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OZET

QD NANOPARCACIKLAR KULLANILARAK LEKTIN
KARBOHIDRAT ILISKIiSININ INCELENMESI

KARA, Altan

Yiksek Lisans Tezi, Niikleer Bilimler Anabilim Dal1
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Perihan UNAK
Mayis 2011, sayfa 89

Hiicre tanima 6zelliginden dolay1 6nemli lektin tiirlerinden biri olarak kabul
edilen Phytohemagglutinin-L (PHA-L) kullanilmistir. Bu lektin kirmizi barbunyadan
elde edilmektedir. Phytohemagglutinin-L  hiicre agliitinasyonu ve mitojenik
faaliyetler tizerinde gii¢lii etkiler icerir. Bu lektinler monosakkarit ve oligosakkaritler
yardimiyla kendilerini hiicre zarlarina baglarlar. Lektinler bu 6zellikleri nedeniyle

oncelikle hayvansal hiicrelerin tanimlanmasinda gorev alirlar.

Phytohemagglutinin-L (PHA-L) hiicre yiizeyindeki sekerlere spesifik dort
yiizey i¢ermektedir. Bu yiizeyler monosakkarit ve oligosakkaritlere spesifiktirler. Bu
Ozellikleri sebebiyle meme kanser hiicresi olan MCF-7 kanser hiicrelerinin
tizerindeki sialik asitlere spesifiktirler. PHA-L’ nin monosakkarit 6zellik gosteren
sialik asitlere olan bu 1ilgisi, bu lektinleri meme kanserinin goriintiilenmesinde

kullanilmasina olanak saglamaktadir.

Bu bilgiler 1s1¢inda meme kanseri hiicresi olan MCF-7 meme hiicrelerinin
yiizeylerinde bol miktarda bulunan ve ayni zamanda PHA-L ile spesifik etkilesim
gosteren monosakkarit 6zellik tasiyan sialik asit ve PHA-L arasindaki etkilesim
deneysel ve hesapsal teknikler kullanilarak arastirilmistir. Deneysel olarak CdSe/CdS

ile konjuge edilmis PHA-L oncelikle 2] le isaretlenmis daha sonra isaretli
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orneklerin MCF-7 meme hiicre ylizeylerinde gostermis olduklari tutulum zaman

parametresi kullanilarak incelenmis ve zamanla artan bir verim gozlenmistir.

Calismanin ikinci basamaginda PHA-L’ nin karbohidrat etkilesim yiizeyi
kristal yapinin igerisinden ¢ikartilarak yart ampirik yontemlerle bilgisayar ortaminda
sialik asit ile farkli pozisyonlarda etkilestirilmistir ve yapilan hesaplamalar
sonucunda PHA-L ve sialik asit arasindaki spesifik etkilesim g6zlemlenmistir.
Etkilesimlerin hesaplanmasinda yari ampirik yontemlerden PM3 ve AM1 metodlari

kullanilmistir.

Deneysel ve hesapsal calismalarimiz sonucunda elde ettigimiz anlaml
sonuglar radyoiyot isaretli PHA-L’nin ve radyoiyot isaretli PHA-L ile konjuge
quantum dot nanopar¢aciklarinn  MCF-7 meme  kanser  hiicrelerinin

goriintliilenmesinde etkili bir ajan olabilecegini gdstermistir.

Anahtar Sozciikler: CdSe/CdS kuantum dot nanoparcaciklar, 125I, PHA-L,
PM3, AM1, MCF-7.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF RELATIONSHIP BETWEEN LECTIN AND
CARBOHYDRATE BY USING QD NANOPARTICLES

KARA, Altan

MSc, Institute of Nuclear Sciences
Supervisor: Prof. Dr. Perihan UNAK
May 2011, 89 pages

Phytohemagglutinin-L (PHA-L) which is considered to be one of the major
types of lectin due to its cell recognition property, was investigated. This lectin is
obtained from red kidney bean. Phytohemagglutinin-L has strong effects on cell
agglutination and mitogenic activities. These lectins can bind themselves to the cell
membranes by interacting with monosaccharides and oligosaccharides. Because of

these characteristics, lectins are primarily used for identification of animal cells.

Phytohemagglutinin-L (PHA-L) has four surfaces which are specific for cell
surface sugars. These surfaces are specific for monosaccharides and
oligosaccharides. Because of these features, PHA-L is specific for sialic acids which
are located on the MCF-7 cell membranes. This property allows the use of lectins in

the display of breast cancer.

In shed of these, we investigated the interaction between PHA-L and sialic
acid, which is abundant on the breast cancer cell (MCF-7 cell) surface and displays
monosaccharide characteristic, by experimental and computational methods.
Experimentally, PHA-L is conjugated with CdSe/CdS and labeled with *#I.
Afterwards, attachment of these samples have been investigated with time
dependence parameter on MCF-7 cell surface and the binding efficiency was

increased with time.
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In the second step of the study, the crystal structure of carbohydrate
interaction surface of PHA-L was extracted from the crystal structure of PHA-L. The
interactions between this surface and sialic acid are calculated by computational
tools. These calculations, revealed specific interactions between PHA-L and sialic

acid. Semi-empirical methods, PM3 and AM1, were used in the calculations.

Significant outcomes have been obtained from the experimental and
computational studies and these results demonstrated that PHA-L may be an

effective agent for imagining MCF-7 cells.

Key Words: CdSe/CdS quantum dot nanoparticles, **1, PHA-L, PM3, AML1,
MCF-7.
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1.GIRIS

Kanser son yillarin en 6nemli saglik sorunlarindan biridir. Son zamanlarda
kanser ile ilgili yapilan caligmalarda genellikle diger dokulara zarar vermeden
kanserli hiicreleri taniyabilecek ve yine diger dokulara zarar vermeden kanserli
hiicrelerin yok edilmesinde gorev alabilecek ajanlar iiretilmeye calisilmaktadir. Bu
amaca ulasabilmek i¢in kanser hiicre yiizeyindeki karbohidrat gibi yapilara spesifik
olan peptidler kullanilir veya bu peptidlerden yola ¢ikarak molekiiler modelleme gibi

tekniklerle yeni ajanlarin tasarlanmasi amaglanir.

Bu ajanlar giiniimiizde daha ¢ok tasiyici sistem olarak kullanilmakta ve
kanserli bélgenin goriintiilenmesinde gorev almaktadir. Bu amacla paralel olarak son
yillarda nanoteknoloji ve biyoteknoloji alanindaki gelismeler kanserli hiicrelerin
taninmasinda ve tedavi edilmesinde arastirmacilara farkli segenekler sunmustur.
Ayrica bu alanlardaki gelismeler sonucunda ilgili doku veya boélgeye dogrudan
gidebilecek ve yine ilgili doku veya bolgeye spesifiklik gosterebilecek
nanopartikiiller iiretilmistir. Bu nanopartikiiller goriintiileme ve tedavide kullanilacak
olan etken maddeyi hedef dokuya gotiirme potansiyeli tagidiklarr gibi gosterdikleri
spesifiklikten dolayr diisiik dozlarda kullanilmaya olanak saglamislardir. Diisiik
dozlarda kullanim kolayligi ise canlida gozlenebilecek yan etkilerin 1iyice

azaltilmasina olanak vermistir.

Kanserin, tan1 ve tedavisindeki bir diger sorun ise, kullanilmasi planlanilan
ajanin ilgili bolgeye ulastiktan sonra hiicre i¢inde mevcut olan veya hiicre zarinda
bulunan proteinler tarafindan disar1 atilmasi veya saldiriya ugramasidir. Bu gibi bir
durumda eger etken madde disariya atilirsa hem kanserli bolgede istenilen amaca
uygun bir sekilde kullanilamamis olunacak hem de kanserli hiicre disindaki saglikli
hiicrelere zarar vermesi olasi olacaktir. Hiicre yiizey ve igindeki proteinlerin
antikanser ajanina saldirmasi durumunda ise ajanin kimyasal yapisinda meydana

gelebilecek degisiklikten Gtiirii istenilen etkinin gézlenmesi miimkiin olmayacaktir.



Bu sorunun nanobiyoteknoloji alanindan faydalanilarak gelistirilen spesifik
nanopartikiiller ile asilmasi amaglanir. Bu yodntemde spesifik nanopartikiillere
takilmis ajanlarin hiicreden disaritya atilma ve saldiritya ugrama gibi sorunlar

nanopartikiillerin ilgili bolgeye olan spesifikleriyle agilmasi planlanmaktadir.

Deng ve arkadaslari, CdSe/CdS nanopargaciklarint sentezlemis ve yapmis
olduklar1 karakterizasyon ¢alismalarinda sentezlemis olduklar1 bu pargaciklarin
yiiksek spesifiklikte ve suda ¢oziinebilir 6zellikte oldugunu saptamiglardir. Ayrica bu
pargaciklarin sentezinde kolay hazirlanabilen reaktifler ve basit bir deney diizenegi
olusturarak sentez basamaklarin1 pratik hale getirmislerdir. Bu sekilde yiiksek
kalitedeki nanopargaciklarin sentezinde uygun ve pratik bir method gelistirmislerdir

(Deng et al., 2006).

Smith ve arkadaslari, teorik kimya ve kimyayi matematiksel yontemlerle
tanimlamistir. Kimyasal yapilar1 ve tepkimeleri temel fizik kanunlarina dayanarak
aciklamaya ¢alismistir (Smith et al., 1997). Hesapsal kimya ise teorik kimyacilar
tarafindan gelistirilmis matematiksel yontemleri uygular ve elde edilen sonuglari
yorumlar, boylece deneysel kimya ile teorik kimya arasinda bir koprii kurar.
Hesapsal kimya ile sadece kararli molekiilleri degil, ayn1 zamanda kisa Omiirlii,

kararsiz ara iiriinler ve gecis hallerini de ¢alismak miimkiindiir.

Cerqueira ve arkadaslari, hesapsal kimyanin en 6nemli uygulama alanlarindan
biri olan molekiiler modellemenin gelistirilmesinde ve bu alandan faydalanarak
proteinlerin sahip olduklar1 gorevleri belirleyebilmek, 6zelliklerini istenilen yonde
degistirebilmek ve proteinlerle ilgili daha bircok konuya 1sik tutabilmek igin
proteinlerin 3 boyutlu yapilarini belirlemeye calisan pek cok ¢alisma bulunmaktadir
ve bu alanda Onemli gelismeler kaydedilmistir (Cerqueira et al., 2009 ve bu

makaledeki referanslar).

Young, bir kimyasal sistemde atomlar arasindaki etkilesimleri klasik mekanik
kurallar ile tanimlar ve buradan hareketle molekiiler mekanik yontemlerini agiklar

(Young, 2001). Bu yontemler oldukga hizlidir ve temel haldeki sistemlerin enerjisini



tam olarak hesaplayabilirler. Enzimler gibi biiyiik yapili sistemler i¢in bile tepkime
1s1s1 ve konformasyon kararliliklart gibi nicelikler hesaplanabilir. Dolayisiyla bu
yontemler bilgisayar ortaminda simiile ettigimiz etkilesimlerin, etkilesim
kararliliklarin1 hesaplamak i¢in uygundur.

Bl 121131 jle jodojen metodu

Literatiirdeki ¢aligmalar incelendiginde
uygulanarak yapilan isaretleme calismalarinda degisik Ozellikteki protein ve
peptidler isaretlenmis ve biyolojik degerlendirmesi yapilmistir. Yapilan bu biyolojik
degerlendirmenin sonucunda monosakkarit ve oligosakkarit spesifikligi olan legume

lektinlerin *#1 ile isaretlenme verimlerinin yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Yapilan bu tez calismasinda, hiicre tanima 6zelliginden dolay1 énemli lektin
tirlerinden biri olarak kabul edilen PHA-L’nin hiicre yiizeyindeki sekerlere
gostermis oldugu ilgiden yararlanilarak MCF-7 meme kanser hiicrelerinin taninmasi
amacglanmistir. Buna gore meme kanseri hiicresi olan MCF-7 meme kanser
hiicrelerinin yiizeylerinde bol miktarda bulunan ve ayni zamanda PHA-L ile spesifik
etkilesim gosteren monosakkarit 6zellik tasiyan sialik asit ve PHA-L arasindaki
etkilesim deneysel ve hesapsal teknikler kullanilarak arastirilmistir. Bu arastirmalar
sonucunda PHA-L’nin sialik aside spesifikliginin gézlenmesi ve bu sonuglardan
hareketle PHA-L’nin MCF-7 meme kanser hiicrelerinin taninmasinda etkili bir ajan

olabilecegi sonucuna varilmistir.



2.GENEL BILGILER

Bu boliimde tez ¢alismasi ile ilgili olan alanlarla ilgili genel bilgi verilmistir.

2.1 Kanser

Kanser, hiicrelerde DNA'min hasar1 sonucu hiicrelerin kontrolsiiz veya
anormal bir sekilde biiyiimesi ve ¢cogalmasidir. Hiicreler heniiz tam bilinmeyen bir
nedenle, kontrolsiiz olarak boliinmeye baglarlar. Bu yiizden bedende hizli hiicre

¢ogalmasindan olusan kotii urlar olusur ve bunlara kanser denir.

Kanser olustugu dokuya bagh olarak yiizden fazla cesidi olan bir hastalik
grubudur. Kanserler tiimorlerin ilk olarak basladiklart organa baglh olarak

siiflandirilirlar. Ornegin ilk olarak akcigerde olusan kansere akciger kanseri denir.

Kanser hiicreleri civarlarindaki dokulara ulasarak, kan ve lenf sistemi yoluyla
ile viicudun diger taraflarina yayilirlar. Buna metastaz denir. Metastaz yapan

kanserlerin tedavisi genel olarak daha zordur (Rosen et al., 2008).

Erken teshis edilebildigi takdirde kanser tamamen tedavi edilebilir bir

hastaliktir.
2.1.1 Meme kanseri

Meme kanseri meme hiicrelerinde baglayan kanser tiriidiir. Akciger
kanserinden sonra, diinyada goriilme sikligi en yiiksek olan kanser tiirtidiir. Her 8
kadindan birinin hayatinin belirli bir zamaninda meme kanserine yakalanacagi
bildirilmektedir. Erkeklerde de goriilmekle beraber, kadin vakalar1 erkek
vakalarindan 100 kat fazladir. 1970'lerden bu yana meme kanserinin goriilme
sikliginda artis yasanmaktadir ve bu artisa modern, batili yasam tarzi sebep olarak
gosterilmektedir. Kuzey Amerika ve Avrupa lilkelerinde goriilme sikligi, diinyanin

diger bolgelerinde goriilme sikligindan daha fazladir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/DNA
http://tr.wikipedia.org/wiki/H%C3%BCcre
http://www.diyadinnet.com/YararliBilgiler-1378&Bilgi=ve
http://www.diyadinnet.com/SaglikBilgisi-577&Saglik=kanser-nedir--kanserin-sebepleri--kanserden-korunmak
http://www.diyadinnet.com/YararliBilgiler-394&Bilgi=akci%C4%9Fer-kanseri-nedir
http://tr.wikipedia.org/wiki/Meme
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kanser
http://tr.wikipedia.org/wiki/Akci%C4%9Fer_kanseri
http://tr.wikipedia.org/wiki/Akci%C4%9Fer_kanseri
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kanser

Meme kanseri, yayilmadan once, erken tespit edilirse, hasta % 96 yasam
sansina sahiptir. Her y1l 44000'de bir kadin meme kanserinden &lmektedir. Meme
kanserinin bir¢ok tipi vardir. En sik rastlanan duktal karsinoma, memenin siit
kanallarinda baslar. Meme kanseri memenin digsina yayildiginda koltuk altindaki
lenfatik nodiiller en sik goriilen yayilim yerleridir. Kanser hiicreleri memenin diger
lenf nodlarma, kemige, karaciger ve akcigere yayilabilir. Her kadin meme kanseri
gelisme riskine sahiptir. Gergekte meme kanseri gelisen kadinlarin ¢ogunda risk

faktorleri belli degildir (Sariego., 2010).
2.2 Lektin

Lektinler giiclii bir sekilde seker baglama 0Ozelligine sahip proteinlerdir. Bu
sebepten dolay1 lektinler hiicre ve proteinleri igeren biyolojik tanima olaylarinda
onemli bir yer tutarlar. Ornegin, bazi viriisler enfeksiyon sirasinda konak
organizmanin hiicrelerine baglanmak i¢in lektinleri kullanirlar. Lektinler 6zel mono

ve oligosakkaritler yardimiyla kendilerini hiicre zarlarina baglayabilirler.

Bircok lektinin etkisi enzimatik degildir. Lektinler dogada her zaman
bulunurlar. Coziinlir karbohidratlari veya glikoprotein veya glikolipidlerin
karbohidrat parcalarini1 baglayabilirler. Bu 6zellikleri genellikle hayvan hiicrelerini

tanimlamada hizmet eder.

Lektinler hayvanlarda, hiicre adezyonunun diizenlenmesinden glikoprotein
sentezi ve kandaki protein diizeyinin kontroliine kadar bir¢cok fonksiyonda gorev
alirlar. Lektinler ayrica ¢oziinebilir ekstraselliiler ve intraselliiler glikoproteinleri

baglarlar.

Legume lektinlerin  bitkilerdeki  fonksiyonlar1  halen  belirsizligini
korumaktadir. Baslangigta bu lektinlerin bitkilerde rhizobia bagl 6zellikleri oldugu
diistiniilmiistiir fakat daha sonra yapilan ¢aligmalarda bu olasiligin dogru olmadigi

gosterilmistir (Miyake et al., 2007).


http://www.memekanseri.com.tr/

2.2.1 Phytohemagglutinin-L (PHA-L)

Phytohemagglutinin-L (PHA-L), kirmiz1 barbunya (Phaseolus vulgaris)'den
alinan lektindir; hiicre agliitinasyonu ve mitojenik faaliyetler lizerinde giiglii etkiler
icerir. PHA-L 5 izolektin ailesi igerir. Bunlar L4EO, L3E1, L2E2, LOE4, L1E3 olarak
isimlendirilmektedir. Her bir izomer PHA-L gibi kovalent olmayan etkilesimler
sayesinde bir arada bulunan 4 alt gruptan olusmaktadir. Bu alt gruplar 16kosit
reaktifleri (L) ve eritrosit reaktifleri (E) olmak tiizere iki farkli baslik altinda

smiflandirilmislardir (Layer et al., 2007).

