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OZET

RADYOIYOT ISARETLI NOKTASAL OZELLIKLI Cd(Se)
NANOPARCACIKLARIN SENTEZIi VE BiYO-AFFINITELERININ
INCELENMESI

AKCA, Ozlet

Yiiksek Lisans Tezi, Niikleer Bilimler Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Perihan UNAK
Temmuz 2010, sayfa 70

Bu ¢alismada, kararh floresans 6zellik gésteren CdSe/CdS kuantum dot (Q)
nanoparcaciklar sentezlenmis, sentezi yapilan Q’lara biyokonjugat olarak seker
tiirevi mannoz triflat-sisteamin ve SNA (Sambucus Nigra Aggulutinin) lektin ayri
ayr1 ve birlikte konjuge edilmis ve sentezlenen nanopargaciklara I-131 ve [-125 ile
niikleofilik siibstitiisyon veya iodojen metodlart ile radyoiyot baglanmigtir. AFM
(Atomik Kuvvet Mikroskobu) ve SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) ile
nanoparcaciklar karakterize edilmistir. AFM (Atomik Kuvvet Mikroskobu)

sonuglar1 pargacik boyutlarinin 7-12 nm oldugunu gostermistir.

Cikis maddesi olan mannoz triflat molekiilii ve radyo koruyucu olarak etkili
bir ajan olan sisteamin molekiiliiniin (MTS) CdSe/CdS kuantum dot
nanopargaciklara konjugasyonu sonucu elde edilen karbohidrat bagli kuantum dot
nanoparcaciklarinin ve bunlara takilan SNA lektin gibi biyomolekiillere konjuge
I-131 isaretli nanopargaciklarin tavsanlarda goriintiileme ¢alismalart yapilmistir.
Caligmanin goriintiileme asamasinda radyo isaretli nanopargaciklarin tim viicut
biyodagilimimi gozlemlemek i¢in Yeni Zellanda tavsani kullanilmistir ve tim

viicut statik gorlintiileri alinarak in vivo etkinligi tespit edilmistir.

Diger yandan I-125 ile isaretli Q, Q-MTS, Q-SNA ve SNA’nin MCF-7,
Caco-2 ve A-549 kanser hiicrelerine baglanmalari in vitro olarak incelenmistir. I-
125 isaretli ornekler, iizerinde c¢alisilan hiicreler tizerinde farkli baglanma oranlar
gostermiglerdir. Q-SNA tiim hiicre tiplerinde digerlerine gore daha yiiksek
baglanma oram1 gostermistir. Q-SNA‘nin 6zellikle MCF-7 hiicresine ilgisi

yoniinden istatiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir.
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Elde edilen sonuglar ileride daha detayli caligmalar baslatilabilmesi
acisindan son derece umut vaad edicidir. Noktasal 6zellik gosteren kuantum dot
nanopartikiiller, kolay hazirlanmalari, biyokonjugasyona olan yatkinliklar1 ve

floresan 6zellik gostermelerinden dolayzi;

e Dual mod goriintiilemede,
e Hedeflenmis terapide

e Hiicre tanima amagli biyosensor uygulamalarinda yararli olabilirler.

Anahtar sozciikler: CdSe/CdS kuantum dot nanopargaciklar, I ve "'

Mannoz triflat, Sisteamin, SNA, MCF-7, Caco-2, A-549.
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ABSTRACT

SYNTHESIS OF RADIOIODINE LABELLED Cd(Se) QUANTUM
DOT NANOPARTICLES AND INVESTIGATION OF BIOAFFINITE

AKCA, Ozlet

MSc in Nuclear Sciences
Supervisor: Prof. Dr. Perihan UNAK
July 2010, 70 pages

In this study, CdSe/CdS quantum dots nanoparticles were synthesized, that
show stable flouresans properties. CdSe/CdS quantum dots (Q) were separately
and together conjugated with derivative of sugar mannose triflate-sisteamine and
SNA (Sambucus Nigra Agglutinin) lectin. After then, they were radioiodinated
with I-131 and I-125 both nucleophilic substition and iodogen method. Q were
characterized by Scanning Electron Microscopy (SEM) and Atomic Force
Microscopy (AFM). AFM images showed that mean sizes of the quantum dots

were the range of 7-12 nm.

The output materials mannose triflate molecules and an effective agent as
radioprotective molecule cysteamine were conjugated with CdSe quantum dot
nanoparticules to obtain carbohydrate attached quantum dot nanoparticules and
biomolecules like SNA lectin conjugated to these quantum dot nanoparticules
were marked with "*'I was used for the assessment of imaging properties on
rabbits. At the imaging phase of the study, the whole body biodistribition of the
the radio labeled nanoparticles on New Zealand rabbits were examined and in vivo
activity were determined by taking dynamic displays and static images of the

whole body.

On the other hand, I-125 labeled Q, Q-MTS, Q-SNA and SNA were
examined biological activity on in vitro MCF-7, Caco-2 and A-549. I-125 labeled
samples, presented different incorporation ratio for the MCF-7, Caco-2 and A-549
cancer cells. Incorporation ratio of I-125 labeled Q-SNA was the highest for all
cells comparing to other cells. Also incorporation ratio of 1-125 labeled Q-SNA
was statistically significant than I-125 labeled other samples MCF-7 cells.
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Obtained results significantly give hope to for begin more detailed studies in
future. Since quantum dot nanoparticles are easy to prepare, predisposed for
bioconjugation and have fluorescence imaging properties and that may be

efficiently;

e Dual mode imaging,
e Targeted therapy

e Purposeful for cell definiton biosensing applications.

Keywords: CdSe/CdS quantum dot nanoparticles, '*I ve "', Mannose
triflate, Cysteamine, SNA, MCF-7, Caco-2, A-549.
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1.GIRiS

Kanser 6nemi giderek artan bir saglik ve yagam sorunudur. Ne kadar erken
teshis edilebilirse, viicutta diger organ veya dokulara yayilmadan once tedavi
edilebilme sans1 o kadar yiiksektir. Bu nedenle hem erken teshisi hem de yan
etkisi en az olan hedefe yonlenmis terapi yontemlerinin gelistirilmesi i¢in yogun

aragtirmalar yapilmaktadir.

Son yillarda nanobiyoteknoloji hiicrelerde kansere neden olan biyolojik
proseste, hiicreleri teshis edip tedavi etmede yeni ve farkli segenekler sunar.
Kuantum dotlar, boyuta bagli gozlenen yiiksek liiminesans 0&zelligi ve bu
liiminesansin  kararliligi, hazirlama kolayliklari, diisiik toksisiteleri, suda
¢oziilebilir olmalar1 ve ayrica biyokonjugasyona olan yatkinliklarindan dolay1
diagnostik uygulamalar ve biyolojik goriintiileme calismalari i¢in O6nemli bir
alternatif olmaktadir. Bu parcaciklarin yiizeyleri DNA, peptidler, proteinler ve
diger kiigiik ligandlar ile yeni nesil boyuta bagli optik 6zellikli fonksiyonel
tastyicilar haline getirilebilir. Bu pargaciklarla goriintiileme i¢in uygun ajanlar
tasarlanmasi miimkiin olabilecegi gibi, kanser hiicrelerine spesifik olarak

hedeflenmis terapi ajanlarinin elde edilmesi de miimkiin olabilir.

Deng ve arkadaglar1 (Deng et al., 2006) yiiksek kaliteli, suda ¢oziilebilir
CdSe ve CdSe/CdS nanokristalleri sentezlemek i¢in kolay hazirlanabilir
reaktiflerin ve basit malzemelerin kullanildig1 yeni bir yontem gelistirmistir. Bir
baska caligmada da kor/kabuk CdSe/Znl-xMnxS nanopartikiiller optik ve
manyetik rezonans (MR) goriintileme tekniklerinde kullanilmak {izere
sentezlenmistir (Wang et al., 2007). Yine bir baska ¢alismada paramanyetik ve
pegile lipidlerle kapli CdSe/ZnS kuantum dotlar MRI tekniklerinde kullanilmak
i¢in sentezlenmistir (Mulder et al., 2006).

Deutscher ve arkadaglar1 (Deutscher et al., 2009) In-111 isaretli galectin-3°
Ui prostat kanserinde goriintiileme ajani olarak kullanmiglardir. Nude mice‘lar

tizerinde aldiklar1 goriintiilerle timdr hiicresinin yerini takip edebilmislerdir.

Babu ve arkadaslarinin c¢aligsmasinda bir tiyol grubu igeren konjugat
kullanilarak tek basamakta neoglukokonjugatlar sentezlenmistir. Sulu ¢ozeltideki
CdSe-ZnS kuantum dotlarin ¢oziinebilirligi ve stabilizasyonu karbohidratlarla
fonksiyonellestirilmesi ile aciklanmistir. Yiizeylerine laktoz, melibioz ve

maltotrioz konjuge edilmis kuantum dotlar (Q) lektin dedeksiyonu igin



kullanilmistir. Bu yolla sentezlenen seker igeren kuantum dotlar, transmisyon
elektron mikroskobu (TEM), floresans, ve absorbsiyon spektroskopisi ile
karakterize edilmistir (Babu et al., 2007).

Kuantum dot nanoparcaciklarin lektin ile modifikasyonlar1 ise bu
pargaciklarin hiicreler arasi reseptor ligand iliskilerinin incelenmesinde immiine
tanima reaksiyonlarin incelenmesinde yeni uygulama alanlari agilmasinda
yararli olabilir ¢linkii lektinler tersinir olarak spesifik tanima reaksiyonlarinda
kullanilabilen glukoprotein molekiilleridir.

Wu ve ekibi (Wu et al., 2003) kuantum dotlari, organik bir boya olan Alexa
488 ile karsilagtirmis ve kuantum dotlarin floresans kararliliginin yiiksek
oldugunu ortaya koymuslardir. Bu 6zellikleri organik floroforlara goére oldukca
avantaj saglamaktadir ve canli denemelerinde hedef dokunun uzun siire
goriintiilenmesine imkan verdigi i¢in biiylik 6nem tasimaktadir. Ayrica yapilan
calismalarda belirli boyuta sahip nanopartikiillerin kanser hiicrelerine normal
hiicrelere kiyasla daha fazla spesifiklik gosterdigi belirlenmistir. Bu parcaciklarin
terapi radyoniiklidleri ile isaretlenebilmesi halinde terapi i¢in kullanim alanlar1 da
dogabilecektir.

Bl 151 ve 7 ile protein, peptid,

Literatiirde iodojen metodu kullanilarak
ve antikor bilesiklerin isaretlenmesiyle ilgili bircok ¢aligma mevcuttur (Sun et al.,
2007; Foulon et al., 2000). Lektinler ile ilgili ise Barrientos ve arkadaslari,
V.album agglutinin isimli lektini iodojen yontemi kullanarak '*1 ile isaretlemis ve
artan laktoz konsantrasyonunun altin nanopargaciklara takilan lektinlerin reseptor

ligand etkilesimini arttirabilecegini rapor etmislerdir (Barrientos et al., 2009).

Kuantum dot nanopargaciklar ile ilgili cok sayidaki ¢aligmanin sonunda son
yillarda dual goriintiileme veya hedeflenmis terapi amagli bazi radyoniiklid isaretli
kuantum dotlar da hazirlanmistir. Ornegin; Schipper ve arkadaslari Cu-64 isaretli
CdSe kuantum dotlarin  mikroPETCT ile karaciger —metastazlarinin
goriintiilenmesinde kullanilabilirligini incelemislerdir (Schipper ML et al., 2007).
Lektinlerin kanser hiicre ylizeylerinde normal hiicrelerden farkli olduguna dair
literatiirde mevcut bazi bilgiler bulundugundan, kuantum dot bagli lektinlerin
radyoniiklid takilmasi halinde Niikleer Tip alaninda baz1 kanserlerin
goriintiilenmesine ve tedavisine onemli bir katki saglayabilecektir. Tiirkiye’ de ise

bu konu tizerine herhangi bir ¢alismaya literatiirde rastlanmamustir.



Bu c¢alismanin amaci, kanser teshisinde kullanilabilecek, yiiksek floresans
kararliligmma sahip CdSe/CdS kuantum dot nanopargaciklarin sentezlenmesi,
sentezlenen bu parcaciklarin hedefe spesifikliginin arttirilmasi1  amaciyla

125311 jle isaretlenerek kanser

karbohidratlar ve lektinler ile konjuge edilmesi,
goriintiileme ajan1 olarak biyoaffinitelerinin in vivo ve in vitro olarak
incelenmesidir. Bu galismada lektinlerin iyodinasyona yatkmligi ve '*I ve *'T’tin
radyoniiklid olarak terapi potansiyelleri nedeniyle bu radyoniiklidler
kullanilmistir. Bu sekilde, kanserli bolgenin erken evrede teshis edilmesine imkan
verecek ve uzun siireli, hassas gorlintii alinmasini saglayacak ve bunun yan sira
viicutta diger organ veya dokulara yayilmadan tedavi edilebilme sansini da

arttiracak yeni optik 6zellikli tagiyici olugturulmasidir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Kanser

Kanser, viicut hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde iireyerek komsu dokulari
isgal etmesi (invazyon) veya kaynagini aldigi organdan daha uzak bir yere kan-

lenf yoluyla yayilmasi (metastaz) ile olusan bir hastaliktir.

Kanser, kan ve lenfotik sistem araciligi ile viicudun diger bdlgelerine
dagilarak damar yoluyla beslenir. Normal hiicrelerin biiylime yetenegi sinirlt olup
bazen biiytimedeki bu sinirlanma yetenegi kaybolur ve sinirsiz biiyliytlip, ¢ogalan
hiicreler toplulugu olusur. Buna “timorlesme” denir. Tiimor benign (iyi huylu) ve

manign (kotii huylu) tiimdr olmak tizere iki kisimda incelenir.

Iyi huylu tiimorler; kanser degildir. Baska bolgelere yayilmazlar ve
metastaz yapma yetenekleri yoktur. Olustuklar1 bolgede basing yada tikaniklik

yaratarak organizmaya zarar verirler.

Kot huylu timdrler; ise kanser olarak adlandirilir. Komsu organ ve
dokulara yayilirlar, kemik doku ile karsilastiklarinda onu dahi eritirler
(rezorbsiyon). Sinirlart belirsizdir. Malign tiimorii olusturan hiicreler o kadar
farklilagmislardir ki orjinlerinin ne oldugunu sdylemek imkansizdir. Kanser
hiicresini normal hiicrelerden ayiran en 6nemli 6zellikler; proliferatif biiyiime,
sinyal olusumunda kendi kendine yetme, biiylimeyi inhibe eden sinyallere karsi
duyarsizlik, apoptozdan kagma, smnirsiz replikatif potansiyel kazanma,

anjiogenezisi devam ettirebilme, invazyon ve metastazin indiiklenebilmesidir.

