrelerindeki apoptoz, timustaki antijenler ile olan
etkilesimlerini takiben gelismekte olan T hiicrelerinin kendiliginden tepki veren
klonlarinin ortadan kaldirilmasina neden olmaktadir. Fas ve Fas ligandi, tiimor nekroz
faktorli (TNF) ailesine ait hiicre yiizeyi molekiilleri, bagisiklik reaksiyonunun ve aym
zamanda T hiicresel sitotoksisitesinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Fas
sisteminin arizalanmasi, lenfoproliferatif bozukluklara ve otoimmiin hastaliga neden
olmaktadir (Wu et al. 2001).

1.11. Nekroz

Nekroz pasif, katabolik, patolojik, enerjiye ihtiyagc duymayan bir hiicre 6liim siireci
olarak tanimlanmaktadir. Nekroz genellikle flame, iskemik veya toksik yaralanma gibi
dis toksik faktorlere yanit olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica nekroz fizyolojik kosullar
altinda gergeklesmeyen genis hiicre alanlarinmi etkileyen 6nemli bir siiregtir (Sharma et
al. 2014). Nekroz, ATP tilkenmesinden kaynaklanan biyoenererjik bir felaketin temel
sonucu olarak bilinmektedir. Uzun siire nekroz, hiicre 6liimiiniin tesadiifi, kontrolsiiz bir

formu olarak diigiiniilmiistiir ancak, nekrotik hiicre 6liimiiniin uygulanmasinin, bir dizi
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sinyal iletim yolu ve yiiriitme mekanizmasi tarafindan gerceklestigine dair kanitlar

bulunmaktadir (Festjens et al. 2006).

Nekrotik hiicre 6liimii, hiicre hasarina neden olan hipoksi, iskemioglifemi, asir1 sicaklik
degisiklikleri, toksinlere maruz kalma ve besin yoksunlugu gibi fiziko-kimyasal strese
yanit olarak ortaya ¢ikmaktadir (Vanlangenakker et al. 2008). Ayrica nekroz, ¢ok uzun
siire ¢iplak gozle goriilebilen ve dolayisiyla hiicre Oliimiinden sonra ortaya c¢ikan
belirgin doku degisiklikleri anlamina gelmektedir (Majno and Joris 1995). Ancak
nekroz, hiicre 6liimiinden sonra olusan bozunum siireclerine atifta bulundugu icin, hiicre
6limii mekanizmasini tanimlamast uygun olmayan bir terim olarak diigiiniilmektedir.
Nekrotik hiicre hasarina iki ana mekanizma aracilik eder: Hiicrenin enerji kaynagina

miidahale edilmesi ve hiicre zarlarina dogrudan zarar verilmesidir (Elmore 2007).

Nekrozda ortaya ¢ikan morfolojik degisiklikler;

e  Hiicre sismesi,

e Sitoplazmik vakuollerin olusumu,

e Disturbasyonlu endoplazmik retikulum,

¢  Yogunlasmis, sismis veya kopmus mitokondri,

e Ribozomlarin pargalanmasi ve ayrilmasi,

e Plazma membraninin erken kopmasi,

e  Dagimik kromatin,

e  Organel membranlarin parcalanmasi,

e Sismis ve riiptiire olmus lizozomlar (Kerr et al. 1972; Majno and Joris 1995; Trump
et al. 1997).

Hiicre zar biitiinligiiniin kaybi, ¢evresel dokuya sitoplazmik iceriklerin salinmasiyla
sonuglanmakta ve nihai olarak, iltihapl hiicrelerin niiksetmesi ile kemotatik sinyaller
gonderilmesine neden olmaktadir. Apoptoz ve nekrozun mekanizmalar1 ve morfolojileri

farkli olmasina ragmen, bu iki silire¢ arasinda oOrtiisme vardir. Kanitlar, nekroz ve
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apoptozun "apoptoz-nekroz siirekliligi" olarak tanimlanan ortak bir biyokimyasal agin

morfolojik ifadelerini temsil ettigini ortaya koymaktadir (Zeiss 2003; Elmore 2007).

Apoptoz ve Nekroz Arasindaki Farkhiliklar

Apoptoz ve nekrozun nihai sonuglar1 ayn1 olsa da iki siire¢ 6nemli derecede farklilik
gostermektedir. Apoptozda, etkilenen hiicreler, hiicre 6liimiine neden olan bir dizi
biyokimyasal reaksiyonu aktive ederek, aktif olarak is gormektedir. Bundan dolay1
apoptoz “hiicre intihar1” olarak adlandirilmaktadir. Nekrozda ise hiicre Olimleri
olumsuz kosullar veya hiicre ortamindaki degisiklikler nedeniyle olusmaktadir. Boylece,
nekroz "masum bir kurbanin" Sliimiine yol agan "biyolojik kazanin" sonucu olarak
goriilmektedir. Karakteristik farkliliklar, apoptoz veya nekroza maruz kalmis hiicrelerin
yapisinda ve metabolik siireclerinde de goriilmektedir. Bir hiicre apoptozise
ugradiginda, cekirdek de dahil olmak iizere tiim hiicre birgok pargaya ayrilmaktadir.
Hiicrenin pargalanmasi sirasinda hiicre protein ve adenozin trifosfat (ATP) tiretmeye
devam etmektedir. Sonug olarak, bir hiicre zari ile cevrili olan her apoptotik cisim
bozulmamis islevsel hiicre bilesenleri igermektedir (Rosser and Gores 1995) Buna
karsin, nekrotik hiicre Olimii ise metabolik fonksiyonlarin kaybi ve hiicre zari
biitiinliigliyle karakterizedir. Bundan dolayr nekroz gegiren hiicreler, protein ve ATP
tiretimlerini durdurmaktadir. Yapisal olarak hiicrelerin organelleri sismekte ve nekrozun
baslangi¢ asamalarinda islev gormektedir. Buna ek olarak, hiicre zar1, kabarcik benzeri
projeksiyonlar  olusturmaktadir. Organel icermeyen bu Kkaniillerin boyutlar
biiyiimektedir. Sonunda, hiicre zariin koparak hiicre bilesenlerinin ¢evresindeki dokuya
salinmasina neden olmaktadir. Bu hiicre eritme siirecine sitoliz denir. Salinan hiicresel
icerik, bundan sonra, etkilenen dokuda bir inflamatuar tepki uyandirmaktadir. Bu

tepkinin ii¢ bileseni vardir. Bunlar;

1. Bagisiklik sisteminin karacigere ¢ceken bazi hiicreleri,
2. Hiicre iletisiminde yer alan sitokinler denilen kiigiik molekiiller,

3. Reaktif oksijen tiirleridir.
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Siklikla nekrozun ayrilmaz bir pargast olarak goriilen bu enflamatuar tepki, karaciger

dokusuna daha da zarar vermektedir (Nanji and Sturmhofel 1997).

Yukarida verilen literatiir bulgular dikkate alinarak sunlar s6ylenebilir:

-Yeni endiistriyel devrim olarak kabul edilen nanoteknoloji toplum, yasam ve ekonomi
tizerinde c¢ok biiylik etkilere sebep olarak bir¢cok alanda devrim niteliginde firsatlar
sunmaktadir.

-Nanopartikiillerin ¢ok farkli ozelliklere sahip olmasi ve bu &zelliklerinden dolayi
biyoloji, fizik, kimya, tip ve daha bir¢cok alanda ¢ok yaygin olarak kullanilmasi, bu
malzemelerin bilim diinyasinda ilgi odagi olmasina sebep olmaktadir.
-Nanopartikiillerin yaygin kullanimmna ragmen biyolojik etkileri tam olarak
bilinmemektedir.

-Nano boyuttaki partikiiller, makro boyuttaki partikiillerden farkli 6zelliklere sahip
olduklarindan dolay1 farkli biyolojik etkilere neden olmaktadirlar.

-Nanobilim uygulamalarinin tip alaninda ¢ok sayida yarar sagladigi ve insanlik igin
potansiyel olarak degerlendirildigi bilinmektedir.

-Bor nanopartikiilleri ilgi ¢eken Ozelliklerinden dolayr yaygin olarak kullanilan bir
nanomalzemedir.

-Bor nanopartikiillerinin biyolojik etkileri hakkinda literatiirde sinirli diizeyde bilgi
mevcuttur.

-AH’nin demansin en yaygin bi¢imi olmasi ve giin gegtikce bu hastaliga yakalanan
insan sayisinin artmasi ve kesin bir tedavisinin olmamasi, AH’ye olan ilginin artmasina
neden olmaktadir.

-AH’ye neden olan AB’nin normal sartlarda ne gibi fonksiyonlara sahip oldugu tam
bilinmediginden ve belirli kosullar altinda bir araya toplanarak AH’ye neden
olmasindan dolay1 AP, arastirmacilarin ilgi odagi olmustur.

-AB birikimlerine nelerin neden oldugunun bulunmasi, bu birikimlerin Oniine

gecilmesiyle AH’nin kesin tedavisinin bulunacag diisiiniilmektedir.
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Bu nedenlerle mevcut tez caligmasi kapsaminda; hBN nanopartikiiliiniin AH’de biiyiik
rolii oldugu bilinen A proteini tizerindeki noéroprotektif etkileri; hiicre canliligs (MTT
ve LDH testleri) analizleri, biyokimyasal parametreler (toplam antioksidan kapasitesi ve
toplam oksidan durumu), molekiiler genetik parametreler (ger¢ek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu) ve apoptoz-nekroz (Hoechst 33258 Floresan Boyama, Akis
Sitometri) analizleri ve AP protein miktarinin belirlenmesi icin Western Blot yontemi

kullanilarak ilk kez arastirilmas1 amag¢lanmustir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Metal iyonlarinin birikmesinin yaglanma ve ¢esitli ndrodejeneratif hastaliklara sebep
oldugu bilinmektedir. AH’nin beyinde ¢inko, bakir ve demir birikimi, Parkinson
hastaligiin da demir birikimi sonucu olustugu diisiiniilmektedir. Ozellikle, AB'nin
parankimal birikimi ve bunun metal iyonlar ile etkilegsiminin, AH'nin ilerlemesinde rol
oynadig1r varsayilmaktadir. Dolayisiyla, beyindeki metal iyonlarmi azaltma ve
selatorlerin uygulanmasiyla AP ve metal iyonlarinin etkilesimini hedefleme
stratejilerinin yararli olacagi disiiniilmektedir. Cui et al. (2005) nanoparcaciklara
konjuge edilmis selatlayicilarin, metal iyonuyla indiiklenen protein ¢okeltmesini tersine
cevirerek etki gosterip gostermedigini arastirmiglardir. Mevcut c¢alismada, Cu (1)
selatorii  d-penisilamin, bir disilfit bag veya bir tiyoeter bagi vasitasiyla
nanopartikiillere kovalent olarak konjiige edilmistir. Daha sonra nanopartikiil-selator
konjugatlar1 4°C'de saklanarak, konjugatlarin sulu siispansiyonda pH 6-8 arasinda stabil
oldugu belirlenmistir. D-penisilaminin nano-taneciklerden salinmasi, ditiotreitol gibi
indirgeyici ajanlar kullanilarak elde edilmistir. Sadece konjuge d-penisilamini serbest
birakan indirgeyici kosullar altinda muamele edilen nanopartikiillerin, bakir-Af (1-42)
agregalarim etkili bir sekilde ¢ozdiigii tespit edilmisitr. Bu sonuglar nanopartikiillerin,
AP (1-42) birikiminin dnlenmesi i¢in beyine d-penisilamin verme potansiyeline ve diger
merkezi sinir sistemi hastaliklarinda metal iyon birikimini azaltma potansiyeline sahip

oldugunu gosterilmistir.

AP protein fibrillerinin olusumu, AH’nin patolojisinde dnemli bir adim olarak kabul
edilmektedir. AP birikimini inhibe etmek, AH tedavisi i¢in umut verici bir yaklasim
olarak diigtiniilmektedir. lkeda et al. (2006) bu c¢alismada, AP (1-42) fibrillerinin
belirgin amiloidojenik aktivite ve sitotoksisite ile olusumunu engellemek igin, yapay
saperon olarak, hidrofobik kolesterol kisimlari olan bir polisakarit pullulandan (CHP)
olusan, biyo-uyumlu nanojelleri kullanmay1 amaglamistir. CHP nanojellerin, partikiil
basina 6-8 AP (1-42) molekiili icerdigi ve APmin konformasyonunda rastgele bir
sarmalda, a-sarmalin veya B-levhasinin zengin bir yapiya donlismesine neden oldugu

belirtilmisitr. Bu yapinin, 37 °C'de 24 saatlik bir inkiibasyondan sonra stabil oldugu ve
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AB (1-42)nin birikmesini bastirdigi rapor edilmistir. Ayrica, metil-p-siklodekstrin
eklenmesinden kaynaklanan nanojellerin ayrismasinin monomerik AP molekiillerinin
serbest kalmasina neden oldugu tespit edilmisitr. Fizyolojik kosullar altinda, pozitif
yiiklerle amino grubu modifiye edilmis CHP'den (CHPNH32) olusan nanojellerin, CHP
nanojellerinden daha biiyiik, inhibe edici bir etkiye sahip oldugu goézlenmistir. CHPNH2
ve AP arasindaki elektrostatik etkilesimlerin fibril olusumunu 6nemli derecede inhibe
ettigi rapor edilmistir. Ayrica, CHPNH2 nanojellerin PC12 hiicrelerini AP

toksisitesinden korudugu belirtilmistir.

Liu et al. (2009) prototip nanopargacik-selator konjugatint (Nano-N2PY)
sentezlemiglerdir. Daha sonra sentezledikleri Nano-N2PY’nin amiloid toksisitesi
tizerine etkilerine bakmuglardir. Yapilan ¢alismalar sonucunda, Nano-N2PY’nin insan
kortikal néronlarin1 amiloidle baglantili olan oksidatif toksisiteden koruduklarini tespit
etmislerdir. Ayrica, Nano-N2PY ’nin amiloid-agregat olusumunu etkili bir sekilde inhibe

ettigi rapor edilmistir.

Birgok calisma, C60 fulleren tiirevli nanomalzemelerin noroprotektif etkilerine
odaklanmistir. Molekiil basina ¢oklu radikal ekleyebilen C60 fullerenin kendine 6zgii
yapisinin, hiicre i¢i oksidatif stresin neden oldugu sitotoksik etkileri azaltarak etkili bir
antioksidan etki gosterdigi bilinmektedir. Lee et al. (2010) bu ¢alismada, poli (etilen
glikol) igeren bir C60 fulleren tiirevi olan PEG-C60-3 ve bunun pentoksifilin iceren
hibrid (PTX-C60-2) yapilarinin Neuro-2A hiicrelerinde AB(25-35) kaynakl toksisiteye
kars1 etkileri arastirllmigtir. PEG-C60-3 ve PTX-C60-2, reaktif oksijen tiirlerinin
azaltilmast ve mitokondriyal membran potansiyelinin korunmasi gibi benzer
aktivitelerle AP(25-35) kaynakli sitotoksisiteyi onemli 6l¢iide azalttigi belirlenmistir.
PEG-C60-3 ve PTX-C60-2'nin sitokorumasinin, antioksidan aktivitelerin, hiicreleri Ap
hasarindan korudugunu gosteren bir otofaji inhibitdrii tarafindan kismen azaldigi

kaydedilmistir.

Mulik et al. (2010) fotostabilite ve hedefleme ile arttirtlmig hiicre alimini saglamak

amaciyla kurkumin igeren apolipoprotein E3 aracili poli (biitil) siyanoakrilat



65

nanopartikiilleri (ApoE3-C-PBCA) hazirlamislardir. Hazirlanan nanopartikiiller,
partikiil biiytikligii, zeta potansiyeli, tutma etkinligi ve in vitro ilag salimi ile karakterize
edilmistir. /n vitro hiicre kiiltiirii ¢alismasinda, ApoE3-C-PBCA'nin, diiz kurkumin
coOzeltisine kiyasla SH-SYSY noéroblastoma hiicrelerinde AP kaynakli sitotoksisiteye
kars1 artan terapotik etkinlik gosterdigi kaydedilmistir. AB’nin nodronal hiicrelerde
apoptoziyi tetikledigi bilinmektedir. Bu nedenle akis sitometri deneyleri kullanilarak,
kurkuminin antiapoptotik aktivitesi ¢alisilmistir. Tiim deneyler sonucunda, kurkumin
aktivitesinin arttirilmig hiicre alim ve siirekli bir ila¢ salim etkisi gosteren diiz kurkumin
cozeltisine kiyasla ApoE3-C-PBCA ile giiclendirildigi tespit edilmistir. ApoE3'in
kurkumin ile birlikte AP kaynakli sitotoksisiteye karsi aktiviteye sahip oldugu rapor

edilmistir.