Bu gruplardan biri olan, L grubuna ait olan lektinlerin lenfosit yiizey
reseptorlerine karst ilgileri fazladir. Yani lenfosit ylizey reseptorlerine karsi
afiniteleri yiiksektir. Bu gruptakilerin ¢ok az bir kismi ise eritrositlerin ylizey
reseptorlerine karst afinite gosterirler. Bu grup ayrica lektinlerin mitojenik

ozelliklerinden sorumludur.

Diger grup da, E grubu ise L grubunun 6zelliklerini eritrositler i¢in gdsterir
ve agliitinasyon Ozelliklerinden sorumludur. Bu bahsedilen gruplar ve ozellikler
izolektin aileleri igin gegerlidir ve alt gruplar arasindaki etkilesim farki gruplar

arasinda meydana gelen farkli katlanmalarin sonucu olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Bu alanda PHA-L ise hiicre proliferasyonlarint uyarsin diye lenfosit
kiiltiirlerine eklenerek kullanilir. PHA-L sadece L-tipi alt birimlerden olustugu igin
isolectin L4, "leukoagglutinin" grubunun o6zelliklerini gosterir ve oOzellikle T-

lenfositlerinin yiiksek verimli indiiksiyonu i¢in uygundur (Layer et al., 2007).



PHA Lektinin dizisi asagidaki gibidir:

SNDIYFNFQRFNETNLILQRDASVSSSGQLRLTNLNNGEPRVGSLGRAFYSAP
IQIWDNTTGTVASFATSFTENIQVPNNAGPADGLAFALVPVGSQPKDKGGFL
GLFDGSNSNFHTVAVEFDTLYNKDWDPTERHIGIDVNSIRSIKTTRWDFVNG
ENAEVLITYDSSTNLLVASLVYPSQKTSFIVSDTVDLKSVLPEWVSVGFSATT
GINKGNVETNDVLSWSFASKLS//SNDIYFNFQRFNETNLILQRDASVSSSGQL
RLTNLNGNGEPRVGSLGRAFYSAPIQIWDNTTGTVASFATSFTFNIQVPNNAG
PADGLAFALVPVGSQPKDKGGFLGLFDGSNSNFHTVAVEFDTLYNKDWDPT
ERHIGIDVNSIRSIKTTRWDFVNGENAEVLITYDSSTNLLVASLVYPSQKTSFI
VSDTVDLKSVLPEWVSVGFSATTGINKGNVETNDVLSWSFASKLS//SNDIYF
NFQRFNETNLILQRDASVSSSGQLRLTNLNNGEPRVGSLGRAFYSAPIQIWDN
TTGTVASFATSFTFNIQVPNNAGPADGLAFALVPVGSQPKDKGGFLGLFDGS
NSNFHTVAVEFDTLYNKDWDPTERHIGIDVNSIRSIKTTRWDFVNGENAEVLI
TYDSSTNLLVASLVYPSQKTSFIVSDTVDLKSVLPEWVSVGFSATTGINKGNV
ETNDVLSWSFASKLS//SNDIYFNFQRFNETNLILQRDASVSSSGQLRLTNLNG
EPRVGSLGRAFYSAPIQIWDNTTGTVASFATSFTENIQVPNNAGPADGLAFAL
VPVGSQPKDKGGFLGLFDGSNSNFHTVAVEFDTLYNKDWDPTERHIGIDVNS
IRSIKTTRWDFVNGENAEVLITYDSSTNLLVASLVYPSQKTSFIVSDTVDLKS
VLPEWVSVGFSATTGINKGNVETNDVLSWSFASKLS

Yukarida PHA-L proteinimizin yapisinda yer alan 928 aminoasidin tek harfli
kisaltmalar1 ve yapidaki dizilimleri goriilmektedir. Kirmizi isaretler ile ayrilan her bir
boliim bir alt grubu ifade etmektedir ve dizinler de gz oniline alinarak alt gruplar
incelendiginde alt gruplarin yapilarinin birbirleri ile 6zdes oldugu bu sekilde de

gorilmektedir.

2.3 iyot

Iyot sembolii I, atom numarasi 53 olan bir elementtir. Kimyasal olarak iyot

halojenlerin en az reaktif olani, astatin'den sonra en elektropozitif olanidir. Diger


http://tr.wikipedia.org/wiki/Halojen
http://tr.wikipedia.org/wiki/Astatin

halojenler gibi iyot da iki atomlu molekiiller olusturur, dolayistyla molekiiler formiilii

127

I,'dir.Iyodun 37 izotopu vardir, bunlardan bir tek *“'I kararlidur.

1291 pek cok bakimdan *°Cl'ya benzer. Cok az ¢oziiniir, az reaktiftir, ve

niikleer reaksiyonlardan meydana gelir. Hidrolojik calismalarda *°I yogunlugu

129
I

genelde **I'un toplam iyoda (hemen hemen sirf *’I) olarak ifade edilir. **Cl/Cl orani

gibi, dogadaki **°I/I orani da ¢ok diisiiktiir, (10%-10™° aras1). **Cl'dan farkli olarak
129un yar1 émrii daha uzundur (15.7 milyon yil), canlilara alinma egilimi ytiksektir
ve farkli kimyasal 6zelliklere sahip cesitli iyonik sekillerde mevcuttur (baslica I ve
105). Bu yiizden **I kolaylikla biyosfere girebilir. Meteorlarda bulunan ***Xe’nun,
siipernovalarda iiretilen ?°I'm yikimindan kaynaklandigi, bunun da giines sistemini
olusturan toz ve gazlarda yer aldigi gosterilmistir. Giines sistemimizin erken

evrelerinde var oldugu gosterilmis olan *2T'

nin yikimi [-Xe radyometrik tarihleme
yonteminde kullanilir. Bu yontem giines sisteminin ilk 50 milyon yilinin

tarihlenmesinde kullanilir (Wells, 2003).

2.3.1 Kullanim alanlar1

Iyot ilag yapiminda, tuzlarda, antiseptiklerde, gida katkilarinda, boyalarda,
katalizorlerde ve fotografeilikta kullanilir. Ayrica tentlirdiyotta da iyot wvardir.
Eskiden apikal apseli dislerin tedavisinde kullanilan iyot bu dislerde renklenmeye yol

agmaktadir.

Bilindigi gibi iyot, tentiirdiyot olarak deriye siiriiliir ve kesik tedavisinde
kullanir. Bu alkol ve iyodun sulandirilmis bir karigimidir. Iyot aym zamanda
fotograflarda, lazerlerde (glimiis iyodiir), boyalarda kullanildigi gibi tuz tabletine
eklenen bir besin olarak da kullamlir. Iyotlar, cogunlukla tibbi alanda en yaygin
kullanilan radyoniiklidler arasindadirlar. Ciinkii iyodun kimyasal o6zellikleri,
goriintliileme ¢alismalart icin molekiilleri baglamada kolaylik saglar. Bu yolla ilaglar
ya da bilesiklerin metabolizmasini izleme ya da kalp gibi ¢esitli organlarin yapisal

kusurlarii goriintiilemek miimkiindiir (Audi et al., 2003).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Tent%C3%BCrdiyot

2.3.212%

Kisa yar1 omrii (13 saat) ve 159 keV’ luk gama enerjisi nedeniyle tiroid
sintigrafisi i¢in idealdir. Siklotron {iriinii olmast ve temin gili¢ligli nedeniyle
tilkemizde kullanilmamaktadir. Oral yoldan verildikten 6 saat sonra c¢ok iyi

rezoliisyonlu, minimal zemin aktivitesi bulunan goriintiiler elde edilir ( Venkat et al.,

1992).

2.3.312°

123 1271 den 2 nétron azdir ve ndtron eksikligi nedeniyle elektron yakalama

(EC) bozunumuna ugrar ve bu reaksiyon sonucunda yar1 kararli Te-125’e dontisiir.

Yar1 6mrii 60 giindiir.
12Xe(n,gama) **Xe —> 1| —1®Te (2.1)

Bu gecis icin bozunum enerjisi 178 keV’dir. 178 keV’lik bu enerji nétrino;
eksite olmus Te-125 gecisinde 143 keV tasir ve 35 keV’lik enerji Te-125’in temel
diizeyine gegisteki gama 151masi olarak salinir.

21 bnceleri tiroid goriintiilenmesinde kullanilmigsa da giliniimiizde biiytlik

cogunlukla invitro c¢alismalarda kullanilmaktadir. 125

izotopu antijen radyo
isaretlenmesi i¢in ¢cok kullanilmaktadir ve uzun yar1 6mrii (60 giin) sayesinde avantaj
saglamaktadir. Ayrica yine bu uzun yar1 dmrii sayesinde birgok isaretleme ¢aligmast
ekonomik olarak *#1 ile yapilabilmektedir (Harper et al., 2001).

Blpe gore bir diger avantaji ise; radyo isaretleme esnasinda **I’un beta
salimim1 olmamas: isaretli molekiillerin radyolitik dekompozisyonunu minimuma
indirir. Yar1 omrii 60 giin olmas1 nedeniyle bilesiklerin uzun siire metabolizma

caligmalar1 i¢in tercih edilir ve bdyle bilesikler i¢in uzun siire raf omrii saglar.

Boylece siklikla hazirlanmasina ihtiya¢ duyulmaz.
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1251} reaktorde tiretmek icin asagidaki reaksiyonlardan yararlanilmaktadir,
o Xe (n,y)— *"Xe(57s)—*1 (59.4 d) (2.2)
o #Xe (n,y)— 9Xe(19.9h)—'*1 (59.4 d) (2.3)

(Kahn ve Kleinberg, 1977)

2.3.4 14

Yiiksek gama enerjisi (364 keV), beta partikiilii 1s1masi, uzun yar1 dmrii (8
giin) nedeniyle diisikk dozlarda kullanmak gerektigi i¢in gama kameralarla
goriintlilemeye uygun bir ajan degildir. Yiiksek enerjisi sayesinde, substrenal guatrin
arastirilmasinda ve beta partikiili 1smmimi1  nedeniyle Thipertiroidi ile tiroid
kanserlerinin tedavisinde kullanilmaktadir. Diisiik dozlarda (30-100 uCi) oral yolla
verilmesini takiben 24. Saatte goriintiileme yapilir (Rivkees et al., 1998).

2.3.5 Iyot radyoizotoplarinin kullanim alanlari

Tiroit bezinde toplanma egilimi, iyodu 6zellikle tiroit problemlerinin teshisi
ve islemleri i¢in yararl kilar. B3 kisa yar1 Omrii ve yararli beta yayilim1 nedeni ile
niikleer tipta yogun bir sekilde kullanilir. B3 tiroitten gelen tiroksin akisini izlemeyi
ve goriintiilemeyi igeren birgok tibbi islemler igin faydalidir (Hertz et al., 2009).

Aslinda sekiz giinliik yar1 6mre sahip olan 131

I, ii¢ giinden daha kisa bir siirede
viicuttan atilir. 1 de tibbi goriintiilemede yaygi bir sekilde kullanilir. Buna karsilik
124] ‘hedeflenmis terapi icin yararlidir. *°I izotopu ise bazen kanser dokusunu tedavi
etmede kullanilir. **°I énemli tibb1 kullamimlara sahip degildir. Pratik kullamimda

teshise yonelik test etme laboratuarlarinda bazi radyoaktif sayicilar1 kontrol etmek

icin kullanilir (Gilby et al., 2010).
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2.3.6 Radyoaktif iyodun ¢ozelti kimyasi

Radyoaktif iyot; genelde Nal formunda elde edilmektedir. Uygun kosullar
altinda iyot sulu c¢ozeltilerde oksidasyon reaksiyonuna girer. Radyoliz veya

oksidasyon ile olusan ¢ok dnemli reaksiyonlart asagida gorilmektedir,

o A4H +0,+ 4H" — 21, + 2H,0 (2.4)
e 2HI+H,0, —>I,+2H,0 (2.5)
e 2I'+20H —» I, +20H (2.6)

Okside olmus ve I, formundaki iyot ugucudur ve tehlike arz eder.

Reaksiyon 2.4, alkali pH’da radyoaktif iyot ¢6zeltisi tamponlanarak tersinir
reaksiyon ‘sodyum siilfat’ gibi indirgeyici ajanlar kullanilmasi vasitasiyla etkili bir

sekilde geciktirilebilir.

Reaksiyon 2.5 ve 2.6, radyoaktif iyodu igermesi durumunda radyasyon ile
ilgili reaksiyonlar1 tamamen engellemek zordur. Fakat radyoaktif konsantrasyonu

(birim hacme diisen aktivite miktar1) diislirmek vasitasiyla minimuma indirilebilir.

Iyot anyonu kimyasal olarak oldukca reaktiftir. Uygun kosullar altinda hizla
elementel iyot ve HI gibi ucucu formlara okside olur. Bu sekildeki iyot ¢ozeltisini

elinde tutan kisiler igin potansiyel saglik tehlikesi mevcuttur.

Iyot asidik ortamda atmosferik ve ¢dziinmiis oksijen veya her hangi bir

iyodad formunda reaksiyon verebilir.

o 4I'+0,+4H" — 21, + 2H,0 (2.7)

e 5I'+103 +6H"—> 3l,+3H,0 (2.8)
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Oksidayon reaksiyonu birka¢ yolla minimuma indirilebilir,

1) pH=7.5-9.0 alkali ¢6zelti igeren tampon ¢ozeltisi iyodun ugucu formlara

yiikseltgenmesini Onler.

2) Sodyum tiyosiilfat gibi indirgenlerin kullanilmas1 asagidaki reaksiyona gore

iyodun iyodiire indirgenmesini saglar.

o I, +5,05% — 21+ S,06° (2.9)

Ayrica iyot suda yavas bir ¢oziiniirliige sahip olmasi nedeniyle buz dolabinda
saklanmast halinde buhar basinci azalacaktir. Sulu c¢ozeltilerde iyodun
yiikseltgenmesi radyolitik etkiler vasitasiyla olusabilir. Bunun nedeni suda olusan
radikallerdir. Radyasyonun sebep oldugu serbest radikaller ve peroksitler iyodu, I,
(iyot) ve 103" (iyodat) formuna yiikseltger. Bu reaksiyonlar oksijen mevcudiyetinde

ve yiiksek radyoaktif konsantrasyonlarda hizlanir (Venkat et al., 1992).

2.3.7 Iyot ile isaretleme

Radyoaktif iyot ile isaretleme genelde ilgili molekiiliin aromatik halkasia 1~
un elektrofilik 6zellikleri nedeniyle yaptigi girisim nedeniyle basarilabilir. Bu ya
hidrojen ile iyodun yer degistirmesi reaksiyonu ya da radyoaktif iyot atomunun
molekiilde mevcut olan stabil iyot ile yer degistirmesi, izotopik yer degistirme

reaksiyonu ile olusmaktadir. Bu reaksiyonlar asagida goriilmektedir:

Yer degistirme reaksiyonu,

e R-H+Il, —>R-I"+HI (2.10)

Izotopik yer degistirme reaksiyonu,

e RI+1l; —» R-I"+1, (2.11)
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Serbest molekiiler iyotta I, (I" + I") formatindadir. Bununla beraber serbest I'"
mevcut degildir. Fakat genelde sulu ¢ozeltilerde niikleofilik (I') ozellikleri ile bir
kompleks olustururlar (Carey, 2006).

Asagida bu reaksiyonlar goriilmektedir,

o ly+H,0 —> H,0l + 1’ (2.12)
e I,+OH —» HOI+1I (2.13)

Iyot ile isaretleme reaksiyonlarinda iyodinasyonun ya hidrate olmus

kompleksi (H201%) ya da hipoiyodiir asit (HOI) ile oldugu diisiiniilmektedir.

Protein iyodinasyonu niikleer tipta ¢ok Onemli radyoaktif isaretleme
tekniklerinden biridir. Protein molekiiliinde tipik iyodinasyon yerleri mevcuttur.
Iyodinasyonun asil yeri olarak tirozinin aromatik zinciri veya sekonder yer olarak
histidinin imidazol halkasi bilinmektedir. Genelde proteinlerin iyodinasyonu pH=7-
9’da olur. HOI'nin doniisiimsiiz bozunumundan dolay1 bu reaksiyonun pH=9’dan

yiiksek pH’lar da gézlemlenmesi zordur (Peters, 2006).

Protein molekiiliiniin bozunmasint 6nlemek icin iyodinasyon ajanlarinin
kullanilmast zorunludur. Cogunlukla oldukc¢a gii¢lii oksidasyon ajanlart kullanmak
gerekir. Ancak bu ajanlar protein molekiiliine zarar verebilir. Genelde protein
biitiinliglinli korumak i¢in ortalama olarak protein molekiilii basina bir iyot
atomundan fazla atom olmamasi tavsiye edilir. Ciinkii proteinin farkli bir yerine
baglana bilir, farkli bir biyolojik aktivite gosterebilir veya maskeleme yapabilir. Bu

gibi sebeplerden iyodun konsantrasyonu iyi ayarlanmalidir (Carey, 2006).

2.3.8 Radyoaktif iyodinasyon yontemleri

Radyoaktif iyodinasyon yontemleri molekiiler iyot, trityot metodu, iyot
monoklorid, kloramin T yontemi, elektroliz yontemi, enzimatik yontem, iodojen

yontemi, hunter ve greenwood yontemi ve erime noktasinda exchange yotemidir.
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e Molekiiler iyot (I,)

Radyoaktif iyot genelde Nal olarak mevcut olmasindan dolay1 oksidasyon
vasitastyla radyoaktif molekiiler iyot elde etmek i¢in kullanilmasi gerekir. Pressmen
ve Keighly, proteinlerin isaretlenmesinde once tastyict molekiiler iyoda Na'®!|
ilavesiyle gergeklestirmislerdir (David P. ve Keighley G., 1957). Diger arastirmacilar
molekiiler iyotla isarctleme yapmak i¢in ¢ok farkli oksidasyon ajanlarn

kullanmislardir. Proteinlerin isaretlenmesinde oksidant olarak iyot/iyodat sistemi

veya demir siilfat, H,O,, amonyum persiilfat kullanilmistir.

