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OZET

KANSER HUCRELERININ GORUNTULENMESINE YONELIK
SPESIFiK BIYOKONJUGATLARIN TASARIMI,
KARAKTERIZASYONU VE IN VITRO UYGULAMALARI

AKIN, Mehriban

Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Bolimii
Tez Danismant: Prof. Dr. Suna TIMUR
Nisan 2012, 67 sayfa

Bu c¢aligmada kuantum nanoparcaciklarmm (QDs) poliamidoamin
(PAMAM) dendrimerleri ile kontrol edilebilir ligand oranlarinda faz-transfer
reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. PAMAM molekiillerinin sahip oldugu essiz
ozellikler sayesinde elektrostatik ve yapisal agidan kararli, suda ¢oziiniir kuantum
nanokompleksleri  sentezlenmistir. Elde edilen PAMAM modifiye QD
nanokonjugatlar1 (P/QDs) fluoresans ve UV-goriiniir bolge spektrumlarina,
yiizeye baglanan PAMAM sayisina gore, hidrodinamik boyutlarna ve
kararhliklarina gore karakterize edilmislerdir. Konjugatlarm MCF-7 (meme), A-
549 (akciger) ve HEP-G2 (karaciger) tiimor hiicrelerine gosterdikleri olas1 toksik
etkileri MTT testi uygulanarak incelenmistir. Elde edilen hiicre viyabilite
verilerine gore IC50 (% 50 inhibisyon konsantrasyonu), NOAEC (goriiniir bir
etkinin bulunmadig1 konsantrasyon degeri) ve TLC (total 6liim konsantrasyonu)
degerleri hesaplanmistir. Sonrasinda konjugatlar HER2 spesifik antikor ile
isaretlenerek model olarak secilen MCF-7 hiicrelerinin fluoresans goriintiilenmesi

yapildi.

Sonu¢ olarak antikor ile hedeflendirilen P/QDs konjugatlar1t MCF-7
hiicreleri tarafindan reseptor-ligand etkilesimleri sonrasinda endositotik yollarla
hiicre igerisine almmustir. Fluoresans mikroskobu goriintiileri gostermektedir ki
tasarlanan PAMAM-modifiye QD nanoparcaciklari, fluoresans goriintiileme ve
hedeflenmis terapi alaninda gelecek vaad eden QD temelli problarin ve nano-

cihazlarin gelistirilmesinde 6nemli bir yol gosterici niteligindedir.

Anahtar sozciikler: Kuantum nanoparcaciklar, PAMAM dendrimeri, yiizey

modifikasyonu, fluoresans prob gelistirme, tiimor hedefleme.
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ABSTRACT

DESIGN, CHARACTERIZATION OF BIOCONJUGATES IN CELL
IMAGING AND THEIR IN VITRO APPLICATION

AKIN, Mehriban

MSc in Biochemistry
Supervisor: Prof. Dr. Suna TIMUR
April 2012, 67 pages

Herein, phase-transfer reaction of quantum dots (QDs) with amine-
terminated polyamidoamine (PAMAM) dendrimer with controllable ligand molar
ratios was achieved. Unique properties of PAMAM allowed us to build up
structurally and electrostatically stabilized water soluble QD complexes.
Synthesized conjugates were characterized in terms of fluorescence and UV-vis
profiles, hydrodynamic size, number of surface dendrimer groups, and stability.
Cytotoxic effects of conjugates for MCF-7, A-549 and HEP-G2 cancer cells were
assessed based on cell viability using MTT assay. Cytotoxicity results were
expressed as no observable adverse effect concentration (NOAEC), 50%
inhibitory concentration (IC50) and total lethal concentration (TLC) values (uM).

Further, HER2 receptor-mediated targeting efficiency of antibody labeled
P/QDs conjugates was evaluated by successful staining of MCF-7 cells with
bioconjugates. Uniquely, effective cell internalization was achieved with well
characterized antibody coupled P/QDs in contrast to antibody free P/QDs
conjugates. Fluorescence microscopy images demonstrated that designed
PAMAM-derivatized QDs nanoparticles feature great potential in the area of
cellular imaging and targeted therapy.

Keywords: Quantum dots, PAMAM dendrimers, surface modification,
fluorescence prob design, tumor targeting



TESEKKUR

Bu c¢alisma kapsaminda kullanilan materyal ve yontemlerde biiyiik
yardimi olan Rebecca Borgartz’a (Hannover Universitesi, Teknik Kimya
Enstitiisii, Almanya); sitotoksisite ve SEM analizlerinde teknik desteklerinden
dolay1 Stefanie Wagner ve Clarris Baumanis’e (Hannover Universitesi, Teknik
Kimya Enstitiisii, Almanya); hiicre kiiltiiri denemelerinde malzeme temininde
yardimC1 olan Ilker Medine’ye (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii);
calisma boyunca fikirlerini esirgemeyen degerli hocalarim Dr. Frank Stahl, Dr.
Johanna Walter (Hannover Universitesi, Teknik Kimya Enstitiisii, Almanya) ve
Dr. Dilek Odact Demirkol’a (Ege Universitesi, Biyokimya Boliimii)
minnettarhgimi sunarim. Son olarak ¢alismanin baslangicindan bitimine kadar
her adimda yanimda olan damigmanm Prof. Dr. Suna Timur’a (Ege Universitesi,
Biyokimya Boliimii) sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Bu tez calismas1t TUBITAK
(109T573) ve Ege Universitesi 2010/FEN/0053 no’lu BAP projesi tarafindan
desteklenmistir. Mali desteklerinden dolayr TUBITAK ve Ege Universitesi'ne

tesekkiirlerimi sunarim.






Xl

ICINDEKILER

Sayfa
OZET ..ottt e v
ABSTRACT ..ttt ettt e ettt e re b nae e s vii
TESEKKUR vvooevooeee oo eeee oo e ese s ees e ee s eess s s ees e ees e esseeeseeeseeeees ix
31000951230 0) 172 1) ST Xiv
(01745 56101 015128 ) V4 1.1 ST Xix
L. GIRIS 1ottt 1
1.1 Kuantum NanopargaciKIar............ouiuvririiiiieeiiiiiiiiiiiee e 1
1.2 Kuantum Nanopar¢acik SENLEZI ........c.ueeivuvreiiiireiiieesiiie e sieeesiee e siee e siee e 1
1.3 Kuantum Nanopargaciklarmim Optik OzelliKIeri.........c..cccvvvvvvivvviiirieeieee, 5
1.4 Kuantum Nanoparg¢aciklarmin Suda Coziiniirlestirilmesi...........cccocvrevivvrennen. 9
a) Ligand yer degistirme reaksiyonlart ..........ccccuveeiveeeiiureesiiieesiieeesiieeesnieeesineens 10
b) Hidrofobik etkilesimlerle misel olusturulmasi.............cccocveevireeiieeeiiieeiinenn 11
C) SiliKa enkapSTIasSyOnU.......c.ceiviiiiiiiiieiiie et 12
1.5 Kuantum Nanoparg¢aciklarmin Biyokonjugasyonu............ccccccevveeviiveeinnenne, 13
1.6 Kuantum Nanopargaciklarinin Biyolojik Uygulama Alanlari....................... 15

1.7 Tumor Hedefleme ve GOTUNLUIEIMIE .. .ccvvvieeeiiee et e e 16



Xl

ICINDEKILER (devam)

1.8 Kuantum Nanopargaciklarmin SitOtOKSISIEST ..........cevvveiviviiiiieeiiee e, 18
1.9 Poliamidoamin (PAMAM) Dendrimerleri.........cccccoiviiiiiieniieiieie i, 20
-Pamam dendrimeri ile kuantum nanopargaciklarinin modifikasyonu ............... 23

1.10 Human Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii-2 (HER2) Spesifik

HEAEFIEME ... 25
2. MATERYAL VE METOD ...ttt 28
2.1 KIMYASAHAN ... 28

2.2 Kuantum Nanopargaciklarinin Pamam Dendrimeri ile Modifikasyonu (P/QDs
Konjugatlarinin SENTEZI) .......eeeiveeeiiieeeie et 28

2.3 Bradford Reaktifi ile Pamam Molekiillerinin Tayini...........ccccevvvveiiieeniinnnnn 29

2.4 Anti-HER2 Antikorunun P/QDs Konjugatlarina Capraz Baglanmasi1 (P/QDs-

ANEIHERZ) vttt ettt ees st e e s e e e s ee s es et eneee e 29
2.5 FIUoTesans OICHMIET ...........cucviiieeieeeeeee ettt see st 30
2.6 BOYUL ANAIIZIEIT......oceiiiiec e 30
2.7 Hiicre Kiltlirti CaliSmalart .............uuuuuiiuiiiiiiiiinnnnns 30
2.8 TOKSISIEE TSI....ueevieiieiietesie ettt 31
2.9 Fluoresans Mikroskobu Uygulamalart..........c.cocceeivieiiiiiiiiiieieiie s 31
3. SONUCLAR VE YORUMLAR .....coiiiieiie ettt 33

3.1 Kuantum Nanokristallerinin Pamam Dendrimeri ile Modifikasyonu (P/QDs
=] 1] (=74 ) TP SRR 33



X1

ICINDEKILER (devam)

3.2 P/QDs Konjugatlarmin KarakterizaSyonu............ccceiueervieieeiieenineenieesneenns 34
3.3 Baglanan Pamam Molekiillerinin Bradford Testi ile Tayini.......................... 36
34 BOYUL ANANIZI. ..t 38
S5 KararliliK .o 40
3.6 STEOTOKSISITE ... 41
3.7 1IN VItro Uygulamalar............c.ooiiiiiiiiiiee e 44
4. GENEL DEGERLENDIRME .......ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiceie e 50
KAYNAK DIZINT....oiiiiiiiciccicicceee s 52

OZGECMIS oot e e s ee e et ee st ee s st es s es e ees s erens 63



XV

SEKILLER DiZiNi

Sekil Sayfa

Sekil 1.1. 6 farkli kuantum nanopargacigin fluoresans ve absorpsiyon profilleri
(tstte), boyut bagimli fluoresans Ozellikleri ve spektral araliklari
(altta) (Medintz et al., 2005). .....cccveiiiiiieiiiee e 2

Sekil 1.2. Kuantum nanopargaciklarin ¢ekirdek materyaline gore farklanan
emisyon spektrumlari. Ayrica bu dalga boylarma iliskin
mayeryallerin kullanildig1 biyolojik alanlar da belirtilmistir (Medintz
EL AL, 2005). .eiiiiiiiieee s 3

Sekil 1.3. Kuantum nanoparcaciklarmin optik ozellikleri A) Fluoresans 1s1k
emisyonlarmin organik boya olan tetrametilrodamin izotiyosiyanat
(TRIT, solda), yesil QD (ortada) ve kirmuzi QD (sagda) ile
kiyaslanmas1 (normal oda 15181 altinda, 1,0 uM konsantrasyonda). B)
Ayni uyarilma kosullar1 altinda QD ve Teksas Kirmizisi’na iligkin
foto-soniimleme egrileri. C) QD ve klasik bir organik boyanin
uyarilma halinden bozulmasi egrilerinin kiyaslanmasi. T(dye) ve
T(QD) fluoresans sinyallerin 1/e degerine kadar olan bozulma
stirelerini gostermektedir. ‘e’ logaritmik bir sabit olup 2,718 degerine

esittir. D) Fare derisi ile QD emisyon spektrumlarinin kiyaslanmasi. . 6

Sekil 1.4. Kuantum nanopargaciklarinin foto-soniimleyeme karsi olan resistansi.
Ust siitunda; 3T3 hiicrelerinin kuantum nanopargacik-streptavidin 630
konjugat ile niikleer antijenleri (kirmizi) ve ayni1 anda mikrotiibiilleri
AlexaFluor 488 (yesil) ile isaretlenmistir. Alt siitunda; mikrotiibiiller
kuantum nanopargacik-streptavidin 630 konjugatt (kwrmizi) ile,
niikleer antijenler AlexaFluor 488 (yesil) ile isaretlenmistir (Wu et al.,
2003). ittt 7



XV

SEKILLER DiZiNi (devam)

Sekil 1.5. Insan epitel hiicrelerinin 5 farkli kuantum nanoparcacigi ile
isaretlenerek ¢oklu goriintillemenin yapilmasi. Siyan renk, niikleusun
isaretlendigi 655 nm-kuantum nanoparcaciga, magenta Ki-67
proteinin isaretlendigi 605 nm- kuantum nanoparcaciga, turuncu
mitakondrinin boyandigr 525 nm- kuantum nanoparcaciga, yesil
mikrotiibiiliin boyandig1 565 nm- kuantum nanoparcaciga, kirmizi
ise aktin filamentlerinin boyandig1 705 nm- kuantum nanopargaciga
aittir (Quantum Dot Corp.) (Medintz et al., 2005)..........cccccveevveennne. 8

Sekil 1.6. Oleik asit kapli organik fazdaki kuantum nanopargaciklarin glutatiyon
ile modifkasyonu sonrasinan organik fazdan su fazma transfer
edilmesi (Deng et al., 2012). .......ccceeiiiieeiie e 9

Sekil 1.7. Kuantum nanoparcaciklarmin ligand yerdegistirme, silika
enkapsiilasyon ve hidrofobik etkilesimlerle yiizeylerinin modifiye

edilmesi ve sonucunda suda ¢Oziiniirlestirilmesi. ...........ccccceunennns 10

Sekil 1.8. Kuantum nanopargacik ylizeyinin olast molekiillerle ligand

yerdegistirme yontemi ile modifikasyonu...........ccccvvvvvieeeiniinnnnne, 10

Sekil 1.9. TOPO vyiizey kaplayict ajan, enkapsiile edici kopolimer tabakasi,
biyouyumlugu saglayan PEG ve antikor, peptid, inhibitdr gibi timor

spesifik molekiilden meydana gelen, multifonksiyonel kuantum

nanopargacik probunun yapisal sekli (Gao et al., 2004).................... 12
Sekil 1.10. Kuantum dotlarin biyomolekiillerle konjuge edilme metodlari ......... 14
Sekil 1.11. Tiimorlii hiicrelerin aktif ve pasif hedeflenme mekanizmalart........... 16

Sekil 1.12. Triblock kopolimer/PEG gruplart ile enkapsiile edilen kuantum
nanopargaciklari ile prostat spasifik membran reseptorlerinin aktif
olarak hedeflenmesi sonucunda prostat tiimorii tasiyan farelere

iligkin alinan fluoresans goriintiiler (Gao et al., 2004).................. 17



Sekil 1.13.

XVI

SEKILLER DiZiNi (devam)

Amin ve metil gruplarmin Michael katilim1 sonrasina tetra-
fonksiyonel PAMAM dendrimerlerinin sentezi (Tomalia et al.,

Sekil 1.14. Dendrimer yapilar1 ve hedefleme tiirleri. a)¢ekirdek(i), i¢ yap1 (ii) ve

terminal yiizey gruplarindan (Z) (iii) olusan dendrimerin genel
topolojisi. b)Pasif hedefleme: goriintiileyici prob (A), terapi ajani (B)
ve diisiik toksisiteye sahip terminal grubundan (Z) olusan dendrimer
temelli diyagnistik nanoyapilar. ¢) Aktif reseptor temelli hedefleme:
goriintiileyici prob (A), terapi ajan1 (B), reseptor hedefleyici grup ve
disiik toksisiteye sahip yiizey grubundan (Z) olusan dendrimer
temelli diyagnistik nanoyapilar (Tomalia et al., 2010). .................. 21

Sekil 1.15. Jenerasyon 4-7 PAMAM dendrimerlrinin boyutlarinin gesitli protein,

Sekil 1.16.

membran lipit tabakalar1 ve DNA ile kiyaslanmasi (Tomalia et al.,

N-asetil sisteine disiilfit bag1 ile baglanan 4. Jenerasyon (G=4)
PAMAM dendrimerinin sematik gosterimi. Dendrimer ilact
intraseliiler olarak hiicre icersine alinir.Yapidaki disiilfit baglar1
intraseliiler glutatiyon ile tiyol readoks yer degistirme reaksiyonlari
sayesinde parcalanir. ilag serbest kalirken dendrimer hiicre dismna
salinir (Tomalia et al., 2010)........ccccccveiiiiieiiire e 23

Sekil 1.17. BT-474 meme kanser hiicrelerinin niikleer hormon reseptorlerinin

(estrojen (ER) ve progesteron reseptorii (PR), hiicre membran
yiizeyi antijenlerinin (HER2, EGFR) ve sitoplazmik mTOR proteinin
antikor isaretli kuantum nanoparcaciklar1 ile isaretlenmesi. A) BT-
474 hiicrelerinin belirtilen 5 reseptorii de iirettigini gosteren pozitif
isaretleme, B) tiimor iligkili reseptorlerin farkli oranlarda eksprese

edildigini gosteren kuantum nanopargacik emisyonlar1 (Yezhelyev et



Sekil

XVII

SEKILLER DiZiNi (devam)

1.18. HER2 spesifik antikor (HER2Ab) ile isaretli kuantum

nanoparg¢aciklar: (540 nm-yesil, 585 nm-sar1, 650 nm kirmizi) ile
isaretlenmis KPL-4 hiicrelerine iligkin aliman konfocal mikrosp
gorintiileri. Hiicreler HER2Ab-QD nanopargaciklari ile 37 °C’de
30 dk boyunca inkiibe edilmislerdir (Jin et al., 2009). ............... 27

Sekil 3.1. HDA ile stabilize edilen CdSe/ZnS kuantum nanoparcaciklari ile

PAMAM dendrimeri arasinda meydana gelen ligand-yer degistirme
reaksiyonu; HDA molekiiliiniin terminal amin gruplari, PAMAM
molekiiliiniin terminal amin gruplar1 ile yer degistirmektedir. Elde
edilen PAMAM/QDs (P/QDs)  nanokompleksleri,  sonrasi
karakterizasyon ve uygulama adimlar1 icin PBS 7,4 tamponunda

COZUIATL. ++vv e e e e et ee s s et eee e e 34

Sekil 3.2. Modifiye edilmemis CdZe/ZnS nanoparcaciklari (siyah) ile PAMAM

(kirmiz1) ve PAMAM/HER?2 ile modifiye edilen (kirmizi) kuantum
nanoparcaciklarina iligkin A) fluoresans, B) UV-goriiniir bdlge
spektrumlar1 (CdSe/ZnS nanoparcaciklar1 460+10 nm de uyarildi; B)
Insert grafigi 280 nm’de serbest PAMAM ve PAMAM modifiye QDs

nanaoparcaciklarina iligkin absorbans spektrumunu goéstermektedir).