Saraiva et al. (2010) AP, AH mekanizmasinda merkezi bir rol oynamaktadir. AP
olusumu ve birikimi, B bakimindan zenginlestirilmis ikincil bir yapiya gecise bagh bir
degisimden kaynaklandigi bilinmektedir. Bu ¢alismada, AP toplanmasini engellemek
icin AP konformasyonunun adsorpsiyon yoluyla nanoparcaciklara yeniden doniistimiinii
iceren bir strateji gelistirmeyi amaglanmistir. NP'ler, mikrojeller ve latekslere yol agan
polistirenin siilfonasyonu ile sentezlenmistir. Her iki polimerik nanoyapinin, A
indiiklenmeyen bir duruma neden olan konformasyonu etkiledigi rapor edilmistir.
Ayrica, oligomerizasyonun geciktigi ve sitotoksisitenin azaldigi tespit edilmistir.
Hidrofilik kisimlar ve hidrofobik zincirler arasindaki uygun dengenin etkili NP'lerin

temel bir 6zelligi oldugu belirtilmistir.

Chonpathompikunlerta et al. (2011) insan ndroblastom SH-SYSY hiicrelerinde,
antioksidan etki ve nitroksit radikal igeren nanopartikiillerin (RNP'ler), piperin (PI) ile
birlestirilen potansiyel mekanizmasini aragtirmislardir. RNP/PI'nin SH-SY5Y hiicre
hatt1 lizerindeki etkileri, hiicre canliligi icin WST, reaktif oksijen tiirlerinin iiretilmesi
icin nitromavi tetrazolyum ve deoksiriboz, reaktif oksijen tiirlerinin triinleri ve
apoptotik hiicre oliimii i¢in ELISA, katalaz ve glutatyon peroksidaz aktivitesi i¢in
biyokimyasal teknikler kullanilarak belirlenmistir. RNP/PI’'nin, yalnizca RNP'lerle

tedavi edilen hiicrelere kiyasla reaktif oksijen tiirlerinin seviyesini ve reaktif oksijen
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tirlerinin  {riinlerini 6nemli Olgiide azalttigi tespit edilmistir. Ayrica, RNP/PI
kombinasyonunun, in vitro Alzheimer modelinde artan bir antioksidan etkiye sahip
oldugu bulunmustur. Bu kombinasyon tedavisinin koruyucu etkisinin mekanizmasinin,
reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu azaltma ve apoptozu 6nleme kabiliyeti ile iligkili

oldugu rapor edilmistir.

Asir1 AP Dbirikimi, Alzheimer hastaliginin patogenezinde onemli bir olay olarak
gorilmektedir. AP kaynakli noronal sitotoksisitenin altinda yatan olasi mekanizmalar
arasinda reaktif oksijen tiirlerinin asir1 {iretimi ve apoptozun oldugu bilinmektedir.
Temelde nitroksil radikaline sahip olan ve kimyasal olarak ROS'u temizleyen yeni
nanopartikiiller tasarlanmistir. Chonpathompikunlert et al.(2011) bu ¢alismada, insan
noroblastom SH-SYS5Y hiicrelerinde nitroksil radikal iceren nanopartikiillerin (RNP),
AP ile indiiklenen sitotoksisite iizerindeki potansiyel noroprotektif roliinii belirlemeyi
amaglamiglardir. Hiicre canliligi, apoptotik oran, siiperoksit anyon radikalleri ve
hidroksil radikalleri iceren ROS seviyeleri, lipit peroksidasyonunu i¢eren ROS iiretimi,
protein oksidasyonu ve DNA oksidasyonu olgiilerek tespit edilmistir. RNP ile 6nceden
inkiibe edilmis SH-SY5Y hiicrelerinin, Ap kaynakli hasardan korundugu belirlenmistir.
Kantitatif analizler sonucu, RNP'lerin hiicre i¢i oksidatif stresi azalttigi goriilmiistiir.
Ayrica RNP’nin, okside olmus lipitlerin, proteinlerin ve DNA'min miktarin1 6nemli

ol¢iide azalttig1 rapor edilmistir.

Nitrozatif stres ve mitokondriyal disfonksiyonun AH’nin patogenezinde rol oynadigi
bir¢cok caligmada gdsterilmisitr. AP ve peroksinit mitokondriyal boliinmeyi diizenleyen
dinaminle 1iliskili protein 1'in (DRP1) anormal aktivasyonu ile mitokondriyal
parcalanma ve noronal hiicre 6liimiiniin indiikledigi bilinmektedir. AH'de mitokondriyal
parcalanma ve DRP1’in agir1 aktivasyonunun tam mekanizmalar1 bilinmemektedir.
Ayrica peroksinitritten kaynaklanan nitrozatif stresin AH’daki rolii agik olmasina
ragmen etkili antioksidan tedavilerin eksik oldugu goriilmektedir. Dowding et al. (2014)
yaptiklart bir ¢alismada, seryum oksit nanoparcaciklarinin, siiperoksit anyonlart,
hidrojen peroksit ve peroksinitleri temizleyerek norodejenerasyona karsi koruma

sagladigin1 tespit etmislerdir. Burada seryum oksit nanoparcgaciklarinin ndronlar
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tarafindan icsellestirilerek, mitokondri ve plazma zarlarinda biriktigi rapor edilmistir.
Ayrica, seryum oksit nanoparcaciklarinin, peroksinitrite maruz kalan ndronlardaki
reaktif azot tiirlerini, protein tirozin nitrasyon seviyelerini, Ap kaynakli mitokondriyal

parcalanmay1 ve ndronal hiicre 6liimiinii azaltig1 tespit edilmistir.

Yapilan c¢aligmalar sonucu AH'nin karmasik patogenezinin, kapsamli bir tedavi
gerektirdigini ve AH'ye karsi ¢ok islevli ilaglarin daha fazla istendigi rapor edilmistir.
Gao et al. (2014) bu c¢alismada, altin nanoparcacikli polioksometalat peptidlerin
(AUNP'ler@POMD-pep) yeni ¢ok islevli bir AP inhibitorii olarak tasarlanarak
etkilerinin arastirilmasini amaglamislardir. AuUNP@POMD-pep’in AP agregasyonunun
inhibe edilmesinde, AP fibrillerinin ayristirilmasinda, AP kaynakli peroksidaz
aktivitesinin ve sitotoksisitenin azaltilmasinda sinerjik etkiler gosterdigi kaydedilmistir.
Ayrica, AuNPs@POMD-pep'in kan beyin bariyerini gecerek kiigciik molekiillii anti -

AH ilaglarinin sakincalarini giderebildigi tespit edilmistir.

Onceden yapilan calismalar, epiglo-katechin-3-gallatn  (EGCG), AP birikmesini
Onleyerek hiicreleri AP aracili norotoksisiteden kismen koruyabildigini gostermislerdir.
Zhang et al. (2014), Tet-1 peptidi ile kaplanmig EGCG'yi selenyum nanopartikiillerinin
(Tet-1-EGCG@Se) yiizeyine baglayarak, AP agregasyonunun, amiloid fibril ayristirma
isleminin anlasilmasint ve EGCG'nin yiiksek dozlarda sitotoksisitesini azaltmasini
amaglamiglardir. ~ Yapilan ¢alismalar  sonucunda, Tet-1-EGCG@Semin AP
fibrilasyonunu etkili bir sekilde inhibe edebildigini ve Onceden olusturulmus AP
fibrillerini toksik olmayan agregatlara ayirdigini tespit etmislerdir. Ek olarak,

EGCG@Se'nin AP fibrillerini yiiksek bir afinite ile etiketledigi kaydedilmistir.

Wang et al. (2015), néronal hiicrelerin yiizeyindeki glikozaminoglikanlarin, hiicre
yizeyinde plak olusumunu saglamak i¢in ¢ekirdeklenme bdolgeleri olarak gorev
yaptiklarin1 rapor etmislerdir. Bu islemi taklit eden, heparin ile kapli manyetik
nanopartikiiller sentezlenerek enzimle bagli immiinosorbent deneyi, jel elektroforezi ve
tiyoflavin T deneyi igeren cesitli tekniklerle AP ile baglandigi gosterilmistir.

Nanopartikiillerin, noronal hiicrelere karsi ¢ok az toksisite sergiledigi ortaya konmustur.
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Ayrica, heparin ile kapli nanopartikiillerin, noronal hiicreleri AP kaynakl
sitotoksisiteden etkili bir sekilde korudugu tespit edilmistir. Bu sonuglar, heparin
nanoparcaciklarinin AP ¢alismalar1 i¢in ¢ok faydali bir ara¢ olabilecegini

gostermektedir.

Gregori et al. (2017) retro-inverso peptidi RI-OR2-TAT ile siislenmis nanolipozomlarin
AB'nin toplanmasi ve toksisitesi lizerindeki etkilerinin arastirilmasini amaglamiglardir.
Bu peptid inhibitor nanopargaciklarin (PINP) konsantrasyonlarinin, 1:2000 molar
oraninda lipozom bagli RI-OR2-TAT ile ABnin %50 inhibisyonuna neden olmustur. /n
vitro AP oligomerlerinin ve fibrillerinin olusumunu inhibe etmek i¢in oldukg¢a diisiik
konsantrasyonlara ihtiya¢ oldugu belirlenmistir. Ayrica PINP'lerin yiiksek afiniteye
sahip olan AB'ye baglanarak SHSY-5Y hiicrelerini AB'nin toksik etkisinden kurtardigini

tespit etmislerdir.

Guan et al. (2016), rasyonel olarak hem proteolitik hem de siiperoksit dismutaz (SOD)
aktiviteleri ile Seria / Polioksometalat hibridlerle (CeONP@POM') yapay bir nanozim
tasarlayarak AP agregasyonu iizerindeki etkilerini incelemistir. Elde edilen sonuglara
gore CeONP@POM'lerin AP agregalarini énemli oranda bozdugu ve hiicre ici reaktif
oksijen tiirlerini (ROT) azalttig1 goriilmiistiir. Ayrica, CcONP@POMD‘nin kan beyin
bariyerini (BBB) gectigi belirlenmistir. Nanozim olarak CeONP@POMD'nin, biyolojik
dagilimlari, viicut agirlik degisimi, in vivo toksikolojilerine bakilarak, iyi bir biyo-
uygunluga sahip oldugu gosterilmistir. Bu sonuglara bakilarak, AP ndrotoksisitesinin
tedavisi i¢cin ¢ok islevli yapay nanozimlerin tasarlanmasinin yolunun agildigi

disiiniilmektedir.

Kim et al. (2016), Au nanopartikiillerin (AuNP) biiyiikliigiiniin, seklinin ve yiizey
yiikiiniin, AB-AuNP birikme islemini kolaylastiran sivi bir platformda beyindeki AP
birikmesi iizerine etkilerini aragtirmiglardir. Yapilan aragtirmalar sonucunda, biiyiik
AuNP'lerin beyinde biiyiik ve amorf agregatlarini, kiiciik AuNP'lerin ise protofibriler
AP yapilarmi indiikledigi bulunmustur. Pozitif yiikli AuNP'lerin, AB'ye negatif yikli
AuNP'lerden daha giiglii sekilde c¢ekildigi rapor edilmistir. Nanopargacik seklinin
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beyinde AP toplamasi iizerindeki etkisini incelemek icin kiiresel AuNP'leri, altin
nanocubuklar1 ve altin nanokiipleri de karsilagtirmiglardir. Karsilastirma sonucunda
AP’nin, altin nanogubuklarin uzun eksenine baglanarak daha az fibril olusturdugu
goriliirken, nanokiiplerin ise fibril ag1 iiretmek i¢in tiim eksenleriyle AP ile etkilesime
gectigi tespit edilmistir. Son olarak, farkli nanoyapilarin ndroblastoma hiicrelerinde
farkli sitotoksisiteye neden oldugu ve kiigiik AP birikimlerinin daha yiiksek sitotoksisite

indiikledigi rapor edilmistir.

Liu et al. (2017) iminodiasetik asit konjuge nanopartikiilleri (IDA-NP) tasarlayarak, bu
nanopartikiillerin AP42 agregasyonu ve Zn'? tarafindan hizlandirilan sitotoksisite
tizerine etkilerini arastirmislardir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda, AP42 fibrilasyonuna
kars1 IDA-NP'nin yiiksek metal selat kapasitesi ve gii¢lii inhibisyon kabiliyeti sagladigi
rapor edilmistir. Ayrica, IDA-NP'nin 6zel ylizey karakter ozelligi gostererek AP42
fibrilasyonunu inhibe etti tespit edilmistir. IDA-NP, SH-SYS5Y hiicrelerinin hiicre
canliligini %80 arttirarak Zn*? ve AP42 tiirlerinin neden oldugu sitotoksisiteden
hiicreleri korudugu ortaya konmustur. Sonug olarak, IDA-NP'nin Zn*? aracili AP
birikimine ve sitotoksisitesine karsi onleyici bir bifonksiyonel nano-modiilator oldugu

kanitlanmustir.

Biriken AP, AH’nin patolojik bir isareti olarak bilinmektedir. Terapdtik bir strateji, Ap
birikimini durdurarak, bu birikintileri ortadan kaldirmaktadir. Cesitli birikme
inhibitorleri arastirilmis olsa da, sadece nanoparcaciklarin (NP) diisiik oranlarda iimit
vaat ettigi bilinmektedir. Ayarlanabilir biiyiikliik, sekil ve ylizey o6zelliklerine sahip
NP'ler, rasyonel tasarimli AP birikme inhibitorleri i¢in ideal bir platform olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Moore et al. (2017) bu ¢alismada, farkli yiizey kaplamalari ve
caplart sergileyen altin nanokiirelerin inhibe edici Ozelliklerini tanimlamislardir.
NP’lerin elektrik yiikii, agrega morfolojisini etkilerken, hem NP ¢apinin hem de yiizey
kimyasinin birikme derecesini énemli oranda degistirdigi tespit edilmistir. Ozellikle, 8
nm ve 18 nm poli (akrilik asit) kapli NP'lerin, 1: 2.000.000'1ik oranda AP
agregasyonunu engelledigi rapor edilmistir. Teorik hesaplamalar, bu diisiik

stokiyometrinin NP yiizeyine yakin ¢6zelti kosullarindan kaynaklandigini gostermistir.
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Bu bulgular, yiizey kaplamali altin nanokiirelerin, Ap agregasyonunun inhibisyonu i¢in
ayarlanabilir terapdtik ajanlar olarak hizmet etme potansiyeli gosterdigini tespit

etmislerdir.