Radyoaktif isaretleme i¢in 1yot molekiillerinin kullanilmasinin bir¢ok

dezavantaj1 vardir,

1. Mimkiin olan radyokimyasal verim % 50°dir. Ciinkii isaretlemenin yarisi
radyo iyot olarak sonuglanir. Bu gibi bir durumda saflagtirma yapmak ¢ok zor

olur.

2. Onceki oksidasyon basamaklari, bazi aktivite kayiplarmi igerir ve galisan
kisinin maruz kalacagr aktivite yiliksektir. Bundan dolay1r radyoaktif

molekiiler iyot ile ¢alismaktan kac¢inilir ve maliyeti ¢ok fazladir.

3. Molekiiler iyodun uguculugu nedeniyle risklidir. Bu zorluklara ragmen
radyoaktif molekiiler iyot kiiciik organik molekiillerin isaretlenmesi ve

benzeri ¢alismalarda 6nemli bir yere sahiptir (Arotsky et al., 2010).

e Triiyot metodu

Iyot (tastyict konumunda) ve KI’ un karigiminin varliginda isaretlenebilecek
bilesiklere radyoaktif iyodun ilavesini igeren bir yontemdir. Bu metotta radyoaktif
iyot, iyot-KI ¢ozeltisi ve isaretlenecek bilesik ile karistirilir. KI triiyot kompleksi i¢in
yardimcidir. HOI i¢in I7’in hidrolizinden sonra radyoaktif iyot (I*), iyotlu bilesikte

HOT* iiretmek i¢in HOI ile izotop yer degistirme reaksiyonuna sokulur.
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Teorik olarak radyoaktif iyodun yalmizca yarisi, 1" formuna
doniistiiriildiigiinden genelde isaretleme verimi yalmizca % 10-20°dir. Bununla
beraber reaksiyon kosullar1 hafif oldugu i¢in protein bozunumu diistiktiir. Kararh
iyotlanmis ve radyoaktif iyotlanmis bilesikler olusturulabilir (Brisbois et al., 2004).

Bu metod ¢ok genis alanda kullanilmamaktadir.

e lIyot monoklorid

ICI’de iyot kloriir biiyiik elektronegatifliginden dolayr I" (yiikseltgenmis)
formundadir. ICI asagidaki reaksiyona gore kuvvetli asidik ortamda iyodat ile

iyodun oksidasyonu ile olusturulur:

e 2Nal + NalOs + 6HCl — 3ICI + 3H,0 + 3NaCl (2.14)

ICl ile radyoaktif iyot izotopu karigtirilarak yer degistirme reaksiyonu yapilir.
Ciinkii ICI; iyodun tiimii ve asiris1 da I" formundadir. Esasen radyoaktif iyodun tiimii

asagidaki reaksiyona gore doniistiiriilmektedir.

e ICl+ Nal*—» I'Cl + Nal (2.15)

Bundan sonra [*Cl HOI’ ya hidrolizlenerek iyotlanan bilesige girer. Bu
yontemde yiiksek isaretleme verimi (% 85) miimkiindiir. Fakat iirliniin spesifik
aktivitesi distiktiir. Clinkii kararli iyot, mevcut ICIl asirisindan dolayr bilesikte
birlesebilir. Bu radyoaktif iyot isaretleme tekniginde tamponlanmis bilesik ve ICl

karigima ilave edilir.

Radyoaktif iyottan once ICI ilave edilirse; isaretleme verimi diiser. Ciinki
bilesik ile direk bir sekilde ICliin reaksiyonundan dolay1 izotop yer degistirme
reaksiyonu azalir. Bununla beraber ICI kullaniminin avantaji, bilesik ile birlestirilmis
iyodun miktar1 kullanilan ICI’in miktariyla kontrol edebilmektedir (Brisbois et al.,
2004).
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e Kloramin T yontemi

Kloramin T yoOntemi, yiiksek spesifik aktivitede peptid ve proteinlerin
radyoaktif iyodinasyonu i¢in kullanilan c¢ok genel bir yontemdir. Kloramin T
yontemi ile radyoaktif iyodinasyondaki dikkat edilmesi gereken nokta protein
isaretlemede bilesigin sert oksidasyon kosullarina maruz kalmasidir. Bu istenmeyen
bircok yan reaksiyonlara sebep olabilir. Bu tip zorluklara ragmen kloramin T ¢ok
sayida kiigiik organik molekiiliin radyoaktif iyodinasyonunda basar1 ile

kullanilmistir.

Bu yontem, yiiksek spesifik radyoaktiviteli peptid ve proteinlerin radyoaktif
iyodinasyonunda basar1 saglar. Ancak burada ortaya ¢ikan baska problemler

reaksiyon kosullarinin protein bozulmasina sebep olmasidir.

Yontemde kullanilan iyodinasyon ajaninin  kimyasal adi N-kloro-4-
metilbenzen siildanamid sodyum tuzudur. CAT (oksidasyon ajani), pH=7-8’de

hipokloride hidroliz olur. Sodyum hipoklorid de hidroidi aside yiikseltger.

e CH3CgH,SO,NaNCI + H,O —» CH3;CgH4,SO,NH, + NaOCI (216)
e NaOCI + HI'—» HOI" + NaCL (2.17)

Genel teknik radyoaktif iyot ve tampon ile isaretlenecek bilesik
birlestirildikten sonra hizli bir sekilde taze CAT ¢o6zeltisi ilave edilerek karigtirilir.
Ciinkii CAT giiclii oksidasyon ajamidir. Proteinlere zarar verebilir. Eger isaretleme
kosullar1 dikkatli bir sekilde kontrol edilirse; yiiksek iyodinasyon verimleri elde
edilebilir (Rosch, 2004).

CAT’in avantaji, tastyict iyoda ihtiya¢ yoktur ve bununla beraber yiiksek

spesifik aktivitelere ulasilabilir. Bu yontem en ¢ok kullanilanlardan biridir.
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o Elektroliz yontemi

Iyot ¢ozeltide inert bir elektrotta olusturulmus elektronlar ile okside edilerek
isaretlenecek bilesige baglanabilir. Bu yontem ile bir¢ok protein radyoaktif iyodun
karigiminin elektrolizi ile olur. Elektrolizle iyodu serbest birakarak bilesik isaretlenir.
Yavas ve tastyict iyot mevcut olmadigindan isaretleme verimi genellikle ytiksektir.
Katotta bilesik ve iyot bulunur. Bu yontem diger yontemlere gore daha karmasik bir

yapida oldugu i¢in genis ¢apta kullanilmaz.

e Enzimatik yontem

Enzimatik reaksiyonda kloroperaksidaz ve laktoperoksidaz gibi enzimler
H20,’in nanomolar miktari, isaretlenecek bilesik ve radyoaktif iyodu i¢eren karigima

radyoaktif iyodinasyon i¢in ilave edilir.

H,0,, reaktif iyodu iyoda yiikseltgeyerek bilesigin iyotlanmasinda goérev alir.
Organik molekiillerde degisim veya proteinlerin bozunumu, H,O, nin yalnizca diisiik
konsantrasyonunda ilave edildiginde minimuma indirilebilir. Bu yontemde % 60-85’
lik verimlere ve yiiksek spesifik aktivitelere ulasilabilmektedir (Minton, 2001). Bu

metodun proteinlere diger metodlara gore daha az zarar verecegine inanilmaktadir.

e iodojen yontemi

fodojen (1,3,4,6 tetrakloro 3-6 difenil glukonil) suda ¢dziinmez, ¢dzgen
olarak CH,CIl, ve CHCIs’de kullanilir. Bu islemden sonra ¢dzgen ugurularak
iodojenin kabin duvarinda ince film olusturmasi saglanir. Boylece oksidasyon
reaktifi ile organik bilesigin ¢ok zayif kontagi bile isaretlenme olaymnin

gerceklesmesini saglar.

Iodojen, urasiller ve tiyourasiller serisinin radyoaktif iyodinasyonunda

kullanilmaktadir. Bu reaksiyonlarda iodojen kloramin T’den daha iyi sonuglar
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alinmigtir. Proteinler ve hiicre membranlari iodojen yontemiyle radyoaktif

Iyotlanabilir.

Reaksiyona girmemis iyot sephadex jel veya DEAE iyon exchange materyali
kullanilarak ~ kolon  kromatografisiyle ayrilabilir.  Proteinlerin ~ bozunumu

minimumdur, ¢iinkii reaksiyon kati fazda olusur ve iodojen suda zayif ¢oziiniir.

e Hunter ve Greenwood yontemi:

Bu yontemde de oksidantlar ¢ok genis bir alanda kullanilir. Bolton ve Hunter
reaktifi ise ¢ok genis bir sekilde kullanilmaz. Bu reaktif 4-hidroksi 5 iyodo fenil
propanoik asit N-siiksinimid esteridir. Reaktif serbest asiti suda yavas bir sekilde
kendi kendine hidrolizlenir. Reaksiyon pH=8.5’de tamponda ve buz banyosu
sicakliginda gergeklestirilir (Bolton ve Hunter, 2010). Fazla tercih edilen bir yontem
degildir.

e Erime noktasinda exchange yontemi:

Bircok bilesik yer degistirme yontemi kullanilarak radyoaktif iyot ile
isaretlenebilir. Erime noktasinda yer degistirme yontemi boyle bilesikleri igsaretlemek

i¢in alternatif bir yontemdir. Bu yontem 3 farkl sekilde uygulanabilir;

e Erime noktasinda yer degistirme yonteminin en basit sekli radyoaktif
olmayan aromatik bilesigin erimesi sirasinda olusan yer degistirme
reaksiyonudur. Bu durumda isaretlenecek organik bilesigin erime noktasi
civarinda kararli olmas1 zorunludur ve erigin radyoaktif iyoda kars1 yeterince
yiiksek degerde dielektrik sabitine sahip olmasi gerekir. Iyodun buharlasma
thtimaline karsi; vakumlu kapali sistem kullanilmalidir. Bu islemde genellikle
karbon tuzagi kullanilir. Ciinkii iyot oda sicakliginda bile buharlasabilir,

bunun i¢in bu konuda dikkatli olunmas1 gerekir.
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e Diger bir yol, 124Xe’un bozunma iiriinii ile diisiik erime noktali agil
tiirevlerinin erimesi sirasinda olusan yer degistirme vasitasiyla 3-
iodofenilalanin, 5 ve 6-iyodotriptophan gibi bilesiklerin radyoaktif iyot ile
isaretlenmesidir. Bu yontem geri tepilme ile isaretleme ve erime yonteminin
kombinasyonu olarak diistiniilebilir. Diisiik dielektrik sabitli bilesiklerinin bu
yontemle isaretlenmesinde ortaya ¢ikan glgcliikleri gidermenin bir yolu
asetamid ortaminda erime sirasinda yer degistirmedir. Asetamidin erime
noktasi 82 °C’dir ve 200 °C altinda kararlidir. Reaksiyon yaklasik 180 °C’de

gerceklesir. Bu yontemle iyodobenzoik asidin ii¢ izomeri isaretlenmistir.

e Erime ile yer degistirme reaksiyonunun iigiincii sekli yer degistirme
reaksiyonunun erime noktasi altindaki bir sicaklikta yapilmasidir. Substrata
(organiktir) 1-4 i¢in (amonyum siilfatin veya substratin erime noktasi altinda)
120-160 °C’de radyoaktif iyot ve amonyum siilfat ile birlikte 1sitilir. Bu
yontemle organik molekiillerin isaretlenmesi amonyum siilfatin NH3 kaybi ile
bozunmasi sirasinda kalan asidik ortamin yer degistirme reaksiyonunu
katalizlemesi ile olur. Bu yolla yer degistirme ortaminin asitliginin kademeli
bir sekilde arttig1 ileri siiriilir. Bu sonucglar ve reaksiyon kosullarina
dayanarak, kuru ortamda (¢6ziiciiniin olmadig1 ortam) izotop yer degistirme
reaksiyonunun kisa Omiirlii radyoaktif iyot izotoplari kullanimi ile diger
organik molekiillerin isaretlenmesinin miimkiin oldugu ileri siirilmiistiir

(Ram ve Tripathi, 1990).

2.4 Nanoteknoloji

Nanoteknoloji maddeyi atomik ve molekiiler seviyede kontrol etme bilimidir.

Genel olarak 100 nm ve daha kiiciik boyutta malzeme ve aygit gelistirmekle ilgilidir.

Nanoteknoloji birgok alani kapsayan bir bilim dalidir. Aygit fizigi, malzeme
bilimi, elektronik, kimya, biyoloji gibi dallardan bilim arastirmacilari, nanoteknoloji

caligmalar1 yapmaktadir.

Nanoteknolojinin tip, elektronik ve enerji tiretimi gibi alanlarda da

uygulanma potansiyeli vardir. Bunun yaninda, her yeni teknolojide oldugu gibi, nano
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malzemelerin de saglik ve ¢evre tizerindeki etkileri merak edilmektedir (Hunt et al.,
2008).

Nanoteknoloji kelimesini ilk defa kullanan Tokyo Bilim Universitesi'nden
Norio Taniguchi olmustur. 1974'de yayinlanan bir makalede Taniguchi'nin tanimi
sOyledir: "'Nano-teknoloji' genel olarak malzemelerin atom atom ya da molekiil
molekiil islenmesi, ayrilmasi, birlestirilmesi ve bozulmasidir." Nanoteknoloji
kelimesinin ortaya ¢ikmasindan once, fikir olarak dile getirilmistir. Bunlardan en
erkeni Richard Feynman'in "Asagida Daha Cok Yer Var" adli konusmasidir.
Feynman bu konusmasinda atomlar1 ve molekiilleri kontrol etmeyi
becerebilecegimizden, bunu yapabilmek i¢in de yeni aletlere ihtiyacimiz oldugundan
bahsetmigstir. Atomik seviyede yer ¢ekimi kuvvetinin dneminin azalacagina, Van der
Waals gibi zayif kuvvetlerin 6neminin artacagini da belirtmistir. Feynman'in yaninda
bir bagka bir bilim adami ise Eric Drexler'dir. 1986'da yayinladigi '"Yaratma
Motorlari: Nanoteknolojin  Yaklasan Devri" ve "Nanosistemler: Molekiiler
Mekanizmalar, Uretim ve Hesaplama" kitaplarinda istedigimiz maddeyi atom atom
dizerek olusturan nanorobotlarin var olabilecegini ispat etmeye ve bu teknolojinin
etkilerini ortaya ¢ikarmaya calismistir. Ayrica "Yaratma Motorlari: Nanoteknolojin
Yaklagan Devri" yayinlanan ilk nanoteknoloji kitabidir. Nanoteknolojinin
gelismesini saglayan bulus ise Tarama Tiinelleme Mikroskobu'nun kesfedilmesidir.
Bu mikroskop sayesinde iletken bir ylizeydeki atomlarin yerleri degistirilebiliyordu.
Bu gelismeyi 1986'da karbon nanotiiplerin kesfi izledi. 2000'de ABD'nin
nanoteknolojiye yatirnm yapmasi sonucu diinya'nin bir¢ok iilkesinde nanoteknoloji

arastirmalar1 baglamis oldu (Peterson, 2007).

2.4.1 Nanoteknolojinin avantajlar

Nanoteknolojinin 6nemi, atomlar ve molekiiller seviyesinde (1 ila 100
nanometre skalasinda) ¢alisarak, gelismis ve/veya tamamen yeni fiziksel, kimyasal,
biyolojik 0Ozelliklere sahip yapilar elde edilmesine imkan saglamasindan
kaynaklanmaktadir. Teknik acidan aciklamak gerekirse malzeme Ozellikleri ve
cihazlarin ¢alisma prensipleri, genel olarak 100 nm’den biiyiik boyutlar1 temel alarak

yapilan varsayimlarin sonucunda ortaya ¢ikarilmis geleneksel modelleme ve teorilere
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dayanmaktadir. Kritik uzunluklar 100 nm’nin altina indiginde ise geleneksel teori ve
modeller ortaya c¢ikan oOzellikleri agiklamakta cogu zaman yetersiz kalmaktadir

(Samar et al., 2007).

Daha saglam, daha kaliteli, daha uzun émiirlii ve daha ucuz, daha hafif, daha
kiigiik cihazlar gelistirme istegi bircok is kolunda gozlenen egilimlerdir.
Minyatiirizasyon olarak tanimlanabilecek bu egilim bir¢ok miihendislik ¢alismasinin
temelini olusturmaktadir. Minyatiirizasyonun sadece kullanilan pargalarin daha az
yer kaplamasindan ¢ok daha dnemli getirileri vardir. Minyatiirizasyon tiretimde daha
az malzeme, daha az enerji, daha ucuz ve kolay nakliye, daha ¢ok fonksiyon ve

kullanimda kolaylik olarak uygulamada kendini gostermektedir.

20. yiizyilin ikinci yarisindan itibaren bir¢ok endiistride kullanilan toleranslar
stirekli iyilestirilmis, Ustiin kalite anlayis1 gelistirilmistir. Mikroteknoloji iiriini
olarak tanimlayabilecegimiz pargalar otomobil, elektronik, iletisim gibi sektorlerde
yaygin olarak kullanilir olmustur. Giiniimiizde ise mikroteknolojilerden daha kiiciik
teknolojilerin, nanoteknolojinin, kullanimini yayginlagmaktadir (Gordon et al.,

2007).

Nanoteknoloji sayesinde sanayide, bilisim teknolojilerinde, saglik sektoriinde
ve daha bir¢ok alanda yeni iiriinler gelistirilecek, giinlimiiziin iiretim siirecleri ve
yontemleri degisecektir. Bu teknolojiye yatirim yapilan iilkelerde ekonomik degerler

yaratilacak ve toplumlarin yasam kalitesi gelisecektir.

2.4.2 Nanobiyoteknolojinin kanser arastirmalarinda kullanimi

Kanser hiicrelerinin saglikli hiicrelere zarar vermeden o6ldiriilmesi {izerine
cok yeni ve farkli metodlar iistiinde laboratuvarlarda ¢ok ileri diizeyde arastirmalar
siirdiiriilmektedir. Ornegin, bakteri DNA&rsquo; sinin bizimkinden yapisal
farkliliklar gosterdiginin kesfiyle DNA molekiillerinin bagisiklik sistemi lizerine olan
uyarict etkisinden yararlanarak yeni ilaglar tasarlanmaktadir. Bu ilaglar1 yeni

jenerasyon asi gelistirmekten, antikanser ve anti allerjik uygulamalara ve asisi
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olmayan hastaliklardan immiin koruyucu ajan olarak kullanmaya kadar genis bir

yelpazedeki arastirmalar baglamstir.

