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Hizla gelismekte olan teknolojiyle beraber, insan yasamini kolaylastirmak ve daha kaliteli hale
getirmek i¢in bilimsel ¢alismalarin 6nemi artarak devam etmektedir. Biyoteknoloji, nanoteknoloji gibi tiim
alanlari i¢inde barmndiran multidisipliner alanlar sayesinde; yeni nanobiyoteknolojik ilag tasarimlari, hiicre
goriintillemede alternatif boya sentezleri, antibakteriyel, antimikrobiyal bilesiklerin iiretimi miimkiin
olmustur. Bu tezde tiyazoliin floresans 6zelliklerini inceleyerek tip, biyokimya ve molekiiler biyolojide
kromozomlarin, DNA ve hiicrelerin goriintillenmesinde kullanilan boyar maddelere alternatif maddeler
olarak kullanilmas iizerine ¢aligmalar yapildi. Daha 6nce sentezlenen potansiyel biyolojik aktiviteye sahip
tiyazol ve tiyadiazol halkasi igeren, ABS-34 ve ABS-40 olarak adlandirilan , 2-amino-5-(piren-1-il)-tiyazol
(ABS-34) ve 2-N-metilamino-5-(piren-1-il)-tiyazoliin (ABS-40) floresans ozellikleri, DNA ve HSA ile
etkilesimi arastirildi. Daha sonra floresent 6zellik gosteren bu molekiillerin, L-929 fare fibroblast hiicreleri
ile sitotoksisite caligmalar1 ve floresans etkiletleme (hiicre goriintiileme) ¢alismalar1 yapildi.

Elde edilen verilere gore ABS-34 ve ABS-40’iin her ikisi de, L-929 hiicrelerini ticari bir boya olan
DAPI ile aym dalga boylarinda boyayarak konfokal mikroskobu ile 403,7 nm’de hiicreleri goriintiiledi.
XTT analizinden elde edilen sonuglara gére, 750 pM ve 1500 pM dozlarinda hiicre canliliklarinin hizli bir
sekilde azalmaya baglamis oldugu goriildii (sirasiyla ortalama % 65 ve % 55). ABS-34 ve ABS-40
molekiillerinin L-929 hiicrelerinin tizerindeki doza bagl etkileri karsilastirildiginda anlamli bir fark
gozlemlenmedi. Buna gore diisiik toksisite gosteren ABS-34 ve ABS-40’1n hiicre goriintiilemede akternatif
bir boya olarak kullanilabilecegi ve bu sonuglarin nanobiyoteknolojik yontemlerle ayni sonucu verdigi
gdzlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Floresans, Hiicre Gériintiileme, Nanobiyoteknoloji, Tiyazol
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ABSTRACT

MS THESIS

USAGE OF THIAZOLE DERIVATIVES AS
ALTERNATIVE DYES IN CELL IMAGING
AND THEIR APPLICABILITY
IN NANOBIOTECHNOLOGY

Havva Nur GURBUZ

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND
APPLIED SCIENCE OF SELCUK UNIVERSITY
THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE OF
NANOTECHNOLOGY AND ADVANCED MATERIALS

Advisor: Assoc.Prof.Dr. Esra Maltas CAGIL
Asst. Advisor: Dr. Ogretim Uyesi
Pembegiil Uyar ARPACI

2018, 82 Pages

Jury
Assoc.Prof. Dr. Esra Maltas CAGIL
Asst. Advisor: Assoc.Prof. Dr.
Pembegiil Uyar ARPACI
Assoc.Prof.Dr. Erdal KOCABAS
Assoc.Prof.Dr. Salih Zeki BAS

With the rapidly developing technology, the importance of scientific studies continues to make human
life easier and better. Thanks to multidisciplinary fields that include all fields such as biotechnology and
nanotechnology; new nanobiotechnological drug designs, alternative dye syntheses in cell imaging,
antibacterial, antimicrobial compounds were possible. In this thesis, by studying the fluorescence properties
of thiazole, studies on the use of chromosomes as alternative substances to dyes used in the imaging of
DNA and cells in medicine, biochemistry and molecular biology were conducted. 2-amino-5- (pyri-1-yl) -
thiazole (ABS-34) and 2-N-methylamino-5, containing the thiazole and thiadiazole ring having potential
biological activity previously synthesized and named ABS-34 and ABS-40 - (piren-1-yl) -thiazole, the
fluorescence properties, the interaction with DNA and HSA was investigated. The cytotoxicity studies of
these molecules with L-929 mouse fibroblast cells and fluorescence enhancement ie cell screening studies
were performed.