Xiong et al. (2017), iki peptid inhibitorii VVIA ve LPFFD'yi tek sekanslarda
birlestirerek, peptit inhibitorlerinin molekiiler melezlerini tasarlamay1 ve bunlarin AB42
agregasyonu ve sitotoksisitesi iizerindeki etkilerini incelemeyi amaglamislardir. Hibrit
peptitlerin, iki onciisii ile karsilastirildiginda, orta derecede fakat artan bir inhibe edici
aktivite sergiledikleri goriilmiistiir. Bununla birlikte, peptidlerin altin nanopargaciklara
(AuNP'ler) konjuge edilmesine karsilik gelen peptit @ AuNP'lerin, Ap42 toplanmasini
ve sitotoksisiteyi inhibe etme aktivitesinin biiyiik dl¢tide gelistigi goriilmiistiir. Bunlar
arasinda, en etkili olan VVIACLPFFD (VCD10) AUNP’nin, ¢ok diisiik dozajda hiicre
canliligini %48'den %82'ye yiikselttigi tespit edilmistir. VCD10 @ AuNP'lerin yapisal
ozelliklerinin, AuNP yiizeyindeki AP ile sinerjik etkilesimleri destekleyerek, AP
oligomerizasyonu ve fibrilasyonunun giiglii inhibisyonlarina neden oldugu tespit

edilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Kullamilan Kimyasallar ve Kitler

Aragtirmalar esnasinda kullanilan kimyasal maddeler ile ilgili bilgiler Cizelge 3.1°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Arastirmalar sirasinda kullanilan kimyasallar

Malzemenin Adi Temin Edildikleri Firmalar
Asetilkolinesteraz Kit Abcam® (ABD)

Borik asit (H:BO3) Eti-Maden® (Tiirkiye)
DMEM F:12 medyum Gibco® (ABD)

DMSO Sigma-Aldrich® (Almanya)
Fetal Bovine serum (100 ml) Sigma®

Fosfat tamponlu salin (PBS) MP Biomedicals® , Almanya
Hidrazin Hidrat (N2H4.H20) Sigma-Aldrich® (Almanya)
LDH sitotoksisite deney Kiti Cell Biolabs®, USA

MTT hiicre ¢ogalmasi deney kiti Milipore®, Almanya
Izopropanol Sigma-Aldrich®

Hidroklorik (HCI) asit Sigma-Aldrich®

Sodyum Azid (NaNs3) Sigma-Aldrich® (Almanya)
Triton-X-100 Sigma-Aldrich®

Total antioksidan kapasite (TAK) kiti Rel Assay Diagnostics®, Tiirkiye
Total oksidan durum (TOD) kiti Rel Assay Diagnostics®
Penisilin-streptomisin (100 ml) Sigma® , USA

Trypan Blue Soliisyonu Sigma-Aldrich®
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3.2. Kullanilan Aletler ve Cihazlar

Arastirmalar sirasinda kullanilan aletler ve cihazlar Cizelge 3.2’de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Arastirmalar siiresince kullanilan aletler ve cihazlar

Aletin Ad1

Analitik Terazi (0,0001)
Biyogiivenlik Kabini
CO2’li Inkiibatdr

Derin dondurucu — 86, biiyiik boy |

Dijital Mikrobiyolojik Emniyet Kabini

Hassas Terazi

Isitilict Manyetik Karistirict
Isitici-sogutucu Kuru Blok
Isik Mikroskobu

Invert Mikroskop

Masaustii pH Metre
Mikroplaka Okuyucu
Otoklav

Santrifiij

Sogutmal1 Santrifiij
Spektrofotometre

Su Banyosu

Ultra Saf Su Cihazi
UV-Visible Spektrofotometre
Vorteks

X-Isi Difraktometresi

Modeli

Shimadzu ATX 224
ESCO NordicSafe™
ESCO Celculture

Esco, uus-439b

ESCO, AC2-4E8M
Unibloc, Shimadzu
Daihan, shr

Bioer, ch 202

Ze1ss,

Leica DFC450C Model: CH-9435
Adwa , AD1000

Epoch bio-tek

JSR, JSAC-60

Hettich Zentrifugen Universal 320R
Hettich, Universal 320R
Biotek EPOCH

Daihan

Millipore, Q-3W
Mecasys, Optizen uv/vis
Wisd Wisemix VM-10
Rigaku SmartLAb
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3.3. hBN Nanopartikiiliiniin Sentezi

Hekzagonal bor nitriiriin (hBN) sentezinde, bor ve azot kaynaklar1 olarak borik asit
(HsBO3), sodyum azid (NaNsz) ve hidrazin hidrat (N2H4.H.O) kimyasallari
kullanilmustir. 11k olarak, 2,5 g HsBO3s ve 8 g NaNs kimyasallar1 300 ml deiyonize suda
¢Ozdiriiliip, magnetik karistirict yardimiyla 30 dakika boyunca karistirma islemi
gerceklestirilmistir. Daha sonra ¢ozeltiye 2,3 ml N2Hs.H20 eklendikten sonra ¢ozelti 30
dakika daha karistirtlmistir. Karistirma isleminden sonra azotlu gaz ortaminda otoklava
yerlestirilen ¢ozelti, otoklav kiil firminda 16 saat boyunca 300°C sicaklikta
bekletilmigtir. 16 saat sonunda otoklavdan g¢ikarilan {iriin bol su ile yikanmistir.
Ardindan irlin deiyonize su ile 100°C sicaklikta 2-3 saat boyunca vakumlu ortamda

kurutma islemine tabi tutularak hBN nanopartikiilleri sentezlenmistir.

3.4. hBN Nanopartikiiliiniin Karakterizasyonu

Sentez edilen hBN nanopartikiiliin biiyiikliigiinii, morfolojisini tayin etmek i¢in XRD,

SEM ve TEM analizleri yapilmistir.

XRD, kristal malzemelerin faz tanimlamasi, karakterizasyonu i¢in kullanilan giiglii ve
zararsiz bir tekniktir. Ortalama tane biiylikliigil, kristal yapi, sekil degistirme, kristal
kusurlar, atom araliklar1 hakkinda bilgi saglamaktadir. XRD pikleri, bir ornekteki her
kafes diizlemi kiimesinden belirli acilarda sagilan monokromatik bir x 1511 demetinin ve
kristal toz numunenin yapici etkilesim ilkesine dayanarak iiretilmektedir. Ayrica olusan
XRD modeli, belirli bir malzemedeki periyodik atomik diizenlemelerin gostergesi

olarak kabul edilmektedir (Li et al. 2008).

SEM numune ylizeyini tarayarak bilgi elde etmeyi amaclayan, odaklanmis elektron
isinlarint  kullanan giliglii  bir biiylitme aracidir (Deepika 2014; Choudhary and
Choudhary 2017). SEM numunenin yiizey topografyasi, morfolojisi, kimyasal bilesimi,
kristal yapis1 ve elektriksel davranislari hakkinda bilgi vermektedir. Ayrica SEM kati
numunelerin yiizey verileri hakkinda ayrintili bilgi sunmaktadir (Parry 2000; Choudhary
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and Choudhary 2017). SEM’lerin biiyiik, pahali ekipman pargalart olmasina ragmen,
tirettikleri yiiksek ¢Oziiniirlikli, ti¢ boyutlu, ayrintili goriintiilerden dolayi, genis
uygulama ve yetenekleri nedeniyle, arastirmacilar arasinda popiiler olmaya devam
etmektedir (Choudhary and Choudhary 2017).

TEM, goriintii olusturmak amaciyla 6rnekten bir elektron 1smin iletildigi, iki boyutlu,
yiiksek ¢oziintirliiklii bir mikroskopi teknigidir. TEM, malzemelerin partikiil bliyiikligi,
sekli, yilizey Ozellikleri, kristal ve element yapis1 hakkinda giivenilir bilgi vermektedir
(Williams 1996; Powers et al. 2012; Yang 2017). Her yil degisik TEM tekniklerinin
kapsami, bilgi genisligi ve giicii genisletilerek cok hizli gelisme gosteren bir alan olarak
bilinmektedir. Modern bir TEM, birka¢ metrekiip nanometrelik hacimlerden kirinim
desenlerini toplayabilen ve atom Olcegine kadar Ornekleme numuneleri alabilen,

karmasik bir karakterizasyon tesisi olusturmaktadir (Guzzinati et al. 2018).

Bu tez ¢aligmasinda, hBN mikro-nanopartikiil XRD analizlerinde Rigaku SmartLAb X
151n difraktometresi kullanilmistir. Orneklerin SEM gériintiileri Jeo Jsm-6610 marka
SEM cihaziyla, TEM goriintiileri Philips CM30T marka TEM cihaziyla elde edilmistir.

3.5. Hiicre Hattinin Temini

Calismada kullanilan Insan néroblastoma (SH-SY5Y) hiicre hattt Amerika Hiicre Kiiltiir
Koleksiyonu (American Type Cell Culture, ATCC®) bankasindan satin alinmistir.

3.6. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cozeltiler

Hiicre kiiltiirinde kullanilan ¢ozeltilerin  tiimii  steril ortamda hazirlanmistir.
Cozeltilerdeki saf su, otoklavda 120°C’de 15 dakika steril edildikten sonra
kullanilmistir. Hiicre besiyeri ve PBS (1X), +4°C’de muhafaza edilerek kullanilmustir.
Fetal bovin serum (FBS) ¢ozeltisi, inkiibasyon sonucu inaktif hale getirilerek

kullanilmustir.
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Hiicre kiiltiiriinde kullanilan ¢ozeltiler asagida ifade edilen oranlara goére hazirlanmistir;

-PBS ¢ozeltisi (1X):
PBS ¢ozeltisi (10X) 10 mL
Steril su 90 mL

-Tripsin - EDTA c¢ozeltisi (%0,1 - %0,04):
Tripsin 0,1 g

EDTA 0,04 g

PBS ¢ozeltisi (1X) 100 mL

-Antibiyotik cozeltisi:
Penisilin/streptomisin (10000U/10000 pg/mL) 1 mL
Steril su9 mL

-SH-SYS5Y hiicreleri i¢in besiyeri (%10):
FBS ¢ozeltisi 5 mL

Antibiyotik ¢ozeltisi 0,5 mL

DMEM F-12 besiyeri 44,5 mL

3.7. Hiicre Hattinin Acilmasi, Pasajlanmasi ve Kiiltiire Edilmesi

-80°C’de soguga dayanikli vial i¢inde saklanan SH-SYS5Y hiicreleri 3-4 dakika 37°C’lik
su banyosunda isitilmistir. 15 mL’lik falkona alinan hiicreler 5 mL %10 FBS, %1
penisilin/streptomisin, %31 glutamin igeren Dulbecco’s modified Eagle medium
(DMEM: F12) besiyeri eklenerek pipetajlama ile siispanse edilmistir. Hiicre
siispansiyonu 1200 rpm’de (dakikadaki devir sayisi) 3 dakika santrifiij edilerek
siipernatant atilmistir. Hiicre hat stoklarindaki DMSO’nun uzaklastirilmasi amaciyla
yapilan bu islem iki defa tekrar edilmistir. Elde edilen hiicre pelletine, 1 mL DMEM:

F12 besiyeri ilave edilerek yavasca pipetajlama yapilmistir. Daha sonra hiicre
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siispansiyonu 25 cm?’lik flasklarda 5 mL serumlu medyum icerisine ekilerek 37°C’de,

%5 karbondioksit (CO2) ve %90 bagil nem igeren ortamda inkiibasyona birakilmstir.

Inkiibasyon sonunda tutunmamis olan hiicreler, siipernatantin atilmasi ile ortamdan
uzaklastirilmistir ve ortama yeni DMEM: F12 besiyeri ilave edilmistir. Faz-kontrast,
invert mikroskop ile kontrol edilerek hiicre yogunlugunun %70 konfluense ulastig
tespit edilince, hiicreler haftada 2-3 kez pasajlanarak c¢ogaltilmistir. Daha sonra
cogaltilan hiicreler mikroskopta sayilmistir. Sayilan hiicreler 10* hiicre/cm?“lik bir hiicre
yogunlugunda yeni kiiltlir ortamlarina aktarilmistir. Bu ortama DMEM: F12 besiyeri
eklenerek 37°C’de, %5 CO2’li inkiibatorde kiiltiirlenmistir.

3.8. SH-SYSY Hiicrelerinin Farkhlastirilmasi

SH-SYS5Y noroblastoma hiicre hatt1 ilk olarak 75cm?1ik flasklara ekilmistir. Daha sonra
SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerin  tutunmasi i¢in 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra, hiicrelerin bulundugu besiyeri inaktif %1 FBS ve 15 pM retinoik
asit (RA) iceren DMEM:F12 besiyeri ile degistirilerek farklilasma siireci baslatilmistir.
Kiiltiir ortami her 2 gilinde bir degistirilmistir. Bu islem 15 giin boyunca devam
ettirilmigtir. Bu silire zarfinda hiicrelerin morfolojisi ve farklilagma siireci 151k

mikroskobuyla kontrol edilmistir.

Farklilasan hiicre kiiltiirti, farkli hBN nanopartikiil (1, 5, 10, 25, 50, 100, 250 ve 500
mg/L) konsantrasyonlarinda 48 saat siiresince beta amiloid (AP) peptid ile inkiibe

edilmistir.

3.9. MTT Testi

Mitokondriyal dehidrojenaz performans ol¢iimii olarak da bilinen MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenyl tetrasodium bromide) tahlili, hiicre proliferasyonunun
hizli bir degerlendirmesine olanak saglayan, kolorimetrik bir yontemdir (Li et al. 2015).

Mitokondriyal aktivite, mitokondriyal dehidrojenaz enzimleri tetrazolyum halkasini
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pargaladigi icin tetrazolyum tuzlar kullanilarak test edilmektedir. Yalnizca aktif
mitokondri bu enzimleri igerdiginden, reaksiyon sadece canli hiicrelerde meydana
gelmektedir (Lewinski et al.2008). Bu deneyde, hiicre canlilig1 ve bilesigin sitotoksik

etkileri, Cayman Chemical sirketi tarafindan tiretilen MTT kiti kullanilarak 6lgiilmuistiir.

Hiicreler 96°lik plakanin her bir kuyucuguna 100 pL kiiltiir medyumu icerisinde 10°
hiicre bulunacak sekilde, test bilesigi ile birlikte ve test bilesigi olmadan ekilmistir.
Hiicrelerin 37°C’de, %5°’lik CO2’li etlivde 48 saat siire ile kiiltiirii yapilmistir. 48 saatin
sonunda, plakanmn her bir kuyucugu 100 pl PBS ile yikanmistir. Pozitif kontrole ait
kuyucuklar PBS ile yikandiktan sonra her bir kuyucuga pipet yardimiyla 10 pl Triton-X
eklenerek, etiivde 15 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra her bir kuyucuga
tampon tableti, MTT reaktifi ve kristal ¢oziicii soliisyonuyla hazirlanmis olan MTT
¢ozeltisinden 20 pl ilave edilerek, hiicreler etiivde (37°C, %5 CO2) 3 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibe edildikten sonra meydana gelen formazan, kuyucuklarin dibinde
siyah kristaller halinde goriilmiistiir. Daha sonra formazan kristalleri 100 pl dimetil
siilfoksid (DMSO) (SigmaAldrich®) i¢inde c¢oziilmiistiir. Numunelerin absorbansi

mikroplaka okuyucu kullanilarak 570 nm’de okunmustur.

3.10. LDH Salimim Testi

Kolorimetrik bir sitotoksisite tayin yontemi olan LDH analizi, laktat dehidrojenaz enzim
miktarimi Olgmektedir. Hiicre sitotoksisitesinin degerlendirilmesi ig¢in, hiicre tabanl
caligma odakli, laboratuvarda kullanilan bir yontemdir (Moharamzadeh et al. 2009).
Plazma zarinin hasarlanmasi sonucu hiicre kiiltiirii siipernatant i¢cine hizli bir sekilde
LDH salinarak, LDH sitotoksisite maddesiyle belirlenmektedir (Korzeniewski and
Callerwaert 1983). Bu deneyde LDH aktivitesini degerlendirmek icin, Cell Biolabs®,
USA sirketi tarafindan iretilen LDH kiti kullanilmistir. Kullanilan LDH kitinin

bilesenleri:
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e LDH reaktifi=10 mL
e Triton X-100 soliisyon=10 mL

Hiicreler, 96 kuyucuklu plakalara ekilmistir ve 48 saat siiresince farkl
konsantrasyonlarda test bilesiklerine maruz birakilmistir. Maruziyetten sonra, pozitif
kontroliin bulundugu kuyucuga 10 pul Triton-X eklenerek, 37°C’de %5’lik CO2’li
etiivde karanlik ortamda 15 dakika inkiibe edilmistir. 1nk1'ibasyondan sonra,
kuyucuklardan 90 pl alinarak yeni 96 kuyucuklu plakaya aktarilmistir. Daha sonra 96
kuyucugun her birine LDH reaktifinden 10 pl aktarilmistir ve 30 dakika boyunca
37°C’de %5°lik CO2’li etiivde karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Inkiibe edildikten
sonra, numunelerin absorbanst mikroplaka okuyucu kullanilarak 450 nm’de
okunmustur. Bu okuma sonucunda elde edilen absorbans degerleri asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmaistir.

LDH (%Relatif Sitotoksisite)=[AOrnegin Abs. Degeri-ANegatif Kontrol Abs. Degeri
J/[APozitif Kontrol Abs Degeri-ANegatif Kontrol Abs. Degeri 1x100

3.11. Toplam Antioksidan Kapasitesi (TAK)

TAK bir ortamda bulunan antioksidan aktivitesinin faydali bir tahmini olup, bir kisinin
genel antioksidan durumu hakkinda bilgi vermeye yonelik bir yontemdir (Cumurcu et
al. 2009). TAK’1 belirlemek i¢in bircok yontem gelistirilmistir. En yaygin kullanilan
kolorimetrik yontemler, 2,2'-azino-bis (3-etilbenz-tiyazolin-6-siilfonik asit) ABTS+

temelli yontemlerdir (Erel 2004).