Ulkemizde her yil binlerce insan kanser yiiziinden hayatin1 kaybetmektedir.
Kanser o6lim nedeni olarak kalp ve damar hastaliklarinin hemen ardindan
gelmektedir. Yurdumuzda en sik goriilen kanserler erkeklerde akciger, prostat,
kalin barsak, rektum, mide ve pankreas; kadinlarda meme, akciger, kalin barsak,
rektum, serviks, over, mide ve pankreas kanserleri olarak siralanabilir. Bu nedenle

kanserin erken tani ve tedavisi biiyiik 6nem tagimaktadir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Kemik
http://tr.wikipedia.org/wiki/Doku

2.2 Nanobiyoteknoloji

Nanobiyoteknoloji, biyolojik  organizmalarda nanodlgekli aletlerin
kullanilmasiyla organizmanin yasam kalitesini arttirmay1 amaglamaktadir. Insan
viicundaki patojenlerin tanimlanmasi ve yok edilmesi, hasta hiicrelere ilacin
ulastirilmasi, kanser hiicrelerinin nanoaletler kullanilarak onlenmesi ve tedavi

edilmesi gibi ¢aligmalar1 kapsar.

Nanodlgekli aletler insan hiicrelerinden 100-10000 kat kadar daha kiigiiktiir
Sekil 2.1. 50 nm’den kiiciik nanodlgiim araglari hiicrenin birgoguna kolayca
girebilir. 20 nm’den daha kiigiik olanlar ise dolasim esnasinda kan damarlari
disia ¢ikabilir. Viicudun bir¢ok bolgesine erigsiminden dolay1 hastaligi bulma ve
tedavi etme potansiyeline sahiptir (Choi et al., 2007). Biyolojik yontemlerin
sonuclarina gore, kansere ulastirmak, hiicrelerin iginde bulunmak, nanoteknoloji
araglarinin bir zenginligini gostermektedir. Nanoteknoloji, hiicrelerde kansere
neden olan biyolojik proseste, hiicreleri teshis edip tedavi etmede yeni ve farkl

secenekler sunar (Gordon et al., 2007).

Dendrimers Liposomes

MNanoparticles (nanctubes,
fullerenes, quantum dots, ete.)
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Sekil 2.1 Nanopargacik boyutunun atomik, molekiiler ve hiicresel boyutlarla

kargilagtirilmasi.



Bugiin, kanser iligkili nanoteknoloji iki ana alan iizerinde ilerlemektedir: (i)

laboratuar bazli tanilayicilar. (ii) in vivo tanilayicilar ve terapotikler.

Nanoboyut i¢inde yer alan daha iyi ve son derece etkili terapdtik ajanlarin
sayisindaki carpici artis kanser terapisinde radikal bir degisim yaratma
potansiyeline sahiptir. Bu 0Ornek iginde yer alan nanoparcaciklar, kotii bir
lezyonun molekiiler goriintiilenmesinde kullanilmak {izere kanser hiicrelerini
hedeflemektedir. Nanopargaciklarin biiylik miktarlar1 viicuda giivenli bir sekilde
enjekte edilir ve tercih edilen kanser hiicrelerine baglanir. Lezyonun anatomik

cevresi tanimlanir ve lezyon bu sekilde goriiniir hale getirilir.

Nanoparcaciklar bize hiicreleri ve molekiilleri gorebilme yetenegini saglar.
Aksi takdirde biz geleneksel goriintilleme yoluyla hiicreleri ve molekiilleri
dedekte edemeyiz. Hiicre i¢cinde olanlar1 6grenebilme yetenegi hastaliklarin tanisi

ve tedavisindeki basarida olduk¢a 6nemlidir (Jain, 2005).

Nanoparcacik teknolojisinin kanser tedavisinde oldukga faydali oldugu ispat
edilebilir. Birgok biyolojik, biyofizik ve medikal engelleri yenmekte etkili ve

hedefli ila¢ dagilimina izin vermektedir.
2.3 Kuantum Dot Nanoparcaciklar

Kuantum dotlar, yari iletkenler olarak bilinen malzeme sinifinin ¢ok 6zel ve
de benzersiz bir alt sinifin1 olustururlar. 2-12 nm (10 ile 50 atom capinda)
boyutlara sahip bu yari iletken nanoparcaciklar bilime ve teknolojiye daha dnce
hi¢ goriilmemis 6zellikler sunar. Bu atomik yapilari nedeniyle bilinen klasik y1gin
haldeki yar iletkenler ve de klasik atom veya molekiiller arasinda bir yerde
bulunurlar. Ayn1 nedenden dolay1 nano-kristaller olarak bilinen kuantum dot
nanopargaciklar1 yari iletkenlerin gosterdigi 6zellikleri gostermekle beraber bu

ozelliklere ek olarak daha {istiin nitelikleri de sergiler.

En dikkat ¢eken ozellikleride morétesi (UV) 1sikla aydinlatildiginda Sekil
2.2°de goriildiigii gibi boyutlarina bagl olarak farkli renklerde 1s1ma yapmalaridir
(Chan et al., 2002). Ornegin; 9-10 nm ¢apindaki kuantum dotlar kirmiz1 renkte
1stma yaparken 3 nm c¢apindaki kuantum dotlar mavi renkte 1s1ma yapmaktadir
(Dabbousi et al., 1997). Kuantum dotlar, hem optik fluoresans mikroskopisi hem
de magnetik rezonans goriintiileme (MRI) dedekte edebilme (Poole and Owens,

2003), tek dalga boyu uyartim, biiyiikliige bagl olarak dar yayinim, ayarlanabilir



sogurma ve yaymim dalgaboylar1 ve siddeti, diisiik foto soniimleme ve yiiksek
liiminesans gibi tstiin optiksel ve elektronik o6zelliklerinden dolay1 biyo-
etiketlemede tercih edilmektedirler (Galian et al., 2009). Kuantum dotlarin
floresansindaki yiiksek kararlilik (Wu et al. 2003) organik floroforlara gore
olduk¢a avantaj saglamaktadir (Portakal, 2008) ve canli denemelerinde hedef
dokunun uzun siire gorlintilenmesine imkan verdigi i¢in biliylk Onem

tasimaktadir.

Sekil 2.2 Kuantum dotlarin boyuta bagli renk degisimi.

Ayn1 zamanda kolay ylizey kimyasina sahip kuantum dotlar hiicresel kanser
hedeflemeleri, biyolojik ve biomedikal uygulamalar i¢in nano Olgekte
goriintiileme ve algilama imkani saglamaktadir. Bu tip nanokristallerin yiizeyi
Sekil 2.3°de goriildiigii gibi gerek biyolojik, gerekse baska yariiletken veya
yalitkan malzemelerle kaplanabilmektedir. Hedef hiicre, doku veya organa
yonelik goriintiileme yapabilmek icin biyoaktif molekiillerle (6rn; antikor) yiizey
modifikasyonu yapilan kuantum dotlar (Jayagopal et al., 2007) istenen bolgeye

hedeflenmekte ve bunun sonunda ¢ok hassas goriintiiler elde edilmektedir.
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Sekil 2.3 Fakl1 biyomolekiillerle konjuge edilmis kuantum dot.

Son yillarda kanser teshis ve tedavisinde kuantum dotlarin kullanimi ilgi
cekmektedir. Kanser hiicrelerine hedeflenebilmesi ve istenilen terapotiklerin
kuantum dotlara konjuge edilebilmesi kanserli hiicrelerin ¢ok erken evrede

goriintiilenmesini ve tedavisini miimkiin kilmaktadir (Vashist et al., 2006).

Kuantum dotlar bunlarin yani sira bir ¢ok farkli kullanim alanina da sahiptir.
Kuantum dotlarin elektronik devrelerde kullanilmasiyla daha yiiksek kapasiteye
sahip ve daha hizli bilgi transferini miimkiin kilan bellekler tasarlanmistir. Bu
belleklerle bilgi transferi yaklasik 100 kat daha hizlidir. Kuantum dotlarla farkl
tipte 151k emisyon diyotlar1 (LED), yar iletken lazerler, fotodedektorler ve optik
modiilator gibi daha verimli ve islevsel optoelektronik aygitlar tasarlamak da

miumkindiir.
2.4 Lektin

Lektinler, Aglutinin, fitohemaglutinin, fitoaglutinin, ve protektin gibi en az
iki karbohidrat baglama bdlgesine sahip, immiin kokenli olmayan, bazi hiicrelerin
bir araya toplanmasina sebep olan, glikokonjugatlar1 ¢oktiiren, g¢esitli bitki ve

hayvanlardan elde edilmis protein ya da glikoprotein molekiilleridir.

O kadar spesifiktirler ki hiicre ylizeylerindeki degisik monosakkarit ve

oligosakkarit yapilarinda ayrim yaparlar. Buda;



e Bakteriler, hiicre yiizeylerine gelip konuk hiicreyi enfekte edecegi zaman,

e Lenfositlerin kan damarlarina yapisik durumdayken, bulundugu yerden
ayrilip yakinindaki bir enfeksiyona kars1 savasacagi zaman,

e Kansere sebep olan tiimdr hiicrelerinin kan damarlart ¢eperlerine yapisip

metastaz yapacagi zaman gegerli olur.

Sambucus nigra agglutinin (SNA) lektini, Sambucus Nigra kabugundan
izole edilmistir. SNA lektin « (2-6) bagla galaktoza bagl terminal sialik asiti tanir

ve daha az 6l¢iide, v (2-3) bagla galaktoza bagli terminal sialik asiti tanir.

2.5 Mannoz triflat ve Sisteamin

Mannoz triflat; 1,3,4,6-tetra-O-acetyl-2-O-trifluoromethane sulfonyl-beta-
D-mannopyranose olarak da bilinir. Prekiirsor bir seker molekiiliidiir. Molekiil
formiilii: CysH;oF3 O},S, Molekiil agirhigi: 480,37g/mol, Erime noktasi: 119-122
°C’ dir.

Sekil 2.4 Mannoz triflat.

Sisteamin; Sistein aminoasitinin yikim {rliniidiir. Bir tiyol bilesigi olan bu
molekiil serbest radikalleri baglayarak etkisizlestirir ve radyoprotektif etkinlik
gosterir.  f-Mercaptoethylamine, Thioethanolamine, 2-Aminoethanethiol, 2-
Mercaptoethylamine, Decarboxycysteine, olarak da bilinir. Molekiil formiilii:
NH,CH,CH,SH, Molekiil agirligi: 77,15 g/mol seklindedir.

HZN/\/SH

Sekil 2.5 Sisteamin.
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2.6 Radyoaktif Tyot izotoplar

Iyot; periyodik tabloda halojenler olarak bilinen VIIA gurubunun bir
iiyesidir. I simgesiyle gosterilir. Dogal iyodun atom numarasi 53, nétron sayisi 74
ve kiitle numarasi 127 dir. Yapay iyot izotoplar1 ndtron sayis1 74 den az veya fazla
olacak sekilde yapilir. iyodun 115 den 141 kiitle numarasma kadar 37
radyoizotopu vardir. Niikleer tip ¢alismalar1 i¢in iyodun en uygun radyoizotoplari
[-123, I-125 ve I-131 dir (Yurt, 1998; Kowlsky and Perry, 1987).

Iyot-125 ¢ekirdegi 53 proton ve 72 nétrona sahiptir. Notron sayisi I-127°den
2 notron daha azdir. 1-125 nétron eksikligi nedeniyle elektron yakalama (EC)
bozunumuna ugrar ve yart kararli Te-125m’e doniisiir. Bu bozunumda gegis
enejisi 178 keV dir. 178 keV enerjiye sahip olan ndtrino, uyarilmis Te-125’in
gecisinde 143 keV’lik enerji tasir ve Te-125’in temel diizeyine gegisinde 35
keV’lik y 1511 salinir.

[-125’in yar1 Oomrii uzun olmasi ve diisik gama i1simasi nedeniyle
radyoimmunoassay gibi in vitro galismalar i¢in uygun bir radyoniiklittir. Bu
sebeple 1-125, I-131°e gore radyoisaretleme kullanimi i¢in daha uygundur. Ayrica
B radyasyonunun olmamasi nedeniyle de radyolitik dekompozisyonu azdir (Yurt,
1998).

Reaktorde iiretilir ve iiretim metodlart asagidaki reaksiyonlarda oldugu

gibidir;
Xe-124 (n,y) Xe-125 — 1-125
Te-125 (p,n) I-125

Te-125 (d,2n) I-125 (Kahn and Kleinberg, 1977)

Iyot-131’in nétron sayist I-127°den 4 ndtron fazladir. I-131 izotopu nétron
bollugu sebebiyle negatif beta bozunumu yapar ve kararli Xe-131 izotopu olusur.
[-131 ve Xe-131’ in temel enerji diizeyi arasindaki degisim enerjisi 971 keV dir. I-
131’in bozunumunda birkag  gecisi mevcuttur. Maksimum enerjisi 607 keV olan
B 1511 salinir ve bu enerji B ve v~ arasinda paylasilir ve 364 keV vy 1511 olarak
uyarilmis Xe-131 ¢ekirdeginin temel diizeye gecisinde salinir. y 1ginlarinin enerjisi
yiiksek olmas1 sebebiyle goriintiilemede yiiksek enerjili kolimatorler kullanilir. Tyi
bir bolluga (% 82) sahip olan 364 keV’lik y- 1511 dokuya etkili bir sekilde gecer
fakat kalinligi yarim inch olan Nal kristali ile (% 23) yetersiz bir sekilde
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durdurulmaktadir. I-131 B 1s1mas1 nedeniyle terapi i¢in uygun bir radyoniiklittir. I-
131’in yar1 omrii 8 giindiir. Bu siire kullanilmak istenen radyofarmasotigi ticari
olarak hazirlamak i¢in uygun bir raf omriidiir. I-131 B salinimindan dogan yiiksek
radyasyon dozundan dolay1 goriintiileme i¢in kullanilmaz. I-131’in avantajlart su
sekilde siralanabilir; ekonomiktir, 364 keV’lik y radyasyonu ideal bir goriintiileme
radyoniiklidine gore yiiksek olmakla birlikte organ goriintiileme i¢in kullanilabilir
ve v 1sinlar1 pahali olmayan sintilasyon dedektdrleri ile dedekte edilebilir (Yurt,
1998; Kowlsky and Perry, 1987).

U-235’in fisyonundan asagidaki reaksiyona gore reaktorde tiretilir;

Te-130 (n,y) Te-131 — 1-131 (Kahn and Kleinberg, 1977; Medine,
2008)

2.7 Analiz ve Kalite Kontrol islemlerinde Kullanilan
Kromatografik Yontemler

2.7.1 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Kromatografi, ¢esitli maddelerin hareketli bir faz yardimiyla, sabit bir faz
tizerinde degisik hizlarla hareket etmeleri veya siiriiklenmeleri esasina dayanir.
Yiksek performansli sivi  kromatografisi (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) s1v1 fazda ¢6ziinebilen bir kimyasal karisiminin kolay ve
hizli bir sekilde bilesenlerine ayrilabildigi olduk¢a duyarli bir kromatografik
yontemdir (Macherey-Nagel, 2006).

