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SIMGELER VE KISALTMALAR

1-TGL : 1-tiyogliserol

2-DG : 2-deoksi-D-glukoz

2MPA : 2-mercaptopropionik asit

3MPA : 3-mercaptopropionik asit

A : Absorbans

a.u. . Arbitrary units/ goreli birim

Ag : Glimiis

AQ2S : Glimis siilfiir

Ag2S@2MPA : 2-merkaptopropiyonik asit kapl glimiis siilfiir
Ag:S@2MPA/DGL3 . Dendrigraft  poli  L-lizin  kaphh  2-

merkaptopropiyonik asit kapli glimiis siilfiir
AQ2S@2MPA/DGL3-Dok . Doksorubisin yiiklii glukoz etiketli dendrigraft
poli L-lizin kapli 2-merkaptopropiyonik asit kapl
giimiis stlflir
Ag:S@2MPA/DGL3-Glu : Glukoz etiketli dendrigraft poli L-lizin kaph 2-
merkaptopropiyonik asit kaplt giimiis siilfiir
AQ2S@2MPA/DGL3-Glu/Dok : Doksorubisin yiiklii glukoz etiketli dendrigraft
poli L-lizin kapli 2-merkaptopropiyonik asit kapl

giimiis siilflir

AgInS: : Glimiis indiyum siilfat
AgNOs3 : Giimiis nitrat

APTS : 3-aminopropil tritoksisilan
Ar : Argon

C : Karbon
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c : Cozelti konsantrasyonu

Cd : Kadmiyum

CdHgTe : Kadmiyum civa telliirid

CdSe : Kadmiyum seleniir

CH3COOH - Asetik asit

CulnS: : Bakir indiyum siilfat

Cyb.5 : Siyanin5.5

Cy7.5 : Siyanin7.5

DAPI . 4°,6-diamidino-2-fenilindol dihidroklorit

DGL : Dendrigaft poli L-lizin

DGL3 : Dendrigaft poli L-lizin jenerasyon 3

dH20 : Damitilmis su

DLS : Dynamic light scattering/dinamik 151k sacilimi1

DMSA : Meso-2,3-dimerkaptosiiksinik asit

DMSO . Dimetil siilfoksit

Dok/Dox : Doksorubisin/doxorubicin

EDA : Etilendiamin

EDC - N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid
hidroklorid

EO : Etilen oksit

F : Floresan yogunlugu

FA : Folik asit

FBS . Fetal bovine serum/ fetal sigir serumu

FL : Fotoliiminesans

FTIR : Fourier dontisiimlii kizil6tesi spektroskopisi

Glu : Glukoz
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Glut : Glukoz tastyici/glucose transporter

Hel a : Rahim agiz1 kanseri

HER?2 : Insan epidermal biiyiime faktor reseptorii 2
IL : Immiinolipozom

In . Indiyum

InAs : Indiyum arsenit

IUdR : 5-iyodo-2-deoksiiiridin

JNP - Jelatin nanoparcacik

KBB/BBB : Kan beyin bariyeri/blood brain barrier
kDa : Kilo Dalton

KE . Kapsiillenme etkinligi

Ke : Sq'den belirli 151k emisyon oranini

Ki : S; azalan tiim radiyatif-olmayan siireglerin

oranlariin toplami

KN/QDs : Kuantum noktalari/quantum dots
KV : Kuantum verimi

{ . Is1gin ¢ozeltide katettigi yol
LN18 : Insan beyin gliblastoma hiicre hatt:
M : Orta kararli seviye

MA > Molekiiler agirlik

mAb : Monoklonal antibadi

MCF7 : Insan meme kanseri hiicre hatti
MRG : Manyetik rezonans goriintiileme
MTT . 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difeniltetrazolyum
NazS > Sodyum siilftir

NaOH : Sodyum hidroksit

XV



NH:
NHS
NIH/3T3
NIR

OH

Pb

PbS

PBS

PEG
PEGDA
PEI

R1, R2, R3, R4, R5, R6
So

S1

S2

scFv

S
SPDON
STEM
T1
TEM
TGA
U251

ug7

: Amin grubu

> N-hidroksistiksinimid

: Fare embriyonik fibroblast hiicre hatti
. Near-infrared/yakinkizil 6tesi

- Hidroksil grup

: Kursun

. Kursun siilfiir

: Phosphate buffered saline/fosfat tamponlu

salin

: Polietilen gliko

: Polietilen glikol diakrilat

: Polietilenimin

: Reaksiyon 1, 2, 3,4,5, 6

: Temel hal enerji seviyesi

: 1. tekli (singlet) enerji seviyesi
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DENDRIGRAFT KAPLI GUMUS SULFUR KUANTUM
NOKTALARININ HAZIRLANMASI VE TERANOSTIK
POTANSIYELLERININ INCELENMESI

OZET

Amag: Glioblastom tiim beyin tiimdrleri igerisinde prognozu en zor ve en
Oliimciil olanlardandir. Giinlimiizde kullanilan basarili tedavi stratejilerine ragmen
glioblastom prognozunda hala biiyiik bir zorluk yasanmaktadir. Yakin kizilotesinde
ozellikle medikal goriintiilleme penceresi olarak bilinen 700-900 nm araliginda kuvvetli
1simaya sahip olan, biyouyumlu giimiis siilfiir kuantum noktaciklari nanoteranostik
ajanlar icin mikemmel bir bilesendir. Kuantum noktaciklarin  ylizeyleri
fonksiyonellestirmeye uygundur dolayisiyla hedefli yonlendirme i¢in de uygun bir
platformdur. Glukoz tastyici 1 ve Glukoz tasiyict 3 reseptorleri glioma hiicrelerinde ¢ok
eksprese edilmektedir. Bu nedenle glukoz ile etiketlenen teranostik parcaciklar

glioblastomun ve kan beyin bariyerinin hedeflemesine yardimei olmaktadir.

Gere¢ ve Yontem: Biyouyumlulugu yiiksek 2-merkaptopropiyonik asit kapli,
yakin kizilotesinde 1siyan AgpS kuantum noktaciklari sentezlenip biyobozunur,
immiinojenik olmayan dendrigraft ile kaplandi. Daha sonra yiizeyi dendronize, ultra
kiigiik bu pargaciklarin uglar1 glukoz ile dekore edildi. Nihai iiriine etkili antikanser ilag
olan Doksorubisin (Dok) yiiklenerek gliom hiicrelerinde kompleksin terapotik ve teshise

yonelik etkileri incelendi.

Bulgular: Glioblastoma hiicrelerinin terapotik yaklasimi hiicre kiltiiriinde
incelenip glukoz ile etiketlenen kuantum noktalarin toksik olmayan dozunda ilag

yiiklemesi yapilarak hiicre i¢i alinim1 ve hiicre canlilig1 belirlendi.

Sonug: Elde edilen yaklasimlarla, sentezlenen teranostik kuantum pargaciklarin
in vivo uygulamalarda glukoz reseptorleri sayesinde glioblastoma hiicrelerine ulasip

tedavi ajanin timore ulagmasi saglanabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Dendrigraft, Glukoz Etiketleme, Giimiis Siilfiir, Teranostik

Kuantum Noktalar1
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PREPARATION OF DENDRIGRAFT COATED SILVER SULFIDE
QUANTUM DOTS AND STUDY OF THEIR THERANOSTIC
POTENTIALS

ABSTRACT

Aim: Glioblastoma is one of the most difficult and deadly to prognosticate of all
brain tumors. Today glioblastoma prognosis still has a great difficulty despite the
successful treatment strategies are used. Biocompatible silver sulfur quantum dots, which
have strong exciation in the 700-900 nm range in near infrared especially known as
medical imaging windows, are an excellent component for nanotheranostic agents.
Quantum dots are suitable for functionalizing surfaces that is a suitable platform for
targeting. Glucose transporter 1 and Glucose transporter 3 receptors are overexpressed
in glioma cell and glioma stem cell membrane. Therefore, theranostic particles labeled
with glucose to help targeting glioblastoma and blood brain barrier.

Materials and Methods: Biocompatible 2-mercaptopropionic acid coated and
nearby infrared emitting Ag.S quantum dots (Ag2S@2MPA) were synthesized and
coated with biodegradable and non-immunogenic dendrigraft. The surface was
dendronized and the ends of these ultra-small particles were decorated with glucose.
Then an effective anticancer drug doxorubicin (Dox) was loaded into the final product

to examine the therapeutic and threatment effects of the complex for glioma cells.

Results: Non-toxic doses of glucose labeled quantum dots were loaded with drugs
in order to examine the therapeutic approach of glioblastoma in cell culture and cellular

uptake and cell vitality were determined.

Conclusion: By the obtaining approaches, synthesized theranostic quantum dots
may reach glioblastoma cells thanks to glucose receptors and help to in vivo study in order
to reach the treatment agents to tumor.

Key Words: Dendrigraft, Glucose Tagged, Silver Sulfate, Theranostic Quantum
Dots
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1. GIRIS VE AMAC

Tibbi pencerede yayillan AgS KN'leri (700-900 nm) hem parlak
fotoliiminesans hem de yiiksek biyouyumluluk iceren floresan 1simas1 verir, bu da
onlar1 bu tiir teranostik nanoyapilar i¢in miikemmel bir bilesen haline getirir. Herhangi
bir agir metal igermezler ve yakin kizilotesi goriintiileme yontemi olarakta
kullanilabilmektedirler. Ag2S optik goriintiilleme yontemine es zamanl olarak glioma
ve beyin kok hiicre i¢in kargo senkronik hedeflemesine yardimci olarak; zaman,

maliyet ve kolaylik gibi avantajlar vadeder.

Doksorubisin beyin tiimorii de dahil olmak {izere kat1 timorlerin farkli tedavi
i¢in kullanilabilecek ¢ok kii¢iik ve dnemli bir kemoterapoétik ilagtir. Ancak kotii huylu
beyin tiimorlerine; kan beyin bariyeri ve gliom hiicreleri membran yoluyla bu ilacin
tasinmasi icin uygun dagitim sisteminin arastirilmasi biiylik bir sorundur. Bu sorun,
gliom hiicrelerindeki GLUT transferlerinin anlatiminin fazlaligi temeline dayanarak
nanopargaciklarin glukoz ile etiketlenmesi ve tasinmasiyla ¢dziilmeye ¢aligilmistir.
Kuantum noktalarinin ila¢ dagitim sisteminde uygulanabilmesi i¢in biyolojik olarak
parcalanabilir katyonik kaplamaya ihtiyact vardir. Ag>S KN'lerin yiizeyinde toksik
olmayan, biyolojik olarak pargalanabilir ve son derece biyouyumlu dogal kaplama
katyonik L-lizin dendron ile kaplanmasi hedeflenmektedir. Teranostik ultra kiigiik
Ag:S@2MPA/DGL3 ilag ile bilestirilmis salinim uygulamalari i¢in uygun olan
yiizeyin elde edilmesini saglar. Kanser hiicrelerinde kolaylastiric1 glukoz tastyicisinin
(GLUT1 ve GLUT3) asir1 ekspresyonuna dayanarak Agz2S kuantum noktalari
dendronize edildikten sonra 2-deoksi-D-glikoz (Ag:S@2MPA/DGL3-Glu) ile
etiketlenir ve boylelikle salinim ig¢in biyobozunur, son derece biyouyumlu hedefli
teranostik nanotasiyici gelistirilir. Boyle bir birlestirici tedavi ile kesin olarak kanserli
hiicrelere tedavinin erisimi saglanir. Kanser hiicrelerinde kemoterapétik ilag birikimi

arttirilir ve normal viicut hiicrelerinde meydana gelen toksisite azaltilmis olur.



2. GENEL BILGILER

2.1. KUANTUM NOKTALARI

Yar1 iletken nanokristaller olarak da bilinen kuantum noktalar1 (KN), -V
veya II-VI elementlerinden olusan son derece kiiciik boyutlu (10 nm’ den az)
nanomalzemelerdir (1, 2). Bu yapilar, toplu ve molekiiler formlar arasinda bulunan bir
ara yapidadir (3). Genel olarak KN’ler ¢ok yonlii biyokonjugasyon ligand ve yiizey
modifikasyonuna sahip kristal ¢ekirdek ve kabuktan olusur (1). Cekirdek malzemeye
gore kabaca giimiis (Ag), indiyum (In) bazli metal KN’ler; karbon (C), silikon (Si)
bazli metalik olmayan KN’lerin yani sira kompozit KN’ler ve digerleri olarak

siniflandirilabilirler (4). Diger tasarlanmis nanomalzemelerin aksine, yiiksek diizey

floresan, fosfor ve elektro-kemiliiminesans 6zellikleri vardir (5).

KN’ ler ayarlanabilir, dar fotoliiminesans (FL) bantlari; genis, siirekli uyarim
spektralari; yiiksek floresan kuantum verimi (KV), uzun liiminesans dmrii ve foto-

agartmaya kars1 iistiin kararliligi gibi fotofiziksel 6zellikleri biinyesinde barindirir (6).
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Sekil 2.1: Elektromanyetik spektrum (solda), yakin ultraviyole lambanin (sag lstte)
uyarmmu (altinda) CdSe KN'lerin boyuta bagli liminesans renkleri ve bu CdSe KN'lerden

bazilarinin fotoliiminesans spektralar (7, 8).
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2.1.1. Boyuta Bagh Enerji Band1 Boslugu ve Kuantum Sinirlamasi

Her atom ayr1 enerji seviyelerinde sinirli elektronlara sahiptir. Cok sayida atom
bir araya geldiginde, her atomun ayr1 enerji seviyeleri siirekliligi olan bir enerji bandi
olusturur. Tamamen elektronlarla dolu en yiiksek elektron enerji araligina valans bandi
denir. Valans bandinin {izerinde, valant elektronik durumlarin en diigiik aralig1 olan bir
iletim bandi vardir. ikisinin ayrilmasi bant boslugudur. Gerilim, 1s1 veya foton akis1 gibi
harici bir uyaran uygulandiginda, valans bandinin elektronlari iletim bandina atlar. Bu
bant boslugu, malzemelerin tipinin iletken, yar1 iletken veya yalitkan olarak
belirlenmesinde 6nemli bir role sahiptir. iletim ve valans band: arasinda bosluk yoksa ve
ikisi st liste biniyorsa malzeme metal olarak kabul edilir. Bant boslugu nispeten kiiciikse,
uyarilan elektronlar geride pozitif bir delik birakarak iletim bandina ulasabilir ve malzeme

yari iletken olarak kabul edilir. Bant boslugu nispeten biiyiikse, malzeme yalitkandir (9).