Sekil 3.3. 10, 20, 30 ve 50 kat fazla PAMAM molekiilii ile muamele edilen QD

nanoparcaciklarina iliskin normalize edilmis fluoresans siddetleri ve

bunlara karsilik gelen baglanan PAMAM molekiil sayist. .................. 38

Sekil 3.4. Serbest PAMAM, 14 ve 28 PAMAM molekiilii ile kaplanmis kuantum

nanoparcaciklara iliskin hidrodinamik boyut analizleri. Molekiil
boyutlar1 siras1 ile PAMAM dendrimeri i¢in 5,6+0,0003; P14/QDs
konjugat1 i¢in 32,7 + 0,216 nm; P28/QDs konjugatlar1 i¢in de 58,8 +
0,029 nm olarak hesaplanmistir (Veriler N=3 icin ortalamas1 + standart
hata seklinde verilmektedir. Olgiimler PBS pH 7,4 tamponunda
ETCEKICSTIITIMISTIT). .oeieviieee e 39



XVIII

SEKILLER DiZiNi (devam)

Sekil 3.5. Yiizeyi 14 adet PAMAM molekiili ile modifiye edilmis QD

Sekil 3.6.

nanoparcaciklarma (P14/QDs) iligkin SEM analizi. Ortalama
konjugat boyutu 31,81+3,40 nm olarak hesapalanmastir................. 40

0,002; 0,01, 0,02; 0,05; 0,1; 0,2 ve 0,5 uM kuantum nanopargacik
iceren P/QDs konjugatlarinin 4 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda
MCF-7, A-549 ve HEP-G2 hiicrelerinin yasamsal faaliyetlerine olan
etkisinin incelenmesi; A) P/QDs konjugatlarina iliskin MTT testi
sonuglary, B) MTT sonuglarina gore tahmin edilen konsantrasyon
bagimli teorik sitotoksisite grafikleri (veriler N=4 icin ortalama =+
standart hata seklinde verilmektedir)............cccooivviiiiiii 42

Sekil 3.7. P/QDs konjugatlarmin MCF-7 hiicreleri ile spesifik olmayan

Sekil 3.8.

Sekil 3.9.

etkilesimlerinin nanopargacik yilizeyindeki ligand yogunluguna gore
incelenmesi. A)Yiizeyi 28 PAMAM molekiilii ile modifiye edilen
QDs konjugati (P28/QDs) ile, B) Yiizeyi 14,1 PAMAM molekiilii ile
modifiye edilen QDs konjugati (P14/QDs) ile isaretlenen MCF-7
hiicrelerinin ~ fluoresans mikroskobu goriintiileri  (konjugatlar
hiicrelerde 37 °C’de 4 saat boyunca inkiibe edilmislerdir). ............. 44

A) 0,9 uM; B) 0,5 uM P/QDs-AntiHER2 biyokonjugati ile 37 °C’de 4
saat inkiibe edilen MCF-7 hiicrelerine iliskin alman fluoresans
mikroskobu goriintiileri. Sag panel: hiicrelerin beyaz 151k altindaki
goriintiilerini, sol panel; 460-480 nm araliginda uyarilan kuantum

konjugatlarna iligkin fluoresans goriintiileri gostermektedir (6lgek 50

A) 0,9 uM; B) 0,5 uM P/QDs-AntiHER2 biyokonjugati ve C) 0,5 pM
P14/QDs konjugati ile 4 °C’de 4 saat inkiibe edilen MCF-7 hiicrelerine
iliskin alinan fluoresans mikroskobu goriintiileri. Sag panel: hiicrelerin
beyaz 1s1k altindaki goriintiilerini, sol panel; 460-480 nm araliginda
uyarilan kuantum konjugatlarma iligkin fluoresans goriintiileri
gostermektedir (6lgek 25 M), ..vviiiiiiiii 48



XIX

CIZELGELER DIiZiNi

Cizelge 1. Kuantum nanoparc¢acigma baglanan PAMAM molekiillerinin Bradford
testi ile hesaplanmasi;10, 20, 30 ve 50 kat PAMAM ile muamele edilen
QD nanoparcaciklarma swrast ile 9,8; 19,5; 28 ve 25,7 PAMAM
molekiilii  baglanmigtir. Baglanma verimi baglanan PAMAM
molekiillerinin baslangic PAMAM miktarina oranlanmasiyla elde
edilmistir (veriler N=3 i¢in ortalamatstandart hata gseklinde
VEITMEKTEAIr). c.eeeiiiie e 37

Cizelge 2. MTT verilerinden yola ¢ikilarak hesaplanan tahmini teorik sitotoksisite
degerleri.  Sitotoksisite  degerleri  IC50 (%50  inhibisyon
konsantrasyonu), NOAEC (goriinlir bir etkinin bulunmadigi
konsantrasyon degeri) ve TLC (total 6liim konsantrasyonu) degerleri
seklinde tanimlanmistir. Sonuglara gére P14/QDs konjugatlar1 1C50
0,373 uM degeri ile A-549  hiicreleri iizerinde toksik etki
GOSTEIMEKLEAIT. ..vvvviiiiiiiiiiiiiiiie e 43



1. GIRIS
1.1 Kuantum Nanoparcaciklar

Kuantum nanopargaciklar1 (quantum dots; QDs), 200-10,000 atomdan
meydana gelen, 2-10 nm arasinda boyuta sahip olan, kiiresel yari-iletken
pargaciklardir. Yari-iletken dogasi ve boyut-bagimli fluoresans ozelliklerinden,
optoelektronik  cihazlarin  yapiminda, biyolojik tayinlerde, goriintiileme
calismalarinda, kolloidlerin ve nanomateryallerin boyut bagimli 6zelliklerinin
caligilmasinda giin gegtikge artan bir ilgi ile yararlanilmaktadir (Alivisatos 1996).
Yari-iletken kiitleleri, kompozisyonlarina bagli olan bant araligi (bandgap)
enerjilerine gore karakterize edilirler. Bu bant araligi enerjisi, bir elektronun
bulundugu diizeyden bir iist seviyedeki enerji diizeyine uyarilmasi i¢in gerekli
olan enerjidir. Uyarilma igin gerekli olan enerji, genelde band gap enerjiden daha
biliyiik olan bir foton enerjisinin absorpsiyonundan temin edilir. Uyarilmis
elektronun baglangic enerji diizeyine geri donmesi, fotonun fluoresans emisyonu
ile sonu¢lanir. Bandgap enerjileri nano boyuttaki kristallerin parcacik boyutlarina
gore farklanirlar ve bu band gap enerjilerine gore karakterize edilirler. Bir baska
deyisle, kuantum nanopargaciklariin optik 6zelliklerini boyutlar1 belirlemektedir
(Smith et al. 2008). Sekil 1.1°de CdSe nanopargaciklarmin farklanan boyutlarina
bagli olarak degisen optik 6zellikleri; fluoresans emisyon ve absorpsiyon profilleri
verilmektedir.

1.2 Kuantum Nanoparcacik Sentezi

[Ik kuantum nanoparcacik (QD) sentezi, 1982 yilinda Efros ve Ekimov
tarafindan gergeklestirilmistir (Efros et al. 1982; Ekimov et al. 1982). Yari-iletken
nano ve mikrokristalleri cam matrislerde sentezlenmislerdir. Bu ¢alismadan sonra
nanokristallerin sentezine iliskin, sulu faz, yiiksek sicakliktaki organik ¢6zgenleri
ya da kati substratlar1 igeren farkli ortamlar kullanilarak birgok sentetik metod
gelistirilmigtir (Alivisatos 1996; Crouch et al. 2003). Kuantum nanopargacik
kolloid siispansiyonlar1, genellikle kristal olusumunu termodinamik olarak
tetikleyen kosullar altinda, yari-iletken Onciill maddelerin ve bu maddeleri
baglayan ajanlarin varliginda sentezlenir. Yari-iletken maddeleri baglayan ajanlar
Kinetik olarak kristal biiyimesini kontrol ederken boyutun kuantum-
sinirlandirmasi dahilinde muhataza edilmesini saglar.
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Sekil 1.1. 6 farkli kuantum nanoparcacigm fluoresans ve absorpsiyon profilleri (iistte),
boyut bagiml fluoresans ozellikleri ve spektral araliklari (altta) (Medintz et al.
2005).

Kuantum nanopargaciklarn  boyut-bagimli  optik  6zellikleri, ancak
nanoparcaciklar dar boyut dagilimlarinda sentezlendiklerinde s6z konusu
olabilmekteydi. 1993 yilinda Bawendi ve arkadaslari, kadmiyum siilfit (CdS),
kadmiyum selenit (CdSe) ya da kadmiyum telliiritten (CdTe) olusan homojen
dagilimli kuantum nanopargaciklarin sentezi i¢in yeni bir sentetik metod
olusturarak bu konuda 6nemli bir gelisme kaydetmislerdir (Murray et al. 1993).
Bu gelismenin ardindan, CdSe kuantum nanopargaciklarinin sentetik kimyasi
hizlica geliserek, goriiniir bolgede spektruma sahip olan yeterince parlak kuantum
nanoparcaciklar sentezlenmistir. Sonu¢ olarak, CdSe, kuantum nanoparcacik
sentezinde ve oOzellikle biyolojik uygulamalarda en yaygin kullanilan

komposizyon haline gelmistir.

Sentez sonrasinda kuantum nanopargaciklarinin amaca uygun tasarlanmasi
i¢in, koruyucu inorganik kabugun ilavesi (Hines et al. 1996; Dabbousi et al.
1997), kolloidal kararliligin gelistirilmesine yonelik yiizey modifikasyonu ve
direkt biyolojik molekiillerle konjugasyonu gibi birgok teknik gelistirilmistir.
Artik  kuantum nanoparcacik {iretimi, en iyi Ornek olarak CdSe(ZnS)

nanoparc¢aciklarinin  polimerler ile enkapsiilasyonunun verilebildigi, itinali



yiriitiilen molekiiler miithendislik prosesi halini almistir. Bu yontemde, CdSe
cekirdekleri apolar ¢ozgen sistemlerinde hazirlanirlar ve sonrasinda ZnS kabuk
tabakasi ile yiizeyleri kaplanir. Daha sonrasinda amfifilik polimerler ile enkapsiile
edilerek su fazina transfer edilirler. Son olarak, biyomolekiiller ile amaca uygun
olarak konjuge edilerek molekiiler hedeflenmis goriintilleme c¢alismalarinda

kullanilirlar.

Kuantum nanopargacik goriitilleme problarinin dizayninda, nanoparcacik
cekirdek yapisinin ve tiiriiniin se¢imi hangi dalga boyunda emisyonun istendigine
gore belirlenir. Ornegin, CdSe nanopargaciklar1 450-650 nm arahiginda emisyon
verirlerken, CdTe 500-750 nm araliginda emisyona sahiptir. Secilen
kompozisyondaki kuantum nanopargaciklari sonrasinda en uygun dalga boyuna
sahip olacak boyutlarda sentezlenirler (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Kuantum nanoparcaciklarin ¢ekirdek materyaline gore farklanan emisyon
spektrumlar1 ve bu dalga boylarina iliskin materyallerin kullanildigi biyolojik
alanlar (Medintz et al. 2005).

Tipik bir CdSe sentezinde, oda sicakhigindaki selenyum Onciil maddesi
(trioktilfosfin-selenit ya da tribiitilfosfin-selenit) inert kosullarda (argon ya da azot
gazi altinda) 300 °C sicakligindaki kadmiyum 6nciil maddesini (dimetilkadmiyum
ya da kadmiyum hekzadesilamin) ve nanoparcacik etrafinda koordine olacak olan
ligand1 (trioktilfosfin oksit ya da hekzadesilamin) iceren c¢ozeltiye aktarilir.
Kadmiyum ve selenyum Onciil maddeleri yiiksek sicaklikta ¢ok hizli bir sekilde

reaksiyona girerek CdSe c¢ekirdegini olustururlar. Koordine olan ligantlar,



biiyiimekte olan nanokristallerin yiizeyindeki metal atomlarmma baglanirlar ve
kolloidal yapiy1 stabilize ederek biiylime hizini kontrol ederler. Soguk solusyonun
aniden ortama ilavesi reaksiyon sicakligini diisiirerek niikleasyonun durmasina
sebep olur. Kalan kadmiyum ve selenyum Onciil maddeleri var olan gekirdek
iizerinde daha disiik sicaklikta (240-270 °C) daha diisiik hizlarda reaksiyona
devam ederler. Kuantum nanoparcaciklar1 istenen boyuta ve dalga boyuna
geldiklerinde, reaksiyon ortami oda sicakligina kadar sogutularak biiyiime
sonlandirilir. Elde edilen kuantum nanoparcaciklar, yiiksek hidrofobositeye sahip
alifatik ligandlarla kaplanirlar ve boylece sivi-sivi ekstraksiyon ya da polar

cozgenlerden ¢oktiirme yontemiyle kolaylikla saflastirilirlar.

Kuantum nanopargaciklar1  yiiksek ylizey/hacim oranlarma sahip
olduklarindan dolayi, biiyiikk miktarda atom bileseni yiizeye hiiciim eder ve sonug
olarak atomik ve molekiiler orbitallerin tamami ligand molekiillerle koordine
olamazlar. Bu bosta kalan orbitaller hasar noktalar1 olarak adlandirilirlar ve
fluoresans siddetin soniimlenmesinden sorumlu tutulurlar. Bu nedenle, elektronik
yalitim1 saglamak amaciyla daha genis bandgap araligma sahip baska bir
tabakanin ¢ekirdek yapiya ilavesi avantaj kazandirmaktadir. ZnS tabakanin CdSe
¢ekirdeginin etrafinda olusturulmasi, kuantum nanoparcaciklarinin fotoliiminesans
etkinligini 6nemli derecelerde arttirmaktadir (Hines et al. 1996; Dabbousi et al.
1997). Ayrica ZnS tabakasi, oksidasyona daha az egilimli oldugundan kuantum
nanopargaciklarinin kimyasal kararlihigini artirirken oksidatif photo-soniimleme
hizin1 6nemli 6lgiide diistirtir (Talapin et al. 2004). Buna ilave olarak, kuantum
nanoparcaciklarinin yiizeyindeki Zn*? atomlar, Cd*? atomlarma kiyasla alkil
fosfin ve alkilamin gibi yiizeyi stabilize eden ligantlara daha kuvvetli baglanarak
nanopartikiillerin kolloidal kararliligin1 goreceli olarak arttirirlar (Xie et al. 2005).

CdSe c¢ekirdek {lizerinde ZnS dis tabakanm olusumunda, saflastirilan
cekirdek yapilar koordine olacak ligand molekiillerle karistirilirlar ve 140-240
°C’ye kadar isitilirlar. Dis kabugun o6nciill maddeleri (dietilginko ve
hekzametildisilatian) koordine olacak olan ligand ¢6zeltide ¢oziiliirler ve yavasca
ortama ilave edilirler (Dabbousi et al. 1997). Daha sonra ¢ekirdek yapinin
sentezinde oldugu gibi saflastirilirlar.

