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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

FARKLI KANSER HUCRE HATLARINDA KARBON KUANTUM
NOKTALARIN HUCRE ICi LOKALIZASYONLARININ BELIRLENMESI

Ayshan NOVRUZOVA

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Nanobilim ve Nanomiihendislik Anabilim Dal1
Nanobiyoteknoloji Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Ozlem BARIS

Karbon kuantum noktalar 6zellikle kolay sentezlenebilmeleri, diisiik toksisiteleri ve
fotostabil 6zellikleri ile son yillarda olduk¢a dikkat cekmektedir. Boyutlarina bagli olarak
farkli dalga boylarinda emisyon vermeleri karbon kuantum noktalar: hiicre goriintiileme
ve ilac tasima gibi alanlarda da kullanilabilir yapmakta ve ilgili arastirmalar giin gegtikce
artmaktadir. Bu ¢alisma da hiicre ve hiicre kisimlarinin boyanmasi ve / veya iseretlenmesi
amaciyla modifiye Hummers metodu ile sentezlenen karbon kuantum noktalarin
kullanilabilirligi arastirilmistir. Farkli kanser hiicre hatlar1 (MCF-7 ve CaCO2)
kullanilarak floresan ve konfokal mikroskoplar yardimi ile goriintiilemeler yapilmistir.
Ayrica yaygin kullanilan iki boya olarak Hoechst 33342 ve Propodium lodide ile karbon
kuantum noktalarin birlikte kullanimlar1 degerlendirilmistir. Hiicre hatlarinda yapilan
uygulamalar sonucunda karbon kuantum noktalarin sentez metodolojisine bagli olarak
boyut ve yiizey farkliliklarmin hiicre i¢i lokalizasyonlarda farklilik olusturabildigi
gozlemlenmistir. Kullanim amacina uygun olarak sentez yontemlerinin optimize edilmesi

ve hiicre ile ilgili uygulamalarin devam etmesi gerekmektedir.

2019, 61 sayfa

Anahtar Kelimeler: Karbon Kuantum Nokta, Hiicre Kiiltiirtii, Konfokal Goriintiileme,
Floresan Isaretleme



ABSTRACT

Master Thesis

DETERMINATION OF THE CELL LOCALIZATIONS OF CARBON
QUANTUM DOTS IN DIFFERENT CANCER CELL LINES

Ayshan NOVRUZOVA

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

Supervisor: Prof. Dr. Ozlem BARIS

Carbon quantum dots are especially notable for their easy synthesis, low toxicity and
photostable properties. Emission of different wavelengths depending on their size makes
carbon quantum dots available in areas such as cell imaging and drug transport and related
research is increasing day by day. In this study, the usability of carbon quantum dots
synthesized by the modified Hummers method for the staining and / or processing of the
cell and cell parts was investigated. Imaging was performed using fluorescence and
confocal microscopes using different cancer cell lines (MCF-7 and CaCO2). In addition,
two commonly used paints were evaluated together with Hoechst 33342 and Propodium
lodide with carbon quantum dots. As a result of the applications in the cell lines, it has
been observed that the size and surface differences of the quantum dots may differ in
intracellular localization depending on the synthesis methodology. In accordance with the
intended use, synthesis methods should be optimized and cell-related applications should
be continued.

2019, 61 pages

Keywords: Carbon Quantum Dot, Cell Culture, Confocal Imaging, Fluorescence
Marking
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1. GIRIS

Nanoteknoloji, maddenin en kiiglik birimi olan atom ve molekiilleri ifade etmekte olup,
yapilan caligmalarla makinelesmede hassasiyetin teorik siirlarina ulasmasi sebebiyle,
giinlimiizde en ileri iiretim teknolojisi olmaktadir. Makromolekiiler, molekiiler ve ya
atomik boyut da (1-100 nm) farkli 6zellik ve fonksiyon gosteren malzemelerin (bu boyut
da malzemenin oOzellikleri biiyiik boyutlardan oldukg¢a farkli olabilir) islenmesi ve
olusumu i¢in yapilan temel bilgi arastirmalari Nanobilim olarak isimlendirilmektedir. Bu
bilgiler 1s181nda, yap1 kontrolii ile birlikte nanometre boyutunda sistemler, cihazlarin
tiretimi, yapilar, onlarin karakterize edilmesi ve dizaynm1 nanoteknoji olarak
isimlendirilmektedir (Berlatsky 2014). Maddeler i¢in 100 nm’den daha kiigiik boyutlarda
gerceklestirilen isleme, modelleme, 6l¢iim ve diizenleme gibi calismalar nanoteknoloji
caligmalar1 olarak nitelenmektedir. Nano boyuttaki malzemeler goriintiileme, modelleme,
fiziksel ozelliklerini 6lgerek kontrol etme, sentezleme yaparak teknolojik uygulamalar

gelistirme, nanoteknoloji kapsamina girmektedir (Binns 2010).

Nanoteknoloji vizyonunun ortaya ¢ikisin1t Feynman’in cihaz ve malzemelerin molekiiler
boyutlarda iiretimi ile basarilabilecekleri iizerine yapilmis olan konusmasina kadar
dayandirilabilmektedir. Feynman bu konugmasinda nano yapilarin dlgiilebilecegi ve yeni
amaclar dogrultusunda minyatiirize edilmis enstriimanlar ile kullanilabileceginin altini
cizmistir (Ramsden 2016). Richard Feynman 1959 yilindaki konferansi sirasinda atomik
bloklarin molekiiler seviyede diizenlenmesini tartismis, ilk defa maddenin nanoboyutta
kullanilma ihtimalini ortaya atmistir. Feynman konusmasinda; ‘‘Gorebildigim {lizere,
fizik prensipleri nesnelerin atom seviyesinde manuple edilmesine karsi degildir. Bu,
herhangi bir kanunu ihlal girisimi olmayip, prensipte yapilabilir olan ancak biz ¢ok biiyiik
oldugumuz i¢in praktik olarak simdiye kadar yapilmamis olan bir seydir’’ demistir

(Feynman 1992).

Boylece ‘‘nanoteknoloji’’ terimi ilk kez olarak Tokyo Science Universtesi’nden Profesor
Norio Taniguchi’nin 1974 yilinda yaymladig1 makalede ‘‘Nanoteknoloji, maddenin tek

bir atom ve ya tek bir molekiil diizeyinde ayrilmamus birlestirilmesi ve deforme edilmesi



siiregclerinden olusmaktadir’” seklinde tanimlanmistir. Fikir olarak, Nanoteknoloji

kelimesi ortaya ¢ikmadan Once dile getirilmistir (Drexler 1986).

Nanoboyutta malzemelerin makrodiinyadan farkli davranmalari, nanoteknolojiyi bu
kadar ilging kilan unsurdur. Tek bir malzemeden hazirlanan partikiil bile farkli boyutlara
gore farkl nitelikler arz edebilir. Ornegin, baska maddelerle reaksiyona girmek istemeyen
kiilge seklindeki altin, nanoboyuttayken bu durumun tam tersini gostermektedir.
Kuantum etkileri yiiziinden maddeler, nanoboyutta farkli 6zellikler gostermektedir. Bu
ozellik sebebiyle, bilim arastirmacilari malzemelerin nanoboyuttaki davranislarini

arastirip, sorunlara ¢6ziim bulmaya ¢alismaktadirlar (Drexler 1986).

Son yillarda bir¢ok alanin fazlasiyla dikkatini ¢eken nanoteknoloji; kimya, fizik, biyoloji
ve miihendislik gibi disiplinler arasi1 konuma sahip olmasinin yani sira, uzay, tarim,
endiistri, elektronik, ila¢ ve saglik gibi biitlin alanlara potansiyel etkileri bulunmaktadir.
Bu kadar 6nem arz eden displin olan nanoteknoloji, birgok gelismis olan iilke tarafindan,
en kritik arastirma alani1 olarak desteklenmektedir. Bununla beraber tiim insanlik i¢in

kokten degisim ve doniistimleri beraberinde getirecek potansiyele sahip olmaktadir.

Nanoteknoloji 6zellikle boyut ile ilgili olup, ancak malzemenin niteligi fonksiyonu
dogrudan etkilemektedir. Son yillarda tek basina miihim bir alan olma dogrultusunda
biiyiilk bir gelisim gosteren nanoboyutlu malzemeler {izerine ¢aligmalar
gergeklestirilmektedir (Rogers et al. 2013). Ayni tiir malzemeden yapilmis nanoboyutlu
malzemenin Ozellikleri makroboyutlu olanlardan farklidir. Nanoboyutlu pargaciklar
boyut ve yapiya bagiml fiziksel, kimyasal, elektriksel, mekanik ve optik 6zelliklere
sahiptirler. Malzeme boyutlarinin kiiciiltiilmesi sonucunda fiziksel Ozelliklerin de
degisiyor olmasi, nanoteknoloji uygulamalarinin temelinde vardir. Nanoboyutlu
malzemeler iizerine yapilan ¢alismalar son yillarda tek basina onemli bir alan olma
konusunda biiyiik bir gelisim gdstermektedir. Nanoboyutlu malzeme olarak tanimlanan
yapilar; nanopartikiiller, nanoteller, nanotiipler, nanokristaller, nano ince filmler veya

nanogubuklar gibi farkli siniflara gére ayrilmaktadir. Maddelerin belli boyut araliinda



hacimsel yapilarindan farkli olarak olagandisi islevsellik ve 6zellikler sergilemeleri, bu

konu iizerine ilginin yogunlagsmasinin temel sebebidir (Heiligtag et al. 2013).

Nanoboyutlu malzeme olarak tanimlanan yapilarin en Onemlisi nanopartikiillerdir.
Nanopartikiiller ise boyutlart 100 nm ve altinda olup, nanoboyutlu malzemelerin
dolayistyla nanoteknolojinin temelini olusturmaktadir. Bu partikiillerin diger ticari
malzemelere kiyasla daha farkli ve iistiin kabul edilir 6zellik sergiledikleri bilinmektedir
(Horiba Scientific 2016). Nanopartikiil o6zelliklerinin sik¢a belirtilen cazibesinin
giiniimiizde bilinen nedenleri ise; yiizey atomlarinin essiz 6zellikleri, yliksek yiizey/hacim
orani ve kuantum boyut etkileri olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Nanopartikiil sentezi bu
yapilari sunmus olduklari olagandisi 6zellikler sebebiyle, 6zel teknolojik malzemeler ile
birlikte optik uygulamalar i¢in siiperiletkenler, yiiksek aktiviteli katalizorler, asinmaya
kars1 katkilar, ilag tasiyicilar ve Ozel teshis aletleri, ylizey aktif maddeleri gibi birgok
farmakolojik ve teknolojik iiriinlerin hazirlanmasinin 6niinii agmistir. Ayrica kendine has
islevsellige sahip olmakla birlikte, malzemelerin nanoboyutta kontrolii nanomakinalar,
nanotastyicilar, yiiksek yogunluklu veri depolama hiicreleri ve sensorler gibi
minyatlirlesmis aygitlarin olusumuna izin vermektedir. Agikca goriilmektedir ki,
nanopartikiillerin iiretimi nanoteknoloji alanindaki yeni gelisimler i¢in vazgecilmez ilk
adim olmaktadir. Bu yeni gelismeler nanoyapili cihazlarin ve malzemelerin iiretimini,

tasarimini ve iglevsel olarak kullanimini kapsamaktadir (Graf et al. 2015).

Nanopartikiillerdeki yiizey alanindan hacim oranina nanopartikiillerin 6zellikleri
lizerinde 6nemli bir etkisi vardir. ik olarak, nanopartikiiller malzemenin ayni1 hacmi ile
karsilastirildiginda nispeten daha biliyiikk bir yiizey alanina sahiptir (Sumita 2013).
Budzellikle su sekilde formulize edilebilir: Kiirenin ylizey alan1 = 4nr2; Kiirenin hacmi =
4/3 (nr3) ile hesaplanmaktadir. Yiizey alan1 / Hacim orani 4nr2 / {4/3 (nr3)} =3/ r olarak

sadelestirilebilmektedir.

Verilen hacmin daha kiigiik bir pargaya boliinmesi durumunda ylizey alaninin arttigi
sonucuna varilabilir. Bu nedenle, parcacik boyutu azaldik¢a, atomlarin daha biiyiik bir

kismi, iceridekilere kiyasla yiizeyde bulunur. (Ratner et al. 2013). Ornegin, 3 nm



biiyiikliigiindeki bir parcacik, ylizeyindeki atomlarmin %50'sine, atomlarinin 10 nm
%20'sine ve 30 nm'de yiizeyinde atomlarinin %5'ine sahiptir. Bu nedenle, nanopartikiiller,
daha biiyiik pargaciklara kiyasla birim hacimde ¢cok daha biiytik bir yiizey alanina sahiptir.
Nanopartikiillerin kimyasal olarak daha reaktif olmasina yol agar. Biiyliime ve katalitik
kimyasal reaksiyon yiizeylerde gerceklestigi i¢in, belirli bir nanomalzeme kiitlesi biiyiik
parcaciklardan olusan ayni malzemeden ¢ok daha reaktif olacaktir. Ayrica, yigin
halindeki inert olan malzemelerin nano Olgekli formlarinda iiretildiklerinde reaktif

olduklar1 ve 6zelliklerinin gelistirilebilecegi bulunmustur.

Nanopartikiilleri bu kadar essiz kilan 6zelligi maddelerin belli boyut araliginda hacimsel
yapilarindan daha farkli olarak olagandist 6zellikler ve gorevler iistlenmesidir. Kanser
teshis ve tedavisinde, hedefli ila¢ saliminda nanopartikiiller biyosensorler gibi tip ve

biyoteknoloji alanlarinda kullanilmaktadirlar (D'Almeida et al. 2016).

Nanoteknolojide kullanilan nanopartikiiller; "American Society for Testing and Materials
(ASTM)"1n standart tanimlamasina gore partikiil boyutlari iki ya da ii¢ boyutlu olarak 1-

100 nm uzunluktaki pargaciklar olarak tanimlanmaktadir.

Nanopartikiillerin mevcut bir smniflandirilmasi1 bulunmamaktadir, fakat genel anlamda
islevlerine, igeriklerine, sekillerine, 6z niteliklerine, fonksiyonlarina, boyut, morfoloji,
fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine, birlikte kullanimlarina gore siniflandirilmalari yaygin
olarak yapilmaktadir. Nanopartikiillerin farkli 6zelliklerine gore farkli siniflandirmalar
bulunmaktadir. Basitce metalik, ametalik nanopartikiiller olarak siniflandirilabilecegi
gibi  fonksiyonel Ozelliklerine gore (manyetik, floresan vb.) olarak da
siniflandirilabilmektedir. Kullanim amacina gore istenilen siniflandirma yontemi
degerlendirilebilmektedir. Gozlem yapma kolayligi nedeniyle 0zellikle hiicre

goriintlileme ve ilag tasima gibi calismalarda floresan 6zellik 6nem kazanmaktadir.