2.1.2. Floresans Spektroskopisi

Bir molekiil bir st tekli (singlet) enerji seviyesine (Sz) uyarildiginda, 151k
emisyonu yapmadan hizla (< 107° saniye zaman iginde) bir diisiik uyarilma durumuna
(S1) doner. Molekiil, Si1 seviyeden Sp seviyesine donerken, dénme ve titresim
diizeylerinden herhangi birine gidebilir. Boylelikle molekiil, foton emisyonu (floresan),
i¢ donilisim (radiyatif-olmayan siire¢) ya da tglii (triplet) enerji seviyesine (T1) gecis
yapabilir. Uclii enerji seviyesinde elektron ciftleri, tekli enerji seviyesinde oldugu gibi
eslesmis olarak bulunmaz. T1'den molekiil, radyatif (fosforesans) veya radiyatif-olmayan
sliregler ile So'a geri donebilir (Sekil 2.2). Uygun kosullar altinda S; ve Ti’de uyarim
enerjilerini diger molekiillere aktarabilir. Si'deki bir molekiiliin 6mrii kromofora bagl
olarak on ila yiiz nanosaniye arasinda degisebilir. T1, hem kromofora hem de sicakliga

bagli olarak (mikrosaniyeden saniyeye kadar) nispeten uzun bir 6mre sahiptir.
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Sekil 2.2: Absorpsiyon, floresans ve fosforesans igin Jablonski diyagrami (10)

Floresan spektroskopisini ilgilendiren en 6nemli etken floresan S: seviyesine ait
stireglerdir. Belirli bir kromofor igin bu siirecler deneysel olarak floresan spektrumu,
kuantum verimi, Oomrii ve floresan polarizasyonu ile karakterize edilir. Floresan
spektrumu, farkli dalga boylarindaki floresan yogunlugunu temsil eder. Floresan kuantum
verimi (®y), 151k yayan ve esitligin kinetik parametreleri ile iligkili olarak uyarilan

molekiillerin fraksiyonudur. Kuantum verimi denklemi:

Esitlikte ke, S1'den belirli 151k emisyon oranini temsil eder ve ki, S1 azalan tim
radiyatif-olmayan siireclerin oranlarinin toplamidir. Floresan 6mrii denklemi anlik bir 151k
darbesi ile uyarilan bir kromoforun floresan yogunlugunun diisiisiinii agiklar. Floresan

yogunlugu (F) ile aciklanan floresan 6mrii denklemi:

F(t) = Foe_t/T

1, yogunlugun (F), Fo baslangi¢ degerini e'den diismesi icin gereken zamandir.

T denklemsel olarak ke, ki ve @s ile ilgilidir. Bu denklemler, ke ile ki'nin T ve ®s i¢in



deneysel olarak belirlenmis degerlerinden hesaplanir (11). Floresan émrii (t) ve kuantum

veriminin (®s) ke ile ki arasindaki denklemsel iliskisi:
! ke + k
T — e i

CDf = keT

Cogu arastirma ve klinik laboratuvar spektroflorometreye veya floresan plaka
okuyucuya erisebilir. KN’ler ile yaygin olarak kullanilan, olduk¢a giivenilir bu araglar;
basit floresan yogunlugu 6l¢iimlerine dayanan in vitro biyoanalizleri igin kullanilabilir.
Geleneksel organik boyalarla karsilastirildiginda KN’lerin genis emilimi ve dar emisyonu
cok daha avantajlidir (12).

2.1.3. Kuantum Noktalarinin Sentezi

KN'ler, boyutsal emisyondan sorumlu inorganik yari iletken gekirdekten ve
cekirdegin yiizeyine bagli organik bir kaplamadan olusur. Ligand olarak da
adlandirilabilen bu organik kaplama, biiyliyen kristal yiizeyi etkisizlestirerek sentez
sirasinda kristal biiyiimeyi kontrol eder. Cekirdegi cevreleyen ortamdan korur ve
reaktivitesini azaltir. Oksidasyonu onleyerek, ¢oziicii etkilesimi ve dolayisiyla kolloidal
kararlilig1 saglar. Ayrica topaklanmayi (aglomerasyonu) dnler ve yiizeyi islevsellestirir.
Kaplama malzemeleri KN’lerin istenilen uygulamalarina gore segilebilir (13). Farkli
kompozisyonlara ve 6zelliklere sahip KN’leri sentezlemek icin ¢esitli teknikler vardir. En
sik kullanilan yaklagimlar: organik ¢oziiciilerde yiiksek sicaklik sentezi ve KN'lerin sulu
(aqueous) sentezidir. Organometalik Onciiller araciligiyla organik c¢oziiciilerde KN
sentezi ii¢ ana bilesenden olusur; onciiller, organik ylizey aktif madde ve ¢oziiciiler.
Yiizey aktif madde bazi durumlarda ¢oziicii olarak da gorev alabilir (14). KN'ler ayrica
uygun reaktifler ve kapaklama maddeleri kullanilarak dogrudan suda sentezlenebilir:
tiyoglikolik asit (TGA), 3-mercaptopropionik asit (3MPA), 2-merkaptopropionik asit
(2MPA) gibi ve tiyolated molekiiller, 1-sistein, glutatyon, mezo-2,3-dimerkaptosiiksinik
asit (DMSA), 1-tiyogliserol (1-TGL) (15-17), peptitler, suda ¢oziinen polimerler;
polietilenglikol (PEG), polietilenimin (PEI), poli(akrilik asit) vb. (18). Bunlar kristal
yiizeyi etkisizlestirmek ve suda kolloidal ¢oziimler saglamak i¢in kullanilan kapaklama

ajanlarindan bazilaridir (3).



2.1.4. Yakin Kizilotesi Emisyonlu Kuantum Noktalari ve Biyogoriintiileme

KN’ler emisyon dalga boylarna gore iki gruba ayrilir: Goriiniir bolgedeki
liminesansli KN’ler (400-700 nm); yakin kizilotesinde liminesansli KN’leri (NIR)
bolgesi I (700-900 nm) ve 11 (1000-1300 nm) (19). Goriiniir (400-650 nm) ve ilk yakin
kiziltesi bolge (NIR-I) (650-950 nm) floresan proplarinin bazilari sunlardir: floresan
protein (6rnegin: yesil veya kirmizi floresan protein), siyanin boyalari (6rnegin: Cy5.5 ve

Cy7.5), kuantum noktalar1 (6rnegin: CdSe ve CdSe/ZnS) (20, 21).

Yakin kizilotesi (NIR) floresan goriintiileme; yliksek ¢oziiniirliik, hassasiyet ve
hizli goriintiilleme saglar ayrica diisik maliyetlidir (22). NIR organik boyalar
biyogoriintiilemede kullanilir ama hizli fotodegradasyon, diisiik floresan kuantum verimi,
genis emisyon ve dar uyarilma spektrumu gibi smirlandiriimalari nedeniyle
uygulamalarin genisligini engeller (23). KN’leri yiiksek fotoliiminesans emisyon,
kuantum verimleri, dar spektral bantlar1 ve boyut ayarlanabilir emisyon profilleri
sayesinde biyogoriintillemede kullanilabilecek iyi adaylardir (24, 25). NIR KN’leri
viicuttaki derin penetrasyonu nedeniyle de in vivo goriintiilemede tercih edilmektedir.
Ayrica viicuttaki hemoglobin ve suyun NIR KN’lerine gore zayif absorpsiyon vermeleri,
KN’lerin nanoteranostikler olarak kullanilmasini daha avantajli hale getirmektedir (26,

27). Boylelikle NIR KN'ler, otofluoresans sorununu ¢6zmede umut vadeder (28).

Bugiine kadar CdHgTe (26), CdHgTe/ZnS (29), InAs (30), PbS (31) ve CdSe
(32) gibi ¢esitli NIR KN'leri basartyla in vitro ve in vivo biyomedikal uygulamalar i¢in
sentezlenmistir (Sekil 2.3). Ancak kadmiyum, civa, kursun, tellurium ve selenyum da
dahil olmak tizere kimyasal bilesenlerin potansiyel salinimi, bu NIR KN'lerin akut ve
kronik toksisitelere yol agmasina neden olmaktadir (33, 34). Ornegin: Cd'nin
desorpsiyonu ve serbest radikalin olusturulmasi hiicre i¢i bilesenlerle kasitsiz olarak
etkilesime girebilir. KN'lerin oksidasyonu sonucu indirgenmis Cd saliniminin,
siganlardan izole edilen birincil hepatositler iginde hiicre 6liimiine yol agabilecegi
bildirilmistir. Lakin bunun biiyiik 6l¢iide tiretim kosullarma ve KN’lerin dozuna da bagl

oldugu o6ne stiriilmiistiir (32).



Sekil 2.3: CdSe kuantum noktalarinin in vitro sitotoksitesi.

Kontrol hepatosit kiiltiirlerinin, faz kontrast mikroskobu ile tanmimlanmis a ve b panelleri sirasiyla a) lyi
tanimlanmis hiicreler arasi smirlart ve cekirdekleri b) Sitotoksik KN'lere maruz kalan canli olmayan
kiiltiirlerin graniil sitoplazmasi ve tanimlanmayan i¢ hiicresel sinirlarini temsil eder, ¢) Fibroblastlarla
cevrili hepatosit kolonilerinin ortak kiiltiirinii gosteren; faz kontrast 1.glin gorintiisii, ¢) KN etiketli
hepatositlerin floresan goriintiisii, d) Hepatosit kolonilerinin yeniden diizenlenmesinin faz kontrast
mikrografisi, €) 7 glinliik ortak kiiltiirden sonra KN etiketli hepatositlerin floresan goriintiisii (32, 35).

Uclii I-111-VI NIR KN'ler (Cu-In-Se, CulnS;, AgInSy) igsel toksisiteye sebep
olmadig1 yakin zamanda bildirilmis olsa da, optik 6zelliklerini kontrol ederken kimyasal
bilesimlerini ayarlamak zordur (36-38). Yani in vivo kosullarda kompleks iginde
KN’lerin bozulmasi meydana gelebilir. Bu da oldukga toksik agir metal iyonlarinin
salinmasina yol agar. Bu nedenle biyolojik uygulama igin diisiik toksisiteye ve sudaki
¢oziiniirliigii yilksek NIR KN’ler gelistirmek gerekir (39). Ornegin: Karboksilik asit
fonksiyonellestirilmis CDSe/ZnS KN'leri ile EDC kimyasini kullanarak lipozomdaki

birincil amino grubu ile konjugasyonu saglanmistir (Sekil 2.0.1).
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Sekil 2.4: KN'lerle konjuge hedeflenmis multimodel immiinolipozomlarin (IL) etkileri

a) Islevsellestirilmis CdSe/ZnS KN'ler ve scFv ile donatilmis immiinolipozomlarin konjugasyonu, b) MCF-
7/HER2 ksenograft tasiyan ciplak farelerin floresan goriintiisii, anti-HER2 KN-IL'ler ile intravenoz
enjeksiyonundan sonraki 30. saat, ¢) DAPI (mavi) ve KN-IL'ler (kirmiz1) ile boyanmis ¢ekirdekler i¢in iki
renkli tarama modu kullanilarak analizi saglanan 48 saat enjeksiyon sonrasinda elde edilen asir1 ifadeli
HER2 dokusunun (5 pm) konfokal mikroskopi analizi (35, 40)

Son zamanlarda, agir metal icermeyen Ag>S KN’leri yiiksek kuantum verimi,
ultra parlak fotoliiminesans, diisiik toksisite, biyouyumluluk, yiliksek foto-kararlilik,
emisyon dalga boylariin ayarlanabilirligi gibi iistiin yapisal, fizikokimyasal ve biyo-

Ozellikleri nedeniyle biyogoriintiileme ajani olarak kullanilmaya baglanmistir (41-44).

2.1.5. Giimiis Siilfiir Kuantum Noktalar1

Glmis Siilfiir (AgzS) KN’leri, genis absorbans-dar emisyon profili, ayarlanabilir
emisyon dalga boyu ve uzun parlaklik 6mrii sunar (45). Ayrica Ag>S KN’lerin pargacik
boyutu ortalama 2,5 nm olarak 0,51-4,98 nm araliginda dagitilir bu da kaplama igin
avantaj saglar (46—48). Bununla beraber Ag.S KN'leri, diisiik sitotoksiklikleri nedeniyle
in vivo uygulamalar igin ideal NIR floresan KN'lerdir (Toksik Cd?* ve Pb?* iyonlar:

bulundurmazlar.) (49-51). Sulu ¢ozeltide yiiksek kararlilik (¢oziiniirliik {iriin sabiti 6,3 x



10~ kadar diisiiktiir (43). Boylelikle Ag+ iyonlarinin biyolojik ¢evreye salmnimi &nlenir
(52). Ag2S KN’ler 0,96 eV (53) ideal bir dar enerji bant bosluguna sahiptir. NIR-I
penceresinde (650-950 nm) yayilan ve in vivo goriintiilemede kullanilan diger KN’lerden
daha fazla penetrasyon derinligine (>5 mm) sahiptir ve ayrica daha yiiksek sinyal/giiriiltii

orani (100 >) verir (54, 55).

Ag2S KN'lerin yiiksek yilizey enerjisi, geri doniisiimsiiz olarak toplanma egilimini
yiiksek hale getirmis ve genis uygulamalarini sinirlandirmistir (56). Sorunu ¢6zmek i¢in
karboksilik asitler (57), tiyoller (58, 59), peptitler (27) ve polimerler (60, 61) ile kararli
hale getirilerek performansi arttirilmaya c¢aligilmistir (62). Asik vd. (46), FA (folik asit)
ile etiketlenmis ve ilag yiiklii Ag>S-PEG KN'leri hedef bolgeye segici olarak teslimini
reseptOr aracili alim ile saglamistir. Pargaciklar miikemmel ilag verimliligi gosterirken

kandaki dolasimi da arttirmuistir ve ayrica pargaciklarin hizli alimi azaltilmistir (Sekil 2.5).