Yiiksek fluoresans oOzelliklerine sahip kuantum nanopargaciklar, 3-n-
oktilfosfin oksit (TOPO), 3-oktilfosfin (TOP) (Murray et al. 1993; Yu et al. 2003),



tetradesilfosfonik asit (TDPA) (Peng et al. 2001), oleik asit (Yu et al. 2002; Deng
et al. 2012), oktadesilamin (Zhao et al. 2010) ve/veya hekzadesilamin (HDA) (Jin
et al. 2009) igeren organik ¢ozgen sistemleri kullanilarak yiiksek sicaklikta (>200
°C) sentezlenmektedirler (Jin et al. 2009). Yiiksek sicaklik kullanilmasinin sebebi,
uzun alkil zincirleri igeren bu ¢ézgenlerin kaynama noktalarinin yiiksek olmasidir.
Bu hidrofobik organik molekiiller sadece reaksiyon ortamini olusturmakla
kalmazlar. Ayn1 anda kuantum nanopargacik yiizeyindeki doymamis metal
iyonlar1 ile koordinasyonu saglarlarlar ve boylece biiyiikk kuantum nanoparcacik
kiimelerinin olusmasin1 engellerler. Sonug¢ olarak nanopargaciklarin etrafi bu
organik ligandlarla kaplanir ve kuantum nanopargaciklarinin polar olmayan
hidrofobik ¢ozgenlerde ¢oziilmesini saglarlar. Fakat, elde edilen bu kuantum
nanoparcaciklarinin biyolojik uygulamalarda kullanilabilmeleri i¢in suda ¢oziiniir
forma getirilmeleri gerekmektedir. Bunun i¢in kuantum nanoparcacik ylizeyleri,

cesitli prodestirlerle modifiye edilmektedir.
1.3 Kuantum Nanoparcaciklarimin Optik Ozellikleri

Kuantum nanopargaciklart daha Once bahsedildigi tizere yari-iletken
metallerden olusmaktadirlar. Genis molar ekstinksiyon katsayisina sahiptirler
(0,5- 5x10°M™ cm™) ve bu onlar1 fotonun sinirli oldugu, 151k siddetinin bityiik bir
kisminin sagilarak ya da absorplanarak azaldig: in vivo uygulamalarda daha parlak
hale getirmektedir (Leatherdale et al. 2002). Teoride kuantum nanoparcaciklarinin
uyarilmis durumdaki omiirleri (20-50 ns) organik boyalara goére daha uzun
oldugu i¢in tek bir kuantum nanoparcaciginin yari 6dmiirle siirli olan emisyon
hizi organik boyaya gore 5-10 kat daha azdir. Fakat pratikte fluoresans
goriintiileme, fluoresans emisyonu icin en temel smirlayict faktdriin absorsiyon
hizinin oldugu yani absorpsiyonun sinirlt oldugu kosullarda gergeklesmektedir.
Kuantum nanoparcaciklarmin absorpsiyon katsayilari organik boyalara (5- 10x10*
M™ cm™) gére 10-50 kat daha yiiksek oldugundan ayni uyarilma kosullarinda yani
birim alana tesadiif eden foton miktarinin esit oldugu durumda kuantum
nanoparcaciklarinin absorpsiyon hizlar1 da 10-50 kat fazla olacaktir. Sahip
olduklar1 bu yiiksek hizdaki 151k absorpsiyon hizlar1 kuantum nanopargaciklarmi
organik boyalara gore 10-20 kat daha parlak yapmaktadir (Bruchez et al. 1998;
Nie et al. 1998) (Sekil 1.3.a). Buna ilave olarak, kuantum nanopargaciklari foto-
soniimlemeye karsi daha stabildirler (Sekil 1.3.b) ve boylelikle daha uzun

goriintiileme proseslerinde kullanilabilirler.
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Sekil 1.3. Kuantum nanoparcaciklarinin optik 6zellikleri A) Fluoresans 11k emisyonlarinin
organik boya olan tetrametilrodamin izotiyosiyanat (TRIT, solda), yesil QD
(ortada) ve kirmizt QD (sagda) ile kiyaslanmasi (normal oda 15181 altinda, 1,0
uM  konsantrasyonda). B) Ayni uyarilma kosullari altinda QD ve Teksas
Kirmizisi’na iligkin foto-soniimleme egrileri. C) QD ve klasik bir organik
boyanin uyarilma halinden bozulmasi egrilerinin kiyaslanmasi. T(organik boya)
ve T(QD) fluoresans sinyallerin 1/e degerine kadar olan bozulma siirelerini
gostermektedir. ‘e’ logaritmik bir sabit olup 2,718 degerine esittir. D) Fare derisi
ile QD emisyon spektrumlarmin kiyaslanmasi.

Sekil 1.4’te Wu ve ekibi tarafindan yapilan karsilastirmali ¢alismanin

fluoresans goriintiileri verilmistir (Wu et al. 2003). Kirmizi alanlar kuantum

nanopargacik-streptavidin ile boyanmis alanlardir, yesil alanlar ise organik

fluorofor olan AlexaFluor ile isaretlenmis bdlgelerdir. 180 saniyelik goriintiileme

stireci sonunda sekillerden de anlayacagi lizere kuantum nanoparcaciklarinin

fluoresans siddeti hala goriintiilemeye izin verecek siddetteyken, organik boyadan

gelen sinyal soniimlenerek kaybolmustur.
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Sekil 1.4. Kuantum nanopargaciklarmin foto-soniimleyeme karsi olan resistansi. Ust
siitunda; 3T3 hiicrelerinin niikleer antijenleri kuantum nanopargacik-
streptavidin 630 konjugati ile (kirmizi) ve ayni anda mikrotiibiilleri AlexaFluor
488 (yesil) ile isaretlenmistir. Alt siitunda; mikrotiibiiller kuantum
nanoparcacik-streptavidin 630 konjugati (kirmizi) ile, niikleer antijenler
AlexaFluor 488 (yesil) ile isaretlenmistir (Wu et al. 2003).

Kuantum nanoparcaciklarinin uzun Omiirlii uyarilmis halleri, kuantum
parcaciklarinin  fluoresans sinyalinin, arka zeminin oto-fluoresansindan
ayrilmasini saglar (Jakobs et al. 2000). Sekil 1.3.c’de kuantum nanopargaciklari
ile organik boyalarin uyarilmis hallerinden bozulma egrilerinin karsilastiriimasi
yapilmistir. Baglangi¢ uyarilma halinde her iki molekiiliin fluoresans siddetlerinin
ayni oldugunu kabul edersek (t=0) Iop/lorganik boya=1 iken 10 ns (t=10 ns) sonra
siddetler arasindaki bu oran Igp/lorganik boya=100’e ¢ikacaktir. Yani, kuantum
nanoparcaciklariyla elde edilecek goriintii kontrasti ¢ok daha fazla yiiksek
olacaktir. Ciinkii kuantum nanopargaciklarinin uyarilma halinden bozulmalar1
stiresince arka zeminin oto-fluoresansi soniimlenmis olacagindan sinyalin arka

zemine gore (signal-to-background) orani artacaktir.

Fluoresans molekiillerin uyarim dalga boyu ile emisyon dalga boyu
arasindaki uzakliga ‘Stokes kaymasi’ denmektedir. Kuantum nanopargaciklari
daha genis Stokes kaymalarma sahiptirler. Bu 6zellik oto-fluoresansin yiiksek
oldugu kompleks biyomedikal Orneklere iliskin in vivo goriintiileme
caligmalarinda biliylikk 6nem arz etmektedir. Sekil 1.3.d’de goriilecegi lizere
kuantum nanopargaciklari i¢in Stokes kaymalar1 uyarilma dalga boyuna gore 300-
400 nm araliginda olabilmektedir. Organik boyalar ise kisa Stokes kaymalarina
sahip olduklarmdan dolay1 siddetleri, dokularin yogun oto-fluoresansi arasinda
kaybolmaktadir. Fakat, kuantum nanoparcaciklari genis Stokes kaymalarindan
dolay1 arka zeminin sinyalinden rahatlikla ayirt edilebilmektedirler. Bu ‘renk

kontrastlar1’ sadece kuantum nanopargacik temelli problarda mevcuttur, yani



dalga boyu c¢oziimlemelerinden gercek sinyal, arka zemin sinyalinden ayirt
edilebilmektedir (Gao et al. 2004).

Kuantum nanopargaciklarinin bir diger avantaji ise boyutlarina bagl olarak
farkli dalga boylarinda emisyon vermelerinden, bir baska deyisle ¢ok renkli
yapilarindan dolay1 coklu hedeflerin ayn1 anda izlenmesine olanak tanimasidir. Bu
onemli bir 6zelliktir, ¢ilinkli cogu kanser ve atherosklerosis gibi kompleks insan
hastaliklarinda bir¢ok gen ve protein yer almaktadir. Molekiiler markorlerin ayni
anda izlenmesi bilim adamlarina kompleks hastaliklar1 anlama, tanimlama ve ayirt
edebilme sans1 vermektedir (Gao et al. 2003). Manyetik rezonans, positron
emisyon tomografi ve X-wginlar1 gibi goriintiilime tekniklerinde ¢oklu
parametrelerin incelenmesi biiyiik bir sorun teskil etmektedir. Fakat fluoresans
goriintiileme ise hem sinyal yogunlugu hem de ¢oklu dalga boylar1 hakkinda bilgi
vermesi ve renklerin ayrit edilebiliyor olmasi agisindan ayni anda ¢oklu
goriintiilemeye olanak saglamaktadir. Boylelikle, hiicre i¢i ya da hiicreye ait farkl
molekiiller farkli renkte emisyon veren kuantum nanopargaciklariyla
hedeflenebilmektedir (Sekil 1.5).

Sekil 1.5. Insan epitel hiicrelerinin 5 farkli kuantum nanopargacig ile isaretlenerek ¢oklu
goriintiilemenin yapilmasi. Siyan renk, niikleusun isaretlendigi 655 nm-kuantum
nanopargaciga, magenta Ki-67 proteinin isaretlendigi 605 nm- kuantum
nanopargaciga, turuncu mitakondrinin boyandigi 525 nm- kuantum
nanopargaciga, yesil mikrotiibiilin boyandigi 565 nm- kuantum nanoparcaciga,
kirmizi ise aktin filamentlerinin boyandig 705 nm- kuantum nanopargaciga aittir
(Quantum Dot Corp.) (Medintz et al. 2005).

Ozet olarak, genis absorbsiyon profilleri sayesinde kuantum
nanoparcaciklari, tek bir dalga boyunda uyarilma ile partikiil boyutuna ve

kimyasal bilesenlerine gore farkli renkte 151ma yapmaktadirlar. Boylece organ ve



damarlarin yiliksek hassasiyette c¢oklu molekiiler profillerinin ¢ikarilmasinda
basaril bir sekilde kullanilabilmektedirler (Gao et al. 2003).

14 Kuantum Nanoparcaciklarinin Suda Coziiniirlestirilmesi

Kuantum nanopargaciklari organik fazda sentezlenebildikleri gibi su fazinda
da daha diisiik sicakliklarda sentezlenebilmektedirler. Fakat, suda sentezlenen
kuantum nanopargaciklarmin kuantum verimi daha diisiik olmakla beraber boyut
dagimlimlar1  ¢ok  sinirhdir. Buna ek olarak sentezlenen kuantum
nanoparg¢aciklarinin boyutlari homojen olmamaktadir. Uygulamada getirdikleri
iistlin foto-liiminesans 6zelliklerinden dolay1 organik fazda sentezlenen kuantum
nanopar¢aciklar1 tercih edilmektedir. Fakat, organik ¢b6zgen sistemlerinde
sentezlenen kuantum nanopargaciklarmin da faz-transfer reaksiyonlar: ile su
fazina transfer edilmeleri gerekmektedir (Sekil 1.6).

Water transfer of oleic acid-capped NIR-emitting PbS QDs via glutathione

N

Chloroform

QDs in Chloroform

Sekil 1.6. Oleik asit kaph organik fazdaki kuantum nanopargaciklarin glutatiyon ile
modifkasyonu sonrasman organik fazdan su fazina transfer edilmesi (Deng et
al. 2012).

Bunun i¢in yiizeylerine ¢ozliniirliigli saglayacak amin (-NH,), karboksil (-
COOHR), siilfidril (-SH) veya hidroksil (-OH) gibi polar gruplarin ilave edilmesi
gerekmektedir. Bu yiizey modifikasyonu genel olarak 3 farkli yontem kullanilarak
gerceklestirilmektedir (Sekil 1.7).
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Sekil 1.7. Kuantum nanopargaciklarinin ligand yerdegistirme, silika enkapsiilasyon ve
hidrofobik etkilesimlerle ylizeylerinin modifiye edilmesi ve sonucunda suda

¢oziintirlestirilmesi.
a) Ligand yer degistirme reaksiyonlari
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Ligand yer degistirme reaksiyonlarinda, kuantum nanopargacik yiizeyindeki
orjinal ligand (TOPO, TOP, HDA,..vs) suda ¢Oziiniir baska bir bifonksiyonel
ligand ile yer degistirir (Sekil 1.8). Bu bifonksiyonel molekiiliin bir ucu kuantum
nanoparcacigim yiizeyine temas ederken serbest kalan diger ucu hidrofilik

oldugundan suda ¢oziiniirligii saglamaktadir.

b) Hidrofobik etkilesimlerle misel olusturulmasi

1,2-dipalmitol-sn-glisero-3-fosfoetanolamin —N-[metoksi(polietilen glikol)]
ya da 1,2-dipalmitol-sn-glisero-3-fosfokolin gibi fosfolipidler hem hidrofobik hem
de hidrofilik gruplar icermektedirler. Bunlar kuantum nanopargaciklarmi
merkezlerinde enkapsiile ederek su icerinde yag molekiilleri olustururlar.
Enkapsiilasyon  fosfolipidlerin  hidrofobik u¢  gruplar1 ile  kuantum
nanoparcaciklariin ylizey hidrofobik gruplar1 arasindaki etkilesimlere dayanir ve
fosfolipitlerin agikta kalan hidrofilik u¢ gruplar1 kuantum nanopargaciklaria
¢oziiniirlikk saglar (Dubertret et al. 2002; Fan et al. 2005).

Bir diger yontem ise uzun zincirli amfifilik polimerlerin misel benzeri
yapilarin olusturulmasinda kullanilmasidir ve bu yontem fosfolid kullanima gore
daha avantajlidir. Bir ¢alismada poliakrilik asite, oktil amin gruplar1 EDC ile
kismi olarak ilave edilmistir. Elde edilen amfifilik  polimer kuantum
nanoparcaciklarinin  enkapsiilasyonunda kullanilarak agikta kalan —COOH
gruplar1 sayesinde kuantum nanopargaciklar1 suya transfer edilmistir (Wu et al.
2003). Sudaki ¢6ztiniirliigii arttirmak ve yapisal kararliligi kuvvetlendirmek i¢in —
COOH gruplar1 sonrasinda amino uclu PEG poli(etilen glikol) gruplari ile EDC

kullanilarak kismi olarak modifiye edilmistir.

Nie ve arkadaslar1 polibiitilakrilat, polietilakrilat ve polimetilakrilik asitten
olusan triblok polimerlerinin kullanimimi rapor etmistir. Burada metilakrilik asit
birimleri kismi olarak oktilamin ve PEG-NH; ile modifiye edilmistir (Gao et al.
2004). Bir baska calismada, poli(maleik anhidrid-alt-1-tetradesen) kuantum
nanoparcaciklarinin suda ¢oziiniirlestirilmesinde kullanismistir ve polimerin bis(6-
aminohegzil)amin ile ¢apraz baglanmasi sonucunda nanopargaciklarinin
kararhiligi arttirilmigtir (Pellegrino et al. 2004).
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Sekil 1.9. TOPO yiizey kaplayici ajan, enkapsiile edici kopolimer tabakasi, biyouyumlugu
saglayan PEG ve antikor, peptid, inhibitor gibi tiimér spesifik molekiilden
meydana gelen, multifonksiyonel kuantum nanopargacik probunun yapisal sekli
(Gao et al. 2004).

Amfifilik polimerlerin kullanimi ile kauntum nanoparcgaciklarinin suya
transferi ligand yer degistirme reaksiyonlarmin kullanildigi duruma gore daha
elveriglidir. Ciinkii kuantum nanoparcaciklarinin yiizeyindeki atomlar ile direkt
bir etkilesim s6z konusu degildir ve boylece orjinal kuantum verimi maksimum
seviyede korunmus olur. Bir diger sebep ise; polimerin ¢ok sayidaki hidrofobik
gruplar1 nanoparcaciklar ile olan hidrofobik etkilesimleri giiclendirerek daha stabil
nanoparcaciklarin olusmasini saglar. Son olarak, bu amfifilik polimerler ucuza
mal edilmektedirler (PEG-NH; hari¢) ve bu onlar1 proteinler ya da fosfolipidlere
gore biiylik 6lgekli tiretimlerde daha elverisli kilmaktadir (Yu et al. 2006).

C) Silika Enkapsiilasyonu

Kuantum nanopargaciklar1 silika tabakalar1 arasina enkapsiile edilerek
biyouyumlu hale getirilmektedirler (Mulvaney et al. 2000; Nann et al. 2004). -
NH; ya da —SH gruplar1 i¢eren fonksiyonel organosilikon molekiilleri dis kabuk
yapiya (ylizeye) dahil edilerek biyomekiiler uygulamalarda fonksiyonellik
saglamaktadirlar. Bu yOntem avantajlart agisindan yukarida bahsedilen  iKi
yontem arasinda yer alsa da daha c¢ok ligand yerdegistirme yontemine yakindir.
Kuantum nanopargaciklarinin yiizeyi, organosilikon molekiillerinin ilavesi ile
degismektedir ve bu da kuantum veriminin diismesi ile sonug¢lanmaktadir (Rogach
et al. 2000). Nanopargaciklarin kontrol edilebilir silika tabakalar1 ile kaplanma
prosediirii diger yontemlere gore daha komplikedir. Bir diger kisitlama da silika

kaplamanin ¢ok seyreltik ortamlarda gerceklesmesi gerekmektedir ve bu da biiytlik
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miktarli iiretimlere smirlama getirmektetir (Gerion et al. 2001). Buna ragmen,
Ying ve arkadaglar1 ters mikroemiilsiyon yontemi ile kuantum nanopargaciklarini
silika ile kaplamanin kolay bir yolunu bulmuslardir. Elde ettikleri sonuglara gore
silika tabakanin kalinligi diisiiriildiikce, kaplamanin siiresi/uzunlugu kontrol
edilebildikge ve farkli baslangic materyalleri (merkaptopropil trimetoksisilan
yerine aminopropil trimetoksisilan) kullanildik¢a kuantum veriminin artabilecegi

sonucuna varmiglardir (Selvan et al. 2005).