Sadece kanserli dokulara veya civaria kontrollii bir sekilde DNA&rsquo; y1
ve istendiginde de kemoterapi ajanin1 da birlikte salabilen nanokeseciklerle
antikanser terapileri gelistirilmekte ve bunlarin deney hayvanlarindaki etkinlikleri
tayin edilmektedir. Bu terapi yontemi ile, insanda bas ve boyun da olusan ve ¢ok
hizl1 bir sekilde ilerleyebilen bu kiitle kanseri modeli farelerde %90 DNA&rsquo; 1n
tizerinde bir basariyla ortadan kaldirilabilmektedir (Ranjita et al., 2010).

2.4.3 Nanoparcacik nedir ve nicin kullanilir

Nanopargacik, 100 nm’den daha kii¢iik bir boyuta sahip mikroskobik
parcaciklaridir. Giintimiizde 6zellikle biyomedikal, optik ve elektronik gibi sahalarda
cok cesitli potansiyel uygulamalart oldugu i¢in nanoparcaciklar iizerinde yogun
caligmalar yapilmaktadir. Bu biiyiikk ilginin en Onemli sebebi kuskusuz ki bu
parcaciklarin atomik yapilarla biiyiik kiimelenmis yapilar arasinda bir koprii
olusturmasidir. Biiyiik kiimelenmis yapilar boyutlara baglh kalmaksizin belli fiziksel
ozelliklere sahiptirler fakat nano boyuttaki taneciklerde boyle bir durum s6z konusu

degildir, bir bagka ifadeyle nano boyutuna bagl olarak 6zellikleri degisebilmektedir.

Bu o6zellikten dolayr maddelerin yiizeylerindeki atomlarin yiizdesi biiyiik
onem kazanmaktadir. Biiylik kiimelenmis yapilarda ise maddelerin ylizeylerindeki
atomlarin yiizdesi ¢ok daha azdir. Bu agidan diisiintlirsek katalizor sentezinde nano
boyutta taneciklerin kullanilmasi daha avantajli goziikmektedir. Ciinkii nano
boyuttaki taneciklerle olusturulacak katalizorlerin aktif ylizey alani, kiimelenmis
daha biiyiik taneciklere gore ¢cok daha genistir. Bu amagla biiyiik kiimelenmis yapilar
yerine daha kiigiik boyutta (nano boyutta) tanecikler sentezlenmeli ve kullanilmalidir

(Fritz et al., 2010).
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2.4.4 Nanoparcaciklarin elde edilis yontemleri

Nano boyuttaki yapilarin elde edilmesinde iki ana yontem bulunmaktadir.
Asagidan yukariya (bottom-up) ve yukaridan asagiya (top down) olarak adlandirilan
bu iki yaklasimi su sekilde 6zetleyebiliriz.

1-Asagidan Yukar1 (Bottom-up):

Asagidan yukariya yaklasimi (kiigiikten-biiyiige), molekiiler nanoteknolojiyi
belirtir ve organik veya anorganik yapilari, maddenin en temel birimi olan
atomlardan baglayarak atom atom, molekiil molekiil insa edilmesi yontemini ifade

eder (Levins et al., 2006).

2-Yukaridan Asagi (Top-down):

Yukaridan asagiya yaklasimi (biiyiikten-kiigiige), makineler, asitler ve
benzeri mekanik ve kimyasal yontemler kullanilarak nano yapilarin fabrikasyonu ve
imal edilmesi yontemlerini ifade eder (Das et al., 2007). Teknolojinin bu giinkii
seviyesi sebebi ile yapilan c¢alismalarin bircogu yukaridan asagiya klasmaninda

degerlendirilir.

2.5 Kalite Kontrolde Kullamilan Kromatografik Yontemler

Inaktif (CdSe/CdS kuantum dot nanopargaciklar, PHA-L ve QD

nanopargaciklar ile konjuge edilmis PHA-L) ve aktif bilesenlerin 21 ile
isaretlenmis inaktif Ornekler) kalite kontroliinde kullanilan yontemler ince tabaka
kromatografisi (TLC), yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ve ince

tabaka radyokromatografisidir.

2.5.1 Ince tabaka kromatografisi (TLC)

Hareketli bir faz ile sabit bir fazin temas etmesi ile maddelerin yer degistirme

hizlarimin farklilagtirilarak ayrilmasini saglayan teknige kromatografi denir. Hareketli
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faz, siv1 ya da gaz karisimindan meydana gelebilir. Sabit faz ise kati ya da kati
madde tarafindan tutulan bir sividir. Ayirmada etkin olan maddelerine gore
adsorbsiyon, dagilma, iyon degisimi ve jel kromatografisi olarak dorde ayrilir.
Hareketli ve sabit fazin cinsine gore de kagit, ince tabaka, kolon ve gaz

kromatografisi olarak dorde ayrilir.

Ince tabaka radyokromatografisi (TLRC) ydnteminde; cam bir levhanin iizeri,
toz haline getirilmis adsorbanin sulu homojen tabakasi ile kaplanir. Cam levhanin
yiizeyinde, adsorban etkisini saglamak icin silikajel ya da aliiminyum oksit gibi
cesitli maddeler kullanilir. Kaplanilan levha firinda kurutulur ve desikatorde saklanir.
Bu sekilde hazirlanmis levhalar, kagit kromatografisindeki kagitlar gibi
kullanilabilirler (Vogel et al., 2010).

Ince tabaka radyokromatografisinde ¢ok cesitli kromatografik maddeler
kullanilabilir. Onemli olan madde ince tabaka levhasia ekilirken, cok az ya da ¢ok
fazla ekilmemesidir. Ornekler eklendikten sonra uygulama noktasi ¢dzgene
degmeyecek sekilde levhalar kiivetlere yerlestirilir ve sivi fazin yliriimesi bittikten
sonra radyoTLC (bioscan 2000) cihazi ile sayim alinir. Cihaz sayim yogunlugunun
bulundugu pozisyonla birlikte degerlendirerek kromatogrami olusturur.
Kromatogramdan yola ¢ikarak radyoaktif 6rnegin R degeri bu veriden de baglanma

verimi elde edilir (Reich ve Schibli, 2007).
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2.5.2 Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)

HPLC genelde ugucu olmayan organiklerin analizinde kullanilan bir cihazdir.
Bu yontemle aminoasitlerin, proteinlerin, niikleik asitlerin, hidrokarbonlarin, yag
asitlerinin,  karbohidratlarin,  fenollerin,  pestisitlerin ~ ve  antibiyotiklerin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Burada tasiyici sivi, sisteme yaklasik 40 atm
basingta verilir. Bazen kolon Oncesinde bir 6n kolon bulunabilir; bu 6n kolonun
amact mevcut analizin gerceklestirildigi kolonun Omriinii uzatmak ve girisim

yapabilecek kirletici parametreleri dnlemektir (Lloyd et al., 2006).

HPLC de analitik kolondan ¢ikan numuneler dedektdrde tutulur ve tayin
edilerek kaydedilir. Olgiim araliginin hassasiyetine ve tespit edilecek bilesigin tiiriine
gore uygun tasiyict solvent, kolon ve detektor tasarimi yapilmalidir. Kullanilan

solventler su, hekzan veya metanol gibi polar ve apolar solventlerin karigimi olabilir

(Macherey-Nagel, 2006).

HPLC*de kolon uzunlugu 10 ile 30 cm arasinda degisir. Kolon ¢aplar1 ise 4-
10 mm arasindadir, kolon i¢inde kullanilan dolgu malzemesi liniform yapida ve ¢ap1
ise 3-10 cm arasindadir. Genelde kullanilan dolgu malzemesi inert karakterdeki silika

tirtindendir (Ahuja, 2006).

2.5.3 Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Insan gdziiniin ¢ok ince ayrmtilar1 gorebilme olanagi siirlidir. Bu nedenle
goriintii iletimini saglayan 11k yollarinin merceklerle degistirilerek, daha kiiciik
ayrintilarin goriilebilmesine olanak saglayan optik cihazlar gelistirilmistir. Ancak bu
cihazlar, gerek biiylitme miktarlarimin smirli olusu gerekse elde edilen goriintii
lizerinde islem yapma imkaninin olmayisi nedeniyle arastirmacilart bu temel
izerinde yeni sistemler gelistirmeye itmistir. Elektronik ve optik sistemlerin birlikte
kullanim1 ile yiliksek biiyiitmelerde iizerinde islem ve analizler yapilabilen

gortntiilerin elde edildigi cihazlar gelistirilmistir.
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Elektrooptik  prensipler ¢ercevesinde tasarlanmig taramali elektron
mikroskobu (Scanning Electron Microscope), bu amaca hizmet eden cihazlardan
birisidir. Taramali Elektron Mikroskobu, bircok dalda arastirma-gelistirme
caligmalarinda kullanimi yaninda, mikro elektronikte yonga iiretiminde, sanayinin
degisik kollarinda hata analizlerinde, biyolojik bilimlerde, tip ve kriminal
uygulamalarda yaygm olarak kullanilmaktadir. Ilk ticari taramali elektron
mikroskobu 1965'de kullanilmaya baglanmis, bundan sonra teknik gelismeler

birbirini izlemistir (Flegler et al., 1993).

Taramali Elektron Mikroskobunda (SEM) goriintli, yliksek voltaj ile
hizlandirilmis elektronlarin numune iizerine odaklanmasi, bu elektron demetinin
numune yiizeyinde taratilmasi sirasinda elektron ve numune atomlar1 arasinda olusan
cesitli girisimler sonucunda meydana gelen etkilerin uygun algilayicilarda
toplanmas1 ve sinyal giiclendiricilerinden geg¢irildikten sonra bir katot 1sinlari

tiipiiniin ekranina aktarilmasiyla elde edilir.

Modern sistemlerde bu algilayicilardan gelen sinyaller dijital sinyallere
cevrilip bilgisayar monitoriine verilmektedir. Gerek ayirim giicii, gerek odak
derinligi, gerekse goriintii ve analizi birlestirebilme 06zelligi taramali elektron
mikroskobunun kullanim alanini genisletmektedir. Ornegin 1000X biiyiitmede optik
mikroskobun odak derinligi yalnizca 0.1 pm iken taramali elektron mikroskobunun
odak derinligi 30 um’dir (Brundle et al., 1992). Giiniimiizde modern taramali
elektron mikroskoplarmin ayirim giicii 0.05 nm' ye kadar inmistir. Biiyiitme miktari

ise 5X - 300 000X arasinda degismektedir.
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2.6 Hesapsal Kimya

Teorik Kimya, kimyay1 matematiksel yontemlerle tanimlar. Kimyasal yapilari
ve tepkimeleri temel fizik kanunlarina dayanarak agiklamaya ¢aligir. Hesapsal kimya
ise teorik kimyacilar tarafindan gelistirilmis matematiksel yontemleri uygular ve elde
edilen sonuglar1 yorumlar, boylece deneysel kimya ile teorik kimya arasinda bir
koprii kurar. Hesapsal kimya ile sadece kararli molekiilleri degil, ayn1 zamanda kisa
Omiirli, kararsiz ara tirlinler ve gecis hallerini de ¢aligmak miimkiin olur. Bu sekilde,
gozlem yolu ile elde edilmesi miimkiin olmayan molekiiller ve tepkimeler hakkinda
bilgi sahibi olunabilir. Bu hesaplamalar ile elde edilen nitel veya nicel sonuglar,

kimyacilarin ¢ok faydali 6ngoriilerde bulunmasini saglar (Smith et al., 1997).

Deneysel calismalar1 desteklemek ya da deneysel calisma yapmadan elde
edilecek sonuglar1 onceden tahmin edebilmek amaciyla hesaplamali yontemleri
kullanacak olan arastirmacilar icin ii¢ farkli secenek vardir. Bunlar; molekiiler
mekanik yontemi (MM), ab initio yontemi ve yari-ampirik (semi empirical)

yontemlerdir.

2.6.1 Hesapsal yontemler

Asagida hesapsal yontemlerle ilgili genel bilgi verilmistir.

e Molekiiler mekanik yontemleri

Bir kimyasal sistemde atomlar arasindaki etkilesmeler klasik mekanik
kurallar ile tanimlanir. AMBER, CHARMM ve HYPERCHEM molekiiler mekanik
programlarindan bazilaridir. Bu yontem oldukca hizlidir ve temel haldeki sistemin
enerjisini tam olarak hesaplayabilir. Enzimler gibi biiylik yapili sistemler igin bile
tepkime 1s1s1 ve konformasyon kararliliklar1 gibi nicelikler hesaplanabilir. Ancak, bu

yontemle elektronik yapiya bagl olan 6zellikler elde edilemez (Young, 2001).
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e Abinitio yontemleri

Kuantum mekanigine dayanir, bu yontemler ile molekiil yapis1 ve buna bagl
Ozellikler hesaplanabilir. Hesaplama siiresi molekiiler mekanik yontemlere gore ¢cok
daha uzundur. GAUSSIAN, GAMESS HYPERCHEM, CACHE v.s. abinitio

yontemlerinin kullanildig1 bazi paket programlardir.

Ab initio latincede “baslangi¢tan itibaren” anlamina gelir. Bu yontem MM ve
yart ampirik yontemlerden farklidir, deneysel parametre kullanmaz. Ab initio
hesaplamalarinda iki farkli matematiksel yaklagim kullanilir; kendi icinde tutarli alan
teorisi (Hartree-Fock Self Consistent Field, HF-SCF) ve yogunluk fonksiyon teorisi
(Density Functional Theory, DFT). HF modelinde, elektron-elektron etkilesimleri

icin ortalama bir potansiyel temel alinir.

Bu yaklasim, molekiil frekanslarinin hesaplanmasi ve molekiil geometrisinin
tayini i¢in uygundur. DFT modelinde, molekiil dalga fonksiyonlari yerine, elektron
olasilik yogunlugu (p) hesaplanir, molekiil 6zelliklerinin tayininde daha iyi sonuglar
verir (Young, 2001).

e Yari ampirik (semi-empirik) yontemler

Ab initio ve MM yontemleri arasinda yer alir ve kuantum mekanigini
kullanir. Bu yontemlerde, molekiil 6zelliklerin deneysel degerlere yakin sonuglar
verecegi parametreler mevcuttur. Schrodinger esitliginin yaklagik ¢oziimiini elde
etmek i¢in o sisteme uygun parametrelerin kullanilmasi gerekir. Etkilesim
integralleri i¢in yaklasik fonksiyonlarin kullanilmasiyla hesaplama siiresi ab initio

yontemlerinden ¢ok daha kisadir (Young, 2001).
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2.7 Molekiiler Modelleme

Hesapsal (Computational) Kimya’nin en 6nemli uygulamalarindan biridir.
Molekiill Modelleme kisaca molekiillerin 3 boyutlu yapilarin1 ve tepkimelerini

bulmak ve gostermek i¢in kullanilan yontemdir (Cramer, 2002).

Kagit iizerinde molekiillerin yapilarim1 ¢izmek, mekanizmalarini gostermek
i¢cin en basit molekiil modellemedir. Kagit lizerinde iki boyutlu ve gergege pek yakin
olmayan ¢izimler diginda, bilgisayarla Schrodinger denkleminin istenilen molekiiller
icin degisik yontemlerle ¢oziilmesi ve bu yontemle molekiiliin 3 boyutlu yapisinin,
elektronik 6zelliklerinin aydinlatilmasina, gergek molekiiler modelleme diyebiliriz.
Modelleme i¢in gilinlimiizde bircok program mevcuttur. Schrodinger denkleminin
farkli yaklagimlarla ¢Ozlilmesi sonucu farkli programlar ortaya c¢ikmistir

(Ramachandran et al., 2009).

Molekiiler modellemenin oldukga sik olarak kullanildigi alanlardan biri de,
ila¢ tasarimudir. ilaclarin etki mekanizmalarinin incelenmesinde oldukca sik olarak
kullanilir. Ilaglarin  yani sira, viicuttaki birgok biyokimyasal tepkimenin
mekanizmalarmin agiklanmasinda, proteinlerin ve enzimlerin 3 boyutlu yapilarinin

bulunmasinda da kullanilir.

Son zamanlarin olduk¢a gézde arastirma konularindandir ve 1998 de Pople
ve Kohn'a computational yontemlerin ve molekiiler modellemenin gelistirilmesi

konusunda yaptiklar1 katkilardan dolay1 Nobel Odiilii verilmistir (Leach, 2001).

2.7.1 Molekiiler modelleme ile proteinlerin yap tayini

Biyoinformatik proteinlerin sahip olduklar1 gorevleri belirleyebilmek,
ozelliklerini istenilen yonde degistirebilmek ve proteinlerle ilgili daha bir¢ok konuya
151k tutabilmek i¢in proteinlerin 3 boyutlu yapilarini belirlemeye ¢alisir (Young,
2001).


http://www.webhatti.com/kimya/53131-molekul-modelleme.ht
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Bilindigi gibi temelde proteinler peptid baglar1 ile birbirine baglanmis ¢ok
sayida aminoasitten olusurlar. Bu yap1 proteinlerin birincil yapisidir. Aminoasitlerin
Ozellikleri, hangi sirada dizildikleri proteinlerin ikincil yapisinin olusmasinda énem
tasir. Ikincil yap1 hidrojen baglari ile bir arada tutulan katlanmalardan olusur: o
(alfa) sarmal ve B (beta) tabaka. Ugiinciil yap1 tek bir polipeptid molekiiliiniin tiim
yapisidir. Disiilfit baglari, hidrojen baglari, tuz baglari gibi baglar ile kararli hale
getirilen yapinin olusmasinda hidrofobik etkilesimler de rol oynar. Post-translasyonel
modifikasyonlarla tgiinciil yapr tamamlanir. Dordiinciil yapi ise birden fazla

polipeptid molekiiliiniin etkilesimi ile olusan yapidir (Cerqueira et al., 2009).