Kontrol

KN-Dok

Folik asit
Doksorubisin

*

KN-FA-Dok

100 pm

Sekil 2.5: a) FA ile etiketlenmis ve doksorubisin yiikli AgoS-PEG KN'lariin sematik
gosterimi, b-¢) control HeLa hiicrelerinin ters floresans mikroskop goriintiileri, d-f) KN-
Dok (10 ug Ag/ml; 0,672 mg KN/ml) ile 6 saat inkiibasyon sonrast HeL A hiicreleri, g-h)
KN-FA-Dok (10 ug Ag/ml; 0,836 mg KN/ml) (46)

2-Mercaptopropionik asit kaplh gimiis stlfir (2MPA/AQ2S) giiclii bir sekilde
parlak, anionik, NIR yayan o6zelliktedir. Bu pargaciklar NIH/3T3 hiicreleri tarafindan
yiiksek hiicresel i¢sellestirme gdstermistir. Ayrica otofluoresansi baskilayan gii¢lii hiicre
i¢i optik sinyal saglamistir. NIH/3T3 hiicrelerinin canliliginda 600 pg/ml'ye kadar azalma
bildirilmemistir, bu da PEG’lenmeyen KN’ler i¢in oldukg¢a olagandisidir. Yiizeydeki



karboksilik asitler, hedef ligandlar veya ilaglarla eslenerek iiretildiginden, bu bilesim
bir¢ok uygulama ve terapotik nanopartikiiller i¢in 6zel bir Gneme sahiptir. Yalniz bu tiir
parcaciklarin daha ayrintili toksisite analizine ihtiya¢ vardir. Ozkanvardar vd. (47)
tarafindan sunulan veriler; 2MPA/Ag>S KN'lerin in vitro sitotoksik, genotoksik ve
apoptotik etkilerini veren ilk verilerdir. Bu verilere gore 2MPA ile kaplanmis Ag>S
KN’ler; diistik toksisiteye ve yiiksek biyouyumluluga sahiptir. Ciinkii Ag>S agir metal
kaynakl1 sitotoksiklige, yar1 iletken Ag>S ¢ekirdekte gozlenmemistir.

2MPA-AQg2S KN’ler suda kolloidal kararlidir. Ayrica 1simalart yiiksektir ve son
derecede biyouyumludurlar, bu da bu nanopartikiilleri in vivo biyo-uygulamalar igin

gelecek vadeden ilag tasiyicilar ve gorlintiileme ajanlar1 yapmaktadir.

2.2. KAPLAMA AJANI OLARAK DENDRiGRAFT

Dendritik polimerler sentetik polimer yapilarinin dérdiincii ana sinifi olarak kabul
edilmistir (ilk ti¢ sinif: dogrusal, capraz baglantili ve dallanmali). Bu sinif; ¢ok dallanmali
polimerler, dendrimerler ve dendrigraft polimerlerinden olusur (63). Tek-dagilimli bu
yapilar, aga¢ benzeri simetriye ve yiizeylerinde bol miktarda fonksiyonel gruba sahiptir
(Tablo 2.1).

Tablo 2.1: Test edilmis DGL jenerasyonlarin fizikokimyasal 6zellikleri (64)

DGL Jenerasyon G2 G3 G4 G5
Molekiiler agirlik (g/mol) 8.600 22.000 65.300 172.300
Lizin grubu sayist 48 123 365 963
pH:7’deki ¢ap1 (nm) 45 7 11 16
Polidisperslik 1,38 1,46 1,36 1,45
Dallanma noktasi (%) 81 80 61 65
Serbest hacim (%) 0,766 0,804 0,825 0,791
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Dendrigraftlar dendrimerlerden daha biiylik ve esnek bir yapiya sahiptir, daha
hizli biiylir ve ylizey gruplart daha yogun bir sekilde bulunur (65, 66). Dendritik
polimerlerin dis gruplar1 hidrofobik ilaglar, antikorlar veya organa ozgii ligandlarla
kolayca modifiye edilebilir. Boylece segici ilag teslimi ve teshisinde uygulanabilir

fonksiyonel nanotastyicilar olarak kullanilirlar (67—69).

Dendrigraft poli L-lizin (DGL) kii¢iik boyutlu (5—10 nm) ve tiimor penetrasyonu
icin yiiksek kapasiteye sahiptir (70, 71). Aynm1 zamanda hiicresel diizeyde hedeflenen
tedaviye; kendiliginden-baglanan yapisi, kii¢iik boyutu ve ¢ok sayida yiizey grubunun
varliglr nedeniyle biiyliik bir avantaj saglar (72). Doksorubisin kanser ilact DGL’de
bulunan bu fonksiyonel gruplarla konjuge olmaktadir. Hu vd. (73) gore lipoprotein
reseptor proteini ile hedefleme yapilarak, yiiksek timor tutulumu ve timor
penetrasyonunu artirmak i¢in doksorubisin (DOK) yiiklii dendrigraft poli L-lizin (DGL)
ile jelatin nanoparcaciklar (JNP) tiretilmistir (Sekil 2.6). Anjiyo-DOK-DGL-JNP, 4T1
meme kanseri tagiyan fare modelindeki tiimor biiytimesini % 74,1 oraninda engellemeyi

basarmustir.

%5 DGL

® DOK

a)

B Anjivopep-2

O I~Np

e PEG

b) 7 i S
% XYY
4 £ 0
| . &
Boyut i
6 iBl’izl’i.smesi H
< A
By
T
= I B S, b
‘ MMP-2 4 = Kanserli Hiicre r~— Jelatin Parca
Y LRP reseptsr %= = Oli Hiicre BN XKan Daman

Sekil 2.6: a) Anjiyo-DOK-DGL-JNPnin sematik illiistrasyonu, b) Meme kanseri
hiicrelerinde Anjiyo-DOK-DGL-JNPin verilmesinin sematik illiistrasyonu (73)
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2.3. KONTROLLU iLAC TASINIMI VE HEDEFLEME

fla¢ dagitim sistemlerinin tasarimi son yillarda dikkat cekmekte ve kontrollii ilag
salinimi i¢in yeni yontemler gelistirilmektedir. Geleneksel ila¢ dagitiminda kandaki ilag
konsantrasyonu hizla artar ve daha sonra azalir. Her ilacin toksik ve etkisiz oldugu bir
plazma seviyesi vardir. ideal bir ila¢ dagitim sisteminin ana amaci, tek bir dozdan sonra
istenen terapOtik aralikta ilaci tutmak ve/veya ilaci belirli bir bolgeye sistemik siiresini
azaltarak ulastirmaktir (74). Nanosistemler kati tiimorlerde ilaglarin gegirgenligini ve
tutulumunu arttirabilir (75). Ayrica kan dolasim sisteminde uzun siire kalirlar ve belirtilen
dozda birlestirilmis ilaglarin salinmasini saglarlar. Boylece daha az yan etki ile daha az

plazma dalgalanmalarina neden olurlar (76).

Nanoboyutlu yapilar doku sistemine niifuz eder, ilacin hiicreler tarafindan
alinmasini kolaylastirir, verimli bir ilag teslimatin1 ve hedeflenen yere ulagimini saglar
(77-83). Kanserde anjiogenez yeni kan damarlari olusturur, ancak bu yeni damarlarin
gecirgenligi  ylksektir. Tiimorlerin zayif lenfatik drenaji tiimdral dokularda
nanotasiyicilarin pasif birikmesine izin verir (84-87). Kemoterapi ilaglari igeren
nanotastyicilar; monoklonal antikorlar, antikor pargalari, peptitler ve bilyiime faktorleri
ile yiizey konjugasyonu gergeklestirebilir boylece aktif bir hedefleme elde edilir.
Nanotastyicilar yiiksek yiizey alani/hacim orani nedeniyle birden fazla hedefleme

ligandinin birlestirilmesine izin verir (87—89).

Akaf hucresel
a) - hedefleme b)

reseptor

Nanopartikaller

Endotel hiicrelen
Aniogenetik IE——
damarlar

X
Etkisiz lenfatik dranej

Sekil 2.7: Antikanser ilaci1 yiiklenen nanotasiyicilarin pasif doku hedeflemesi ve aktif
hiicresel hedeflemesi, a) sitotoksik igeriklerini kanser hiicrelerinin yaninda serbest
birakilmasi, b) kanser hiicrelerin zarina baglanmasi, c¢) hiicresel igsellestirilme (87)
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2.3.1. Nanopar¢aciklarin Biyolojik Uygulamalar I¢cin Hazir Hale Getirilmesi

Dendrimerler, miseller, lipozomlar da dahil olmak iizere metalik, organik,
inorganik ve polimerik nanoyapilar hedefe 6zgii ilag dagitim sistemlerinin tasariminda
siklikla kullanilir. Ozellikle daha az emilime ve zayif ¢dziiniirliige sahip ilaglar; bu
nanopartikiillerle birlestirilir (80-83, 90-92). Bununla birlikte bu nanoyapilarin ilag
dagitim araci olarak etkinligi; boyuta, sekle ve diger dogal biyofiziksel/kimyasal
ozelliklere bagli olarak degisir. Ornegin, ¢aplar1 10 ila 1000 nm arasinda degisen
polimerik nanomalzemeler, verimli bir teslimat araci igin ideal 6zellikler sergiler (93).
Yiiksek biyouyumluluk ve biyobozunurluk 6zellikleri nedeniyle polivinil alkol,
poli-L-laktik asit, polietilen glikol, poli (laktik-ko-glikolik asit) gibi c¢esitli sentetik
polimerler; aljinat, kitosan gibi dogal polimerler nanopartikiillerin iiretiminde yaygin

olarak kullanilmaktadir (94-97).

Polietilen glikol (PEG), tekrarlayan etilen glikol birimlerini farkli molekiiler
kiitlelerin dogrusal veya dall1 sekilleriyle baglamasindan olusur (98). PEG; su molekiilleri
ile birlikte, baglanmais ilact enzim bozulmasindan, hizli renal atilimindan ve hiicre yiizey
proteinleriyle etkilesimlerden korumak icin bir kalkan gorevi goriir bdylece olumsuz
immiinolojik etkileri sinirlandirir (99). Polietilenglikol diakrilat (PEGDA), tekrarlanan
etilen oksit (EO) tniteleri ile polietilen glikoliin (PEG) bir tiirevidir. PEGDA az toksik,
suda ¢Oziiniir, polimerlesen ug¢ gruplart olan esnek zincirli polimerdir (100, 101).
Wouelfing vd. (102) yiizeyi PEG ile muamele edilen altin nanopargaciklarin bagli oldugu
PEG zincirlerinin sterik itici etkileri sayesinde sulu ortamdaki ¢ozgiinliiglinii

(coziiclliiglinii) ve kararligini arttirmistir.

2.3.2. Glukoz Etiketli Hedefleme

Kanser hiicrelerinin ostrojen reseptorti, folat reseptorii, glukoz reseptorii vb. gibi
reseptorler asir1 eksprese edilebilir (103, 104). Bu reseptorler, kemoterapi ajanlar1 veya

ilag tasiyicilari ile tiimor hiicrelerine aktif hedefleme saglayabilmektedir (104, 105).

Koétii huylu ve hizla biiyliyen tiimor hiicrelerinin, glikolitik yola girme oranlari
normal doku hiicrelerine nazaran genellikle 200 kat daha yiiksektir. Mikrogevresel
kosullar -6zellikle hipoksi- ve metabolik aktiviteyi uyaran sinyal yollarindaki kanserle
ilintili degisiklikler, koti huylu tiimorlerde glikoliz oraninin yiikselmesinin ana

nedenleridir. Normal hiicrelere gére bu tip hiicrelerin, hiicre yilizeyi glukoz tasima
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proteinlerinin aktivitesi ve ekspresyonu daha yiiksektir. Bundan dolay1 glukozun, glukoz
tagtyicilart (GLUT lar, 6zellikle GLUT1 ve GLUT?3) ile alimi tlimor hiicresinde artar.
Stiperparamanyetik demir oksit nanopargaciklarin (SPDON) yiizeyine 2-deoksi-D-
glukoz (2-DG) kaplamasi, U-251 insan glioma hiicresindeki in vitro manyetik rezonans
goriintliileme yetenegini, tip 1 ve 3 (GLUT1 ve GLUT3) glikoz tasima proteinlerinin
ekspresyonu ile onemli dlglide arttirabilir (106). Ayrica 3-aminopropil trietoksisilan
(APTY) ile kaplanan siiperparamanyetik demir oksit nanoparcaciklara nazaran; 2-deoksi-
D-glukoz etiketli nanopargaciklarin, U251 hiicrelerinin sitoplazmasinda ¢ok daha fazla
hiicresel olarak icsellestirildigi fark edildi (Sekil 2.8).