Floresans gibi optik 6zellikler partikiil boyutunun bir fonksiyonu haline gelmektedir.
Kadmiyum selenitten yapilanlar gibi benzer yari iletken nanopartikiillerde, boyuttaki

kiiciik farkhiliklar, farkli dalga boylu isiklarin emilimine ve yayilmasina yol agarak,



bunlari floresan izleyiciler olarak faydali hale getirmektedir (Ramsden 2016). Ornegin
floresan nanopartikiiller boyutlariyla, absorbanslariyla ve emisyonlariyla degisir. Buna
gore farkli tip floresans nanopartikiiller sentezlenebilir. Floresan nanopartikiiller hem
optik veri depolama hem de biyokimyasal, biyoanalitik ve tibbi alanlarda diger teknik
uygulamalar i¢in umut verici araglardir. Mevcut tibbi ve biyolojik floresan goriintiileme
yontemleri, esas olarak, molekiil bagina 151k emisyonu ve fotostabilite ile sinirlt olan boya
isaretleyicilerine dayanmaktadir. Floresan nanopartikiiller, stabil 6zellikleri nedeniyle
diger floresan isaretleyicilerin dezavantajlarina sahip degildir ve ¢esitli immiinolojik

testler i¢in basariyla kullanilabilmektedir (Ratner et al. 2013).

Floresan NP’ler icerisinde kullanislt ve ¢ok arastirilan malzemelerden biri olarak karbon
tabanli Kuantum noktalar dikkat ¢ekmektedir. Floresan karbon nanopartikiiller veya
karbon kuantum noktalar1 (CQDs), kisa bir siire once ortaya ¢ikan ve geleneksel
yariiletken kuantum noktalarina potansiyel rakip olarak ¢ok ilgi toplayan yeni bir karbon
nanomalzeme sinifidir. Optik 6zelliklerine ek olarak, CQD'lerin diisiik toksisite, ¢cevre
dostu olma maliyeti ve basit sentetik yollardan istenen avantajlari vardir. Dahasi,
CQD'lerin yiizey pasivasyonu ve fonksiyonel hale getirilmesi, bunlarin fizikokimyasal
ozelliklerinin kontroliine izin verir. Onlarin kesfinden bu yana, CQD'ler kimyasal
algilama, biyoalgilama, biyo-goriintiileme, nanotip, fotokataliz ve elektrokataliz
alanlarinda birgok uygulama bulmuslardir. Bu makale, bu heyecan verici ve iimit vaat
eden alandaki zorluklar ve perspektifler iizerine bir tartigma ile birlikte sentez,
fonksiyonellestirme ve teknik uygulamalara vurgu yaparak, CQD'lerin arastirma ve

gelistirilmesindeki ilerlemeyi gozden gegirmektedir (Shi et al. 2015).

Bu calisma ile floresan 6zellik gdsteren CQD ile farkli kanser hiicre hatlarinda isaretleyici
olarak kullanim potansiyellerinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda
MCF-7 ve CaCO2 hiicre hatlar1 kullanilmis, goriintiileme igin floresan ve konfokal

mikroskoplari ile hoechst ve PI boyalari esliginde etkilesimleri incelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Nanopartikiiller

Nanopargaciklar, bir nanometre 6l¢eginde (yani en az bir boyutta 100 nm'nin altinda)
bulunan pargaciklardir. Malzemeler bilimi ve biyolojisinde onlar1 istenen hale getiren
homojenlik, iletkenlik veya 6zel optik 6zellikler gibi fiziksel dzelliklere sahip olabilirler.
Nanoparcacik arastirmasi su anda biyomedikal, optik ve elektronik alanlardaki ¢ok ¢esitli
potansiyel uygulamalardan dolay1 yogun bir bilimsel arastirma alanmidir. Cesitli tiplerde
nanopartikiiller vardir. Nanoteknolojide kullanilan nanopartikiiller *American Society for
Testing and Materials (ASTM)"1n standart tanimlamasina gore partikiil en az bir boyutta
1-100 nm 6lgegi igerisinde olan pargaciklar olarak tanimlanmaktadir (Batista et al. 2015).

Nanopartikiiller nanomateryallerin biiylik kismini olusturur, 6rnegin altin gibi farkh
malzemelerden yapilabilir. Nanopartikiiller 1 ile 100 nm boyutlarinda olan kolloidal
yapilardir. Bu boyutlarda her pargacik biiyiikliigiine bagli olarak degisen yeni 6zelliklere
sahiptir. Madde nano boyutta kiigiiliirken, elektronik ve diger 6zellikler radikal bir sekilde
degise bilir. Nanoparcaciklar, malzeme Ozelliklerini 6nemli o6l¢iide degistirebilen
olagandis1 yapisal farklilik formlari igerebilir ve bu nedenle sadece kii¢iik miktarlarda
bulk material malzeme olarak kabul edilemez. Her ikisi de saf altindan yapilmis olan iki
nanopartikiil, digerinden daha biliyiikse, farkli sicaklik davramiglari, farkli elektriksel
iletkenlik ve farkli renkler sergileyebilir. Bu, malzemelerin 6zelliklerini kontrol etmek
i¢in yeni bir yolun agilmasi, yani kompozisyonu degistirmek yerine, boyutun degistirile
bilecegi anlamina gelir (Niklasson et al. 1999). Nanopartikiillerin bazi uygulamalart,
malzeme daha kii¢lik boyutlara ayrildiginda daha fazla yiizey alaninin ortaya ¢ikmasindan

yararlanilabilmektedir (Buzea et al. 2007).

Nanoteknoloji ile igili ilk degerlendirilen olgu boyut olmaktadir, ancak malzemenin
niteligi fonksiyonu dogrudan etkilemektedir. Nanopartikiiller genellikle nanoboyutta

olmastyla karakterize edilse de, bu boyuttayken degisen nitelikleri nanopartikiillerin en



onemli Ozellikleridir. Nanomalzemeler ve bulk materyaller arasindaki fark,
nanomalzemelerin boyutlarimin en az bir boyutta 1-100 nm araliginda olmasi, buna

karsilik bulk malzemelerin boyutlarinin her boyutta 100 nm'nin {izerinde olmasidir (Khan

et al. 2012).

Nanoboyutlu malzemeler iizerine gergeklestirilen calismalar son yillarda tek basina
Oonemli bir alan olma dogrultusunda biiyiik bir gelisme gostermektedir. Nanoboyutlu
malzeme olarak tanimlanan yapilarin en Onemlisi nanopartikiillerdir; nanokristaller,
nanopartikiiller, nanotiipler, nanoteller, nanogubuklar ve ya nano ince filmler gibi farkl

siniflara ayrilmaktadir (Crisponi et al. 2017).

Kuantum noktalar da nano boyutlu kristallerdir ve yari iletkendirler ve uygulamalarda
kullanilan kuantum noktalarin ¢aplar1 genellikle 2-15 nanometre (10-75 atom)

uzunlugundadir (James et al. 2012).

Nanopartikiiller ¢ok biiylik yiizey alani/hacim oranina sahiptirler. Buna bagli olarak
floresans gibi optik oOzellikler partikiill c¢apinin bir fonksiyonu haline gelirler.
Nanopartikiiller kullanilarak yapilan malzemelerde sertlik ve elastikiyet 6zellikleri
degisir. Geleneksel polimer yapilarin nanopartikiiller kullanilarak giliglendirilmesi
miimkiindiir. Boyle nanoteknolojik olarak gii¢lendirilmis materyallerin agirligi azalirken

dayaniklilik ve fonksiyon ¢esitliligi artmaktadir (Martinez 1998).

2.2. Nanopartikiiller Orenkleri

Nanopartikiillerin mevcut bir siniflandirilmas: yoktur, ancak genel anlamda islevlerine,
iceriklerine, sekillerine, 6z niteliklerine, fonksiyonlarina, boyut, morfoloji, fiziksel ve
kimyasal ozelliklerine, birlikte kullanimlarina goére smiflandirilmalar1 yaygin olarak

yapilmaktadir (Saeed et al. 2017).

Farkli 6zelliklerine gore farkli siniflamalar bulunmakla birlikte basit olarak su sekilde

siniflandirilabilir:



1. Karbon bazli nanopartikiiller (fullerenes, karbon nanotiibler vb.),
2. Metal bazli nanopartikiiller (altin, demiroksit nanopartikiiller vb.),

3. Yar iletken bazli nanopartikiiller (kuantum noktalar1 vb.)

Bu boyutlarda her parcacik biiyiikliigiine bagl olarak degisen yeni 6zelliklere sahiptir.
Madde nano boyutta kiigiilirken, elektronik ve diger Ozellikler radikal bir sekilde
degisiyor. Nanoparcaciklar, malzeme 0&zelliklerini Onemli o6lgiide degistirebilen
olagandis1 yapisal bozukluk formlari igerebilir ve bu nedenle sadece kii¢lik miktarlarda
bulk malzeme olarak kabul edilemez. Her ikisi de saf altindan yapilmis olan iki
nanopartikiil, digerinden daha biiylikse, farkli sicaklik davraniglari, farkli elektriksel
iletkenlik ve farkli renkler sergileyebilir. Bu, malzemelerin 6zelliklerini kontrol etmek
icin yeni bir yol yaratir. Kompozisyonu degistirmek yerine, boyut degistirebilir.
Nanopartikiillerin baz1 uygulamalari, malzeme daha kii¢iik boyutlara ayrildiginda daha

fazla yiizey alaninin ortaya ¢ikmasindan yararlanir (Couvreur et al. 1995).

2.2.1. Altin nanopartikiiller

Bilinen en eski ve en ¢ok calisilan parcacik olarak altin nanopartikiiller estetik nitelikleri
icin ge¢misten giliniimiize kullanilmis ve son zamanlarda optik — elektronik 6zlliklerine
yonelik ¢ok cesitli yiiksek teknoloji kullanimlar1 bulunmaktadir. DNA molekiilleri, 6zel
olarak tasarlanmis diger DNA parcalariyla mavi goriinen kiimelere doniisen altin
nanopartikiillerine baglanir. Kursun varligi, baglanan DNA'nin par¢alanmasina neden
olur. Bu, bireysel altin nanopartikiillerini keser ve rengi maviden kirmiziya degistirir.
Altin nanoparcaciklar da hastalik tespit etmek i¢in biyosensorler olusturmak igin bir

baglant1 noktasi olarak kullanilir (Dykman et al. 2008).

2.2.2. Giimiis nanopartikiiller

Genellikle "glimiis" olarak tanimlanirken, bazilar1 ylizeyden demirli giimiis atomlarina
oranla biiyiik oranda giimiis oksitten olusur. Eldeki uygulamaya bagl olarak ¢ok sayida

nanopartikiil sekli olusturulabilir. Yaygin olarak kiiresel glimiis nanopartikiiller kullanilir,



ancak elmas, sekizgen ve ince tabakalar da popiilerdir (Zhang et al. 2016). Son derece
genis yiizey alanlar1 cok sayida ligandin koordinasyonuna izin verir. Insan tedavilerine
uygulanabilir glimiis nanopartikiillerin 6zellikleri laboratuvar ve hayvan ¢alismalarinda
arastirtlmaktadir, potansiyel etkinlik, toksisite ve maliyetleri degerlendirmektedir (Jain et

al. 2005).

2.2.3. Silika nanopartikiiller

Silika durumunda, diyatom kabugu veya siinger kafasinin olusumu, son on yilda, yeniden
yapilandirilmis materyalleri ve nano-cihazlarimi detaylandirmak icin 6nemli bilgiler
saglayabileceginden ¢ok dikkat ¢ekmistir. Mineral fazin, biyomolekiiler sablonlarin
varliginda, seyreltilmis Oncii ¢6zeltilerden in vivo olarak ftretilen nanopartikiillerin
Kontrollii bir sekilde toplanmasiyla olustugu diigiiniilmektedir. Silisleyici organizmalarda
bulunan biyomolekiiller ekstrakte edilerek tanmimlanmigtir (Liu et al. 2011). Silikon
pargaciklar1 25 ila 1.000 nm arasinda degisir. Biyomimetik yaklagimlar, canli
organizmalarin hiicre i¢i boliimlerinde bulunanlara ¢ok benzeyen kosullarda silika
olusumunu aktive edebilen ¢esitli dogal veya sentetik molekiillerin tanimlanmasina yol
acmistir. Ek olarak, bu sistemlerin birgogu, boyut araligi ve smirli polidispersitesi
kolloidal biyosilikay1 yeniden iireten silika nanopargaciklarini olusturabilmektedir.
Bununla birlikte, canli organizmalardan biyosilikator molekiillerin ekstraksiyonu ve
karakterizasyonu hala sinirhdir. Silikon nanopartikiiller ila¢g dagitiminda ve gen

terapisinde kullanilmistir (Liu et al. 2010).

2.2.4. Lipoparcaciklar

Lipoparcaciklar, bir lipit ¢ift katmani tarafindan ¢evrelenmis ve konformasyonel olarak
biitiinlesik zar proteinleri ile gdmiilii nanometre biiyiikliigiindeki kiirelerdir. Integral
membran proteinleri, mevcut ilag hedeflerinin > %>50'sini olusturan bir biyolojik
molekiiller ailesidir. Integral membran proteinlerini ¢dzme yetenegi mikroakiskanlar,

biyosensorler, yiiksek verimli tarama, antikor gelisimi ve kompleks reseptorlerin yapisal



10

caligmalar1 i¢in uygulamalara sahip olup, ilag kesfinde kullanilmaktadir (Chen et al.
2013).

2.2.5. Manyetik nanopartikiiller

Manyetik nanopartikiiller i¢in, stigmalar eksikligi parcaciklarin biiyiikligii dikkate
alinarak dikkate deger derecede gii¢lii manyetik alanlar tiretmektedir. Nanopartikiiller de
o kadar kiigiiktiir ki, cogunda atomlar tek bir stigma olmadan miikemmel kristaller halinde

siralanmaktadir (Deng et al. 2017).

2.2.6. Paramanyetik nanopartikiiller

Paramanyetik parcaciklar, hiicre ayirma, protein ayirma ve tek molekiillii 6l¢timler igin
onemli araclardir. Bu uygulamalarda kullanilan pargaciklar asagidaki gereksinimleri
karsilamalidir: boyutta diizgiin, yliksek oranda paramanyetik, fizyolojik tuz tamponu
icinde kararli, islevsel ve 100-1.000 nm biiyiikliigiinde olmalidir. Model patojenlerin
tespiti i¢cin kullanilmistir. Antikorlara bagli olan paramanyetik nanopartikiiller, oldukca

spesifik biyolojik hiicre ayirmalarin1 miimkiin kilmaktadir (Pankhurst et al. 2003).

2.2.7. Siipermanyetik nanopartikiiller

Uygun yiizey kimyasi ile sliperparamanyetik demir oksit nanopartikiiller (SPIONs), MRI
kontrast artis1, doku onarimi, immiinolojik test, biyolojik sivilarin detoksifikasyonu,
hipertermi, ila¢ verme ve hiicre ayirimi gibi birgok in vivo uygulama i¢in deneysel olarak
yaygin bir sekilde kullanilmigtir. Bu uygulamalar, nanopargaciklarin, fiziksel ve kimyasal
olarak tekdiize olmalar i¢in, toplam dar parcacik boyutu dagilimi ile 100 nm'den daha
kiiciik ve yiiksek miknatislanma degerlerine sahip olmasini gerektirir. Buna ek olarak, bu
uygulamalarin manyetik parcaciklarin 6zel yiizey kaplamasi gereklidir, bu da sadece
toksik olmayan ve biyo-uyumlu olmakla kalmaz, ayn1 zamanda belirli bir alanda pargacik
lokalizasyonu ile hedeflenebilir bir verime izin vermelidir. Nanopartikiillerin yiizey

kaplamalarinin dogasi, sadece koloitin toplam biyiikliginii degil, ayn1 zamanda
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viicuttaki nanopartikiillerin biyokinetigi ve biyo-dagilimimnda da Onemli bir rol
oynamaktadir. Manyetik nanopargaciklar, ilaglara, proteinlere, enzimlere, antikorlara
veya niikleotidlere baglanabilir. Bir dis manyetik alan kullanilarak bir organ, doku veya
tiimore yonlendirilir veya hipertermide kullanim igin alternatif manyetik alanlarda
isitilabilir (Mahmoudi et al. 2011). Hiicrelerin manyetik etiketlenmesi, MRI ile in vivo
temporal-spatial migrasyonunu izleme olanagi saglamaktadir. SPIONs kullanarak
hiicreleri manyetik olarak etiketlemek icin cesitli yontemler kullanilmistir. Kok
hiicrelerin ve diger memeli hiicrelerinin manyetik olarak etiketlenmesi, insanlarda
gelecekteki hiicre bazli tedavilere rehberlik etme ve hastalik modellerinde hiicresel bazli

tedavi etkilerinin degerlendirilmesi i¢in potansiyele sahiptir (Amstad et al. 2009).