Kiyaslama yapacak olursak, silika kaplama yapisal olarak stabil
nanoparcaciklar iretiyor olsa da elde edilen molekiilerin boyutu onlarca
nanometreden mikrometre seviyesine kadar ¢ikmaktadir. Ote yandan, ligand yer
degistirme ve misel olusumu biiylik 6lgekli {iretimler i¢in daha uygun olmakla
beraber total partikiil boyutunu ¢ok degistirmemektedirler. Ilave olarak, misel
olusumu kuantum verimini korurken yapiya PEG ilavesi kararliligi ve suda
¢oziinir formdaki kuantum nanopargaciklarmm kanda dolasim siiresini
arttirmaktadir (Yu et al. 2006).

Bu li¢ yontem kuantum nanoparcaciklarin1 ylizey fonskiyonel gruplari
acisindan farklandirmakla beraber uygun biyokonjugasyon teknikleri ile peptid,
antikor ve niikleik asit gibi biyomolekiillerle etkilesime girmelerini saglamaktadir.
In vivo ve in vitro biyomedikal uygulamalarda yukaridaki yontemlerle elde edilen
kuantum nanopargaciklarinin, goriintiileme ve tayinde bircok uygulama ornekleri
mevcuttur.

1.5 Kuantum Nanoparcaciklarinin Biyokonjugasyonu

Yiizeyleri modifiye edilerek biyolojik uygulamalara hazir hale getirilen
kuantum nanoparcaciklari pasif adsorpsiyon, multivalent selatlama ya da kovalent
baglama gibi farkli yontemlerle biyolojik molekiillerle amaca uygun olarak
konjuge edilirler. Sekil 1.10.’da 6zetlenen metotlarda; a) EDAC (etil-3-dimetil
amino propil Kkarbodiimid) katalistinin kullanildigi klasik capraz baglama
yontemi, b) indirgenmis antikor fragmentlerinin SMCC (siiksinimidil-4-N-
maleimidometil-siklohekzan karboksilat) araciligi ile siilfidril-amin ¢apraz
baglama yolu ile baglanmasi, c¢) adaptdr protein araciligi ile baglanmasi, d)
histidin bagh protein ya da peptidlerin Ni-NTA (nikel-nitrilotriasetik asit) ile
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modifiye edilen kuantum nanopargaciklarina kontrol edilebilir ligand:kuantum
nanopargacik oranlarinda baglanmasi gosterilmektedir (Gao et al. 2005).
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Sekil 1.10. Kuantum nanopargaciklarinin biyomolekiillerle konjuge edilme metotlar

Bu yontemler arasinda en popiiler olanlari, karbodiimid ile aktive edilmis
amid olusumu ve aktif ester maleimid olusumu iizerinden gerceklestirilen amin-
stilfidril baglanmasidir. Karboksil-amin gruplarinmn ¢apraz baglandigi yontemin
en biiylik avantaji, biitlin proteinlerin primer amin ve karboksilik asit gruplarma
sahip olmalar1 ve kuantum nanopargaciklari ile konjugasyonlar1 Oncesinden

herhangi bir modifikasyona ihtiyag duymuyor olmasidir. Bunun aksine, siilfidril
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gruplar1 dogal biyomolekiillerde ¢ok daha az miktarlarda bulunurlar ve oksijen
varliginda stabil degildirler.

Amin, karboksilik asit ve siilfidril gruplarmin disinda yapida bulunun diger
foksiyonel gruplar da konjugasyonlarda kullanilabilirler. Ornegin, Pellegrino ve
grubu  Onceden  aktive edilmis nanopargacik  ¢oziiniirlestirilmesinde
kullanilabilicek bir amfifilik polimer gelistirmistir (Pellegrino et al. 2004). Bu
polimer igerisindeki anhidrid gruplari, primer amin gruplarina ytliksek reaktivite
gosterdiklerinden dolay1 konjugasyon siiresince herhangi bir ajanin kullanilmasina
gerek kalmamistir. Polianhidrit gruplari ilag taginiminda ve doku miidendisliginde
yogun olarak kullanildiklarindan dolay: (Ron et al. 1993) bu calisma biiyiik bir

Onem arz etmektedir.

Kuantum  nanopargacik  ylizeylerinin  modifikasyonunda  ligand
molekiillerinin oryantasyonu ve molar oranlarinin manipiile edilmesi konusunda
birgok streteji gelistirilmistir. Fakat dogru ligand oryantasyonuna ve molar
oranina sahip ‘en 1yi’ kuantum nanoparg¢acigi heniiz bulunamamistir. Goldman ve
grubu bir flizyon proteinini, immiinoglobulin G konjugasyonu i¢in adaptor olarak
kullanmiglardir (Goldman et al. 2002). Adaptor protein pozitif yiikli 16sin
gruplarina sahiptir ve antikorun Fc boliimiine baglanan protein G ile kuantum
nanoparcacigl arasinda elektrostatik etkilesimler olusturmaktadir (Bkz. Sekil
1.10.c). Bu yodntem nanoparcacik yiizeyinde kontrol edilebilir oryantasyon
saglamaktadir. Ote yandan histidin bagli seltalayici ajanlarin kullanim1 (Ni-NTA)
Sekil 1.10.d’de verildigi iizere kontrol edilebilir ligand oryantasyonlarinin yaninda
kontrol edilebilir molar oranlar1 da saglamaktadir. Ayrica, bu yontemin baglanma
verimini etkileyen probun total boyutunun ayarlanabilir olmasi, direkt baglanma

ve hizli saflagtirmadan gelen ucuz {iiretim maliyetleri gibi avantajlar1 da
bulunmaktadir (Gao et al. 2005).

1.6 Kuantum Nanoparcaciklarinin Biyolojik Uygulama Alanlar

Kuantum nanopargaciklarinm biyomedikal kullanimlarin1 ele alan birgok
makale yayimlanmigtir (Chan et al. 2002; Alivisatos 2004; Medintz et al. 2005;
Michalet et al. 2005; Parak et al. 2005; Biju et al. 2010). Bunlardan bazilari
kantitatif 3D teknigi ile arterial duvarlarin analizi (Ferrara et al. 2006),

kendiliginden aydinlanan (self-illuminating) kuantum nanopargaciklarin
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biyoliiminesans rezonans enerji transferine (BRET) bagli olarak derin doku
goriintiilemede kullanilmas1 (So et al. 2006) ve c¢oklu gen eckspresyon
analizlerinde kuantum nanoparkodlarinin kullanilmasidir (Eastman et al. 2006).
Bunlar digsinda en yaygin bilinen uygulama alanlar1 hiicre dist ve hiicre igi
biyomedikal dneme sahip molekiillerin, niikleik asitlerin izlenmesinde ve foto-
terapide kullanilmalaridir.

1.7 Timor Hedefleme ve Goriintiileme

In vivo kosullarda, kuantum nanopargaciklar: tomiirlii dokuya gerek aktif
gerekse pasif hedefleme mekanizmalari ile alinmaktadirlar. Pasif modelde,
makromolekiiller ya da nanometre boyutlarindaki parcaciklar gelismis niifuz etme
ve tutulma giigleri sayesinde tercihen tomiir bolgelerinde birikirler (Jain 1999;
Jain 2001). Bu etkinin dayanagmi iki faktor olusturmaktadir. Ilki; anjiyogenik
timorler vaskiiler endoteliyel biiyiime faktorleri tiretirler. Bu faktorler, tiimorle
iligkili yeni olusan damarlarin gecirgenligini arttirir ve dolagim halindeki
parcaciklarinm iceri sizmasina sebep olurlar. Ikincisi; tiimorler etkin bir lenfonik
direnaj (bosaltim) sisteminden yoksundurlar ve bu da nanopargaciklarin
akiimiilasyonuna sebep olur. Aktif timor hedeflemede ise, reseptor-ligand
etkilesimleri baz alinir. Nanopargaciklar hiicre yiizeyindeki spesifik bir reseptor
ile etkilesecek antikor, peptid, ya da niikleik asit ile isaretlenirler (Sekil 1.11).
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Sekil 1.11. Tumorlii hiicrelerin  aktif — (sagdaki) ve pasif (soldaki) hedeflenme
mekanizmalar1
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Aktif hedefleme pasif hedeflemeye gore daha etkin ve daha hizhidir. Gao
calismasinda, prostat spesifik membran antijeninin (PSMA) isaretlenmesi igin
antikor ile hedeflenmis kuantum nanoparcaciklart kullanmistir (Gao et al. 2004).
PSMA antikorunun tiimor biiylime bdlgesinde birikmesi ve tutulumu insan prostat

kanser metastasinin hedeflenmis terapisinde kilit rol oynamaktadir (Sekil 12).
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Sekil 1.12. Triblock kopolimer/PEG gruplar1 ile enkapsiile edilen Kkuantum
nanopargaciklari ile prostat spasifik membran reseptorlerinin aktif olarak
hedeflenmesi sonucunda prostat tiimoérii tasiyan farelere iligkin alinan
fluoresans goriintiiler (Gao et al., 2004)

Akerman ve grubu kuantum nanopargacik-peptit konjugatlar1 ile ilk kez
timor damar sistemini hedeflemislerdir fakat konjugatlar canli hayvanlarda
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goriintiilenememistir (Akerman et al. 2002). Buna ragmen, in vitro histolojik
sonuglar, peptitler araciligi ile kuantum nanoparcaciklarinin tiimoér damarlarina
kadar ulasabildigini ve retikuloendoteliyel sistem (RES) tarafindan bertaraf
edilmekten kurtuldugunu gostermektedir. Gao ve ekibi, ¢oklu tiimorlerin canlida
goriintiilenmesine imkan tantyacak yeni bir tiir kuantum probunu gelistirmislerdir
(Gao et al. 2004). Amfifilik triblok kopolimerden olusan bu prob, antijen-antikor
etkilesimleri sayesinde tiimorlii hiicreye baglanirken yapidaki ¢oklu PEG gruplari
biyouyumlulugu ve kanda dolagimi arttirmaktadir. Calismada triblok kopolimer
kullanimz in vivo kosulda probu korurken, agregasyonu ve fluoresans siddetin

azalmasini engellemistir.
1.8 Kuantum Nanoparcaciklarimin Sitotoksisitesi

Kuantum nanopargaciklari kadmiyum (Cd*?) ve kursun (Pb*?) gibi toksik
bilesenlerden meydana gelmektedir. Bu elementler zamanla kuantum
nanoparc¢aciklarindan salinarak hiicreye zarar verebilirler. Belirli bir zaman dilimi
boyunca UV 1simaya maruz brrakilan kuantum nanoparcaciklarinin kiiltiir
hiicrelerine toksik etki gosterdigi ispatlanmistir (Derfus et al. 2004). UV
isimasinin enerjisi kovalent kimyasal bagin enerjisine yakindir ve yari-iletken
pargaciklar1 foto-degredasyona ugratarak yapisal olarak bozabilir. Béylece yapida
bulunan toksik Cd*? iyonlar1 kiiltire salinarak olimciil etki olustururlar. UV
isimanm yoklugunda ise kauntum nanopargaciklarmin stabil bir polimer ile
kaplanmasi dahilinde hiicrelerin ATP iiretimine ya da hiicre boliinmesine herhangi

bir olumsuz etki sergilemedigi goriilmiistiir.

Nanopargaciklar1 biyolojik olarak inert hale getirmenin direkt yolu
ylizeylerini en uygun sekilde modifiye etmekten ibarettir. Kaplama materyalleri,
disik ya da hic toksik etki gostermeyecek PEG gibi organik
molekiiller/polimerler ya da silika ve ZnS gibi inorganik tabakalar olabilir. Etkisiz
yiizey kaplama yontemi ve =zayif saflastirma sonucunda kuantum
nanopargaciklarinin Cd*? salmimma bagh olarak ekstraseliiler toksisite gosterdigi
kanmitlanmistir (Derfus et al. 2004). Merkaptoasetik asit, merkaptopropiyononik
asit, 11-merkaptoundekanoik asit ve 2-aminoetantiyol gibi basit molekiiller ile
kaplanan kuantum nanoparcaciklar: silika kapl olanlara oranla daha fazla toksik
etki gostermektedirler. Silika tabakasi diger olasi yiizeylere gdre daha kalin

oldugundan fizyolojik kosullarda kadmiyum ya da kursun iyonlarmimn salmimini
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engelleyerek toksik etkiyi azaltmaktadir (Hoshino et al. 2004). Ote yandan Chang
ve grubu, kuantum nanopargaciklarinin endositozis yoluyla hiicre igerisine
alinarak ylizey fonksiyonel gruplari ne olursa olsun hiicre igerisine alinan miktarla
direkt iliskili olarak toksik etki yarattiklarini ispatlamiglardir (Chang et al. 2006).
Yine de, ylizey yapist kuantum nanopargaciklarinin hiicre igerisine alinimi
etkileyerek intraseliiler sitotoksisiteyi dolayli olarak etkilemektedir (Chang et al.
2005).

Biyomedikal goriintiileme ve tayin alaninda kullanilan, yiizeyleri kompleks
molekiillerle modifiye edilen kuantum nanoparcaciklarinm fark edilebilir diizeyde
bir toksik etki gosterdigi yapilan ¢aligmalarda kanitlanamamistir (Michalet et al.
2001; Alivisatos 2004; Ballou et al. 2004). Yapilan bir ¢alismada, kuantum
nanopargaciklari ile isaretlenen tiimor hiicreleri dolasima katilip doku igersine
temas ederek tipki isaretlenmemis hiicrelerde oldugu gibi farelerin 40 giin
sonrasinda tlimor olusturma yeteneklerinde olumsuz bir etki yaratmamiglardir.
Boylelikle kuantum nanopargaciklarmin tasiyict canlida ve hiicrede tersi
fizyolojik bir etkiye sebep olmadigi kamitlanmistir (Voura et al. 2004). Yu ve
ekibi tarafindan gercgeklestirilen baska bir ¢alismada, PEG igeren amfifilik
polimerler ile kaplanmis kuantum nanoparcaciklarmin 100 nM ve altindaki

konsantrasyonlarda ¢ok az hiicre Oliimlerine (< %15) sebep oldugunu tespit
etmislerdir (Yu et al. 2007).

Uygun yiizey modifikasyon stratejileri ile kuantum nanopargaciklariin
toksik etkilerinin giderilmeye calisilmasmin haricinde toksik bilesenler icermeyen
yiiksek kaliteye sahip yeni kuantum nanoparcaciklar1 sentezlenmektedir. Peng ve
grubu, 470-600 nm araliginda emisyona sahip, kabul edilebilir kuantum verimi
gosteren (%10-30) bakrr (Cu) ya da c¢inko (Zn) gOmiili ZnSe kuantum
nanopargaciklar1 sentezlemislerdir (Pradhan et al. 2005). Bu yeni kuantum
nanoparcaciklarm olasi toksik etkileri boylece diiiiriilebilecektir. Fakat, kuantum
nanoparcaciklariin toksik etkisi bilesenleri ya da ylizey gruplarmmdan degil de
sadece kendi dogalliklarindan da geliyor olabilir. Bu kuantum nanopargaciklari
absorbe olan optik enerjiyi yakinlarindaki oksijen molekiiliine tranfer ederek
hidroksil ‘OH, siiperoksit ‘O, ve singlet oksijen (*O,) gibi serbest radikaller olan
reaktif oksijen tiirleri (ROS) olustururlar ve sonug olarak hiicre dliimlerine sebep
olurlar. Reaktif oksijen tiirleri CdS, CdSe, CdSe/ZnS (Ipe et al. 2005) ve CdTe
(Lovric et al. 2005) gibi birgok kuantum nanopargacik sisteminde tespit edilmistir.
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DNA’nin karanlik kosullar altinda bile CdSe nanopargaciklar: tarafindan iiretilen
serbest radikaller tarafindan par¢alandigi da kanitlanmistir (Green et al. 2005).
Ote yandan iiretilen bu reaktif oksijen tiirleri kuantum nanopargaciklarimni
fotodinamik terapide (PDT) kullanilabilecek miikemmel problar haline
getirmektedir (Samia et al. 2003).

Toksisitenin yaninda kuantum nanopargaciklarinin viicuttan atilimi ayr1 bir
arastirma konusudur ve bugiine kadar iyi bir sekilde aydinlatilamamistir. Kuantum
nanoparcaciklar1 uygulamadan en az 4 ay sonrasma kadar fare kemik iliginde,
dalaginda ve karacigerinde akiimiile olmaktadir (Ballou et al. 2004). 50 nm ve
altinda  boyuta  sahip olan  nanopargaciklar  bobrekten  kolaylikla
temizlenmektedirler ve negatif yiiklii nanoparcaciklarin bébrekten temizlenme
boyu daha diistiktiir (Patrakka et al. 2002). Biiyiik ve stabil nanopargaciklarin
hayvan ve insanlardan temizlenmesi ise karacigerde gercgeklesiyor olabilir
(Moghimi et al. 2001).