APTS-SPDOIN 2-DG-SPDOIN

20 dak:ika

2 saat

S saat

Sekil 2.8: 2-DG kaplamali veya 2-DG kaplamasiz SPDON'larin hiicresel aliminin TEM
goriintiileri (106)

2.4. GLIOBLASTOMA VE NANOPARCACIKLARIN GLIOBLASTOMA
UZERINE TERANOSTIK ETKINLIiGi

Glioma, primer beyin tiimérlerini tanimlamak i¢in kullanilan genel bir terimdir ve
koken aldigr hiicrelere gore siniflandirilir. Bunlar astrositik tiimorler (astrositoma,

anaplastik astrositoma ve glioblastoma), oligodendrogliomalar, ependimomalar ve
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karisik gliomalardir (107, 108). K6tii huylu primer beyin tiimérlerinin neredeyse % 80'ini
olusturan merkezi sinir sisteminin en sik goriilen timdrleridir (109, 110). Glioblastoma
primer kotii huylu beyin tiimorlerinin %45,6'sin1 olusturan bir hastaliktir (111). Cerrahi,
radyoterapi ve kemoterapi gibi mevcut tedavi stratejilerindeki birgok ilerlemeye ragmen
glioblastomlu bir hastanin genel prognozu tiim kanser tiplerinde en zorlu konu olarak
kalmistir (112). Yiiksek ilag direnci ve kan beyin bariyeri (KBB) tarafindan gecirgenlik
kisitlamasit bu durumun iki ana nedenidir (113). Glioblastoma ve primer beyin
tiimorlerinin ekstrandral organlarindan kaynaklanan tiimorlere gore daha az goriilmesi
nedeniyle; beyin, genotoksik stresten yiiksek derecede korunmak isteyebilir. Ayrica
KBB’den ATP baglayici kaset ailesi tasiyict molekiilleri, kimyasal mutajenlerin beyne
diftizyonunu kisitlar (114). Boylece ilagc KBB’den hasarli bolgeye gegis saglayamaz.
Ayrica ilaglarin ¢ogu intravendz enjekte edildiginden tiimor bolgesinde etkili yogunluga
ulasamaz, bundan dolay1 ilaglar terapétik bir rol oynayamaz hale gelir. Simdiye kadar
bircok sentetik ilag tasiyicilart kismen bu kisitlamanin iistesinden gelebildi ancak
uygulama koti stabilite, bagisiklik aktivasyonu, toksik yan etkileri, vb. gibi bir¢ok
kaginilmaz kusurlar yiiziinden siirlandi (113). Bu sorunun iistesinden gelebilmek igin en
etkili ve yeni kemoterapotik stratejilerden biri olan biyobozunur, biyouyumlu ve c¢ok
fonksiyonlu teranostik nanopargaciklar kullanilir. Bu tiir nanoteranostik sistemler
eszamanl hastalik goriintiileme/algilama ve ilag dagitimina yardimci olacaktir (115).
Shirvalilou vd. (116) 5-iyodo-2-deoksiiiridin (IUdR) yiiklii manyetik nanopartikiillerin,
C6 glioma hiicrelerindeki hem in vitro hem de in vivo yiiksek seviyeli 6zgiilligiiniin yant
sira manyetik rezonans goriintiileme (MRG) i¢in miikemmel bir kontrast gelistirme ajan1
olarak kullanilabilecegini gostermistir (Sekil 2.9) Kontrol nanopartikiil ile yapilan
karsilastirma ¢aligmalarinda tlimor birikiminde hedefsizlesme ile dis manyetik alanin
hedef alinmas1 arasinda derin bir fark oldugunu ve bunun timér bolgelerinde uzun siireli
tutulmasma baglanabilecegi ispatlanmistir. Bu yenilik, kemoterapi ajanlarmin klinik
terapotik verimliligini artirma veya toplam antikanser-ilag dozunun sistemik toksisiteyi

diistirme olasiligini arttirir.
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Sekil 2.9: Manyetik ila¢ teslimatinin sematik gosterimi

Boyama ile dogrulanmistir, manyetik alan, IUdR ve kontrol nanopargaciklar MRG kontrast maddesi olarak
kullanilmustir. (116)

Jiang vd. (117) glioma tedavisi icin ¢ift hedefli ilag dagitim sistemi olarak
2-deoksi-Glikoz (DGlu) NP'yi 6nermistir. DGlu-NP'nin glukoz tasiyici (GLUT) aracili
transsitoz yoluyla nanopartikiillerin KBB boyunca taginmasini artirdigy, in vitro ortak
kiiltir modeli ve In vivo beyin floresaninin goriintiilemesi ile GLUT aracili endositoz
yoluyla beyin gliomunun hedeflendigi kanitlanmistir. DGIlu-NP, RG-2 glioma hiicreleri
tarafindan kaveola ve Kklatrin aracili endositoz yoluyla igsellestirilmis ve kontrol
nanopartikiillerden daha yiiksek hiicre alimi1 gostermistir. DGlu-NP/Paklitaksel'in anti-
glioblastoma etkinligi Taksol ve NP/Paklitaksel ile Karsilastirildiginda énemli Glglide
gelistirilmistir. On giivenlik testleri, bir hafta boyunca giinde 100 mg/kg kontrol
DGIuU-NP dozunda intravenéz uygulamadan sonra farelerde hematolojik sistem,
karaciger, bobrek, kalp, akciger ve dalakta akut toksisite gostermemistir. Burada
2-deoksi-Glikoz  modifiye  poli-(etilen  glikol)-ko-poli  (trimetililen  karbonat)
nanopartikiillerin beyin glioma tedavisi i¢in muhtemel ¢ift hedefli ilag dagitim sistemi

ajani oldugu gosterilmistir (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10: 2-deoksi-D-glikoz ile fonksiyonellestirilmis biyobozunur polimer
nanopartikiillerin glioma tedavisi igin ¢ift hedefli ila¢ dagitim sistemi olarak glikoz

tastyict ile tasarimi (117)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GUMUS SULFUR KUANTUM NOKTALARININ HAZIRLANMASI

3.1.1. Gerecler

Kullanilan biitlin kimyasallar analitik seviyede ve en yiiksek safliktadir. Glimiis
nitrat (AgNO3) Sigma-Aldrich firmasindan, Sodyum siilfiir (Na2S) Alfa-Aesar ve Merck
firmalarindan temin edildi. Merck firmasindan alinan Sodyum hidroksit (NaOH) ve asetik

asit (CH3COOH) pH degerlenin ayarlanmasi igin satin alindu.

3.1.2. Giimiis Siilfiiriin Sentezi

Tiim reaksiyon Argon (Ar) gazi varhiginda gerceklestirildi. Ik 6nce 42,5 mg
AgNOs3 (0,25 mmol) ve 4,9 mg NazS (0,0625 mmol) ayr1 iki balonda sirasiyla 75 ml ve
25 ml damitilmis su (dH20) ile (Ar) gazi varhifinda ¢oziildii. Geri sogutucu girisi,
kimyasal madde giris yeri, mekanik karistirici girisi ve Ar gazi girisi bulundurmak {izere
dort boyunlu balon joje ile reaksiyon diizenegi kuruldu. Reaksiyon balonuna énce 75 ml
AgNOs eklendikten sonra 0,0125 mmol 2MPA eklendi. NaOH ve CH3COOH ile
pH: 7,52’ ye ayarlandi. Reaksiyon sisteminin tiim girisleri kapatilarak 15 dakika
bekletildi. Daha sonrasinda 25 ml NazS enjenksiyon ignesiyle, kapatilan kimyasal madde
girisi yerinden reaksiyona eklendi. Tiim reaksiyon 35°C’de ve 500 rpm’de gergeklesti.
Reaksiyon 5 saat boyunca Ar gazi akisiyla siirdii. 5 saat sonunda Ar gazi akisi kesildi,
wsitict ve karigtiricr kapatildi. Reaksiyon bu sekilde 12-48 saat bekletilmeye birakildi.
Reaksiyon sonunda olusan soliisyon, Vivaspin ultrafiltre (3 kDa) ile 4000 rpm’ de iki kez
yikandi. Soliisyon +4°C’de aliiminyum folyo ile kaplanarak saklandi. Sonrasinda

parcgaciklarin kararlilig1 etilendiamin ile saglandi.

3.1.3. Ag2S@2MPA Karakterizasyon Uygulamalari

Fotoliiminesans oOlgiimleri Edinburgh Spektroflorometre ile gerceklestirildi.
Ksenon lamba ile 450 nm’de uyarma gerceklestirildi. Emisyon degeri 840 nm olarak
belirlendi. Bant genislikleri 5.00 ve 5.00 segildi. Soliisyondan 1:3 (Numune:Su) seyreltme
yapilarak 6l¢iim gergeklestirildi. Boylelikle standart absorbans saglandi. Diger absorbans
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Olgtimleri ise eksitasyon: 450 nm, emisyon: 840 nm, bant araligi: 5.00/3.00, 250-800 nm
araliginda ve blank (kor) olarak dH>O kullanilarak 6l¢iildii. Thermo Nicolet™ iS50 FTIR
(fourier dontisimli kizilotesi spektroskopisi) ile sentez sonrasi ve her kaplama

basamaginda baglanan fonksiyonel gruplar tespit edildi.

Parcaciklarin boyutlarinin analizi i¢in Malvern Zeta Boyut cihazi kullanildi.
Referans olarak su seg¢ilirken kirilma indeksi (1,33) olarak cihazda otomatik olarak
bulunan koloidal giimiisler se¢enegi secildi. Ag2S@2MPA KN’lerin igerisindeki toplam
organik madde miktar1 Perkin Elmer TGA 8000™ cihaziyla 6lciildii. Bu yontemde
sirastyla 1 dakika 50°C, 10°C/dk boyunca 50-700°C 1sitma, 1 dakika 700°C, 20°C /dk
boyunca 700-900°C 1s1tma, 20°C /dk boyunca 900-1100°C 1sitma ve 10°C /dk boyunca
1100-1150°C 1sitma gergeklestirildi. Sentezlenmis KN’lerin boyut goriintiisii ve dagilimi
analizleri Ultra-High-Resolution Schottky Scanning Electron Microscope SU7000

taramali transmisyon elektron mikroskobu (STEM) ile gergeklestirilmistir.

3.2. DENDRIGRAFT KAPLI GUMUS SULFUR KUANTUM
NOKTALARININ HAZIRLANMASI

3.2.1. Geregler

N-etil-N’-(3-dimetilaminopropil)  karbodiimid hidroklorid (EDC) Sigma
firmasindan ve N-hidroksisiiksinimid (NHS) Merck firmasindan satin alindi. Dendrigraft

poli L-lizin jenerasyon 3 (DGL3) Merck firmasindan temin edildi.

3.2.2. Dendrigraft Kaph Giimiis Siilfiir Kuantum Noktalarinin Sentezi

Reaksiyon 25°C sicaklikta tek boyunlu balonda 300 rpm’de gergeklesti.
AQ2S@2MPA soliisyonundan %20 oraninda numune saklandi. Tek boyunlu balona 6nce
20 ml MES tampon eklendi daha sonra stabilizasyonu saglanan Ag>S@2MPA
soliisyonundan 1:10 oraninda numune alind: ve reaksiyon balonuna eklendi. Once 40 mg
EDC sonra 50 mg NHS eklendi ve 10 dakika beklendi. Tek bir hamle ile reaksiyon
balonuna 100 mg DGL3 eklendi. Bu reaksiyon 16 saat boyunca karigsmaya devam etti.
Elde edilen soliisyon Vivaspin ultrafiltreden (10 kDA) gegcirildi. Soliisyon +4°C’de

aliminyum folyo ile kaplanarak saklandi.
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3.2.3 Ag2S@2MPA/DGL3 Karakterizasyon Uygulamalari

Karakterizasyon uygulamalar1 i¢in ilk Once fotoliminesans Ol¢timleri
gerceklestirildi. Ksenon lamba ile 450 nm’de uyarma gergeklestirildi. Emisyon degeri
840 nm olarak belirlendi. Bant genislikleri 5.00 ve 5.00 se¢ildi. Ag2S@2MPA/DGL3
soliisyonundan alinan numune Ag2S@2MPA soliisyonun ile aynt yogunluga getirildi.
Boylelikle standart absorbans degeri korunmaya calisildi. Pargaciklarin boyutlarinin
analizi i¢in Malvern Zeta Boyut cihazi kullanildi. Referans olarak su segilirken kirilma

indeksi 1,33 olarak belirlendi.

3.3. DENDRIGRAFT KAPLI GUMUS SULFUR KUANTUM
NOKTALARININ GLIiKOZLA ETiKETLENMESI

3.3.1. Geregler

Polietilen glikol diakrilat (PEGDA, MA: 575) ve Glikoz monohidrat (Glu) Sigma-

Aldrich firmasindan temin edildi.

3.3.2. Dendrigraft Kaph Giimiis Siilfiir Kuantum Noktalan ile PEG-Glu
Sentezi

Tek boyunlu balona toplam hacim 30 ml olacak sekilde dH20 eklendi. Sonrasinda
20,6 pg (0,02 mmol) PEGDA ve 9,4 mg (0,021 mmol) Glu eklendi. Karigmaya devam
eden balona 90 mg EDC ve 42 mg NHS eklendi. NaOH ve CH3COOH ile pH:7’ye
ayarlandi. Reaksiyon 25°C’de 1-2 saat boyunca 300 rpm’de karistr. Vt =30 ml’den 20 ml
(%15) ve 10 ml (%5) soliisyonlar ayrildi. Yeni iki reaksiyon balonuna gecilip her
soliisyon i¢in Ag2S@2MPA/EDA/DGLS3 reaksiyon sollisyonunun hacimsel olarak yarist
eklendi. Yine ayni sekilde pH:7’ye ayarlandi. Ayn1 kosullarda 16 saat boyunca reaksiyon
devam etti. Elde edilen soliisyon Vivaspin ultrafiltreden (30 kDA) gecirildi. Soliisyon
+4°C’de aliminyum folyo ile kaplanarak saklandi.

3.3.3. Ag2S@2MPA/DGL3-Glu Karakterizasyon Uygulamalari

Karakterizasyon uygulamalari Ksenon lamba ile 450 nm’de gerceklestirildi.
Emisyon degeri 840 nm olarak belirlendi. Bant genislikleri 5.00 ve 5.00 secildi.
AQS@2MPA/DGL3-Glu soliisyonundan alinan numune Ag2S@2MPA/DL3 soliisyonun

ile ayn1 yogunluga getirildi. Boylelikle standart absorbans degeri korunmaya ¢alisildi.
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Malvern Zeta Boyut cihazi ile boyut analizi sirasinda referans olarak su kullanildi ve

kirilma indeksi 1,33 olarak secildi.

3.4. GLIKOZ ETIKETLI DENDRIGRAFT KAPLI GUMUS SULFUR
KUANTUM NOKTALARA DOKSORUBISIN YUKLENMESI

3.4.1. Gerecler

Doksorubisin ilact KOCAK FARMA firmasindan (2 mg/ml) temin edildi.