2.2.8. Floresan nanopartikiiller

Floresan nanopartikiiller, iki-foton uyarim tahlil teknolojisi kullanilarak C reaktif
proteinin (CRP) immiinometrik analizi i¢in etiket olarak kullanilabilmektedir. Bu yeni
test teknigi, yliksek duyarliliga sahip mikrovoluslardan ¢ogullanmis, ayristirmayan biyo-
aparatlik analizleri saglamaktadir. CRP'nin tahlili, 75 nm capindaki bir nanopartikiilat
floresan isaretleyici kullanilarak CRP taban seviyelerinin degerlendirilmesi i¢in optimize
edilmis ve analiz performansi, ayn1 fluorofor ¢ekirdeginin bir molekiiler raportoriine
dayanan CRP analiziyle karsilastirilmistir. Sonuglar, isaretleyici olarak floresan
nanopartikiillerin, molekiiler etiket kullanmadan 2 kat daha biiytik bir hassasiyetle daha
iyi duyarlilik sagladigini gosterirken, farkli analiz tiirlerinin hassas profilleri arasinda
hicbir fark bulunmadigini gostermektedir. Yeni test yontemi, goriiniiste saglikli bireylerin
serumlarinda CRP'nin temel diizeylerinin degerlendirilmesi i¢in uygulanmistir. Bunlar

molekiiler diagnostik uygulamalari i¢in arastirilmaktadir (Mangeolle et al. 2018).

2.3. Kuantum Noktalar

Kuantum noktalar (Quantum Dots = QD), bir lazer gibi bir 151k kaynag: tarafindan
uyarildiginda parildayan yari iletken malzemenin nano olgekli kristalleridir. QD'nin

boyutu, diislik enerji 15181yla 151nlandiginda ortaya ¢ikan 151k frekansini belirler. QD'lerin
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baslangigta kararsiz ve ¢ozelti i¢inde kullanilmasi zor bulunmustur (Gorbachev et al.
2016). Biyolojik deneyler i¢in renkli optik kodlama tam olarak kontrol oranlari polimerik
mikro-taneler, farkli biiyiikliikteki QD'lerin i¢ine gomiilmesiyle elde edilmistir. Onlarin
yeni optik 6zellikleri (6rnegin, boyut ayarlanabilen emisyon ve eszamanli uyarma) bu son
derece parlak QD'leri dalga boyu ve yogunluklu ¢ogullama i¢in ideal floroforlar haline
getirmistir. 10 yogunluk seviyesinin ve 6 rengin kullanimi teorik olarak 1 milyon niikleik
asit veya protein dizisini kodlayabilmektedir. Goriintiileme ve spektroskopik Ol¢iimler,
QD-etiketli taneciklerin son derece muntazam ve tekrarlanabilir oldugunu ve uygun
kosullarda %99.99 gibi yiiksek bir oranda tanimlama dogrulugu sagladigim
gostermektedir. Bu spektral kodlama teknolojisinin gen ekspresyonu calismalarinda,
yiiksek verimli taramalarda ve tibbi teshislerde yeni firsatlar agmasi beklenmektedir
(Ramirez et al. 2015).

Mikroemiilsiyon-gazin oda sicakliginda temas ettirilmesi ile liiminesan QD'lerin
kontrollii sentezi igin dlgeklenebilir bir yontem bildirilmistir (Karanikolos et al. 2004).
Teknik, bir¢cok benzer nanoreaktor olusturmak i¢in bir mikroemiilsiyonun daginik fazinm
kullanmustir. Bu yaklasimda, ZnSe QD'ler, hidrojen selenid gazi, formamid i¢inde bir poli
- (etilen oksit), poli - (propilen oksit), poli - (etilen oksit) amfifilik blok kopolimerin
kendiliginden birlesmesiyle olusturulan bir mikroemiilsiyonun heptan nanodropletlerinde
¢oziinmiis dietil ¢inko ile reaksiyona sokularak sentezlenmistir. Her nanodropda tek bir
nanokristal {retilir, boylece heptandaki baslangi¢ dietil ¢inko konsantrasyonunun
manipiilasyonuyla partikiil boyutunun iyi kontrol edilmesi saglanmistir. ZnSe
nanokristalleri, boyut bagimli liiminesans ve miilkemmel fotostabilite sergilemistir.
Parcacik yiiklii emiilsiyonlar aylar boyunca depolanmada oldukg¢a stabil oldugu
bildirilmistir (Lee et al. 2002).

Nano olgekli yariiletken QD'lerin ¢esitli renkleriyle doldurulmus lateks boncuklar,
herhangi bir sayida farkli prob igin benzersiz etiketler olarak kullanilabilmektedir. Isiga
maruz kaldiginda, boncuklar kendilerini ve onlarin bagli problarini, farkli bir renk
spektrumunda 151k yayarak bir cesit spektral barkod tanimlanabilir. QD'lerin sekli ve

boyutu, belirli renkleri floresana gore uyarlanabilir. Protein ve DNA'y1 aydinlatmak i¢in
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kullanilan akim boyalar1 hizli bir sekilde azalmaktadir, ancak QD'ler canli hiicrelerde
giinlerce veya daha uzun siire biyolojik reaksiyonlarin izlenmesine izin verilebilir (Tsoi

et al. 2013).

QD'ler giiglii bir manyetik alana da yerlestirilebilir, bu da alanin giiciine bagli olan bir
enerji boslugu ile ayrilan iki nokta enerji noktasinda bir elektron vermektedir. Elektron,
bir uzak kizil o6tesi fotonun enerjisine karsilik gelecek sekilde, alani degistirerek,
ayarlanabilen bir enerjinin tam bir fotonu emerek boslugu atlayabilmektedir. Bir foton
emilimi ile uyarildiktan sonra, elektron tek elektronlu bir transistoriin terminaline

atlayabilir, burada “anahtari atar” ve algilanabilmektedir (Fischer et al. 2010).

Saf parlakligi ve yiliksek fotostabilitesi nedeniyle, QD'ler molekiiler isaret¢i olarak
hareket etme yetenegine sahip olmaktadir. lgili bilesiklere veya proteinlere eklendiginde,
QD'ler arastirmacilara biyolojik medyanin veya tiim organizmalarin hareketlerini takip
etmelerini saglamakta olup, tip uzmanlarinin hastaliklar1 ¢aligma, teshis ve tedavi etme

seklini 6nemli dlglide etkileyebilmektedir (Walling et al. 2009). QD'lerin uygulamalari:

- Yasam bilimleri arastirmasi - canli hiicrelerde proteinlerin izlenmesi

- Fliloresan tespiti — mikroskopi, biyosensorler, ¢ok renkli akis sitometrisi

- Molekiiler teshis

- Ex vivo canli hiicre goriintiileme

- PET ve MRI ile izlenen hiicrelerin, dokularin ve tiimorlerin in vivo hedeflenmesi

- Yiiksek verimli tarama olarak siralanabilir (Wang et al. 2014; Fernando et al. 2015; Shi
et al. 2015; Yang et al. 2013; Saeed et al. 2017; Shi et al. 2011; Chandra et al. 2013).

Deneysel kullanimlarinin son 6rnekleri, canli noronlarda bireysel glisin reseptdrlerinin
difiizyonunun gézlemlenmesi ve cerrahi sirasinda yakin kizilotesi (NIR) emisyon ile canli
hayvanlarda lenf diigiimlerinin tanimlanmasini icermektedir. Yeni nesil QD'lerin, tek
molekiillii seviyede hiicre ici siiregler, yiiksek coziintlirliiklii hiicresel goriintiileme,
hiicrelerin uzun vadede in vivo gbzlemi, tiimor hedeflemesi ve tanilama galismalari igin

genis bir potansiyeli olmaktadir (Michalet et al. 2005).
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Florensan karbon noktalar1 (CQD’lar), son yillarda fiziksel ve kimyasal &zellikleri,
biyouyumluluk, optik emiciligi, diisiik toksisite, kimyasal stabilite, biyomedikal
goriintiileme, tibbi tan1 ve teshis, kataliz, sensorler, ilag iletimi gibi c¢ok c¢esitli
uygulamalarda umut verici bir aday haline gekmektedir. Son zamanlarda, biyo-
goriintliileme, biyosensor, boya duyarli giines pilleri dahil olmak iizere teknolojik
toplumda optik, elektrokimyasal liiminesans ve foto-indiikklenmis elektron transfer
Ozellikleri nedeniyle ¢esitli karbon noktalarina dayali nanomalzemeler hazirlanmistir.
CQD’leri iiretmek i¢in yukaridan asagiya ve asagidan yukariya yontemler kullanilmastir.
Son zamanlarda, CQD’lerin iiretimi i¢in tek adimli stratejiler, siirecin basit ve verimli
olmasi nedeniyle aragtirmacilari etkilemis olup, karbon materyallerine kolayca erigsebilme

yollarini bulmaktadirlar (Jin et al. 2018).

2.3.1. Karbon kuantum noktalari ve uygulamalari

Floresan karbon nanopartikiiller veya CQD, kisa bir siire dnce ortaya ¢ikan ve geleneksel
yariiletken kuantum noktalarina potansiyel rakip olarak ¢ok ilgi toplayan yeni bir karbon
nanomalzeme sinifidir. Karsilastirilabilir optik 6zelliklerine ek olarak, CQD'lerin diisiik
toksisite, ¢evre dostu olma maliyeti ve basit sentetik yollardan istenen avantajlari
bulunmaktadir. Bununla birlikte, CQD'lerin yiizey pasivasyonu ve fonksiyonel hale
getirilmesi, bunlarin fizikokimyasal 6zelliklerinin kontroliine izin vermektedir. Onlarin
kesfinden bu yana, CQD'ler kimyasal algilama, biyoalgilama, biyo-goriintiileme, nanotip,

fotokataliz ve elektrokataliz alanlarinda bir¢ok uygulama bulmuslardir (Shi et al. 2015).

CQD'ler, gectigimiz on yilda 6énemli bir ilgi ¢ceken yeni bir nanomalzeme siniflaridir.
Fliioresans emisyonlarinin kesin kokenleri tartigsmasiz kalsa da ve floresan emisyonlarinin
mekanizmalarinin daha net bir resmini ¢izmek i¢in daha fazla aragtirmaya ihtiyag¢ duyulsa
da, CQD'ler i¢in iki sinif floresan emisyon mekanizmasi onerilmistir. Fliioresan emisyon
mekanizmasinin birinci sinifi, konjuge p bolgelerinin neden oldugu bant aralig1 gecisleri
iken, ikinci smif, CQD'lerde yiizey kusurlariyla iligkili daha karmasik kokenleri
igcermektedir (Shi et al. 2015).
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CQD yiizeyine bagli poli (propiyonil etilenimin-ko-etilenimin) (PPEI-EI) gibi organik
veya polimerik malzemelerle yiizey pasivasyonu lizerine, ylizey kusurlari stabilize edilir
ve hem ¢6zelti benzeri siispansiyonda hem de kati halde giiglii floresans emisyonlar1 tespit
edilir. Bu gibi pasiflestirilmis CQD'lerin emisyonlari, genis bir goriiniir bolge bolgesini
kapsamakta ve yakin kizilotesi (NIR) bolgeye uzanmaktadir (Wang et al. 2014).
Kullanilan ylizey pasiflestirme ajanlarmin goriiniir ve NIR bdlgelerinde yayici
olmadigina dikkat edilmelidir, bu nedenle go6zlemlenen herhangi bir floresan
emisyonunun yiizey aktiflestirilmis CQD'lerden kaynaklanmis olmasi gerekir. PPEI-EI
pasiflestirilmis CQD'lerin floresan spektrumlarindan, emisyonlarin genis ve uyarma
dalga boyuna bagli oldugu agiktir. Yiizey-pasiflestirilmis CQD'lerin ayarlanabilir
emisyonlar, CQD'lerin farkli boyutlarindaki partikiillerin ~ ¢esitli ~ floresan
karakteristiklerinin ve CQD'lerin ylizeyinde farkli yayici alanlarin dagiliminin bir sonucu
olabilir. Tartigmali sonuglar siklikla gozlemlendiginden deneysel gozlemler yararl
degildir. Ayrica, CQD'lerin optik 6zellikleri, preparatlarinda kullanilan sentetik yollarla
yakindan iligkilidir (Wang et al. 2014). Ornegin, Sun ve ekibi (2015) floresan
emisyonlarmmi, CQD'lerin  yiizey enerji  tuzaklarmin  eksitonlarinin  151ma
rekombinasyonuna bagladilar. Yiizey pasivasyonu iizerine, bu enerji kapanlar stabilize
edilir ve bu nedenle salimsal hale gelir - yariiletken kuantum noktalarinda gozlenen bir
olaydir. CQD'lerin ylizeyinde salimsal enerji tuzaklarinin kuantum hapsi etkisi olmasi

gerektigini 6ne siirmiislerdir (Sun et al. 2015).

Ek olarak, birka¢ rapor CQD'lerin floresan emisyonlariin pH'a bagli oldugunu
gostermistir. Liu ve arkadaglar1 (2010) CQD'lerinin floresan yogunlugunun, pH'm artirilip
azaltilmadigina bakilmaksizin, soliisyonun pH degerinin 7,0 optimal degerinden kaydig1
zaman azaldigim1 fark etti. Baska bir raporda, CQD'lerin floresan yogunlugunun,
¢cozeltinin pH degerinin S'den 9.33'e degistirildigi zaman sadece %3'liikk bir azalma
gosterdigi gozlenmistir (Liu et al. 2010). Jia ve arkadaslar1 (2014) askorbik asit
cozeltisinin dogrudan 1sitilmasindan hazirlanan CQD'lerin pratik olarak lineer oldugunu
bildirmislerdir. Cozeltinin pH'sine bagimliligt 4.0 ila 8.0 araligindadir. Floresan
yogunlugu, pH 4.0 ila 8.0 arasinda %90'a kadar azaldi. Karboksil gruplarinin CQD'lerin

yiizeyindeki deprotonasyonuna karsilik gelen 4.0 ila 8.0 arasindaki ¢ozeltinin pH'inin
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degistirilmesi, CQD'lere elektrostatik doping / sarja neden olabilir ve Fermi seviyesini
degistirebilir (Jia et al. 2014). Yukarida goriildigii gibi, ¢ozeltinin pH's1 ile floresan
yogunlugunun ve CQD'lerin hazirlanmasinda kullanilan sentetik yollarin 6nemli dlgiide
bliyiik varyasyonu, genis c¢apta kabul edilen bir floresan emisyon mekanizmasinin

bulunmasinda ek karmagiklik katmaktadir.