TAK seviyeleri, antioksidanlar tarafindan daha kararli 2,2'-azino-bis (3-etilbenz-
tiyazolin-6-siilfonik  asit) (ABTS) radikal katyonunun karakteristik renginin
agartilmasini temel alan Erel’in TAK ticari kiti kullanilarak ol¢lilmiistiir. Sonuclar

mmol Trolox equiv./L cinsinden ifade edilmistir (Aycicek and Erel 2007).
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Kit Bilesenleri:

e Reaktif I soliisyonu =300 pl
e Reaktif 2 soliisyonu =45 pl
e Standard 1 Soliisyonu: 18 ul
e Standard 2 Soliisyonu: 18 pl

18 ul test bilesiginin farkli konsantrasyonlarimin bulundugu 96°‘lik plakanin her
kuyucuguna 300 ul Reaktif 1 soliisyonu eklenerek mikroplaka okuyucuda 660 nm’de ilk
absorbans1 okunmustur. Ik okumadan sonra ayni kuyucuklara Reaktif 2 soliisyonundan
45 ul ilave edilerek oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir. 10 dakika sonunda
mikroplaka okuyucuda 660 nm’de ikinci kez absorbansi okunmustur. Bu iki okuma
sonucunda elde edilen absorbans degerleri asagidaki formiil kullanilarak TAK diizeyleri

mmol Trolox Equiv./L cinsinden tespit edilmistir.

TAK (mmol Trolox Equiv./L)=[(AStandart 1’in degeri)-(AOrnegin degeri]/[(AStandart
I’in degeri)—(AStandart 2’nin absorbans1)]x20

3.12. Toplam Oksidan Durumu (TOD)

TOD, asidik ortamda ¢esitli oksidatif tiirlerin varliginda, ferrik iyonun ferroz iyona
oksidasyonuna ve ksilenol orange ile demir iyonu 6l¢timiine dayanan bir yontemdir. Bu
yontemde oksidanlar, demir-O-dianisidin kompleksini ferrik iyona okside etmektedir.
Uretilen demir iyonu, renkli bir ksilenol orange-ferrik iyon kompleksi olusturmaktadir.
Renk yogunlugu, numunenin oksidan miktar1 ile iligkili olup, hidrojen peroksit ile
kalibre edilen otomatik bir analizére uygulanarak degerlendirilmektedir. Sonuglar, umol

H20- / L cinsinden ifade edilmektedir (Herken et al. 2009).

TOD konsantrasyonlarr, Erel’in gelistirmis oldugu ticari kitler kullanilarak
belirlenmistir. Erel'in TAK ve TOD yontemleri kolorimetrik ve otomatiktir ve bu

tahlilin hassaslig1 miikemmeldir (Aycicek and Erel 2007).



80

Kit Bilesenleri:

e Reaktif 1 Soliisyonu: 300 pl
e Reaktif 2 Soliisyonu: 15 pl
e Standard 1 Soliisyonu: 45 pl
e Standard 2 Soliisyonu: 45 pl

45 ul test bilesiginin farkli konsantrasyonlarinin bulundugu 96’lik plakanin her
kuyucuguna 300 pl Reaktif 1 soliisyonundan eklenerek, mikroplaka okuyucuda 530
nm’de ilk absorbansi okunmustur. Sonra ayn1 kuyucuklara Reaktif 2 soliisyonundan 15
ul ilave edilerek, oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir. 10 dakikanin sonunda,
530 nm’de ikinci kez absorbansi okunmustur. Bu iki okuma sonucunda elde edilen
absorbans degerleri asagidaki formiil kullanilarak mmol TOD diizeyleri Trolox Equiv./L

cinsinden tespit edilmistir.

TOD (umol H202Equiv./L) = (AOrmegin degeri/AStandart 2’nin degeri) x (Standart 2
degeri)

3.13. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in PureLink™ RNA Mini Kiti (Invitrogen™) kullanilmistir ve
{ireticinin talimatlarma gore gerceklestirilmistir. ilk olarak &rnekler, oda sicakliginda
13.500xg’de 2 dakika santrifiij edilmistir. RNA igeren sivi fazin tamami yeni bir
ependorf tiipe alinarak {izerine 500 ul %70’lik etanol ilave edilerek 2-3 dk
vortekslenmistir. Daha sonra orneklerden 600 pl alinarak kit icerisindeki kolonlara
aktarilmistir ve Ornekler oda sicakliginda 13.500xg’de 10 saniye (sn) santrifiij
edilmistir. Kalan o6rneklerde kolonlara aktarilarak ayni sekilde santrifiij edilerek,
kolondan ge¢meleri saglanmigtir. Orneklerin tamami kolondan gectikten sonra kit
icindeki Wash I ve Wash Il yikama soliisyonlar1 kullanilmistir. Kolondaki 6rneklere 700
pl Wash I eklenerek, 13.500xg’de 10 sn santrifiij edilmistir. Daha sonra 6rneklere 500
pl Wash II eklenerek, 13.500xg’de 10 sn santrifiij edilmistir ve bu islem bir kere daha
tekrarlanmistir. Tiipiin altinda biriken s1v1 bosaltilmistir. Bos olan tiip, 13.500xg’de 2 dk
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santrifiij edilmistir. Kolon ¢ikarilarak yeni ependorf tiiplere takilmistir ve iizerine 30 pl
RNase icermeyen su ilave edilerek, oda sicakliginda 1 dakika bekletilmistir. Daha sonra
13.500xg’de 2 dk oda sicaklifinda santrifiij edilmistir. Santrifiijjden sonra kolonun
altinda bulunan RNA oOrnekleri ependorf  tlipe aktarilmistir. RNA oOrnekleri

kullanilacagi zamana kadar -80°C’de saklanmistir.

izole edilen RNA 6rneklerinin miktar ve safligi, Epoch cihazi ile tespit edilmistir. RNA
miktar1 pg/ml cinsinden Ol¢lilmiistiir. cDNA sentezlemek amaciyla RNA miktarlarinin

esit olmasi icin tespit edilen en kiiclik RNA degeri standart olarak kabul edilmistir.

3.14. ¢ DNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in “High Capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kit” (Applied
Biosystems™) kullanilmistir ve {ireticinin talimatlarina gore gergeklestirilmistir. CDNA

sentezinde kullanilan bilesikler ve miktarlar1 Cizelge 3.3’te gosterilmistir.

Cizelge 3.3. c DNA reaksiyonu

Bilesigin Ad1 Miktan
10X RT Tamponu 2,0 ul
25X dNTP karigimi (100mM) 0,8 ul
10XRT Random Primer 2,0 ul
Niikleaz icermeyen H20 4,2 ul
MultiScribe™Revers Transkriptaz 1,0 pl
TOPLAM 10 pl

Bu bilesilere ve miktarlara gore hazirlanmis Ornekler termal dongii cihazina

yerlestirilerek uygun PZR programinda c¢cDNA sentezi gerceklestirilmistir. CDNA
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sentezi i¢in kullanilan PZR programi Cizelge 3.4°te gosterilmistir. Elde edilen cDNA

ornekleri -20°C’de saklanmustir.

Cizelge 3.4. PZR programi

PZR

Sicaklik Zaman

1.Adim
2.Adim

3.Adim

‘1LAdm 2% 10dk
37°C 120 dk
85°C 5 dk
4°C o

4. Adim

3.15. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PZR)

Belirlenen genlere ait mRNA seviyelerinin tespit edilmesi igin revers transkripsiyon ile

elde edilen cDNA’lar spesifik primerlerin varliginda Real Time-Polimeraz Zincir

Reaksiyonu (RT-PZR) ile ¢ogaltilmistir. Cogaltilan genlere ait primer dizileri gizelge

3.5’te verilmistir.

Cizelge 3.5. RT-PZR’de kullanilan primerler

Gen Ad1

Forward Reverse

ADAM

AGGTGAAGAATGTGATTGTGG GCACTGTTTCCCAGGTTTC

APH1A
APOE
APP
BACE1
BDNF
EGFR
MAPT
NCSTN
PSENEN
TNF-a

CCTTTTGGGGAGTTGTGTTC CTCATACCAGGGGTTCAGGA
GGTCGCTTTTGGGATTACCT TTCCTCCAGTTCCGATTTGT
AGTTTGTGTGTTGCCCACTG CGTCATCATCGGCTTCTTCT
ACTGTGCGTGCCAACATT CGTGGGTCTGCTTTACCA
GCCTCCTCTTCTCTTTCTGCT  TTTGTCTGCCGCCGTTAC
CCTGCTCAACTGGTGTGTG ATGCTGCGGTGTTTTCAC
CCAAGACCAAGAGGGTGACA AGCATCAGAGGTTTCAGAGC
CTGCTCAACGCCACTCATC GGTAAAATGCTTGCTCTCCAG
CTTCTGGTTCTTCCGAGAGG AGGAGAGGTAGTCCCCAAGG
CTCCTCACCCACACCATCA GGAAGACCCCTCCCAGATAG



Real Time-PZR ti¢ tekrarli olarak gergeklestirilmistir ve Sybr Green Master Mix

(Applied Biosystems™) kullanilmistir. Real Time-PZR igin kullanilan bilesikler ve

miktarlar Cizelge 3.6’da gosterilmistir.

Cizelge 3.6. RT-PZR i¢in kullanilan bilesikler ve miktarlar1

Bilesigin Ad1

cDNA

Forward Primer
Reverse Primer
Niikleaz icermeyen H20
Sybr Green Mix

TOPLAM

Miktan

2,0 ul
0,5 ul
0,5 pl
2,0 ul
5,0 ul

10 pl

Bu bilesiklere ve miktarlara gore hazirlanmis karisim ilk olarak vortekslenmistir daha

sonra, Mini spin cihazinda 1 dakika santrifiij edilmistir. Hazirlanan ornekler, Qiagen

Rotor-Gene Q Real-Time PZR cihazina yerlestirilmistir. Uygulanan PZR programi

Cizelge 3.7°de gosterilmistir.

Cizelge 3.7. PZR programi
PZR

1.Adim
2.Adim
3.Adim

4.Adim

Sicakhik

50°C

95°C

95°C

59°C

Zaman

2 dk
10 dk
15 sn

1dk
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Calismada Actb kontrol gen (housekeeping) olarak kullanilmistir. RT-PZR analizleri
sonucunda gen ekspresyonundaki farkliliklarin hesaplanmasinda 2-AACT metodu

kullanilmistir.

3.16. Hoechst 33258 Floresan Boyama

Hoechst 33258, bisbenzimid DNA birlestiricisi olup, UV emilim yontemlerine duyarl
bir florometrik goriintiileme teknigidir. Bu teknik DNA, hiicresel yapilari, spesifik
proteinleri ve apoptotik c¢ekirdekleri ayni anda gorsellestirmek igin yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu boyama teknigi ile ortamdaki tiim hiicreler boyanarak, floresan
mikroskop araciligiyla 6li veya canli hiicrelerin ayrimina olanak saglamaktadir

(Bainbridge and Macey 1983).

Pleytlere test bilesigi ile birlikte ekilen hiicreler 48 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra hiicreler fosfat tamponlu salin igerisinde 400 pl %4 gluteraldehit
ilave edilerek 4°C'de 30 dk bekletilmistir. 30 dk sonunda hiicreler PBS ile yikanmustir.
Daha sonra 200 pl Hoechst 33258 floresan boyasi ilave edilerek, oda sicakliginda 5 dk
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra hiicreler floresan mikroskopu (Leica® DM IL

LED) altinda goriintiilenmistir.

3.17. Akis Sitometrisi

Akis sitometri, sivi bir ortamda siispansiyondaki mikroskobik pargaciklarin akmakta
olan bir akiskanin i¢inde optik-elektronik bir tutma cihazi kullanilarak fiziksel ve
kimyasal ozelliklerini analiz edebilen bir tekniktir. Bu yontemle elde edilen veriler
parcaciklarin biyokimyasal, biyofiziksel ve molekiiler yonleri hakkinda degerli bilgiler
sunmaktadir. (Errantel et al. 2015; Adan et al. 2017). Akis sitometrisi, bulasict ve
neoplazik hastaliklarin, hiicresel fenotipleme, hiicresel dongii calismalari, normal veya
anormal DNA igerigi, kromozom analizi, organ nakli, immiin yetmezlik c¢aligsmalari,
hayvan ve bitkisel fizyoloji ve farmakoloji tanisinda yaygin olarak kullanilmaktadir

(Errantel et al. 2015; Adan et al. 2017).
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BioVision Annexin V-FITC® apoptoz kiti kullanilmistir ve iireticinin talimatlarina
gore gergeklestirilmistir. Buna gore ilk olarak, pleytlere test bilesigi ile birlikte ekilen
hiicreler 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibe edilen hiicreler, 1200 rpm’de 3 dk siiresince
santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonunda toplanan hiicrelere 500 pl 1X baglama tamponu
eklenerek tekrardan siispanse edilmistir. Daha sonra kiiltiirlere, 5 pl Annexin V-FITC
ve 5 ul propidyum iyodiir eklenerek, kiiltiirler karanlikta 5 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra fosfat tamponlu salin igerisinde hiicrelerin apoptoz ve nekroz

oranlari, akis sitometrisi (CyFlow® Cube 6, Almanya) ile belirlenmistir.

3.18. Protein izolasyonu

Toplam proteinleri SHSYSY hiicrelerinden izole etmek icin, 25 cm?’lik kiiltiir kabinda
konfluent olan hiicreler 48 saat siiresince test bilesiklerine maruz birakilmistir. 48 saat
sonra kiiltiir kaplarinda ekili hiicreler, Tripsin/EDTA ile kaldirilarak ependorflara
alimmistir. Ependorflara alinan hiicreler, 9000 rpm’de 5 dk. santrifiij edilerek hiicreler
coktlirilmiistiir ve silipernatant atilmistir. Peletin {izerine SDS eklenerek 2-3 dk
vortekslenmistir ve ardindan 15 dk inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra ilk olarak 2-
3 dk vortekslenmistir daha sonra da 12000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonras1 siipernatant baska ependorflara aktarilmistir. Her bir ependorfa 500 p lizis
soliisyonu eklenmistir ve 15 saniye sonikasyona konularak homojenizasyon

saglanmistir. Ornekler hemen kullanilmayacaksa -80°C’ye kaldirilmistir.

3.19. Bradford Yontemi

Western blot analizinde kullanilacak olan protein 6ziitii elde edildikten sonra, jeldeki
kuyulara yiikleme yapmak igin, 6ziit igerisindeki protein konsantrasyonu kantitatif
olarak belirlenmistir. Bir numunedeki toplam protein konsantrasyonunu belirlemek
amaciyla kullanilan yontemlerden biri Bradford yontemidir. Bu yontemde kullanilan

malzemeler:
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e Sigir Serum Albiimin (BSA)

*  Coomassie Parlak Mavi Q 250 Boyasi
*  Metanol

»  Fosforik Asit

» Bradford Reaktifi

Bilinmeyen protein drnekleri, 96 oyuklu bir plaka igerisine 30 pl pipetlenmistir. Daha
sonra protein numunelerine 200 pl Brodford Reaktifi eklenmistir. Daha sonra farkli
konsantrasyonlarda BSA konularak 2-3 dk vortekslenmistir. Seyreltilmis her BSA ve
bilinmeyen protein Ornekleri i¢in, ornekler ii¢ kopya halinde pipetlenmistir. Plaka,
spektrofotometreye yerlestirilmistir. Plaka 30 saniye calkalanmistir, daha sonra oda
sicakliginda 10 dk siireyle makinede inkiibe edilmistir. Absorbans, 595 nm dalga

boyunda 6l¢iilerek sonuglar bir excel dosyasina kaydedilmistir.

Standart egri grafigini hesaplamak i¢in, anlamsiz tekrarlar i¢in 595 nm Ol¢limiiniin
ortalamasi, tiim standartlarin ve bilinmeyen numunelerin 595 nm dl¢timlerinden
cikarilmigtir. Standart egri, ¢ikartilan degerler kullanilarak, protein konsantrasyonunu
ug/mL cinsinden hesaplamak i¢in ¢izilmistir. Bdylece protein konsantrasyonu

belirlenmistir.

3.20. Western Blot Yontemi

Western blot, hiicre ve molekiiler biyolojide proteinleri ayirmak ve tanimlamak igin
siklikla kullanilan Onemli bir tekniktir. Arastirmacilar western blot kullanarak,
hiicrelerden elde edilen karmasik bir protein karisimindan spesifik proteinleri
saptamayi, apoptoza Ozgii proteinlerin eksprese olup olmadiklarini belirlemeyi

amagclamislardir. Teknik, bu gérevi basarmak i¢in {i¢ unsur kullanir:

(1) boyuta gore ayirma,

(2) saglam bir destege aktarma,
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(3) hedef proteini gorsellestirmek i¢in uygun birincil ve ikincil antikor kullanarak
isaretlemedir (Mahmood and Yang 2012).

3.20.1. Western Blot yonteminde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanisi

%10’luk SDS ¢ozeltisi;

10 gr SDS, 100 mI’lik balon jojede saf su ile ¢oziiliip, 100 ml’ye tamamlanmaistir.

%10’luk Amonyum persiilfat (APS) ¢ozeltisi;

0,5 mg APS, 5 ml saf su ile ¢oziilerek elde edilmistir.