Yiiksek performansh sivi kromatografisinde (HPLC) hareketli faz bir sivi
durgun faz ise kiigiik pargaciklardan olusan bir katidir. Standart HPLC donanimi 5
bilesenden olugsmaktadir. Bu bilesenler; hareketli faz kaplari, pompa, enjeksiyon
sistemi, kolon (sabit faz) ve dedektor’ den meydana gelir. Yiiksek performansh
stvi kromatografisi (HPLC) uygulamalarinda kullanilan kolonlar daha ¢ok 30-300
mm uzunluga sahip yaklasik 3-5 mm i¢ ¢apinda metalik boru seklinde olup i¢
yiizeyleri ¢cok degisik ozelliklerde kaplama materyalleri ile kaplanarak, analizi
yapilacak madde gruplari i¢cin modifiye edilebilmektedir. Sivi kromatografisinde
en ¢ok kullanilan dedektor tipi UV absorbans dedektorleridir. Bu dedektorler ile
190-600 nm aralifinda analiz miimkiin olmaktadir. Kullanilan diger dedektor
tirleri i¢inde kirilma indisi RI, floresans FL, elektrokimyasal EC ve kiitle

spektrometresi MS dedektorleri bulunmaktadir.
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Kromatografik analiz siireci ¢oziliciide ¢oziinmiis Ornegin sisteme enjekte
edilmesi ile baglar. Hareketli (siirekli) faz ile birlikte kolona pompalanan 6rnek,
kolon iginde bilesenlerine ayrilmaya baslar. Her bilesenin gonderdigi sinyaller
dedektor tarafindan kaydedilir. Dedektor tarafindan kaydedilen ve bilgisayara

aktarilan sinyallerin tamamina kromatogram adu verilir.

HPLC metodu radyofarmasotiklerin kalite kontroliinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Belirli kosullarda verilen maddelerin kolonda alikonma siireleri
(Ry) kimyasal 6zellikleri nedeni ile birbirlerinden farklilik gostermesi ile ayrim
gergeklestirilmektedir (Yurt, 2008; Theobald, 1989; Giindiiz, 2002; Ahuja, 2006).

Mobil Faz Kolon Enjeksiyon
Vanasi
Dedektér

Sistem
Kontrolii

Pompa

Sekil 2.6 Yiiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC).
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2.7.2 ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

Ince tabaka kromatografisi (TLC), en ¢ok kullanilan kromatografik teknik
olup bir kati - s1vi adsorpsiyon kromatografisidir. Destek madde tizerine homojen
olarak kaplanmig bir adsorban tabakasi iizerine, mikrolitre (pL) diizeyinde
uygulanan madde karigimlarinin uygun ¢oziici veya ¢Oziicii karigimlari
yardimiyla ayrilmasidir. TLC plakalari, destek maddesi (aliminyum, plastik, cam
gibi) iizerine bir adsorbanin (seliiloz, silikajel ve aliiminyum oksit gibi maddeler)
kaplanmasiyla olusturulmus plakalardir. Sabit faz, g¢esitli boyutlardaki destek
materyal {stiine, ince bir tabaka halinde sivanmis kati adsorban maddedir. Bu
yontemde hareketli fazin sabit faz tizerinden ilerleyisi, asagidan yukar1 dogru olur.
Coziicu kilcallik etkisi ile igerisine daldirilan TLC plakasi {izerinde yiiriir ve
plakanin alt kesimlerine bir kapiler ile nceden damlatilmis olan karigimi da farkl
hizlarla yukariya siiriikkler. Ayirim bu sekilde saglanmis olur. Yiiriime hizi
maddenin, kat1 fazin ve ¢oziicliniin polaritesine baglidir. Polar maddeler, ¢oziicii /
adsorban madde ikilisinden daha polar olan ile daha siki etkilesim gosterirler.
Coziicliniin ilerleme seviyesi plaka boyunun yaklasik % 90' ma ulastiginda,
kromatogram c¢oziicliden ¢ikarilir. Baslangi¢ ¢izgisi ile ¢oziicliniin son seviyesi
arasindaki mesafe dl¢iiliir (Skoog, 1998; Giindiiz, 2002; Grillini, 2006).

B

=]

._ o - [ ]
di_mune
-1 __

YUndtoch Cozdcd Maddenin Y iriidigi Uzaklik
Ri=

Kapak

Uygulama Moktasi
L

Analiz Edilecek
Madde

Cozicinin Yoridigh Uzakhk

Sekil 2.7 ince tabaka kromatografisi (TLC).

Her bir bilesenin taginim mesafesi Ry (relative front) degeriyle ifade edilir.
Maddenin siiriiklendigi noktanin baslangi¢ noktasina uzakliginin toplam yiiriitme
mesafesine oranina Ry degeri (alikonma degeri) denir (Sensoy, 2007; Zor, 2000).
Bu deger; her madde icin adsorban, destek madde ve ¢oziiciiye bagl olarak ayirt
edici bir ozelliktir (Theobald, 1989).
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Ince tabaka Kromatografisi kimyasal bilesiklerin smiflandiriimasinda etkili,
cabuk, hizl1 ve ucuz ayirma yontemlerinden birisidir. Kiiglik miktarlarda solvent
ve ornek kullanildig i¢in ucuz bir yontemdir. Diger kromatografi yontemlerine
gore diisiik cihaz maliyeti, analiz siiresinin kisa olmasi ve ayni anda 20 &rnegi
ayirabilme kabiliyeti gibi bazi avantajlar1 sebebiyle ince tabaka kromatografisi
analitik, bio-medikal ve farmasotik alanda yaygin olarak kullanilmaktadir (Djozan
et al., 2008; Johnson et al., 2007; Soponar et al., 2008).

2.8 Kuantum Dotlarin Karakterizasyonunda Kullanilan
Yontemler

2.8.1 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

SEM’de goriintli, yiiksek voltaj ile hizlandirilmis elektronlarin numune
iizerine odaklanmasi, bu elektron demetinin numune ylizeyinde taratilmasi
sirasinda elektron ve numune atomlar1 arasinda olusan c¢esitli etkilesimlerin
dedektor sistemleri ile tespit edilmesi ve sinyal giiclendiricilerinden gecirildikten
sonra bir katot 1sinlari topunun ekranina aktarilmasiyla elde edilir. Modern
sistemlerde bu algilayicilardan gelen sinyaller dijital sinyallere ¢evrilip bilgisayar

monitOrine verilmektedir.

Gerek ayirim giicii (resolution), gerek odak derinligi (depth of focus)
gerekse gorlintli  ve analizi birlestirebilme 0Ozelligi, 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. Sekil 2.8 de gosterildigi gibi Taramali
Elektron Mikroskobu optik kolon, numune hiicresi ve goriintiileme sistemi olmak

iizere li¢c temel kisimdan olusmaktadir.

Optik kolon kisminda; elektron demetinin kaynagi olan elektron tabancasi,
elektronlart numuneye dogru hizlandirmak igin yiiksek gerilimin uygulandigi anot
plakasi, ince elektron demeti elde etmek i¢in kondenser mercekleri, demeti
numune tizerinde odaklamak i¢in objektif mercegi, bu mercege bagl cesitli capta
apatiirler ve elektron demetinin numune yiizeyini taramasi i¢in tarama bobinleri
yer almaktadir. Mercek sistemleri elektromanyetik alan ile elektron demetini
inceltmekte veya numune iizerine odaklamaktadir. Tiim optik kolon ve numune
10" Pa gibi bir vakumda tutulmaktadr.
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Goriintii sisteminde, elektron demeti ile numune girisimi sonucunda olusan
cesitli elektron ve 1simalar1 toplayan dedektdrler, bunlarin sinyal ¢ogalticilart ve
numune Yyiizeyinde elektron demetini goriintii ekraniyla senkronize tarayan

manyetik bobinler bulunmaktadir.

Elektron

demeti 4_Elektron Tabancasi

Kondenser

LTI mercek TV igin tarama

Tarama
bobinleri

Objektif
mercek

‘\ Dedektor

Ornek

Sekil 2.8 Taramali elektron mikroskobunun sematik gdsterimi.
2.8.2 Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM)

Atomik kuvvet Mikroskobu, sivi ya da kati1 6rneklerin yiizey topografisini
nanometre (nm) seviyesinde goriintiileyebilen ve molekiiller aras1 kuvvetleri (nN,
pN) Olgebilen bir sistemdir. AFM’ nin sematik gosterimi Sekil 2.9 da verilmistir.
AFM igne ornek tizerinde hareket eder ve igne-6rnek arasindaki itme ve ¢ekme
kuvvetlerini Slger. Igne cantilever denilen yaya tutturulmustur. Lazer
kaynagindan gelip cantileverden yansiyan 1sin pozisyona duyarl fotodetektore
gelir. Iki fotodiotun sinyali arasindaki fark lazer spotunun pozisyonunu belirler.
Bu cantileverin ytikseklik bilgisi bilgisayara gonderilip x ve y pozisyonuna karsi
kaydedilir ve 3 boyutlu veri kullanilarak topografik grafik goriinim elde edilir.
Atomik kuvvet mikroskoplarinda;

e (antilever ¢cok esnek ve malzemeye uygun olmalidir.

e Igneler yeterince sivri olmalidir.

e Igne-ornek pozisyonlamasi yiiksek ¢dziiniirliikte olmalidr.
e (Giglii bir geri dongii olmalidir.

e Fotodedektor duyarli olmalidir.
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Dedektdor we |
geri besleme
elektronik

Fotodiyot
(Dedektor)
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Sekil 2.9 Atomik kuvvet mikroskobunun sematik gosterimi.
Ozellikleri ve Kullanim Alanlar ;

e Hassas bir ignenin yiizeyi taramasiyla, ylizeyin yliksek c¢oziiniirliiklii 3d
gOriintlislinii verir.

e Ornegin, iletken olma kosulu yoktur.

e Ornek hazirlama ve kullamm kolayligi ve kapladigi hacim ile SEM’e
alternatif bir mikroskobik tekniktir.

e Hava, s1vi, vakum ortamlarinda goriintiileme yapabilir.

e Biyolojik 06rnekler, kaplamalar, seramikler, kompozitler, camlar,
membranlar, metaller, polimerler ve yariiletkenler gibi materyallerin
yiizeyleri ayrintili goriintiilenebilir ve elektriksel yilik, manyetiklik,
adhesif, hidrofilik davranis gibi cesitli 6zellikleri belirlenebilir.

e Igne ucuna immobilizasyon ile molekiiller arasi ¢ekim kuvvetlerinin
Olciilmesi ve molekiiler sensor c¢aligmalar1 gerceklestirilebilir (Dogan,
2001; Ulgen, 2002).

2.8.3 Floresans Mikroskobu

Bazi maddeler dalga boyu kisa, yliksek enerjili 1sinlarla aydinlatilirlarsa
daha biiyiik dalga boylarinda isinlar salarlar. Bu olaya floresans denir. Bu
floresans bazen canli bir yapmin (Riboflavin, Noradrenalin) veya pargacigin
(Kuantum dot) kendi 6zelligidir. Buna dogal floresans denir. Ya da floresans
0zelligi olan boyalar dokuya coktiiriiliir. Buna da yapay floresans adi verilir.
Ultraviyole 151k veren kaynagin oniine normal 15181 gecirmeyen, sadece ultraviyole
15181n gegisine izin veren filtreler konur. Olusacak floresans karanlik alanda

incelenir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1 Kullanmilan Kimyasallar ve Cihazlar
3.1.1 Kullanilan Kimyasallar

e Selenyum tetra kloriir (Sigma)

e Sodyumborhidriir (NaBHy) (Sigma)

e Etanol (C,;HsOH) (Merck)

e Hidroklorikasit (HCI) (Merck)

e Siilfiirik asit (H,SO4) (Merck)

e Sodyum siilfiir (Na,S) (Sigma)

e Kadmiyum asetat (Cd(CH3;COO),.2H,0 (Sigma)

e Trisodyumsitratdihidrat (Sigma)

e Piridin (Merck)

e Ph =9 Tris-HCI Tamponu

e l-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrocloride (EDC)
e SNA (Sambucus Nigra Agglutinin, Elderberry ,Neu5Aca2-6Gal(NAc)-R)
e lodojen (1,3,4,6-tetrakloro-3a,6a-difenilglukoril (Sigma)

e Aqua-OH 40-8 kolon (Nucleogel)

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

e Mannoz triflat (Fluka)

e Sisteamin (2-aminoetanetiyol) (Sigma)

e Sodyumsiyanoborhidriir (NaCNBHj3) (Fluka)
e Diklorometan (CH,Cl,) (Merck)

e Dimetil formamid (DMF) (C3sH7NO) (Merck)
e Asetonitril (CH3CN) (Merck)

e N-biitanol (CH3(CH;);0H) (Merck)

e Asetik asit (CH;COOH) (Merck)

e izopropil alkol (CH;CH(OH)CH3;) (Merck)
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e Amonyak (NH3) (Merck)
e Potasyum karbonat (K,COs3) (Fluka)
e PBS (Bio.Ind.)

e C(Caco-2 kolon (adenokarsinoma) epiteli (American Type Culture
Collection, Rockville, MD, ABD)

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

e Akciger-549 (adenokarsinoma) epiteli (Ege Universitesi, Miihendislik

Fakiiltesi, Biyomiihendislik Boliimii)

e Min. Essential Medium (MEM Eagle) (minimum essential medium eagle)
(Bio.Ind.)

e Ripa (Sigma)

e 1,2,4-Trimetilbenzen (LSC-cocktail) (Perkin Emler)

e lyot-125 (I-125) (Institute of isotopes Co., Ltd., Budapest)
e lyot-131 (I-131) (E. U. Niikleer Tip Anabilim Dalr)

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

Argon gazi1 (Habas)
3.1.2 Kullanilan Cihazlar

e HPLC Shimadzu (LC-10Atvp quaterner pompali, SPD-10AV UV
dedektorlii, FRC-10A fraksiyonlama kollektérii) (E. U. Niikleer Bilimler
Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

e RadyoTLC (Bioscan 2000)

e TLC Kkiivetleri (Sigma) (E. U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dal1)

e Su banyosu Niive BM 302 (E. U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dal1)

e UV lamba (G15T8 15W Germicidal Lamp UV-C) (E. U. Niikleer Bilimler
Enstitiisti, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali)

e SEM (Scanning electron microscopy) (Phillips XL-30 S FEG) (Izmir
Yiiksek Teknoloji Enstitiisii)
e AFM (Q-Scope 250 Scanning Probe Microscope Ambios Tech., UK)
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e Floresan Spektroskobu (Fluoromax-4 spectrofluorometer HORIBA JOBIN
YVON EDISON, NJ USA)

e Millipor (Milli-Q Gradient A-10) (E. U. Niikleer Bilimler Enstitiisii)

e Packard Tri-corb-1200 sivi sintilasyon sayact (E. U., Tip Fakiiltesi,
Fizyoloji Anabilim. Dali.)

e Gama kamera (Forte Gamma Camera System (SPECT), (ADAC
Laboratories, Milpitas, CA, United States)

e Vorteks (Ika Genius)
e Santrifuj (Ependorf 5413)
e Liyofilizator (Labconco Free Zone 2,5 770)

e Invert mikroskop (Olympus CK 40)
3.2 Kimyasal Sentez Basamaklari
3.2.1 CdSe/CdS Kuantum Dot Nanoparcaciklarin Hazirlanmasi
(A) Basamagi

3.5 mg selenyum tetra kloriir ve 7.5 mg sodyumborhidriir (NaBH,4) ( 5 mL distile
su ile ¢dziildii) balon icerisine konuldu. Uzerine 1.5 mL mutlak etanol ilave edildi.
Azot (N;) gazi altinda, karistirici tizerinde, 45 °C’de reaksiyon baslatildi. Yaklasik
15 dk sonra (kopiirme durdugu zaman) NaHSe ‘nin renksiz etanol ¢ozeltisi

olustu.
(B) Basamagi

1.Adim : N, gazi altinda, karistirici tizerinde ;
NaHSe ‘nin etanol ¢ozeltisi 50 mM H,SOyqile (3-4 mL) diliie edilerek H,Se gazi
olusturuldu.