Daha 6nce tartisildigr gibi, CQD'lerin karsilastirilabilir optik 6zellikleri ve iyi kimyasal
ve fotokimyasal stabilitesi de dahil olmak tizere yariiletken kuantum noktalar1 tizerinde
birgok avantaji bulunmaktadir. Bununla beraber karbon biiyiik 6l¢iide toksik degildir ve
cevre dostudur. Bu o6zellikler CQD'leri, hem in vitro hem de in vivo olarak biyolojik
sistemleri gorsellestirmek i¢in yariiletken kuantum noktalarina alternatif olarak ¢ok cazip
hale getirir. Genel olarak, CQD'lerin karbon ¢ekirdekleri toksik degildir ve CQD'lerin
herhangi bir sitotoksisitesi esas olarak CQD ylizeyi iizerindeki ylizey pasiflestirici
maddelere baghidir. Diisiik sitotoksisiteye sahip yiizey pasiflestirici maddelerin in vivo
goriintlileme icin yiiksek konsantrasyonlarda giivenle kullanilabilecegi gosterilmistir

(Zhang et al. 2016).

Organik boya-konjuge CQD'lerin HaS igin etkili floresan problari oldugu ortaya ¢ikmuistir.
Organik boya-konjuge CQD'lerin mavi emisyonunu yesile geviren eser miktarda H2S
varliginda bir FRET islemi gerceklestirilmistir. Onceki ¢alismalar, H2S'nin basit bir
difiizyon ile hiicre zarina niifuz edebilecegini kanitlamistir. Bir floresan mikroskobu
kullanarak, organik boya konjuge CQD'lerin canli hiicrelerde fizyolojik olarak ilgili H2S
seviyelerindeki degisiklikleri gorsellestirebilme yetenegi degerlendirilmistir. HoS ile
muamele edilmeden Once ve sonra organik boya-konjuge CQD'ler ile inkiibe edilmis
HeLa ve 1929 hiicrelerinin floresan goriintiilerini gosterir. 37°C'de 30 dakika boyunca
H2S'ye maruz birakilan organik boya ile konjuge CQD ile boyanmis hiicrelerin hiicre i¢i
floresan1 yesile donmiistiir, bu da organik boya konjuge CQD'lerin canli H2S seviyesi
degisikligini izlemek i¢in umut verici floresan problar oldugunu agik¢a gostermektedir
(Khazaei et al. 2012). Baska bir 6rnekte, bir karbon kaynagi olarak N- (b-aminoetil)-g-
aminopropil metil-dimetoksisilan kullanilarak sentezlenen CQD'ler, yiizeylerindeki

kalint1 etilendiamin gruplar1 nedeniyle Cu*? ile segici bir sekilde etkilesime girmistir. Ek
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olarak, Cu> + i¢in ¢ift emisyonlu sondalar, bu gibi CQD'leri, Rodamin B (RhB) katkilt
silika nanopartikiillerin yiizeyine kaplayarak hazirlandi. CQD'lerin fliioresani, Cus + ile
verimli bir sekilde sondiiriiliirken, RhB'nin ihmal edilebilirligi etkilendi. Bu problari

kullanarak canli hiicrelerde in vivo olarak goriintiilemede basarili girisimler yapildi

(Cherukula et al. 2016).

Hsu ve arkadaslari (2014) tarafindan elde edilen hiicre goriintiileri, CQD'lerin ¢gogunlukla
sitoplazma ve hiicre zarinda lokalize oldugunu gostermistir. PPEI-EI ile pasiflestirilmis
suda ¢oOziinebilir CQD'lerin, MCF-7 hiicrelerinin hiicre membranin1 ve sitoplazmasini
etiketleyebildikleri ve ¢ekirdege ulagsmadiklar1 da gosterilmistir. Bununla birlikte, aktif
karbondan sentezlenen CQD'ler, hiicre zarin1 ve COS-7 hiicrelerinin sitoplazmasini segici
olarak isaretlemistir. Diger taraftan, silika-kapsiillenmis CQD'lerle inkiibe edilen
hiicrelerin, sitoplazmik alanda sadece parlak bir fliioresan sergiledikleri bulunmustur
(Hsu et al. 2014). Fowler ve meslektaslar1 (2012), amfifilik biyo-uyumlu bir polimerin
icerisine yerlestirilmis CQD'leri hazirladilar. Bunlar, daha sonra, Cin hamsteri yumurtalik
hiicresi membrani1 boyunca seyahat edip sitosol igine yerlestiler. Hu'nun ekibi (2012),
%54.3'liik kuantum verimi ile b-PEI kapli CQD'leri hazirladi ve bu CQD'lerin sitoplazma
boyunca muntazam bir sekilde dagildig1 gozlendi. Bu 6rnekler acikca gostermektedir ki,
CQD'nin lokalizasyonu, yiizey pasiflestirici maddelerin se¢imine ve ylizey pasiflestirme

moduna baglh olarak degisir (Fowler et al. 2012).

CQD'ler farkli dalga boylarinda emisyonlar sergileyebilmektedir, bu da onlari etiketleme
ajanlarinin ¢ogunlugundan ayiran biiyiik bir avantajdir. Bu, arastirmacilarin uyarma ve
emisyon dalga boylarimi kontrol etmesini ve segmesini saglamaktadir. Seker kamisi
suyundan hazirlanan ‘“Yesil”” CQD'ler de bakteri ve maya hiicrelerinde farkli uyarim
modlari {izerine ¢ok renkli emisyonlar sergilemistir. Ozellikle, Ray ve arkadaslar1 hiicre
goriintlileme icin gerekli olan yiiksek bir floresan yogunlugunun elde edilmesi i¢in yiizey
pasivasyonunun gerekli olmayabilecegini ortaya koymustur. Kurumun termal
yanmasindan hazirlanan ve asitle muamele edilmis CQD'ler, herhangi bir yiizey
pasiflestirici madde ile kaplanmamis olsalar bile, Ehrlich assit karsinom hiicrelerine

basarili bir sekilde translokasyon yapabilmistir (Ray et al. 2013).
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Uyarma dalgaboyu yeterince kirmizi bolgeye, CQD'ler NIR bdlgesinde
yayilabilmektedir. NIR bolgesindeki emisyon nispeten zayif olmasina ragmen, CQD'lerin
in vivo floresans izleme galismalari i¢in biiyiik bir potansiyeli olmaktadir, ¢linkii hayvan
viicudu NIR bdélgesinde pratik olarak saydam olmaktadir. Yang ve ¢alisma arkadaslar
(2015), CQD'lerin canli farelerde kontrast ajanlari olarak yasayabilirligini aragtiran ilk
grup olmustur. Deneylerinde PEG1500N pasiflestirilmis CQD'ler farelere deri altindan
enjekte edilmis ve enjeksiyondan 24 saat sonra sadece soluklasan parlak floresan
emisyonlart gozlemlenmistir. Eger CQD'ler intravendz olarak enjekte edilmis,
emisyonlar sadece mesane bolgesinde gozlenmis, bdylece intravendz yolla sokulan
CQD'ler i¢in idrar ¢ikarma igleminin ana ¢ikis yolu oldugu diisiiniilmiistiir. Ayn1 grup,
ZnS katkili CQD'leri kullanarak lenf damarlarindaki go¢ii de basariyla izlemistir (Yang
et al. 2015).

Cao ve arkadaslar1 (2013), iyi kurulmus CdSe / ZnS kuantum noktalar1 ile
karsilagtirilabilir parlaklik gosteren farelerde in vivo goriintileme i¢in ZnS katkili
CQD'leri kullanmislardir. Bununla birlikte, CQD ve CdSe / ZnS kuantum noktalarinin
farelere intradermal enjeksiyonundan sonra, her iki tipte kuantum noktasinin aksiller lenf
diiglimlerine hareket etmesine ragmen, ilkinin ikincisinden ¢ok daha yavas bir hizda
hareket ettigi gézlenmistir. Bu, CQD ve lenf hiicreleri arasindaki etkilesimi azaltan CQD
yiizeyindeki PEG molekiillerine atfedilmistir. CQD'lerin in vivo olarak CdSe / ZnS
kuantum noktalarininkilere gore gozlemlenen rekabetgi performansi ozellikle ilgi
cekmektedir. Yukaridaki sonuglar, CQD'lerin biyo-goriintiilemeye yonelik yeni bir
yiiksek performansli ancak toksik olmayan madde smifi halinde gelistirilebilecegini

gostermektedir (Cao et al. 2013).

Hiicreler tarafindan CQD tutulumunun kesin mekanizmasi agikliga kavusturulmalidir,
ancak artan deneysel kanitlar, CQD'lerin hiicre ¢ekirdegine onemli Ol¢iide sizinti
olmaksizin endositoz yoluyla hiicre tarafindan muhtemelen igsellestirildigini
gostermistir. Ayrica, CQD'ler lizerindeki koruyucu / fonksiyonel kaplamalar arasindaki
etkilesimin, segici hiicre hedeflemesinde 6nemli bir rol oynadigina inanilmaktadir.

Gelecekte, CQD'lerin hiicrelere ve hatta belki de c¢ekirdeklere daha iyi hedefleme
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kabiliyeti, CQD'lerin proteinleri veya peptitleri kolaylastirarak konjuge edilmesiyle elde
edilebilir ve bu da CQD'lerin hiicre zar1 bariyerini daha kolay ge¢mesini saglar (Shi et al.
2015).

2.4. Biyogoriintiileme

Biyolojik goriintiileme, biyolojik siirecleri ger¢ek zamanli olarak invaziv olmayan sekilde
gorsellestiren yontemlerle ilgilidir. Biyolojik goriintiileme, yasam siiregleriyle miimkiin
oldugunca az miidahale etmeyi amaglamaktadir. Ayrica, gézlemlenen 6rnegin 3-D yapisi
lizerinde disaridan, yani fiziksel girisim olmaksizin bilgi edinmek i¢in siklikla
kullanilmaktadir. Daha genis anlamda, biyo-goriintileme, gozlem igin sabitlenmis
biyolojik materyali gorsellestiren yontemleri de icermektedir. Biyolojik goriintiileme,
hiicresel yapilarin ve tiim hiicrelerin, ¢ok hiicreli organizmalarin tiimiine kadar olan
dokular iizerindeki gozlemini kapsar. Digerleri arasinda, goriintiileme i¢in kaynak olarak
151k, fliioresan, elektron, ultrasonografi, rontgen, manyetik rezonans ve pozitron

kullanilabilmektedir (Wang et al. 2014).

Biyogoriintillemede son gelismeler, siiper-¢oziiniirliik, iki fotonlu floresan uyarma
mikroskobu, foto-agartma (FRAP) ve floresan rezonans enerji transferi (FRET) sonra
floresan kurtarma / yeniden dagitim icermektedir. Son birkag yilda molekiiler biyoloji ve
biyogoriintiilleme arasindaki giiglii etkilesim bir¢ok iyon ve metabolit i¢in artan sayida
nanosensOriin tasartmina yol agmustir. Hiicrelere dahil edildiginde, bu hiicreler s6z

konusu metabolit i¢in isaretlenmis bir yap1 haline gelmektedir (Zhang et al. 2016).

Grafen kuantum noktalar (GQD), kismen miikemmel optik 6zelliklerine bagh olarak
biyoteknolojide son derece basarili olma potansiyeline sahiptir. Ayn1 zamanda oldukga
diisiik sitotoksisiteleri nedeniyle hiicre aktivitesinde, 400 n g GQD'nin 150 pL kiiltiir
besiyerine (104 hiicre) eklenmesi iizerine belirgin bir zayiflama olmadigini bildirilmistir

(Zhu et al. 2015).
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Zhu ve arkadaslar1 (2015) bir MTT analizinde amino ve amido ile islevsellestirilmis m-
GQD'leri ve azaltllmis r-GQD'leri karsilagtirirken azaltilmig hiicre canliligini
gostermistir. MTT kolorimetrik deneyler, tetrazolium boyasi (MTT) azaldikga renkteki
degisikligi izleyerek hiicresel aktiviteyi 6l¢mektedir. MTT analizlerinin sonuglari, r-
GQD'ler i¢in %80'den fazla canliliga kiyasla 400 pg m-GQDs eklendiginde hiicre
canliligmin %60"n altinda oldugunu gostermektedir. Arastirmacilar, m-GQD'lerle
gbzlemlenen hiicre canliliginda azalmanin, hem nitrojenin hem de alkil zincirlerinin
hiicre islevselligini etkileyebilecegi metilamin islevsellestirmesine bagli olabilecegini
ileri stirmiislerdir. Ayn1 zamanda 808 nm'de IR-yakin uyarimdan parlak yesil ve mavi
liminesansin gozlemlendigi hiicreler i¢inde yukari-doniisiim saptanilmistir (Zhu et al.

2015).

2.4.1. Biyogoriintiileme cesitleri

Gorlintiilemedeki tiim ilerlemelere ragmen, rontgen (X-151n1) halen diinyada kullanilan en
yaygin goriintiileme yontemidir. X-1s1n1 pnémoni, akciger kanseri veya kalp sorunlari

arama ortopedik cerrahi uygulamasinda kullanilmaktadir (Shamir et al. 2009).

Ultrason da ¢ok popiiler bir goriintiileme yontemidir. Fetal boyutu 6l¢mek i¢in en sik
kullanilan gebeliklerde, kan damarlarini, safra taslarini, kalbi, kaslar1 ve eklemleri ve
pelvik organlari incelemek i¢in de kullanilmaktadir. Diger birgcok goriintiileme
yonteminden farkli olarak, bir ultrason, sabit goriintiiler yerine "gercek zamanli" hareketli
resimleri gostermektedir. Ultrason, isminden de anlasilacagi gibi, viicut tarafindan 1s1
olarak emilen ses dalgalarini kullanir. Isinma etkisi yoktur ve ultrasonun bilinen higbir

zararli etkisi bulunmamaktadir (Wells 2011).

Diger yaygin tibbi goriintiileme bir bilgisayarli tomografi (CT) taramasidir ve viicudun
kesitsel olarak incelenmesini saglar. CT taramasi, hem yumusak doku hem de kemige

bakmak i¢in mikro dilimlerdeki alan boyunca ilerler (Erickson 2011).
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Gorilintiileme i¢in 6nemli bir yontemde manyetik rezonans goriintiilemedir (MRI). Bir
MRI, i¢ govdenin fotograflarint ¢ekmek icin manyetik alan ve radyo dalgalar
kullanilmaktadir. Bir MRI, viicut organlarmin ve yumusak dokularin yiiksek
¢Oziinlirliklii resimlerini alir; kan damarlari, beyin dokusu, diskler, baglar ve kaslar
olarak siralanabilir. Birgok doktor, spor yaralanmalar1 veya beyin taramalar1 ve organ
taramalarinda eklemlere ve baglara bakmak amaciyla MRI kullanilmaktadir (Rowayda
2012).

Bir elektron mikroskobu, aydinlatma kaynagi olarak bir hizlandirilmis elektron 1sim
kullanan bir mikroskoptur. Bir elektronun dalga boyu, goriiniir 151k fotonlarina gore
100.000 kat daha kisa olabildiginden, elektron mikroskoplari, 151k mikroskoplarindan
daha yiiksek bir ¢ozme giiciine sahiptir ve daha kii¢ilik nesnelerin yapisini agiga ¢ikarabilir

(Rudenberg et al. 2010).