1.9 Poliamidoamin (PAMAM) Dendrimerleri

PAMAM dendrimerleri yiiksek derecede dallanmig makromolekiillerden
olugmaktadirlar. Bu dallanmis yapilarin ¢ekirdegini olusturan en yaygin kullanilan
baslangic maddesi etilendiamindir (EDA). Cekirdek yapmnin etrafinda 4 tane
uzanan kol mevcuttur. Metil akrilatin (MA) tekrarli reaksiyon zincirlerinden
olusan Michael katilimi ve EDA’nin asir1 ilavesi ile olusan esterin amidasyonu
sonucunda jenerasyonlar olusur (Sekil 1.13) (Tomalia et al. 1985). Jenerasyon
numarasi reaksiyonun gergceklesme oranma bagh olarak degisir. Reaksiyon
sirasinin terminasyonuna gore bir diger deyisle terminal grubun tiiriine gére O’dan
baslayan jenerasyonlar tam (1, 2, 3, 4, vs) ya da yarim (1.5, 2.5, 3.5 vs) ile biten
rakamlarla numaralandirilir. Herbir basarili reaksiyon sonrasinda herbir daldaki
yiizey fonksiyonel gruplarmin sayisi ikiye katlanir. BOylece jenerasyon sayisi

arttikca total yilizey grup sayisi eksponansiyel olarak artmis olur.
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Sekil 1.13. Amin ve metil gruplarmin Michael katilimi sonrasina tetra-fonksiyonel
PAMAM dendrimerlerinin sentezi (Tomalia et al., 2010)

PAMAM dendrimerleri hedeflenmis ilag ve goriitiileme ajanlarmin
tasimiminda kullanilmaya baslandiklarindan beri kanser temelli arastirmalarda
biiyiik ilgi gormektedirler (Stiriba et al. 2002; Majoros et al. 2005).
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nanodevices
Size mediated Receptor mediated
targeting argeting

(Diagnostic imaging) (Therapy) (Diagnostic imaging) (Therapy)

‘Where: EI

i ici i jeti Small molecule Receptor mediated targeting Low toxicity
Diagnostic imaging moieties therapies ROuRE get SUNIace Grouns

* Magnevist® (MR} + Cisplatin +Falic acid *Carboxylate
= Near infrared (NIR) - Methotrexate +Carbohydrates +Hydroxyl

- Fluorescein (Fluorescence) - Adriamycin -1gG/Fab-type antibodies *Pyrrolidone

+ 5~ Fluorouracil *VEGF +Acetamide
-PEG
Drug Discovery Today

Sekil 1.14. Dendrimer yapilar1 ve hedefleme tiirleri. a)cekirdek(i), i¢ yap1 (ii) ve terminal
yiizey gruplarindan (Z) (iii) olusan dendrimerin genel topolojisi. b)Pasif
hedefleme: goriintiileyici prob (A), terapi ajan1 (B) ve diisiik toksisiteye sahip
terminal grubundan (Z) olusan dendrimer temelli diyagnistik nanoyapilar. c)
Aktif reseptor temelli hedefleme: goriintiileyici prob (A), terapi ajani (B),
reseptor hedefleyici grup ve diisiik toksisiteye sahip yiizey grubundan (Z)
olusan dendrimer temelli diyagnistik nanoyapilar (Tomalia et al. 2010).
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Karakteristik olarak toksik olmamalar1 onlar1 biyolojik sistemlerde
biouyumlu hale getirerek, kemotdrapatik ilaglarin kontréllii salinimda kullanilan
diger materyallere karsin avantajli konuma getirmektedir (Malik et al. 2000).
Dendrimer temelli nanocihazlar, multifonksiyonel ve biyouyumlu olmalarindan
dolay1 hedeflenmis ila¢ ve goriintiileme ajanlarinin taginim mekanizmalarinin

gelistirilmesinde 6nemli role sahiptirler (Sekil 1.14).
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Sekil 1.15. Jenerasyon 4-7 PAMAM dendrimerlrinin boyutlarinin gesitli protein, membran
lipit tabakalar1 ve DNA ile kiyaslanmasi (Tomalia et al. 2010)

Sonug olarak ¢ok sayida yiizey fonksiyonel gruplarina sahip dendrimerler
amaca uygun olarak biyolojik materyallerle aktive edilebilirler. Jenerasyon 7 (G7)
ve altindaki PAMAM dendrimerleri biyomolekiillerin boyutlarma ¢ok yakin
olduklarindan dolay1 insan ve hayvan sistemlerinde multifonksiyonel tasiyici ajan
olarak kullanilirlar (Sekil 1.15). PAMAM dendrimerinin i¢ kisminda bulunan
tersiyer ve ylizeyinde bulunan primer amino gruplar1 sayesinde pH bagiliml

cevap olusturmalarindan dolayr diisiik pH kosullarinda spesifik olmayan
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hedeflenmis kontrollii ilag tagmim sistemlerinde uygulanmislardir (Paleos et al.
2004).

PAMAM-S-S-NAC

g Y, 0
& é disulfide bond §\Y Vé

P
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PAMAM dendrimer
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Sekil 1.16. N-asetil sisteine disiilfit bagi ile baglanan 4. Jenerasyon (G=4) PAMAM
dendrimerinin sematik gosterimi. Dendrimer ilaci intraseliiler olarak hiicre
icersine almir.Yapidaki disiilfit baglari intraseliiler glutatiyon ile tiyol redoks
yer degistirme reaksiyonlar1 sayesinde parcalanir. Ilag serbest kalirken
dendrimer hiicre disma salinir (Tomalia et al. 2010).

PAMAM dendrimeri ile kuantum nanoparcaciklarinin modifikasyonu

Yiiksek derecede dallanmis yapiya sahip PAMAM dendrimerleri, sentetik
yaklagimlar i¢cin ¢oklu fonksiyonel u¢ gruplari sayesinde essiz avantajlar
sunmaktadirlar.  Coklu  konjugasyon  gruplar1  hem  yogun  olarak
fonksiyonlandirilmis hem de yapisal agidan stabilize edilmis nanoyapilar
olusturular (Tomalia et al. 2010). Farkli fonksiyonel u¢ gruplara sahip PAMAM
molekiilleri bu nedenlerden dolay1 rahatlikla kuantum nanopargacik yiizeylerine
uygulanabilirler. Amin yiizey gruplarma sahip dendrimerlerin, polielektrolit
dogalarindan kaynaklanan elektrostatik stabilizasyon etkisi, hiicreye yiiksek
baglanma kapasitesi, Ozellikle yiiksek jenerasyonlarin yiiksek membran
gecirgenligi (Chauhan et al. 2004; Khandare et al. 2005) ve nanopargaciklarin
endozomal kagislarini saglayacak yiiksek tamponlama kapasitesi gibi avantajlar

vardir. Hiicre igerisine alman kuantum nanopargaciklar1 sitozole
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giremediklerinden dolay1 vezikiillerde depolanirlar. QD nanoparcaciklarinin
yiizeyindeki PAMAM’a ait tersiyer ve primer amin gruplarmm yiiksek
tamponlama kapasitesi sayesinde PAMAM, nanoparcaciklarin vezikiillerden
kurtularak sitozole ge¢mesini saglar (Boussif et al. 1995; Verkman et al. 2003;
Langer et al. 2005; Higuchi et al. 2011). Bu endozomal kagisa ek olarak, QD
nanoparcaciklar1 asidik kosullarda fluoresans oOzelliklerini kaybetmektedirler.
Igerigi asidik olan vesikiillerde PAMAM dendrimeri, kuantum parcaciklarmnin
stabilizasyonunu saglayarak kuantum verimliliklerini korumaya yardimci olur
(Silver et al. 2005).

Bu zamana kadar iizerinde yogun calismalar yapilmis olup yapisal agidan
tamamen kesinlestirilmis nano-yapilar sunan dort adet nanoteknoloji platformu
vardir: 1) nanotiipler, i) fullerenler, 1i1)) kuantum nanoparcaciklar ve 1iv)
dendronlar/dendrimerler (Santos et al. 2011). Bu c¢alismada dendrimerlerin
yukarida bahselin  avanjali  karakterlerinden ve CdSe/ZnS  kuantum
nanoparcaciklarinin etkin fluoresans 6zelliklerinden yararlanilarak iyi bir sekilde
karakterize edilmis polar fazda ¢oziinebilen PAMAM/QD kompleklerinin
olusturulmasi amaglanmistir. Bildigimiz kadariyla PAMAM dendrimerlerinin QD
yiizey modifikasyonunda kullanilmalar1 ¢ok giinceldir (Higuchi et al. 2011;
Santos et al. 2011). Genellikle nanokristallerin enkapsiilasyonunda tiyol ug
gruplarina sahip dendron/dendrimerler kullanilmistir (Peng et al. 2002; Tomalia et
al. 2005; Ren et al. 2010; Santos et al. 2011). Fakat tiyol gruplar1 foto-
oksidasyona ¢ok egilimli olduklarindan dolay1 (Peng et al. 2002), stabilizasyonu
arttiracak amin, karboksil, hidroksil, fosfin oksit ya da fosfonik asit gibi farkl
fonksiyonel gruplar ilgi alanindadir. Yakin zaman Oncesinde Zhao ve grubu
(2010), folat-PEG-PAMAM ile modifiye edilmis QD nanoparcaciklarinin HeLa
hiicreleri tarafindan spesifik alinimmi incelemistir. Bu ¢alisma literatiirde QD
yiizeylerini amin-fonksiyonlu PAMAM dendrimeri ile modifiye eden ilk ¢calisma
olarak kaydedilmistir  (Zhao et al. 2010). Fakat calismada ayrmntili yiizey
karekterizasyonuna iliskin (dendrimer baglanma orant ve verimi, ligand
yogunlugu) denemeler mevcut degildir. Sonu¢ olarak QD yiizeylerinin amin
gruplarina sahip PAMAM dendrimerleri ile modifikasyonunun ylizey kimyas1 ve
yiizey kimyasmin hiicreler ile olan etkilesimi nasil etkiledigine dair ayrntili

calismalar heniiz yayinlanmamastir.
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1.10 Human Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii-2 (HER2)
Spesifik Hedefleme

Reseptor tirozin kinaz (RTK) smifindan erbB ailesi, erbBl (klasik EGF
reseptorii, EGFR), erbB2, erbB3 ve erbB4’ten olugmaktadir. Bu transmembran
proteinlerinin aktivasyonu, kaskat sinyal iletim mekanizmasi olusturarak DNA
replikasyonu gibi bir¢ok hiicresel prosesi kontrol etmektedir (Yarden et al. 2001).
Ligand baglanmasi, sitoplazmik protein kinazlarin oto ve transaktivasyonuna
neden olur. Buna cevap olarak homo ve hetero RTK monomeleri olusur ya da
yeniden oryante olurlar (Sako et al. 2000). Aktive edilmis reseptorlerin
sonrasindaki akibetleri karigiktir: endositozis, kovalent modifikasyon (enzimatik
deforforilasyon ve ubikitinasyon ile deaktivasyon) ve proteosomal ve/veya
lisosomal degredasyon ya da plasma membranlarma geri doniismeleri soz

konusudur.

erbB ailesinin 6zellikle erbB2’nin fazlaca ekspresyonu ve/veya bastirilmig
aktivasyonu bir¢ok kanser tiiriinde meydana gelmektedir (Sako et al. 2000; Hynes
et al. 2001). HER-2 (erbB-2, Human epidermal biiyiime faktor reseptorii-2) geni
185,000 Da’luk transmembran glikoproteinini kodlamaktadir. Mitogenezis,
apoptozis, anjiyogenezis ve hiicre farklilasmasi ile sonug¢lanan lateral sinyal
iletimini yonetir (Menard et al. 2000). immunoterapi alaninda bu reseptor biiyiik
onem tasiyan bir molekiildiir. HER2 reseptoriiniin fazlaca ekspresyonu 6zellikle
g6giis ve ovaryum kanserinde (Slamon et al. 1989) goriilmektedir ve klinik
arastirmalar heniiz yetersiz diizeydedir. Meme kanser vakalarinin %20-30’unda
HER2 reseptorii fazlaca tiretilmektedir (Slamon et al. 1989). HER2 reseptoriiniin
timor hiicrelerinde fazlaca tlretimi, HER2 temelli hedeflenmis terapinin, ilag
taginim ve goriintiileme ajanlarinin gelistirilmesinde ¢ok biiylik bir potansiyel
olugsturmaktadir. Buna ilave olarak HER2 reseptoriiniin eksraseliiler domaini,
reseptor-temelli ilag taginim sistemlerinin gelistirilmesi i¢in ideal bir hedeflenme
molekiiliidiir. HER2 reseptoriine spesifik monoklonal antikorlar (anti-HER2)
HER?2 iireten kanser hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettiklerinden dolayr HER2

hedefli terapilerde dnemli stratejiye sahiptirler.

Meme kanser hiicrelerinin fluoresans problar ile spesifik olarak
isaretlenmelerinde HER2 reseptOriiniin  yaninda niikleer 0Ostrojen (ER) ve

progesteron (PR) reseptorleri, sitoplazmik antijen olan mTOR (Mammalian
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Target of Rapamycin), hiicre yilizey reseptori olan EGFR ve metadherin
reseptorleri de hedef olarak kullanilmaktadirlar. Yezhelyev ve grubu, antikor ile
modifiye ettikleri kuantum nanopargaciklarint meme kanser hiicrelerinde 5 farkli
reseptoriin kantitatif tayininde kullanmislardir (Yezhelyev et al. 2007). Elde
edilen fluoresans siddetlerine gore BT-474 meme kanser hiicrelerinde HER2
reseptorlerinin  diger reseptorlere gore daha fazla eksprese edildigini ileri
stirmiglerdir (Sekil 1.17).
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Sekil 1.17. BT-474 meme kanser hiicrelerinin niikleer hormon reseptérlerinin (estrojen
(ER) ve progesteron reseptorii (PR), hiicre membran yiizeyi antijenlerinin
(HER2, EGFR) ve sitoplazmik mTOR proteinin antikor isaretli kuantum
nanoparcaciklar1 ile isaretlenmesi. A) BT-474 hiicrelerinin belirtilen 5
reseptorii de irettigini gosteren pozitif isaretleme, B) timor iligkili
reseptorlerin  farkli oranlarda eksprese edildigini gOsteren kuantum
nanoparcacik emisyonlar1 (Yezhelyev et al. 2007)

Bir baska calismada, yine HER2 spesifik antikor ile isaretlenen ii¢ farkli
dalga boyuna sahip kuantum nanopargaciklari, KPL-4 meme kanser hiicrelerinin
isaretlenmesinde kullanilmiglardir. Reseptor-spesifik isaretlenmenin etkinligi
kontrol hiicre grubu kullanilarak (HeLa hiicreleri) incelenmistir (Jin et al. 2009).
Beklendigi iizere HER2 reseptoriinii fazlaca eksprese eden KPL-4 hiicreleri
spesifik olarak goriintiilenirken, HelLa hiicrelerinde etkin bir baglanma

gozlenmemistir (Sekil 1.18).



a) KPL-4 cells

HER2Ab-QD (540 nm) HER2Ab-QD (585 nm) HER2Ab-QD (650 nm) Merge

Sekil 1.18. HER2 spesifik antikor (HER2AD) ile isaretli kuantum nanoparcaciklart (540
nm-yesil, 585 nm-sari, 650 nm kirmizi) ile isaretlenmis KPL-4 hiicrelerine
iligkin alman konfokal mikroskobu goriintiileri. Hiicreler HER2Ab-QD
nanoparg¢aciklari ile 37 °C’de 30 dk boyunca inkiibe edilmislerdir (Jin et al.

2009).
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2. MATERYAL VE METOD
2.1 Kimyasallar

PAMAM dendrimer (P-G5; etilendiamin ¢ekirdek, jenerasyon 5,0), Etil
asetat (> % 99,8), Tetrametilamonyum hidroksit soliisyonu (% 25 wt metanolde),
N-(3-Dimetilaminopropil)-N’-etilkarbodiimid hidroklorit (EDC), N-
Hidroksisiiksinimid (NHS) ve CdSe/zZnS (560 nm, 5mg/mL toliiende) Sigma-
Aldrich’ten satm alindi. pH 7,4 fosfat tampon tuzu (Phosphate buffer saline; PBS)
% 0,8 sodyum klorit, % 0,02 potasyum kloriir, % 0,144 disodyum hidrojen fosfat
ve % 0,024 potasyum dihidrojen fosfat kullanilarak hazirlandi. Anti-HER2 (c-
erbB-2) klon TAB250 ve Minimum Esansiyal Medium tozu (MEM) Invitrogen
firmasindan temin edildi. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium tozu (yiiksek
glukoz igerikli) (DMEM), human insulin séliisyonu ve 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil tetrazolyum bromit (MTT) Sigma-Aldrich’ten satin alindi. Sodyum
dodesil siilfat (SDS) Applichem’den temin edildi. Diger biitliin hiicre kiiltiirii
ortam bilesenleri PAA Laboratories GmbH firmasindan satin alindi. MCF-7
(meme adenokarsinoma hiicre hatti), A-549 (akciger adenokarsinoma hiicre hatti),
HEP-G2 (karaciger adenokarsinoma hiicre hatti)) DSMZ (German Collection of

Microorganisms and Cell Cultures) firmasindan siparis edildi.