2.Adim : 0.0710 g Trisodyumsitratdihidrat tartilarak, 50 mL Tris-HCI
tamponunda (pH:9) ¢oziildi. Karistirict iizerinde 0.266 g Cd(CH3C0O0),.2H,0
ilave edildi. Reaksiyon sicakligi 75 °C ’dir.

3.Adim : Sodyum siilfiir (NaS,) ’lin stlfiirik asit (HSO4) (3-4 mL) ile diliie
edilmesiyle H,S gaz1 olusturuldu. islem oda sicakliginda (25 °C) gerceklestirildi.
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Sekil 3.1 CdSe/CdS Kuantum dot nanopargaciklarin hazirlanma semast.

3.2.2 Mannoz triflat-Sisteamin Bilesiginin Sentezi

46.5 mg Mannoz triflat tartilarak 2 mL saf su ile 90 °C’deki ultrasonik
banyo icerisinde ¢oziildii. Ayr bir tiipte 199.5 mg sisteamin tartilip 250 pL saf
suda ¢oziildii ve 150 pL derisik HCI ile pH’1 ~ 7.5’a ayarlandi. Hazirlanan
mannoz triflat ¢dzeltisi ile sisteamin c¢ozeltisi karistirildi ve iizerine 100 mg
NaCNBHj; eklendi. 90 °C’de 1 saat kanstirilarak reaksiyonun gerceklesmesi
saglandi. Bu siire sonunda ortamdaki su liyofilizasyon ile uzaklastirildi. (Babu et
al., 2007)

3.2.3 CdSe/CdS Kuantum Dot Nanoparcaciklarin Mannoz triflat-
Sisteamin Bilesigi ile Konjugasyonu

Mannoz triflat-sisteamin (MTS) bilesiginin 7.3 mg’1 10 mL 0.035 M DMF
igerisinde ¢oziildii. Ayr bir tiipte 17 mg CdSe/CdS kuantum dot 2 mL piridin
igerisinde ¢6ziildii ve bu ¢ozeltinin 600 pL si mannoz triflat-sisteamin ¢ozeltisine
eklendi. Cozeltinin pH’1 NaBHy 1le 10’a ayarland.
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3.24 CdSe/CdS Kuantum Dot Nanoparc¢aciklara ve Mannoz
triflat-Sisteamin  Bilesigi Konjuge CdSe/CdS Kuantum Dot
Nanoparcaciklara SNA Lektininin Baglanmasi

MTS-CdSe/CdS kuantum dot nanoparcaciklardan ve CdSe/CdS Kuantum
Dot nanoparcaciklardan 1’er mL ayn tiiplere alindi. Uzerlerine 0.5 mg EDC (1-
ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride ilave edildi.
Vortekslendikten sonra orbital karistiricida soguk odada 2 saat karistirildi. Bu siire
sonunda tiipler santrifiijlenerek istteki faz atildi. 250 pL saf su ile yikanarak

tekrar santrifiijlendi; boylece, ortamdaki EDC uzaklastirilmis oldu.

1 mg madde i¢in 0.5 pg olacak sekilde ortama SNA eklendi. Elde edilen
madde miktar1 10 mg olarak bulundu; dolayisiyla, ortama 100 pg/100 pL’lik stok
cozeltiden 5 puL (5 pg) SNA eklenmis oldu ve son hacimler su ile 1 mL’ye
tamamlandi. Soguk odada orbital karistiricida 1 saat karistirildi. Bu siire sonunda
¢oOzelti santrifiijlenerek iistteki faz ayrildi; boylece, baglanmayan SNA ortamdan
uzaklagtirllmig oldu. Elde edilen madde saf su ile ¢oziilerek hiicre kiiltiirii

calismalarinda ve gama kamera goriintiilerinin alinmasinda kullanilmaistir.

3.2.5 Mannoz triflat-Sisteamin-CdSe/CdS Kuantum Dot
Nanoparcaciklarin ve Mannoztriflat-sisteamin-SNA-CdSe/CdS
Kuantum Dot Nanoparcaciklarin 157 jle Isaretlenmesi

3.2.5.1 Niikleofilik Siibstitiisyon Yontemi ile iyodinasyon

Mannoz triflat-Sisteamin-CdSe/CdS Kuantum dot nanoparcaciklarin ve
Mannoz triflat-sisteamin-SNA-CdSe/CdS Kuantum dot nanopargaciklarin '*1 ile

isaretleme ¢alismalar1 niikleofilik siibstiitiisyon yontemine gore yapildi.

Mannoz triflat bir florlama ajan1 oldugundan niikleofilik olarak
iyotlanabilecegide diisiiniilmiis ve hidroliz asamasinda asagidaki yonteme gore
dogrudan iyotlamaya calisilmustir. '*°I ile isaretleme reaksiyonu asagidaki yéntem

izlenerek gerceklestirilmistir.

Saf su ile ¢oziilen MTS-CdSe/CdS kuantum dot —=
Saf su ile hazirlanms 2 mg/mL K,COj; c¢ozeltisi 200 puL.
33 ],ICi 1251 1.7 pL
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Saf su ile ¢oziilen MTS-SNA-CdSe/CdS kuantum dot —2=
Saf su ile hazirlanms 2 mg/mL K,COj; cozeltisi 200 pL
33 pei 1 1.7 uL.

90 °C’deki su banyosunda karistirilarak 30 dk.’da reaksiyon gergeklestirildi.

3.2.6 SNA-CdSe/CdS Kuantum Dot nanoparcaciklarin ve
SNA’nim I ile Isaretlenmesi

SNA lektin’in ve SNA-CdSe/CdS Kuantum Dot nanopargaciklarin '*I ile

isaretleme ¢aligmalar1 iodojen yontemine gore yapildi.
3.2.6.1 fodojen Yontemi

fodojen'in  (1,3,4,6-tetrachloro-3a,6a-diphenyl-glycoluril) kendisi suda
cozlinmez ancak sulu cozeltilerde heterojen olarak iyodun yiikseltgenmesini
saglayarak hizli iyodinasyonu saglar. Bu nedenle bu yontemde yan reaksiyonlar
ihmal edilebilir diizeydedir. lodojen kloroformda veya diklorometanda ¢oziinmesi
ve kloroformun ucurulmasiyla iyodinasyonun yapildigi kabin duvarlarinda
tabakalagmay1 saglar ve reaksiyon kati fazda iodojen'in bulundugu kapta
reaksiyon ¢dzeltisi ayrilarak sonlandirilir. fodojenin molekiiler yapisi Sekil 3.2° de

verilmistir.

Sekil 3.2 fodojen’ in molekiiler yapisi.
3.2.6.2 fodojen Film Kaph Tiiplerin Hazirlanmasi
Belli miktar iodojen (250 pg ve 500 pg) cam tlip i¢inde 1 mL

diklorometanda ¢oziildii. Oda sicakliginda diklorometanin ugarak iodojenin cam

tlipiin ¢eperine ince bir film seklinde kaplanmasi saglandi.
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3.2.6.3 SNA-CdSe/CdS Kuantum Dot Nanoparg¢aciklarin '*I ile
Isaretlenmesi

100 pL. SNA-CdSe/CdS kuantum dot nanopargacik ¢ozeltisi ve 1.7 uL
(33uci) I 6nceden hazirlanan 250 pg’lik iodojen tiipii igerisine konuldu.
Reaksiyonun gergeklesmesi i¢in 20 dakika beklendi. Bu siire sonunda iodojen tiip
icerisindeki ¢ozelti bos bir tiipe aktarilarak reaksiyon sonlandirildi. Isaretleme

verimi TLRC yontemi ile yapildu.

3.2.6.4 SNA’nin I ile Isaretlenmesi

33 puL SNA iizerine Millipor (Milli-Q Gradient A-10) cihazindan elde
edilmis 100 pL bidistile su ilave edilerek seyreltildi ve 1.7 pL (33pci) '*1 ile
onceden hazirlanan 250 pg’lik iodojen tiipii igerisine konuldu. Reaksiyonun
gergeklesmesi icin 20 dakika beklendi. Bu siire sonunda iodojen tiip icerisindeki
¢ozelti bos bir tiipe aktarilarak reaksiyon sonlandirildi. Isaretleme verimi TLRC

yontemi ile yapildi.

3.3 Analiz ve Kalite Kontrol islemlerinde Kullanilan
Kromatografik Yontemler

3.3.1 ince Tabaka Radyo Kromatografi Yéntemi (TLRC)

TLRC yontemi i¢in kalinligi 0.1 mm olan 20 x 20 cm boyutlarindaki silika
kaplt aliminyum seritler (Merck 5554) kullanildi. Seritler 1.5 x 10 cm olacak
sekilde kesildi ve isaretli ¢ozeltiler seritlerin tabanindan 0.5 cm yukariya mikro
pipet yardimiyla damlatildi. Damlatilan 6rnekler serit iizerinde kuruduktan sonra
agzi1 kapali olan TLC kiivetlerine (Sigma) uygulama noktas1 degmeyecek sekilde
yerlestirildi. Cozgen, seritin u¢ noktasina yakin bir yere kadar yiiriidiikten sonra
seritler tank i¢inden c¢ikarildi. Cozgenin yiiridigi mesafe isaretlendi ve oda
sicakliginda kurumaya birakildi. Kontaminasyonu onlemek igin seritler kagit

bantla kaplandi.

Yapilan isaretleme calismalarinda Bioscan AR2000 TLC tarayic1 kullanildi.
Hazirlanan seritler cihaz tizerine yerlestirildi ve taramanin gerceklesebilmesi igin
orneklere ait bilgiler ve istenilen tarama kosullar1 cihaza ait bilgisayar programina
kaydedildi. Tarama sonucunda her bir 6rnege ait radyokromotogramlar alindu.

Kromatogramlardan yararlanarak radyoaktif maddelerin tasindigi Rf degerleri ve
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isaretleme verimleri belirlendi.
Deneyler giivenirliklerinin kontrolii agisindan en az 4 kez tekrarlandi.
Kullanilan TLRC Banyo Cozeltileri:

TLRC-1 : izopropil alkol-n biitanol-0.2N NH4OH (4-2-1)

TLRC-2 : n-biitanol-su-asetik asit (4-2-1)

TLRC-3 : n-biitanol-etanol-NH4OH (5-2-1)

TLRC-4 : etil alkol-su (3-2)

Bunun yani sira, ACD ¢dzeltisi de kalite kontrol ¢alismalar1 ig¢in banyo
cozeltisi olarak denendi ancak iyi bir ayirma saglamadigindan biitiin deneylerde
kullanilmadi.

3.3.2 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi Yontemi (HPLC)

Yiiksek Performansli Stvi Kromatografi (HPLC) ¢alismalart diisiik basingh
LC-10Atvp dortlii pompa ve (SPD-10AV)UV-VIS dedektoriine sahip olan

Shimadzu marka HPLC cihazinda yapilmstir.

Cizelge 3.1 HPLC yonteminde uygulanan kromatografik kosullar.

Kolon Aqua-OH 40-8 (Nucleogel)
Akis hizi 1 mL / dak
Dalga boyu Ex:347 nm Em:474 nm
Mobil faz Su
Sicaklik 25°C

Aqua-OH 40-8 kolon kullanilarak bu kosullarda alinan CdSe/CdS kuantum
dot, CdSe/CdS kuantum dot-Mannoz triflat-sisteamin, SNA ve CdSe/CdS

kuantum dot-SNA bilesigine ait kromatogramlar 4. Boliim’de verilmistir.
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3.4 Karakterizasyon Calismalari

Sentezlenen kuantum dot nanoparcaciklarin ve mannoz triflat-
sisteamin bilesigi konjuge kuantum dot nanoparcaciklarin Floresans ve
Absorbsiyon spektroskopisi, Floresans mikroskobu, AFM (Atomic Force
Microscope) ve SEM (Scanning Electron Microscope) ile karakterizasyonu
gergeklestirildi.

Hazirlanan CdSe/CdS kuantum dotlarin eksitasyon ve emisyon dalga
boylarmin belirlenmesi i¢in Floresans ve Absorbsiyon spektroskopisinde

Olctimleri gerceklestirildi.

Belirlenen dalga boylarinda kuantum dotlarin gosterdikleri floresansin
belirlenmesi ve konjugasyonun floresansta meydana getirdigi farklanmanin

incelenmesi i¢in floresans mikroskobunda goriintiileri alindi.

CdSe/CdS kuantum dot nanoparcaciklarin yiizey morfolojisinin ve
boyutlarinin belirlenmesi igin Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisinde SEM
(Scanning Electron Microscope) (Phillips XL-30 S FEG) gortintiileri alindi.
Ornekleri analize hazirlanmak igin liyofilize edilen nanoparcaciklar kolay
ucabilen bir ¢ozgen olan metanol igerisinde ¢oOziildii. Daha sonra SEM
cihazina ait ¢elik plakalar tizerine konuldu, belli bir siire metanoliin u¢masi

icin beklendi ve goriintiileri alindi.

Kuantum dotlar ve mannoz triflat konjuge kuantum dotlar
boyutlarinin  ve konjugasyon sonunda boyutlarindaki farklanmanin
belirlenmesi, morfolojileri hakkinda bilgi edinilmesi icin AFM (Atomic
Force Microscope) (Q-Scope 250 Scanning Probe Microscope Ambios
Tech., UK) ile karakterize edildi. Analiz E. U. Giines Enerjisi Enstitiisii’'nde
gerceklestirildi. Ornekler analiz i¢in 1/1000 oraninda ¢dzgen ile seyreltildi
ve lam tlizerine mikropipet yardimiyla damlatildi. Kurumalar1 beklendikten

sonra goriintiileri alindu.
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3.5 Hiicre Kiiltiirii Calismalar:
3.5.1 Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Calismalarda MCF-7 meme kanser hiicreleri, Caco-2 kalin barsak kanser
hiicreleri ve A-549 akciger kanser hiicreleri kullanilmigtir. Laboratuar ortaminda
pasaji devam eden bu hiicrelere hazirlanan 1-125 ile isaretli Orneklerin
uygulanabilmesi i¢in hiicrelerin 6 adet 24°liik plate’e ekimi yapildi. Bu islem igin

sirasiyla asagidaki adimlar izlendi.

% Hiicrelerin bulundugu 25 cm®lik flasklar igerisindeki RPMI (+ %10 FBS
+ %1 non esansiyel aminoasit + %1 Na-piriivat + % 0,1 insiilint % 1

penisilamin/ streptomisin + %1 L-glutamin) ortami atildi.
¢ Flasklar 5’er mL PBS ile yikandi.