Elektron mikroskoplart (EM), bir optik 151k mikroskobunun cam merceklerine benzer
elektron optik mercek sistemlerine sahiptir. Elektron mikroskoplari, mikroorganizmalar,
hiicreler, bliylik molekiiller, biyopsi drnekleri, metaller ve kristaller dahil olmak {izere
cok cesitli biyolojik ve inorganik drneklerin ultrastriiktiiriinii arastirmak icin kullanilir.
Endiistriyel olarak, elektron mikroskoplari siklikla kalite kontrol ve ariza analizi i¢in
kullanilir. Modern elektron mikroskoplari, goriintiileri yakalamak i¢in 6zel dijital
kameralar ve gerceve kavrayicilart kullanarak elektron mikrograflar iretir. Elektron
mikroskoplarinin ¢esitleri bulunmakla birlikte iki ¢esidi (taramali EM = SEM ve gegisli
EM = TEM) yaygin olarak kullanilmakta ve bilinmektedir.

Genel olarak, bir SEM'nin goriintii ¢6ziiniirliigli bir TEM'ninkinden daha diisiiktiir.
Bununla birlikte, SEM bir numunenin i¢ ylizeyinden ziyade bir yiizeyi yansittigindan,
elektronlarin numune boyunca ilerlemesi gerekmez. Bu, numuneyi elektron saydamligina
inceltmek icin kapsamli numune hazirlama ihtiyacini azaltir. SEM ayrica biiyiik bir alan
derinligine sahiptir ve bu nedenle 6rnegin ii¢ boyutlu ylizey seklinin iyi temsilleri olan
goriintiiler Uretebilir. SEM'lerin bir diger avantaji, hidratli numunelerle veya yiiksek,

vakumlu veya odacik gazlarinin altinda, diisiik kaliteli ve ¢ozliniirliikte goriintii liretebilen
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cevresel taramali elektron mikroskobu (ESEM) ile birlikte gelmektedir. Bu, geleneksel
elektron mikroskoplarmin yiiksek vakumunda kararsiz olan sabitlenmemis biyolojik

numuneleri kolaylastirir (Danilatos 1986).

Biyogoriintiilemede oOnemli araglardan birisi de floresan mikroskoplardir. Hiicre
goriintiilemede yaygin olarak kullanilan bu tiirden bir varyasyon, floresan konfokal
mikroskobu olup, genis spektrumlu floresan mikroskobu ile aynidir, ancak uyarma ve

emisyon 15181 konfokal konfigilirasyon ile diizenlenmistir (Pawley 2006).

Konfokal mikroskop, odak dis1 15181n toplanmasini 6nlemek i¢in tasarlanmistir. Oldukca
kiictik bir acikliktan fotodedektoriiniin bulundugu yere odaklanmis bir nokta lazer 15181
kaynagina sahiptir. Bir 3 D veri kiimesi, mikroskopun bir dizi diizlemde odaklanmasi ve
bu diizlemlerin her birinde tam bir taranmis goriintiiniin toplanmasiyla elde edilir (Pawley
2006; Yu et al. 2006). Fotodedektorden ¢ikan elektrik sinyalini, kaydedilebilen dijital bir
forma doniistiiren konfokal mikroskoptaki elektronik cihaz olan analog-dijital (A / D)
doniistiiriiciiniin dinamik araligini en iyi sekilde kullanabilmeyi saglamaktadir (Fellers et

al. 2007).

2.4.2. Biyogoriintiillemede kullamlan isaretleyiciler ve/veya boyalar

Propidyum iyodiir (PI), etidyum bromiir (EB), diaminofenilindol (DAPI), akridin turuncu
(AO) ve Hoechst boyalar1 gibi aromatik amino veya guanidin gruplarina sahip floresan
boyalar, floresan yaymak i¢in niikleotidlerle etkilesime girmektedir. EB ve PI molekiilleri
DNA ¢ift sarmalin igine girmekte, DAPI ve Hoechst boya molekiilleri DNA ¢ift
sarmalmin kiiciik oluguna yapismaktadir. Ote yandan, akridin turuncusu (AO), gift
sarmallt DNA veya tek iplikli DNA ve RNA ile kompleksler olusturabilir. Bir AO
molekiilii 526 nm'de maksimum dalga boyu ile yesil fliloresan yaymak icin ii¢ baz ¢ift
cift iplikli DNA ile interkalasyon yapabilir. Bir AO molekiilii, ayn1 zamanda, 650 nm'de
maksimum dalga boyu ile kirmiz1 fliloresan yayan bir y18ilmis veya istiflenmis yap1
olusturmak icin tek iplikli DNA veya RNA'nin bir fosfat grubu ile etkilesime girebilir.

Bu floresan boyalar, Hoechst boyalar1 hari¢, canli hiicrelerin hiicre zarlar1 boyunca



23

gecirimsizdir ve Olii hiicrelerin floresan gostergeleri olarak kullanilabilir. Hoechst
boyalari, fizyolojik kosullar altinda pozitif yiiklidir ve canli hiicre zarlarindan

gecebildigi bildirilmistir (Horobin et al. 2002).

Mavi fliioresan Hoechst boyalari, agaroz jellerinde RNA'nin varliginda hassas DNA
belirlemesi (>3 ng), otomatik DNA tayini, hiicre sayisinin hassas belirlenmesi ve
kromozom ayirma gibi ¢esitli uygulamalara sahip hiicre gecirgen niikleik asit lekeleridir.
Bu boyalarin fliioresani, hiicrelerde DNA konformasyonuna ve kromatin durumuna ¢ok
duyarhidir. Sonug olarak, niikleer hasarin derecelerini tespit edebilirler. Hoechst boyalari,
boyalarin emisyon spektral kaymalarini izleyerek, DNA hasarmin ve diger canlilik
Ol¢iimlerinin akis sitometrik olarak taninmasi i¢in faydali yasamsal boyalardir. Bu
bisbenzimidazol tiirevleri, AT seciciligi olan supravital minér groove baglayict DNA
lekeleridir. Boyalar, tiim niikleik asitlere isaret eder, ancak AT bakimindan zengin
dsDNA seritleri, GC bakimindan zengin seritlerden ~ 2 kat daha fazla floresan gelistirir.
Bu 6zellik, kromozomlardaki Q-bantlarin1 tanimlamak i¢in kullanilmistir (Q-bantlari:
boya kinakrine boyandiginda parlak bir sekilde fliiloresan AT-zengin kromozom
bolgeleri) (Parrilla et al. 2004).

Propidyum iyodiir (veya PI), hiicreleri boyamak i¢in kullanilabilen bir floresan ara
tabakadir. Propidyum iyodiir hiicre dongiisii analizinde hiicre canliligim1 veya DNA
icerigini degerlendirmek i¢in akis sitometrisinde DNA ¢ekirdegi olarak veya ¢ekirdegi ve
diger DNA iceren organelleri gorsellestirmek icin mikroskopi olarak kullanilir.
Propidium Iyodiir, canli hiicrelerin zarmi gegemez, bu da nekrotik, apoptotik ve saglikli
hiicreleri ayirt etmeyi kolaylastirir. PI ayrica RNA'ya baglanir ve RNA ile DNA boyamasi
arasinda ayrim yapmak i¢in niikleazlarla tedavi gerektirir (Propidium lodide Solution —
Biolegend 2015).

2.5. Hiicre Kiiltiirleri

Yasamin temel birimi olan hiicreler, biyolojik arastirmalarda inanilmaz derecede faydal

bir aractir. Fizyolojik siiregleri anlamak ve tibbi tedavilerde kullanim igin toksik veya
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terapotik bilesiklerin taranmasi i¢in bir zorunlu model sistemi olarak hizmet ederler. Ek
olarak, hiicreler, diger bir¢ok kullanimla birlikte fonksiyonel enzim, biiyiime faktorii ve
as1 iiretiminde dnemli bir rol oynar. Yukarida belirtilen uygulamalarin gerceklestirilmesi
icin, hiicrelerin Oncelikle, kaynaklandiklar1 organizma disindaki bir ortamda
kiiltirlenmesi gerekir. Hiicre kiiltiirii, ¢cok hiicreli organizmalarin hiicrelerini orijinal

halleri disinda kesin kosullar altinda tutmayi igerir (Goetz et al. 2006).

Hiicre kiiltiirii, bir hayvan veya bitkiden hiicrelerin ¢ikarilmasini ve bunlarin miiteakip
biiylimesini uygun bir yapay ortamda ifade eder. Hiicreler dogrudan dokudan ¢ikarilabilir
ve ekimden 6nce enzimatik veya mekanik yollarla ayrilabilir veya 6nceden kurulmus bir

hiicre dizisinden veya hiicre soyundan tiiretilebilir (Barrila et al. 2015).

Ilgili hiicreler canli dokudan izole edildikten sonra, daha sonra dikkatle kontrol edilen
kosullar altinda muhafaza edilebilirler. Bu kosullar her hiicre tipi i¢in degisir, ancak
genellikle temel besinleri (amino asitler, karbonhidratlar, vitaminler, mineraller), biiyiime
faktorleri, hormonlar ve gazlar (CO2, O2) saglayan bir substrat veya ortam igeren uygun
bir kaptan olusur ve fizyokimyasal ortami diizenler (pH tamponu, ozmotik basing,
sicaklik). Cogu hiicre, bir yilizey veya yapay bir substrat (yapisik veya tek tabakali kiiltiir)
gerektirirken, digerleri, kiiltiir ortaminda (stispansiyon kiiltiirii) serbest ylizen olabilirler.
Cogu hiicrenin 6mrii genetik olarak belirlenir, ancak baz1 hiicre kiiltiirii hiicreleri, optimal
kosullar saglandiginda sonsuza kadar ¢ogalan 6liimsiiz hiicrelere doniistiiriilmektedir

(Edmondson et al. 2014).

2.5.1. Hiicre kiiltiirlerinin uygulamalari ve 6nemi

Hiicre kiiltiirti, hiicresel ve molekiiler biyolojide kullanilan baslica araglardan biridir ve
hiicrelerin normal fizyoloji ve biyokimyasi, ilaglarin ve toksik bilesiklerin hiicreler
tizerindeki etkilerini ve mutagenez ve karsinojenezi incelemek i¢in miikkemmel model
sistemleri saglar (6rn. Metabolik c¢alismalar, yaslanma). Ayrica, ilag taramasi ve
gelistirilmesinde ve biyolojik bilesiklerin (6rnegin, asilar, terapotik proteinler) biiyiik

Ol¢ekli imalatinda kullanilir. Bu uygulamalarin herhangi biri i¢in hiicre kiiltiiriiniin



25

kullanilmasmin en biiyiikk avantaji, bir klonal hiicre kiimesinin kullanilmasiyla elde
edilebilecek sonuglarin tutarliligi ve tekrarlanabilirligi olarak bildirilmistir (Ausubel et al.
1994).

a) Asi arastirmalarinda:

Hiicre kiiltiird, kiiltiirlii hiicreler digerlerinin yani sira hiicre biyologlari, biyomateryaller
bilim adamlari, klinisyenler ve diizenleyici otoriteler tarafindan kullanilan g¢esitli
kullanim alanlarina sahiptir. Hiicre kiiltiiriinlin en onemli kullanim alanlarindan biri,
asilarin arastirilmast ve iretilmesidir. Hiicre kiiltiiriinde biiylik miktarlarda viriis
yetistirme yetenegi, en sonunda, ¢ocuk felci asisinin yaratilmasina yol agmistir ve
hiicreler, giiniimiizde, diger bircok hastalik igin as1 liretmek iizere biiyilk capta
kullanilmaktadir. 1930'larin ve 40'larin basinda, arastirmacilar polioviriis yetistirmek i¢in
canli hayvanlar1 kullanmak zorundaydilar, ancak hiicre kiiltiirliniin ortaya ¢ikmasiyla
birlikte, viriis iretimi ve ¢ok daha biiyiik 6l¢ekte ¢ok daha fazla kontrol elde edebilmistir.
Bu, aragtirmacilarin onlart daha yakindan incelemelerine ve sonunda as1 ve gesitli

tedaviler gelistirmelerine izin vermistir (Tibbitt et al. 2009).

b) Protein tedavisinde:

Hiicre soylarinin bir bagka 6nemli kullanimi, memeli hiicrelerinde farkli protein tiplerini
ifade etmektir. Baslangigta, Escherichia coli, protein iiretmek i¢in kullanilan birincil
organizma olmustur, ancak uygun post-translasyonal modifikasyonlar ile diizgiin bir
sekilde katlanmig proteinler yaratma ihtiyaciyla, odak dkaryotlar1 kullanmaya kaymustir.
1970 ve 80'lerden baslayarak, hiicre kiiltiirii ile interferon ve antikorlar gibi proteinler
basartyla olusturulmustur. Kiiltiirlerden c¢esitli sitokinler ve biliyiime faktorleri elde
edilebilir ve bu proteinlerin yapisina ve aktivitesine bakmak, organizmanin bedenindeki
rollerini anlamamiza yardimci olur. Farkli hiicrelerde ve kosullarda yetistirilen proteinin
gozlemlenmesi bile proteinin ¢evresinin aktivitesini nasil etkiledigini belirlememize

yardimci olabilmektedir (Caputo 1996).
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¢) Kanser arastirmalarinda:

Kanser diinyadaki en onemli 6liim nedenlerinden biridir ve kanser aragtirmalari ve
tedavileri bulmak i¢in milyonlarca dolar kullanilmaktadir. Burada hiicre kiltiirii de
onemlidir, ¢iinkii normal hiicreler radyasyon, kimyasallar ve viriisler gibi yontemlerle
kanser hiicrelerine doniisebilir. Bu hiicreler daha sonra kanseri daha yakindan incelemek

ve potansiyel yeni tedavileri test etmek i¢in kullanilabilmektedir (Marcovic 1998).