3.4.2. Glikoz Etiketli Dendrigraft Kaph Giimiis Siilfiir Kuantum
Noktalarma Yiiklenecek Doksorubisin Ilac Orammmin Belirlenmesi ve ilacin

Parcaciklara Yiiklenmesi

Ag:S@2MPA/DGL3-Glu yapist 2,5 mg/ml yogunluguna getirildi ve bu yontem
icin 2,5 mg kullanildi. AgQ2S@2MPA/DGL3-Glu yapisina 150 ug doksorubisin ilaci
yiiklendi. Yiikleme islemi PBS tamponda gergeklestirildi. Bu yontemde 1 ml pargacik
icin 1 ml iki kat yogunluklu (x2) PBS tampon balon joje igerisinde 300 rpm, 25°C’de ve
24 saat boyunca manyetik karistirict ile karigtirilmaya birakildi. Bdoylelikle ilacin
parcaciga yiikklenmesi PBS tamponunda gerceklestirildi.

lag yiiklenmesi ardindan Ag.S@2MPA/DGL3-Glu/Dok KN’lere hapsolmus ilag
miktart belirlemek i¢in diyaliz membrani kullanildi. Ag2S@2MPA/DGL3-Glu/Dok
diyaliz membran igerisinde, membran da 200 ml PBS soliisyonu igerisinde 300 rpm’de,
oda sicakliginda karistirilmaya birakildi. Bu diizenek 151k gormemesi i¢cinde aliiminyum
ile kaplandi. Bu soliisyondan yiiklemeye katilmaya ila¢ konsantrasyonu belirlemek i¢in
12. saatte 2 ml numune alindi ve absorbans degeri dlciilerek Ag2S@2MPA/DGL3-Glu
KN’lere yiiklenen ilag miktar1 hesaplandi.

3.4.3 Ag2S@2MPA/DGL3-Glu/Dok Karakterizasyon Uygulamalari

Fotoliiminesans Ol¢timleri 450 nm uyarilma ve 585 nm 1s1ma dalga boyunca

bant genisliklikleri 5.00/5.00 secilerek gerceklestirildi.
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35. Ag:S@2MPA, Ag:S@2MPA/DGL3, Ag:S@2MPA/DGL3-GLU VE
Ag2S@2MPA/DGL3-GLU/DOK YAPILARININ SITOTOKSISITE
UYGULAMALARI

U87MG ve LNI18 hiicreleri, ¢ogaltildiktan sonra her biri 2’ser tane 96-kuyulu
plakalara her bir kuyucuga 10.000 hiicre/kuyu yogunlukta olacak sekilde %10 FBS ve
%1 Penisilin/Streptomisin ile desteklenmis yiiksek glukozlu (4,5 g/L) DMEM besiyeriyle
ekildi. 24 saat sonra, her bir hiicre i¢in 96-kuyulu plakalardan, ortami diisiik glukozlu
besiyeriyle (1 g/L) degistirildi. Daha sonra, her bir plakadaki hiicreler {izerinde farkli
konsantrasyonlarda ilk grup li¢ kisma ayrilip (Ag2S@2MPA, Ag:S@2MPA/DGL3,
Ag:S@2MPA/DGL3-Glu) KN’ler uygulandi. Her bir plaka i¢in ilk siradaki hiicreler,
kontrol grup KN’ler ile muamele edildi. Ikinci siradaki kuyucuklarda bulunan hiicreler
ise 3,12 pg/ml ve devamindaki siralarda bulunan hiicrelere de sirasiyla 2 kati
konsantrasyonda olacak sekilde pargaciklar ekledi. Bu sekilde her bir 96-kuyulu plakanin
son sirasindaki hiicreler tizerine 200 pg/ml Ag2S@2MPA KN’ler uygulandi. Bu toksisite
caligmasi pargaciklarin ¢ekirdek Ag2S@2MPA agirligina gére yapilmistir.

KN’lere ve ilag yiiklii KN’lere ait hiicre canliligi belirlenmesi igin ikinci grup
tasarlandi ve bu hiicrelere de pargaciklar muamele edildi. Ag2S@2MPA/DGL3/Dok ve
AQ:S@2MPA/DGL3-Glu/Dok KN’leri 1 mg/ml konsantrasyonunda yaklasik 40 ug/ml
Dok ilact bulunmaktadir. Ilag konsantrasyonu igin 400 ng/ml’dan baslanarak % oraninda
7 seri seyreltme yapildi. Ilag bulunmayan pargaciklar iginde ilag konsantrasyonu basina
diisen KN’lerin konsantrasyonu (10 ug/ml) baz alinarak hesaplama yapildi. 37°C’de %5
CO2’li inkiibatorde 48 saat inkiibe edildi. 48 saat sonra pargaciklarin toksisitesinin analiz
edilmesi igin MTT testi yapildi. Bunun igin, sar1 renkli 5 mg/ml konsantrasyona sahip 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) reaktifi kullanildi. 10 pl
MTT reaktifi hiicreler lizerinde uygulandiktan sonra 37°C’de %35 CO2’li inkiibatorde
inkiibasyona birakildi ve 3-4 saat sonunda besiyeri aspire edildi. Hiicreler PBS ile yikand1
ardindan hiicrelerdeki formazan kristallerinin ¢oziilmesi ig¢in 100 ul DMSO eklenip 10
dakika boyunca karanlikta bekletildi. KN’lerin hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisi 570

nm’de Themo Scientific MultiskanGo cihaziyla 6l¢iildii.

Doksorubisininin toksisitesinin belirlenmesi i¢in ii¢iincii grup tasarlands. Ik énce
LN18 hiicreleri ¢ogaltildi sonra 96-kuyulu plakaya 10.000 hiicre/kuyu yogunlukta olacak
sekilde %10 FBS ve %1 Penisilin/Streptomisin ile desteklenmis yiiksek glukozlu DMEM
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besiyeriyle ekildi. Ertesi giin, hiicrelere Dok (2 mg/ml) ile muamele edildi. Dok ilaci
sirastyla 320 ng/ml, 160 ng/ml, 80 ng/ml, 40 ng/ml, 20 ng/ml, 10 ng/ml ve 5 ng/ml olacak
sekilde hiicreler tizerinde uygulandi. 96-kuyulu plakanin ilk sirasindaki hiicreler kontrol
amagcli birakild. ilaglar uygulandiktan sonra hiicreler 37°C’de, %5 CO;’li inkiibatdrde 48
saat boyunca inkiibe edildi. 48 saat sonra ilaglarin hiicreler iizerindeki toksik etkisinin
analiz edilmesi i¢in MTT testi yapildi. Bunun i¢in, sar1 renkli 5 mg/ml MTT reaktifi
kullanildi ve 10 pul MTT reaktifi hiicreler iizerinde uygulandi. Hiicreler %5 CO2’li
inkiibatorde 37°C’de inkiibasyona birakild1 ve 3-4 saat sonunda besiyeri aspire edildi.
Sonrasinda hiicreler PBS ile yikandi. Ardindan, hiicrelerdeki formazan kristallerinin
¢oziilmesi icin 100 ul DMSO eklenip 10 dakika boyunca karanlikta ¢alkalandi. ilacin
hiicreler tizerindeki sitotoksik etkisi 570 nm’de Themo Scientific MultiskanGo cihaziyla

sleiildii.

3.6. Ag2S@2MPA/DGL3/DOK, Ag2S@2MPA/DGL3-GLU/DOK,
Ag2:S@2MPA/DGL3 ve Ag:S@2MPA/DGL3-GLU YAPILARININ HUCRE iCi
ALINIM ANALIZ UYGULAMALARI

MCF7, U87 ve LN18 hiicre hatlar1 ¢ogaltildiktan sonra 3 tane 24-kuyulu plakaya
50.000 hiicre/kuyu yogunlukta olacak sekilde %10 FBS ve %1 Penisilin/Streptomisin ile
desteklenmis yiiksek glukozlu DMEM besiyeriyle ekildi. Ertesi giin, hiicreler yapistiktan
sonra besiyeri aspire edilip disik glukozlu (1 g¢/L) %10 FBS ve %l
Penisilin/Streptomisin ~ ile  desteklenmis DMEM  besiyeriyle  degistirildi.
Ag:S@2MPA/DGL3/Dok ve Ag:S@2MPA/DGL3-Glu/Dok KN’leri 400 ng/ml Dok
igeren konsantrasyonda hiicrelere verildi. 24 saat sonunda hiicrelerin besiyerleri aspire
edildi. PBS (1 ml) ile yitkama yapilarak ardindan 500 pl formalin (%10) ile 10-15 dakika
boyunca fikse edildi. Tekrar PBS (1 ml) yikamasi yapildi. PBS (1 ml) soliisyonunda

hiicreler Leica DMi8 floresan mikroskobu ile gézlemlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Ag2S@2MPA KUANTUM NOKTALARI

Glimiis siilfiir kuantum parcaciklarin sentezi sirasinda her 3 saatte bir 1 ml 6rnek
aliarak fotoliiminesans dl¢timleri gerceklestirildi. Sicaklik ilk basta 25°C’den baslanip
15°C, 25°C, 35-50°C, 40°C’de tekrarli reaksiyonlar kuruldu. Sicaklik artisina bagli olarak
KN’lerin sentez siireleri kisalmaktadir. Ancak KN’lerin 45°C’de maksimum FL degerini
hizli bir sekilde gegerek keskin bir diisiis yapmaktadir. Yapilan sicaklik-siire

calismalarinda optimum degerin 35°C ve 5 saat oldugu gozlemlendi.

Tablo 4.1: Ag2S@2MPA kuantum noktalarinin sentez optimizasyonu

R1 35 28 saat

R2 15 29 saat

R3 25 7 saat 30 dakika
R4 35-50 9 saat

RS 40 6 saat

R6 35 5 saat

R1 reaksiyonu i¢in sentez siiresi uzun tutulup her 15 dakika bir reaksiyon
balonundan 6rnek alinarak i1simasi kontrol edildi. Bu 15 dakikalik periyodlarda 1sima
degerlerinin harmonik artis ve azaliglar yaptig1 gézlemlendi. Bu artis ve azalislar 28 saat

boyunca gozlemlendi.
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R1 Zamana Baglh FL Grafigi
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Sekil 4.1: R1 reaksiyonun 5 saat boyunca 15 dakika aralikli FL grafigi

R1 reaksiyonu 4 saat 45 dakika’da en yiiksek degerini verip 5. saatte diisiise gecti.
Bu yiizden Ag2S@2MPA KN’lerin sentezi i¢in reaksiyon siiresi 5 saat olarak belirlendi.
Ancak reaksiyon 28 saat boyunca yine de devam etti ve 20. saatten sonra 1gima

degerlerinin 5. saatteki degerden daha yiiksek oldugu gozlendi (Sekil 4.1).

R1 Zamana Bagli FL Grafigi

—_
(=]
1

=]
S 9r
S
— 8 =
*
Tr ——R1 (20 saat)
~ 6 .
z R1 (22 saat)
R 5 I
d a L =R 1 (23 saat 30 dakika)
3L =R (25 saat)
2+ R1 (26 saat 30 dakika)
1 r TR 1 (28 saat)
0 " . .

500 560 620 680 740 800 860 920
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.2: R1 reaksiyonun 20. saatten sonra 8 saat siireli FL grafigi

Ag2S@2MPA KN’lerin sentez reaksiyonu sicaklia bagli olup olmadigini
arastirmak i¢in R2, R3, R4 ve R5 reaksiyonlari tasarlandi. R2 1s1ma miktar1 yiikselisi cok
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yavas seyretmekteydi. Bundan dolayi, 15°C’nin bu sentez reaksiyonu i¢in ¢ok diisiik
sicaklik oldugu diistiiniilmektedir (Sekil 4.2)

a) R2 Zamana Bagli FL Grafigi
5 35
E 30 r ﬁ
25 |
E 20 r ———TR2 (1 saat 45 dakika)
; 15 ———R2 (3 saat 30 dakika)
10 ~=R2 ( 4 saat 30 dakika)
. ———R2 ( 5 saat 45 dakika)
0

500 560 620 680 740 800 860 920
Dalgaboyu (nm)

b) R2 Zamana Bagh FL Grafigi

x 10000
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=——R2 (44 saat 30 dakika)
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Sekil 4.3: R2 reaksiyonun a) ilk 6 saat ve b) 21-44 saat siire aralikli FL grafigi

R3 reaksiyonu R2 reaksiyona gore daha hizli bir yiikselis verir (Sekil 4.3). Ancak
R4 ile karsilagtirildiginda FL artis siiresi daha uzun siirmektedir. Bu yiizden reaksiyon

baslangi¢ sicakliginin 35°C olarak belirlemesi uygun goriildii (Sekil 4.4).
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R3 Zamana Baghh FL Grafigi
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Sekil 4.4: R3 rekasiyonun 2 saat ve 7 saat 30 dakika stire aralikli FL grafigi

R4 reaksiyonun baslangig¢ sicakligi 35°C olup reaksiyon siiresi boyunca sicaklik
belirli aralikta arttirildi. Ik once 7.saatte sicaklik 40°C’ye sonrasinda 8. saatte 50°C’ye
arttirilip son olarak 35°C’ye geri doniis saglandi. Isima miktar1 6nceki reaksiyonlara gore
kisa siirede yiikseldi (Sekil 4.5)

R4 Zamana Baghh FL Grafigi
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12

x 10000
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Sekil 4.5: R4 rekasiyonun 2-18 saat siire aralikli FL grafigi

Sicaklik ylikselmesiyle seyreden yiiksek FL 1simasi baslangig sicakliginin
40°C’ye yiikseltilip yeni bir reaksiyon tasarlamay1 gerektirdi. Bu reaksiyon (RS5) i¢in
maksimum FL gosteren siire 6 saat olarak belirlendi. Isima miktar1 yine ayni seviyede

seyretti (Sekil 4.6)
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R5 Zamana Bagli FL Grafigi
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Sekil 4.6: R5 rekasiyonun 2-6 saat siire aralikli FL grafigi

R6 reaksiyonun baslangi¢ sicakligi 35°C olup 2MPA eklendiginde sicaklik +2°C
yiikseltildi. Boylelikle diger tasarlanan reaksiyonlara gore en yliksek FL degeri elde edildi

(Sekil 4.7) Ttm tekrarli reaksiyonlar bu formiilasyonla kuruldu.

Ag.S@2MPA

x 10000

FL (au.)

500 560 G620 G880 T40 800 860 920
Dralga boyu (n)

Sekil 4.7: Ag2S@2MPA kuantum noktalari igin tasarlanan R6 reaksiyonu sonu FL deger
grafigi

Malvern Zetasizer Ultra ile incelemeler sonucuna gore AgoS@2MPA KN’leri
igin parg¢acik boyutu 3,5 nm ve zeta potansiyeli -39,2 mV olarak elde edildi. Ayrica
Ag:S@2MPA KN’lerin kristal yapilar1 yiizeyindeki Ag (I) atomlar1 reaksiyona egimli

olmasi sebebi ile KN’lerde ¢ekirdeklenme devam ettigi ve boyutun arttigi gézlemlendi.
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Bu da Ag2S@2MPA KN’lerin kararli olmadigini gostermektedir. Stabilizasyon sonrasi
AQ:S@2MPA KN’lerin boyutu biraz artarak 4,3 nm oldugu goriildii. Ancak zeta
potansiyel -15,2 mV olarak olgiildii.