¢ Flasklarin igerisindeki hiicreler 3’er mL tripsin  ile kaldirildi ve

flasklardan 2’ser mL falkon tiiplerine alindu.
¢ 1300 rpm’de santrifiijlenerek slipernatant atildi.

¢ Santrifiij sonunda tiipiin dibinde kalan hiicreler 5 mL PBS eklenerek

stispanse edildi.

¢ Hiicre sayimi yapildi.
3.5.1.1 Hiicre Sayimi

Hiicre sayiminda Neubauer Hemositometresi yontemi kullanildi. Hiicreler
sayim i¢in 2 kat ve 5 kat olmak {izere iki farkli oranda seyreltildi ve triphan blue
ile boyand1. Seyreltilen hiicreler Neubauer lamina damlatildi ve her bir seyreltme

icin 4 alan sayildi. Hiicre miktar1 asagidaki formiil ile belirlendi.
Hiicre Miktart: SayimxSeyreltme faktorii x10%,

Hesaplamalar sonucunda her bir kuyucukta 0,75 x 10’ tane hiicre olabilmesi icin
stok hiicre siispansiyonundan 187 pL alinacagi belirlendi. Bu hacim kuyucuklara
konuldu ve iizerlerine 1’er mL PBS ilave edildi. Boylece kuyucuk basina 0,75 x
10° tane hiicre ekilmis oldu.

* Bir sayim alaninin ebatlar1 1 mm x 1 mm x 0,1 mm seklindedir; dolayistyla hacmi 0,1 mm®’tiir.

0,1 mm®’teki hiicre say1sin1 1 ml’deki hiicre sayisina gevirmek icin10*ile carpilmas: gereklidir.
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3.5 2 Hiicre Goriintiileme Calismasi

Calismada elde edilen mannoz triflat-sisteamin konjuge kuantum dotlarin in
vivo olarak belirlenmesinde MCF-7 hiicreleri sayisi 10° olacak sekilde petrilere
ekildi. Hiicrelerin bulundugu petrilerdeki besiyeri vakum pompast ile
uzaklagtirildi ve % 0.9°luk NaCl ile 3 kez yikandi. 500 pL 6rnek petrilere eklendi.
2 saat’lik inkiibasyon siiresi sonunda floresan 6zellik gdsteren ornekler floresan
mikroskobu altinda goriintiilendi.

3.5.3 Biyoaffinitenin Incelenmesi

3.5.3.1 I-125 Isaretli Orneklerin MCF-7, Caco-2 ve A-549
Hiicreleri Uzerindeki Baglanma Etkinliginin Zamana Bagh Degisimi

Kuyucuklara ekilen hiicreler, 1257 jle isaretli CdSe/CdS kuantum dot-SNA,
SNA, CdSe/CdS kuantum dot-mannoz triflat-sisteamin ve CdSe/CdS kuantum
dot-mannoz triflat-sisteamin-SNA’nin MCF-7, Caco-2 ve A-549 Kkanser

hiicrelerine olan affinitesinin incelenmesi i¢in kullanildu.

Iyot-125 isaretli 6rneklerin MCF-7, Caco-2 ve A-549 hiicreleri iizerindeki
baglanmanin optimum zamanini tespit etmek i¢in zaman parametreleri 30.dakika,
60.dakika ve 120.dakika olarak belirlendi.

Sekil 3.3 A-549 hiicreleri tizerindeki baglanma etkinliginin zamanla degisimi ¢alismasi.



Sekil 3.4 Caco-2 hiicreleri iizerindeki baglanma etkinliginin zamanla degisimi ¢aligmasi.

Hiicrelere uygulanacak olan isaretli orneklerin kuyucuk basina spesifik
aktivitesi 3 uCi/mL olarak belirlendi. Bunun i¢in 6rnekler asagidaki sekilde

hazirlandi.

1251 : Her kuyucuk basina 500 pL gelecek sekilde toplam 8 kuyucuk i¢in 4 mL
MEM besiyerine 33 pCi (1.7uL) "I eklendi.

5] jsaretli SNA : Toplam 11 kuyucuk i¢in 5.4 mL MEM besiyerine 33 pCi
(1.7uL) "I isaretli SNA lektininden 100 pL eklendi.

5] jsaretli CdSe/CdS kuantum dot-SNA : Toplam 11 kuyucuk i¢in 5.4 mL
MEM besiyerine 33 uCi (1.7uL) "I isaretli CdSe/CdS kuantum dot-SNA‘dan
100 pL eklendi.

5] jsaretli CdSe/CdS kuantum dot-mannoz triflat-sisteamin : Toplam 11
kuyucuk i¢in 4.5 mL MEM besiyerine 33 uCi (1.7uL) '*I isaretli CdSe/CdS

kuantum dot-mannoz triflat-sisteamin‘den 1 mL eklendi.

1251 jsaretli CdSe/CdS kuantum dot-mannoz triflat-sisteamin-sna : Toplam 11
kuyucuk i¢in 4.5 mL MEM besiyerine 33 uCi (1.7uL) "I isaretli CdSe/CdS

kuantum dot-mannoz triflat-sisteamin-SNA‘dan 1 mL eklendi.
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Sekil 3.5 Hiicrelere uygulanacak besiyeri igerisinde 1-125 isaretli 6rnekler.

Hazirlanan ornekler hiicrelere uygulanmadan o6nce hiicrelerin bulundugu
kuyucuklardaki besiyeri vakum pompasi ile uzaklastirildi ve % 0.9’luk NaCl ile 3
kez yikandi. Yikamanm ardindan her bir kuyucuga hazirlanan '*I isaretli

ornekleri igceren besiyerinden 0.5 mL eklendi.

Inkiibasyon siireleri énceden belirlendigi gibi 30, 60 ve 120 dakika olarak
uygulandi. Bu siireler sonunda hiicreler ilizerindeki isaretli besi ortami vakum
pompasi ile uzaklastirildi ve % 0.9’luk NaCl ile 3 kez yikandi. Her bir kuyucuga
200 pL Ripa eklenerek hiicre parcalanmasi (liziz) saglandi. Pipet ucuyla hiicre
ylzeyi kazindi ve ayn1 zamanda pipetle ¢ozelti ¢ekilip birakilarak hiicrelerin Ripa
tamponuna ge¢mesi saglandi. Hiicrelerin yiizeyden kaldirilip ¢ozeltiye gegmesi
saglandiktan sonra hiicreler ependorf tiiplerine alindi. Hiicreler iizerinde tutulan
radyoaktivite miktarini tespit etmek i¢in 100 pL'si farkli ependorf tiiplere ayrildi
ve tlizerine 900 pL sintilator (1,2,4-Trimetilbenzen) (LSC-cocktail) eklendi.
Ependorf tiipler sintilasyon cihazi i¢in 6zel olarak kullanilan kaplarin igerisine
konulup Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim Dalinda bulunan

Packord Tri-corb-1200 s1v1 sintilasyon cihazinda sayildi.

Hiicrelerin protein miktarlarinin belirlenmesi i¢in kalan ¢ozeltiden 25 pL
alind1. 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. Protein sonuglari
kullanilarak hiicre basina diisen aktivite degerleri hesaplandi. Kontrol grubu

sayimlar ile bu degerler oranlanarak % baglanma degerleri bulundu.



30

Yapilan bu ¢alisma ile I ile isaretli CdSe/CdS kuantum dot-SNA, SNA,
CdSe/CdS kuantum dot-mannoz triflat-sisteamin ve CdSe/CdS kuantum dot-
mannoz triflat-sisteamin-SNA’nin MCF-7, Caco-2 ve A-549 kanser hiicreleri
iizerindeki optimum baglanmanin hangi zaman parametresinde oldugu tespit
edildi. Ayrica bu 3 farkli hiicre hatt1 {izerindeki baglanma etkinlikleri arasindaki
fark belirlendi.

Ayrica, her bir parametre seviyesi i¢in elde edilen % baglanma degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olup olmadigini belirlemek icin tek
yonllii varyans analizi yapilmistir. P-degeri g6z oOniline alinarak % baglanma
degerleri arasinda 0.95 giiven diizeyinde anlamli bir farkin olup olmadig: tespit

edilmisgtir.

3.6 Tavsanlarda Goriintiileme Calismasi
BT ile isaretli Srneklerin canlilar iizerindeki dagilimimi gormek igin

tavsanlar lizerinde goriintiileme ¢aligsmalari yapildi.

Gorlintiileme calismalart i¢in 3.5-4 kg agirhiginda, disi, Yeni Zellanda
tavsanlart kullamildi. Calisma, Ege Universitesi Hayvan etik kurulunun
28.07.2009 tarih ve 2009-87 sayili onayr ile gerceklestirildi. Tavsanlar Ege
Universitesi Hayvan Arastirma laboratuvarindan temin edildi. Tavsanlarin maruz
kalacagi agr1 ve sikintry1 6nlemek amaciyla ketamin ve ksilazin (35 mg/kg) ile

uyutularak anestezi saglandi. Statik goriintiileme icin 1.15 mCi "'

I ile isaretli
CdSe/CdS kuantum dot-SNA, CdSe/CdS kuantum dot-mannoz triflat-sisteamin ve
CdSe/CdS kuantum dot-MTS-SNA ornekleri tavsanlara kulak veninden enjekte
edildi. Forte Gamma Camera System (SPECT) gama kamera kullanilarak 30 dk

ve 24 saat de anterior ve posterior pozisyonlarda goriintiiler alindi.
3.7 istatistik Analizler

Calismalardan elde edilen sonuglarin istatistik analizleri GraphPad istatistik
programi kullanilarak yapildi. Orneklerin ortalama baglanma degerleri ile standart
sapmalar1 hesap edildi. Baglanma degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farkin olup olmadigini belirlemek icin tek yonliit ANOVA analizi yapildi. Analiz
sonuclar1 degerlendirilirken baglanma degerleri arasinda 0.95 giliven diizeyinde
anlaml bir farkin olup olmadigi P degerlerine bakilarak tespit edildi. P degeri
0.05’den kiigiik olanlar anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1 Reaksiyon Mekanizmalari
4.1.1 CdSe/CdS Kuantum Dot Nanoparcaciklarin Hazirlanmasi

Kuantum dot nanoparcaciklarin hazirlanmasinda ¢ogunlukla TOPO (tri-n-
oktilfosfin) veya TOP, hekzadesilamin gibi organik ¢oziiciilerin kullanildig: , 250-
300 °C gibi yiiksek sicakliklarda gergeklestirilen sentez  yOntemleri
kullanilmaktadir (Gao et al., 2005; Mulder et al., 2006; Wang et al., 2007). Bu
caligmada klasik sentez yontemlerinden farkli olarak diisiik sicakliklarin
kullanildig1, kolay hazirlanabilir sentez diizenegine sahip ve basit reaktiflerden
olugan bir yontem kullanilmistir. Bu kullanilan yontem literatlirde c¢esitli
aragtirmacilar tarafindan kullanilmistir. Deng ve arkadaslari bu reaksiyonla
hazirladiklar1  suda c¢oziilebilir ve yliksek foto kararliliga sahip CdSe ve
CdSe/CdS kuantum dotlar1 biyolojik uygulamalarda kullanmay1 amaglamaktadir.

CdSe/CdS kuantum dot’lara ait sentez reaksiyonlar1 asagida verilmistir.

NaBH, + Se + 3C,HsOH = NaHSe + B(OC,Hs)3 + 3Hx(g)
NaHSe + H,SO4= H,Se + NaHSO4

Na$, + 2H,S0,=H,S(g) + 2NaHSO,

Cd,"™+ Se + S = CdSe/CdS

4.1.2 Mannoz Triflat-Sisteamin Bilesiginin Sentezi

Mannoz triflat bilesiginin sisteamin ile konjugasyonu sonucunda Mannoz
triflat’a SH gubunun konjugasyonu reaksiyonun (3,4-di-O acetyl-2-deoxy-2-
fluoro-N-(2-mercaptoethyl)hexopyranuronosyl amine) beklenen mekanizmasi
Sekil 4.1°de verilmistir. Bu reaksiyon ile mannoz-triflat’in yapisina bir sonraki
sentez basamaklarinda CdSe/CdS kuantum dotlarin baglanabilmesi i¢in —SH
grubu katilmistir. Ayni reaksiyonlar '°F isaretli karbohidrat konjuge altin (Unak,
2009) ve '®F isaretli karbohidrat konjuge demirli (Toksoz, 2009)
nanoparcaciklarin sentezi sirasinda kullanilmistir. Bu c¢alismalar sirasinda yapi
aydinlatilmasinda kullanilabilecek LC-MS ve Malditoff MS analizleri yapilmistir.

Bu nedenle bu ¢alismada bu asama i¢in yap1 aydinlatmasi yapilmamistir.
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Sekil 4.1 Mannoz triflat’a sisteamin baglanma reaksiyonu.

4.1.3 CdSe/CdS Kuantum Dot Nanoparcaciklarin Mannoz triflat-
Sisteamin Bilesigi ile Konjugasyonu

CH,4

Sekil 4.2 CdSe/CdS kuantum dot nanopargaciklarin mannoz triflat-sisteamin bilesigi ile

konjugasyon reaksiyonu.

4.1.4 Mannoz triflat-Sisteamin Konjuge CdSe/CdS Kuantum Dot
Nanoparcaciklara SNA’nin Baglanmasi

Sekil 4.3 Mannoz triflat-sisteamin konjuge CdSe/CdS kuantum dot nanopargaciklarin SNA ile

baglanma reaksiyonu.
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4.1.5 Mannoz triflat-sisteamin-SNA-CdSe/CdS Kuantum Dot
Nanoparcaciklarin 1-125 ile isaretlenmesi

4.1.5.1 Niikleofilik Siibstitiisyon Yontemi ile yodinasyon

Mannoz triflat bir florlama ajani olarak literatiirde kullanilmistir (Gillies et
al, 2006). Bu c¢alismada niikleofilik olarak iyotlanabilecegi de diisiiniilmiis ve
hidroliz asamasinda dogrudan iyotlamaya calisilmistir. Iyodiir floriire gore daha
biiyilk ve daha az elektronegatif bir halojen oldugundan florlamada kullanilan
kriptofixin bu reaksiyonda kullanilmasina gerek duyulmamigtir. Reaksiyon
sonucu %100 verim ile '*°I isaretli deoxyglucose konjuge CdSe/CdS kuantum dot
nanopargcaciklar elde edilebilmistir. Radyoiyodinasyon basamagi reaksiyonun son
asamasi  olarak tercih  edildiginden ara basamak olarak '*IDG

Tododeoxyglucose) sentezi denenmemistir.
yg

Niikleofilik yer degistirme reaksiyonlariin ikinci mertebeden olduklari
(SN2) ve iyodiiriin iyi bir niikleofil oldugu bilinmekle beraber '*F ile niikleofilik
florlamada '®F isaretli glukozun niikleofilik radyokimyasal sentezinde c¢ikis
maddesi olarak kullanilan mannoz triflatin niikleofilik siibstitlisyon ile
iyodinasyon reaksiyonuna iligkin literatlirde herhangi bir ¢aligmaya

rastlanmamustir.