Tris Cozeltisi;

12,15 gr Tris-Baz, 80 ml saf suda ¢oziilerek pH=8,8’¢ ayarlandi. Cozeltiye HCI asit

eklenerek hacim 100 ml’ye tamamlanmustir.

Akrilamid;

14,5 gr Akrilamid 50 ml’lik falkonda ¢oziiliip, filtre yapilmistir.

Biakrilamid;

3,5 gr Biakrilamid 50 ml’lik falkonda ¢oziiliip, filtre yapilmistir.

Running Buffer;

100 ml running buffer, 900 ml distile suda ¢oziilerek elde edilmistir.
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Bromfenol Mavisi;

100 mg bromfenol mavisi, 3 ml 0,05 N NaOH ¢o6zeltisi ve 5 ml %95’lik etil alkolde
wsitilarak ¢oziilmiistiir. Coziildiikten sonra 50 ml %95°lik alkol ilave edilmistir. Su ile

100 ml’ye tamamlanmustir.

Laemmli Tamponu;

41,75 ul 1,5 M tris ¢ozeltisi, 5,75 ul saf su, 100 pl gliserol, 100 ul %40°lik SDS, 100ul

B-merkaptoetanol, 2,5 pl %0,1°1lik brom fenol mavisi karistirilarak yapilmistir.

Siit Tozu Cozeltisi (%65, 150ml);

50 ml PBST ¢ozeltisinde 2,5 gr yagsiz siit tozu ¢oziillip, vortekslenerek elde edilmistir.

3.20.2.Western Blot yonteminde kullanilan jeller ve hazirlanisi

Western blot yonteminde kullanilan jellerin hazirlanmasi igin gerekli olan malzemeler

ve miktarlar1 Cizelge 3.8 ve 3.9°da gosterilmistir.

Cizelge 3.8. 2X Resolving Jel

Malzemenin Adi Miktar:
Akrilamid- Biakrilamid 2,64 ul
Tris HCL 3ul
SDS 40 pl
TEMED 3,2 ul
APS 80 ul

dH20 2,24 ul
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%10’luk resolving jel hazirlanirken ilk dnce H20, akrilamid ve SDS Cizelge 3.8’de
belirtilen hacimlerde konulmustur. APS ve TEMED katalizor gorevi goriip, jelin
donmasii saglayacak maddeler oldugu i¢in, yukarida belirtilen miktarlarda jel

karisimina en son eklenerek resolving jel elde edilmistir.

Cizelge 3.9. 2X Stacking Jel

Malzemenin Adi Miktar1
Akrilamid- Biakrilamid 795 ul
Tris HCL 750 wl
SDS 30 ul
TEMED 15 ul
APS 60 ul
dH20 4,35 ul

%4°liik stacking jel hazirlanirken, H20, akrilamid ve SDS Cizelge 3.9°da belirtilen
hacimlerde 15ml’lik falkon tiipiine konulmustur. APS ve TEMED aymi anda jel

karisimina eklenerek stacking jel elde edilmistir.

3.20.3. Western Blot yonteminin yapihsi

Jel hazirlama camlari, saf suyla yikanarak kurutulmustur. Kurutulan camlar jel kasetine
yerlestirilerek, jel dokme tabakasina takilmistir. Cam plakalar arasinda hava kabarcigi
olugmadigina ve sizdirmanin olmadigina emin olmak i¢in ilk deneme su ile yapilmistir.
Daha sonra hazirlamis oldugumuz Resolving jel, seri bir sekilde dokiilmistiir. Dokiilen
jelin diiz bir goriinime sahip olmasi i¢in 2-propanol eklenerek jelin donmasi
beklenmistir. Jel donduktan sonra kurutma kagidi ile propanol uzaklastirilmistir. Daha
sonra Stacking jel hazirlanmistir. Hazirlanan jel, Resolving jelinin {izerine cam

plakalarin  Ustline gelecek sekilde eklenerek, cam plakalarin arasma tarak
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yerlestirilmigtir. Tarak 30 dk bekletildikten sonra, jel kaseti tanka yerlestirilmistir.
Running buffer hazirlanarak taragin iistiine gelecek sekilde tanka dokiilmiistiir. Tankta
Running buffer biraz bekledikten sonra dikkatli bir sekilde tarak g¢ikartilmistir. Daha

sonra Laemmli yiikleme tamponu ile karistirilan 6rnekler yiiklenmistir.

Sekil 3.1. Western blot yonteminde yiikleme agsamasi

Elektroforez tankinin kapagi anot ve katot baglantilar1 kontrol edilerek kapatilmistir.
Elektroforez gii¢ kaynagina baglandiktan sonra jel markerlar ayrilana kadar 80 volt’ta
daha sonra da 120 volt’ta 90 dk boyunca yiiriitilmiistiir.
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Sekil 3.2. Elektroforezde yiiriitme islemi

Yiriitme islemi bittikten sonra, altta PVDF membran kalacak sekilde, jeller dikkatlice
cikartilmistir. 7 dk boyunca yar1 kuru emdirme islemi gergeklestirilmistir. Bu islemden
sonra membranlar bos kutulara alinarak iizerine Ponceu S konulmustur. Ponceu S ile
muamele edilen membranlarin iizerine PBST eklenerek 48’den kesilmistir. Kesilen
membranlar 1 saat boyunca Blocking reagent ile bloklama islemine maruz birakilmistir.
Bu islemden sonra 5 dk siire ile ii¢ kez PBST ile yikama yapilmistir. Yikama islemi
tamamlandiktan sonra kutu igerisine hazirladigimiz primer antibodyler konularak
kapaklar1 kapatilmistir. Yatay c¢alkalayicida +4°C’de bir gece bekletilmistir. Calkalama
islemi bittiginde 5 dk siire ile 3 kere yilkama yapilmistir. Yikama islemi
tamamlandiginda, hazirlamis oldugumuz sekonder antibodyler membrana verilerek, 1
saat bekletilmistir. Bu islem sonunda tekrar 5 dk siire ile 3 kere yikama yapilmistir.

Yikamadan sonra membran goriintiileme cihazina yerlestirilerek goriintii alinmistir.
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3.21. istatistiksel Analizler

Calismalardan elde edilen bulgularin istatistiksel yonden analizi SPSS® 20.0 programi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir.
Istatistiksel degerlendirmeler varyans analizi kullanilarak yapilmistir. Varyans analizi
icin tek yonlii varyans (ANOVA) testlerinden Duncan testi kullanilmistir. Elde edilen
veriler p<0,05 istatistiksel anlamlilik diizeyi g6z Oniinde bulundurularak

yorumlanmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. hBN Nanopartikiillerinin Karakterizasyonu

4.1.1. X Istm1 Kirinim Deseni (XRD)

Sentezlenmis hBN nanopartikiillerinin kristal yapisi XRD Ol¢timleriyle karakterize
edilmistir. hBN nanopartikiillerinin XRD sonuglar1 Sekil 4.1°de gosterilmistir. hBN
nanopartikiillerinin XRD grafiginde bes tane baskin pik gozlenmistir. hBN
nanopartikiillerinin XRD analiziyle elde edilen ana pik Brag agisinda 20=26,76°"ye
denk gelirken, diger pikler 26=41,70°, 43,91°, 55,12°, 75,97°’lere denk gelmistir. Bu
piklerin Miiller indisindeki diizlemsel degerleri, 002, 100, 101, 004 ve 110 karsilik
geldigi gorilmistir. Yari yiikseklik ortalama degerlerinin degismesi, elde edilen
hBN’nin altigen yap1 i¢inde kii¢iik kristal boyutuyla kristallestigini ve yapi diizeninde
dikkate deger bir diisiis sergiledigini gostermistir. XRD grafiginde gozlenen keskin ve
iyi tanimlanmis piklerin tamami, hBN’ye (JCPDS dosyasi 89-7102) karsilik gelerek BN
altigen yapisint kanitlamistir. Elde edilen hBN nanopartikiillerinin boyutu Debye-
Scherrer formiilityle (Patterson 1939) hesaplanmistir. Hesaplamalar sonucunda en

baskin 002 diizlemi igin partikiil boyutu ortalama 220 nm olarak bulunmustur.
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Sekil 4.1. hBN nanopartikiillerinin XRD deseni

4.1.2. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ve Geg¢irimli Elektron Mikroskobu
(TEM)

Sentezlenmis hBN nanopartikiiliiniin partikiil sekli, boyut dagilimi ve elementel

kompozisyonu, goriintiileme teknikleri olan SEM ve TEM mikroskoplart kullanilarak

degerlendirilmistir.

hBN nanopartikiilleri SEM mikroskobu kullanilarak farkli 6lgeklerde goriintiilenmistir.
Goriintillenen hBN nanopartikiiller icin SEM gorintiileri sirasiyla Sekil 4.2, 4.3 ve

4.4’te verilmistir.
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EHT= 8.00 kV Signal A = InLens ZEISS
WD= 53 mm Mag= 10091 KX

DAYTAM

Sekil 4.2. hBN nanopartikiillerinin 100 nm 6l¢ekteki SEM goriintiileri

EHT = 8.00 kV Signal A = InLens d ZEISS
WD= 53 mm Mag= 3063KX

DAYTAM

.

Sekil 4.3. hBN nanopartikiillerinin 200 nm 6l¢ekteki SEM goriintiileri
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4
EHT= 8.00 kV Signal A= InLens
WD= 53 mm Mag= 16.08 KX

DAYTAM

Sekil 4.4. hBN nanopartikiillerinin 300 nm 6l¢ekteki SEM goriintiileri

hBN nanopartikiilleri TEM mikroskobu kullanilarak farkli 6l¢eklerde goriintiilenmistir.
Goriintiilenen hBN nanopartikiiller icin TEM goriintiileri sirasiyla Sekil 4.5, 4.6 ve

4.7°de verilmistir.
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x100k Zoom-1 HR-1 120.0kV 2019/08/31 06:34:32
Hitachi TEM system 200nm

Sekil 4.5. hBN nanopartikiillerinin 200 nm 6l¢ekteki TEM gortintiileri

x15.0k Zoom-1 HR-1 120.0kV 2019/08/31 05:51:32
Hitachi TEM system

Sekil 4.6. hBN nanopartikiillerinin 1.0 um 6lgekteki TEM goriintiileri
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x10.0k Zoom-1 HR-1 120.0kV 2019/08/31 06:27:29
Hitachi TEM system

Sekil 4.7. hBN nanopartikiillerinin 2.0 um 6l¢ekteki TEM goriintiileri

SEM ve TEM goriintii analizleriyle hBN nanopartikiillerinin morfolojisine bakildiginda,
nanopartikiillerin trombosit benzeri yart kiiresel veya uzun bir sekle sahip oldugu
goriilmiistiir. Ayrica hBN nanopartikiil yilizeylerinin homojen 6zellik gosterdigi
gozlenmistir. Sentezlenen hBN nanopartikiillerinin 100 ile 300 nm arasinda degisen

boyutlara sahip oldugu belirlenmistir.

4.2. Retinoik Asit Uygulanan SH-SY5Y Hiicrelerinin Farklilastirilmasi

Insan néroblastom SH-SYS5Y, nérotoksisite ve norotoksin deneyleri igin in vitro model
olarak kullanilan olgun néronlardan farkli 6zellikler gosteren bir noronal hiicre hattidir.
(Guarneri et al. 2000; Hashemiet et al. 2003). Noroblastomdan tiiretilmis olan SH-
SY5Y hiicreleri, néron benzeri 6zellikler elde etmek amaciyla, retinoik asit (RA)
tarafindan farklilagsmaya tesvik edilmektedir. RA’nin noéronlarin tepkilerini taklit
etmede, farkli hiicre tiplerinde hayatta kalma sinyalini aktive etmede (Paillaud et al.

2002; Lee et al. 2006), hiicrenin norotoksinlere duyarliligini azaltmada, hiicre
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siklusunun durmasinda ve farklilasmasinda Onemli rol oynadigi bildirilmistir
(Cavanaugh et al. 2006; Fernandez-Gomez et al. 2006). Bu nedenlerden dolayi, RA
aracilt farklilasmanin norotoksisite calismasina karsi hiicre duyarliligini etkiledigi

bilinmektedir (Cheung et al. 2009).

Bu aragtirmada, hBN nanopartikiillerinin néron koruyucu etkisi, farklilasmig SH-SY5Y
hiicre hattinda arastirilarak degerlendirilmistir. Ilk olarak T25 flaska ekilen SH-SY5Y
insan noroblastoma hiicreleri konfluense wulasincaya kadar inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra yapilan 6n ¢alismalardan elde edilen sonuglar ve literatiir bilgileri
dogrultusunda, SH-SYSY insan noroblastoma hiicrelerine uygulanacak RA miktari
belirlenerek, noéron benzeri hiicre farklilasmasini gergeklestirmek igin giin asirt
toplamda 15 giin olacak sekilde RA verilmistir (Andrews et al. 1984). Bu siire
icerisinde hiicreler mikroskopla incelenerek, hiicrelerdeki morfolojik degisiklikler
gozlemlenmistir. 15 giin sonunda hiicreler mikroskopla incelendiginde, hiicrelerin
diizlestigi, dendrit ve aksonlarin uzadigi, bunun sonucunda da hiicreler arasinda
iletisimin arttig1 belirlenmistir. Farklilasmamis ve farklilasmis SH-SYSY hiicrelerinin

morfolojik yapilar1 Sekil 4.8”de gosterilmistir.

Alzheimer hastaligina karsi olusturulan potansiyel uygulamalar i¢in en ideal AP
konsantrasyonunu tespit etmek amaciyla, farkli dozlardaki AP, 48 saat boyunca
farklilasmis SH-SY5Y hiicrelerine uygulanmistir. Hiicrelerin % canlilik oranlart MTT
testi ile belirlenmigtir. MTT test sonuclari, 48 saat boyunca konsantrasyona bagli AP
toksisitesini gostermistir. Bu sonuclara gore, 50 uM AP uygulamasinin, toplam hiicre

canliliginin %50,5’1in1 6ldiirdiigii belirlenmistir.
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Sekil 4.8. (a) Farklilasmamis SH-SYSY Hiicreleri, RA Kullanilarak Farklilastirilmig
SH-SYS5Y Hiicreleri (b) 3.giin, (c¢) 6.giin, (d) 9.giin, (e) 12.gilin ve (f) 15.giin
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Elde edilen sonuglar, AB’nin kontrol grubuna kiyasla, hiicre canlilik oranlarinda 6nemli
Ol¢iide azalmalara neden oldugunu gostermistir. Bu sonuca paralel olarak, Xu et al.
(2009) 24 saat boyunca 10 uM Af’ye maruz kalan SH-SYSY hiicrelerinin canlilik
oranint %57’ye disiirdiigiinii, 20 uM Af’ye maruz kalan SH-SYS5Y hiicrelerinin
canlilik oranini ise %44’¢ diisiirdiiglinii gostermistir. Bagka bir ¢aligsma, 72 saat boyunca
20 uM AP (25-35)’ye maruz kalan SH-SY5Y hiicrelerinin canliliginin %84 oraninda
azaldigin1 bulmustur (Adewusi et al. 2013). Ayrica Andrea et al. 2008’de SH-SY5Y
hiicreleriyle  yapmis  olduklar1  ¢alismalarinda, Siyanidin  3-O-glikopiranosid
metabolitiyle gelistirdikleri tedavinin, AP (1-42)’nin neden oldugu Onemli olgiideki
hiicre 6limii lizerine pozitif etkilerinin oldugunu gostermistir (Xu et al. 2009). Yiiksek
seviyede salinarak biriken AP tarafindan meydana gelen noérotoksisitenin olusmasinda
rol oynayan mekanizmalar arasinda DNA ve RNA oksidasyonu, lipit peroksidasyonu,
oksidatif protein modifikasyonu, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) birikimi,
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, GSH, SOD ve katalaz gibi antioksidan
enzimlerinin seviyelerinin diiserek etkilerinin azalmasi yer almaktadir (Varadarajan et
al. 2000; Lauderback et al. 2001; Boyd-Kimball et al. 2005; Butterfield et al. 2007; Shi
et al. 2009; Zhao et al. 2012).