According to the data obtained, both ABS-34 and ABS-40 were stained at 403.7 nm with confocal
microscopy by staining L-929 cells with the same wavelengths as DAPI, a commercial dye. According to
the results obtained from XTT analysis, it was observed that the cell viability started to decrease rapidly at
750 puM and 1500 uM doses (65% and 55% respectively). No significant difference was observed when the
dose-related effects of ABS-34 and ABS-40 molecules on L-929 cells were compared. Accordingly, it was
observed that ABS-34 and ABS-40, which show low toxicity, can be used as an alternative dye in cell
imaging and these results give the same results as nanobiotechnological methods.

Keywords: Cell Imaging, Fluorescence, Nanobiotechnology, Thiazole
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

M : Molar Konsatrasyon (mol/litre))
n : Mol sayist

V : Hacim (litre)

m : Kiitle (gram)

MA : Molekiil Agirlig

mm : Milimetre

um : Mikrometre

nm : Nanometre

°C : Santigrat Derece

Hz : Hertz

Kisaltmalar

IUPAC : Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi
rDNA : Rekombinant DNA

TEM : Gegirimli elektron mikroskobu

SEM : Taramali elektron mikroskobu

RNA : Riboniikleik asit

DNA : Deoksiribozniikleik asit

mADb : Monoklonal Antikor (antibody)

2B : 2 Boyutlu

3B : 3 Boyutlu

SPIONSs : Siiperparamanyetik Demiroksit Nanopartikiilii
PNA : Peptit niikleik asit

TO : Tiyazol turuncu

DMF : Dimetilformamid

ABS-34 : 2-amino-5-(piren-1-il)-tiyazoliin

ABS-40 : 2-N-metilamino-5-(piren-1-il)-tiyazoliin

HSA : Insan Serum Albiimin

TLC : Ince tabaka kromatografisi

TRIS : 2-Amino-2-hidroksimetil-propan-1,3-diol

XTT : 3-[4,5-Dimetiltiyazol-2-il]1-2.5- difeniltetrazolyum bromiir
DAPI : 2-(4-amidinofenil)-1H -indole-6-karboksamidin)
L-929 : Saglikli fare fibroblast hiicresi

TRITC : Tetrametil rodamin izosiyanat,

FITC : Floresan izotiyosiyanat)

APTES : (3-Aminopropil) trietoksisilan

Fe : Demir

FeCl; : Demir (2) kloriir

FeCl; : Demir (3) kloriir

Fes04 : Manyetit
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1. GIRIS

Hastaliklarin tan1 ve tedavisinde, ila¢ endiistrisinde g¢esitli hiicre boyama
tekniklerinden yararlanilmaktadir. Konfokal mikroskopu, flow sitometrisi, real time
PCR gibi DNA ve hiicre boyama teknikleri arastirma laboratuvarlarinin siklikla tercih
ettigi  tekniklerdendir. Bu tekniklerin islevsel olabilmesi ve hiicrelerin
gorlntiilenebilmesi i¢in 6zel ticari boyalara ihtiya¢ vardir. Yapilan deneyde kullanilacak
irtin miktariyla, orantili olarak artacak ticari boya miktarinin pahali olmasi tekniklerin
kullanimini kisitlamasindan dolayi, alternatif boya iiretimi hem bilimsel hem de ticari
olarak olduk¢a 6nem tagimaktadir.

Tiyazol, Sekil 1.1’de goriildiigii gibi bir azot ve bir kiikiirt atomu bulunduran
besli halka yapisina sahip heterosiklik bilesiklerin ortak adidir (Akdogan, 2013).
Tiyazol ile tiirevlerinin; fluoresent ozellikleri, diisiik toksitite, DNA-protein baglama
kapasiteleri vb. oOzelliklerinden dolayi, DNA ve hiicreleri boyamak igin, kimya
laboratuvarlarinda sentezlenmektedir. Yeni bir uygulama alan1 kazandirilarak, DAPI,
SYBEER green, PicoGreen, FTIC ve YOYO gibi ticari olarak pahali boyalara alternatif
olmasi hedeflenmektedir. Boylece daha diisilk maliyetle ve goriintiilemeyi daha iyi
yapabilecek yeni boyalarin sentezi ya da daha once sentezlenmis molekiillere yeni

kullanim alanlar1 sunma olanagi saglayacaktir.