Sekil 4.4’de CdSe/CdS kuantum dot-mannoz triflat-sisteamin-SNA’a
niikleofilik siibstitusyon sonucu I-125 baglanmas1 gosterilmistir. Bu reaksiyonda
I-125 2 no’lu karbona saldirarak triflorometansulfonat grubunu uzaklastirmis ve

yerine kendi baglanmistir.

—_—

) o
/\/.‘ E(;(N/\/

Sekil 4.4 Mannoz triflat-sisteamin-SNA-CdSe/CdS kuantum dot nanopargaciklarin 1-125 ile

isaretlenme reaksiyonu.
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4.1.5.2 iodojen Yontemi ile Iyodinasyon

lTodojen, 1,3,4,6-tetrachloro-3 alpha, 6 alpha-diphenylglucoluril acik isimli
bir yiikseltgeyici ajandir ve iyodun yiikseltgenmesi sirasinda elektrofilik
stibstitiisyon ile yer degistirmesine dayanir ve bu siibstitiisyonu yapabilen pek cok
farkli molekiiliin radyoiyodinasyonunda kullanilmigtir (Asikoglu vd., 2000;
Avcibast vd., 2008; Ozdemir and Unak, 1994; Unak and Unak, 1996; Unak vd.,
1997; Unak vd., 2007; Medine, 2010). fodojenin oksidasyon mekanizmasi ¢ok
actk olmamakla beraber yapidaki iki karbonil grubunun yiikseltgeme
mekanizmasinda rol oynadig: diistiniilmektedir. Lektinlerin radyoiyodinasyonuna
iligkin literatiirde mevcut tek caligmada ise Barrientos ve arkadaslari, V.album
agglutinin isimli lektini iodojen ydntemi kullanarak '*I ile isaretlemis ve artan
laktoz konsantrasyonunun altin nanoparcaciklara takilan lektinlerin reseptor

ligand etkilesimini arttirabilecegini rapor etmislerdir (Barrientos et al., 2009).

lodojen ile ilgili bilinen agik bir iyodinasyon mekanizmasi olamamakla
birlikte lektinler biiylik glikoprotein molekiilleri oldugundan iodojenli ortamda
olusan yiikseltgenmis iyot iyonlarinin yapida mevcut tirozin gibi aminoasit

koklerine elektrofilik siibstitiisyon ile baglandigi tahmin edilmektedir.
4.2 Kalite Kontrol Calismalarinin Sonug¢lari
4.2.1 TLRC Yontemi ile Elde Edilen Sonuclar

4.2.1.1 "1 ile isaretli SNA ve SNA-CdSe/CdS Kuantum Dot
Nanoparcaciklara iliskin TLRC Yoéntemi ile Elde Edilen Sonuclar

Ince tabaka radyokromatografisi (TLRC) yontemi ile gergeklestirilen kalite
kontrol g¢aligmalar1 sonucunda elde edilen Ry ve % verim degerleri sirasiyla
Cizelge 4.1 ve 4.2°de verilmistir.

Kullanilan Banyo Cozeltileri:

TLRC-1 : izopropil alkol-n biitanol-0.2N NH4OH (4-2-1)
TLRC-2 : n-biitanol-su-asetik asit (4-2-1)

TLRC-3 : n-biitanol-etanol-NH,OH (5-2-1)

TLRC-4 : etil alkol-su (3-2)

TLRC-5: ACD
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50 ug, 100 pug, 250 ug ve 500 pg gibi farkli miktarlarda iodojen kullanilarak
isaretlenen bilesiklerin % verimleri incelendiginde en iyi % verimin 250 g
iodojen tiipli kullanilarak alindigi belirlenmistir. Bundan sonraki asamada

bilesiklerin isaretlenmesi i¢in 250 pg’lik iodojen tiipleri kullanilmstir.

Cizelge 4.1°den de goriildiigii tizere TLRC-5 banyosunda '*I isaretli Q-
SNA ve SNA bilesiklerinin Rf degerlerinin birbirine ¢ok yakin oldugu,
dolayisiyla yeterince ayirt edici bir ¢ozelti olmadigi sonucuna varilmistir. Diger
banyolarda ise isaretli bilesiklerin Rf degerlerinin hem birbirlerinden hem de '*’I
ve yikseltgenmis iyotun Rf degerlerinden ¢ok farkli oldugu goriilmektedir.
Ancak % verimler incelendiginde TLRC-1 ve TLRC-2 banyolarinda '*I isaretli

bilesiklerin en yiiksek verime sahip oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.1 250 pg iodojen tiipii kullamlarak '*I ile isaretli bilesiklerin TLRC

yontemi ile Redegerleri.

Banyo Cozeltisi 1] _Q-SNA 1] _SNA Yuksi;[ftenmls 12
TLRC-1 0.02 0.04 0.74 0.90
TLRC-2 0.03 0.05 0.71 0.93
TLRC-3 0.02-0.03 0.03 0.65 0.90
TLRC-4 0.04 0.06 0.87 0.94
TLRC-5 0.01-0.02 0.01-0.02 0.87 0.87

Cizelge 4.2 250 pg iodojen tiipii kullamlarak '*I ile isaretli bilesiklerin TLRC

yontemi ile % Verim degerleri.

Verim %

Banyo Cozeltisi '] —Q-SNA '] _SNA
TLRC-1 100£0 99.22+0.1
TLRC-2 98.47+0.8 97.01£1.0
TLRC-3 96.45+2.4 94.22+1.3
TLRC-4 95.98+1.0 94.22+0.9
TLRC-5 94.20+0.8 93.32+4.2
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Sekil 4.5 TLRC-1 banyosunda '*’I- SNA CdSe/CdS kuantum dot nanopargaciklara ait TLRC

kromatogrami.
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Sekil 4.6 TLRC-1 banyosunda '*’I-SNA” a ait TLRC kromatogramu.
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Sekil 4.7 TLRC-1 banyosunda '*°I * a ait TLRC kromatogrami.
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kil 4.8 TLRC-1 banyosunda yiikseltgenmis'*I * a ait TLRC k g

42.1.2 "I ile isaretli Mannoz triflat-Sisteamin-CdSe/CdS
Kuantum dot Nanoparcaciklara ve SNA-Mannoz triflat-Sisteamin-
CdSe/CdS Kuantum dot Nanoparcaciklara iliskin TLRC Yontemi ile
Elde Edilen Sonuglar

Ince tabaka radyokromatografisi (TLRC) yontemi ile gerceklestirilen kalite
kontrol ¢alismalart sonucunda elde edilen Rf ve % verim degerleri asagidaki

cizelgelerde verilmistir.

Kullanilan Banyo Cozeltileri:

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

TLRC-2 : n-biitanol-su-asetik asit (4-2-1)

TLRC-1 ve TLRC-2 banyo ¢ozeltilerine ait sonuglar incelendiginde her iki
banyonunda isaretli bilesikler icin ayirt edici bir ¢ozelti oldugu goriilmektedir.
Giivenilirliklerinin kontrolii i¢in yapilan en az 4 deneme sonucunda isaretli
bilesiklerin verimi % 100 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.3 '*T ile isaretli bilesiklerin TLRC yéntemi ile Ry degerleri.

Rf
. e I -Qdot- 125
Banyo Cozeltisi [ -Qdot-MTS-SNA
MTS
TLRC-1 0.87 0.80
TLRC-2 0.74 0.65
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Cizelge 4.4 "I ile isaretli bilesiklerin TLRC y6ntemi ile % Verim degerleri.

Verim %
. "I -Qdot- 125
Banyo Cozeltisi I -Qdot-SNA
MTS-SNA
TLRC-1 1000 100+0
TLRC-2 1000 100+0
120 o e e ey |
.
S -
" T T T ] \\—\‘ T T AT L L L L \7
Pozisyon (mm)

Sekil 4.9 TLRC-1 banyosunda 11 MTS-CdSe/CdS kuantum dot nanopargaciklara ait TLRC

kromatogrami.

500 T Y Y Y T Y Y YT O Y SO N N

400

N T T B A
TTT T T T[T T T[T TTTTT

|
L L L L L L L L
50 100 150 200

Sekil 4.10 TLRC-1 banyosunda '*°I- MTS-SNA-CdSe/CdS kuantum dot nanopargaciklara ait
TLRC kromatogrami.



39

120 TN T Y ) AN T Y T Y Y S Y O A
100
80

60

Sayim

|

20

Pl b b v b
TTT T T T[T T[T T[T TTT

o
o
=]

100 150 200
Pozisyon (mm)

Sekil 4.11 TLRC-2 banyosunda '*I- MTS-CdSe/CdS kuantum dot nanopargaciklara ait TLRC

kromatogrami.
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Sekil 4.12 TLRC-2 banyosunda '*’I- MTS-SNA-CdSe/CdS kuantum dot nanopargaciklara ait
TLRC kromatogrami.
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4.2.2 HPLC ile Elde Edilen Sonuclar

CdSe/CdS kuantum dot, CdSe/CdS kuantum dot-mannoz triflat-sisteamin,
SNA ve CdSe/CdS kuantum dot-SNA oOrneklerine ait kromatogramlar sekil 4.13,
4.14,4.15 ve 4.16°de gosterilmistir.

1000+

Rt9,97

7504

Rt 7,36
Rt 13,24

5004

mvolt

2504

Dakika

Sekil 4.13 CdSe/CdS kuantum dot nanoparcaciklara ait HPLC kromatograma.

Cizelge 3.1°de verilen kosullarda, Aqua-OH 40-8 kolonunda ex:347 em:464
’de floresans FL dedektériinde CdSe/CdS kuantum dotlara ait Rt (Alikonma
Zamani) degerleri 7.36, 9.97 ve 13.24 olarak saptanmistir. Kullanilan kolon
bilesikleri molekiil biiytikliigline gére ayirma yaptigindan kuantum dotlarin farkl
boyutlarina ait pikler goriilmektedir. Kolondan ilk olarak molekiil boyutu biiyiik
olan molekiiller arkadan kiiciik olan molekiiller gelmektedir.

5004

RtY,89

2507

mvolt

e B e B B By B B
00 25 50 75 100 125 150 175 200 25 250 25

Dakika

Sekil 4.14 Mannoz triflat-sisteamin konjuge CdSe/CdS kuantum dot nanopargaciklara ait HPLC

Kromatogramu.
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7507

Rt [

5007

mvolt

250

Sekil 4.15 SNA’a ait HPLC Kromatogrami.

Rt 7,2

5007

mVvolt

2507

Sekil 4.16 SNA-CdSe/CdS kuantum dot nanopargaciklara ait HPLC Kromatogramiu.

Aqua-OH 40-8 kolonunda ex:347 em:464 ’de floresans FL dedektoriinde
SNA-CdSe/CdS kuantum dotlara ait Rt (Alikonma Zamani) degeri 7.20, SNA’a
ait Rt degeri 7.37, Mannoz triflat-Sisteamin-CdSe/CdS kuantum dotlara ait Rt
degeri 9,85 olarak saptanmistir. Kullanilan kolon bilesikleri molekiil biiytikliigiine
gore ayirma yaptigindan ilk olarak SNA konjuge CdSe/CdS kuantum dot
nanoparcaciklar daha sonra SNA lektini ve en sonda Mannoz triflat konjuge
CdSe/CdS kuantum dot nanopargaciklar kolondan yiirlimiistiir. Buda lektinlerin
kuantum dot nanoparcaciklarla konjugasyonu sonucu boyutlarinin biiyiidiiglinii
gostermektedir.
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4.3 Parc¢aciklarin Karakterizasyonu
4.3.1 SEM Analiz Sonuclari

CdSe/CdS kuantum dot nanoparcaciklarin yiizey morfolojisi ve boyut
analizleri Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisinde SEM (Scanning Electron
Microscope) goriintiileri alinarak incelenmistir. CdSe/CdS kuantum dotlarin SEM
goriintiileri sirasi ile Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’de belirtilmistir. Kuantum dotlarin

kiiresel bir yapida oldugu tespit edilmistir.

AccV SpotMagn Det WD ——— 1um
400Ky 20 25000x TLD 4.8 IYTEMAM

Sekil 4.17 CdSe/CdS kuantum dotlarin 25000 biiyiitmede SEM goriintiisii.

AccV SpotMagn Det WD |——{ 200 nm
200kV 20 80000x TLD 48 IYTEMAM

Sekil 4.18 CdSe/CdS kuantum dotlarin 80000 biiyiitmede SEM goriintiisii.
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4.3.2 AFM (Atomic Force Microscope) Sonuglari

CdSe/CdS kuantum dotlar’in ve Mannoz triflat-sisteamin-CdSe/CdS
kuantum dotlar’in AFM sonuclar1 sirasiyla Sekil 4.19 ve Sekil 4.20’da
belirtilmistir. Sekil 4.19 (a) ve (b) CdSe/CdS kuantum dot nanoparcaciklarin
kiiresel bir yapida ve ortalama parcacik boyutunun yaklasik 7-8 nm civarinda
oldugunu gostermektedir. Sekil 4.20 (a) ve (b)’da kuantum dot nanoparcaciklarin
MTS ile konjugasyonu sonucu yiizey homojenliginin degismedigi ve MTS’e bagh
boyut farklanmalarmin oldugu goriilmektedir. MTS konjugasyonu ile parcacik
boyutunun ortalama 12-13 nm arasina yiikseldigi tespit edilmigstir. Pargaciklar

yine Sekil 4.19 (a) ve (b) benzer sekilde kiiresel bir yap1 sergilemektedir.

Roughness Measuremen Is

Average Height =25.84nm
Mean Deviation{Ra) =7.765nm
RMS Deviation(varance) =11 _21nm

Image Resolution = 500

1

(b)

Sekil 4.19 CdSe/CdS kuantum dot nanoparcaciklarin AFM goriintiisii.
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1 |
10.0um 0 &.0um 10.0pm

(@)

Output

Roughness Measurements

Average Height =60_563nm
Mean Deviation(Ra) =13 62nm
RMS Deviation(ariance) =20 06nm

Image Resolution = 500

Cursor Dimensions

(b)

Sekil 4.20 Mannoz triflat-sisteamin konjuge CdSe/CdS kuantum dot nanopargaciklarin AFM

goruntusul.
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4.3.3 Floresans ve Absorbsiyon Spektroskopisi Sonuclari

CdSe/CdS kuantum dotlar’in ve Floresans ve Absorbsiyon spektroskopi
(Fluoromax-4 spectrofluorometer HORIBA JOBIN YVON EDISON, NJ USA)
Olctimleri University of Applied Sciences Jena’da alinmistir. Elde edilen sonuglar
CdSe/CdS kuantum dotlarin 375 nm eksitasyon da 530 nm emisyona sahip
oldugunu gostermektedir .

@
o
e
=
@
=
-
=

T T
450 500
Wavelength (nm)

Sekil 4.21 CdSe/CdS kuantum dot nanoparcaciklarin Floresans ve Absorbsiyon spektroskopi

sonucu.
4.3.4 Floresans Mikroskobu Sonuc¢lari

CdSe/CdS kuantum dot ve CdSe/CdS kuantum dot-mannoz triflat-
sisteamin’in Floresans mikroskobu goriintiileri Sekil 4.22, 4.23, 4.24 ve 4.25°de
verilmigtir. Kuantum dotlarin mannoz triflat-sisteamin bilesigi ile konjugasyonu

renklerinde farklanmaya neden olmustur.