4.3. In Vitro Kosullar Altinda Olusturulan Hiicresel AH Modelinin A ile
Indiiklenen Sitotoksisitesinde hBN Nanopartikiillerinin Noroprotektif Etkileri

Nanomalzemeleri insan viicudu gibi canli organizmalarda giivenle kullanmak ig¢in
malzemelerin  toksisitesi/biyouyumlulugunun  uygun sekilde degerlendirilmesi
gerekmektedir.  Genellikle hiicresel alim  sonrast nanomateryal davranisin
degerlendirilmesi, hiicre kiiltiir ¢aligmalarini icermektedir. Hiicre kiiltiir caligmalar
hayvan c¢aligmasina kiyasla kontrol edilebilme, daha az belirsizlik gosterebilme ve
tekrarlanabilme gibi nitelikler tagimaktadir. Hiicre kiiltlir analizlerinin biyokimyasal
ortama son derece duyarli oldugu goriilmektedir. Kulugka sicakligi, kiiltiir ortaminin pH
seviyesi, orta icerik ve atik konsantrasyonu, hiicresel davranisi biiylik dlciide etkileyen
etmenler olarak bilinmektedir. Bu nedenle, dogru test sonuglarina ulagsmak igin,

kontrollii deney kosullar1 ¢ok iyi olusturulmalidir (Sabbioni 2005). Nanomalzemelerin
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hiicre canliligi lizerine etkilerini incelemek i¢cin MTT tahlili, hiicre zarina verdigi hasari
incelemek icin LDH tahlili etkili bir aractir ve her iki yontem de farkli ¢aligmalarda

yaygin olarak kullanilmaktadir (Sayes et al. 2004; Uo et al. 2005).

Farklilasmis SH-SYSY hiicrelerine, 10uM konsantrasyonunda Af uygulanarak
meydana getirilen in vitro Alzheimer hastaligit modelinde, farkli konsantrasyonlarda
hBN nanopartikiillerinin néroprotektif etkileri, MTT ve LDH metodlar ile kolorimetrik
olarak belirlenmistir. MTT tetrazolyum ve LDH salimim test teknolojilerinin,
mitokondriyal aktivitenin, membran hasarinin tespitinde yaygin olarak kabul edildigi ve
binlerce yaymnlanmis makalenin gosterdigi gibi akademik laboratuvarlarda popiiler

olmaya devam ettigi goriilmiistiir (Fotakis and Timbrell 2006; Li et al. 2015).

In vitro kosullarda MTT ve LDH analiz degeri i¢in farklilasmis SH-SYS5Y hiicre
kiiltiirlerinde, AB ve hBN nanopartikiillerinin bulunmadig1 hiicreler negatif kontrol
grubu olarak kullanilmistir. Pozitif kontrol grubu olarak ise kiiltiir ortamina Triton-X
eklenmistir. Farkli hBN nanopartikiil konsantrasyonlari (1-500 mg/L), tek basina
farklilasmig SH-SYSY hiicre kiiltiirlerine uygulanarak, kontrol gruba gore hiicre
canlilif1 oranlar1 ve LDH salinim diizeyleri degerlendirilmistir. Farklilagmis SH-SY5Y
hiicre kiiltiirlerinde, 1, 5, 10 ve 25 mg/L konsantrasyonlarindaki hBN nanopartikiiliiniin
hiicre ¢gogalmasini baskilayici bir etki gostermedigi tespit edilmistir. Ancak 50, 100, 250
ve 500 mg/L konsantrasyonlarindaki hBN nanopartikiiliiniin, hiicre canlilik oranini
kontrole gore oOnemli diizeyde azalttigi gozlenmistir. 1, 5, 10 ve 25 mg/L
konsantrasyonlarindaki hBN nanopartikiillerinin ~ farklilasmis SH-SY5Y  hiicre
kiltirlerinde LDH salinim diizeyini degistirmedigi, 50, 100, 250 ve 500 mg/L
konsantrasyonlarinda ise LDH salimm diizeyini, kontrole oranla 6nemli derecede
arttirdigr gozlenmistir. LDH salimim testi ile elde edilen sonuglarin MTT testini
destekleyici yonde oldugu goriilmiistiir. Elde edilen sonuglara gore, belirli dozlardaki
hBN nanopartikiillerinin farklilasmis hiicreler {izerinde toksik etki gostermedikleri
belirlenmistir. hBN nanopartikiiliiniin farklilasmis SH-SYSY hiicre kiiltiirlerinde
konsantrasyonlara bagli olarak olusan MTT ve LDH salinim analiz degerleri Sekil 4.9

ve Sekil 4.10°da gosterilmistir.
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Sekil 4.9. hBN nanopartikiil maruziyeti sonrast gézlenen hiicre canlilik yiizdeleri

(*) sembolii negatif kontrole kiyasla istatiksel anlamlilig: ifade etmektedir (p <0.05, dunnett's comparison
testi ).
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Sekil 4.10. hBN nanopartikiil maruziyeti sonras1 gdzlenen LDH aktivitesi

(*) sembolii negatif kontrole kiyasla istatiksel anlamliligi ifade etmektedir (p <0.05, dunnett's
comparison testi ).



104

hBN nanopartikiillerinin ndroprotektif etkilerinin belirlenmesi amaciyla AP ile birlikte
verilerek canlilik degerlendirmesi yapilmistir. MTT testi, yasayan hiicreleri 6lgmek
amaciyla ayrintili hiicre sayiminin gerceklestirildigi deneysel bir yontemdir. MTT testi
temel olarak, canli hiicrelerin sayisindaki degisim sonucu, mitokondriyal aktivite
kapasitesindeki degisiklikleri ele almaktadir (Lewinski et al. 2008; Li et al. 2015). SH-
SYSY hiicreleri 48 saat boyunca 10 uM konsantrasyonunda AP ile inkiibe edilerek,
hiicrelerin norotoksisite potansiyeli MTT testi ile degerlendirilmisitr. Ap muamelesi
kontrole gore hiicre canliliginda 6nemli oranda azalmaya neden olmustur. 48 saat
boyunca 10 uM AP ile beraber 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250 ve 500 mg/L
konsantrasyonlarda hBN nanopartikiilleriyle muamele edilen farklilasmig SH-SY5Y
hiicre hattinda 5 ve 10 mg/L konsantrasyonlarda AB’nin neden oldugu sitotoksisiteye
kars1 koruyucu etki gosterdigi, cesitli seviyelerde koruma sagladigi tespit edilmistir. 5
ve 10 mg/L konsantrasyonlarda AP maruziyeti sonucu olusan hiicre Oliimiinii
baskilayarak hiicre canliliginda 6énemli artisa neden oldugu da gozlenmistir. Ayrica, 25,
50, 100, 250 ve 500 mg/L konsantrasyonlarda hiicre canlilik oraninin AP’ye gore
onemli 6lciide azalmis oldugu gosterilmistir. hBN nanopartikiilleri ve A muamelesinin
farklilasmis SH-SYSY hiicre kiiltiirlerinde konsantrasyonlara bagli olarak olusan in

vitro norotoksisite degerleri Sekil 4.11°de gosterilmistir.
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Sekil 4.11. Farklilasmig SH-SYSY  hiicrelerinde AP toksisitesine karsi hBN

nanopartikiillerinin etkisi
(*) sembolii AB’ye kars1 karsilagtirma sonucu hiicre canliligindaki 6nemli diizeydeki artis1 ifade
etmektedir (p <0.05, dunnett's comparison test ).

LDH testi, tiim hiicrelerde bulunan sitoplazmik bir enzim olan LDH’mn miktarinin
Olciilmesi sonucu membrandaki hasarlar1 degerlendirmemize olanak saglamaktadir
(Chan et al. 2013). AP kaynakli membran bitiinliigiindeki hasar LDH testi ile
degerlendirilmistir. 48 saat boyunca 10 uM A ile beraber 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250 ve
500 mg/L konsantrasyonlarda hBN nanopartikiilleriyle muamele edilen farklilasmis SH-
SYS5Y hiicre hattinda doza bagl olarak LDH salinim diizeyinin AB’ye oranla 6nemli
Olclide arttirdigr tespit edilmistirAyrica, AP ile beraber ¢esitli konsantrasyonlarda hBN
nanopartikiilleriyle muamele edilen farklilasmis SH-SYS5Y hiicre hattinda 5 ve 10 mg/L
konsantrasyonlarin koruyucu etkiye sahip oldugu ve A maruziyeti sonucu olusan hiicre
Oliimiinii baskilayarak, hiicre canlilifinda artisa neden oldugu gosterilmistir. Elde edilen
sonuglara gore, hBN nanopartikiillerinin muamelesinin SH-SYS5Y hiicre membrani
AP’nin neden oldugu ndrotoksisiteye karst koruma sagladigi tespit edilmistir. hBN

nanopartikiilleri ve AP muamelesinin farklilasmis SH-SYSY hiicre kiiltiirlerinde
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konsantrasyonlara bagli olarak olusan in vitro norotoksisite degerleri Sekil 4.12°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.12. Farklilasmis SH-SYSY  hiicrelerinde AP toksisitesine karst hBN

nanopartikiillerinin LDH aktivitesi iizerine etkisi
(*) sembolii AB’ye kars1 karsilagtirma sonucu hiicre dliimiindeki 6nemli diizeydeki azalis1 ifade
etmektedir (p <0.05, dunnett's comparison test ).

Nanometre boyutlarda yapilar ingsa etmek i¢in kullanilan atomlarin ve molekiillerin
manipiilasyonu olarak tanimlanan nanoteknoloji (Moghimi et al. 2005; Albanes et al.
2012) bas dondiiriircii bir hizla ilerlemekte ve 6zelikle tip alaninda biiyiik umutlar vaat
etmektedir. Nanoteknolojinin, AH gibi ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisinde,
tanisinda, izlenmesinde ve kontroliinde devrim yapma potansiyeline sahip oldugu
diistiniilmektedir. Bu amaclar dogrultusunda essiz fiziksel, kimyasal, elektronik, optik,
manyetik ve mekanik 6zellikler gésteren nanopartikiiller yaygin olarak kullanilmaktadir

(Khawaja 2011).

Ustiin 6zelliklerinden dolay ilgi odagi olan ve genis potansiyel dizisine sahip bor ve

tiirevi nanomalzemelerin, toksik etkilerini arasgtiran az sayida calisma oldugu
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goriilmiistiir (Ferreira et al. 2011; Thareja et al. 2017). Ciofani et al. BN nanotiiplerinin
toksisitesini arastirmis ve ileri biyomedikal kullanimlar i¢in potansiyel bir biyomateryal
oldugunu bulmustur. Ayrica baska c¢alismalarinda da, BN nanotiiplerinin diger
geleneksel nanomalzemelere (karbon nanotiipler, altin nanopargaciklar vs.) kiyasla, sito-
uyumlu ve ¢ok daha giivenli oldugu belirtilmistir (Ciofani et al. 2008; Ciofani et al.
2010). Chen et al. 2009 BN nanotiiplerin, insan embriyonik bdbrek hiicrelerine (HEK-
293) kars: sitotoksik olmadigini géstermistir ve BN nanotiiplerin 4 giin sonra bile hiicre

proliferasyonunu inhibe etmedigini bildirmistir.

Nanopartikiillerin biiyiikligi, sekli ve ylizey yiikiiniin, beyinde AP toplanmasini ve
fibrillesmesini nasil etkiledigi, nanopartikiil-Ap agregalarinin, SH-SY5Y noroblastoma
hiicreleri tizerindeki sitotoksisitesi lizerine yapilan ¢alismada, sivi zar platformundaki
nanopartikiillerin, AP toksisitesini énemli diizeyde azalttigi bulunmustur. Ayrica bu
calismayla, Alzheimer hastaliginin teshis ve tedavisi i¢in gerekli olan araglarin
gelistirilmesinde nanoyapilarin kullanilmasinin kolaylik saglayacagi kararina varilmistir
(Kim et al. 2016). hBN nanoplakalarin, HEK-293T ve CHO hiicre kiiltiirleri tizerindeki
48 saatlik sitotoksisite sonuglarina gére, hBN konsantrasyonlarinin tiimiinde hiicre
canliliginda anlamli artis veya azalis olmadigi gozlenmistir. Bu sonuclar apoptoz
calismalarla desteklenerek, hBN nanoplakalarin, canli sistemlere daha fazla
uygulanmalarmi tesvik eden uygun konsantrasyonlarda biyo uyumlu oldugunu goésteren
karara varilmistir (Lu et al. 2016). BN nanopartikiillerinin toksisitesini incelemek igin,
osteoblast hiicreleri tizerinde MTT tahlili yapilmistir. BN nanopartikiillerinin, hiicreleri,
zamana ve konsantrasyona bagli bir sekilde etkiledigi gozlenmistir. Yiiksek BN
nanopartikiil konsantrasyonlari (50, 200 pg/ml) harig, farkli inkiibasyon siirelerinde, BN
nanopartikiilleri olan hiicreler arasinda, istatistiksel olarak Onemsiz farkliliklar
gorilmistiir. Diisiik konsantrasyonlarda, hiicrelerin normal calistigi gézlemlenmistir.
ROT tahlili sonucuna gore, ROT iiretiminde nanomalzeme konsSantrasyonunun

artmasiyla birlikte hi¢bir degisiklik olmadigi belirtilmistir (Rasel 2017).

Bir g¢alismada, bor igeren bazi bilesiklerin yaslanma ve AH’de bilissel gelismeyi

etkiledigi bilinen inflamasyonla iligkili sitokin salinimina karsi inhibe edici aktivite
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gosterdigi bulunmustur (Heckman et al. 2015). Baska bir g¢alismada, bor igerikli
bilesiklerin kendi kendine indiiklenmis AP birikimine sebep oldugu ve iyi antioksidan
aktiviteye dogru, en yiiksek inhibe edici gii¢ olusturdugu belirtilmistir. Bu sonuglar, bor
iceren bilesiklerin, AH tedavisi i¢in yeni yapisal etmenler olabilecegini gostermistir
(Lub et al. 2018). Insan epitel hiicre hattinda yara iyilesmesi ve DNA hasari iizerindeki
borik asitlerin koruyucu etkisini aragtirmak i¢in yapilan ¢alismada, borik asitin, ¢esitli
ajanlarin neden oldugu DNA hasarmi azalttigi ve de iyilestirici etki gosterdigi
bulunmustur (Tepedelen et al. 2016). hBN'lerin ve borik asitin, noérotoksin olan
doksorubisin gibi saglikli hiicrelere veya dokulara zarar verebilecek ilaglarin zararh
etkilerini azaltabileceklerini belirlemek i¢in hipokampal hiicreler kullanilmig ve
inkiibasyon siiresi arttik¢a, hBN'ler ve borik asit konsantrasyonlarinin, kontrol grubuna
gore hiicre canliligmin anlamh sekilde artmasina neden oldugu goriilmiistiir. Bu,
ozellikle kanser Onleyici tedavilerden sonra, uzun siireli toksik etkileri olan
doksorubisin gibi antikanser ilaglara maruz kalmadan O6nce veya sonrasinda, maruz
kalinacak terapotik materyaller olarak, hBN ve borik asitin kullanilabilecegi anlamina
gelmektedir. Ayrica hBN'lerin yavas yavas bozulmasi ve kontollii salinim gibi
ozellikleri, onlarin ndrolojik hastaliklarin tedavisinde de kullanilabilir oldugunu

gostermistir (Culha 2018).

Yapilan bir ¢alismada, BN nanotiiplerin, potansiyel farmakolojik uygulamalar icin
yeterli konsantrasyonlarda, iyi bir biyouyumluluk sergiledigini gostermistir. Bu
sonuglar, bu nanomalzemenin, biyolojik uygulamalar, hiicre tedavisi, ilag verme sistemi
icin nanovektorler olarak ve radyoizotoplar vasitasiyla kanser tedavisine yardimci
olmak i¢in kullanilabilecegini gdstermistir (Ferreira et al. 2011). BN nanoyapilarla
yapilan bagka bir ¢aligmada, disiik dozlarda, hiicresel morfolojide kayda deger bir
degisiklik olmadigi, ancak artan dozla birlikte, hiicrenin strese maruz kaldigi tespit
edilmistir . Bu sonuglar, diisiik dozda BN nanoyapilarinin, biyomedikal uygulamalarda
kullanilabilecegini gostermektedir (Singh et al. 2016). Jimenez ve meslektaslarinin
yaptig1 calismada, boranik asit ve boronat bilesiklerinin, ndrolojik bozukluklarda sinir
hiicresi islev bozuklugundan sorumlu olan malondialdehit (MDA) ve kaspaz 3

seviyelerini diistirdiigiine, ROT noroproteksiyonda Onemli bir rol oynayan GSH
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seviyesini arttirdigina dair kanitlar bulmuslardir. Bu bilesiklerin ROT olusumuna kars1

giiclii aktivite gosterdigi belirtilmistir. Bu sonuglara gore AH’nin tedavisinde, bor bazl

bilesiklerin uygulanmasinin 6nemli gelismelere neden olabilecegi sonucuna varilmistir

(Jimenez et al. 2013).