Birincil yapi:

Proteinlerin birincil yapilar1 deneysel yontemlerle ¢oziimlenebildigi gibi,
DNA dizisinden yararlanilarak tahmini olarak da belirlenebilmektedir. Aminoasit
kodunun organizma tiirleri arasinda farklilik gdstermesi birincil yapr tahminini

zorlagtiran etmendir.

Ikincil yapi:

Ug boyutlu yapiy1 olusturmada kullanilabilecek bir model bulunmadiginda bir
sonraki adim proteinin ikincil yapilarini tahmin etmektir. Veri eksikligi nedeniyle
ikincil yap1 tahmini ilk ortaya ¢iktigi donemde homolog dizi aileleri yerine tek bir
polipeptid iistiinde uygulanmistir. Ilk dénem ydntemlerin dogruluk orani %5060
civarindadir. Tek bir diziye dayanarak yapilan ikincil tahmin yontemlerinden en
tinliilleri Chou-Fasman ve GOR (Garnier, Osguthorpe, Robson)’dur. Levin’in
“Coklu Dizi Analizi” yontemini de kullanmasi bu oranin %70 olmasini saglamistir.
Ikincil yap1 tahminindeki en biiyiik zorluk proteinin sahip oldugu transmembran
bolgelerdir, bu nedenle Once transmembran bdlgelere ait dizilerin belirlenmesi

Onemlidir.



31

Uciinciil yapi:

Proteinlerin 3 boyutlu yapilarinin ¢oziilmesi i¢in bazi deneysel yontemler
vardir. Uygulanabilirlikleri zor olmakla beraber, proteinlerin yapilarinin dogru bir
sekilde belirlenebilmesini saglarlar. X-1s1m1  kristalografisi ve  NMR (Nuclear
Magnetic Resonance) spektrokopisi bu deneysel yontemlerdendir. Proteinlerin
yapilarinin deneysel yontemlerle ¢oziilemedigi durumlarda proteinlerin {i¢ boyutlu
yapilarini tahmin edebilmek i¢in kullanilan 3 yontem vardir: Ab initio, Homoloji

Modelleme ve giydirme yoluyla benzetme.

ADb initio:

Yalnizca diziye bagli olarak proteinlerin katlanmalarini  (li¢iinciil yapi)
belirlemeye olanak taniyan bir yontemdir. Ancak diger modelleme yontemlerine gore
cok zor ve genel bir yaklasima sahiptir. Yontemin herhangi bir homoloji gereksinimi

yoktur.

Katlanmalarin belirlenmesi:

Pek ¢ok yaklasim mevcuttur. Ancak temelde amag bir dizinin olusturacagi en
iyi katlanmay1 belirlemekten ¢ok katlanmanin bir diziye ne kadar iyi uydugunu
bulmaktir. Bilinen protein yapilarina ait bilgiler, ikincil yap1 tahminleri dikkate
alinarak kullanilacak “giydirme yoluyla benzetme” yontemleri daha etkili sonuglar

verecektir.

Homoloji modelleme:

Karsilagtirmali modelleme olarak da bilinir. Bu yontemin kullanilmasi
proteinlerin 3 boyutlu model sayisinda 6nemli artiglar saglamistir. Yontemin
uygulanabilmesi i¢in hedef diziye (3 boyutlu yapisi belirlenecek dizi) homoloji

gosteren, yapisi belirlenmis proteinlerin varligi sarttir.
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4 temel basamak vardir:

1.Kalip dizinin se¢ilmesi

2 Kalip dizi ile hedef diziyi siralamak (alignment)

3.Modeli tasarlamak

a.Korunmus bolgeler

b.Degisken bolgeler

4. Modelde diizeltmeler yapmak, modeli degerlendirmek.

Kalip dizi veya dizilerin secilmesinde iki on kosul vardir:

Kalip dizi(ler) ile hedef dizi arasinda en az % 25-30 homoloji olmalidir.

Kalip dizi veya dizilerin yapisinin deneysel yontemlerle (X ray kristallografi,
NMR) ¢oziilmiis olmas: gerekmektedir. Ilk iki basamak (kalip dizinin
secilmesi ve siralama) genellikle bir arada yapilmaktadir. Olusturulmus
protein  veritabanlar1  arastiricilara  bu  konuda  biiylik  kolayliklar
saglamaktadir. Veritabanlar1 arama sonucunda en yiiksek homoloji gosteren
dizileri, bu dizilerin kalip dizi ile siralamasini ve yapist ¢oziilmiis dizileri
gosterebilir. Protein Data Bank (PDB) yapisi ¢oziilmiis proteinlere ait
bilgilerin depolandig: veritabanidir, BLAST kullanilarak yapilacak aramada
bu veritabanina erisebilmek miimkiindiir. PSI-BLAST (BLAST veritabaninda
olusturulmus, arama sirasinda segilebilecek bir algoritmadir) gibi ¢oklu dizi
siralamas1 yontemi kullanilarak olusturulmus veritabanlar1 daha duyarh
sonuglar verirler. Bu nedenle kalip se¢ciminde ¢oklu dizi siralamasi, ikili dizi
siralamas1 yonteminden daha cok tercih edilir. Arama sonuglarinda hedef
diziye ait birden fazla homolog bulunmast modelleme icin kolaylik
saglayacak bir durumdur. En yiiksek homolojiye sahip en fazla 10 dizi secilir,
bunlar arasindan en iyi kalip adayma referans denir. Kalip diziler
belirlendikten sonra sira dizi siralamasindadir. Siralama isleminde yapilan
benzer bolgeleri eslestirmek ve arada kalan bosluklart (gap) belirtmektir.

Veritabanlar arama sonuglarinda bu siralamay bize gostermektedir. Iki dizi
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arasindaki homoloji % 40’tan fazla ise genellikle iyi bir siralama elde
edilebilir, ama homoloji % 40’tan az ise bosluklar kalir. Sirlamadan sonra
model tasarimina gegmek iizere korunmus ve degisken bolgelere karar verilir.
Korunmus  bolgelerin  koordinatlar1  ¢ikarilarak  omurga  belirlenir
(aminoasitlerin aC’larmin yerlesimi). Birden fazla kalip olmasi durumunda
en yiiksek benzerligin goriildiigii bolgeler kaliplarin iginden secilerek bir
araya getirilir ve omurga olusturulur. Yan zincirler omurgaya yerlestirilirken
benzer bolgeler icin kaliptaki korunmus bolgelerden yararlanilir, korunmus
bolgelerdeki farkliliklar i¢in ise rotamer olarak bilinen genellikle korunmus
konformasyon izomerlerinden yararlanilir. Degisken bolgeler icin kalipta
bilgi olmadigindan kaliptan yararlanilamaz. Bu durumda yeniden veritabani
aramasi yapmak gerekir. Temelde hedef dizinin tamamini1 aratmak gibi bir
islemdir. Fakat bu sefer sadece hedef dizideki degisken bolgeler
veritabanlarinda aratilarak benzer yapilar bulunur. Benzer yapilardan alinan
aC koordinatlar1 ve yan zincir bilgisi korunmus bolgelerde oldugu gibi elde
edilerek korunmus bélgelerden olusturulan omurga yapist ile birlestirilir. Ilk
lic basamaktan sonra olusturulan modellerin stereo kimyasi zayiftir. Bu
nedenle modelin bag geometrisi yeniden degerlendirilmeli ve uygun olmayan
baglar kaldirilmalidir. Bu islemi yerine getirmek ilizere tasarlanan programlar
enerji minimizasyonundan yararlanirlarr, CHARMM, AMBER veya
GROMOS bu programlardan bazilaridir (Cerqueira et al., 2009).
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3. MATERYAL VE METOD

Bu boliimde ¢alismada kullanilan materyal ve metodlar yer almaktadir.

3.1 Kullamilan Kimyasallar ve Cihazlar

Asagida caligmada kullanilan kimyasallar ve cihazlar ile ilgili bilgi

verilmistir.

3.1.1 Kullanilan kimyasallar

e Hidroklorik asit (HCI) (Merck)

e Sodyumbhidroksit (NaOH) (Merck)

e Sodyum Siilfiir (Na,S) (Sigma)

e Siilfirik asit (H,SO4) (Merck)

e Trisodyumyumsitratdihidrat (Sigma)
e Selenyum tetra kloriir (Sigma)

e Serum Fizyolojik (SF) (% 0.9 NaCl ¢ozeltisi) (Eczacibasi-Baxter H. U. San.
ve Tic. A.S.)

e lodojen (1,3,4,6-tetrakloro-3a,6a-difenilglukoril) (Sigma)

e Sodyumborhidriir (NaBHj) (Sigma)

e Kadmiyum asetat (Cd(CH3COO),.2H,0 (Sigma)

o 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimide hidrokloride (EDC)
e Tris-HCI Tamponu (PH=9)

e Etanol (C,HsOH) (Merck)
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Diklorometan (CH,Cl,) (Merck)

N-biitanol (CH3(CH,)3;0H) (Merck)
Izopropil Alkol (CH3CH(OH)CHs) (Merck)
Asetik asit (CH3COOH) (Merck)
Phytohemagglutinin_L (PHA-L)

Amonyak (NH3) (Merck)

MCF-7 meme epiteli (adenokarsinoma) (American Type Culture Collection,
Rockville, MD, ABD)

PBS (Bio.Ind.)

Azot gaz1 (Habas)

Ripa (Sigma)

fyot-125 (Na'?I) (Institute of isotopes Co., Ltd., Budapest)

ITLC-SG Silika kapli plastik seritler (Merck-5554)

3.1.2 Kullanilan cihazlar

TLC kiivetleri (Sigma) (Ege Uni. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dal1)

Su banyosu Niive BM 302 (Ege Uni. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dal1)

RadyoTLC (Bioscan 2000) (Ege Uni. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dal1)

UV lamba (G15T8 15W Germicidal Lamp UV-C) (Ege Uni. Niikleer
Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali)
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e HPLC Shimadzu (LC-10Atvp quaterner pompali, SPD-10AV UV dedektorli,
FRC-10A fraksiyonlama kolektdrii) (Ege Uni. Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali)

3.2 Molekiiler Modelleme

Bu boliimde calismada kullanilan molekiiler modelleme yontemlerine yer

verilmigtir.

3.2.1 Yar1 ampirik (semi-empirical) yontemler

Ab initio ve MM yontemleri arasinda yer alir ve kuantum mekanigini
kullanir. Bu yontemlerde, molekiil 6zelliklerin deneysel degerlere yakin sonuglar
verecegi parametreler mevcuttur. Schrodinger esitliginin yaklasik ¢oziimiinii elde
etmek i¢in o sisteme uygun parametrelerin kullanilmasi gerekir. Etkilesim
integralleri i¢in yaklasik fonksiyonlarin kullanilmasiyla hesaplama siiresi ab initio

yontemlerinden ¢ok daha kisadir.

PM3

Parameterized Method 3, olarak ta bilinen bu metod 1980’lerin sonunda
Jimmy Stewart tarafindan gelistirilmistir. Bu hesaplamalarin  kesinlik ve
dogrulugunun artmasina olanak saglamistir. PM3 methodu parametrize edilen her
atom icin 18 farkli parametre icermektedir. Bu parametrelerden 11 tanesi hidrojenler
icin mevcuttur. Kullanigsh ve hizli olmasindan 6tiirii PM3 metodu hesapsal kimya

alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir.

PM3 method atomlar arasindaki itme kuvvetini hesaplarken, 2 gaussian
fonksiyonu kullanir. AM1 ayni1 islemi yaparken element basina 1-4 arasinda gaussian

fonksiyonu kullanir, bu da hesaplamay1 daha karmasik hale getirir.
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AM1

Austin Method 1 (AML1), Michael Dewar ve c¢alisanlari tarafindan 1985°te
gelistirilmistir. Bu yontemde diferansiyel diatomik ortiisme integrali ihmal edilir.
AMI1 yontemi atomdan atoma itme kuvvetlerin hesaplanmasinda kullanilan pratik bir
yontemdir. PM3°den farkli olarak parametrize edilen her atom ic¢in 10-19 arasinda
parametre icermektedir. AMI hesaplamalarinin sonuglar1 bazen molekiiler
modellemede kuvvet alanlarinin parametrizasyonu igin baslangi¢c noktasi olarak

kullanilabilir. Bu yoniiyle kullanigh bir yontemdir.

Bu calismada SPARTAN programim1 kullanarak yukarida bahsetmis
oldugumuz yari-ampirik metodlara dayanan PM3 ve AMI1 yontemleri ile ayr1 ayri
molekiilimiizii (PHA-L) ve substratimizi (sialik asit) optimize ettik. Optimizasyon
sonrast SPARTAN programi tarafindan molekiil ve substrat i¢in olusturulan arsiv
dosyasindan PM3 ve AMI yontemlerine gore ayr1 ayri standart olusum enerjilerini
hesapladik. Bu asamadan sonra optimize molekiil ve substratimizi1 farkli geometrik
pozisyonlarda etkilestirdik ve bu pozisyonlarin etkilesimleri sonucunda acgiga ¢ikan

enerjiyl hesaplayarak molekiil ve substrat arasindaki etkilesimi gosterdik.

3.3 Deneysel Sentez Basamaklari

Calismada kullanilan deneysel basamaklar CdSe/CdS kuantum dot
nanoparcaciklarmin sentezlenmesi, PHA-L’nin hazirlanmasi, PHA-L nin CdSe/CdS
ile konjugasyonu, 1251 ile isaretleme prosediirii ve iodojen metodu, kalite kontrol
yontemleri, MCF-7 hiicreleri ile yapilan hiicre kiiltiirii caligmalari, bioafinite testi ve

istatistiksel hesaplamalar1 icermektedir.


http://en.wikipedia.org/wiki/Michael_J._S._Dewar
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3.3.1 CdSe/CdS kuantum dot nanoparcaciklarimin sentezlenmesi

e 1. Basamak:

Bu basamakta NaHSe’ nin renksiz etanol ¢ozeltisi hazirlanir. Bunun igin 7.5
mg sodyumborhidriir (NaBH,4) ve 3.5 mg selenyum tetra kloriir (5 mL distile su
icinde ¢oziildii) balon igerisine aktarildi. Cozeltinin iizerine 1.5 mL mutlak etanol
ilave edildi. Azot (N2) gazi altinda, 45 °C sicaklikta, karistirict iizerinde 15 dakika
reaksiyonun sonlanmasi beklendi (kopiirmenin durdugu bu siire sonunda gozlendi)

ve istenilen ¢ozelti elde edilmis oldu.

e 2. Basamak:

1. Adim :
N, gaz1 altinda, karistirict iizerinde; NaHSe’ nin etanol ¢dzeltisi S0 mM

H,SOy ile (3-4 mL) diliie edilerek H,Se gazi elde edildi.

2. Adim:

0.0710 g Trisodyumsitratdihidrat tartilarak, 50 mL Tris-HCL tamponunda
(pH=9) ¢oziildi. Karistirict iizerinde 0.266 g Cd(CH3COQ),.2H,0 ilave edildi.
Reaksiyon 75 °C sicaklikta gergeklestirildi.

3. Adim :
Sodyum siilfiir (Na,S)’lin siilfiirik asit (H,SO4) (3-4 mL) ile diliie edilmesiyle
H,S gazi olusturuldu. Reaksiyon oda sicakliginda (25 °C) gerceklestirildi.
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Sekil 3.1 CdSe/CdS kuantum dot nanopartikiillerinin hazirlanmasinda kullanilan diizenek (Babu et al.,
2007).

3.3.2 Lektin (PHA-L) soliisyonunun hazirlanmasi

Liyofilizasyon ve sterilizasyon islemlerine tabi tutulmus kuru ve steril lektin
(PHA-L) kullanilmigtir. Kuru ve steril halde bulunan PHA-L’den 2 mg alip 50 puL
distile su icerisinde ¢oziildli ve stok soliisyon elde edildi. Saklama siiresi boyunca
agregatlasmay1 engellemek icin stok her tiipe 2 pL gelecek sekilde 25 es tiipe
dagitilarak saklandi.

3.3.3 PHA-L’nin CdSe/CdS kuantum dot nanoparcaciklarina

baglanmasi

1 mL kuantum dot soliisyonundan alindi. Uzerine 0.5 mg ECD eklendi ve
karisim sofguk oda da 2 saat karigsmaya birakildi. 2 saat sonunda elde edilen
soliisyonun iizerine hazirlamis oldugumuz lektin stogundan 5 pL alinarak ilave
edildi. Bu islemin sonunda elde edilen karigim tekrar soguk oda da 1 saat karismaya

birakildi. 1 saatin sonunda elde edilen soliisyon santrifiij edildi. Ustteki siv1 faz
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santrifiij isleminden sonra uzaklastirildi. Bu islemden sonra elde edilen karigim
ortamdaki safsizliklar1 uzaklastirmak icin 2 kez yikama islemine tabi tutuldu.

Yikama isleminin ardindan kuantum dot nanoparcaciklarina baglanmis lektin elde

edildi.

3.4 Isaretleme Prosediirii

Bu bolimde iodojen metodu kullanilarak PHA-L ve PHA-L-CdSe/CdS

bilesikleri **I radyontiklidi ile isaretlenmesine yer verilmistir.

3.4.1 fodojen yonteminde kullanilacak olan iodojen tiiplerinin

hazirlanmasi

fodojen, 1, 3, 4, 6-1,3,4,6 tetrakloro 3-6 difenil glukonil acik isimli bir
yiikseltgeyici ajandir. lodojenin suda ¢dziinmemesine ragmen sulu cozeltilerde
iodojen iyodun heterojen olarak yiikseltgenmesini saglayarak hizli iyodinasyona
olanak saglar. Iyodun yiikseltgenmesi, elektrofilik siibstitiisyon ile yer degistirme
reaksiyonuna dayanir. Yiikseltgenme reaksiyonunda iodojenin yapisinda bulunan iki

karbonil grubunun rol oynadig: diistiniilmektedir.

fodojenin kloroformda veya diklorometanda ¢oziinmesi ve ¢dzgenin
ucurulmasi ile ¢ozeltinin hazirlandig1 kabin yiizeyi iodojen ile kaplanmis olur. Bu
ortamda etkilesime sokulan lektin gibi biiyiik glikoprotein yapisindaki molekiiller
ortamda bulunan ytikseltgenmis iyot iyonlar1 ile yapilarinda bulundurduklar: tirozin

gibi aminoasitler ile elektrofilik siibstitlisyon reaksiyonu iizerinden etkilesirler.