Sekil 4.22 CdSe/CdS kuantum dotlarin 5X biiyiitmede Floresans mikroskobu goriintiisii.
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Sekil 4.23 CdSe/CdS kuantum dotlarin 10X biiylitmede Floresans mikroskobu goriintiisii.

Sekil 4.24 MTS konjuge CdSe/CdS kuantum dotlarin 5X biiyiitmede Floresans mikroskobu

goruntusu.

Sekil 4.25 MTS konjuge CdSe/CdS kuantum dot 10X biiyiitmede Floresans mikroskobu

goruntusu.
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4.4 Hiicre Kiiltiirii Calismalar: Sonug¢lari

4.4.1 Hiicre Goriintiilleme Calismasi Sonuclari

CdSe/CdS Kuantum Dot

mannoz triflat-sisteamin

CdSe/CdS Kuantum Dot

mannoz triflat-sisteamin

Sekil 4.26 MTS konjuge CdSe/CdS kuantum dotlarin MCF-7 hiicreleri iizerindeki

goruntusu.
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4.4.2 Biyoaffinite Calismasi Sonuclari

4.4.2.1 1-125 isaretli SNA, Q-SNA, Q-MTS ve Q-MTS-SNA’nin

MCF-7 Hiicrelerindeki Baglanma Etkinliginin Zamanla Degisimi

Cizelge 4.5 '"*I-Q-SNA, '"*I-SNA, '"*I-Q-MTS, '"*I-Q-MTS-SNA ve '*I’in

MCEF-7 hiicreleri iizerindeki % baglanmanin zamanla degisimi.

125 125 125

I-Q- 1251 GNA -Q- Q- 1251

SNA MTS MTS-SNA
Zaman
30.dakika | % 12.5+1.1 | % 8.4+£3.4 | % 2.4+0.7 | % 1.3£1.0 | % 0,5+0,2
60.dakika | % 13.9£2.4 | % 5.0£0.3 | % 1.9£0.9 | % 1.2+1.0 | % 0,6+0,1
120.dakika | % 21.2£2.0 | % 5.9+1.7 | % 2.2+1.2 | %3.7£1.2 | % 0,4+0,3
30+
[ SNA
3 QSNA
| QMTS

EEE OMTS SNA
B 125

% Baglanma

zaman (dakika)

Sekil 4.27 ' isaretli SNA, Q-SNA, Q-MTS, Q-MTS-SNA érneklerinin ve '°I” in MCF 7

hiicrelerine 30, 60 ve 120. dakikalarda baglanma oranlari.

Gruplar kendi i¢lerinde zamana gore karsilagtirildiginda Q-SNA’nin 30.dk,
60.dk ve 120.dk daki baglanma oranlarinin istatistiksel olarak anlamli bir artis
gosterdigi goriilmektedir. SNA MCF-7 hiicrelerine spesifiklik gostermektedir.
Ozellikle 30. dk da baglanma % si yiiksektir. Ancak lektinlerin kuantum dotlarla
konjugasyonu baglanma verimini en az 2 kat arttirmistir. Bunun yani sira Q-MTS-
SNA’nin ise baglanma oranlarinin Q-SNA’ya gore oldukc¢a diisik oldugu
goriilmektedir. Kuantum dotlara seker baglandiginda lektinin hiicreler iizerindeki
aktivitesi diismektedir. Sekerin lektinle hiicre arasindaki etkilesimi saglayan

mekanizmalara girisim yaparak bozdugu diisiiniilmektedir.
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Bazi tiimdre spesifik lektinlerin seker reseptorlerine affinitelerinin iyodun
niikleofilik stibstitiisyonu ile elde edilen siklodekstrin tiirevlerince inhibe edildigi
rapor edilmistir (Andre et al., 2004).

Iyodinasyonun lektinlerin baglanma oranlarini etkiledigine dair raporlar
vardir (Ribeiro et al., 2010). Ribeiro ve arkadaslari yapmis olduklar1 ¢aligmada
lektinlerin ilag hedeflemede kullanilabilecegini ve iodo/azido-siibstitiie laktoz
tiirevlerinin goreceli olarak daha aktif olduklarini rapor etmislerdir. Ayrica hiicre

tipine gorede farklilik oldugu rapor edilmistir.

Lektinlerin Kuantum dot nanopargaciklara baglanmasi ile ilgili literatiirde
baska bir ¢calisma mevcut degildir. Nanoparcaciklara takilan lektinler ile ilgili ise
Barrientos V.album agglutinin isimli lektini iodojen yontemi kullanarak '*I ile
isaretlenmis ve artan laktoz konsantrasyonunun altin nanopargaciklara takilan
lektinlerin reseptor ligand etkilesimini arttirabilecegini rapor etmislerdir
(Barrientos et al., 2009).

Cizelge 4.6 MCF-7 Hiicrelerine Baglanma Oranlarinin Zamanla Degisimine
Ait Istatistiksel Veriler.

Parameter Value Data Set-B Data Set-C Data Set-D
Table Analyzed
Data Table-1
One-way analysis of variance
P value P<0.0001
P value summary xxx
Are means signif. different? (P < 0.05)] Yes
Number of groups 5
F 21.69
R squared 0.8967
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 468.6 4 117.1
Residual (within columns) 54.01 10 5.401
Total 522.6 14
Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. q P value 95% CI of diff
SNA vs QSNA -9.433 7.031 P <0.01 -15.68 to -3.189
SNA vs QMTS 4.267 3.180 P > 0.05 -1.978 to 10.51
SNA vs QMTS SNA 4.367 3.255 P >0.05 -1.878 to 10.61
SNA vs 125I 5.933 4.422 P >0.05 -0.3110 to 12.18
QSNA vsQMTS 13.70 10.21 P <0.001 7.456 to 19.94
QSNA vsQMTS SNA 13.80 10.29 P <0.001 7.556 to 20.04
QSNA vs 125l 15.37 11.45 P <0.001 9.122to 21.61
QMTS vsQMTS SNA 0.1000 0.07453 P >0.05 -6.144 to 6.344
QMTS vs 125l 1.667 1.242 P > 0.05 -4.578 to 7.911
QMTS SNA vs 1251 1.567 1.168 P >0.05 -4.678 to 7.811




Q-SNA’nin baglanma oraninda Q-MTS, QMTS-SNA ve 2pe gore
istatistiksel olarak anlamli farklilik (P<0.0001).

Q-SNA’nin baglanma oraninda SNA’a gore istatistiksel olarak anlamli
farklilik (P<0.01).

4.4.2.2 1-125 Isaretli SNA, Q-SNA, Q-MTS ve Q-MTS-SNA’nin
Caco-2 Hiicrelerindeki Baglanma Etkinliginin Zamanla Degisimi

Cizelge 4.7 "*I-Q-SNA, '"*I-SNA, '"*I-Q-MTS, '"*I-Q-MTS-SNA ve '*I’in

Caco-2 hiicreleri tizerindeki % baglanmanin zamanla degigimi.

125
[-Qdot-
125 125
I -Qdot- [-Qdot-
'LSNA MTS- 12
SNA MTS
Zaman SNA
30.dakika | % 5.840.5 | % 0.7£0.8 | % 0.9+1.1 | % 1.2+1.4 | % 0.5+£0.3
60.dakika | % 5.1£0.9 | % 0.5£0.6 | % 1.5¢1.4 | % 1.5£1.5 | % 0.3+0.1
120.dakika | % 5.6£2.6 | % 0.9£0.9 | % 0.840.8 | % 0.4£0.4 | % 0.4+0.3
1 SNA
=3 QSNA
I QMTS

EEE QMTS SNA
=i

zaman (dakika)

Sekil 4.28 '*T isaretli SNA, Q-SNA, Q-MTS, Q-MTS-SNA 6rneklerinin ve '*°I” in Caco-2

hiicrelerine 30, 60 ve 120. dakikalarda baglanma oranlari.

Gruplar kendi iglerinde zamana gore karsilagtirildiginda Q-SNA’nin 30.dk,
60.dk ve 120.dk daki baglanma oranlarinin istatistiksel olarak anlamli bir artis
gosterdigi goriilmektedir. Ayrica tek basina SNA’nin caco-2 hiicrelerine bir
spesifikligi bulunmamaktadir. Ancak kuantum dotlarla konjugasyonlar1 baglanma

% sini ciddi ol¢iide arttirmigtir.
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Cizelge 4.8 Caco-2 Hiicrelerine Baglanma Oranlarinin Zamanla Degisimine
Ait Istatistiksel Veriler.

Parameter Value Data Set-B Data Set-C Data Set-D
Table Analyzed
CACO zaman
One-way analysis of variance
P value P<0.0001
P value summary ok
Are means signif. different? (P < 0.05)] Yes
Number of groups 5
F 104.2
R squared 0.9766
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 53.90 4 13.48
Residual (within columns) 1.293 10 0.1293
Total 55.20 14
Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. q P value 95% ClI of diff
SNA vs QSNA -4.800 23.12 P <0.001 -5.766 to -3.834
SNA vs QMTS -0.3667 1.766 P >0.05 -1.333 to 0.5997
SNA vs QMTS SNA -0.3333 1.605 P >0.05 -1.300 to 0.6330
SNA vs 1251 0.3000 1.445 P >0.05 -0.6663 to 1.266
QSNA vsQMTS 4.433 21.35 P <0.001 3.467 to 5.400
QSNA vs QMTS SNA 4.467 21.51 P <0.001 3.500 to 5.433
QSNA vs 125I 5.100 24.56 P <0.001 4.134 t0 6.066
QMTS vsQMTS SNA 0.03333 0.1605 P >0.05 -0.9330 to 0.9997
QMTS vs 125I 0.6667 3.211 P >0.05 -0.2997 to 1.633
QMTS SNA vs 125l 0.6333 3.050 P >0.05 -0.3330 to 1.600

Q-SNA’nin baglanma oraninda Q-MTS, QMTS-SNA ve Ppe gore
istatistiksel olarak anlamli farklilik (P<0.0001).

Q-SNA’nin baglanma oraninda SNA’a gore istatistiksel olarak anlaml
farklilik (P<0.01).

4.4.2.3 1-125 isaretli SNA, Q-SNA, Q-MTS ve Q-MTS-SNA’nin A-
549 Hiicrelerindeki Baglanma Etkinliginin Zamanla Degisimi

Cizelge 4.9 '*I-Q-SNA, '"*I-SNA, '"*I-Q-MTS, '*I-Q-MTS-SNA ve '*I’in

A-549 hiicreleri iizerindeki % baglanmanin zamanla degisimi.

125
1251 _Q)- Q-
'"LSNA | "’I-Q-MTS | MTS- |
SNA
Zaman SNA
30.dakika | % 1120.8 | % 0.8£0.7 | %0.7+0.5 | % 0.4+0.1 | % 0.1+0.2
60.dakika | % 8.9+1.7 | % 0.6£0.4 | %0.5+0.3 | % 0.5£0.6 | % 0.1+0.2
120.dakika | % 5.2£1.3 | %0.840.5 | % 0.4£0.6 | % 0.4+£0.2 | % 0.2+0.3
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EE OMTS SNA
=25

% Baglanma

30 60 120
zaman (dakika)

Sekil 4.29 '#1 isaretli SNA, Q-SNA, Q-MTS, Q-MTS-SNA é6rneklerinin ve "I’ in A-549

hiicrelerine 30, 60 ve 120. dakikalarda baglanma oranlart.

Aynmi sekilde lektinler tek baslarina A-549 hiicrelerine karsi spesifiklik
gostermezler. Kuantum dotlarla konjuge edilerek baglanma verimlerini
arttirmiglardir. Zamana baglh olarak baglanma verimleri incelendiginde tim
ornekler i¢in optimum zaman 30 dk olarak belirlenmistir. Q-SNA’nin baglanma

verimi bu hiicreler i¢in giderek azalmaktadir.

Cizelge 4.10 A-549 Hiicrelerine Baglanma Oranlarinin Zamanla Degisimine
Ait Istatistiksel Veriler.

Parameter Value Data Set-B Data Set-C Data Set-D
Table Analyzed
A-549 zaman
One-way analysis of variance
P value P<0.0001
P value summary rxx
Are means signif. different? (P < 0.05)] Yes
Number of groups 5
F 21.73
R squared 0.8968
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 150.7 4 37.67
Residual (within columns) 17.33 10 1.733
Total 168.0 14
Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. q P value 95% ClI of diff
SNA vs QSNA -7.633 10.04 P <0.001 -11.17 to -4.096
SNA vs QMTS 0.2000 0.2631 P >0.05 -3.338 t0 3.738
SNA vs QMTS SNA 0.3000 0.3947 P >0.05 -3.238 to 3.838
SNA vs 1251 0.6000 0.7894 P >0.05 -2.938 t0 4.138
QSNA vs QMTS 7.833 10.31 P <0.001 4.296 to 11.37
QSNA vs QMTS SNA 7.933 10.44 P <0.001 4.396 to 11.47
QSNA vs 1251 8.233 10.83 P <0.001 4.696 to 11.77
QMTS vs QMTS SNA 0.1000 0.1316 P >0.05 -3.438 to 3.638
QMTS vs 1251 0.4000 0.5262 P >0.05 -3.138 t0 3.938
QMTS SNA vs 125I 0.3000 0.3947 P >0.05 -3.238 to 3.838
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Q-SNA’nin baglanma oraninda Q-MTS, QMTS-SNA ve '*I’e gore istatistiksel
olarak anlamli farklilik (P<0.0001).

Q-SNA’nin baglanma oraninda SNA’a gore istatistiksel olarak anlamli farklilik
(P<0.01).

4.4.2.4 1-125 Isaretli SNA, Q-SNA, Q-MTS ve Q-MTS-SNA’nin
MCF-7, Caco-2 ve A-549 Hiicrelerindeki Baglanma Etkinliginin

Karsilastirilmasi

14 1 SNA
o 12 [0 QSNA
g 10 I QMTS
‘_g) R OMTS SNA
g =g
R

o N b~ O ©

Sekil 4.30 T isaretli SNA, Q-SNA, Q-MTS, Q-MTS-SNA 6rneklerinin ve '»I” in A-549, MCE-7

ve Caco-2 hiicrelerine 30. dakikada baglanma oranlart.

Burada lektinin MCF-7 ye spesifik oldugu goriilmektedir. Kuantum dotlar
lektinin bu spesifikligini azaltmakta ancak kuantum dotlarla konjugasyon
baglanma % sini arttirmaktadir. Ote yandan ise seker konjugasyonu lektinlerin
hem spesifikliklerini hemde baglanma verimlerini ciddi Ol¢lide azaltmaktadir.

Lektinler i¢in optimum zaman 30. dk olarak belirlenmistir.

R OMTS SNA
=3 125

% Baglanma

Sekil 4.31 T isaretli SNA, Q-SNA, Q-MTS, Q-MTS-SNA 6rneklerinin ve I’ in A-549, MCE-7

ve Caco-2 hiicrelerine 120. dakikada baglanma oranlari.
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30.dk SNA’nin baglanma oraninda MCF-7 ve Caco hiicrelerinde
olarak anlamli farklilik (P<0.001).