4.4. In Vitro Kosullar Altinda Olusturulan Hiicresel AH Modelinin Ap Tle
Indiiklenen Sitotoksisitesinde hBN Nanopartikiillerinin TAK ve TOD Degerleri

Farklilasmis SH-SYS5Y hiicrelerine, 10 pM konsantrasyonunda AP uygulanarak
meydana getirilen in vitro Alzheimer hastaligi modelinde, farkli konsantrasyonlarda
hBN nanopartikiillerinin biyokimyasal etkileri; TAK ve TOD metodlart ile
belirlenmistir. Sonuglar, 48 saat boyunca 10 uM AP ile beraber 1, 5, 10, 25, 50, 100,
250 ve 500 mg/L konsantrasyonlarda hBN nanopartikiilleriyle muamele edilen
farklilasmis SH-SYSY hiicre hattinda, AB’nin neden oldugu toksisite iizerine hBN
nanopartikiillerinin 5 ve 10 mg/L konsantrasyonlarda TAK diizeyinde AP’ye gore
istatiksel olarak Onemli bir artis oldugu, TOD diizeyinde ise 6nemli oranda azalma
oldugu gozlenmistir. Ayrica, hBN nanopartikiillerinin 25, 50, 100, 250 ve 500 mg/L
konsantrasyonlarinda TAK diizeyinde AP’ye gore istatiksel olarak 6nemli bir azalma
oldugu, TOD diizeyinde ise 6nemli oranda artis oldugu gozlenmistir. AP toksisitesiyle,
hBN nanopartikiiliiniin farkli konsantrasyonlari i¢in gézlenen TAK ve TOD diizeyleri
sekil 4.13 ve 4.14’°te gosterilmistir.

Oksidatif stres, hiicre ve dokulardaki bir veya daha fazla eslenmemis elektrona sahip
olan serbest radikallerin liretimi ve birikmesi ile biyolojik sistemlerin bu reaktif iirtinleri
detoksifiye etme kabiliyetleri arasindaki dengesizliginden kaynaklanan bir olgu olarak
tanimlanmistir. Serbest radikaller, ROT ve reaktif azot tiirlerini (RAT) icermektedir
(Sies 1997). Serbest radikal tiirevli ROT, canli dokularin ¢ogunda siirekli olarak iiretilir
ve DNA, protein ve lipidlere zarar vermektedir (Droge 2003). ROT/RAT fizyolojik
seviyelerinin, hiicre farklilagmasi, hiicre biiylimesi, hiicre apoptozu ve zararl
mikroorganizmalara kars1 bagisiklikta dnemli rol oynadig: bilinmektedir (Heyland et al.
2005; Barrera et al. 2008). Oksidatif stresin, iskemi, kanser, diyabet, kafa travmasi,
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Parkinson hastaligi, amyotrofik lateral skleroz, sitma, Down sendromu, Huntington
hastaligt ve AH gibi bir takim hastaliklarin patogenezinde Onemli rol oynadigi

gosterilmistir (Varadarajan et al. 2000; Butterfield et al. 2007).

Tim viicut organlar1 arasinda, kiiciik bir organ olan beyin, yliksek ATP talebi, asiri
miktarda oksijen kullanimi, yiiksek, ¢oklu doymamis yag asit seviyeleri, bol miktarda
lipid igerigi, yiiksek seviyelerde redoks gecis metal iyonlari, diisiik antioksidan
seviyeleri gibi 6zelliklere sahiptir (Varadarajan et al. 2000; Butterfield et al. 2007). Bu
ozelliklerden dolayi, beyindeki ndronlarin diger organlara kiyasla, 6nemli 6l¢iide ROT
bulundugu bir ortama maruz kaldigi ve bunun sonucunda da yaslanma ve norolojik
hastaliklarda, ndronal hasara katkida bulundugu tespit edilmistir (Markesbery 1997,
Butterfield et al. 2007). Birgok arastirmaci, oksidatif stresin, Alzheimer hastaligi gibi
ileri yagsla ilgili bazi hastaliklarin yani sira yaglanma siirecinde de rol oynayabilecegini
One siirmiistiir. Ayrica ¢ok sayida c¢alisma, yaslanmayi dogrudan oksidatif strese
baglamistir (Dasgupta and Klein 2014). Yaslanma siirecinin ROT {iretimindeki bir
artisla ve ROT'a kars1 savunma kabiliyetindeki eszamanli azalmayla iliskili oldugu

belirlenmistir (Butterfield et al. 2007; Su et al. 2008).

Bir dizi calisma, Alzheimer hastaligina sahip hastalarin, serbest radikal olusumu,
protein, DNA ve RNA oksidasyonu, doymamis yag asitlerinin c¢oklugu, lipit
peroksidasyonu, mitokondriyal disfonksiyon ve az miktardaki antioksidan enzimleri ile
karakterize, yiiksek seviyede oksidatif stres gosterdikleri bulunmustur (Markesbery
1997; Zhao et al. 2012). AH patogenezindeki en erken olaylardan biri olan oksidatif
stresin, [B-sekretaz aktivasyonu ile AP peptidlerinin asir1 dretilmesine, tau
hiperfosforilasyonuna, ndronlarin dejenerasyonuna ve oliimiine neden olarak, AH’nin
ilerlemesinde etkili oldugu, yapilan galigmalarla tespit edilmistir (Su et al. 2008; Jo et
al. 2010; Zhao et al. 2012).
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Sekil 4.13. Farklilasmig SH-SY5Y hiicrelerinde hBN nanopartikiil+Af muamelesinin

TAK diizeyleri iizerine etkileri
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Sekil 4.14. Farklilasmis SH-SYSY hiicrelerinde hBN nanopartikiil+Af muamelesinin

TOD diizeyleri tizerine etkileri
(*) sembolii AB’ye kiyasla istatiksel anlamlilig1 ifade etmektedir
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Elde edilen sonuglar, hBN nanopartikiillerinin pro-oksidatif degisikliklere neden
olmadig1 ve farkli diizeylerde antioksidan etkiye sahip oldugunu gostermistir. Ayrica,
hBN nanopartikiilleri ile yapilan muamelenin, AP ile muamele edilen gruba kiyasla
TAK seviyesini arttirdigi, TOD seviyesini azalttigi gézlenmistir. Bu sonuglar, hBN
nanopartikiillerinin, AH olusmasinda ve ilerlemesinde etkili olan oksidatif strese karsi

koruyucu bir rol oynadigini gostermektedir.

4.5. In Vitro Kosullar Altinda Olusturulan Farkhilasmis SH-SY5Y Hiicre Hattinda
Molekiiler Genetik Yanitlar

hBN nanopartikiillerinin in vitro olarak A tarafindan indiikklenen nérotoksisiteye karsi
noroprotektif etki gosterip gostermedigini belirlemek ve eger noroprotektif etki varsa,
bunun altinda yatan etkenleri bulabilmek icin segilen 12 adet genin ekspresyon
seviyeleri aragtirtlmigtir. Bu nedenle, farklilasmis SH-SYSY hiicrelerinden RNA izole
edilerek, ters transkripsiyon ile cDNA sentezlenmistir. Sentezlenen cDNA ornekleri
belirlenen genlere 6zgili primerlerin varliginda kantitatif PZR ile c¢ogaltilmistir. Gen

ekspresyonu seviyelerindeki farklar Cizelge 4.1'de gosterilmistir.

AP ile olusturulan farklilasmis SH-SYSY hiicre hattinda kontrol grup ile
kiyaslandiginda APOE, BACE 1, BDNF, MAPT, NCTSN ve TNF-o genlerinde
ekpresyon diizeylerinde anlamli artis gozlenirken; ADAM 10, APH1A, PSEN 1 ve
PSENEN genlerininin ekspresyonlarinda anlamli bir azalma oldugu gozlenmistir

(p<0,05).
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Cizelge 4.1. Gruplar arasindaki gen ekspresyon degisiklikleri

Gen AP hBN hBN +Ap
ADAM10 -2,56 -1,34 -0,78
APH1A -2,95 -1,54 1,89
APOE 7,01 0,43 1,34
APP 0,99 1,12 0,95
BACE1 9,89 1,56 543
BDNF 1,78 -0,98 1,89
EGFR 0,64 0,67 0,68
MAPT 2,67 1,09 1,78
NCSTN 11,42 1,29 2,09
PSEN1 -1,43 1,23 0,54
PSENEN -2,13 1,21 -1,67
TNF-a 3,90 1,11 2,45

Amiloid plaklarin olugsmasinda temel etken olan AP, 21. kromozomda klonlanan
APP’nin, B- ve y-sekretazlar tarafindan boéliinmesiyle olusmaktadir. Bu asama,
amiloidojenik yol olarak bilinmektedir (Castorina et al. 2010). B-sekretaz bdlinmesiyle,
amiloid prekiirsor protein beta (APPsp) ve C terminal fragman beta (b-CTF), y-
sekretazla boliinme sonucu, APP intraseliiler domain (AICD) ve AP peptidi
olugsmaktadir. y boliinme, iiretilen AP miktari1 ve AB'nin daha toksik 42 amino asit
formunun nispi miktarin1 diizenlerken, B-sekretaz aktivitesinin ise amiloidojenik yolda
hiz smirlayict adim oldugu ve toplam hiicresel APP'nin ~%10'unu isledigi
diisiniilmektedir. Ayrica [-Sekretaz enzim miktarinin, amiloidojenik yolun
secilmesinde Onemli rol oynadigi diisliniilmektedir. Amiloidojenik olmayan yolda,
APP’nin o —sekretazlar ile boliinmesiyle, sAPPa ve C83 olusmaktadir. Olusan bu
tirtinler, AP olusumunu engellemektedir. Her iki enzim de, AP olusumu iizerinde farkli
etki gostermektedir. Bu enzimlerin ekspresyonu ve aktivitesi, AP seviyesini

etkilemektedir.
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ADAM, cesitli hiicre ylizeyi reseptdrlerinin ve sinyal molekiillerinin ektodomainlerinin
hiicre yapigsmast ve proteolitik isleyisindeki fonksiyonlara sahip 750 aminoasit
uzunlugunda salgilanan transmembran protein ailesinin bir iiyesidir (Huovila et al.
2005). ADAM10, birikimesi AH’de néronal dejenerasyona yol acan, AP peptid
olusumunu inhibe eden, amiloidojenik olmayan yoldaki APP’yi pargalayan ana o-
sekretazdir. ADAM10 aktivitesinin artmasi, beyni AH'de, AP birikiminden korudugu
icin, bu stratejinin AH de dahil olmak iizere norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde

etkili oldugu kanitlanmistir (Marcello et al. 2017; Peron et al. 2018).

BACE 1, 501 aminoasit dizisinden olusan, tip 1 transmembran aspartik asit proteazdir.
BACEL1 pepsin ve retroviral aspartik proteaz aileleriyle iliskili olup, B-sekretazin biitiin
fonksiyonel ozelliklerini gostererek, B-sekretaz olarak calismaktadir. Amiloidojenik

yolu se¢gmede 6nemli rol oynamaktadir (Sathya et al. 2012).

Her iki yolda onemli role sahip olan y-sekretaz; Presenilin (PSEN1), presenilin
artefaktorii-2 (PSEN-2), nicastrin (NCTSN) ve anterior farinks defekt-1 (APH-1) olmak
lizere dort temel alt iiniteden olusan, yiiksek molekiil agirlikli hidrofobik protein
kompleksidir (Zhang et al. 2014). Presenilin, gesitli tip 1 transmembran proteinlerini
pargalayan, intramembrandz bir proteaz olan y-sekretazin, katalitik alt birimi olarak
islev gérmektedir. Presenilin-1'i (PS1) kodlayan 14. Kromozomdaki PSEN1 genindeki
mutasyonlar, ailesel Alzheimer hastaliginin en yaygin nedeni olarak bilinmektedir
(Kelleher and Shen 2017). PSEN2, 448 aminoasit igeren, kararsiz bir transmembran
holoproteindir. PSEN 2, PSEN 1’in homologu olup, y-sekretazin en kii¢iik alt birimidir.
PSEN2 mutasyonu, y-sekretaz aktivitesini artirarak, AH’nin beyninde 6nemli bir 6zellik
olan AB42 iiretiminin artmasina neden olmaktadir. Bu nedenle presenilin mutasyonlari,
AH i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir (De Strooper et al. 1997; Cai and Kim 2015).
Nicastrin, kromozom 1'de bulunan, bir gende yiiksek oranda korunmus bir sekans
tarafindan kodlanan, biiyiilk bir transmembran glikoproteinidir. NCTSN, vy-sekretaz
substratlart i¢in uygun yer ve y-sekretaz bilesenlerinin olgunlagmasina olanak
saglamaktadir (Foncin et al. 1985; Confalonia et al. 2003). APH-1, yedi transmembran
bolgeye sahip bir proteindir. y-sekretaz aktivitesinde anahtar bir faktor olan APH-1,
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nicastrin ile stabil bir alt kompleks olusturmakta ve vy-sekretaz kompleksinin
stabilizasyonuna katkida bulunmaktadir. Bu nedenle, APH-1 gen dizisindeki
degisiklikler, y-sekretaz aktivitesini degistirerek, AH riskini artirmaktadir (Cinleti et al.
2015).

Apolipoprotein E (ApoE), lipoproteinlerin metabolizmasinda ve kolesteroliin yeniden
dagitilmasinda kritik bir rol oynamaktadir. Beyinde astrositler tarafindan tiretilen ApoE,
néronal bakim ve onarimda kritik bir rol oynamaktadir. insanlarda ii¢ ana ApoE
izoformu vardir: E2, E3 ve E4 (Mahley and Rall 2000; Eichner et al. 2002; Pendse et al.
2009). E3, insanlarda ifade edilen ana izoformdur. E2 ve E4'iin etkileri, goreceli riski
belirlemek i¢in tipik olarak E3 ile karsilastirilmaktadir. ApoE, ge¢ baslangighi AH igin,
en giiclii genetik risk faktori olarak kabul edilmektedir. E2 alleli E4’e gore daha diisiik
AH patolojisi gostermektedir (Farrer et al. 1997; Raber et al. 1997; Garatachea et al.
2014; Phillips 2014; Brandor et al. 2018).

Beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF), bazal 6n beyinde sentezlenen ve merkezi sinir
sisteminde 6nemli bir rol oynayan norotrofik faktdr ailesinin bir liyesidir (Maisonpierrea
et al. 1991; Fahnestock et al. 2002). BDNF, sinaptik plastisite, noronal sagkalim, hafiza
olusumu ve uzun siireli hafizanin korunmasinda gorevlidir. Azalmig BDNF
ekspresyonunun, noropsikiyatrik ve norodejeneratif bozukluklarla iliskili oldugu ve
AH'nin ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadigi bulunmustur (Doi et al. 2013; Li et al.
2017).

Mikrotiibiille iliskili protein tau (MAPT) geni, Parkinson hastaligi ve AH de dahil olmak
lizere, birgok nérodejeneratif hastalikla ilgili olan tau proteinini kodlar. MAPT geninde,

tau proteininin toplanmasina neden olan bir dizi mutasyon tanimlanmistir (Allen et al.

2014).

TNF-a, merkezi sinir sisteminde sayisiz fizyolojik siireci kontrol eden, beyinde
mikroglia, ndron ve astrositler tarafindan sentezlenen, monomerik (17 kDa) glikosile

edilmemis tip 2 transmembran proteindir. TNF-a, bir enflamatuar yanitin baglatiimasi
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ve ilerletilmesinde rol oynayan enflamatuar sitokinlerden biridir. Cok sayida calisma,
yaslanma, hafif biligsel bozulma, AH, epilepsi hastalarinda biyolojik sivilarda yiikselmis
TNF-a seviyelerini tanimlamustir (Tang et al. 1996; Janelsins et al. 2005; Janelsins et
al. 2008; Chen et al. 2017). TNF-a kaynakli inflamasyonun, mikroglia aktivitesini ve
noronal 6liimii tetikledigi belirtilmistir. Ayrica TNF-o sinyallesmesinin, anormal APP
islemesi, AP plak birikimi, tau ile iliskili patoloji ve hiicre Oliimiindeki roli de

bildirilmistir (Chen et al. 2017; Decourt et al. 2017).
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Sekil 4.15. AP toksisitesine karst hBN nanopartikiil uygulamasinin gen ifadeleri iizerine

etkileri
(*) sembolii AB’ye karst hBN nanopartikiillerinin gen ekspresyon diizeylerinde énemli degisiklik
yaptigimi ifade etmektedir (tukey multiple comparison test).