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan cihazlar

Inkiibator

Otoklav

Laminar kabin

Su banyosu

Santrifiij

Vorteks

S1v1 azot tanki
Buzdolab1

Derin dondurucu (-20°C)
Ultra derin dondurucu (-80°C)
Hassas terazi

Floresan mikroskopu
Konfokal mikroskopu

Invert mikroskopu

27

Nuaire NU4750
Hirayama HMC
Nuaire 425-500E
Memmert

Hettich Rotofix 32A
Heidolph Reax Top
Worthington - Taylor Wharton
Argelik

Ugur

Nuaire

Shimadzu

Zeiss Scope Al
Leica LSM710

Zeiss Primovert
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3.1.2. Kimyasal maddeler ve Sarf malzemeler

e DMEM — Medium (besiyeri) e Hiicre biiyiime kaplar (flask, petri
e PBS - Phosphate Buffered Saline kaplari, cok kuyulu plate)

e Tripsin/ EDTA e Pipet ve pipetor

e FBS — Fetal Bovine Serum e Falkon tiipler

e HEPES - Sodyum Bikarbonat e Mikropipet

e Hiicreler e Ethanol %70

e DMSO e Medium siseleri

3.1.3. Hiicre hatlan1

MCF7 meme kanseri hiicre hatti (ATCC-HTB22) ve CaCO2 kolon kanseri hiicre hatti
(ATCC-HTB37) tiim c¢alisma siiresince kullanilmistir. MCF-7 hiicre hatt1 SAP
enstitiistinden elde edilmis, pasaj numarasi 6 olmaktadir. CaCO2 hiicre hatti1 ise ATLAS
Biyoteknoloji sirketinden ticari olarak elde edilmis olup, pasaj numarasi 10’dur.
Oncelikle tiim hiicre hatlar1 %1 antibiyotik karisimi (10,000 U mL™? penisilin, 10,000 pg
mL! streptomisin), %1 L-glutamin ve %10 fetal sigir serumu iceren DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) besi yerinde, 37°C’de %5 CO2 ve %90 nem saglayan etiivde
inkiibe edilerek %80-90 hiicre yogunluguna ulasincaya kadar biiyiitiilmiistiir. Sonrasinda
hiicreler floresans ve konfokal mikroskobunda goriintii alabilmek i¢in + yiiklii lamellerin
tizerine mililitrede 100.000 hiicre olacak sekilde ekilmis ve yiizeyi tamamen kaplayicaya

kadar buyiitilmistir (Fanelli 2016).
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b)
Sekil 3.1. invert mikroskopta hiicre hatlarinin normal gériintiileri a) MCF-7 10X, b)
CaCO2 10x
3.1.4. Hiicre besiyeri ve elemanlari

a. Hiicre Kkiiltiirii besiyeri ve soliisyonlar:

Hiicre kiiltlirii besiyerleri laboratuvar ortaminda hiicrelerin normal metabolik
aktivitelerini siirdiirebilmeleri i¢in gerekli olan mikrogcevreyi saglayan besleyici

sollisyonlardir. Hiicre kiiltiirii besiyerleri igeriklerindeki aminoasit, karbonhidrat, vitamin
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ve iyonlarla hiicrelerin gelisimini desteklerler. Laboratuar ortaminda hiicrelerin
cogaltilabilmesi i¢in, uygun pH sicaklik ve nemin saglanmast ¢ok Onemlidir. Hiicre

kiltlirii besiyerleri igeriklerindeki iyonlarla gerekli ozmolarite ve pH’1 da saglarlar.

Besiyeri ihtiyacit hiicrelerin tipine, adaptasyon kabiliyetine ve hiicre kaynagi
organizmanin tiiriine gore farklilik gosterir. Hiicreler farkli besiyerlerinde farkli
davranabilirler. Bu yiizden ¢aligmanin amacia gore hiicrenin besiyeri ihtiyaclarinin
belirlenmesi gerekir. Hiicrelerin canliliklarinin devami ve ¢ogalmalari i¢in aminoasitler,
karbonhidratlar, lipidler, vitaminler, iyonlar ve proteinlerin ortamda bulunmasi sarttir

(Yao et al. 2017).

b. DMEM - Hiicre Kiiltiir besiyeri:

Orjinal formiilasyonun literatiirde yer almasindan bu yana, Eagle Ortami'nin bir¢ok
bilesim degisikligi gelistirilmistir. Bu modifikasyonlarin en yaygin kullanilanlar1 arasinda
Dulbecco'nun Modified Eagle'in ortami (DMEM) bulunmaktadir. DMEM, dort kat daha
yiiksek amino asit ve vitamin konsantrasyonu ve ek yardimci bilesenler iceren Bazal
besiyeri (BME) modifikasyonudur. Orijinal DMEM formiilii bilesimi 1000 mg / L glukoz
icermekte olup ilk dnce embriyonik fare hiicrelerini kiiltlirlemek i¢in rapor edilmistir.
4500 mg / L glikoz ile yapilan bir baska degisiklik, belirli hiicre tiplerinin ekimi igin
optimal oldugu kanitlanmistir. Dulbecco'nun degistirilmis ortami, genis bir memeli
hiicresi spektrumunun biiylimesini desteklemek icin yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ortamda, vitaminler ve amino asitlerin konsantrasyonu MEM’den dort kat daha yiiksek
ve esansiyel olmayan amino asitler (NEA), eser elementler ve bikarbonat ile
tamamlanmaktadir. DMEM, hiicrelerin beslenebilmeleri i¢in gerekli glukoza,
canliliklarini siirdiirebilmeleri i¢in uygun ozmolarite ve pH’a, fonksiyonlarini yerine
getirebilmeleri i¢in gerekli aminoasitlere ve vitaminlere sahiptir. Ancak tek basina hiicre

gelisimi i¢in yeterli degildir (Wee et al. 2003).
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c. FBS (Fetal Bovine Serum) - fetal sigir serumu

Fetal sigir serumu (FBS), hiicre biliylimesi i¢in gerekli tiim biiyiime faktorlerini,
vitaminleri, hormonlari, baglanma faktorlerini, tasima faktorlerini, besinleri ve eser
elementleri icermektedir. Karmasikligr nedeniyle hiicre kiiltiirii i¢in en etkili biiyiime
iriiniidiir. Serum hiicrelerin tutunabilmeleri ve ¢ogalmalari i¢in kullanilan ve igerigi tam
olarak tanimlanmamis zengin bir protein ¢ozeltisidir. Hiicre ¢esidine ve uygulamalara
gore besiyerindeki serum orani degisebilir. Standart bir somatik hiicre kiiltliriinde serum

orani %10’dur (Valk et al. 2010).

d. Penisilin/streptomisin

Antibiyotikler penisilin ve streptomisin, Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere karsi
etkili birlesik etkilerinden dolayr hiicre kiiltiirlerinin bakteriyel kontaminasyonunu

onlemek i¢in kullanilmaktadir (Kawana et al. 1992).

3.1.5. Kullanilan diger kimyasal maddeler

a. Tripsin / EDTA:

Tripsin-EDTA, domuz pankreasindan elde edilen proteazlarin 1sinlanmis bir karigimi olan
tripsin tozundan yapilmaktadir. Tripsin hiicre pasajlamalarinda kullanilan temel enzimdir.
Tripsin, serin proteaz tipi bir enzimdir, lizin ve arjinin aminoasitlerinden peptidleri
yikamaktadir. Genellikle %0,25 EDTA’l1 tripsin soliisyonu kullanilmaktadir. Sindirim
giicli nedeniyle, tripsin hiicre ayrigmasi, rutin hiicre kiiltiirii gecisi ve birincil doku
ayrismas1l i¢in yaygmn olarak kullanilmaktadir. -20°C’de saklanir, daha yiiksek
sicakliklarda bekleyen tripsinin aktivitesi diisebilmektedir. Serum tripsin inhibitorlerini
igerir, bu nedenle hiicrelere tripsin uygulanmadan 6nce mutlaka bir kere Ca ve Mg
icermeyen PBS ile yikanmali ve yiizeylerindeki serum uzaklastirilmalidir. Hiicreler

yiizeyden ayrilir ayrilmaz tripsinin inhibe edilmesi 6nemlidir. Tripsin hiicreleri yiizeyden
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ayirdiktan sonra hiicre membranlarina zarar vermeye baslayabilmektedir (Popescu et al.

1985).

b. PBS — phosphate buffered saline:

Fosfat tamponlu salin (kisaltilmis PBS), biyolojik arastirmalarda yaygin olarak kullanilan
bir tampon ¢ozeltidir. Disodyum hidrojen fosfat, sodyum kloriir ve bazi formiilasyonlarda
potasyum kloriir ve potasyum dihidrojen fosfat iceren su bazli bir tuz ¢ozeltisidir. Tampon
sabit bir pH tutmaya yardimci olmaktadir. Soliisyonlarin ozmolaritesini ve iyon
konsantrasyonlarini insan viicudununkilerle (izotonik) eslesmektedir (Simpson and
Gilmour 2003).

¢. Fenol red

Fenol kirmizisi, genellikle besiyerlerinde pH indikatorii olarak kullanilan, pH 6.6 ila 8.0
arasinda saridan kirmiziya degisen ve daha sonra pH 8.1'in lizerinde parlak pembe bir
renk veren suda ¢ozlinen bir boyadir. Bu sekilde, fenol kirmizisi ¢esitli tibbi ve hiicre
biyoloji testlerinde pH gosterge boyasi olarak kullanilabilir. Besiyerlerinde goriilen sar1
renk asidite, mor renk ise alkaliligi gostermektedir. Sar1 asidik besiyeri, fazla liremis
kiiltiirii, bakteri kontaminasyonunu ya da fazla CO2’i; Mor bazik besiyeri, lirememis

kiiltird, kif kontaminasyonunu ya da az CO?’i isaret etmektedir (Berthois et al. 1986).

3.1.6. Hiicre kiiltiiri

Cok ¢esitli kaynaklardan ve dokulardan elde edilen hiicre kiiltiirleri iki boliimde incelenir:

1. Primer (birincil) hiicre kiiltiirleri

2. Sekonder veya diploid hiicre kiiltiirleri
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a. Birincil hiicre — Primer hiicre Kiiltiiri

Dokulardan tripsin ile ayristirilarak elde edilen hiicrelerin in vitro tretilmeleri ile elde
edilen kiiltiirlere denir. /n vitro kosullarda pasajlar1 kisitli olup, bir ka¢ pasajdan sonra
iireyebilme yeteneklerini kaybederler. ilk alt kiiltiiriin ardindan primer kiiltiir, hiicre hatt1
veya subklon olarak adlandirilir. Primer kiiltiirden gelisen hiicre hatlart sinirlt bir yagam
stiresine sahiptir ve pasaj edildikce, yiliksek biiyiime hizi gosteren hiicreler iistiin gelirler
ve popiilasyonda genotipik ve fenotipik tekdiizelik ortaya ¢ikmaya baglamaktadir. Hiicre
hattindan bir hiicre popiilasyonu pozitif olarak secilip klonlama veya diger metotlarla
kiiltiire edildiginde, bu hiicre hatt1 hiicre soyu haline gelmeye baslar. Bu hiicreler, sonlu
hiicreler olarak bilinir. Bununla beraber, transformasyon ad1 verilen spontan, kimyasal ya
da viral olarak gerceklesen bir islem ile bazi hiicre hatlar1 6liimsiiz (immortal) hale
getirilebilir. Sonlu bir hiicre hatti, transformasyon ile smirsiz bdliinme yetenegi

kazandiginda siirekli hiicre hatt1 haline gelmektedir (Park et al. 1971).

b. ikincil hiicre — Sekonder hiicre kiiltiirii

Normal kromozom sayisina sahip diploid hiicrelerden elde edilen ve en fazla 50 kez

pasajlar1 yapilabilen kiiltiirlere denir (Knorr and Heike 1995).

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre soylarinin stoktan cikartilmasi

Hiicreleri gogaltmak amaciyla kriyovialler -80°C’den alinarak sicak su banyosunda hizli
bir sekilde ¢ozlilmektedir. Hiicre slispansiyonu; ilgili hiicrenin biiyiitiilmesinde kullanilan
besiyeri icerisine alinarak falkon tiip, 21°C’de 800 rpm’de 5dk santrifiij edilir. Sonra
siipernatant kisim aspire edilir ve hiicre peleti iizerine Iml besiyeri ilave edilerek
hiicrelerin silispansiyon hale gelmesi saglanmistir. Hiicre slispansiyonu, igerisinde 5Sml
besiyeri bulunan 25 cm?lik flasklara alinarak 37°C’de, %5 CO; igeren besiyerinde

hiicrelerin biiyiitiillmesi amaciyla inkiibe edilmistir (Silva 2006).
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3.2.2. Hiicre soylarimin pasajlanmasi

Hiicre soylari, flask yilizeyini %80-85 kapladiklarinda (konfluent olduklarinda) flask
igerisindeki besiyeri aspire edilmektedir. Hiicrelerin serumdan arindirilmasi igin
25cm?’lik flask icerisine 2 ml 1X PBS ilave edilir ve hiicrelerin yiizeylerinin hafifge
yikanmas1 saglanmaktadir. PBS ortamdan aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra flask
yiizeyine yapigan hiicrelerin yiizeyden ayrilmalart i¢in 0,5 ml %0,25 Tripsin-EDTA
soliisyonu kullanilir ve hiicreler 37°C’de, %5 CO2’li ortamda 5 dk inkiibe edilmektedir.
Mikroskopla bakildiginda flask yiizeyinden ayrildigi kabul edilen hiicrelere, tripsinin
inhibe edilmesi i¢in on kat1 kadar besiyeri ilave edilmektedir. Bdylece tripsinin hiicreleri
yiizeyden ayirdiktan sonra hiicre membranlarina zarar vermeye baslamasi engellenmis
olunur. Flask icerisindeki hiicre siispansiyonu, icerisinde besiyeri bulunan 15 ml’lik
falkon tiip icerisine alinmaktadir. 21°C’de 800 rpm’de 5dk santrifiij yapildiktan sonra
stipernatant kisim aspire edilir ve elde edilen hiicre peleti 1 ml besiyerinde ¢oziindiikten
sonra hiicre siispansiyonu 75cm?’lik flasklara almarak hiicreler istenilen sayiya gelene

kadar ¢ogalmalar1 saglanmis olur (Silva 2006).

3.2.3. Hiicre soylarimin stoklanmasi

Hiicreler konfluent olduklarinda flask icerisindeki besiyeri aspire edilerek ortamdan
uzaklagtirilir. Hiicreler 1X PBS ile hafifce yikandiktan sonra PBS aspire edilerek
uzaklastirilir ve hiicrelerin flask ylizeyinden kalkmalarii saglamak i¢in %0,25 Tripsin
EDTA soliisyonu eklenir. Hiicreler inkiibasyona birakilir, ylizeyden ayrilan hiicrelere,
tripsini inhibe etmek i¢in on kati1 kadar besiyeri ilave edilir. Flask icerisindeki hiicre
stispansiyonu igerisinde besiyeri bulunan 15 ml’lik falkon tiip igerisinde santrifiij edilir
ve sonra siipernatant kisim aspire edilmektedir. Pelet iizerine her bir kriyovial i¢in 1.5 ml
dondurucu besiyeri (%5 DMSO + %10 FBS + DMEM) karanlik ortamda ilave edilerek
hiicre siispansiyonu kriyovialler igerisine dagitilir ve hemen -80°C’ye kaldirilmaktadir
(Silva 2006).



35

3.2.4. Hemositometre ile hiicrelerin sayimi

Hiicre sayiminda; tripsinizasyon islemi sonucunda elde edilen hiicre siispansiyonundan
10l alinir ve iizerine esit miktarda %0,5 tripan mavisi konarak iyice karigmalar saglanir.
Bu karisimdan 10 pl alinarak thoma lamina (Neubauer marka) koyulur ve mikroskopta
bu lam iizerinde bes alanda hiicre sayimi yapilmaktadir. Bulunan sayr sulandirma
katsayisi ile garpilarak 1ml besiyerinde ne kadar hiicre oldugu hesaplanmaktadir (Silva
2006).

1 biiyiik karenin hacmi; 0,1 cm x 0,1 cm = 0,01 cm?

Bolmenin derinligi; 0,1 mm = 0,01 cm

0,01 cm? * 0,01 cm = 0,0001 cm?® = 0,0001 ml = 0,1 pl

Hiicre sayist x 10.000

Konsantrasyon (hiicre/ml) = Sayilan alan x Diliisyon
Sulandirma katsayis1 (diliisyon); 1:10 diliisyon i¢in; 0,1
1:100 diliisyon i¢in; 0,01

3.2.5. (+) Yiiklii lamlara hiicre ekimi

Onceliklerin lamlarin yiizeyi %70’ lik Etil alkol (EtOH) ile temizlendikten sonra yiizeyler
UV lambas: altinda 30 dakika steril edilmektedir. Hiicreler sayilarak 100 pl besiyeri
icerisinde 1x10° hiicre olacak sekilde (hiicre tiiriine bagli olarak sayr degisebilir)
hazirlanarak lamlarin yiiklii yiizeylerine ekim yapilmaktadir. Hiicreler ylizeye yapistiktan
sonra (hiicre tiirline baglh olarak 2-3 saat/1 giin) boyama prosediirii uygulanabilmektedir
(Silva 2006).
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3.2.6. Hoechst 33342, propidiyum iyodiir ile ikili boyama yontemi

Floresans boyalar DNA’ya baglanabildiklerinden hiicrenin kromatinini, dolayisiyla
niikleusu goriiniir hale gelebilmektedir. Hoechst 33342, hiicre membranindan niifuz
edebilen dolayisiyla DNA'ya baglanabilen bir boyadir. Canli ve 6lii (apoptotik/ nekrotik)

hiicrelerin ¢ekirdeklerini boyamak i¢in kullanilmaktadir.