2.2 Kuantum Nanoparcaciklarnin PAMAM Dendrimeri ile
Modifikasyonu (P/QDs konjugatlarinin sentezi)

Hegzadesilamin (HDA) ile stabilize edilmis toluen icerisindeki CdSe/ZnS
kuantum nanopargacik (QDs) ¢ozeltisi (560 nm, 0,5 mL, 5.0 uM) igerisine, 0,5
mL PAMAM G5 dendrimeri (150 uM, metanol igersinde) ¢ozeltisi damla damla
ilave edildi. Sonrasinda fazlarn karisimimi kolaylastrmak ve reaksiyonu
hizlandirmak igin ortama 150 pL tetrametilamonyum tuzu ilave edilerek karigsim
30 °C ve 1000 rpm’de 15 saat boyunca karistirildi. Reaksiyon bitiminde ortama
1:3 (w/w) oraninda etilasetat ilave edilerek PAMAM/QD nanokompleksleri 30
dk, 10.000 rpm’de santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Coktiiriilen nanokompleksler
etilasetat ile 2 kez yikand1 (5 dk, 10.000 rpm). Saflastirilan PAMAM ile modifiye
edilmis kuantum nanopargaciklar1 (P/QDs) pH 7,4 PBS tamponunda ¢oziildii.
Reaksiyon sonucunda, hegzadesilamin (HDA) ile stabilize edilmis kuantum
nanoparg¢aciklarinin yiizeyindeki amin gruplari, PAMAM dendrimerinin amin
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gruplart ile yer degistirerek QD yiizeyleri PAMAM molekiilleri ile kaplanmistur.
Baglanmayan PAMAM molekiilleri 50 kDa por capma sahip membran filtreler
(Millipore Amicon Ultra 0,5 ml, USA) kullanilarak ortamdan uzaklastirildi.

2.3 Bradford Reaktifi ile PAMAM Molekiillerinin Tayini

Bradford reaktifinin bileseni olan Coomassie Blue kimyasali, negatif yiikli
stilfonik asit gruplar1 aracilig1 ile proteinlerin pozitif yiiklii amin gruplarmna iyonik
etkilesimlerle ve yani sira Van der Waals etkilesimleri ile baglanarak 595 nm’de
renk degisimi verir. Bu yontem protein tayininde kullanilmaktadir. PAMAM
dendrimerleri ¢ok sayida pozitif yiiklii amin grubuna sahip olduklarindan dolay1
bu reaktife cevap vermektedirler. Bu sebeple, kuantum nanopargaciklarmin
yiizeyine baglanan PAMAM molekiillerinin sayis1 Bradford yontemi kullanilarak
tayin edilmistir. Bunun i¢in, 10 uL 6rnek, 200 pL reaktif ile karistirilarak 10 dk
oda sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda 595 nm’deki absorbanslar
mikroplaka okuyucuda (Model 680, BioRad) kaydedildi. PAMAM molekiiliine
iligkin c¢izilen lineer aralik grafigi kullanilarak kuantum nanoparcacik ylizeyine

baglanan PAMAM molekiil sayis1 hesaplandi.

2.4 Anti-HER2 Antikorunun P/QDs Konjugatlarina Capraz
Baglanmas1 (P/QDs-AntiHER?2)

HER2 spesifik antikorun PAMAM modifiye kuantum nanopargaciklarina
(P/QDs) ¢apraz baglanmasinda EDC/NHS kimyasi kullanidi. Antikorun karboksil
gruplart EDC ile aktiflestirilerek kuantum nanopargacigina bagli PAMAM
dendrimerinin amino gruplart NHS varhiginda antikorun karboksil gruplarina
capraz baglandi. Bunun i¢in; 25 mM pH 6,0 MES tamponunda hazirlanmis 0,1M
EDC ve 0,25 M NHS c¢ozeltileri Anti-HER2 soliisyonuna (0,01 mg/ml) ilave
edilerek 30 dk oda sicakliginda karistirildi. inkiibasyon sonrasinda P/QDs (pH 7,4
PBS) c¢o6zeltisi ortama damla damla ilave edilerek 2 saat oda kosullarinda
karigtirlldi.  Reaksiyon bitiminde fazla EDC ve NHS, baglanmayan P/QDs
konjugatlar1 ile antikor molekiilleri 300 kDa por ¢apma sahip membran filtreden

(VWR Nanosep Omega, Almanya) gecirilerek ortamdan uzaklastirildi.
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2.5 Fluoresans Olgiimler

QDs konjugatlarina iligkin fluoresans dlgtimler 2,0 uL 6rnek kullanilarak
Nanodrop 3300 (Thermo Fisher Scientific Inc. USA) spektrofluorometre ile
yapildi.  Nanoparcaciklarin  eksitasyonu  (uyarilmasi) 460£10 nm’de
gerceklestirildi. PAMAM ile modifikasyon oOncesi ve sonrasinda fluoresans
spektrumlar alinarak konjugasyonun, kuantum nanopargaciklarinin fluoresans
ozelligine olan etkisi incelendi. Ayrica PAMAM ve P/QDs molekiillerine iliskin
absorbans profilleri alinarak konjugasyonun gergeklesip gerceklesmedigi
(NanoDrop 1000 spektrofotometre, Thermo Fisher Scientific Inc. USA) tayin
edildi.

2.6 Boyut Analizleri

PAMAM ve PAMAM ile modifiye edilmis kuantum nanopargaciklarina
(P/QDs) iliskin boyut analizleri, dinamik 1s1k sa¢ilimi (dynamic light scattering,
DLS, Malvern Nano-ZS, 633 nm He/Ne lazer) ve taramali elektron mikroskopi
(scanning electron microscopy, SEM, JSM 6700F NT) yontemleri kullanilarak
gergeklestirildi. 3,4 nm boyuta sahip olan CdSe/ZnS nanoparcaciklarinin
PAMAM ile modifikasyon sonrasinda boyutunda meydana gelen artis incelendi.
DLS olciimleri PBS 7,4 tamponunda gerceklestirildi. Olgiimlerde baz alinan
refraktif indeks degerleri; PBS i¢in 1,374; kuantum nanopargaciklar1 i¢in 2.4;
PAMAM i¢in 1,348; ayrica materyal absorpsiyonu 545 nm ve ¢ozelti viskositesi
0,8882 olarak ele alinmuistir.

2.7 Hiicre Kiiltiirii Cahsmalan

MCF-7 meme kanser hiicreleri, % 10 fetal buzagi serumu, 1,0 mM sodyum
piruvat, 2,0 mM L-glutamin, 10 pg/mL insulin, % 1,0 esansiyel olmayan amino
asit ve 10 mL/L penicilin/streptomisin ilavesiyle hazirlanan Minimum Esansiyel
Eagle (MEM) ortaminda yetistirildi. A-549 akciger ve HEP-G2 karaciger kanser
hiicre hatlar1 ise % 10 fetal buzagi serumu ile 10 mL/L penicilin/streptomisin
iceren Dulbecco ile modifiye edilmis Eagle’s ortami (DMEM) igersinde
yetistirildi. Hiicreler, 37 °C’de % 5,0 CO; igeren nemli atmosferde 4 saat inkiibe

edildi. Fluoresans mikroskopi ve sitotoksisite ¢aligmalar1 sirasinda ayni
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inkiibasyon kosullar1 uygulandi. Ornek uygulama asamalarindan once ortam

uzaklastirilip hiicreler 2 kez 100 pLL PBS tamponu ile yikand.
2.8 ToksisiteTesti

P/QDs konjugatlarmin konsantrasyon bagimli sitotoksik etkileri MTT (3-(4,
5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium bromid) testi uygulanarak incelendi.
Ozetle, MCF-7(meme) ve model olarak segilen; A-549 (akciger) ile HEP-G2
(karaciger) kanser hiicre hatlar1 0,5; 0,2; 0,1; 0,05; 0,02; 0,01 ve 0,002 uM
kuantum nanopargacik igeren P/QDs konjugatlar1 ile 96 kuyucuklu
mikroplakalarda 37 °C’de 4 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
hiicreler PBS ile 2 kez yikandi. Sonrasinda kuyucuklara 110 pLL MTT ilave
edilerek hiicreler 4 saat boyunca 37 °C’de inkiibe edildi. Ardindan 100 puL % 1,0
HCI igerisinde hazirlanan % 10’luk SDS ¢6zeltisi ilave edilerek 24 saat boyunca
hiicreler yeniden inkiibe edildi. Metabolik aktiviteye sahip hiicreler, sar1 renkteki
MTT reaktifini hiicre igerisinde mor renkli formazan kompleksine doniistiiriirler.
Ortama SDS ilavesi ile bu hiicre igerisindeki mor kristaller ¢oziinerek ¢ozeltiye
renk verirler. Bu prensiple, 570 nm’deki (630 nm referans dalga boyuna karsin)
absorbans degerleri mikroplaka okuyucu (Model 680, BioRad) ile kaydedilerek
hiicrelerin viyabiliteleri hesaplanmistir. Viyabilite hesabinda; 6rnek ile muamele
edilmeyen hiicrelerin verdigi absorbans kor degerinden ¢ikarilarak 100 olarak
degerlendirilip, ornek uygulanan kuyucuklara iliskin absorbanslar degerleri bu

referans degere gore oranlanarak % viyabilite sonuglarina ulasilmistir.

Ayrica eksponansiyel regresyon analizleri kullanilarak, MTT verilerinden
IC50 (% 50 inhibisyon konsantrasyonu, uM), NOAEC (goriiniir bir etkinin
bulunmadigi konsantrasyon degeri, uM) ve TLC (total 6liim konsantrasyonu, uM)

) esitliginden

g . 1
degerleri heasaplandi. Bu hesaplamalarda (y =1 — PRI )

yararlanildi. Bu esitlikte a; normalize edilmis maksimum hiicre viyabilite
degerini, b; egimi ve X; 6rnek konsantrasyonunu simgelemektedir (Lestari et al.
2006).

2.9 Fluoresans Mikroskobu Uygulamalar

Fluoresans mikroskobu goriintiileri, dijital kamera (Olympus, C3040-ADU,
Japonya) ile entegre edilen, Olympus IX50 (Olympus Amerika Inc.) goriintiileme
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sistemi ile kaydedildi. Goriintiler Cell*B yazilimi (Olympus, Japonya)
kullanilarak analizlendi. Fluoresans isaretli hiicrelerin goriintiilenmesinde U-MNB
(filtre), DM500 (dikronik ayna), BP470-490 (eksitasyon) ve BA515 (bariyer)
filtreleri kullanildi. 96 kuyucuklu mikroplakalarda yetistirilen MCF-7 hiicreleri,
HER?2 reseptor spesifik antikor ile modifiye edilmis (PQDS/HER2) ve edilmemis
P/QDs (100 pL) konjugatlar1 ile muamele edildi. Hiicreler 4 saat 37 °C de inkiibe
edildikten sonra 2 kez PBS tamponu ile yikandi. Yikama sonrasinda hiicrelere 50
uL PBS ilave edilerek fluoresans mikroskobunda goriintiiler alind.
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3. SONUCLAR VE YORUMLAR

3.1 Kuantum Nanokristallerinin  PAMAM Dendrimeri ile
Modifikasyonu (P/QDs sentezi)

Toluen igersinde hegzadesilamin (HDA) ile stabilize edilmis kuantum
nanoparcaciklari, PAMAM dendrimeri ile faz degistirme reaksiyonu sonucunda
suda ¢Ozinir forma getirildi. HDA molekiiliiniin amino grubu PAMAM
molekiiliiniin amino grubu ile yer degistirerek, kuantum nanoparcaciklarinin etrafi
PAMAM dendrimerleri ile kaplanmigtir (Sekil 3.1). Bu yer degistirme reaksiyonu
¢inko (Zn) atomlarmm amin gruplarina karsi olan affinitesine dayanmaktadir.
Elde edilen PAMAM ile modifiye edilmis kuantum nanopargaciklari (P/QDs)
suda ¢oziinlir formdadir. Ligand yer degistirme reaksiyonunda, ayni ligantlar yer
degistirildiginde (HDA’nin amin grubu ile PAMAM’mm amin grubu)
modifikasyonun daha etkin bir sekilde gergeklestigi ve yapisal agidan daha stabil
komplekslerin olustugu tahmin edilmektedir (Duan et al. 2007). Bunu incelemek
icin yiizeyi TOPO/HDA karisimu ile stabilize edilmis CdSe/ZnS (640 nm)
kuantum nanoparcaciklar1 ayni faz-degistirme reaksiyonuna maruz birakildi.
Reaksiyon sonrasinda saflastirilan konjugatlar polar faza alindiklarinda ortamda
ciddi derecede agregatlasmalar meydana geldi. Bu agregat olusumunun olasi
nedenlerinden biri; TOPO ile PAMAM gruplar1 arasinda etkin bir sekilde
ger¢eklesmeyen ligand-yerdegistirme reaksiyonu sonrasinda yiizeyde kalan TOPO
ligandlar1 arasinda hidrofobik etkilesimlerin ger¢eklesmis olmasidir. Bir digeri de
amin gruplari, —-P ve P=0 gruplarina ilgi duymaktadirlar. Bu da, PAMAM
molekiillerinin TOPO yiizeylerinde gelisi giizel adsorpsiyonuna ve biiyiik
konjugat kiimelerinin olusmasina neden olmus olabilir. Bu deneme sonucunda,
CdSe/ZnS yiizeylerinin kontrollii bir sekilde ligand-yer degistirme reaksiyonu
sonucunda PAMAM dendrimeri ile modifiye edildigini iddia edebiliriz.
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Sekil 3.19. HDA ile stabilize edilen CdSe/ZnS kuantum nanopargaciklar: ile PAMAM
dendrimeri arasinda meydana gelen ligand-yer degistirme reaksiyonu; HDA
molekiiliiniin terminal amin gruplari, PAMAM molekiiliiniin terminal amin
gruplart ile yer degistirmektedir. Elde edilen PAMAM/QDs (P/QDs)
nanokompleksleri, sonrasi karakterizasyon ve uygulama adimlar i¢in PBS 7,4
tamponunda ¢oziildii.

3.2 P/QDs Konjugatlarinin Karakterizasyonu

Kuantum nanopargaciklarinin  (QDs) PAMAM ile modifikasyonu
sonrasinda karakterizayonu, fluoresans ve absorbans profillerine bakilarak
gergeklestirildi.  Fluoresans spektrumunda, modifiye edilmemis CdSe/ZnS
nanokristalleri 563 nm’de maksimum emisyon gostermektedirler. PAMAM
molekiilleri ile yiizey modifikasyonu sonrasinda, QD molekiiliiniin fluoresans
spektrumu yeniden incelendiginde maksimum emisyon pikinde herhangi bir
kayma meydana gelmedigi gozlendi (Sekil 3.2.a). Bu sonug, QD yiizeyinde
meydana gelen yapisal degisikligin, kuantum nanopargacigin fluoresans 6zelligine
herhangi bir olumsuz etki gostermedigini kanitlamaktadir. Ote yandan, QDs ve
serbest PAMAM molekiilleri, sirasi ile 545 ile 280 nm’de maksimum absorbansa
sahiptirler. Konjugatlara iligkin UV-goriiniir bolgede alinan absorbans profillerine
bakildiginda, ayni piklerin (yani 280 nm’de PAMAM’a iliskin ve 545 nm’de
QD’a iligkin) var oldugunu gormekteyiz. Bu sonuclar bize konjugasyonun
basarili bir sekilde gergeklestigini kanitlamaktadir (Sekil 3.2.b).
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Sekil 3.20. Modifiye edilmemis CdZe/ZnS nanopargaciklari (siyah) ile PAMAM (kirmizi)
ve PAMAM/ANtIHER? ile modifiye edilen (mavi) kuantum nanopargaciklarina
iliskin A) fluoresans, B) UV-gorinir bolge spektrumlart (CdSe/ZnS
nanoparcaciklar1 460+10 nm de uyarildi; B) I¢ kisimda yeralan grafik 280 nm’de
serbest PAMAM ve PAMAM modifiye QDs nanopargaciklarina iliskin
absorbans spektrumunu gostermektedir).

Ayrica Sekil 3.2.a° da goriildigi iizere, yapiya antikor ilavesi, kuantum
nanoparcaciklarmin optik ozelliklerinde ilave bir degisiklie neden olmamuistir.
Fakat burada belirtilmesi gereken sudur ki, ylizey modifikasyonu sonrasinda QD
molekiillerinin fluoresans siddetinde azalmalar meydana gelmistir. Kuantum

nanoparcaciklarinin organik fazda sentezi swrasinda yiizeylerinde defekte olmus
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noktalar meydana gelmektedir. Yiizey modifikasyon islemleri sonrasinda
nanoparcaciklar polar faza transfer edildiklerinde bu defekte olmus noktalar
kuantum verimlerinin diismesine neden olmaktadirlar. Bilindigi iizere organik
fazda sentezlenen QD nanokristallerinin quantum verimlilikleri, polar fazda
sentezlenen ya da sonrasinda faz degistirme reaksiyonlar1 ile yiizey
modifikasyonuna maruz birakilan QD’lardan her zaman daha ytiksektir. Bu
dogrultuda, PAMAM ile modifikasyon sonrasi kuantum nanoparcaciklarinin
fluoresans siddetlerinin diismesi beklenen bir sonugtur. Ote yandan, temel optik
ozelliklerin korunmus olmasi ve QDs’larin foto-soniimlemeye karsi olan yiiksek
dayanikliliklari, kuantum nanokristallerinin hiicre goriintiileme denemelerinde

basarili bir sekilde kullanilmasina olanak saglamstir.
3.3 Baglanan PAMAM Molekiillerinin Bradford Testi ile Tayini

QD nanokristalleri, 10, 20, 30 ve 50 kat fazla mol oranma sahip PAMAM
molekiilleri ile modifiye edildi. QD molekiiliine baglanan PAMAM sayisi
Bradford yontemi kullanilarak tayin edildi. Bradford testi genellikle protein
tayininde kullanilan, Coomassie Brilliant Blue boyasinin, tayini yapilmak istenen
molekiile baglanmasi sonrasinda absorbansinda meydana gelen sapmay1 temel
alan kolorimetrik bir yontemdir. Boya ile tayin edilen bilesen arasinda kompleks
olusumunu saglayan etmenlerden biri, molekiiliin pozitif gruplari ile boyanin
negatif gruplar1 arasinda meydana gelen iyonik etkilesimlerdir. Dolayisiyla bu
yontem pozitif yiikkli PAMAM molekiillerinin tayininde de biiyiik bir hassasiyetle
kullanilabilmektedir. PAMAM molekiiliine iliskin elde edilen standart kalibrasyon
grafiginin araligi 0,1- 2,5 pM olup egri denklemi: y= 0,994- 0,005 (R*=0,999)
seklindedir. Bu denklem araciligi ile hesaplanan PAMAM miktarlar1 Tablo 1°de

verilmistir.