3

Sekil 1.1. Tiyazol konfigilirasyonu
(https://tr.wikipedia.org/wiki/Tiyazol)

Tezin ana amaci, tiyazoliin floresans 6zelliklerini inceleyerek tip, biyokimya ve
molekiiler biyolojide kromozomlarin, DNA ve hiicrelerin goriintiilenmesinde kullanilan
boyar maddelere alternatif, daha ekonomik maddeler olarak kullanilmasidir. Elde edilen
bu yeni tiyazol bilesiklerinin kimyasal yapilari ‘H-NMR, *C-NMR ve FT-IR

yontemleri kullanilarak aydinlatilmigtir.


https://tr.wikipedia.org/wiki/Tiyazol

1.1. Tiyazoller

1.1.1. Tiyazoller

19 yy’da Gabriel, Hantzsch, Hubacher, Miolatti, Tcherniac ve Trauman
tarafindan tiyazol halkasinin ilk sentezi gergeklestirilmistir (Duran, 2006). 1887 yilinda
Hantzsch tarafindan giiniimiizde kullanilan en yaygin sentezi iiretilmistir. Tiyazolleri
Hantzsch ve Weber, tiyofen serisinin piridini olarak ifade etmis (Sekil 1.2) ve IUPAC’a
gore 1-tiya-3-aza-2,4siklopentadien olarak adlandirilmistir (E1-Sabbgah, 2009; ikizler,
1985).

Sekil 1.2. 1,3-tiyazol konfigiirasyonu (Belder, 2012)

Tiyazol, yapisinda bir azot (N) ve bir kiikiirt (S) atomu bulunduran besli halka
sistemindeki heterosiklik bilesiklerin ortak adidir (Akdogan N, 2013). Kapali formiili,
CsHsNS olan tiyazol heterosiklik bilesiklerin en basit tiyesidir. Yaklasik olarak
kaynama noktas1 118 °C ve mol kiitlesi 85,13 g/mol olan molekiil, olduk¢a kararli bir
yapidadir. Aromatik yapili, sivi ve renksizdir. Zayif bir baz ve dogal bir halka olan
tiyazoller, 530°C’de bozunan, 1s1ya dayanikli molekiillerdir (Belder, 2012).

Tiyazollerin bir kism1 dogal kaynaklarda bulunurken (tiyamin, penisilin (Sekil
1.3a-3b) bir kismi da uzun yillar siiren arastirmalar sonucunda sentezlenerek bilime
kazandirilmistir. Tiyazoller bazi canlilarda bulunur ve bu canlilardan elde edilebilir.
Ormegin; erkek fare (Mus musculus) idrarindan elde edilen 2-sec-butil-4,5-
dihidrotiyazol ve yine bir erkek fareden elde edilen baska bir feromon da 2-isopropil-
4,5-dihidrotiyazol’dur (Tashiro, 2008).



Sekil 1.3 a. Tiyamin (B1 vitamini) , b. Penisilin G (R=CH,Ph)
(Duran, 2006)

Tiyazoller yiiksek sicakliga kars1 direngli olup, yiiksek termal kararliliga sahiptir. Bu
ozelliginden dolay1, tiyazol halkasi iceren polimer sistemleri sentezlenmistir (Gupta,

1998). Asagida Sekil 1.4’te bazi aktif tiyazol molekiilleri ve etkileri verilmistir.

Siilfatiyazol p antibivotik

2-(4-Klorofenil) antienflamatuvar
tiyazol-4-1l asetik asit

Tiyabenzadol antithelmintik ve fungisit

Niridazole sistozomisit

Sekil 1.4. Bazi aktif tiyazol tiirevleri ve etkileri (Duran, 2006)



1.1.2. Nanobiyoteknoloji

Nanobiyoteknoloji iki kavrami igeren, son donemlerde teknolojiyle birlikte
onemi giderek artan multidisipliner bir alandir. Bu multidisipliner alani
tanimlayabilmek icin nanoteknoloji ve biyoteknoloji kavramlarmi bilmek gerekir
(Gilmartin ve O’Kennedy, 2011). Nanometre, Yunanca cilice anlamina gelir ve 6lgek
olarak metrenin milyarda biridir. Nanoteknoloji maddeyi atom, molekiiler ve
supramolekiiler diizeyde kontrol ederek yeni malzeme, cihaz (proses, sensér vb.) ve
sistemlerin iretilmesini icerir (Alshora, 2016). Nanoteknoloji tek bir atomdan biiyiik bir
molekiile ya da daha biiyilk DNA’ya kadar ¢ok genis bir alan1 kapsar (Sekil 1.5).
Nanoteknolojinin biitiin dikkatleri ¢cekmesinin ve hizli gelismesinin nedeni, ¢ok kiiciik
boyutlarla (maddeyle atom ya da molekiil seviyesinde) ¢alisarak, istenen 6zellikte ya da
tamamen yeni kimyasal, biyolojik, fiziksel 6zelliklere sahip yapilarin iiretimine imkan
saglamasindan kaynaklanir (Ozkan, 2007). Ciinkii ancak 100 nm’nin altina inildiginde
geleneksel teorilerin acgiklamakta yetersiz kaldigi bilgilerin aydinlatilmasi miimkiin

olmaktadir (Ada, 2009).