Propidyum iyodiir (PI) ise sadece hasarli hiicre membranlarindan gegebilen, gec
apoptotik/sekonder nekrotik veya primer nekrotik olan, tiim 6lii hiicreleri boyayabilen
niikleik asit boyasidir. Bu boya canli hiicreler tarafindan disar1 atilmaktadir. Hiicre
kiiltiiri ortaminda apoptozise giden hiicrelerin membranlar1 intakt (erken apoptozda)
olmasima ragmen daha ileri donemlerde ge¢ apoptoz/sekonder nekrozun gelismesi ile
hiicrelerin membran biitiinliikleri bozulmaktadir. Sekonder nekroz agsamasina kadar olan
siire i¢cinde hiicreler, non-vital boyalar ile (PI) boyanacak olurlarsa apoptozis baslamis
olmasia ragmen membran intakt olmasindan dolay1 bu boyalarla boyanamaz. Yani PI
negatif ve Hoechst boyasi pozitif boyanmaktadir. Sekonder nekroz gelistikten sonraki
asamalarda hiicreler membran biitiinliiklerinin bozulmasi ile non-vital boyalar ile

boyanmaya baslarlar. Dolayisiyla PI pozitif ve Hoechst pozitif boyanmaktadirlar.

Ikili boyama igin + yiiklii lameller iizerinde biiyiitiilen hiicreler bersiyerinin ortamdan
uzaklastirilmas1 amaciyla iki kez PBS ile yikanmistir. Yiizey laminar kabin icerisinde
hava akimina maruz birakilarak kurutulduktan sonra hiicreleri yiizeye fikse edebilmek
i¢in %4 liikk pararomaldehit soliisyonu hiicrelerin lizerine uygulanmistir. Fiksasyon islemi
i¢in yarim saat beklenildi. Siire sonuda fazla fiksatif izotonik ¢ozelti araciligiyla ortamdan
uzaklastirilmistir. Uzaklastirma islemi i¢in PBS yerine izotonik ¢6zelti kullanilmasinin
nedeni ortamdan kalacak tuz kristallerinin goriintii alirken sorun teskil etmemesini
saglamakti. 1pug/ml olacak sekilde hazirlanan PI boya soliisyonu hiicrelerin {izerine direkt
uygulanarak, 5 dakika beklenildi. Fazla boya yikanarak ortamdan uzaklastirtlmistir. Hig
beklenmeden mikroskop goriintiileri alinmistir. Mikroskop goriintiilerinin alinmasini
takiben, canli veya Olii tim hiicreleri boyayabilen Hoechst 33342 boyas: eklendi. 5

dakikalik inkiibasyondan sonra fazla boyay1 uzaklastirmak maksadiyla lamel izotonik ile
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yikand: ve hiicrelerin mikroskop goriintiileri tekrar elde edilmistir. Inkiibasyon sonunda,
niikleuslart Hoechst 33342 boyasiyla mavi renk boyanmis canli ve 6lii hiicreler ile
niikleuslar1 propidyum iyodiir boyasiyla kirmizi renk boyanmis 6lii hiicreler, floresan
mikroskobunda degerlendirilmistir. Boyanan hiicrelerin goériintiilenmesi 10X ve 20X
objektif ile floresans mikroskobu altinda yapilmistir. Niikleik asitlere baglandiginda, PI
icin maksimum uyarma 535 nm ve maksimum emisyon 617 nm'dir. Hoechst boyasinin
su i¢inde c¢oziiniirliigli oldukga zayiftir, bu yiizden ¢oziinmesi i¢in gerektigi kadar
sonikasyona maruz birakilmalidir. 10 mg/ml (16.23 mM) bir boya ¢6zeltisi hazirlamak
tizere bir sisenin (100 mg) igerigi 10 mL deiyonize su i¢inde ¢oziilerek Hoechst boya
¢Ozeltisi hazirlanmistir. Hoechst stok ¢ozeltisi PBS igerisinde 1:2.000 oraninda
seyreltilerek Hoechst boyama ¢ozeltisi hemen boyama o6ncesinde taze olarak
hazirlanmaktadir. Hiicre igerisine girdiginde, Hoechst i¢cin maksimum uyarma 350 nm ve

maksimum emisyon 461 nm'dir (Pollack 1988).

3.2.7. Karbon kuantum nokta (CQD) sentezi

Grafen Oksit (GO) dogal grafitik tozdan modifiye Hummers metodu ile hazirlanmistir.
Belirli bir miktar GO alinarak quartz firinda 5°C/dk 1sitma hiziyla 50 dk’da 250°C’ye
cikarildi. 2 saat 250°C’de birakildi. Bu islem N2 gazi1 atmosferinde gergeklestirildi. Elde
edilen Grafen tabakalarindan 0,05 g alinarak 10 ml H2SO4 ve 30 ml HNOgz bulunan balona
alindi. Grafen tabakalarini okside etmek i¢in bu karigim ultra homojenizator kullanilarak
78 Watt’da 10 saat boyunca okside edildi. Karisim deiyonize suyla (250 ml) seyreltildi.
Istenmeyen sentez atiklarim1 uzaklastirmak igin 0,20 pm porlu membranda filitrelendi.
Elde edilen ~0,05 g okside edimis, grafen tabakalar1 40 ml’lik deiyonize su igerisine
alinarak pH, NaOH yardimiyla 8’e ayarlanmistir. Stispansiyon 100 ml’lik teflon otoklav
igerisine alind1 ve 200°C’de 10 saat birakilmistir. Oda sicakligina kadar dogal olarak
soguyan siispansiyon 0,20 um porlu filtre kagidindan siiziilmiistiir. Elde edilen siiziintii
hala zayif mavi 151k yayan baz1 biiyiik grafen nano partikiilleri (50-200nm) igermektedir.
Bunlar1 uzaklagtirmak i¢in 12000 Da molekiiler agirlikli diyaliz membran torbasinda bir
gece bekletilmistir. Elde edilen GQD ¢dzeltisinin yogunluk tayini yontemi ile 30 ml
¢ozelti igerisinde 90 mg GQD oldugu ortaya ¢ikarilmistir.
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1. GO quartz firinda 5°C/dk 1sitma hiziyla 50 dk’da 250°C’ye ¢ikarilarak hazirlanmistir.
12 saat 250°C’de bekletilmistir. Deneyde saf su kullanilmustir.

2. GO quartz firinda 5°C/dk 1sitma hiziyla 60 dk’da 300°C’ye ¢ikarilmistir. 2 saat
boyunca 300°C’de bekletilmistir. Elde edilen GS’lerden 0,1 g alinarak 20 ml H2SO4
ve 60 ml HNO3 bulunan balona alinmistir. Ultra homojenizatér kullanilarak 78
Watt’da 10 saat boyunca okside edilmistir. Bu islem iki kere yapilarak okside edilmis
GS’lerden 0,2 g elde edilmistir. Deneyde ultra saf su kullanilmistir. 3500 Da diyaliz
membran kullanilarak bir gece bekletilmistir.

3. Hidrotermal reaktor degistirilerek onceki reaktdriin buhar kagirip kagirmadigi kontrol
edilmis ve bir gece reaktorde bekletilmistir.

4. Grafen tabakalardan 0,1 g alinarak 20 ml H2SO4 ve 60 ml HNO3z bulunan balona
alinmig ve ultrahomojenizator kullanilarak 20 saat boyunca okside edilmistir. Daha

sonra 3500 Da diyaliz membanda bekletilmistir (Chen et al. 2013).

3.2.8. Sentezlenen CQDlerin absorbans ve emisyon 6zelliklerinin belirlenmesi

Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Béliimii Anorganik Laboratuvarinda
sentezlenen CQD’ler kullanilmadan &nce UV-Vis spektrofotometre (Shimadzu UV-
1800) kullanilarak absorbans degerleri ve PL spectrofotometre (Agilent Cary Eclipse)

kullanilarak emisyon degerleri elde edilmistir.

3.2.9. Sentezlenen CQDlerin TEM goriintiilerinin alinmasi

Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) yardimiyla goriintii alinarak tanecik boyutu

arastirilmastir.

3.2.10. CQD kullanilarak hiicrelerin floresan ve konfokal mikroskopta

goriintiilenmesi

COQ’lar 1518a duyarli olduklar1 icin 1s1ktan korunmalarina 6zen gosterilerek ¢alisilda. ikili

boyama prosediiriinde oldugu gibi + yiiklii lamlarin ylizeyinde biiyiitiilen hiicreler %4’ liikk
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paraformaldehit kullanilarak fikse edildikten sonra, izotonik ¢ozelti ile yikanan yilizeylere
100’er pl farkli zamanlarda sentezlenmis COQ’lardan ilave edildi. Istmanin ne kadar
stirdligli ve hangi dalgaboyunda 1s1ma oldugu tam olarak bilinmediginden 5, 15, 30 dakika
bekletilerek mavi, yesil ve kirmizi floresans filtreler kullanilarak hiicreler farkli

mikroskop biiyiitmelerinde goriintiilendi.

Sekil 3.2. Floresan Mikroskobu (a), Konfokal Mikroskobu (b)
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Sentezlenen CQDlerin Absorbans ve Emisyon Ozellikleri

Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Bo&liimii Anorganik Laboratuvarinda
sentezlenen CQD’ler hiicreler ile muamele edilmeden 6nce basit karakterizasyon olarak
UV-Vis spektrofotometre ile absorbans degerleri ve emisyon ozellikleri belirlenmistir.
Elde edilen veriler kullanilarak olusturulan absorbans grafigi Sekil 4.1°de, 320nm

uyarima gore elde edilen emisyon 6zelligi ise Sekil 4.2’de sunulmustur.
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Sekil 4.1. Su iginde dispers edilmis CQD’lerin UV-Vis spektrumu
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Sekil 4.2. Su i¢inde dispers edilmis CQD’lerin 320 nm’de PL spektrumu

4.2. Sentezlenen CQDlerin TEM goriintiileri

Sentezlenen CQD’lerin tanecik boyutunu belirlemek i¢in TEM goriintiileri alinmistir.
Elde edilen goriintiiler Sekil 4.3’te verilmis ve goriintiilere gore taneciklerin boyutlarinin

yaklasik 2-16 nm arasinda dagilima sahip oldugu gozlemlenmistir.

Sekil 4.3. Su iginde dispers edilmis CQD’lerin TEM goriintiileri
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4.3. Floresan Mikroskop Goriintiileri

Farkli kosullarda sentezlenmis olan CQD’larin hiicrelerde 1s1ma verip vermedigini
belirlemek amaciyla hiicreler floresans mikroskobunda incelenmistir. Hiicrelerin Hoechst
boyasiyla boyamalar1 yapilmis, karbon kuantum noktalarin hangi bolgelerde 1s1ma yaptigi
aragtirtlmistir. Floresans mikroskobunda hiicrelerden goriintii elde edebilmek igin,
hiicreler (CaCO2) %4’liikk paraformaldehitte fiksasyon sonrasi, Hoechst 33342 ve farkl
tarihlerde farkli metodlarla sentezlenmis olan CQD’larla boyanmustir. Sekil 4.4’de 20X
objektifte, Hoechst 33342 boyamasi sonrasinda elde edilen CaCO2 hiicresinin floresans
mikroskop goriintiisti verilmektedir. Elde edilen goriintiide hiicre ¢ekirdeklerinin mavi

renkte boyandigi gozlemlenmektedir.

Sekil 4.5 ve 4.6’da 10X objektif ile elde edilen CaCO2 hiicrelerinin farkli zaman ve
metodlarla sentezlenmis CQD ile muamelesi sonucu Floresans mikroskop goriintiileri
goriilmektedir. FITC filtresinde alinan goriintiilerden anlagilacagi iizere, Karbon
Kuantum noktalarin hiicre sitoplazmasinda yesil renkte 1s51ma verdigi goriilmektedir.
Bununla birlikte farkli kosullarda sentezlenmis CQD'lar kullanilarak CaCO-2
hiicrelerinde elde edilen goriintiilere gore (Sekil 4.7 ve 4.8), s6z konusu noktalarin hiicre

cekirdekgilerinde yesil renkte 1s1ma verdikleri gériilmektedir.
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Sekil 4.4. CaCO2 hiicrelerinin Hoechst 33342 boyama sonrasindaki floresans mikroskop
goriintiisii — Cekirdek (2. Sentez CQD ile, 20X biiyiitme ve 6lgek 5 pm).

Sekil 4.5. CaCO2 hiicrelerinin CQD ile muamelesi sonrasindaki floresans mikroskop
goriintiisii — Sitoplazma (2. Sentez CQD ile, 10X biiyiitme ve 6lgek 10 um).
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Sekil 4.6. CaCO2 hiicrelerinin CQD ile muamelesi sonrasindaki floresans mikroskop
goriintiisii — Sitoplazma (3. Sentez CQD ile, 10X biiyiitme ve 6l¢ek 10 um).