Bu ortamda baglatilan reaksiyon gerekli inkiibasyon siiresinin ardindan

¢ozeltinin ortamdan uzaklastirilmasi ile ( bagka bir kaba aktarilarak ) sonlandirilir.
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Sekil 3.2 Iodojenin 3D gbriintiisii (solda) ve molekiiler yapisi.

3.4.2 PHA-L’nin **I ile isaretlenmesi

Daha 6nceden PHA-L icin hazirlamis oldugumuz stoktan 5 pL alinip ve 100
ul bidistile su ile seyreltildi. Uzerine aktivitesi 33 pCi’ye karsilik gelen 1.8 pL Na'®|
ilave edildi. Bu islem 100 pg‘lik iodojen tiipii igerisinde yapildi. Cozelti reaksiyonun
sona ermesi i¢in gerekli siire boyunca (20 dak) 100 pg’lik iodojen tiipii icerisinde
bekletildi. Bu siire sonunda ¢ozelti bos bir tiipe aktarilarak reaksiyon sonlandirildi.

Isaretleme islemi tamamlandiktan sonra, isaretleme verimi TLRC ydntemi

kullanilarak test edildi.

3.4.3 CdSe/CdS kuantum dot nanoparcaciklari ile konjuge edilmis

PHA-L’nin 1 ile isaretlenmesi

100 pL PHA-L-CdSe/CdS kuantum dot nanopargacik ¢ozeltisi ve aktivitesi
33 uCi’ye karsilik gelen 1.8 puL *®I 6nceden hazirlanan 100 pg’lik iodojen tiipii
icerisine konuldu. Reaksiyon i¢in gerekli olan 20 dakikanin bu kosullar altinda
sonlanmasi beklendi. Reaksiyon oda sicakliginda (25 °C) gerceklestirildi. 20 dakika
sonunda ¢ozelti bos bir tiipe aktarilarak reaksiyon sonlandirildi. Isaretleme islemi

tamamlandiktan sonra, isaretleme verimi TLRC yontemi kullanilarak test edildi.
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3.5 Kalite Kontrol Islemlerinde Kullamilan Kromatografik

Yontemler

Inaktif ve aktif bilesenlerin kalite kontroliinde kullanilan yontemler ince tabaka
kromatografisi (TLC), yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ve ince

tabaka radyokromatografisidir.

3.5.1 Ince tabaka radyo kromatografi yontemi (TLRC)

TLRC yo6nteminde kalinligi 0.1 mm olan 20 x 20 cm boyutlarindaki silika
kapli aliminyum seritler 1.5 x 10 cm olacak sekilde kesildi ve isaretli 6rnekler
seritlerin tabanindan 0.5 cm yukariya mikropipet yardimiyla 2 pL’lik damlalar
seklinde uygulandi. Bu islemden sonra uygulama noktalarinin kurumasi oda
sicakliginda beklendi. Kuruma isleminden sonra seritler agzi kapali olan TLC
kiivetlerine uygulama noktas1 yiiriitiicii ¢cozeltiye degmeyecek sekilde yerlestirildi.
Yiriitiicii  ¢ozeltinin seridin iist noktasina yakin bir noktaya kadar yiirtimesi
beklenildi ve seritler bu islemin altindan TLC kiivetlerinden ¢ikarilarak oda
sicakliginda kurumaya birakildi. Kuruma isleminin ardindan seritler olasi
kontaminasyonu engellemek i¢in kagit bant ile kaplandi. Seritler tarama i¢in hazir
hale getirildikten sonra Bioscan AR2000 TLC cihazinin {izerine yerlestirildi.
Taramanin saglikli bir sekilde gergeklestirilebilmesi icin taramaya tabi tutulan
orneklerine bilgiler ve tarama esnasinda korunmasi gereken kosullar bilgisayar
programi1 yardimiyla tarama Oncesi belirlendi ve kaydedildi. Tarama islemi
tamamlandiktan sonra her bir Ornege ait radyokromatogramlar elde edildi. Bu
kromatogramlar kullanilan 6rnek ve radyoaktif maddenin tagindigi R¢ degerleri ve

baglanma verimi elde edildi.

Ayirma giicleri agisindan 5 farkli banyo ¢6zeltisi denenmistir. Bunlar,
v Izopropil alkol-n biitanol-0.2 N NH;OH (4:2:1)

v ACD
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v’ Etil alkol-su (3:2)
v n-biitanol-su-asetik asit (4:2:1)
v’ n-biitanol-etanol-NH4OH (5:2:1)

Bu banyo ¢ozeltileri igerinde deneme igin en ideal olan yani ayirma giicii
en yiiksek olan ¢ozelti izopropil alkol-n biitanol-0.2 N NH,OH (4:2:1) ¢ozeltisi

olarak belirlenmistir.

Asagida optimum kosullar1 saglayan banyo goriilmektedir.

v 1.Banyo : izopropil alkol-n-biitanol-0.2 N NH,OH (4:2:1)

3.5.2 Yiiksek performansh s1ivi kromatografi yontemi (HPLC)
Bu ¢alismada kullanilan HPLC analizlerinde, LC-10Atvp dortlii pompa ve
UV-VIS (SPD-10AV) dedektoriine sahip olan Schimadzu marka HPLC cihazinda

calisiimustir.

Cizelge 3.1 HPLC yonteminde uygulanan kromatografik kosullar.

Kolon Agua-OH 40-8 (Nucleogel)
Akis Hizi 1 mL / dak

Dalga Boyu Ex:347 nm/Em: 474 nm
Mobil Faz Su

Sicaklik 25°C

3.6 MCF-7 (human breast adenocarcinoma) Hiicreleri ile Yapilan

Cahismalar

Asagida MCF-7 meme kanser hiicreleri ile yapilan deneyler ile ilgili bilgi

verilmistir.
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3.6.1 MCF-7 hiicrelerinin inkorporasyon (baglanma) deneyleri icin

hazirlanmasi

Hiicre denemelerinde MCF-7 (human breast adenocarcinoma) meme kanser
hiicreleri kullanilmigtir. Laboratuvar ortaminda pasaji yapilmis olan MCF-7 meme
kanser hiicrelerine, hazirlanan **°lile isaretli Srneklerin uygulanabilmesi i¢in hiicreler

2 adet 24’liik plate’e ekildi. Bu islem i¢in izlenilen prosediir asagida goriilmektedir:

1. Hiicrelerin bulundugu flasklar igerisindeki RPMI ( % 10 FBS + % 1 non
esansiyel aminoasit + % 1 Na-piriivat + % 0.1 insiilin + % 1 penisilamin /

streptomisin + % 1 L-glutamin ) ortami atildu.
2. Flasklar 5’er mL PBS ile yikandi.

3. Flasklarin igerisindeki hiicreler 3’er mL tripsin ile kaldirildi ve flasklardan

2’ser mL falkon tiiplerine alindi.
4. 1300 rpm’den santrifiijlenerek siipernatant atildi.

5. Santriflij sonunda tiipiin dibinde kalan hiicreler 5 mL PBS eklenerek siispanse
edildi.

6. Hiicre saymmi yapildi.

Hiicreler sayim i¢in 2 kat ve 5 kat olmak iizere iki farkli oranda seyreltildi ve
triphan mavisi ile boyandi. Hiicre sayiminda Neubauer Hemositometresi yontemi
kullanildi. Bu yontemle hiicre konsantrasyonu yani mililitredeki hiicre miktar
bulundu. Bu islem i¢in Oncelikle seyreltilmis olan hiicreler Neubauer lamina
damlatildi ve her seyreltme i¢cin 4 alan sayildi. Daha sonra asagidaki formiil

kullanilarak hiicre miktar1 belirlendi.

Hiicre konsantrasyonu: Sayim x Seyreltme Faktorii x 10*

Bu formiil kullanilarak yapmis oldugumuz hesaplamalar sonucunda her bir

kuyucukta yaklagik olarak 0.75 X 10° tane hiicre olmasi i¢in énceden hazirlamis
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oldugumuz stok hiicre siispansiyonumuzdan 187 uL alindi. Bu hacim kuyucuklara
eklendi ve tizerlerine 1’er mL PBS ilave edildi. Bu islem sonucunda kuyucuk basina
0.75 x 10° tane hiicre ekilmis oldu.

3.6.2 Biyoaffinite testi

Asagida biyoaffinite testi sonucunda MCF-7 meme kanser hiicrelerinin

e

yiizeyindeki baglanma veriminin zamanla nasil degistigi aciklanmustir.

1251

o ile isaretlenmis orneklerin MCF-7 meme kanser

hiicreleri iizerindeki baglanma veriminin zamana bagh

degisimi

Hiicre denemelerimiz ic¢in Onceden hazirlamis oldugumuz platelerdeki
kuyucuklara ekilen hiicreler, 1251 isaretli PHA-L, CdSe/CdS kuantum-dot, 125 isaretli
CdSe/CdS kuantum-dot-PHA-L’nin MCF-7 meme kanser hiicresine olan afinitesinin
incelenmesi igin kullanildi. Isaretlenmis orneklerin MCF-7 meme kanser
hiicrelerindeki baglama veriminin en yiiksek oldugu zamani tespit etmek i¢in zaman

parametreleri 30., 60. ve 120. dakika olarak belirlendi.

Kuyucuklara uygulanacak olan isaretli drneklerin kuyucuk bagina spesifik
aktivitesi 3 pCi/mL olarak belirlendi. Bunun i¢in Ornekler asagida verilmis olan

prosediire uygun olarak hazirlanmstir:

1. 'I: Her kuyucuk basina 500 pL gelecek sekilde toplam 8 kuyucuk i¢in 4
mL MEM besiyerine 33 pCi (1.8 uL) *1 eklendi.

2. 27 Isaretli PHA-L: Denemede bu 6rnek igin kullanilan 11 kuyucuk

icin 5.4 mL MEM besiyerine 33 puCi (1.8 pL) 2] jsaretli PHA-L
orneginden 100 pL eklendi.
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3. | isaretli CdSe/CdS kuantum-dot-PHA-L: Denemede bu érnek i¢in
kullanilan 11 kuyucuk i¢in 5.4 mL MEM besiyerine 33 pCi (1.8 uL) 2
isaretli CdSe/CdS kuantum-dot-PHA-L 6rneginden 100 pL eklendi.

Ornekler yukarida belirtilen sekilde hazirlandiktan sonra, hiicrelere uygulama
asamasina gecilmeden once hiicrelerin bulundugu kuyucuklardaki besiyerleri vakum
pompast yardimi ile uzaklastirildi. Daha sonra kuyucuklar SF (% 0.9’luk NaCl
cozeltisi) ile 3 kez yikandi. Yikama isleminin ardindan hazirlamis oldugumuz
ornekler, her bir 6rnek icin 11 kuyucuk kullanilmak tizere ve kuyucuk bagina 0.5 mL

ornek gelecek sekilde eklendi.

Omeklerin  kuyucuklara yerlestirilmesinden sonra onceden belirlemis
oldugumuz gerekli inkiibasyon siirelerimiz olan 30., 60. ve 120. dakikalar
beklenildi. Bu siireler sonunda hiicreler {lizerindeki besiyeri vakum pompasi ile
uzaklastirild1 ve SF ile 3 kez yikama islemi tekrar edildi. Yikama isleminin ardindan
her bir kuyucuga 200 pL Ripa eklendi. Ardindan mikropipet ucu yardimiyla

kuyucuklar kazinarak hiicrelerin Ripa tamponuna gegmesi saglandi.

Kazima isleminin ardindan her bir kuyucukta 200 pL bulunan Ripa
tamponunun 100 pL‘si hiicre ylizeyinde tutulan radyoaktivite miktarini tespit etmek
icin sintilasyon cihaziyla sayima ayrildi. Bu islem i¢in ependorf tliplerine ayirmis
oldugumuz 100 pL Ripa tamponunun iizerine 900 pL sintilator (1, 2, 4-
Trimetilbenzen) (LSC-cocktail) ¢ozeltisi eklendi ve ependorf tiipleri sikica
kapatildiktan sonra gii¢lii bir sekilde vorteks islemine tabi tutulduktan sonra
sintilasyon i¢in 6zel olarak hazirlanmis kaplarin igerisine yerlestirildi. Sayim islemi
Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim Dalinda bulunan Packord Tri-
corb-1200 sivi  sintilasyon cihazt kullanilarak gergeklestirildi. Daha sonra
kuyucuklarda kalan 100 pL Ripa tamponunun 25 pL‘si hiicrelerin protein miktarinin
belirlenmesi i¢in kullanildi. Protein analizi Ege Universitesi, Fen Fakiiltesi,
Biyokimya Anabilim Dalinda bulunan Thermo Scientific Multiscan FC Biorad cihazi
kullanilarak Bicinchoninic asit yontemi ile 560 nm de tespit edildi. Elde edilen

protein sonuglarindan yola ¢ikarak hiicre basina diisen aktivite degeri hesaplandi.
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Kontrol grubuna ait sayimlar ile bu degerler oranlanarak % baglanma verimleri

hesaplandi.

Her bir zaman parametresi i¢in elde edilen sonuglar istatistiksel yontemlerle
incelendi ve istatistiksel agidan sonuglarin anlamli olup olmadigi gosterildi. Bunun
icin tek yonlii ANOVA analizi yapildi. P degerleri g6z Oniine alinarak % baglanma
degerleri arasinda 0.95 giiven diizeyinde anlamli bir farkin olup olmadigi tespit

edildi. P degeri 0.05°den kiiciik olan veriler anlamli kabul edilmedi.

3.7 Elde Edilen Sonuclarin Istatistikler Yontemler Kullanilarak

Analizi

Asagida caligma sonucunda elde edilen deneysel sonuglarin istatistiksel analiz

sonuclar1 verilmistir.

3.7.1 istatistiksel veri analizi

Evrenin tiimii iizerinde c¢alisildiginda, c¢ikan sonuglar kesindir. Anlamlilik
testi uygulanmaz. Eger evrenden orneklem alinarak calisiliyorsa, bir hipotez testi
(anlamlilik testi) uygulanir. Bu sebepten denemelerimiz sonucunda elde ettigimiz
baglanma verimlerine karsilik gelen degerleri, baglanma degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farkin olup olmadigmi gostermek i¢in tek yonlil
ANOVA testi ile kontrol edildi. Testin sonucunun giivenilirligi agisindan hata pay1 %
95 olarak belirlendi. Buna gore deneysel sonuglar degerlendirilirken baglama
verimlerine karsilik gelen degerler arasinda 0.95 diizeyinde anlamli bir fark olup
olmadigi kontrol edildi. Bu kontrol P degerlerinden yola ¢ikilarak
gerceklestirilmistir. Buna gore P degeri 0.05’in altinda olan veriler anlamli kabul

edilmistir.
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4.BULGULAR VE TARTISMA

Bu boliimde tiim deneysel ve hesapsal yollarla elde edilen sonuglar ve

sonuglarla ilgili yorumlar yer almaktadir.

4.1 Hesapsal Sonuglar

Asagida PHA-L’nin protein ve karbohidrat etkilesim yiizeyler ve bu yiizlerin
pargalarinin ayr1 ayri optimize edilmesi sonucunda elde edilen yeni geometriler, bu
geometrilere ait yeni enerjiler, yapidaki baglarda optimizasyon sonucu meydana
gelen degisim ve hesapsal IR sonuglar1 goriilmektedir.

4.1.1 Optimizasyon sonuglari

Asagida optimizasyon sonrasi elde edilen yapilar verilmistir.

Protein baglanma yiizeyi

Aminoasit dizilimi ;
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Sekil 4.1 Protein baglanma ylizeyinin optimizasyon oncesi goriintlisii. Kirmiz1 halkalar énemli baglari

gostermektedir.
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Enerji =2413.77 kJd/mol
Net yiik =0.00

Sekilde 4.2°de protein etkilesim yiizeyi olan yapinin, aym diziye sahip iki

peptidin anti-paralel olarak konumlanmasi sonucu olustugu goriilmektedir.

Sekil 4.2 Protein baglanma yiizeyinin optimize edilmis yapist.

Enerji =365.42 kJ/mol
Net Yiik =0.00
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Cizelge 4.1 Protein ylizeyindeki 6nemli baglarin optimizasyon sonrasi degisimi.

Bag Numarast ve Tipi Optimizasyon Oncesi Bag Optimizasyon Sonrasi
Uzunlugu Bag Uzunlugu
1 (C-C) 1.523 A 1.517 A
2 (N-C) 1.457 A 1.466 A
3 (C-C) 1.535 A 1.549 A
4 (C-C) 1.503 A 1.549 A
5 (C-C) 1.525 A 1.517 A
6 (N-C) 1.460 A 1.468 A
7 (C-C) 1.533 A 1.551 A
8 (C-C) 1.505 A 1.536 A

Cizelge 4.2 IR korelasyon Semas.
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Infrared (IR) spektroskopisi molekiillerdeki c¢esitli baglarin titresim
frekanslarint 6lger ve molekiildeki fonksiyonel gruplar hakkinda bilgi verir. Polar
baglar genelde IR-aktiftir. Simetrik bir molekiildeki apolar baglar zayif absorbasyon

gosterirler veya hig absorbasyon gostermezler (IR-aktif degildir).
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Bir Fourier transformasyonu (matematiksel metot) uygulayarak veri zaman
alanindan frekans alanma aktarilir. Verinin degisik frekanslarda gosterdigi

absorbsiyonlar grafige dokiiliir.

IR Spectrum (1/cm)

3000 2750 2000 1750 1500 1250 750

Sekil 4.3 Protein yiizeyini optimizasyon sonrasi elde edilen teorik IR spektrumu.