39

c) d)

Sekil 4.8: Ag.S@2MPA kuantum pargaciklarin a) boyut ve b) zeta potansiyel 6l¢iim
sonuglarini, stabilizasyonu saglanan Ag>S@2MPA kuantum pargaciklarin a) boyut ve b)
zeta potansiyel ol¢iim sonuglarini

Pargaciklarin kat1 hallerinden fourier doniistimlii kiziltesi spektroskopisi ile
spektralar1 elde edildi. Kizil6tesi spektrumunda 3360-1200 cm™ arasmi kapsayan bolge
fonksiyonel gruplarin bolgesini ifade eder. AgoS@2MPA KN’ler icin en belirgin
3500 cm™*de goriilen genis pik, yapida bir alkol grubu oldugunun géstergesidir. Yapiya
ait C-H esnemeleri 2600-2900 cm™ arasinda goriilebilir. Karbonil grubunun varlig
1680 cm™’de goriilen pikle tespit edilebilir. C-O titresimleri ise 1390 cm™ civarinda
varligim gosterir. Sentezin ikinci asamasinda kararliligr saglanan Ag:S@2MPA KN’ler

amin grubuna sahiptir. Primer bir amin olarak iki tane nitrojen atomuna sahiptir.
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Amin varhgini 33412 cm? ve 3333 cm™’de gozlenen pikler gosterir. Ayrica
2950-2785 cm™ -CH; gruplarinin egilme titresimleri yaptig1 yerlerdir. Buna birlikte, 1618
cm’de goriilen giiclii pik stabilizasyonu saglayan bilesigin -NH> titresimleri olarak
yorumlanabilir. Muhtemelen H-O-H’dan gelen bir esnemeden kaynak aliyordur. Buna ek
olarak, 1540 cm™? N-C-C-N’den 1462 cm™ ise -CHz’den gelen esnemelerdir. C-H
biikiilmelerini 1374-1250 cm™’de gériilebilir. Primer aminin baslica C-N esnemelerini
sirastyla 1096 cm™, 1052 cm™, 1031 cm™’lerde goriiliir. CH2 ve NHz’den gelen diizlem

ici biikiilme titresimleri 877-870 cm™’lerde goriiliir.
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Sekil 4.9: Ag:S@2MPA ve stabilize Ag:S@2MPA kuantum noktalarmin kizilétesi
spektralari

4.1.1. Ag2S@2MPA Kuantum Noktalarinin Konsantrasyona Bagh Isimasinin
Optimize Edilmesi

Sentezlenen numunelerden 1simasi ve yogunlugu en yiiksek olan numune stok
¢ozelti olarak segilerek degisik konsantrasyonlar1 hazirlandi. Numunenin kendi
konsantrasyonu 1 kabul edilerek 0,8; 0,6; 0,4; 0,2; 0,16; 0,12; 0,08 oranlarinda seyreltme
yapildi. Bu konsantrasyonlarin FL 6l¢iimleri elde edildi ve en yiiksek emisyon dalga
boyunun 0,4 ve 0,16 araliginda oldugu goézlendi (Sekil 4.10). Elde edilen sonuglar diger
stoklarin 6l¢timii i¢in 6l¢ek (referans) olarak kullanilmis olup Beer Lambert yasasina
(Absorbans = €.£.c¢) dayanarak her bir numunenin absorbans degerlerinden konsantrasyon
tayini yapildi. Konsantrasyona gore lineer degiskenlik gosteren dalga boyunda (470

nm’de) her bir numunenin konsantrasyonu esitlendi.
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Sekil 4.10: Stok numunenin degisik konsantrasyonlarinin a) absorbans ve b) FL grafigi

Ag2S@2MPA KN’lerin 0,4 konsantrasyonunda en iyi 1sima degerlerini verdigi
gozlemlendi. Ag2S@2MPA KN’leri sentez basamaginda reaksiyon balonundan alinan
tim numunlere 1:3 seyreltme yapilarak 6l¢iildii. Bu da yaklasik 0,4 konsantrasyonuna
denk gelmektedir.

4.1.2. Ag2S@2MPA Kuantum Noktalarimin Termogravimetrik Analizi

Olgiim i¢in 19,6 mg AgS@2MPA kullanilmustir. ilk 200°C kadar olan kisimda
AQ:S@2MPA agirliklarinin yaklasik %18’ini kaybetti. Bu 200°C’ye kadar olan ilk
dilimde agirlik kaybinin nem ve KN’lerin ylizeye emilen diger ugucu kimyasallar oldugu
diistiniilmektedir. TGA analiz sonucuna gore AgoS@2MPA KN’lerin organik yiizdesi
%45 olarak elde edildi. Bu sonuglar ile DLS’den elde edilen sonuglar yiizey
modifikasyonu ve stabilizasyonda kullanilan EDA molekiilllerinin Ag molekiillerine

baglandigini; boylece KN’lerin stabilizasyon sagladigi kanitlamaktadir.

AQ2S@2MPA sirastyla 300°C civarinda agirliginin %40’ 11, 450°C civarinda
agirligint %55°1ini ve 900°C civarinda agirligini %80’ m1 kaybetmistir (Sekil 4.11). Son
olarak ise 1150°C agirliginin yaklagik tamamini kaybederek saf giimiis pargaciklar
ortamda gozlemlendi. Ag2S@2MPA KN’lerin yiizey organik polimerlerinin ¢ogu
200°C-450°C araliginda yakilip 800°C’ye gelindiginde AgzS Kristal yapt bozulmaya
baslamisti. Ancak stabilizasyonu saglanan kuantum parcaciklarinin yilizey organik

polimerlerinin ¢gogu 200°C-400°C araliginda yakilip kaybolmus olsa da bu pargaciklar
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yiiksek stabilizasyon gosterip 950°C’ye gelindiginde kristal yapisinda ¢ok az miktarda
agirlik kaybina neden oldu. Kaybedilen %18’lik kismin nem ve yiizeyde emilen diger
ucucu kimyasallar oldugu diisiiniilmektedir. Agirlik kaybi ii¢ farkli tepe noktasinda
belirgin bir sekilde goézlemlendi.

Y Ag,S@2MPA b) Stabilize Ag,S@2MPA
0
100 ‘
80 80 4
g 60 S 60
% :
i &
% 4 % 40
2 20 4
L : 2 ! y y ) 0 . r ' . . ,
y 0 0 o0 30 1000 1200 0 200 40 600 800 1000 1200
Stcaklik (°C) Sicaklik (°C)

Sekil 4.11: a) Ag2S@2MPA ve b) stabilizasyonu saglanan Ag2S@2MPA KN’lerin
50-1150°C arasindaki termogravimetrik analiz grafigi

4.1.3. Ag2S@2MPA Kuantum Noktalarinin Taramal Transmisyon Elektron

Mikroskobu ile Goriintiileme Analizi

AgS@2MPA  ve stabilizasyonu saglanan AgoS@2MPA KN’lerin TEM
goriintiileri kiiresel yapidadir. Bu pargaciklar 2-6 nm arasinda degisen boyutlara sahip
kristallerdir. STEM sonuglar AgoS@2MPA KN’lerin dagilimmin iyi olmadigi ve
topaklanmaya egimli olduklarimi gostermektedir. Stabilizasyonla bu sorun giderildi.
Stabilizasyonu saglanan AgaS@2MPA KN’leri kii¢iik boyutlarinin yani sira daha iyi
dagilima da sahiptir.
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Sekil 4.12: a ve b) Ag:S@2MPA, c ve d) stabilize Ag:S@2MPA KN’lerin STEM
goriintiileri

4.2. AgQ2S@2MPA/DGL3 KUANTUM NOKTALARI

Kuantum noktalarinin  dendrigraft ile kaplanmasi i¢cin 8 mg stabilize
Ag:S@2MPA ile sirasiyla 100 mg, 75 mg, 50 mg, 25 mg ve 12,5 mg DGL3 igeren
reaksiyonlar kurularak yogunluk grafikleri Malvern Zetasizer Ultra cihazi incelendi
(Sekil 4.13). KN’ler igersinde 50 mg DGL3 igeren AgoS@2MPA 100 kDa ve 30 kDa
Vivaspin ultrafiltre tiiplerden geg¢irildiginde filtrasyon tlipiiniin alt fazinda bir takim
parcacik (renklenme) gbézlemlendi. Bu alt fazin zeta potansiyeli ve boyutu 6l¢iildiigiinde,
kismi kaplanan KN’lerin filtrasyon sisteminden gegtigi goriildii. Zeta potansiyeli +22,
boyutu ise 4,5 nm civarinda 6l¢iildii. Detayl inceleme sonucunda 50 mg, 25 mg ve 12,5
mg DGL3 igeren pargaciklarin yogunluk grafiklerinde 3 tepe noktasi goriildii. Bu sonug
ortamda hala tam olarak DGL3 ile kaplanmayan stabilize Ag.S@2MPA pargaciklarinin
bulundugunu gostermektedir. Tam olarak kaplanmayan stabilize Ag2S@2MPA KN’ler
tam kaplanan parcgaciklarda bulunan DGL3 ile birleserek topaklanma olusturdu. Diger
yandan 75 mg DGL3 igeren pargaciklarin yogunluk grafiklerinde 2 tepe goriilmektedir.
Ilk tepe kesin ve yogun iken ikinci tepe ise ¢ok kiiciiktiir. Stabilize Ag2S@2MPA KN’ler

33



biiylik oranda DGL3 ile kaplanmigssa da kaplanmayan KN’ler yine de topaklanma
olusturmaktadir. Bu nedenle parcaciga DGL3’iin yeterli gelmedigini diislindiirdiigii i¢cin
deneye 100 mg DGL3 ile devam edilmesine ve ayrica filtrasyon i¢in 10 kDa filtre tiipleri
kullanilmasina karar verildi. Ortamda fazla miktarda bulunan DGL3 ¢alisma i¢in sorun
teskil etmemekte ancak eksikligi stabilize Ag2S@2MPA KN’lerin hepsinin DGL3 ile
kaplanmamasina, kaplanmayan bu pargaciklarin AgoS@2MPA/DGL3  KN’lerin

baglanmasina ve bu nedenle topaklanma olusturmasina sebep olmaktadir.

Ag,S@2MPA/DGL3
10
9 =
8 -
. T
E S
= 5-
= 4 -
E 37
= 2
1
0] ; \ . :
0,1 1 1e+03 1e+04
Boyut (r.nm)
— 75 mg DGL3+KN w50 mg DGL3+KN
— 25 mg DGL3+KN — 12,5 mg DGL3+KN

Sekil 4.13: Ag2S@2MPA kuantum noktalarina 75 mg, 50 mg, 25 mgve 12,5 mg DGL3
yiiklenmis yapilarinin hidrodinamik yogunluk boyut grafigi

Stabilize Ag2S@2MPA KN’lerin DGL3 ile kaplanmasi sonrast KN’lerin boyutu
kullanilmakta olan DGL3 miktarina bagl olarak 35 nm ile 68 nm olarak belirlendi.
Bilindigi iizere DGL3 pargaciklarun boyutu 7 nm civarindadir. Dolayisiyla KN’lerin
DGL3 ile kaplanma sonrasi boyutlarinin kayda deger bir artis gosterecegi
beklenilmektedir. AgS@2MPA/DGL3 KN’lerin zeta potansiyeli +39 mV olarak
ol¢iildii. Bu sonuglar Ag2S@2MPA/DGL3 KN’lerin kararli oldugunu gostermektedir.
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a) ‘ b)

Sekil 4.14: Ag2S@2MPA/DGL3 kuantum pargaciklarin a) boyut ve b) zeta potansiyel
Ol¢lim sonuglarini

Dendrigraft 3’lincii jenerasyonun tek basina kizilotesi spektrumu ile
AQ:S@2MPA/DGL3 KN’lerin spektrumu ortiistiiriildiigiinde DGL3’{in en temel pikleri
3266 cm™’lerde -NH2, 3266 cm™’lerde -CH2, 2849 cm™’lerde H-C-H ve 1532 cm

L’lerde amit pikleri goriiliir. Bu da DGL3’iin yapida oldugunun kanitidir.
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N2 CHM-CH c=0 CN c-0
) 'l T ' r 180
160 —3
wo =
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: =
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: : 100 =.
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— AglS@IMPADGLY — DGL3

Sekil 4.15: Ag:S@2MPA/DGL3 ve DGL3’iin kizil6tesi spektralar

Ag:S@2MPA/DGL3 KN’ler 3330 cm™’lerde belirgin sekilde lizin kaynakli
sekonder aminin -NH2 esnemeleri goriiliir. Amit piki daha siddetli kendini gosterir bu da
yapiya lizinin katildiginin bir kanitidir. Karbonil esnemesini 1744 cm™ civari goriilen pik,

amit N-H biikiilmesini ise 1689 cm™! lerde pik gdsterir.

35



r 300

CH
OM : K
: GO 2% =
L A4 o
=
CHMH-CH 7
200 bt
-
NH2 =3
-
' . ! + 1% =
- 1 -
O 7
em————— B K eeeeeSisety b Pod Rl
T NAT N =
] V. ¢ \V \U' YW\I 5o
C=0C-N
Amit
. v o

3900 3700 3500 3300 3100 2900 2700 2500 2300 2100 1900 1700 1500 1300 1100 900 700 500
Dalga boyu (cm-1)

—— AZ)S@IMPADGLY  — Stabilize DGL? - Ag2S@IMPA
A£2S@IMPA

Sekil 4.16: Ag:S@2MPA, Stabilize AgS@2-MPA, AgS@2MPA/DGL3 kuantum
noktalar1 ve DGL3’{in her adimdaki kizilotesi spektralari

4.2.1. Ag2S@2MPA/DGL3 Kuantum Noktalarinin pH Degisikligi

Sentezlenen Ag.S@2MPA/DGL3 KN’lerin farkli pH (pH:4,7; pH:5,8; pH:7.4 ve
pH:9,7)  degerlerindeki 1s1masit incelendi. Elde edilen sonuglara  gore
AQS@2MPA/DGL3 KN’lerin bazik tampondaki 1s1ma degeri asidik tampondakine gore
daha yiiksektir (Sekil 4.17). Bilindigi ilizere nanopargaciklar genel olarak endozom yolagi
ile hiicre igine alinmaktadir. Ag2S@2MPA/DGL3 KN’ler benzer FL 1simaya sahip olup
en diisik pH’da bile yalniz %30 1s1ma kaybina ugramaktadir. Ag.S@2MPA/DGL3
KN’lerin yiiksek 1simasi, biyouyumlulugu ve genis pH araligindaki stabilitesi gibi

ozellikleri ile teranostik ajan olarak yiiksek potansiyele sahip oldugu diistiniilmektedir.