Su Glikoz Antikor Viris Bakteri Kanser Hiicresi Bir perivot

2 Y 9§ O '

10 1 1040  10° 10° 10* 10
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Nanometreler ! | | !
Nanocihazlar

Nanoporlar

Dendrimerler

Nanotiipler

Kuantumdotlar

Nanokabuklar

Sekil 1.5. Nano 6l¢ekli biyolojik yapilar (Grodzinski, 2005)(Ozkan, 2007)



Nanoteknoloji uygulama alanlar1 soyledir;

1. Gen terapisi

Belirli bir hastalig1 6nlemek veya degistirmek i¢in, hasarli genlerin ¢ikarilmasi
ya da istenen o6zellikteki genlerin (saglikli genler) eklenmesine gen terapisi denir (Lee,
2018). Gen terapisiyle; genetik hastaliklart ortadan kaldirmak ve viicut isleyis ve
fonksiyonlarini diizenleyerek, daha kaliteli yasama olanak saglanir (Jain, 2011). Kanser,
kistik fibroz, kalp hastaliklarinda, diyabet, hemofili ve AIDS basta olmak tizere gesitli
ciddi hastaliklarin teshis ve tedavisi i¢in umut vadeden bir uygulama alanidir (Jain,

2011).

2. Kontrollii ila¢ salim

Nano-biyoteknolojinin ilag tasarimi ve {iiretimi uygulamalari nanotip olarak
adlandirilir (Kargazor, 2018). Mevcut ilaglarla bugiin tanimlanan 30 bin hastaligin
sadece 10 binin tedavisi tam anlamiyla yapilabilmektedir (Giirbiiz, 2018). Geleneksel
ilaglarin belli bir hastaligi tedavi ederken baska hastaliklara zemin hazirladigi, bu
ilaclarin kan beyin bariyeri gibi koruyucu mekanizmalar1 asamadigindan tani ve
tedavide eksik kaldigi bilinmektedir. Kimyasal ilaglarin yeterli olmadigi oldiiriicii
hastaliklarin tedavisinde, biyoteknolojik ilaglarla olduk¢a basarili sonuglar elde
edilebilmektedir. Kanser, alzheimer, romatoid artrit, kalp hastaliklari, diyabet
hastaliklar1 gibi 200 hastaligin tedavisi i¢in gelistirilen ilaglarin biiylik kismini
biyoteknolojik ilaglar olusturmaktadir. Giiniimiizde nanopartikiil formiilasyonunda olan,
kanser tedavisinde kullanilan bazi ilaglar sunlardir: Herceptin®, Caelyx®, Doxil®,
Transdrug®, Abraxane® (Gregoriadis, 1974).

3. Teshis ve hiicre goriintiileme

Nano-biyoteknolojinin  teshis ve hiicre  goriintilemede  kullanilmasi,
kromozomlarin incelenmesi, DNA fragment uzunlugunun 6l¢iilmesi, DNA parmak izi
analizi, nanoteknoloji tabanli DNA dizilimi, molekiiler teshis i¢in nanomakine-

nanorobotlar vb. bir¢ok uygulamaya olanak saglar (Wang, 2018).



4. ila¢ hedeflendirme stratejileri

Nanobiyoteknoloji ilag gelistirmenin tiim asamalarinda kullanilir. Aktif, fiziksel
ve pasif hedeflendirme stratejileri kullanilarak bazi ciddi hastaliklarin tedavisi minimum
dozda etkin bir sekilde saglanabilmektedir. Giinlimiizde bilim insanlarinin iizerine
yogunlastigt en onemli uygulamalardan biri, kisiye Ozel ilag gelistirilerek etkin
tedavinin saglanmasidir. Kisiye 0zel ilaglarla, yas, cinsiyet, kilo, kalitsal hastaliklar vb.
kisisel bilgilerle kisiye 6zel tedavi amaglanmaktadir. Ornegin; ilaca, proteine, enzime,
antikorlara vb. baglanabilen manyetik nanopartikiiller, ilag hedeflendirmede spsesifik

olarak kullanilabilmektedir (Frey, 2018).

5. Yenilenebilir teknolojiyle alternatif enerji kaynaklarimin gelistirilmesi (Kumar,
2010)

6. Nanoelektronik (nanotiipler, nanoteller, nanotransistorler vb.) (Tiirkan, 2015)
Paramanyetik parcaciklar hiicre ayirma, protein ayirma ve tek molekiillii 6l¢timler
i¢in onemli araglardir. Ornegin; uygun yiizey kimyastyla siiperparamanyetik demir oksit
nanopartikiiller MR, kontrast artigi, doku onarimi, immumoassay, hipertermi, hiicre
ayrimi gibi bir ¢ok in-vivo uygulamaya olanak saglar. Ayrica nano-biyosensor ¢ip
sayesinde ayni anda 64 farkli protein arastirilabilir. Farelerde yapilan deneylerde nano-
biyosensorlerin tiimoriin erken teshisi i¢in etkili oldugu goriilmekte bu dogrultuda
kemoterapi vb. tedavilere gerek kalmadan, limlerin 6nlenmesine katki saglayacagini
gostermektedir. Nano-biyosensorlerin en onemli uygulama alanlar1 kanser, norolojik

bozukluklar1 ve kardiyovaskiiler hastaliklardir.