Yukarida yer alan protein etkilesim ylizeyine ait IR spekturumuna

baktigimizda:

750-610 cm™ civar goriilen pik bize yapida =C—H baglarinin “biikiilme’
modlarinin etkinligini gdsterir. 1250-1000 cm™ arasinda kalan pikler ise C-O
baglarmin ‘gerilme’ formunun ve C-H baglarmin zig zag (hareketli baglar)
formlarinin aktivitesini simgeler. 1500-1250 c¢cm™ arasinda gdrmekte oldugumuz
pikler ise C—C baglarindaki gerilimi gosterir. (C—C gerilme) 1750-1500 cm™ arasinda
gormekte oldugumuz pikler ise C=0 gerilme ve N—H baglarinin biikiilme formlarinin
aktivitesini gosterir. 1800 cm™ civar1 goriilen pik ise ‘dongii’ olarak bilinen zayif

baglarin varligin1 gosterir.
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Anti-paralel yapiy1 olusturan dizilerin ayr1 ayri incelenmesi

Sekil 4.4 Anti-paralel yapiy1 olusturan dizinin optimizasyon oncesi goriiniimii. Kirmizi halkalar

onemli baglar1 gostermektedir.

Enerji =679.27 kJ/mol
Net yiik =0.00

Sekil 4.5 Anti-paralel yapiy1 olusturan dizinin optimize edilmis yapisi.

Enerji = 462.067 kJ/mol
Net Yiik =0.00
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Cizelge 4.3 Anti-paralel yapiyt olusturan dizinin 6nemli baglarin optimizasyon

sonrasi degisimi.

Bag Numaras: ve Tipi Optimizasyon Oncesi Bag | Optimizasyon Sonrasi Bag
Uzunlugu Uzunlugu
1 (N-C) 1.490 A 1.478 A
2 (N-C) 1.459 A 1.478 A
3 (N-C) 1.331A 1.308 A
4 (N-C) 1.459 A 1.464 A
5 (N-C) 1.324 A 1.310 A
6 (N-C) 1.452 A 1.467 A
7 (N-C) 1.325 A 1.309 A
8 (N-C) 1.457 A 1.466 A
9 (N-C) 1.324 A 1.309 A
10(N-C) 1.452 A 1.467 A
11(N-C) 1.325A 1.309 A
12(N-C) 1.451 A 1.468 A
13(N-C) 1.324 A 1.308 A
14(N-C) 1.450 A 1.461 A
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IR Spectrum (1/cm)

3000 2750 2000 1750 1500 1250 750

Sekil 4.6 Anti-paralel yapiy1 olusturan dizinin optimizasyon sonrasi elde edilen teorik IR spekturumu.

Sekil 4.6’ya bakacak olursak; 800-500 cm™ arasi goriilen pikler bize yapida
=C—H baglarinin ‘biikiilme’ formunun etkinligini gosterir. 1250-1000 cm™ arasinda
kalan pikler ise C-O baglarmin ‘gerilme’ formunun ve C-H baglarimin zig zag
(hareketli baglar) formlarinin aktivitesini simgeler. (-CH,X yapisindaki C—H baglari
gibi) 1260-1050 cm™ arasindaki pik C—O baglarmin ‘gerilme’ formunun etkinligini
simgeler. 1500-1250 cm™ arasinda gérmekte oldugumuz pikler ise C—C baglarindaki
gerilimi gosterir. 1750-1500 cm™ arasinda gormekte oldugumuz pikler ise C=0
gerilme ve N-H baglarnmn biikiilme formlarnmn aktivitesini gdsterir. 1800 cm™

civari goriilen pik ise ‘dongii’ olarak bilinen zayif baglarin varligini gosterir.
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Karbohidrat etkilesim yiizeyi

Aminoasit dizilimi;

GFSATTGINKGNVETNDVLSW/GFSATTGINKGNVETNDVLSW/GFSA
TTGINKGNVETNDVLSW/GFSATTGINKGNVETNDVLSW

Aminoasit dizisine bakildiginda ayni yapinin 4 domainde de tekrar edildigi

goriilmektedir.

Sekil 4.7 Karbohidrat etkilesim ylizeyinin optimizasyon dncesi goriiniimii.

Enerji =1607.59 kJ/mol
Net Yiik =0.00
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Sekil 4.8 Karbohidrat etkilesim yiizeyinin optimizasyon sonrasi gériniimii.

Enerji =894.53 kJ/mol
Net Yiik =0.00
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Domainlerin tek tek incelenmesi

™ L= .:
. . , A N Sl 1
‘ i =10
" © ‘k * & Aol B A
b : v 57 Y
; m i
4 < e &, i
“ L
(5] W
7 ; 9
LS ‘ _ﬁ' [ 4,
G o a
.5 '
", : “ v
8 %,
i “

Sekil 4.9 Karbohidrat etkilesim yiizeyindeki tek bir domainin optimizasyon 6ncesi gériiniimii.

Enerji =492.94 kJ/mol
Net yiik = -2.00

Sekil 4.10 Karbohidrat etkilesim yiizeyindeki tek bir domainin optimizasyon sonrasi goériiniimii.

Enerji =491.28 kJ/mol
Net Yiik = -2.00
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Cizelge 4.4 Karbohidrat etkilesim ylizeyine ait domainin Onemli baglarinin

optimizasyon sonrasi degisimi.

Bag Numarasi ve Tipi Optimizasyon Oncesi Bag | Optimizasyon Sonrasi Bag
Uzunlugu Uzunlugu
1 (N-C) 1.450 A 1.478 A
2 (N-C) 1.332A 1.309 A
3 (C-C) 1.519 A 1.510 A
4 (N-C) 1.461 A 1.465 A
5 (C-C) 1.529 A 1.551 A
6 (C-C) 1.494 A 1.535 A
7 (N-C) 1.454 A 1.462 A
8 (C-C) 1.537 A 1.514 A
9 (C-0) 1.532 A 1.554 A
10(N-C) 1.330 A 1.309 A
11(N-C) 1.459 A 1.463 A
12(C-C) 1.516 A 1.511 A
13(N-C) 1.328 A 1.309 A
14(N-C) 1.450 A 1.465 A
15(C-C) 1.531 A 1.551 A
16(C-C) 1.490 A 1.507 A
17(C-C) 1.429 A 1.468 A
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IR Spectrum (1/cm)

3000 2750 2000 1750 1500 1250 750

Sekil 4.11 Karbohidarat etkilesim yiizeyine ait domainin optimizasyon sonrasi elde edilen teorik IR

spekturumu.

Sekil 4.11°de 750-500 cm™ aras1 goriilen 2 pik yapidaki =C—H baglarinin
“biikiilme’ formunun etkinligini gdsterir. 1000-750 cm™ arasinda kalan pikler ise C—
H baglarmimn ‘zayif® formunun aktivitesini simgeler. 1250-1000 cm™ arasindaki pik
C-O baglarmim ‘gerilme’ formunun etkinligini simgeler. 1400-1300 cm™ arasinda
gormekte oldugumuz pik ise C—H baglarindaki ‘sert’ formunu gésterir. 1750-1500
cm™? arasinda gormekte oldugumuz pikler ise C=O gerilme ve N-H baglarinmn
biikiilme formlarinin aktivitesini gdsterir. 1800 cm™ civart goriilen pik ise ‘dongi’

olarak bilinen zay1f baglarin varligini1 gosterir.

4.2 Karbohidrat Etkilesim Yiizeyi ile Sialik Asidin Etkilestirilmesi

Bu kisimda PHA-L’nin karbohidrat etkilesiminde gorev alan yiizeyini, parca
parca ve farkli pozisyonlarda sialik asit ile hesapsal teknikler yardimiyla

etkilestirerek incelemistir.

4.2.1 Birinci etkilesim pozisyonundan elde edilen bilesik

Birinci etkilesim pozisyonunda PHA-L’nin karbohidrat etkilesiminde gorev
alan ylizeyinin glisin, fenilalanin ve serin aminoasitlerini igeren peptid dizisi
incelenmistir. Etkilesim Oncesi mevcut olan ve etkilesimden sonra elde edilen

geometrik yapilar, yeni geometrik yapida etkilesimden sonra kurulan ve yapidaki
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kararlilikta son derece Onemli olan yeni hidrojen baglar1 (yesil kesikli ¢izgiler)
goriilmektedir. Ayrica etkilesim sonrasi elde edilen bilesigin enerjisi ve net yiikii

seklin altinda verilmistir.

Sekil.4.12 Birinci etkilesim pozisyonu (solda) ve etkilesimden sonra olusan bilesik (sagda) ve kurulan

yeni baglar (yesil kesikli ¢izgiler).

Enerji = -2298.75 kJ/mol
Net Yiik =0.00

4.2.2 Ikinci etkilesim pozisyonundan elde edilen bilesik

Ikinci etkilesim pozisyonunda PHA-L’nin karbohidrat etkilesiminde gorev
alan ylizeyinin glisin(2), izoldsin, asparajin(2), lizin ve valin (GINKGNYV)
aminoasitlerini igeren peptid dizisi incelenmistir. Etkilesim 6ncesi mevcut olan ve
etkilesimden sonra elde edilen geometrik yapilar, yeni geometrik yapida
etkilesimden sonra kurulan ve yapidaki kararlilikta son derece onemli olan yeni
hidrojen baglar1 (yesil kesikli ¢izgiler) goriilmektedir. Ayrica etkilesim sonrasi elde

edilen bilesigin enerjisi ve net yiikii seklin altinda verilmistir.



61

Sekil.4.13 Ikinci etkilesim pozisyonu (solda) ve etkilesimden sonra olusan bilesik (sagda) ve kurulan

yeni baglar (yesil kesikli ¢izgiler).

Enerji = -3932.04 kJ/mol
Net Yiik =0.00

4.2.3 Uciincii etkilesim pozisyonundan elde edilen bilesik

Uciincii etkilesim pozisyonunda, ikinci etkilesim pozisyonunda kullanilan
grup (glisin(2), izolésin, asparajin(2), lizin ve valin (GINKGNV) aminoasitlerini
iceren grup) farkl bir ag1 ve geometri kullanilarak tekrar etkilestirilmistir. Bu yeni
etkilesim pozisyonu sonucunda elde edilen bilesik, kurulan yeni hidrojen baglar1 ve
bu bilesige ait enerji ve net yiik belirlenmistir. Yeni hidrojen baglarimi kesikli yesil

cizgiler gostermektedir. Yeni bilesigin enerjisi ve yiikii ise seklin altinda verilmistir.
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Sekil.4.14 Ugiincii etkilesim pozisyonu (solda) ve etkilesimden sonra olusan bilesik(sagda) ve kurulan

yeni baglar (yesil kesikli ¢izgiler).

Enerji = -3955.38 kJ/mol
Net Yiik =0.00

4.2.4 Dordiincii etkilesim pozisyonundan elde edilen bilesik

Doérdiinci  etkilesim  pozisyonunda, ikinci ve {iglincii etkilesim
pozisyonlarinda kullanilan grup (glisin(2), izolosin, asparajin(2), lizin ve valin
(GINKGNYV) aminoasitlerini iceren grup) farkli bir a¢1 ve geometri kullanilarak
tekrar etkilestirilmistir. Bu yeni etkilesim pozisyonu sonucunda elde edilen bilesik,
kurulan yeni hidrojen baglar1 ve bu bilesige ait enerji ve net yiik belirlenmistir. Yeni
hidrojen baglarim1 kesikli yesil cizgiler gostermektedir. Yeni bilesigin enerjisi ve

yiikii ise seklin altinda verilmistir.



63

Sekil.4.15 Dordiincii etkilesim pozisyonu (solda) ve etkilesimden sonra olugan bilesik(sagda) ve

kurulan yeni baglar (yesil kesikli ¢izgiler).

Enerji = -3944.41 kJ/mol
Net Yiik =0.00

4.2.5 Besinci etkilesim pozisyonundan elde edilen bilesik

Besinci etkilesim pozisyonunda PHA-L’nin karbohidrat etkilesiminde gorev
alan ylizeyinin 106sin, triptofan ve serin aminoasitlerini igeren peptid dizisi
incelenmistir. Etkilesim Oncesi mevcut olan ve etkilesimden sonra elde edilen
geometrik yapilar, yeni geometrik yapida etkilesimden sonra kurulan ve yapidaki
kararlilikta son derece Onemli olan yeni hidrojen baglar1 (yesil kesikli ¢izgiler)
goriilmektedir. Ayrica etkilesim sonrasi elde edilen bilesigin enerjisi ve net ytiki

seklin altinda verilmistir.
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Sekil.4.16 Besinci etkilesim pozisyonu (solda) ve etkilesimden sonra olusan bilesik (sagda) ve

kurulan yeni baglar (yesil kesikli ¢izgiler).

Enerji =-2292.16 kJ/mol
Net Yiik =0.00

4.2.6 Altinc etkilesim pozisyonundan elde edilen bilesik

Altincr etkilesim pozisyonunda, besinci etkilesim pozisyonunda kullanilan
grup (16sin, triptofan ve serin aminoasitlerinden olusan grup) farkli bir ag1 ve
geometri kullanilarak tekrar etkilestirilmistir. Bu yeni etkilesim pozisyonu sonucunda
elde edilen bilesik, kurulan yeni hidrojen baglar1 ve bu bilesige ait enerji ve net yiik
belirlenmistir. Yeni hidrojen baglarimi kesikli yesil c¢izgiler gostermektedir. Yeni

bilesigin enerjisi ve yiikii ise seklin altinda verilmistir.
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Sekil.4.17 Altinci etkilesim pozisyonu (solda) ve etkilesimden sonra olusan bilesik (sagda) ve kurulan

Enerji =-2283.685 kJ/mol
Net Yiik =0.000

yeni baglar (yesil kesikli ¢izgiler).

Cizelge 4.5 Farkli etkilesimler sonucu elde edilen bilesiklerin PM3 ve AMI1

metodlarina gore elde edilmis olusum enerjileri.

Olusum Enerjisi(AH)
PM3

Olusum Enerjisi(AH)
AM1

Sialik+GFS

-2086.05 kJ/mol

-2304.57 kJ/mol

SIk_GFS (1. Pozisyon)

-2121.60 kJ/mol

-2298.75 kJ/mol

Sialik+K

-3664.58 kJ/mol

-3906.68 kJ/mol

Slk_K1 (2. Pozisyon)

-3682.73 kJ/mol

-3932.04 kJ/mol

SIk_K2 (3. Pozisyon)

-3710.02 kJ/mol

-3955.38 kJ/mol

SIk_K3 (4. Pozisyon)

-3685.41 kJ/mol

-3944.41 kJ/mol

Sialik+LSW

-2097.69 kJ/mol

-2234.04 kJ/mol

Slk_LSW1 (5. Pozisyon)

-2116.23 kJ/mol

-2292.16 kJ/mol

SIk_LSW?2 (6. Pozisyon)

-2119.25 kJ/mol

-2283.68 kJ/mol
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Tabloda yukarida bahsedilmis ve sekilleri verilmis olan farkli dizilerin farkli
geometrilerde etkilestirilmelerinden elde edilen bilesiklerin olusum enerjileri
goriilmektedir. Bu etkilesimlerde yari-ampirik yontemlerden faydalanilmistir.
Hesaplamalar  paralel olarak c¢alisilmistir.  Hesaplamalarin  giivenilirligini
arttirabilmek agisindan ayni islem farkli metodlar kullanilarak tekrar edilmistir.

Kullandigimiz iki farkli metod PM3 ve AM1 metodudur.

Hesaplamalarin sonucunda elde edilen bilesiklerin olusum enerjileriyle,
bilesik olugsmadan o©nceki molekiillerin enerji toplamlar1 karsilastirildiginda
etkilesimden sonra agia cikan enerjinin molekiillerin toplan enerjilerinden fazla
oldugu goriilmektedir. Bu sayisal veri bize molekiiller arasinda bir etkilesimin
gerceklestigini yani bir bag olustugunu bunun sonucunda da kararli bir bilesik elde
edildigini gostermektedir. Ayn1 gruplari iceren farkli etkilesim pozisyonlarindan elde
edilen bilesiklerin olusum enerjileri bir birleri ile kiyaslanarak hangi grubun daha
kararli oldugu belirlenebilir. Ornegin, 2., 3. ve 4. etkilesim pozisyonlarmi ele alacak
olursak her iki hesaplamanin sonucunda da en fazla enerjinin 3. Etkilesim
pozisyonunda agiga ¢iktig1 goriilmektedir. Bu sonug 3. etkilesim pozisyonunun 2 ve

4. etkilesim pozisyonlarinda daha kararli oldugunu ortaya koymaktadir

4.3 Parcaciklarin Karakterizasyonu

Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisiinde denemelerde kullanmis oldugumuz,
lektin (PHA-L), CdSe/CdS kuantum-dot nanopargaciklar1 ve bu nanopargaciklarla
konjuge edilmis lektin Ornegimizin SEM (Scanning Electron Microscope)

goriintiileri alinarak ornekler icin boyut ve yiizey morfolojisi incelenmistir.

4.3.1 SEM analiz sonuglari

Bu ¢alismada elde edilen SEM goriintiileri sekil 4.18, 4.19, 4.20, 4.21, 4.22
ve 4.23°de yer almaktadir.



67

Sekil 4.18 PHA-L’nin 5000 biiyiitmede SEM gbriintiisii.

T HV  [spot

“ WD |[mag O pressure 10 pm
5.00kV| 3.0 [7.8 mm |10 000 x| BSED | 5.01e-1 mbar IYTEMAM

Sekil 4.19 PHA-L’nin 10000 biiylitmede SEM goriintiisii.
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/ mag O det pre
3.0 [7.8 mm |20 000 x | BSED 5e-1 mb

HV

[ M
5.00kV | 3.0 [7.8 mm |10 000 x | BSED | 5.05e-1 mbar IYTEMAM

Sekil 4.21 CdSe/CdS kuantum dotlarin 10000 biiyiitmede SEM goriintiisii.
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IYTEMAM

gorlintiisi.

HV [spot| WD
5.00kV| 3.0 [7.7mm 10000 x | BSED | 5.01e-1 mbar IYTEMAM

Sekil 4.23 CdSe/CdS kuantum dotlarin ile konjuge edilmis PHA-L’nin 21000 biiyiitmede SEM

gorlntiisi.
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4.4 Kalite Kontrol Calismalarinin Sonug¢lari

Asagida inaktif ve I ile isaretli bilesiklere ait kalite kontrol caligmalari
sonucunda elde edilen veriler ve bu sonuglardan yola ¢ikarak sentezlenen iiriinlerin

saflig1 goriilmektedir.