Ag,S@2MPA/DGL3

(e} 7T
S 6
S ——PH:4,7
X 5 e PH: 5,8
S 4 PH:7,4
< e PH:9,6
13
L

2

1

0

680 710 740 770 800 830 860 890 920 950
Dalga boyu (nm)

Sekil 4.17: Ag2S@2MPA/DGL3 i¢in absorbans kalibrasyonu saglanmis pH degisimine
baglh FL pikleri
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AgS@2MPA/DGL3 KN’lerin pH degeri disiiriildiigiinde (0,2 M CH3COOH ile)
FL pikinde diisiis gézlemlenirken tekrar baz eklendiginde (0,2 M NaOH ile) pikte bir
yiikselme gozlemlendi. Bu da nihai parcacigin kararli oldugunu ve farkli pH’larda

stabilitesini korudugunu gostermektedir.

4.3. Ag2S@2MPA/DGL3-GLU KUANTUM NOKTALARI

Ag:S@2MPA/DGL3-Glu ve Ag:S@2MPA/DGL3 KN’lerin absorbans degerleri
esitlenerek FL olgtimleri gergeklestirildi. Glikoz etiketlemesi sonucunda isimasinda ciddi
bir diisiis goriilmeyip aksine bazi reaksiyonlar i¢in hafif bir artis bile gozlemlendi
(Sekil 4.18). Artis gozlemlenen reaksiyonlar igin reaksiyon yontemi teoride ayni olup
pratikte farklilik gosterebilir. Bu durum pozitif yonde bir etki sunmaktadir. Kaplamanin
1simay1 diistirmiiyor olusu biyogoriintilleme ¢alismalarinin yiiriitilmesinde biiyiik bir

avantaj saglayacaktir.

14
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x 100000
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0,0
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Sekil 4.18: AgQ:S@2MPA/DGL3 ve Ag:S@2MPA/DGL3-Glu kuantum noktalarinin
fotoliiminesans degerleri

Ag2S@2MPA/DGL3 KN’lerin yogunluga bagli boyutu ~90 nm dir. Glukoz ile
etiketlenen Ag:S@2MPA/DGL3-Glu pargacik igin hidrodinamik boyutu ~80 nm olup ve
pargacik boyut dagilimi daha dar olarak elde edildi (Sekil 4.19). Glukoz etiketleme

sonrasi zeta potansiyeli +22 mV olarak 6l¢iildii.
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Sekil 4.19: Ag.S@2MPA/DGL3 ve Ag:S@2MPA/DGL3-Glu kuantum noktalar: igin
yogunluk boyut dagilim grafigi

Pargaciklara PEGDA-Glu grubunun eklenmesini kanitlamak i¢in FTIR kullanildi.
AgS@2MPA KN’ler igin en belirgin pik 3500 cm™de goriilen genis pik, yapida
karboksil gurubuna ait -OH grubunun bulundugunun géstergesidir. Yapiya katman olarak
her bir adimda yeni gruplarin eklenmesiyle bu pik etkinligini kaybetti. Yapiya ait 2600-
2900 cm* arasindaki C-H esnemeleri, Ag2S@2MPA/DGL3/PEGDA-GIu KN’de kismen
varligini siirdiirmektedir. 1680 cm™’de goriilen karbonil grubunun (C = O) varlig
PEGDA-Glu yapisina gidildikce kiziltesi spektrum iizerinde mavi kayma gosterdi.
Sentezin ikinci asamasinda olusan stabilize Ag>S@2MPA KN’lerinde stabilizasyon
kaynakli amin grubunun 33412 cm™ ve 3333 cm™’lerde gozlenen pikleri ve iigiincii
asamadaki Ag2S@2MPA-EDA/DGL3 parcacigin 3330 cm™’lerde belirgin sekilde lizin
kaynakli sekonder aminin -NH2 esnemeleri etkinligini kaybetti. Bu ise PEGDA-GIlu
grubunun yapiya ¢ogunlukla basarili bir sekilde eklendigini gosterir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20: Sentezlenen Ag.S@2MPA, Stabilize Ag:S@2MPA, Ag.S@2MPA/DGL3 ve
Ag2S@2MPA/DGL3/Glu kuantum noktalar1 kizildtesi spektralart

4.4. AgQ2:S@2MPA/DGL3-GLU/DOK KUANTUM NOKTALARI

Doksorubisin FL 1s1mast veren bir antikanser ilacidir. Yiiklenen ilag miktarin
kontrolii i¢in 4-0,125 pg/ml aralikli seri seyreltme yapilarak FL degeri kontrol edildi.

Yiiklenme sonrasi yiiklenmeyen ila¢ miktarmin bulundugu soliisyonun emisyon degeri

oOl¢iilerek miktar1 bu 6l¢ek yardimiyla belirlendi.

Dok Miktarmma Bagli FL. Grafigi

s 18
= 16
(-]
. 14
12 4 pg/ml
~—
= 10 2 pg/ml
=
| 8 1 ng/ml
=
6 — (.5 ug/ml
4 0,25 pg/ml
2 0,125 pg/ml
0
475 535 595 655 715 775

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.21: Konsantrasyonu belirlenmis doksorubisin ilaglarinin FL grafigi
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AQ:S@2MPA/DGL3-Glu  KN’lerin  konsantrasyonu ¢ekirdek pargaciga
(Ag2S@2MPA) gore 2,5 mg/ml olarak belirlendi. Bu miktar konsantrasyona bagl olarak
olusturulan absorbans o6lgegiyle belirlendi (Sekil 4.22). Ag.S@2MPA/DGL3-Glu
KN’lerin gercek konsantrasyon degeri c¢ekirdege gore belirlenen konsantrasyon
degerinden 11 kat daha fazlaydi. Bu da Ag:S@2MPA/DGL3-Glu KN’lerin gergek

konsantrasyonunu yaklasik 27,5 mg/ml oldugunu gosterir.

Ag,S@2MPA

w2 5 mg/ml

1,25 mg/ml
0,625 mg/ml
0,3125 mg/ml
0,1562 mg/ml

e (0,078125 mg/ml

Absorbans

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Dalga boyu (nm)

Sekil 4.22: Konsantrasyonlar1 belirlenen Ag2S@2MPA kuantum noktalarinin absorbans
grafigi

[k énce doksorubisin 250 pg olarak 2,5 mg/ml (gercek miktar/kurutulmus
agirlik)  AQ:S@2MPA/DGL3-Glu  (%15°lik  PEGDA-Glu) yapisina  yiiklendi.
Kapsiillenme Etkinligi (%KE) esitligi yardimiyla %60 olarak hesaplandi. Ikinci kez
%5’lik PEGDA-Glu i¢in bu deney tekrarladi. Kapsiillenme Etkinligi %28 olarak
hesaplandi. Bu dogrultuda ilerleyen c¢alismalara ilag¢ yiiklenme orani fazlalig1 nedeniyle

%15°1ik PEGDA-Glu yapisi ile devam edildi.

Yiklenen ilag miktart
100

%KE = X
% Yiiklemeye birakilan ilag miktart

Doksorubisin 250 ug ve 150 pg olarak 2,5 mg/ml Ag.S@2MPA/DGL3-Glu
KN’lere eklendi her seferinde 116 pg ilacin KN’lere yiiklendigi gdzlemlendi.
Kapsiillenme etkinlikleri sirasiyla %46,4 ve %77,3 olarak hesaplandi. Yaklasik ilag¢
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kapsiillenme etkinligi %66 olarak kabul edildi. Yiiklenme Etkinligi (%YE) esitligi
yardimiyla %4,6 olarak hesaplandi.

Yiklenen ilag miktart
WYE = - - - x 100
llag yiiklenen KN miktart

45. AgQ:S@2MPA, Ag:S@2MPA/DGL3, Ag:S@2MPA/DGL3-GLU ve
Ag2S@2MPA/DGL3-GLU/DOK  YAPILARININ SITOTOKSIiK ETKIiSININ
ANALIZ EDILMESI

MTT sitotoksite sonuglart hem yiiksek glukozlu hem de diisiik glukozlu ortamda
denendi. Yiiksek glukozlu ortamda yeterli glukoz bulunmadigindan hiicrelerin 6liime
gitme potansiyeli KN’lerin toksisite sonuglari i¢in yaniltici olabilir. Ayrica ortam bulunan
fazla glukoz ise glukoz etiketli KN’lerin alinmamasina yol acabilir. Bundan dolay1 iki

farkli besiyer kullanildu.

Tim KN’ler LN18 hiicrelerde U87’ye kiyasla daha toksiktir. KN’ler arasinda en
yiiksek biyouyumluluga sahip olan Ag>S@2MPA KN’ler goriilmektedir. Diger gruplarda
AQ2S@2MPA ¢ekirdek iizerine farkli oranda sirasi ile EDA, DGL3 ve DGL3/PEGDA-
Glu polimerleri de igermekteler. Bu pargaciklar arasinda Ag:S@2MPA/DGL3 en yiiksek
toksisiteye sahip olup ve bu parcaciklarin tiim dozlarinda toksisite gortildii. Ancak glukoz
ile etiketleme sonrasi bu pargaciklarin biyouyumlulugu yiiksek miktarda artti. Hatta
AQS@2MPA/DGL3-Glu KN’leri diisiik glukoz ortamda biiyiitiilmekte olan hiicrelere

uygulandigi zaman bu hiicrelerin proliferasyonuna sebep olmaktadir. (Sekil 4.23 ve 4.24)
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Sekil 4.23: AQgS@2MPA, Stabilize AgS@2MPA, Ag.S@2MPA/DGL3,
Ag:S@2MPA/DGL3-Glu kuantum noktalar1 ile muamele edilen LN18 hiicre hattinin
yiiksek ve diisiik glukozlu ortamlardaki MTT hiicre toksisite analiz sonuglari
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Sekil 4.24: AgQS@2MPA, Stabilize AQgS@2MPA, Ag:S@2MPA/DGL3,
Ag:S@2MPA/DGL3-Glu kuantum noktalar1 ile muamele edilen U87 hiicre hattinin
yiiksek ve diisiik glukozlu ortamlardaki MTT hiicre toksisite analiz sonuglari

Doksorubisin miktarlari sirasiyla 320 ng/ml, 160 ng/ml, 80 ng/ml, 40 ng/ml, 20
ng/ml, 10 ng/ml ve 5 ng/ml olarak belirtildi (Sekil 34). Bu dozlar LN18 Glioblastoma
Multiforma hiicre hattinda {izerinde denendi. LN 18 hiicre hattinda Dok ilacinin toksisite

calismasi yapildi. Bu caligmaya gore 80 ng/ml Dok hiicrelerin yarisindan fazlasinin
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canliligini kaybetmesine sebep olmaktadir. Dok konsantrasyonu 6,25 ng/ml’ye sahip olan
Ag:S@2MPA/DGL3/Dok ve Ag:S@2MPA/DGL3-Glu/Dok KN’lerle muamele edilen
hiicrelerin canlilig1 kontrole nazaran ayni seyreder. Son doz olan 400 ng/ml’e sahip
KN’ler icin hiicre canliligi azalmaktadir. Ancak hiicre canlili§i doz oranini parallel

sekilde dereceli olarak azaldig1 gozlemlenemedi.
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Sekil 4.25: a) Dok ilacinin LN18 hiicrelerinin canlilig tizerindeki sitotoksik etkisinin
sonuglar1, b) Dok konsantrasyonlari 6,25-400 ng/ml belirlenen Ag.S@2MPA/DGL3/Dok
ve Ag:S@2MPA/DGL3-Glu/Dok KN’lerle muamele edilen LN18 hiicrelerin canliligi

Ag:S@2MPA/DGL3/Dok ve Ag2S@2MPA/DGL3-Glu/Dok KN’ler ile muamele
edildiginde, LN18 hiicre hattina gore U87 hiicre hatt1 daha fazla toksik etkiye sahiptir.
Glioblastoma hiicre hatlar1 (LN18 ve U87) haricinde farkli bir hiicre hatti olan insan

meme kanseri hiicreleri MCF7°da ayni ¢alisma denendi.
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Sekil 4.26: Dok konsantrasyonlar1 6,25-400 ng/ml belirlenen Ag.S@2MPA/DGL3/Dok
ve Ag2S@2MPA/DGL3-Glu/Dok KN’lerle muamele edilen U87 hiicrelerin canliligt

MCF7

] T

AgS@2ZMPA/DGL3/Dok Ag,S@2MPA/DGL3-Glu/Dok
m K ontrol 6.25 ng/ml m12.5 ng/ml w25 ng/ml 50 ng/ml =100 ng/ml w200 ng/ml =400 ng/ml

Sekil 4.27: Dok konsantrasyonlar1 6,25-400 ng/ml belirlenen Ag.S@2MPA/DGL3/Dok
ve Ag2S@2MPA/DGL3-Glu/Dok KN’lerle muamele edilen MCF7 hiicrelerin canliligi

[=] o (=] - =
- [} 2] —_ ~ +

Kontrol Hiicrelere Gore Hitere Canliligi (%)

£
®

46. AgS@2MPA/DGL3/DOK ve Ag:S@2MPA/DGL3-GLU/DOK
YAPILARININ HUCRE iCi ALINIM ANALIZi

AgS@2MPA/DGL3/Dok ve Ag:S@2MPA/DGL3-Glu/Dok yapilarinin ii¢ ayri
hiicre hattinda (U87, LN18 ve MCF7) hiicre i¢i alinim ¢alismalar1 yapildi. Bu hiicre

hatlarin1 i¢in belirlenen kontrol hiicrelerde Dok ilacindan kaynaklanan bir 1sima
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goriilmedi. Ancak diger tiim hiicre hatlarinda, Dok ilaci, hiicre igerisine basariyla girig

yapt1. Dok daha ¢ok hiicre ¢ekirdegi ¢cevresinde olacak sekilde sitoplazmada gozlemlendi.