7.Toprak, su ve hava kaynaklarinin kalitesinin korunmasi1 (membran teknolojileri,
nano- zeolitler, nano-adsorbentler vb. ) (Kargozar ve Mozafari, 2018)

Atmosferdeki  parcactk  konsantrasyonlarina katkida bulunan  emisyon
kaynaklarmin karakterizasyonu ve tanimlanmasi, parcgaciklarin kdkeninin atmosferde
dogal veya antropojenik olup olmadigini anlamak i¢in gereklidir. Parcacik morfolojisi
ve tek parcaciklarin temel bilesimini analiz etmeyi saglayan goriintiilleme teknikleri
(TEM, SEM) sayesinde (Wardencki ve Bielawska, 2016), sterilizasyonun her tiirlii igme
suyu aritimi, atik su geri doniisiimii, toprak ve hava kirliginin giderilmesi gibi islemler
klasik metodlara gore daha derinlemesine yapilabilmektedir (Kargozar ve Mozafari,
2018).



Biyoteknolojinin babasi olarak bilinen Karl Ereky’e gore Biyoteknoloji:
‘Biyoteknolojik sistemler yardimiyla hammaddelerin yeni iiriinlere doniistiiriilme
islemleri’ olarak tanimlanmaktadir. Biyoteknolojinin 6zellikle son yillarda giindeme
gelmesiyle beraber birgok tanimi yapilmis ve hala da yapilmaya devam etmektedir.
Biyoteknolojinin uluslararas: kabul gérmiis tanimi ise: Biyoteknoloji, belirli amaglar
icin Uriin veya siirecler yaratmak veya degistirmek i¢in biyolojik sistemleri ve canlilart
veya bunlarin tiirevlerini kullanan her teknolojik basvuruyu ifade eder (Birlesmis
Milletler 1992. Madde, Biyolojik Cesitlilik So6zlesmesi, Madde 2. Kullanim).
Biyoteknolojinin ¢ok cesitli tanimlar1 yapilmasina ragmen tiim tanimlardaki odak
noktas1 ve mantik aynidir. Biyoteknolojik ¢aligsmalarla, yeni, kaliteli, istenilen 6zellikte
tirtinler tiretip, insan yasam kalitesini artirmaktir. Bu teknoloji sayesinde bilim insanlari

canliy1, canli i¢in kullanir (Giirbiiz, 2018).

Biyoteknoloji uygulama alanlar1 sunlardir;

. Doku miihendisligi (Frey, 2018)

. Gen terapi

. Immiinoterapi

. {lag iiretimi (rDNA teknolojisi, monoklonal antikorlar, PCR)
. Kok hiicre tedavisi

. Transgenik bitki ve transgenik hayvan

. GDO’lu firiinler

© 00 N OB~ W N P

. Aritma, biyolojik temizleme, sterilizasyon

Nanobiyoteknoloji kavrami nanoteknoloji ve biyoteknoloji kavramlarinin
olusmasindan sonra, 6zellikle ilag saliniminda yapilan ¢aligmalarla giindeme gelmistir
(Jain, 2011). Nano-biyoteknoloji, bir yandan canli hiicrelerin DNA, RNA, lipidleri,
karbonhidratlari, proteinleri (Sekil 1.6), bunlarin birbirleriyle iliskilerini ve hareketlerini
incelerken (Taktak, 2008), diger yandan ise bu yapilari, etkilesimleri ve hareketleri daha
hizli, daha ekonomik, istenen zamanda istenen hizda sadece hedef bolgeye ulasacak
materyalleri iiretmeyi amaglar (Canefe ve Duman, 1994). Ozellikle yeni farmasétik ilag

kesifleri ve ila¢ hedeflendirme iizerine olduk¢a yogunlasilmistir.



Sekil 1.6.’da hayati 6neme sahip nanopartikiiler boyutta olan biyomolekiillerden

bazilarinin biiytikliikleri verilmistir.