4.4.1 TLRC yontemi ile elde edilen sonuclar

125

Bu kisimda "1 ile isaretli bilesenlere ait TLRC ile yapilan kalite kontrol

sonugclar1 yer almaktadir.

e | ile isaretli PHA-L molekiillerine iliskin TLRC yéntemi

ile elde edilen sonuclar

Ince tabaka radyokromatografisi (TLRC) y&ntemi ile yapilan kalite kontrol
caligmalarinda yukarida da belirtilen denemeler sonucunda elde edilmis optimal

kosullar kullanilmistir ve elde edilen kromatogram asagida goriilmektedir.

a0 100 150
Pozisyon (mim)

[
O -
O

Sekil 4.24 izopropil alkol-n biitanol-0.2 N NH,OH (4:2:1) banyosunda ***I-PHA-L’e ait TLRC

kromatogrami.
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Cizelge 4.6 I ile isaretlenmis PHA-L’nin Ry degeri ve yiizde baglanma verimi.

Madde R Degeri Verim % (n=6)
121_PHA-L 0.05 97+1.2
125) 0.90 100+0.0

Cizelge 4.6’ya baktigimizda isaretli ornek ve 2Pun Ry degerlerinin farkh
oldugunu fakat kromatogramda sadece bilesigin gdzlemlendigi goriilmektedir. Bu

Sentezin gergeklestigini gostermistir.

e | ile isaretli PHA-L-CdSe/CdS molekiillerine iliskin TLRC

yontemi ile elde edilen sonuglar

Ince tabaka radyokromatografisi (TLRC) ydntemi ile yapilan bu kalite kontrol
calismasinda PHA-L bilesigi dnceden sentezlenmis olan CdSe/CdS kuantum dot
nanoparcaciklari ile konjuge edilmistir. Elde edilen kromotogram sekil 4.25°de Rf ve

% verim degeri ise ¢izelge 4.7°de yer almaktadir.

2000 AN N N N N TN N TN NN N MO MO MM NN NN NN N B

1500

1000

Sayim (cps)

a00

]
th
]

100 150 200

Pozisyon (mm)

Sekil 4.25 izopropil alkol-n biitanol-0.2 N NH,OH (4:2:1) banyosunda **°I-PHA-L-CdSe/CdS’a
ait TLRC kromatogrami.
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Cizelge 4.7 ™I ile isaretlenmis PHA-L-CdSe/CdS’nin R¢ degeri ve yiizde

baglanma verimi.

Madde R¢Degeri Verim % (n=6)
123|_PHA-L-CdSe/CdS 0.08 96+0.8
1251 0.90 100+0.0

Cizelge 4.7°ye baktigimizda isaretli 6rnek ve 1251

‘un Ry degerlerinin farkl
oldugunu fakat kromatogramda sadece bilesigin gozlemlendigi goriilmektedir. Bu

sentezin gergeklestigini gostermistir.

121 jle isaretli CdSe/CdS molekiillerine iliskin TLRC

yontemi ile elde edilen sonuclar

Ince tabaka radyokromatografisi (TLRC) yontemi ile yapilan bu Kkalite
kontrol ¢alismasinda Onceden sentezlenmis olan CdSe/CdS kuantum dot
nanopargaciklar test edilmistir. Elde edilen kromatogram ve calisma sonucu elde

edilmis sayisal verilere (Rf degeri, % Verim) ait veriler ¢izelge 4.8’de goriilmektedir.

2000 T NN NN AN (NN (NN NN NN NN SR (NN (N (N NN B N
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2000

1500
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a S0 100 150
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Sekild.26 izopropil alkol-n biitanol-0.2 N NH,OH (4:2:1) banyosunda °I-CdSe/CdS’a ait TLRC

kromatogramu.
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Cizelge 4.8 1 ile isaretlenmis CdSe/CdS nin Rt degeri ve yiizde baglanma verimi.

Madde R Degeri Verim % (n=6)
15| _cdse/CdS 0.09 98+0.2
125 0.90 100+0.0

Cizelge 4.8’e baktigimizda isaretli 6rnek ve '*I'un R¢ degerlerinin farkli
oldugunu fakat kromatogramda sadece bilesigin gozlemlendigi goriilmektedir. Bu

sentezin gergeklestigini gostermistir.

4.4.2 HPLC analizi ile elde edilen sonuclar

Bu yontem kullanarak PHA-L, CdSe/CdS kuantum dot, PHA-L-CdSe/CdS
kuantum dot, 6rneklerinin kalite kontrol ¢alismalar1 yapilmistir. Elde edilen HPLC

kromotogramlar: sekil 4.27, 4.28, 4.29 ve 4.30°da yer almaktadir.
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Sekil 4.27 PHA-L’ye ait HPLC kromatogramu.
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Sekil 4.28 CdSe/CdS kuantum dot nanopargaciklarina ait HPLC kromatogramu.
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Sekil 4.29 CdSe/CdS kuantum dot nanopargaciklari ile konjuge edilmis PHA-L’ye ait HPLC

kromatogrami.
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Sekil 4.30 Ug 6rnegin kromotogramlarinin birbirlerine gére konumu. (Pembe: PHA-L, Mavi: QD-
PHA-L, Turuncu: QD)

Bu calismada yukarida verilmis olan ¢izelgedeki kosullar altinda ¢alisilmis ve
molekiillere ait alikonma zamanlari (R;) kromotogramlar {izerinde gosterilmistir.
Kullanilan kolonda ilk olarak molekiil boyutu biiyiik olan molekiiller ve bunlari takip
eden kiigiik boyutlu molekiiller gozlenmistir. Buna gore Orneklerin tutulum
zamanlar1 birbirlerine gore kiyaslandiginda sentezimizin gercgeklestigi konjugatin

tutulum zamanindaki farkliliktan gortildi.
4.5 Reaksiyon Mekanizmalari

Bu boliimde CdSe/CdS nanopargaciklarin sentez semasi verilmektedir.
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4.5.1 CdSe/CdS kuantum dot nanoparcaciklarin hazirlanmasi

O

O @ cds
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Sekil 4.31 CdSe/CdS nanopargaciklarinin sentez semasinin basitlestirilmis gosterimi.

CdSe/CdS kuantum dot nanopargaciklarinin hazirlanmasinda genelde TOPO
(tri-n-oktilfosfin) veya TOP, hekzadesilamin gibi organik ¢oziiciiler kullanilir ve
reaksiyon genelde 250-300 °C gibi yiiksek sicakliklarda gerceklestirilir (Akg¢a, 2010).

Yapilan bu caligmada, klasik yontemlerden farkli olarak diisiik sicaklikta (80
°C) basit reaksiyon mekanizmalarindan yararlanilmistir. Bu reaksiyon mekanizmalari

asagida verilmistir.

e NaBH, + Se + 3C,HsOH = NaHSe + B(OC,Hs)s + 3H(g) (4.1)
e NaHSe + H,S0, = H,Se + NaHSO, (4.2)

e NaS; + 2H,S0, = H,S(g) + 2NaHSO, (4.3)

e Cd* +Se?+S?=CdSe/CdS (4.4)

4.5.2 CdSe/CdS’nin radyoiyot ile baglanma mekanizmasi

Yapilan bu caligmada, kuantum dotlarin radyoaktif iyot ile isaretlenme
potansiyelleri lektin ile konjuge edilmis Orneklerden ayr1 olarak incelenmistir.

Caligmanin bu basamagina gore, kuantum dotlarin radyoaktif iyot ile yiizeylerinde
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mevcut olan kiikiirt gruplari tizerinden etkilesime girdigi 6ngoriilmiistiir. Etkilesimin

reaksiyon basamaklar1 asagida goriilmektedir,

e NaBH, + Se + 3C;HsOH = NaHSe + B(OC,Hs)s + 3H,(q) (4.5)
e NaHSe + H,SO,4 = H,Se + NaHSO,4 (4.6)

e NaS; + 2H,S0,4 = H,S(g) + 2NaHSO, (4.7)

e Cd* +Se?+S?=CdSe/CdS (4.8)

o CdSe/CdS + 21" =[c:o|3e|/00|sﬂ+2 (4.9)

453 PHA-L’min CdSe/CdS ile baglanma ve radyoaktif iyotla

isaretlenme Mmekanizmasi

Lektin Lo Qdot ———— Lektin Qdot
NH, NHy
o
I
— Lektin dot
Lektin Qdot [ 1 I+ — Q
- NH»
NHy
H
o
\ e ,
Lektin Qdot (oo Lektin Qdot
— NH, - NH,

Sekil 4.32 CdSe/CdS kuantum dot nanopargaciklarmin PHA-L ile konjugasyonunun ve sentezlenen

ornegin radyoaktif iyotla isaretlenmesinin sematik gdsterimi.

Yapilan bu caligmada, PHA lektin ile floresans 6zelligi gosteren CdSe/CdS
kuantum dot nanopargaciklarin, lektinin dogal yapisinda ve nanoparcaciklarin
yiizeyinde de mevcut olan kiikiirt gruplarinin etkilesimi sonucunda disiilfit kopriileri
ile bir birlerine baglandiklar1 6ngoriilmiistiir. Radyoaktif isaretleme basamaginda ise
iodojen yontemi ile yiikseltgenmis olan iyot (I") elektrofilik substitiisyon

reaksiyonlar1 sonucunda lektinin ana yapisinin disina uzanan fenilalaninlerin
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yapisinda mevcut olan benzen halkasindaki H’ler ile yer degistirerek ana yapiya

baglanmustir.

Bu reaksiyonda yiikseltgenmis iyodun benzen halkasina saldiris1 sonucunda
oncelikle bir sigma kompleksi olusmustur ve olusan bu kompleks benzen halkasi
iizerinde H® ve 1" iyonlarimi aym anda bulundurmaktadir (Mekanizmanm 2.
basamaginda bu olusum sematize edilmistir). Bu asamada sigma kompleksi daha
kararli bir yapiya ulagmak i¢in bir proton kaybetmis ve benzen halkasi ilizerinde
sadece 1" iyonunu tastyan siibstitiye benzen halkasin1 meydana gelmistir. Bu
reaksiyonlar sonucunda yiikseltgenmis iyot ve hidrojenin yer degistirmesi

gerceklesmistir.

4.6 Biyoaffinite Calismalarimin Sonuglari

Asagida biyoaffinite ¢alismalar1 grafik iizerinde gosterilmistir ve sonuglar

yorumlanmustir.
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46.1 I ile isaretli PHA-L, CdSe/CdS kuantum dotlar ve
CdSe/CdS ile konjuge edilmis PHA-L’nin MCF-7 hiicreleri

iizerindeki baglanma verimlerinin zamana bagh degisimi.

18 -

16 -
_ 1a
E 12
i
= 10 - W 125|-pHA-L
E =
E 8 DIZ_l_QD
EOA <
& W 1233-0D-PHAL

._"l_ -
BE D125|

2 -

[i]

30 B0 120
Zaman (dakika)

Sekil 4.33 '# isaretli PHA,Q-PHA, CdSe/CdS kuantum dot érneklerinin ve *°I’in MCF 7 hiicre
hattinda 30., 60., ve 120. dakikalardaki baglanma orani.

Cizelge 4.9 [ isaretli PHA, Q-PHA, CdSe/CdS kuantum dot drneklerinin ve **°I’in

MCEF-7 hiicre hattindaki % baglanma verimlerinin zamanla degisimi.

Ornek 30.dak’daki 60.dak’daki 120.dak’daki
% baglanma verimi | % baglanma verimi | % baglanma verimi
Z1-PHA-L % 12.3+1.2 % 12.4+1.6 % 8.94+0.7
210D % 7.2+0.4 % 5.0£0.6 % 6.2+1.0
%1.QD-PHA-L % 8.6+1.3 % 9.41+0.8 % 15.1+0.9
) % 0.4+0.2 % 0.7+0.1 %0.5+0.1

Cizelge 4.10’da iizerinde c¢alisilmis Orneklere ait grafik ve c¢izelge

gorilmektedir. Bu cizelge ve grafik referans alinarak 6rneklerin zamana bagli olarak
MCF-7 hiicreleri tizerinde baglanma verimleri karsilastirildiginda, PHA-L’nin
afinitesinin zamanla dogru orantili olarak en kararli ana kadar arttig1 goriilmektedir.
Kuantum-dotlarin  baglanma verimleri kendi iglerinde

yine zaman kars1

incelendiginde baglanma verimlerinde zamanla artis goriilmektedir. Kuantum-dotlar
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ile konjuge edilmis PHA-L’nin zamana bagli baglanma verimine baktigimizda ise
kuantum dotlar ile konjuge edilmis lektinin stabilitesi arttigindan, baglanma

veriminin zamana bagli olarak dogru orantili bir artig gosterdigi goriilmektedir.

30. dakikada lektin farmakokinetiginin hizli olmasi nedeniyle 90. dakikada
lektin bagli nannopargaciklarin hiicrelere daha yiiksek oranda baglandigi
gorilmektedir. [-125 afinitesi hi¢gbir zaman yiiksek bulunmamistir. Bu sonuglar,
PHA-L Ilektin bagli CdSe/CdS nanoparcaciklarin hem floresans hiicre
goriintiilenmesinde hem dual olarak goriintilleme amaghi radyoniiklid hiicre
goriintiilenmesinde hem de radyoniiklid terapi i¢in uygun potansiyellerinin oldugunu

gostermektedir.
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5. SONUC ve YORUM

Bu c¢alismada, CdSe/CdS kuantum dot nanopargaciklar1 sentezlendi.
Sentezlenen kuantum dot nanopargaciklarinin boyutlart SEM ile tayin edilip ve
pargaciklarin boyutlarinin 8-14 nm civarinda oldugu gorillmiistiir. Bu boyuttaki
kuantum dot nanoparcaciklar viicudun bir¢ok yerine ulagsma potansiyeline sahip
olduklarindan goriintiileme ve radyoterapi gibi uygulamalarda kullanilmaya uygun

olduklar1 diisiintilmektedir.

Sentezlenen CdSe/CdS kuantum dot nanoparcaciklar PHA-L ile konjuge

125

edilmis ve bu islemden sonra "I ile niikleofilik yonteme gore isaretlenmistir.

Isaretleme verimi TLRC ydntemi % 98 civarmda baglanma verimleri elde edilmistir.

12 jle isaretlenmis 6rnekler MCF-7 meme kanser hiicreleri iizerine
uygulanmustir. Isaretli Srneklerin hiicre iizerindeki tutulum oranlarinin zamanla
degisimi gozlenmistir. Kuantum-dotlar ile konjuge edilmis radyoaktif iyot
isaretliPHA-L nin zamana bagli baglanma verimine baktigimizda kuantum dotlar ile
konjuge edilmis lektinin stabilitesi arttigindan, baglanma veriminin zamana bagh
olarak dogru orantili bir artig gosterdigi goriilmektedir. Bu sonuglar géz Oniine
alindiginda kuantum dotlar ile konjuge edilmis PHA-L’nin MCF-7 meme kanseri

hiicrelerine olan spesifikligi goriilmektedir.

Calismamizda ayrica deneysel sonuglari desteklemek ve teorikle olan
uyumunu  gozlemlemek i¢in hesapsal teknikler kullanilmistir. Hesapsal
caligmalarimizda protein data banktan almis oldugumuz PHA-L’nin kristal yapisi
incelenmistir. Spesifik etkilesimleri daha iy1 gozleyebilmek icin kristal yapinin aktif

bolgeleri iizerinde molekiiler modelleme ¢alismalart yapilmistir.

Oncelikle yapmmzdan cikardigimiz aktif kisimlar hesaplamadan once
optimize edilmistir. Optimizasyon isleminin sonucunda yapida mevcut olan atomlar
itme kuvvetlerinin minimum ve ¢ekme kuvvetlerinin maksimum oldugu pozisyona

gelmis ve yapilarimizin en kararli geometrileri elde edilmistir. Ayrica bu islem
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sonucunda atomlarin arasindaki etkilesimler gozlemlenmistir. Bu degisimleri
gozlemlemek  deneysel agidan  calisirken  kullanilabilecek  prosediirlerin

planlanmasinda 6nemli bir yol gosterici etkendir.

MCF-7 meme kanser hiicrelerine spesifik olan PHA-L’nin, MCF-7
hiicrelerini hiicre yiizeyindeki sialik asitle etkileserek tanidigi deneysel ve hesapsal
sonuglardan elde edilen bilgiler sonucunda bilinmektedir. Bu bilgiler dogrultusunda
optimizasyon isleminden sonra PHA-L’nin MCF-7 meme kanser hiicrelerinin
yiizeyindeki sialik aside olan ilgisinin agik¢a gozlenebilmesi igin PHA-L’nin Kristal
yapisindan karbohidrat etkilesim yiizeyi ¢ikarilmis ve molekiiler modelleme yoluyla

farkli pozisyonlarda etkilestirilmistir.

Calismanin bu basamaginda SPARTAN programi kullanilarak yari ampirik
metodlara dayanan PM3 ve AM1 yontemleri kullanilmistir. Bu yontemlerle farkli
etkilesim pozisyonlari i¢in yapilan hesaplamalarin sonucunda yeni bilesikler (Cizelge
4.5), bu bilesiklere ait olusum enerjileri ve aktif bolge ile sialik asit arasinda kurulan

baglar gozlemlenmistir.

Olusum enerjisi termokimyada grup etkilesimlerinde bilesik olusumunun
belirlenmesinde etkin bir parametredir. Her elementin standart durumlarda biitiin
ogeleri i¢in sifirdan farklanan bir olusum enerjisi vardir. Bu enerji yapilardaki
farklanma veya baska elementlerle etkilesmeleri sonucunda yeni bilesik
olusumlarindan farklanir. Bu standart enerji degisiklikleri termokimyada yeni bilesik
olusumlarint belirlemek i¢in kullanilir. Bu hesap iiriinlerin standart olusum
enerjisinin toplamindan tepkime sonucunda meydana gelen bilesigin standart olusum

enerjisinin ¢ikarilmasiyla yapilir.

Ayrica denemelerimiz sonucunda elde ettigimiz bilesikleri inceledigimizde en
optimum H- baglarma sahip bilesiklerin en kararli geometride olduklar
gozlemlenmistir. Elde ettigimiz yeni bilesiklerin olusum enerjileri incelendiginde

PHA-L’nin sialik asitle spesifik olarak etkilestigi goriilmektedir (Cizelge 4.5).
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