Sonug olarak, QD molekiiliine ortalama maksimum 28 adet PAMAM
molekiiliiniin baglandig1 hesaplandi ve bu da demektir ki kuantum nanopargacik
ylizeyi yaklasik 28 PAMAM molekiilii ile doygun hale gelmektedir. Doygunluk
noktasina ulasilincaya kadar baglanma verimi giderek azalmaktadir. PAMAM
mol orant 50’ye ¢ikartildiginda ise baglanma veriminin (% 51,4) iyice diiserek
ortalama 26 PAMAM molekiiliiniin baglandigin1 gérmekteyiz.


http://en.wikipedia.org/wiki/Coomassie_Brilliant_Blue
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PAMAM molekiil boyutunun (5,6 nm), kuantum nanopargaciginin
boyutundan (3,7 nm) daha fazla oldugunu géz Oniinde bulundurursak, 28
PAMAM molekiiliinin QD yiizeyine baglanabiliyor olmast bu noktada
diistindiiriicii olabilir. Ciinkii yiizey modifikasyonu sterik etkilerle kontrol ediliyor
olmalidir. Fakat o6te yandan PAMAM molekiillerinin i¢ bosluklu yapilari
sayesinde bu bosluklar aras1 meydana gelebilecek PAMAM-PAMAM

etkilesimleri bu sterik etkileri dengeliyor olmalidir.

Cizelge 1. Kuantum nanoparcacigina baglanan PAMAM molekiillerinin Bradford testi ile
hesaplanmasi; 10, 20, 30 ve 50 kat PAMAM ile muamele edilen QD
nanoparg¢aciklarma sirasi ile 9,8; 19,5; 28 ve 25,7 PAMAM molekiilii
baglanmistir. Baglanma verimi baglanan PAMAM molekiillerinin baglangig
PAMAM miktarina oranlanmasiyla elde edilmistir (veriler N=3 igin
ortalamatstandart hata seklinde verilmektedir).

PAMAM molekiiliiniin Kuantum nanoparc¢acik Baglanma verimi
molar oram basina baglanan PAMAM %
sayis1
10 9,8 £ 0,002 98
20 19,5+0,12 97,5
30 28,0+ 0,10 93,3
50 25,7+ 0,96 51,4

Yukarida belirtilen PAMAM mol oranlar1 ile modifiye edilen QD
nanokristallerine iliskin fluoresans siddetler Sekil 3.3’de verilmistir. QD
molekiiliine baglanan PAMAM sayis1 arttikca konjugatlara iliskin fluoresans
siddet de artis gostermistir. Bu sonug bize PAMAM oran arttik¢a suya transfer
edilen QD molekiiliniin de oranmin arttigmi gostermektedir. QD yiizeyi
maksimum baglanma kapasitesine ulastiginda ise daha fazla QD molekiilii suya
transfer olamadigi i¢in nanokristallerin fluoresans siddeti sabit bir degere
ulagmaktadir. Ayrica, baglanan PAMAM molekiilii sayis1 arttik¢a buna zit olarak
agregat olusumu da biiyiik 6l¢iide azalmaktadir.

Kuantum nanoparcgaciklarinin faz transfer reaksiyonlarinda, ligand-yer
degistirme stratejisi uygulandiginda, nanopargacik yiizeyinin kontrol edilebilir
ligand oranlarinda ve istenilen oryantasyonda modifiye edimesi yani ylizey
miithendisligi ¢ok zordur. Yapilan karakterizasyon caligmasi sonuglara gore
rahatlikla vurgulayabiliriz ki; QD yiizeyine uygulanan modifikasyon stratejisi ile

PAMAM molekiileri nanopargacik yiizeyine kontrollii bir sekilde baglanmustir.
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Goriiniise gore dendrimerin baglanma miktar1 reaktant oranlarinin degistirilmesi

ile istenilen diizeyde amaca yonelik olarak kontrol edilebilmektedir.
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Sekil 3.3. 10, 20, 30 ve 50 kat fazla PAMAM molekiilii ile muamele edilen QD
nanoparcaciklarina iligkin normalize edilmis fluoresans siddetleri ve bunlara
karsilik gelen baglanan PAMAM molekiil sayisi.

3.4 Boyut Analizi

Serbest PAMAM molekiiline (P-G5), yiizeyi 14 ve 28 adet PAMAM
molekiilii ile kaplanmig kuantum nanoparcaciklarina (sirasiyla P14/QDs ve
P28/QDs) iliskin hidrodinamik boyutlar sirasi ile 5,64 0,0003 nm, 32,7+ 0.216 nm
ve 58,840,029 nm olarak hesaplanmistir (Sekil 3.4). Modifiye edilmemis QD
nanokristalleri ise 3,7 nm (Sigma-Aldrich) boyutundadirlar. Serbest PAMAM i¢in
elde edilen deger (5,6 nm) literatiir bilgisiyle (5,7 nm) uyusmaktadir (Tomalia et
al. 2010) Kuantum nanopargacik yiizeyini saran PAMAM molekiil sayis1 14’ten
28’e ¢ikarildiginda hidrodinamik boyuttaki artig, nanopargaciklarin hidrate olan
yiizey alani arttig1 icin beklenen bir sonuctur. Ote yandan PAMAM molekiil
sayisindaki artiga bagli olarak DLS egrisinde platolasma olusmustur. Bu da
P28/QDs molekiillerinin boyut dagilimlarinin P14/QDs konjugatlarmm boyut
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dagilimlarina gore daha az homojen oldugunu ve goreceli olarak daha genis bir
aralikta dagilim gosterdiklerini ifade etmektedir.

40
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Sekil 3.4. Serbest PAMAM, 14 ve 28 PAMAM molekiilii ile kaplanmis kuantum
nanoparcaciklarina iligkin hidrodinamik boyut analizleri. Molekiil boyutlar
sirast ile PAMAM dendrimeri igin 5,6+0,0003; P14/QDs konjugati igin 32,7 +
0,216 nm; P28/QDs konjugatlari i¢in de 58,8 + 0,029 nm olarak hesaplanmistir
(Veriler N=3 i¢in ortalamas1 + standart hata seklinde verilmektedir. Olgiimler
PBS pH 7,4 tamponunda gerceklestirilmistir).

Liyofilize formdaki P14/QDs konjugatlarina iliskin SEM goriintiisii Sekil
3.5’te verilmistir. 200.000 magnifikasyonda alinan goriintiide ortalama konjugat
boyutu 31,81+3,40 nm olarak hesaplanmistir. Her ne kadar hidrodinamik boyutlar,
pargaciklarin gergek boyutlarin1 ifade etmiyor olsalar da, DLS ile SEM
analizlerinin birbiri ile Ortiistiigli goriilmektedir. Sonug olarak DLS dl¢limlerinin
10 nm ve altinda pargaciklar i¢in gilivenilir sonuglar vermedigi diistiniiliityor olsa
da, gerek literatiir bilgisi ile uyusan degerler gerek de SEM analizleri ile de
desteklenen sonuglar, uygulanan DLS yonteminin gilivenilir oldugunu
gostermektedir.
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Sekil 3.5. Yiizeyi 14 adet PAMAM molekiilii ile modifiye edilmis QD nanopargaciklarina
(P14/QDs) iliskin SEM analizi. Ortalama konjugat boyutu 31,81+3,40 nm olarak
hesapalanmustir.

3.5 Kararhhk

Transport mekanizmalarinin ve/veya hii¢re i¢i ya da membran bagh tekli
molekiillerin izlenmesi gibi uzun siireli goriintiileme gerektiren ¢alismalarda
kullanilanacak nanokristallerin foto-kararhiliklarmin ~ yiiksek ~ olmasi
beklenmektedir (Dahan et al. 2003). Kuantum nanokristallerinin klasik organik
temelli floroforlara gore avantajli olmalarinin en temel sebeplerinden biri, daha
stabil olmalaridir. Kloroform ya da toluen gibi organik ¢dzgenlerde sentezlenen
QD nanopargaciklar1 foto-soniimlemeye karsi ¢ok direngliyken, sulu faza transfer
edilen QD’lar foto-oksidasyona ugradiklarindan dolayr o kadar fotostabil
degildirler. Polimer kaplamanin, QD yiizeyindeki defekte olmus noktalardan foto-
oksidasyonu hizlandirdig1 bilinmektedir (Nann 2005). PAMAM dendrimerleri ile
kaplanan QD nanopargaciklarina iliskin foto-kararlilik ¢alismasi, karanlikta 30
giin boyunca bekletilen konjugatlara iliskin fluoresans Olgiimler almarak
gerceklestirildi. 30 giin sonunda konjugatm fluoresans siddetinde herhangi bir
diisme gozlemlenmedi. Sonu¢ olarak, pozitif gruplara sahip PAMAM
molekiiliiniin, protonik solventlerde kuantum nanopargaciklarini elektrostatik
olarak stabilize ettigini sOyleyebiliriz (Nann 2005). Ayrica, PAMAM
dendrimerlerinin i¢ bosluk yapilarindan kaynaklanan dendrimerler arasi
etkilesimler (Tomalia et al. 2010), buna ilave olarak PAMAM molekiiliiniin



41

terminal —NH; gruplar1 arasinda meydana gelen hidrojen baglar1 yiizeyde daha
sik1 bir yap1 olusturmus olabilir (Santos et al. 2011). Dendrimerin yapisinda
bulunun ¢oklu zincirler de, QD yiizeyinde sterik engel yaratarak daha diizenli ve
kompakt yapida nanokristal olusmasina yardimci olmaktadir (Peng et al. 2002).
Tim bu 6n goriilen mekanizmalar, PAMAM modifiye QD molekiillerinin yiiksek
stabilizasyonuna agiklik getirme niteligindedir. Son olarak CdSe/ZnS yapisindaki
Zn atomlar1 kuvvetli asit iken PAMAM’in yapisindaki primer amin gruplari
kuvvetli baz olarak davranirlar. Bilindigi {lizere kuvvetli asit-kuvvetli baz
etkilesimleri zayif asit-baz etkilesimlerinden (TOPO-NH; etkilesiminde oldugu
gibi) ¢ok daha fazla kuvvetlidirler. Bu kuvvetli asit-baz etkilesimleri QD
nanoparcaciklarinin ligand —yer degistirme reaksiyonlarinin temelini olusturmakla
beraber, elde edilen komplekslerin kararliliginda da o6nemli rol oynadig:

diistiniilmektedir.

3.6 Sitotoksisite

P14/QDs konjugatlarmin MCF-7 (meme) ve model olarak secilen A-549
(akciger) ile HEP-G2 (karaciger) hiicrelerine karsi olan konsantrasyon bagimli
toksik etkileri, MTT testi uygulanarak incelendi. Nanokristallerin toksik etkileri
kendilerinden kaynaklanabilecegi gibi yapilarinda bulunan yiizey gruplarindan da
kaynaklanabilmektedir (Hoshino et al. 2004). Katyonik nanoparg¢aciklar, negatif
yiklii hiicre membraninin glikokaliks yapis1 ile elektrostatik etkilesime
girdiklerinden dolay1 toksik etki yaratma potansiyeline sahiptirler (Fischer et al.
2003). Bu yiizden etrafi pozitif yikli PAMAM molekiilleri ile kapli QD
nanokristallerinin toksik etkisinin arastirilmasi onemlidir. Sekil 3.6.a’da MTT
testinden elde edilen verilere gore hesaplanan viyabilite sonuglari verilmistir.
Jevprasesphant ve grubunun yaptigt bir ¢alismada, 5,0 pM ve {izeri
konsantrasyona sahip PAMAM molekiillerinin hiicrede toksik etki yarattiklari
ifade edilmistir (Jevprasesphant et al. 2003). Oysaki kuantum nanokristalleri ¢ok
daha diisiik diizeylerde 6liimciil etki yaratmaktadirlar. Bu ¢alismadan elde edilen
sonuglara gore ise 0,5 uM QDs iceren (konjuge PAMAM konsantrasyonu 7,0
uM) P14/QDs konjugatlari, MCF-7 ve HEP-G2 hiicreleri ile 4 saatlik bir
inkiibasyon sonrasinda hiicrelerde herhangi bir toksik etki sergilememistir. Fakat
A-549 hiicreleri 0,1 pM ve fizeri konsantrasyonda QD igeren P14/QDs
konjugatlar1 ile muamele edildiklerinde hiicrelerin yasamsal faaliyetlerinde (hiicre

boliinmesi ya da ATP {iiretimi) % 40’a varan azalmalar meydana gelmistir.



42

I MCF-7

A [ 1A-549
B HEP-G2

100{0 o mI T
80-
60-
401

20+

% Hiicre viyabilitesi

0.002 0.1 0.02 0.05 01 0.2 0.5
Konsantrasyon (uM)

B A-549 (theor.)
= A-549 (exp.)
1.0 s HEP-G2 (theor.)
a = A HEP-G2 (exp.)
7 = MCF-7 (theor.)
¢ MCF-7 (exp.)

Normalize edilmis Viyabilite
o
i

1E-3 0.01 0.1 1
Konsantrasyon (uM)

Sekil 3.6. 0,002;0,01; 0,02; 0,05; 0,1; 0,2 ve 0,5 uM kuantum nanopargacik i¢ceren P14/QDs
konjugatlarinin 4 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda MCF-7, A-549 ve HEP-
G2 hiicrelerinin yagamsal faaliyetlerine olan etkilerinin incelenmesi; A) P/QDs
konjugatlarina iliskin MTT testi sonuglari, B) MTT sonuglarina gore tahmin
edilen konsantrasyon bagiml teorik sitotoksisite grafikleri (veriler N=4 i¢in
ortalama =+ standart hata seklinde verilmektedir).

MTT verileri kullanilarak hesaplanan IC50 (% 50 inhibisyon
konsantrasyonu), NOAEC (goriinlir bir etkinin bulunmadigi konsantrasyon
degeri) ve TLC (total 6liim konsantrasyonu) degerleri Cizelge 2’de verilmistir. Bu
tablo degerlerine gore, 1,549 uM ve 0,885 uM iizeri QDs konsantrasyonu igeren
P14/QDs konjugatlar1 sirayla MCF-7 ve HEP-G2 hiicrelerinde toksik etkiye
sahipken, bu toksik etki degeri A-549 hiicreleri icin 0,373 pM’a kadar
diismektedir. Elde edilen bu sonuglar MTT verilerini desteklemektedir. Boylece
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P14/QDs konjugatlarinin A-549 hiicrelerinin yasamsal faaliyetlerine kars1 toksik

etki gosterdigi kanitlanmistir.

Cizelge 2. MTT verilerinden yola ¢ikilarak hesaplanan tahmini teorik sitotoksisite
degerleri. Sitotoksisite degerleri 1C50 (% 50 inhibisyon konsantrasyonu),
NOAEC (goriiniir bir etkinin bulunmadigi konsantrasyon degeri) ve TLC
(total 6liim konsantrasyonu) degerleri seklinde tanimlanmiglardir. Sonuglara
gore P14/QDs konjugatlarinin 1C50 0,373 uM degeri ile A-549 hiicreleri
tizerinde toksik etki gostermektedir.

Hiicre I1Cso(uM) NOAEC TLC (uM)
hatti (M)
MCF-7 1,549 0,320 3,427
A-549 0,373 0,065 0,996
HEP-G2 0,885 0,218 1,762

Hiicrelerin nanopargaciklara verdikleri cevaplar ya da tepkiler hiicrelerin
yiizey morfolojisine, hiicre yiizey reseptorlerine ve bu reseptorlerin dagilimlarina
gore farklilik gostermektedir. Elde edilen hiicre viyabilitesi sonuglarina gore A-
549 hiicrelerinin farklanan yiizey morfolojileri ve fizyolojilerinden dolay1
P14/QDs konjugatlarina karsi diger hiicre hatlarinin oldugundan ¢ok daha fazla
hassasiyet gostermislerdir (Sekil 3.6). Bu bulgular benzer ¢alismalarla da
desteklenmektedir. Ornegin Patra ve grubu altin nanopargaciklarnin (GNP) A-
549 hiicrelerinin 6liimiine yol actigini rapor etmislerdir. Caligmada test edilen
diger hiicre hatlarinin; BHK21 (yavru hamster bobrek hiicreleri) ve HEP-G2’nin
GNP muamelesinden etkilenmedigini gzlemlemislerdir (Patra et al. 2007). Diger
bir ¢alisgama da Choi ve ekibi taranfindan yaymlanmistir. Bu ¢alismaya gére PEG
ile tirevlendirilen fosfolipid kapli Fe3O4 and MnO metal oksit
nanoparcaciklarinin, A-549 hiicreleri i¢in MCF-7 hiicrelerine oranla daha fazla
toksik etki gosterdigi bulunmustur (Choi et al. 2010). P14/QDs konjugatlarinin
toksik etkilerine iliskin bu sonuglar umut verici olsa da bu verilerin in vivo

denemelere uygulanmasinda heniiz net bulgular s6z konusu degildir.