30.dk SNA’nin baglanma oraninda MCF-7 ve A-549 hiicrelerinde
olarak anlamli farklilik (P<0.001).

30.dk QSNA’nin baglanma oraninda MCF-7 ve Caco hiicrelerinde
olarak anlamli farklilik (P<0.001).

30.dk QSNA’nin baglanma oraninda MCF-7 ve A-549 hiicrelerinde
olarak anlamli farklilik (P<0.05).

30.dk QMTS’nin baglanma oraninda MCF-7 ve Caco hiicrelerinde
olarak anlamli farklilik (P<0.05).

30.dk QMTS’nin baglanma oraninda MCF-7 ve A-549 hiicrelerinde
olarak anlamli farklilik (P<0.01).

120.dk SNA’nin baglanma oraninda MCF-7 ve Caco hiicrelerinde
olarak anlamli farklilik (P<0.001).

120.dk SNA’nin baglanma oraninda MCF-7 ve A-549 hiicrelerinde
olarak anlamli farklilik (P<0.001).

120.dk QSNA’nin baglanma oraninda MCF-7 ve Caco hiicrelerinde
olarak anlamli farklilik (P<0.001).

120.dk QSNA’nin baglanma oraninda MCF-7 ve A-549 hiicrelerinde
olarak anlamli farklilik (P<0.001).

120.dk QMTS’nin baglanma oraninda MCF-7 ve Caco hiicrelerinde
olarak anlamli farklilik (P<0.05).

120.dk QMTS’nin baglanma oraninda MCF-7 ve A-549 hiicrelerinde
olarak anlamli farklilik (P<0.01).

istatistiksel

istatistiksel

istatistiksel

istatistiksel

istatistiksel

istatistiksel

istatistiksel

istatistiksel

istatistiksel

istatistiksel

istatistiksel

istatistiksel

120.dk QMTSSNA’nin baglanma oraninda MCF-7 ve Caco hiicrelerinde

istatistiksel olarak anlamli farklilik (P<0.001).

120.dk QMTSSNA’nin baglanma oraninda MCF-7 ve A-549 hiicrelerinde

istatistiksel olarak anlamli farklilik (P<0.001).
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4.5 Tavsanlarda Goriintiileme Calismasi Sonuclari

Tavsanlar iizerinde yapilan goriintiileme ¢alismalar1 boliim 3’de agiklanan
kosullarda gama kamera ile yapildi. Goriintilleme ¢alismalart '*I'un gama 151
foton enerjisinin goriintilleme icin ¢ok diisikk enerjide olmasi nedeniyle "'I ile
gergeklestirildi. Yarim saat ig¢inde tiim isaretli Orneklerin bdbrekler yaninda
karaciger ve kalpte biriktigi gézlendi. 24 saatte bobrekler ve mesanede 6nemli bir
aktivite kalmazken kalp ve karacigerde background aktivitesi olarak alinan kastaki
aktiviteye gore onemli miktarda tutulum gozlendi. Ancak isaretli ligandlarin kalp
ve karacigerdeki aktivitelerinin kas aktivitesine orani birbirinden farkliliklar
gosterdi. SNA konjuge kuantum dot nanopargaciklar daha ¢ok kalpte birikim
gosterirken seker konjuge kuantum dot nanoparcaciklar karacigerde tutuldu.
Cesitli ligandlar ile konjuge CdSe/CdS kuantum dot nanopargaciklarin karaciger
kanser metastazlarinin goriintiilenmesinde kullanilabilecegine dair literatiir bilgisi
mevcuttur. Ornegin Schipper ve arkadaslar1 Cu-64 isaretli CdSe kuantum dotlarin
mikroPETCT ile karaciger metastazlarinin goriintiilenmesinde kullanilabilirligini
incelemislerdir (Schipper et al., 2007). Bunun disinda kuantum dotlarin sentinel
lenf nodu gorintiilenmesinde, anjiogenesis goriintiilenmesinde, metastastatik
hiicre goriintillenmesinde, timoér hedeflenmesinde kullanilabilecegine dair

calismalar mevcuttur (Bentolila et al., 2009).

(a) (b)
Sekil 4.32 "*'I isaretli SNA-CdSe/CdS kuantum dotlarin tavsanda gama kamera goriintiileri: (a)
30.dakika, (b) 24.saat.


http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=Y2I@nehpFkH@eCdOC86&name=Bentolila%20LA&ut=000272487200001&pos=1
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(a) (b)
Sekil 4.33 "*'I isaretli MTS-SNA-CdSe/CdS kuantum dotlarin tavsanda gama kamera goriintiileri:

(a) 30.dakika, (b) 24.saat.

(a) (b)
Sekil 4.34 ' isaretli MTS-CdSe/CdS kuantum dotlarin tavsanda gama kamera goriintiileri: (a)
30.dakika, (b) 24.saat.

Cizelge 4.11 'T isaretli Q-SNA, Q-MTS ve Q-MTS-SNA 6rneklerine ait

30. dakikada tavsanlardaki dagilim oranlari.

30.DK Q-SNA Q-MTS-SNA Q-MTS

Kalp/Kas 8.80 10.29 9.80

Karaciger/Kas 16.59 14.58 17.43
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Cizelge 4.12 'I isaretli Q-SNA, Q-MTS ve Q-MTS-SNA &rneklerine ait
24. saat tavsanlardaki dagilim oranlari.

24 SAAT Q-SNA Q-MTS-SNA Q-MTS
Kalp/Kas 18.71 16.02 9.80
Karaciger/Kas 17.51 18.15 38.01
181
16
14
12+
EQ-L
10 - st
8 $
Qs
6
4
2
0 T
Kalp/Kas Karaciger/Kas

Sekil 4.35 T isaretli Q-SNA, Q-MTS VE Q-MTS-SNA 6rneklerinin 30. dakikada

tavsanlardaki dagilma oranlart.

40
35

30

25 HQ-L
20 HQ-§$-L
15- "as

10

Kalp/Kas Karaciger/Kas

Sekil 4.36 ' isaretli Q-SNA, Q-MTS VE Q-MTS-SNA 6rneklerinin 24.saatte

tavsanlardaki dagilma oranlari.
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Cizelge 4.13 "'T isaretli Q-SNA, Q-MTS ve Q-MTS-SNA o6rneklerine ait

24. saat tavsanlardaki dagilim oranlar1

Karaciger/Kalp Q-SNA Q-MTS-SNA Q-MTS
0.5 saat 1.98 1.41 1.79
24 saat 0.97 1.15 3.99

4
3,5 7
2,5 1 mQ-L
5 mQ-sL
1,5 1 Q-s
1

,O

0,5 24

Sekil 4.37 ' isaretli Q-SNA, Q-MTS VE Q-MTS-SNA 6rneklerinin 0,5.saat ve 24. saat te

tavsanlarda karaciger/kalp orani.

Lektin  bagli  manyetik nanopargaciklarin  kanserin  MRI  ile
goriintiillenmesinde kullanilabilirligi {izerine yakin zamanda El-Boubbou ve
arkadaglar1 gerceklestirmis olduklar1 ¢calismada , kanser hiicrelerinde var olan ve
kanserin olusumundan ve metastazdan sorumlu endojen lektinlerin manyetik
nanoparcaciklar ile hedeflenmesi halinde kanserin MRI ile goriintiillenmesinde ve

terapisinde kullanilabilecegini rapor etmislerdir (El-Boubbou et al., 2010).

Bu calismada ise kalici floresan Ozellik gosteren kuantum dot
nanoparcaciklar lektinlere konjuge edilmis ve kanser hiicrelerine affinitesinin
arttig1 goriilmiistiir. {laveten yapiya dahil edilen radyoiyod kanser hiicrelerinin
hem goriintiilenmesinde hem de terapisinde c¢ok etkili bir arag olabilecektir.
fyodun '*I gibi ideal goriintiileme radyoniiklidlerinin yam sira 'I gibi ideal
terapi radyoniiklidlerininde bulunmasi nedeni ile radyoiyot isaretli lektin bagh
kuantum dot nanopargaciklar hem goriintiilleme hem de terapi i¢in uygun ajanlar
olabilecektir. '*°I bagli nanokonjugatlar ise '*’I’in nispeten uzun yariémrii, diisiik
enerjili gama 1simasi nedeniyle bu sistemlerden in vivo biyosensor sistemler

gelistirilmesinde ¢ok yararl dedeksiyon araglari olabilirler.
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Kanser diagnostiginde, proteomik ¢aligmalarda 6nemli bir yer tutan protein
mikroarray’lerin ve chip’lerin tasarlanmasinda, kuantum dotlarin kullanimi
olduk¢a yaygindir. Bu yapilarin, stabil bir sekilde farkli substratlarin yiizeyinde
fabrikasyonlari, biyokonjugasyonlarin izlenebilmesi agisindan 6nemlidir (Gokarna
et al., 2008, Zajac et al., 2007).

Yiiriittiigiimiiz bagka bir ¢alismada sentezlenen CdSe/CdS kuantum dotlar
direkt, sol-jel ile ve tween 20 ile karigtirilarak mikroskop slaytlarinin yilizeyine
Biorobotics Microgrid spotter ile spotlanmistir. Elde edilen spotlar Sensovation
CCD-kamera ile goriintiilenmistir. Daha sonra bu spotlama islemi sirasinda
spotter icindeki ¢evresel kosullar (sicaklik, nem, basing), spot sayisi ve
konfigiirasyonu, spotlar aras1 mesafe, spotter ignesinin yikama zamani, ignenin
uygulanan ylizey ilizerinde kalma zamani, ignenin 6rnek igerisine girme derinligi
ve ornek icerisinde kalma zamani optimize edilmistir. Optimum kosullarda spotter
ignesinin her Ornekle doldugunda homojen olarak kac¢ spot yapabildigi
belirlenmistir. Ayrica sol-jel ile karigtirnlan kuantum dotlarda yiizey
modifikasyonuna bagl olarak floresans dzelliklerinde olusan farklanma floresans
mikroskobu ile belirlenmistir (Akga vd., 2010).

Hazirlanan kuantum dotlar kanser diagnostiginde kullanim potansiyeli
bulunan mikroarray platformlarinda kombine edilmistir ve bu ¢alisma igin
uygunlugu  belirlenmigtir.  Kanser hiicrelerine  spesifik  baglanabilecek
biyokonjugatlarin hazirlanarak  spotlarin olusturmasi bir sonraki asamayi
olusturmaktadir. Model olarak hazirlanan konjugatlar CdSe/CdS Kuantum dot-
BSA ve CdSe/CdS Kuantum dot-Glu’dur. Optimize edilen bu kosullarda kuantum
dotlar farkli biyomolekiillerle konjuge edilerek spotlar olusturulacak ve biyolojik
orneklerdeki (serum, plazma, viicut sivilari) pg/ml gibi c¢ok diisiik
konsantrasyonlarindaki  kanser markerlarinin belirlenmesinde oldukg¢a biiyiik
Ooneme sahip mikroarray’ler elde edilebilecektir (Akga vd., 2010).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Klasik sentez prosediirlerinden farkli olarak, yiiksek foto kararliliga sahip,
suda ¢oziilebilir CdSe/CdS kuantum dot nanopargaciklar1 sentezlemek igin kolay
hazirlanabilir reaktiflerin ve basit malzemelerin kullanildigi yeni bir yontem
kullanilmistir. SEM ve AFM goriintiileri ile bu pargaciklarin oldukega kii¢iik nano
boyutlarda (7-12nm) oldugu agikga gorilmiistiir. Bu da, kuantum dot
nanopargaciklara viicudun bircok bolgesine erisebilme potansiyelinin yiiksek

olmasindan dolay1 hastalig1 bulma ve tedavi etme imkan1 vermektedir.

CdSe/CdS kuantum dot nanopargaciklar, mannoz triflat-sisteamin gibi bir
prokiirsor seker molekiilii ile ve SNA lektini ile konjuge edilmis ve '°T ve *'T ile
hem niikleofilik hem elektrofilik yontem ile isaretlenmistir. Isaretlenme
potansiyeli TLRC analiz yontemi ile degerlendirilmis, %95’in {izerinde bir
isaretleme verimi bulunmustur. SNA lektini 1-125 ile %100 verimle

iyotlanabilmistir.

I-125 isaretli ornekler, MCF-7, Caco-2 ve A-549 kanser hiicre hatlar
iizerine uygulandiginda hiicreler tarafindan farkli baglanma oranlarinda tutuldugu
goriilmektedir. 1-125 isaretli Q-MTS, SNA, Q-SNA ve Q-MTS-SNA, I-125 ile
kiyaslandiginda aradaki farklilik istatiksel olarak anlamlilik igermektedir. I-125
isaretli SNA lektini meme kanser hiicresi olan MCF-7 hiicrelerine , akciger kanser
hiicresi olan A-549 ve kolon kanser hiicresi olan Caco-2’ ye gore istatiksel olarak
da anlaml bir sekilde yiiksek oranda baglanabilmektedir. Buda SNA lektininin
MCF-7 hiicrelerine spesifik oldugunu gostermektedir. Kuantum dotlar ile bu
lektinlerin konjugasyonu ise MCF-7 hiicre hatlarina olan bu spesifikligi azaltmig
ancak bunun yani sira baglanma oranlarini en az 2 kat arttirmistir. SNA konjuge
kuantum dot nanopargaciklar tiim hiicre hatlart i¢in karsilastirildiginda oldukca
yiikksek baglanma oranlarina sahiptir ancak en yiiksek baglanma yine MCF-7
hiicreleri tizerinde goriilmektedir. Caligmanin bundan sonraki agamasinda normal
meme epitel hiicrelerine de SNA’nin affinitesi incelenmelidir. Ayrica ozelikle
kuantum dot bagli biyokonjugatlarin hem normal hem kanser hucrelerindeki
toksik &zelliklerinin incelenmesi bu pargaciklarinin gevresel etkilerinin ve ilag

potansyelinin anlagilmasi a¢isindan dnemlidir.
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I-131 isaretli seker ve lektin konjuge kuantum dot nanopargaciklar tavsana
enjekte edilip gama kamera goriintiisii alindiginda 24 saatte bobrekler ve
mesanede onemli bir aktivitenin kalmadig: kalp ve karacigerde 6nemli miktarda
tutulum gozlendi. Ancak isaretli ligandlarin kalp ve karacigerdeki aktivitelerinin
kas aktivitesine orani birbirinden farkliliklar gésterdi. SNA konjuge kuantum dot
nanoparcaciklar daha ¢ok kalpte birikim gosterirken seker konjuge kuantum dot
nanopargaciklar karacigerde tutuldu. Bu durum 24.saat sonunda bile kalp ve
karacigerde etkili goriintiilerin alinabilecegini gdstermistir. Buda, 1-131 isaretli
seker ve lektin konjuge kuantum dot nanopargaciklarin lenf nodu
gorilintiilenmesinde, anjiogenesis  goriintiilenmesinde, metastastatik  hiicre

goriintiilenmesinde, tiimor hedeflenmesinde kullanilabilecegini gostermektedir.
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