Sekil 4.7. CaCO2 hiicrelerinin CQD ile muamelesi sonrasindaki floresan mikroskop
goriintiisii — Cekirdekgik (2. Sentez CQD ile, 20X biiyiitme ve 6lgek 5 um)
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Sekil 4.8. CaCO2 hiicrelerinin CQD ile muamelesi sonrasindaki floresan mikroskop
goriintiisii — Cekirdekeik (2. Sentez CQD ile, 20X biiyiitme ve 6lgek 5 um)

4.4. Konfokal Mikroskop Gériintiileri

Elde edilen floresans mikroskop goriintiilerine dayali olarak, daha yiiksek ¢oziiniirliikte
goriintii elde etmek i¢in konfokal mikroskobu kullanilmistir. Sekil 4.9.’da konfokal
mikroskobunda PI boyas! ile boyanmis MCF-7 hiicreleri goriilmektedir. Oncelikli olarak
aydinlik alan goriintiisii, daha sonra PI ile boyanmis goriintiisti alinarak her iki goriintii
kombine edilmistir. Sekilde de goriildiigii iizere, PI boyasinin MCF-7 hiicrelerinin
cekirdeklerini belirgin bir sekilde kirmizi renkte boyadig1 gézlemlenmistir. Ayni islemler
sentezlenmis olan CQD’lar i¢in de yapilmis olup, elde edilen goriintiiler Sekil 4.10.’da
verilmektedir. Goriintiilerde karbon noktalarin hiicre ¢ekirdeklerinde yesil renkte 1s1ma
verdikleri gbzlemlenmistir. Elde edilen bu goriintiilere dayanarak, PI ve farkli kosullarda
sentezlenmis CQD’larin ikili boyama islemi MCF-7 hiicrelerinde yapilmis ve konfokal
goriinttileri alinmistir. Sekil 4.11°de de goriildiigii tizere, P1 kirmiz1 renkte ¢ekirdekleri,
CQD’lar ise hem ¢ekirdekde hem de kismen sitoplazmada 1s1ma vermistir. Diger bir
cekirdek boyasi olan Hoechst 33342 ve farkli kosullarda sentezlenmis CQD’larla yapilan
goriintiilemelerde ise ¢ekirdeklerin belirgin olarak Hoechst ile mavi renkte boyandigi,
sitoplazmalarin ise CQD’larla yesil renkte boyandigi Sekil 4.12 ve 4.13’de agikca

gorilmektedir.
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Sekil 4.9. MCF-7 hiicrelerinin aydinlik alan (A), PI ile boyanmasi sonrasindaki tek ve aydinlik
alan goriintiisii (B) ile kombine edilmis (C) konfokal mikroskopu goriintiiler (2. Sentez CQD ile,
20X biiyiitme ve 6lgek 5 um)
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Sekil 4.10. MCF-7 hiicrelerinin aydinlik alan (A), CQD ile muamelesi sonrasindaki tek (B) ve
kombine edilmis (C) konfokal mikroskopu goriintiileri (3. Sentez CQD ile, 20X biiyiitme ve 6lgek
5 um)
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Sekil 4.11. MCF-7 hiicrelerinin Pl boyasi (A), CQD ile muamelesi sonrasindaki tek (B) ve
kombine edilmis (C) konfokal mikroskopu goriintiileri (3. Sentez CQD ile, 20X biiyiitme ve 6lgek
5 um)
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Sekil 4.12. MCF-7 hiicrelerinin CQD (A), Hoechst 33342 (B) ile muamelesi sonrasindaki tek ve

kombine edilmis (C) konfokal mikroskopu goriintiileri (2. Sentez CQD ile, 20X biiylitme ve dl¢ek
5 um)
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Sekil 4.13. MCF-7 hiicrelerinin CQT (A), Hoechst 33342 (B) ile muamelesi sonrasindaki tek ve
kombine edilmis (C) konfokal mikroskopu goriintiileri (2. Sentez CQD ile, 20X biiyiitme ve dl¢ek
5 um)
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5. TARTISMA ve SONUC

Karbon kuantum noktalar boyutlari 10 nm’nin altinda olan, karbon atomlarindan olusan
nanopartikiillerdir. Karbon kuantum noktalar1 diger kuantum noktalara nazaran cesitli
iistiinliiklere sahip olmaktadir. Kursun, kadmiyum gibi agir metalleri icermedigi igin
toksik etkileri oldukea diisiik oranda olup, ister ¢cevre isterse insan sagligi i¢in yan etkileri
bulunmaktadir. Ayrica suda ¢6ziinebilir olmalar1 dolayisiyla, ¢evre igin toksik ¢oziiciiler
kullanilmadan sentezlenebilmektedir. Ayrica karbon kuantum noktalara fotostabil
olmalari nedeniyle ilgi giin gectik¢e artmaktadir. Karbon kuantum noktalar herhangi bir
karbon kaynagindan farkli yontemler kullanilarak sentezlenebilmektedir. Bu amagla
tezimizde karbon kuantum noktalar1 elde etmek igin modifiye Hummers metodu
kullanilmistir (Chen et al. 2013).

CQD’larin hiicreye uygulamadan once karakterizasyonunu yapmak ic¢in absorbans ve
emisyon spektrumlar dlgiilmiistiir. Ozellikle absorbans1 gérmek igin spektrofotometrik
Olgtimler yapildiktan sonra elde edilen spektrum, literatiirlerde belirtilen degerler ile
biiyiik benzerlik gostermektedir (Pan et al. 2010). Kullanilan CQD’n karakterizasyonu
veya elde etme yontemiyle ilgili sorun oldugu diisiiniilmemistir. Belirtilen ¢alismada 320
nm’de UV bdlgeden goriinlir bolgeye kadarki taramada pik verdigi noktalar benzerlik
gostermektedir (Pan et al. 2010). Ayni ¢alismanin PL spektrumu da literatiir ile benzerlik
gostermektedir. Cogu floresan karbon nanoparcaciklari gibi, CQD'ler de bir uyarma
bagimli PL davranisi sergilemektedir. Literatiirde eksitasyon dalga boyu 320 ila 420 nm
arasinda degistiginde, PL pik daha uzun dalga boylarina kayabilmektedir. Bu ¢alismada
mikroskop goriintiilerinde alinan farkli emisyonlarin sebebi bu 6zellik olarak

degerlendirilmis ve bu yoniiyle de literatiirle benzer absorbans ve emisyon gosterdigi

belirlenmistir (Pan et al. 2010; Yang 2018).

Literatiirde baska bir ¢alismada sentezlenmis olan CQD’1n 280 - 420 nm arasinda 1s1ma
verdigi goriilmektedir (Yang 2018). Bu calisma i¢in sentezlenmis olan CQD’nin, farkl
absorbans ve emisyon vermesinin sebebi boyutu veya yiizey 6zelligi ile ilgili oldugu

diistiniilmektedir. Bu nedenle TEM goriintiisii ile boyut analizi yapilmast hedeflenmistir.
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Bu ¢alismada nanokarakterizasyon veya nanogoriintiileme tizerinde duruldugu i¢in elde
edilen TEM goriintiisiinde daha ¢ok aglomere olmus CQD’lar dikkat ¢cekmektedir. Ancak,
aglomere olsa da, genel anlamda partikiil boyutlarina dikkat edildiginden partikiil
boyutunun yaklasik 2 ila 16 nm arasinda oldugu gozlenmektedir. Sentezlenmis olan
CQD’m aglomere olmasi sik karsilasilan problemlerden birisi olmaktadir. CQD’ler hiicre
uygulamalarinda kullanilmadan 6nce sonikatdrde birkag saat (yaklasik 4 saat) dispers
edilmistir. Bu sayede kiimelenme durumunun engellenmesi veya kiimelenmenin

dagitilmas1 hedeflenmistir.

Bu calismada farkli kosullarda sentezlenmis olan CQD larin hiicrenin hangi bolgelerinde
1s1ma verip vermedigini belirlemek amaglanmigtir. Bu baglamda 6ncelikle 1s1ma verip
vermedigini gérmek amaciyla Floresan mikroskop goriintiileri alinmistir. Floresan
goriintlileri gostermektedir ki, sentezlenmis olan CQD’lar hem ¢ekirdek¢ik hem de hiicre
sitoplazmasini boyamaktadir. Daha yiiksek ¢oziiniirliklii goriintii elde etmek amaciyla
konfokal mikroskop kullanarak CQD’larin 1sima verdikleri yerler belirlenmistir.
Sitoplazmay: spesifik olarak boyayip boyamadagini belirlemek i¢in dncelikle ¢ekirdegi
1yi boyayan Hoechst 33342 ve PI boyalar1 kullanilmistir. Bu boyalarin hiicre ¢ekirdegini
spesifik olarak boyadigi bilinmektedir. Hoechst ve PI boyalariyla birlikte boyama ig¢in
CQD’larda kullanilmistir. Konfokal mikroskobunda PI-CQD ve Hoechst-CQD ikili
boyamalardan elde edilen goriintiiler, CQD’larin hem sitoplazmayr hem de ¢ekirdegi
boyadigini ortaya koymaktadir. Farkli bolgelerde 1s1ma elde edilmesinin sebebi farkl
kosullarda senteze bagli elde edilen nokta boyutlarinin farkli olmasindan kaynaklanmig
olabilir. Zira literatiirde s6z konusu noktalarin farkli hiicre hatlarinda hem sitoplazmay1
hem de ¢ekirdegi boyadigi gosterilmistir (Kumawat et al. 2017). Ciinkii hiicre
sitoplazmasi ile ¢ekirdege nanopartikiillerin alinmasinin partikiil boyutu ve ylizey yiikiine
bagli oldugu belirtilmistir (Shen et al. 2010; Zheng et al. 2015). Ozellikle 9 nm’den kiigiik
nanopartikiillerin ¢ekirdege daha kolay difiize oldugu gosterilmistir (van Gaal et al.
2011). Bu ¢aligmada kullanilan CQD’lerin boyut aralifinin genis olmasinin hiicrelerin
farkl1 kisimlarinda gozlemlenmesine neden oldugu diistiniilmektedir. Literatiirlerde
detayli olarak gorildiigli tizere partikiil boyutu kiiciildiikge, hiicrenin daha i¢
kisimlarinda, ¢ekirdekte hatta ¢ekirdekgikte goriintii elde edilmektedir.
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Nanopartikiillerin en yogun etkiledigi hiicre gruplarinin epitel hiicreler oldugu
bilinmektedir. Ozellikle MCF-7 ile ilgili literatiirde birden fazla uygulama
bulunmaktadir. Farkl: hiicre hatlarinda da ¢esitli ¢alismalar yapilmistir (Brun et al. 2018;
Dyson et al. 2019)

Liu ve arkadaglart (2011), HepG-2 hiicrelerine TTDDA ile pasiflestirilmis karbon
noktalarla uygulanmis ve lazer tarama konfokal mikroskobu (LSCM) ile farkli uyarma
kosullarinda noktalarin ¢ok renkli floresan emisyonlarini incelemistir. HepG-2 hiicreleri
tarafindan alinan karbon noktalari, sirastyla 405 nm, 488 nm ve 543 nm eksitasyonlarinda
parlak mavi, yesil ve kirmizi lazer filtrelerinde 1s1ma gostermistir (Liu et al. 2011). Bu
tez caligmasinda belirtilmis hiicreler pasiflestirilmis karbon noktalartyla muamele
sonrasinda lazer taramali konfokal mikroskopunda incelenmis, noktalarin belli
araliklarda mavi, yesil ve kirmizi filtrelerde 1s1ma verdigi gézlemlenmistir. Elde edilen
veriler literatiirle karsilagtirildiginda, farkli uyarma kosullarina gore degisiklik gosterdigi

belirtilmektedir.

Buna ek olarak, Zhu ve arkadaslar1 (2016) tarafindan MG-63 hiicreleri ile grafen oksit
onciillerinden sentezlenmis karbon noktalar kullanilarak yapilan goriintiileme ¢aligmalar:
s0z konusu noktalarin hem 405 hem de 488 nm eksitasyonlarinda, hiicre sitoplazmasinda
1sima verdigi bulunmustur (Zhu et al. 2016). Yang ve arkadaslar1 (2016) A549
hiicrelerinde chitosanin hidrotermal karbonizasyonu yoluyla elde edilen karbon

noktalarin sadece hiicre zar1 ve sitoplazmik alanda sinyal verdigini belirlemiglerdir (Yang

et al. 2016).

Mevcut hiicre goriintiilleme sonuglar1 genel olarak, hiicreler tarafindan alinan karbon
noktalarinin ¢ogunlukla sitoplazmada lokalize oldugunu goéstermektedir. Bununla
birlikte, CQDlarin hiicre g¢ekirdeginde sinyal verdigini de gosteren birka¢ calisma
bulunmaktadir. Ornegin, Ray ve arkadaslari, herhangi bir partikiil yiizey islevselligi
olmayan (5 M nitrik asidin oksidasyonu hari¢) mum kurumundan elde edilmis kiiciik
karbon nanopargaciklarinin, EAC hiicrelerinde hem sitoplazmada hem de c¢ekirdek

tarafindan alindigini bildirmislerdir. Bununla birlikte, Chandra vd. organik molekiiller (a-
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naftilamin, fliioresin ve rodamin B) ile isaretlenmis karbon noktalarin insan kirmizi kan

hiicrelerinin korpiiskiillerinde (RBC) tiim bolgelerde dagildigini bildirmistir.

Bu tez ¢alismasiyla elde edilen sonuglarda karbon kuantum noklarinin hem sitoplazmada
hem de c¢ekirdekde lokalize oldugu belirlenmistir. Bu 6zellik ile yukaridaki calismayla
benzerlik gostermektedir (Ray et al. 2013; Chandra et al. 2013).

Bu c¢alisma ile CaCO2 hiicre hatlarinda yapilan CQD uygulamalari sonucunda floresan
mikroskop goriintlilerinde dikkat ¢ekici bir sekilde yogunluklu olarak ¢ekirdek bolgesinin
isaretlendigi belirlenmistir. Bu 6zellik Donate-Buendia ve arkadaslari tarafindan yapilan
uygulama ile benzerlik gostermektedir. Ozellikle kullanilan CQD’larin boyutu 3 nm
araliginda oldugu bildirilen literatiir verisi ile bu ¢aligmada kullanilan partikiil ve boyutu
hakkinda da bilgi vermektedir. Hatta Sekil 4.7°de goriildiigii gibi cekirdekgikte
yogunlagmanin partikiil boyutunun daha kiigiik olmas1 ile iligkili olabilecegi rapor
edilmistir. Bu calismalarda kullanilan hiicre hatlar1 genel olarak bu tez c¢alismasindan
farkli olmakla beraber sonuglarin yorumlanmasi i¢in Onemli bilgiler vermektedir
(Donate-Buendia et al. 2018). Geng ve arkadaslar1 ¢aligmalarinda ise grafen kuantum
noktalarin boyutlarini degil emisyonlarin1 baz almis, absorbans ve emisyon degerlerini
belirlemistir. Goriintiileme kalitesi ve lokalizasyon azot ilavesi ile kontrol edilmistir

(Geng et al 2018).

Farkli zamanlarda sentezlenmis olan CQD’larin sentez sartlar1 dolayisiyla kullanilan
hiicre hatlarinda sadece boyuta gére degil ayn1 zamanda sentezlenme sartlarinin da etkili
oldugu sonucuna varilmistir. Sentez 1. ve Sentez 4.de kullanilan her iki hiicre hatlarinda
ve goriintiileme sistemlerinde sonug alinmamis, Sentez 2. ve Sentez 3. sonucu elde edilen
karbon kuantum noktalarindan alinan goriintiiler calismamizda verilmistir. Senteze bagh
olarak elde edilen karbon kuantum noktalarin boyutlarindan dolayi yesil bolgede emisyon
vermis ve ayni sebepten dolayi hiicrelerin farkli kisimlarinda (¢ekirdek, sitoplazma hatta

cekirdekgikde) lokalize oldugu gozlemlenmistir.
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Literatiir dikkatle incelendiginde farkl: hiicre hatlar1 ve farkli boyutlarda CQD’lar ile ilgili
caligsmalar bulunmaktadir, ancak mevcut ¢alismalarin yeterli oldugu diisiiniilmemektedir.
Genel olarak degerlendirildiginde bu calisma ile elde edilen sonuclar literatiir ile
benzerlik gostermektedir. Ancak bu calismalarin netlik kazanmasi i¢in farkli hiicre
hatlarinda, sentezlenen CQD’larin denenmesi ya da sentez kosullarina gore yeni
caligsmalarin yapilmasina gereksinim vardir. Literatiir calismalarinda da goriilmektedir ki
nanopartikiiliin sitoplazmaya ve ya g¢ekirdege baglanmasi, senteze bagli olarak
degismektedir. Bu c¢alisma sonunda gozlemlenmistir ki, CQD’lar sentezlenme
kosullarina, boyut farkhiliklarina gore hem sitoplazmaya hem de g¢ekirdege lokalize
olmaktadir. Bunun tek hiicrede spesifik lokalizasyonun oldugu yeri, sitoplazmay1 ya da
cekirdegi isaretlemesi i¢cin CQD sentezinin optimize edilmesi gerekmektedir. Bu

perspektifde hiicre ¢aligmalarinin da devam edilmesi gereksinimi vardir.
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