01nm 1nm 10nm 100nm  1um 10um  100pm

1 1 1 ]

Atomla ﬂ
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Amino Asitler ! % :
Virnsler d
(Faylar) :

Bakterles

Suur Hucrelen

Sekil 1.6. Nanopartikiiler boyutta olan bazi biyomolekiiller (Ada, 2009)

Klasik ilaglarin etki gosterebilmesi icin belli dozaja ulagsmasi, bu nedenle sik ve
tekrarlanan dozlarda alinmasi gereklidir. Yarilanma Omriiniin artirilmasiyla alinan doz
miktar1 orantili olarak azalacaktir (Sekil 1.7). Uretilen modern biyoteknolojik ilaglarla
az dozla etkin tedavi miimkiin olacaktir. Ayni zamanda etken maddenin ve akilli
ilaglarin (Giirbliz, 2018) sadece hedef bélgede dagilmasini saglayarak, saglikli
hiicrelerde yan etki minimuma indirilecektir (Tomlinson, 1989). Ila¢ hedeflendirilmesi
TUBITAK 1 destek verdigi konular arasindadir (Giirbiiz, 2018).



Minimum toksik derisimi

— —— — — — — — — — — — — — — —

Klasik
Salmm

/ Minimum Effektif Derisimi

Plazmadaki flac Konsantrasyonu

Ani Salimim

Zaman

Sekil 1.7. Kontrollii salim sistemleri ve klasik doz sekillerinin kandaki ila¢ konsantrasyonuna gore
zamanla degisimlerinin karsilagtiritlmas: (William, 2010)

Nanobiyoteknoloji molekiiler biyoloji alaninda, nano boyutta bilgilere ulasip,
biyolojik sistemlerin nano diizeyde arastirilmasina olanak saglayarak, gen iistiine gen
ekleme, gen terapi, biyouyumlu, biyobozunur her tiirlii biyo-malzemeler elde etmek,
biyoprosesler, biyosensorler, GDO ya da transgenik bitki- hayvanlarin iretilmesi,
monoklonal antikorlar, DNA teknolojisinin gelistirilmesi vb. akla gelebilecek her tiirlii

diisinceyi imkan dahiline alir (Fortina, 2005).

Nanobiyoteknolojinin uygulama alanlar1 sunlardir;

1. Kontrollii ilag salim1

2. Kanser aragtirmalari

3. Doku miihendisligi

4. T1bbi goriintiileme

5. Nanotastyicilar

6. Biyonanorobotikler

7. Nanobiyomalzemeler (Jain, 2011)

Canliligin hala tam olarak c¢oziilememis olmasma ragmen, her alanda yapilan
degisik uygulamalarla karsimiza ¢ikan bu nanobiyoteknoloji kavramiyla; yedigimiz

etten i¢tigimiz suya kadar aklimiza gelebilecek her tiirlii olgu imkan dahiline girmistir.
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Insan insiilinini, biiyiime hormonlarini in-vivo ortamda {ireterek insanligm hizmetine
sunmak ya da doku iskelesi caligmalariyla 6zellikle fareyi kullanarak insan organlarini
insana gerek duymadan baska bir canlida tiretebilmek gibi aklin sinirlarini zorlayan her
tiirlii fikirler bu alanin tam olarak kapsamidir. Stephan Hawking’in “Bugiiniin bilim
kurgusu, genellikle yarmin bilim gergegidir” s6zii nano-biyoteknolojinin nemini ve

gelisimini vurgulamaktadir (Giirbiiz, 2018).

1.1.3. Tiyazollerin nanobiyoteknolojideki 6nemi

Hastaliklara yol agan hastalik etkenlerinin (viriis, bakteri vb.) ilaglara direng
kazanmalarindan dolayr yeni alternatif bilesiklerin sentezlenmesine gereksinim
duyulmustur (Belder, 2012). Canli olmanin getirdigi ka¢inilmaz bir gereklilik olan
saglik i¢in, gelisen teknolojiyle beraber nano-biyoteknolojik ilag tasariminin 6nemi her
giin artarak devam etmektedir.

Tiyazol halkas1 B; vitamini, penisilin, karboksilaz gibi dogal bilesiklerin yapisal
bileseni olmasindan dolay1 biyolojik ve farmasdtik alanda ¢ok gegmeden heterosiklik
kimyanin temeli olmustur. Tiyamin ya da bilinen adiyla B; vitamini, hiicre olugumu,
kas, sinir sistemi, dolasim sistemini ve beynin enerji liretimi ig¢in gerekli olan, suda
¢oziinen bir vitamindir. Bugday basagi, kepek, taze sebzeler, kirmiz1 et gibi ¢ogu
besinde fazlaca bulunur (Polat, 2012). Dogal antibiyotik aktif maddeler olan, Penisilin
G, Penisilin V ve Ampisilin (Sekil 1.8.a,b,c) gibi, sentez yoluyla elde edilen ilag aktif
maddeleride tiyazol igerir. Rodanin (Sekil 1.8.d), primulin boyasi da tiyazol bilesikleri
arasindadir. Suni ilag¢ aktif maddeleri olan siilfatiyazol, siilfasiiksidin ve promizolda

tiyazol grubundandir (Solomons, 2002).
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Sekil 1.8. (a) Penisilin G, (b) Penisilin V, (¢) Ampisilin ve (d) Rodaninin yapisi
(Solomons, 2002)