Elde edilen sonuglara gore, AP metabolizmasi ile iligkili ADAM 10, BACE 1, PSEN 1 ve
NCSTN genlerinin, hBN nanopartikiiller tarafindan indiiklenen nérotoksisite de énemli
rol oynadigi bulunmustur. hBN nanopartikiillerinin a-sekretaz aktivitesini artirirken, f -
sekretaz ve y-sekretaz aktivitelerini azalttigi goriilmektedir. Bu proteinlerden olan, y-
sekretaz bilesenlerinin dogru tasinmasini saglayan Nicastrin(NCTSN) ve y-sekretaz

bilesenlerinin parcalanmasina neden olan Presenilin’nin (PSEN1), AB’ye gore azalmis
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olduklar1 gozlenmistir. Ayrica, ge¢ baslangicli AH olusumunda 6nemli etkiye sahip bir
glikoprotein olan APOE geninin, hBN nanopartikiil muamelesi sonucu, AB’ye gore
onemli diizeyde azalmis oldugu gbézlenmistir. Beyinde 6grenme, hafiza bozukluklariyla
iligkili patogeneze sebep olan TNF-a geninin azalmis oldugu, néronlarin, sinapslarin ve
hafizanin korunmasinda 6nemli bir rolii olan BDNF geninin ise artmis oldugu tespit

edilmistir.

hBN nanopartikiil uygulamasinin, Af’ye gore ADAM 10 ve BDNF genlerinde artmaya,
APOE, BACE 1, NCSTN, PSEN 1 ve TNF- a genlerinde azalmaya neden oldugu tespit
edilmistir. Boylelikle hBN nanopartikiillerinin, Ap toksisitesinde koruyucu etkiye neden
oldugu sonucuna varilmistir. Bu sonuglarin onceki ¢alismalarla paralellik gosterdigi

belirlenmistir.

4.6. In Vitro Kosullar Altinda Olusturulan Hiicresel AH Modelinde Af ile
indiiklenen hBN Nanopartikiillerinin Hoechst 33258 Floresan Boyama ve Akis

Sitometri Analiz Degerleri

Bis-benzimidazol tiirevi olan Hoechst 33258 DNA'nin boyanmasi ve niikleik asitlerin
miktarinin belirlenmesi i¢in yaygin olarak kullanilan, mavi floresan boyalardir. Hoechst
33258 boyasinin, ¢ift sarmalli DNA’da, 6zellikle Adenin-Timin bakimindan zengin
dizilimler icin yiiksek afiniteye sahip olduklar1 bilinmektedir. Hoechst boyalari,
membran gecirgendir ve canli hiicrelerin boyanmasina izin vermektedir. Hoechst
boyalari, floresan mikroskopta ve akigskan sitometrisinde hiicresel yapilari, spesifik
proteinleri ayni anda gorsellestirmek i¢in kullanilmaktadir. Ayrica Hoechst 33258
boyamasi, apoptotik hiicrelerde meydana gelen niikleer kromatindeki 6nemli morfolojik

degisiklikleri gostermektedir (Guan et al. 2006; Bucevicius et al. 2018).

hBN nanopartikiilleri, AR ve hBN nanopartikiiliitAB’ye maruz birakilan farklilasmis
SH-SYS5Y hiicrelerinin kromozom biitiinliiglinii analiz etmek i¢in Hoechst 33258
fluoresan boyama teknigi kullanilarak hiicrelerdeki degisimler gozlenmistir. Hoechst

33258 fluoresan boyama analiz sonuglari Sekil 4.16'da gosterilmistir.
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Sekil 4.16. Hoechst 33258 boyasi ile hiicre gekirdeklerinin boyanmasi a- sadece SH-SY5Y
hiicreleri, b- hBN nanopartikiilleri, c- sadece AP igeren hiicre Kkiiltiri d- hBN
nanopartikiilleri+Ap (Oklar apoptotik cisimcikleri gdstermektedir).

Mikroskopik analiz sonucu, hiicre ¢ekirdeklerinde 6nemli bir apoptoz belirteci olan
kromozomal bozukluklar tespit edilimistir. Kontrole gore, hBN nanopartikiil
uygulamasinin, hiicrelerin ¢ekirdeginde ve saglikli hiicrelerin sayisinda 6nemli bir
degisiklik yapmadigi, AP uygulamasinin ise hiicrelerin ¢ekirdegini bozdugu ve saglikli
hiicrelerin sayisint 6nemli diizeyde azalttigi goézlenmistir. Diger yandan, hBN
nanopartikiil+Ap uygulamasinin, 48 saat sonunda AP toksik etkisini kontrole gore
onemli dl¢giide azalttigi tespit edilmistir. Bu sonuclara gére, hBN nanopartikiillerinin A

toksisitesine kars1 koruyucu etkiye sahip olduklar1 tespit edilmistir.

Akis sitometrisi, sivi bir ortamda, siispansiyondaki mikroskobik parcaciklarin, fiziksel

ve kimyasal Ozelliklerini analiz etmek i¢in yaygmn olarak kullanilan bir tekniktir.
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(Waller et al. 2001). Bu teknik genellikle, yasam ve biyomedikal bilimlerin
aragtirtlmasinda kullanildig1 bilinmektedir. Akis sitometrisi, hiicre ylizeyi ve hiicre igi
molekiillerin ekspresyonunu analiz etmek, heterojen bir hiicre popiilasyonundaki farkli
hiicre tiplerini karakterize etmek, izole edilmis alt popiilasyonlarin safligini

degerlendirmek, hiicre boyutu ve hacmini analiz etmek i¢in kullanilmaktadir (Errante et
al. 2015).

Hiicre oliim tiiriinii belirlemek amaciyla Annexin-V/PI akis sitometrisi (CyFlow® Cube
6, Sysmex, Almanya) analizi yapilmistir. Akig sitometri analiz sonuglar1 Sekil 4.17°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.17. Hiicre akig sitometrisi analizi a- sadece SH-SY5Y hiicreleri, b- sadece AP
iceren hiicre kiiltiirii, c- hBN nanopartikiilleri, d- hBN nanopartikiilleri+A

Akis sitometri analizine gore, farklilasmis SH-SYS5Y hiicrelerini, apoptoza gére nekroz
yoluyla daha fazla 6ldiirdiigli bulunmustur. Analiz sonucuna gore, AP uygulamasinin
canlilik oranin1 %52.68’e diislirdiigii, apoptoz oranini %18.05, nekroz oranini ise

%29.27 yapt1ig1, hBN nanopartikiil uygulamasinin ise canlilik oraninda énemli diizeyde
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bir etki yapmadigi belirlenmistir. hBN nanopartikiil+Af uygulamasinda, canlilik
oraninin  %62.76, apoptoz oraninin %15.36, nekroz oranmin ise %21.88 oldugu
goriilmiistiir. Bu sonuglara gore, hBN nanopartikiil uygulamasinin, %52,68 ile %62,76
AP ilavesine karsi hiicre yasayabilirligini arttirdig1 tespit edilmistir. Ayrica vermis
oldugumuz hBN nanopartikiillerinin, AP maruziyetinden kaynaklanan nekroz
seviyelerini 6nemli Olciide azaltarak, AP toksisitesine karsi koruyucu etki gosterdigi

gorilmistiir.

Apoptoz, normal gelisim ve yaslanma sirasinda, dokulardaki hiicre popiilasyonlarini
korumak i¢in homeostatik bir mekanizma gorevi istlenerek, istenmeyen hiicrelerin
sistematik olarak ortadan kaldirilmasini saglayan temel bir biyolojik olay olarak
tanimlanmaktadir (Norbury and Hickson 2001; Rager 2015). Baska bir ifade ile
programlanmis hiicre 6liimii veya apoptoz, hiicrelerin genetik olarak belirlenmis bir
sekilde elimine edilmesini iceren, farkli morfolojik ozellikler ve enerjiye bagh
biyokimyasal mekanizmalar ile karakterize edilen, hiicre 6limiiniin 6nemli bir siireci
olarak bilinmektedir. (Formigli et al. 2000; Sperandio et al. 2000; Debnath et al. 2005).
Ayrica apoptoz, normal hiicre devri, immiin sistemin diizgiin gelisimi ve isleyisi,
hormona bagli atrofi, embriyonik gelisim ve kimyasal kaynakli hiicre 6liimii gibi ¢esitli
islemlerin hayati bir bileseni olarak kabul edilmektedir. (Elmore 2007). Apoptozun
deregiilasyonu, norodejeneratif hastaliklar, iskemik hasar, otoimmiin hastaliklar ve
kanser gibi gesitli hastaliklarm patogenezinde rol oynamaktadir. Ornegin, saglikli
hiicrelerin tahrip olmasina yol agan asir1 hiicre 6liimii, norodejeneratif bozukluklara
neden olmaktadir (Rager 2015). Ayrica Af'nin, oksidatif strese neden olarak veya
noronlarda ve gliada artmis Fas ligand ekspresyonlarini tetikleyerek, apoptozu
indiikledigi  diisiinilmektedir. Ayrica TNF-o salgilanmasmma ve TNF-R1'in
aktivasyonuna neden olacak sekilde mikroglia aktive edebilir, bunun da apoptoza yol
actigr bilinmektedir (Ethell and Buhler 2003). Az hiicre olimiiniin ise, kanser
hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasindan ve oto-immiin hiicrelerin, artrit, multipl skleroz
ve lupus eritematozus gibi hastaliklara katkida bulunan dolagimdan g¢ikarilmamasindan

kismen sorumlu oldugu bilinmektedir (Rager 2015).
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Nekroz, apoptotik sinyal iletim yolu gibi yiiksek diizeyde diizenlenmis bir hiicre igi
programi izlemeyen, programlanmamis hiicrelerin ve canli dokularm 6liimii olarak
tanimlanmaktadir. Nekroz tipik olarak, hiicre zar1 biitiinliigiiniin kayb1 ve hiicre 6liimii
tirlinlerinin  kontrolsiiz bir sekilde hiicre dis1 bosluga salinmasi ile sonuglanarak
enflamatuar bir yanit1 baglatmaktadir. Apoptoz ve nekroz, bir stirekliligin iki ucunu
temsil etmektedir (Niemann and Rohrbach 2016). Apoptoz ve nekrozun mekanizmalari
ve morfolojileri farkli olsa da, bu iki islem arasinda benzerliklerin oldugu
kanitlanmistir. Bu kanitlar, nekroz ve apoptozun “apoptoz-nekroz siirekliligi” olarak
tanimlanan ortak bir biyokimyasal agin morfolojik ifadelerini temsil ettigini
gostermektedir (Zeiss 2003). Bir hiicrenin nekroz veya apoptozla dliip 6lmemesinin,
kismen hiicre 6liim sinyalinin dogasina, doku tipine, dokunun gelisim asamasina ve
fizyolojik ortama bagl oldugu belirtilmistir (Fiers et al. 1999; Zeiss 2003). Nekroz,
genellikle genis hiicre alanlarini etkileyen kontrolsiiz ve pasif bir islem iken; apoptozis
kontrol edilen, enerjiye bagli olup bireysel veya hiicre kiimelerini etkileyen bir iglemdir.
Hiicre olimii diizenlenmesindeki anormalliklerin, kanser, otoimmiin lenfoproliferatif
sendrom, AIDS, iskemi, Parkinson hastaligi, AH, Huntington hastaligi ve Amyotrofik
Lateral Skleroz gibi norojen iiretici hastaliklar gibi hastaliklarin 6nemli bir bileseni

oldugu bilinmektedir (Elmore 2007).

4.7. In Vitro Kosullar Altinda Olusturulan Hiicresel AH Modelinde AP Ile
Indiiklenen hBN Nanopartikiillerinin Western Blot Analiz Degerleri

Western blot, dogal veya denatiire proteinlerin, jel elektroforez ile ayrilmasini, ayrilan
proteinlerin bir protein baglama membranina aktarilarak, hedef proteine spesifik bir
antikorun baglanip, proteinin saptanmasini ve protein miktarinin belirlenmesi igin
yaygin kullanilan laboratuvar tekniklerinden birisidir (Gomes et al. 2009; Ghosh et al.
2014). Western blot, goreceli protein seviyelerini dogru bir sekilde 6lgmek amaciyla
kullanilan giiglii bir bilimsel teknik olmasina ragmen, uygun deneysel teknik ve
stratejilerin kullanilmasi gerekmektedir (Ghosh et al. 2014). Western blot, enerji
metabolizmasini, protein doniisiimiinii ve kronik fizyolojik adaptasyonlar1 destekleyen

diizenleyici molekiiler olaylar1 arastirmak igin cesitli uygulamalara sahiptir. Ornegin,
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protein miktarini, kinaz aktivitesini, hiicresel lokalizasyonu, protein-protein
etkilesimlerini, post-translasyonel modifikasyonlari, glikosilasyonu (Péré-Brissaud et al.
2015), apoptotik sinyalleme ile ilgili proteinlerin saptanmasini, lokalizasyonunu ve

miktarini arastirmak i¢in kullanilmaktadir (Bass et al. 2017).

Numunelerdeki spesifik protein seviyelerini belirlemek amaciyla kullanilan Western
blot analizinde, protein seviyelerinin normallestirilmesi i¢in uygun bir yiikleme kontrolii
gerekmektedir. Kontrol yiiklemesi, ilgili proteinin jele dogru bigimde yiiklendiginden,
dogru sekilde aktarildigindan ve tiim reaktiflerin normal sekilde calistigindan emin
olunmasi amaciyla yapilan bir asamadir. Beta aktin (-aktin), kas kasilmasi, amoeboid
hareket, sitokinez ve mitotik boliinme dahil olmak {izere gok ¢esitli 6karyotik hiicresel
fonksiyonlara katilan, yiiksek konservasyon, yiiksek ve sabit ekspresyon gosteren bir
temizlik proteinidir. Bu ozelliklerinden dolay1r B-aktin, hiicre kiiltiirlerinin ve doku
ekstraktlarinin  yiikleme kontrol elemani olarak, western blotta yaygin olarak
kullanilmaktadir. Test edilen proteinin molekiil agirligi, B-aktininkinden farkli oldugu

zaman, farkli bantlar elde edilmektedir (Zhang et al. 2012).

hBN nanopartikiillerinin farklilasmis SH-SYS5Y hiicrelerindeki AP proteinlerinin
ekspresyon diizeyindeki farkliliklar1 analiz etmek i¢in Western Blot teknigi
kullanilmistir. Western Blot yontemiyle 30, 150 ve 300. sn’de elde edilen analiz
sonuglar1 Sekil 4.18, 4.19 ve 4.20'de gosterilmistir.
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Af hBN hBN+ Af Kontrol

APP

AB1-42

B-Aktin

Sekil 4.18. hBN nanopartikiillerinin AP protein diizeyine etkisinin Western blot ile
30.sn. elde edilen goriintiisii

A hBN hBN+ Af Kontrol

et

Sekil 4.19. hBN nanopartikiillerinin A protein diizeyine etkisinin Western blot ile
150.sn. elde edilen goriintiisii
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AB  hBN hBN+ AB Kontrol

APP

AB1-42

B-Aktin

Sekil 4.20. hBN nanopartikiillerinin AB protein diizeyine etkisinin Western blot ile
300.sn. elde edilen goriintiisii

AH’de, AP protein seviyelerinde artis oldugu tespit edilmistir. Bu artigla birlikte,
AP’lere hBN nanopartikiilleri verilerek, AP seviyeleri western blot yontemi ile
goriintillenmeye ¢aligilmistir. Goriintilleme sonucunda, image j programi kullanilarak
bant kalinliklart hesaplanmistir. Bant kalinliklarma gore, hBN nanopartikiil
uygulamasinin, AP protein seviyesini onemli diizeyde digiirdiigi goriilmistir. Bu
sonuglara gore, AP protein miktarinin, hBN nanopartikiil uygulanmasi sonucu

indiiklendigi ve bu sonuglarin diger deneylerimizi desteklemekte oldugu goriilmiistiir.
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5. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak, bu arastirma ile SH-SY5Y hiicrelerinde A ile olusturulan norotoksisiteye
kars1 hBN nanopartikiillerinin koruyucu rolii ilk defa tespit edilmistir. Farklilasmis SH-
SY5Y hiicre kiiltiriinde, uygulama dozundaki hBN nanopartikiillerinin néroprotektif
potansiyellerinin yan1 sira sitotoksik ve genotoksik etkilerinin bulunmadigi da ilk kez
rapor edilmistir. Tez ¢aligmalar1 bulgulari 1s18inda, hBN nanopartikiillerinin uygulama
dozundaki antioksidan kapasiteyi artirdigi ve AP ile indiikklenen nekrozu 6nemli oranda
azalttig1 tespit edilmistir. BOylece uygulama dozundaki hBN nanopartikiillerinin,
yiksek anti-Alzheimer potansiyeline sahip oldugu ilk kez Onerilmektedir. Ayrica
mevcut ¢alismanin, Alzheimer hastaliginin tedavisine yonelik yeni ¢aligmalara dnemli

katkilar saglayacagi diistiniilmektedir.
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