44

3.7 In vitro Uygulamalar

Kuantum nanokristalleri antikorlar ile modifiye edildiklerinde reseptor-
ligand etkilesimleri sonucunda endositozis prosesi ile hiicre icerisine almirlar.
Bunun haricinde, polikatyonik ligantlarla kapli kuantum nanopargaciklar1 spesifik
olmayan etkilesimlerle de hiicre icerisine alinabilmektedirler. PAMAM modifiye
QD konjugatlari, dendrimerin pozitif yikli amino gruplarindan dolay:
elektrostatik etkilesimlerle hiicrelere baglanabilmektedir (Shukla et al. 2005). Bazi
aragtirma gruplar1 bu olasi istenmeyen etkilesimlerin tizerinden, dendrimeri kismi
asetilleyerek (Majoros et al. 2005; Shukla et al. 2005; Majoros et al. 2006; Shukla
et al. 2006) ya da PEG gibi biyouyumlu polimerlerle kombine ederek (Duan et al.
2007) ustesinden gelmeye ¢alismislardir. Burada P/QDs konjugatlarmin hiicrelerle
olas1 spesifik olmayan etkilesimleri, yiizeyi 14 (P14/QDs) ile 28 (P28/QDs)
PAMAM molekiilii ile modifiye edilmis QD konjugatlarinin MCF-7 hiicrelere
uygulanmasiyla incelendi. Konjugatlarla 4 saat boyunca inkiibe edilen MCF-7

hiicrelerine iliskin fluoresans mikroskobu goriintiileri Sekil 3.7’ de verilmistir.

Sekil 3.7. P/QDs konjugatlarmin MCF-7 hiicreleri ile spesifik olmayan etkilesimlerinin
nanopargacik yiizeyindeki ligand yogunluguna goére incelenmesi. A)Yiizeyi 28
PAMAM molekiilii ile modifiye edilen QD konjugati (P28/QDs) ile, B) Yiizeyi
14,1 PAMAM molekiili ile modifiye edilen QD konjugati (P14/QDs) ile
isaretlenen MCF-7 hiicrelerinin fluoresans mikroskobu goriintiileri (konjugatlar
hiicrelerle 37 °C’de 4 saat boyunca inkiibe edilmislerdir).

Kuantum nanoparcaciklarmin hiicreler ile olan etkilesimleri ¢ogunlukla
nanoparg¢aciklarinin yiizey yapilarma baghdir. Yiizeylerinde bulunan ligantlar ve
bu ligantlarin sahip olduklar1 fonksiyonel gruplar, bu gruplarm yogunlugu ve yiik
durumu nanopargaciklarin biyolojik uygulamalardaki kaderini belirleyen en temel
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faktorleri olusturmaktadirlar. Calismanin bu asamasinda, yiizey PAMAM
molekiillerinin sahip oldugu pozitif yiiklii amino gruplarinin yogunluguna gore
kuantum parcaciklarinin MCF-7 hiicreleriyle olan etkilesimlerinin nasil degistigi
arastirilmigtir. 28 adet PAMAM molekiilii ile yiizeyi modifiye edilen kuantum
nanopargaciklari (P28/QDs) daha fazla ligand miktarina ve daha fazla pozitif yiike
sahip olduklarindan dolayi, 14 PAMAM molekiilii iceren QD konjugatlarina
(P14/QDs) kiyasla hiicrelerle daha fazla etkilesime girmislerdir. Sekil 3.7.A’da
MCF-7 hiicreleri, P28/QDs konjugatlarinin hiicre membraniyla olan goreceli
olarak yogun elektrostatik etkilesimlerinden dolay1 gozle goriilebilir diizeydedir.
Yiizeyi 14 PAMAM molekiilii ile modifiye edilen kuantum nanoparcaciklari ise 4
saatlik bir inkiibasyon siiresi sonrasinda hiicrelerle gézlemlenebilir bir diizeyde
etkilesime girmemistir. Sekil 3.7.B’de de goriilecegi lizere hiicre yiizeyine gelisi
giizel adsorpsiyonlar mevcuttur. Sonug olarak P14/QDs konjugatlarinin spesifik
olmayan etkilesimleri belirtilen uygulama kosullar1 icersinde goz ard1 edilebilecek
diizeydedir. Fakat sonrasinda uygulanabilecek kismi yiizey notralizasyon
asamalari ile bu etkilesimler elbette biitiintiyle bertaraf edilebilir.

Bilindigi tizere parcacik boyutu ne kadar kii¢iik olursa nanoparcaciklarin
hiicre igi lokalizasyonu ve in vivo denemelerde RES sisteminden kurtularak hedef
dokuda birikimleri bir o kadar kolaylasir. Konjugatlara iliskin boyut
karakterizasyonu ve spesifik olmayan etkilesimler degerlendirildiginde elde edilen
sonuglardan yola ¢ikilarak, P14/QDs konjugatlari, gerek daha kii¢iik ve daha
homojen boyut dagilimina sahip olmalarindan dolay1 gerekse MCF-7 hiicreleri ile
daha az spesifik olmayan etkilesimlere girmelerinden dolay1 hiicre goriintiileme
calismalarinda model olarak se¢ilmislerdir. Bunun icin, P14/QDs konjugatlar
MCF-7 hiicrelerinin memraninda bulunan HER2 reseptorlerini spesifik olarak
taniyabilecek Anti-HER2 antikoru ile modifiye edildiler. Elde edilen P/QDs-
AntiHER2 biyokonjugatt MCF-7 hiicreleri ile 4 saat 37 °C’de inkiibe edilerek
fluoresans isaretlenen hiicreler fluoresans mikroskobu altinda incelendi (Sekil
3.8). Goriintiileme ¢aligmalarinda iki farkli konsantrasyonda QDs igeren (0,9 ve
0,5 uM) P/QDs-AntiHER?2 biyokonjugatlar: kullanildi.

HER2 spesifik antikor ile isaretlenen konjugatlarin hiicre igerisine
lokalizasyonun endositotik yollarla m1 yoksa diger spesifik olmayan etkilesimlerle
mi  gerceklestigini  arastirmak amaciyla, MCF-7 hiicreleri yine ayni
biyokonjugatlarla 4 saat boyunca 4°C’de inkiibe edildiler (Sekil 3.9). Kontrol
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grubu olarak da 0,5 uM kuantum nanopargacik igeren P14/QDs konjugatlari
kullanild.

Sekil 3.8. A) 0,9 uM; B) 0,5 uM P/QDs-AntiHER2 biyokonjugati ile 37 °C’de 4 saat
inkiibe edilen MCF-7 hiicrelerine iliskin alinan fluoresans mikroskobu
gorintiileri. Sag panel: hiicrelerin beyaz 151k altindaki goriintiilerini, sol panel;
460-480 nm araliginda uyarilan kuantum konjugatlarima iliskin fluoresans
goruntiileri gostermektedir (skala 50 pum).

Katyonik polimerler yiikksek derecede pH-tamponlama kapasitesine
sahiptirler. Igerigi asidik olan endozomlara/vezikiillere proton adsorpsiyonunu
arttirirlar. Bu da membrandaki 0ztomatik basincin artmasina neden olur ve
beraberinde endozomlarda tutuklu kalan katyonik molekiillerin kolaylikla hiicre
sitozoliine difiizlenmesini saglar. Bu olay literatiirde ‘endozomal kagis® olarak
ifade edilmektedir (Langer et al. 2005; Duan et al. 2007). Kuantum
nanoparg¢aciklar1 endozomlarda hapsedildiklerinde, endozomlardaki asidik pH
degerleri (4,0-5,0) yiiziinden fluoresans 6zelliklerini kaybetmektedirler (Silver et
al. 2005; Sun et al. 2006; Tamai et al. 2008). Kuantum nanokristallerinin hiicresel
hedeflemede ve ila¢ taginimi gibi ¢aligmalarda etkin olarak kullanilabilmeleri i¢in

bu sorunun iistesinden gelinmelidir. Bu ¢aligmada, QDs yiizeylerinin PAMAM
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gibi yiliksek tamponlama kapasitesine sahip dendrimerlerle modifiye edilmesi ile
endozomal kagisin aktiflestirilip ayn1 zamanda QD’larin foto-soniimlenmesinin de
engellemesi hedeflenmistir. Boylece kuantum pargaciklarinin artan sitoplazmik
migrasyonu ve foto-kararliigi ile kuantum nanokompleksleri uzun siireli

goriintiileme ¢aligmalarinda etkin olarak kullanilabileceklerdir.

Sekil 3.7.A’da 0,9 uM QDs konsantrasyonuna sahip P/QDs-AntiHER2
biyokonjugatlartyyla muamele edilmis MCF-7 hiicrelerine ait fluoresans
goriintiilerde, biyokonjugatlarin reseptor-ligand spesifik etkilesimleri ile hiicre
icine girdigini ve endozomal kagis sonrasi sitozole dagildiklarin1 gérmekteyiz. 0,5
uM QDs konsantrasyonuna sahip biyokonjugatin fluoresans goriintiilerinde ise
baz1 konjugatlarin 4 saatlik inkiibasyon sonrasinda hiicre memraninda kaldiklar1
goriilmektedir (Sekil 3.7.B). Higuchi ve grubunun yaptigi bir calismada, PAMAM
modifiye kuantum nanoparcaciklarinin herhangi bir hedefleyici ajan olmaksizin
elektrostatik etkilesimler araciligi ile 13 saatlik inkiibasyon sonrasinda hiicre
membranmi gegerek hiicre igine lokalize oldugunu bulmuslardir (Higuchi et al.
2011). Bu ¢alismada ise, yapiya reseptor-spesifik biyomolekiiliin ilavesi ile P/QDs
konjugatlari, 4 saatlik bir dilim sonrasinda tomiirli hiicreler tarafindan endositoz
yoluyla hiicre igerisinde lokalize olmuslardir. Antikor yoklugunda P/QDs
konjugatlarnmn hiicreler ile olan etkilesimleri incelendiginde ise 4 saalik

inkiibasyon sonrasida hiicre i¢i herhangi bir lokalizasyon gozlenmemistir (Bkz
Sekil 3.6.B).

4°C’de yapilan inkiibasyon sonrasinda MCF-7 hiicrelerine iliskin elde edilen
fluoresans goriintiilere bakildiginda, gerek HER2 spesifik antikor ile igaretlenen,
gerek  isaretlenmeyen P/QDs  konjugatlarmin  hiicre  i¢ine  alinimi
gerceklesmemistir (Sekil 3.8). Fakat goriintiiler dikkatlice incelendiginde 0,9 uM
P/QDs-AntiHER2 biyokonjgatlarinin hiicre memraniyla etkilesime girdikleri
goriilmektedir (Sekil 3.8.A). 4°C’de endositoz mekanizmasi islev gérmiiyor olsa
da reseptor-ligand etkilesimleri hala faal olmaktadir. Dolayisiyla hiicre
membraniin aktif reseptor-ligand etkilesimi iizerinden isaretlenmesi beklenen bir
sonugtur. Sekil 3.8.B’de P/QDs-AntiHER2 biyokonjugatlarmm konsantrasyonu
0,5 pM’a disiriildiigiinde hiicre membranlar1 azalmig miktarda olsa da
goriintiilenmektedir. Fakat hala hiicre icerisine herhangi bir lokalizasyon yoktur.
Kontrol grubu olarak sadece 0,5 uM P14/QDs konjugatlarinin uygulandigi
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durumda ise hiicre yiizeylerinde gelisi giizel agregatlagsmalardan ve zayif
elektrostatik etkilesimlerden baska bir goriintii elde edilmemektedir (Sekil 3.8.C).

Sekil 3.9. A) 0,9 uM; B) 0,5 uM P/QDs-AntiHER2 biyokonjugati ve C) 0,5 uM P14/QDs
konjugat: ile 4 °C’de 4 saat inkiibe edilen MCF-7 hiicrelerine iliskin alman
fluoresans mikroskobu goriintiileri. Sag panel: hiicrelerin beyaz 11k altindaki
gorintiilerini, sol panel; 460-480 nm araliginda uyarilan kuantum konjugatlarina
iliskin fluoresans goriintiileri géstermektedir (skala 25 um).

Sonu¢ olarak, HER2 spesifik antikor ile meme kanser hiicrelerine
hedeflenen PAMAM-modifiye kuantum nanokristalleri, endositotik yolarla
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spesifik olarak hiicre igerisine alinmis ve basarili bir sekilde tiimorlii hiicrelerin

fluoresans mikroskobu altinda goriintiillenmesi gergeklestirilmistir.
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4. GENEL DEGERLENDIRME

Kuantum nanopargaciklarin kullanimiyla fluoresans-prob dizayn1 ve
gelistirilmesine  yonelik  ¢alismalar; QD  nanokristallerinin  sentezine,
soliibilizasyonuna ve hedefe spesifik ligantlarla modifiye edilmesine
yogunlagmistir. Nanoparcacik yiizeylerinin manipiile edilmesinde, ligand
oranlarmin ve oryantasyonlarnin kontrol edilmesine yonelik bircok strateji
uygulanmaktadir. Fakat henliz hala kontrol edilebilir ligand oranlarinda ve
oryantasyonunda ‘en iyi’ kuantum nanopargacigmi sunan yontem bulunamamaistir.
Bu c¢alismada ligand-yer degistirme reaksiyonlar1 baz alinarak kuantum
nanoparcaciklarmin PAMAM dendrimerleri araciligi ile polar faza transferi
gerceklestirilmistir. Kullanilan yiizey modifikasyon stratejisi ile QD yiizeyleri
kontrollii ligand oranlarinda modifiye edilerek kolaylikla karakterize edilmistir.
PAMAM molekiiliiniin pozitif yiikli amin gruplar1 kuantum nanoparcaciklarini
elektrostatik etkilesimlerle stabilize ederken, PAMAM dendrimerinin ¢ok dalli
yapist ile olusturduklar1 sterik etki, dendrimerler arasi inter-etkilesimler ve
terminal gruplar arasinda olusan H bagi, kuantum kristallerini yapisal a¢idan da
stabilize etmektedir. Konjugasyona iliskin alman fluoresans spektrumlar,
PAMAM  modifikasyonunun  kuantum  nanopargaciklarinin  fluoresans
Ozelliklerinde bir degisiklige neden olmadigin1 gostermektedir. Bradford
yontemiyle, kuantum nanopargaciklara maksimum 28 PAMAM molekiiliiniin
baglanabilecegi hesaplanmistir. Pozitif ylikli PAMAM/QDs molekiillerinin
negatif yiikli hiicre membrani ile olas1 spesifik olmayan etkilesimlerinin
minimize edilmesi, ve hiicre i¢ine alimimlarmin kolaylastirilmas:1 adina daha
kiiciik boyuta sahip, 14 PAMAM molekiilii ile modifiye edilen kuantum
nanoparg¢aciklari hiicre goriintiileme ¢alismalarinda kullanilmastir. In vitro hiicre
gorlintiileme calismalarinda HER2 spesifik antikor ile hedeflenen P/QDs
konjugatlari, endositozla MCF-7 meme kanser hiicrelerinin i¢ine alinmus, pozitif
yikli PAMAM dendrimeri sayesinde endozomlardan kacarak hiicre icerine
dagilmistir. MTT testiyle edilen sonuglarda ise, P/QDs konjugatlarinin 0,5 uM’a
kadar MCF-7 ve model olarak secilen HEP-G2 (karaciger) tiimorlii hiicrelerinde,
hiicresel faaliyetleri engelleyecek diizeyde toksik etki gostermedigi fakat A-549
hiicrelerinde 0,1 pM ve iizeri konsantrasyonlarda hiicre canliligmi diisiirerek

toksik etki gosterdigi gézlenmistir.
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Bu ¢alismadan elde edilen olumlu bulgular, gelecek vaat eden 6zelliklere
sahip hedeflenmis terapide ve molekiillerin hiicre igi trafiklerinin izlenmeside
kullanilabilecek kuantum nanoparcacik temelli dendritik nano-cihazlarin
gelistirilmesine 151k tutacak niteliktedir. Ote yandan bugiine kadar bu alanda Kat
edilen yol disinda ileriki caligmalar; yiizey yiikii, kolloidal kararlilik gibi kuantum
nanoparcaciklarinin hiicre yiizeyi ile etkilesmelerini, endosite edilmelerini,
endozomlardan kagiglarini, niikleusa girmelerini etkileyen/belirleyen fiziksel
parametrelerin daha iyi arastirilmasina yonelik olmalart 6nemlidir. Ayrica elde
edilecek sonuglarin hiicre tiplerine gore farklanacaklar1 bir diger dikkate alinmas1
gereken parametredir (Nadeau et al. 2008). Sonug¢ olarak, tim bu fiziksel
parametrelerin hedef alinan hiicre tipinin morfoloji ve fizyolojisine gore dikkate
almarak deneysel tasarimlarm gerceklestirilmesi gereklidir. Bu tez kapsaminda
elde edilen ¢iktilar yukarida belirtilen konulara 1s1k tutacak niteliktedir.
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