Cok cesitli biyolojik aktiviteye sahip olan heterohalkali bilesiklerin basinda
gelen tiyazol ve tiirevleriyle, bu halkalar1 iceren yapilar; alerjik, bakteriyel, HIV gibi
enfeksiyonlarda, viral, iltihapli hastaliklarda (Khalil, 2009), gliniimiiziin en 6nemli
saglik sorunu olan kansere kars1 anti-kanser etkili olarak (Lesyk, 2007),(Lesyk, 2006)
ve anti-konviilsan (Bachir, 1990), anti-tiiberkiiloz (Lu, 2012) olarak ilag iiretiminde,
fibrinojen reseptor antigonisti olarak ve DNA Gyrase B’nin inhibitorleri olarak
kullanilmaktadir (Belder, 2012). Baz 2-amino tiyazol tiirevlerinin ise; bakteriyosit,
fungisit, pestisit olarak kullanim alanlar1 bulunmaktadir (Duran, 2006).

Benzotiyazoller (Sekil 1.9) pek c¢ok biyokimyasal ajan uygulamalarinda,
molekiiler biyoloji ¢alismalarinda, tibbi ve kimyasal uygulamalarda fluoresent
ozellikleri nedeniyle kullanilmaktadir. Literatiirde bu tip bilesiklerin tiyazol tiirevleri
tizerinde ¢aligmalar fazla bulunmamakla birlikte, bu bilesiklerin bazilar1 nonlinear optik
(Costa, 2006) ve luminesans (Day, 2004), floresans (Batista, 2004) o6zelliklerini
gosterdikleri tespit edilmistir (Akdogan, 2013)

N
S

Sekil 1.9. Benzotiyazol yapist
(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Benzothiazole_simple_structure.png)
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Biyolojik ag¢idan aktif olan bilesiklerin (tiyamin, basitrasin, penisilinler,
koenzimkarboksilaz vb.) yaninda, sentezlenerek elde edilen boya, sanayi ve ilag aktif
maddesi olarak kullanilan ¢ogu kimyasal maddeler yapisinda tiyazol halkas1 bulundurur
(Tashiro, 2008). Farmakolojide 6nemli bir konu olan nano-biyoteknolojik ilag
tasariminda (6zellikle agr1 kesici ve ates diisliriicli) ilag etken maddesi olarak
kullanilmasmin yaninda; antibakteriyal-parazitik (Ghasemi, 2015), antimikrobiyal,
antihistaminik, anti-inflamator (Hassan, 2012; Sen, 2018) ve anti-oksidan (Jaishree,
2012) 6zelliklerinde oldugu arastirmalarda kaydedilmistir (Ozel, 2006).

1.2. Hiicre Goriintiileme

1.2.1. Hiicre Kiiltiiri

Hiicre, doku ve organ kiiltiirlerinin baslangict 1907°de Ross Harrison’in Yale
Universitesi laboratuvarinda, bir kurbaganin sinirlerini ¢ikararak, basit bir tuz
cozeltisinde kontrol etmesiyle ortaya ¢ikmistir (Lynn, 2009). 1950’lerde insan epitelyal
servikal kanserinden kiiltiire edilen ‘HeLa’ ilk hiicre dizisi, memeli hiicre kiiltiiriiniin
daha degerli hale gelmesini saglamistir. Bu gelismeler sayesinde ancak 1980 yillarinda
tekrarlanabilen, genis 6lgekli memeli hiicre kiiltiirleri olusturulmustur. 2000’11 yillardan
itibaren insan genom projesi; genomiks ve proteomiks {iizerindeki c¢alismalar hiicre
kiiltiiri laboratuvarlarinin 6nemini daha da belirginlestirmistir (Tiryaki, 2010).

Hiicre kiiltiirii, canlidan alinan kiigiik bir parca doku veya organdaki bireysel
olarak ayrilan hiicrelerin, in-vitro ortamda (laboratuvar ortaminda) kontrollii bir sekilde
biiyiitiillmesi ve cogaltilmasi islemine denir. Hiicre kiiltiirii laboratuvarlari, iizerinde
calisilmak istenen hiicrelerin (fibroblast, diiz kas vb) kiiltiire edilerek, hiicre i¢i ve
hiicreler arasi biyokimyasal etkilerini (hiicresel veya molekiiler diizeyde) (Amelian,
2017) in-vivo ortamda (canli ortam) yapilamayan deneylerde, devamli olarak deneysel
calismalara imkan vermesinden dolay1 vazgecilmezdir. Kiiltiire edilebilen 2 tip hiicre
vardir. 1.Tutunarak c¢ogalabilen hiicreler (endotel, diiz kas, fibroblast vb.)