U87 + Ag,S@2MPA/DGL3/Dok

[

24 saat

US7 + Ag,S@2MPA/DGL3-Glu/Dok

24 saat

US87/ Kontrol Hiicreler

24 saat

Sekil 4.28: AgS@2MPA/DGL3/Dok ve AgS@2MPA/DGL3-Glu/Dok kuantum
noktalarinin U87 hiicrelerine uygulamasi sonrasi 24 saat sonundaki floresans mikroskop
goriintiileri

*Sirasiyla satirlar; 100 pm, 40 um ve 100 um
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LN18 + Ag,S@2MPA/DGL3/Dok

ILN18 + Ag,S@2MPA/DGL3-Glu/Dok

24 saat

LN18/Kontrol Hiicreler

Sekil 4.29: Ag:S@2MPA/DGL3/Dok ve AgS@2MPA/DGL3-Glu/Dok kuantum
noktalarmin MCF7 hiicrelerine uygulamasi sonrasi 24 saat sonundaki floresans
mikroskop goriintiileri

*100 pm

AQ2S@2MPA/DGL3/Dok yapisindaki DGL3 pozitif yiikliidir bu poztif yiik
sayesinde hiicre i¢ine asir1 derece alinima neden olmaktadir. PEG hiicre i¢i alinima engel
olurken glukoz alinimi arttir. Boylelikle Ag.S@2MPA/DGL3/Dok yapist  ve
AQ:S@2MPA/DGL3-Glu/Dok yapisina nazaran daha goOriiniirdiir yani stlinliik
Ag:S@2MPA/DGL3/Dok yapisindadir. KN’ler in vitro g¢alismalarinda hiicrelerin
parcaciklari i¢sellestirmesi olagandir. Ancak PEGDA-Glu yapist in vivo ¢alismada biiyiik

bir avantajla hedeflemeyi saglayacaktir.
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MCF7 + Ag>,S@2MPA/DGL3/Dok

=

S
e
[ ]

MCF7 + Ag,S@2MPA/DGL3-Glu/Dok
E
-
o
MCF7/Kontrol Hiicreler

E
-+
[\ ]

Sekil 4.30: AQgS@2MPA/DGL3/Dok ve AgS@2MPA/DGL3-Glu/Dok kuantum
noktalarmin MCF7 hiicrelerine uygulamasi sonrast 24 saat sonundaki floresans
mikroskop goriintiileri

*100 pm
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5. TARTISMA

Sentezlenen AQS@2MPA farkli yogunlugundaki 1simalar1 olgiildiigiinde,
KN’lerin belirli bir aralikta optimize 1sima degerine sahip olduklari saptandi. Ayni
zamanda sentez reaksiyonu sonrast 24-48 saat siireli Argon gazi varliginda bekletilmesi
1isimaytr arttirdigi  goézlemlendi. Isimayr etkileyen bir diger faktor ise pargacigin
sicakligidir. Soguk olgiilen (+4 °C’den ¢ikartilip) numuneler oda sicakliginda bulunan

numunelerden yaklagik iki kat daha yiiksek FL degeri vermektedir (Sekil 5.1).

Ag,S@2MPA
g 18
= 16
o]
e 14 r
12 r
—
= 10 -
—1 8 r 25 =2C
=
6 | a°C
4 =
2T AL
(0]

500 560 620 680 740 800 860 920
Dalgaboyu (nm)

Sekil 5.1: Ag2S@2MPA kuantum noktalarinin 4°C ve 25°C’li ortamdaki soliisyonlarin
FL grafigi

Jablonski’ye (118) gore elektron uyarilmis en iist seviyesinden (F) en alt seviyeye
(N) yeterli yiiksek sicaklikla gecebilmektedir. Boylelikle floresans 1simasi gerceklesir.
Lakin diisiik sicakliklarda orta kararli seviyeden (M) en alt seviyeye gecisi (N) gerceklesir
yani fosfor 1s1mas1 gerceklestirir. Diisiik sicaklikta fosfor 1s1ma siiresi bir hayli yiikselir.
Elektron fazla enerjiye maruz kaldiginda (ki bu yiiksek sicakliklarda gerceklesecektir)
daha fazla uyarilir ve daha iist enerji seviyesine yiikselir. Daha iist enerji seviyesine ¢ikan
elektronun, temel hal seviyesine inmesi daha zor ve uzun siirelidir. Diger yandan disiik
sicaklikta elektronun uyarilmasi ve temel hal seviyesine inmesi daha da kolaylasir.
Boylelikle daha fazla 1s1ma detektore ¢arpar. Isima miktar1 sicak 6rnege gore soguk

orneklerde daha yiiksektir (Sekil 5.2).
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Sekil 5.2: Fosfor 1igimasi olan molekiildeki enerji seviyesi. a) absorpsiyon (kirmizi), b)
floresans 1s1masi (kirmizi), ¢) ortakararl seviyeye gecis, d) termal uyarilma, e (sar1) ve f)
fosfor 1s1masi, g) cok kiigiik gegis olasilikli absorsiyon (118)

Ag2S@2MPA KN’leri sentezi pH: 7,52’de ve 35°C’de gerceklesti. Reaksiyon
sliresi 5 saattir. Ag2S@2MPA KN’ler 810 nm civarinda dar bir pik vermekte ve yaklasik
2,5-4,5 nm boyuta sahiptirler. Stabilizasyon sonrasi ve dncesi KN’lerin 1s1ma degerleri

diger caligmalara gore de yiiksektir. Bu ¢aligmalara ait dalga boyu ve boyut analizlerine
Tablo 5.1 “de yer verildi.

Tablo 5.1: Literatiire ait baz1 Ag2S kuantum pargaciklari

Kuantum Dalga  Reaksiyon pH Sicakhik Boyut Kaynak
Noktalar boyu Siiresi (dk) (°0) (r.nm)*
(nm)
Ag:S@2MPA-PEI? 770 180 10,5 25 41,7+3,0 Duman vd.
®)

Ag:S@2MPA 837 - 7,5 30 2,61  Duman vd.
(59)

Ag:S@3MPA 800 300 7,5 90 65 Chen vd.
(55)

Ag.S@2MPA 727 180 7,5 25 2,38 Hocaoglu vd.
(119)

* Hidrodinamik boyutu (r: yarigap) dinamik 151k sagilim teknigi ile sayi-bazli ortalama ile hesaplandi.

2 Polietilenimin kaplt Ag.S@2MPA

Ag>S KN'lerin yiizeyine metal ve tiyol arasindaki yakinlik ile MPA tutulur. MPA
karboksil grubu EDC/sulfo-NHS ile aktive edilir (120). Bununla birlikte; iyonik gii¢, pH

ve yiikk gibi faktorler nokta nanoprob ve biyomolekiiller arasindaki elektrostatik
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etkilesimde Onemli bir role sahiptir. Bu sentetik yaklagim, aktif Ag,S KN'ler ve
biyomolekiiller arasindaki amit bagi gibi kovalent baglarin olusumunu igerir. Kovalent
konjugasyon i¢in en yaygmn yontem karbodiimid (EDC-NHS) kenetleme kimyasidir.
KN'lerin yiizeyindeki karbodiimid aktif karboksilik asit gruplarinin biyomolekiillerin
birincil aminleri ile birlesme egilimindedir. Bu reaksiyonun en 6nemli avantaji, kisa amit
bagi ve Ag>S KN'lerin boyutunu en aza indirmesidir. Amit baglar1 olusturmak i¢in EDC
birlikte daha kararli ester ve siilfonat ester (Sulfo-NHS) kullanilir. Ayrica 2MPA
kaplamal1 AgoS KN'ler daha 6nce yayinlanan verilere dayanarak, beklendigi gibi yiiksek
toksisiteye sahip degillerdir (59, 119)

DGL3, bol miktarda yiizey amino grubuna sahip bir dendritik polimerdir.
Biyouyumlu ve immiinojenik degildir (121). Ancak polikatyon karakteri, hiicre zari ile
elektrostatik ¢ekimi yiiziinden yiiksek toksisitelere neden olabilir (122). Bu sorunu
¢ozmek icin EDC ve NHS Kkatalizinde, PEGDA-Glu yapisinin Kkarboksil gruplari
AQ:S@2MPA/DGL3-Glu kompozitlerini elde etmek i¢in DGL3’{in amino gruplar ile
eslestirildi. Ilag dagitim nanopartikiilleri; kan dolasimi siiresini iyilestirmek, timor
bolgelerinde yiiksek birikim elde etmek ve ilaglarin hiicresel alimini tesvik etmek i¢in
tercih edilir (123, 124). PEG polimeri; su molekiilleri ile etkilesimi kuvvetlidir (99).
Bundan dolay1 AgS@2MPA/DGL3 yapisinin hidrodinamik boyutu
AQ:S@2MPA/DGL3-Glu yapisinin hidrodinamik boyutuna gore biiyiiktiir. Ayrica
AQS@2MPA/DGL3-Glu KN’leri, Ag2S@2MPA/DGL3 KN’lere gore daha az toksiktir

bu da onlar1 viicut i¢in uyumlu (biyouyumlu) hale getirmektedir.

Duman vd. (45) %73,4 ila¢ kapsiillenme verimliligi, 67,5 nmol Dok/mg
nanopartikiil bilesimi ve %3,7 yiiklenme etkinligi elde edildi. Bu ¢alismada ortalama
%66 ilag kapsiillenme verimliligi, %4,6 yiiklenme etkinligi ve 85,4 nmol Dok/mg
nanopartikiil bilesimi elde edildi. AgQ:S@2MPA/DGL3-Glu/Dok KN’lerin yiikleme
kapasitesinin diger birgok polimer bazli ilag dagitim sisteminden daha iistiin oldugu
aciktir (125, 126). Bu, esas olarak DGL'nin yiiksek dendritik ¢ergevesinden
kaynaklanmaktadir (127, 128).

Doksorubisin yaygin olarak kullanilan bir kemoterapi ilacidir. Enterkalasyon ile
DNA'ya baglanir ve kanser hiicrelerinde apoptoza neden olur (129). Bununla birlikte,
ilacin dogrudan kullanimi viicutta hem kétii huylu hem de kotii huylu olmayan hiicrelerde

birikmesine neden olur ve istenmeyen yan etkileri nedeniyle hastalarin yasam kalitesini
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distirtir (130). Bu nedenle, ilacin segici olarak kanserli dokulara teslimi acil bir taleptir.
Bu, hemen hemen tiim kemoterapi ilaglarinin ortak bir ihtiyacidir (131, 132). Bunda
dolayt AgQ2S@2MPA/DGL3-Glu hedefleme yapabilen biyogériintiileme ajant KN’lere
antikanser ilaci yiiklendi. Boylelikle hedefli bir sekilde ilacin tiimorlii dokulara gegisi
saglanabilir. KN'ler esas olarak sitoplazmada dagilir, bu da hiicre yiizeyine yapigmadigini
hiicresel i¢sellestirildigini gosterir (3). KN’lere Dok yiiklemesi bu farki daha belirgin hale
getirir.  Ag2S@2MPA/DGL3/Dok ve AgS@2MPA/DGL3-Glu-Dok KN’lerin ise
hiicresel olarak igsellestirildikten 24 saat sonra ilacin ¢ekirdege ulasimi gergeklesti
(Sekil 5.3).

LN18

Sekil 5.3: Sirasi ile AgS@2MPA/DGL3/Dok ve AgS@2MPA/DGL3-Glu-Dok
kuantum noktalar1 ile muamele edilen LN18 hiicrelerinin Dok alinimin floresans
mikroskop goriintiileri

*40x biiyiiltme yapilarak 100 pm 6lgekli ¢ekildi.
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MCF7

Sekil 5.4: Sirasi ile Ag:S@2MPA/DGL3/Dok ve AgS@2MPA/DGL3-Glu-Dok
kuantum noktalart ile muamele edilen MCF7 hiicrelerinin Dok alinimin floresans
mikroskop goriintiileri

*40x biiyiiltme yapilarak 100 pm 6lgekli ¢ekildi.

ug7

Sekil 5.5: Sirasi ile AgoS@2MPA/DGL3/Dok ve AgS@2MPA/DGL3-Glu-Dok
kuantum noktalar1 ile muamele edilen U87 hiicrelerinin Dok alinimin floresans
mikroskobu goriintiileri

*40x biiyiiltme yapilarak 100 pm 6l¢ekli ¢ekildi.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Yeni bir sistem olarak Ag:S@2MPA gelisimi ve bu kuantum noktalarin ylizeyinin
poli L-lizin dendron ile kaplanarak yakin kizilotesi giiglii emisyonda kiigiik, son derecede
biyobozunur ve biyouyumlu dendronize KN’ler (Ag.S@2MPA/DGL3) elde edildi.
Ag:S@2MPA liminesans yogunlugunda onemli bir azalma ve agregasyon olmadan
AQ:S@2MPA/DGL3 KN’lerin yiizeylerinin hedefleme i¢in glukoz molekiilleriyle
modifikasyonu saglandi. Hiicre canliligini yliksek miktarda korunmasi temel alinarak
AQ:S@2MPA/DGL3 ve AgS@2MPA/DGL3-Glu KN’lerin biyouyumluluk ve
toksisitesi formiilasyonu belirlendi. Boylece in vitro hedefleme verimliligi, terapdtik
etkinlik ve gelistirilmis bu kuantum noktaciklarin kanser hiicre kiiltiirii izerinde yakin
kizil6tesi biyogoriintiileme potansiyeli degerlendirildi. Ag2S@2MPA/DGL3-Glu/Dok
yapisinin in Vvivo hedefleme c¢alismalari ve buna ek olarak biyogoriintiileme
caligsmalar1 i¢in umut vadettigi sonucuna varildi. Bu sayede yeni gelistirilen bu

teranostik kuantum noktalarinin hem tedavi hem de tanida kullanilabilirligi kanitlanda.
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