2.Siispansiyon kiiltiirler (kan, dalak, kemik iligi hiicreleri vb.) (Tiryaki, 2010 ).
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Hiicre kiiltiirii calismalarinda genel olarak;
1.Hiicrelerin beslenmesi 2.Pasajlanmasi 3.Dondurularak saklanmasi 4.C6zme,

5.Hiicre sayimi ve sitotoksite gibi islemler yapilir.

Calisilacak hiicrelerin bireysel olarak ayrigmasi enzimatik ya da mekanik
yollarla gergeklestirilir. Bu amagla hiicre kiiltiirii laboratuvarlarinda siklikla kullanilan
proteolitik enzimler vardir. Hiicreleri flask yiizeyinden kaldirmak i¢in en ¢ok kullanilan
enzimler tripsin ve kollojenazdir (Alberts, 2002). Asagidaki tabloda hiicre kiiltiirii

laboratuvarlarinda en sik kullanilan bazi hiicre dizileri verilmistir.

Tablo 1.1. Siklikla kullanilan hiicre dizileri (Amelian, 2017)

Hiicre dizisi Mensei Uygulamalar
Cok hizl biiytime, kanser

Hela, A431 Epitelyal servikal kanser | arastirmalarinda yaygin olarak kullanilan
hiicreler

Emilim ¢aligmalar ile bagirsak epiteli,
Caco-2, HT29, Kolon adenokarsinomu toksisite testleri

HCT-116

U20S Osteosarkom hiicreleri [laglarn tasinmas1 ve emilimi ¢alismalari
SkBr3, MCF-7, | Meme kanseri [laglarin tasinmasive emilimi,antikanser
MDA-MB231, bilesiklerini tarama ¢alismalari

ZR-75-1

Submukozal bezin ser6z | Emilim ¢aligmalar yoluyla brons epiteli,
Calu-3 hiicreleri metabolik ve nakil modeli respiratuar
epitel ilag teslim ¢alisma

HaCaT Yetiskin insan derisi Cildin i¢inden ilag¢ penetrasyonu

16HBE140 Brons epitel Bronsg epitelinden emilim ve bosaltim
¢alismalari
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Hiicreler, metobolik aktivitelerini siirdiirebilmeleri i¢in gerekli mikrogevre
saglandig1 zaman laboratuvar ortaminda canli kalir, biiyiir ve ¢ogalabilir. Biiyiime mitoz
(hiicre boliinmesi) veya farklilasma gibi siireclerin kontrol edilmesiyle saglanabilir. Bu
stirecte hiicreler organizmanin doku ve organlarina benzer, fonksiyonel ozel tip
hiicrelere doniigebilir (Lynn, 2009). Deneysel calismalarin tekrarlanabilirligi, 6l¢iim
performansinin giivenirligi ve g¢alismalarin tutarliligini bulmak i¢in hiicre sayiminin
yapilmast gerekir. Bundan dolay1 canli hiicre sayilarini ve proliferasyonlarini tespit
etmek i¢in ¢esitli yontemler vardir. Canli ve cansiz hiicre sayimlarinin kolay, hizli ve
ekonomik bir yontemi olan direkt hiicre sayimlarinda, ¢ogunlukla hemositometre ile

trypan blue boyas1 kullanilarak yapilir.

1.2.2. Hiicre Kiiltiirii Uygulama Alanlar

Hiicre ve doku regiilasyonu lizerine yapilan ¢alismalarin ¢ogu kullanimi kolay,
ekonomik ve yiiksek hiicre canliligi saglayan 2B yiizeyler (doku kiiltiirii plakalari,
mikrowell plakalari, petri kaplari) {lizerinde biiyiitiilen hiicrelerin analizine dayanir.
Fakat 2B in-vitro ortamda kiiltiire edilmis hiicreler farklilagmis fonksiyonlarini
koruyamazlar ve morfolojileri 3B (ii¢ boyutlu) bir ortamda kiiltiire edilmis hiicrelerden
farklidir. 2B hiicre kiiltiirlerinin in-vivo ortamda fenotipik ve genotipik Ozellikleri
(Page, 2013) taklit etme yetenegi sinirlidir. Bundan dolayir 2B ortamlari, kompleks 3B
mikro-gevresinde biiyiidiigli in-vivo durumu gostermez (Joshi, 2018). Bu
dezavantajlarindan dolay1 canli organizmanin dogru replikasyonunu kolaylastiran, insan
dokularinin morfolojik ve fonksiyonel 6zelliklerinin tam olarak anlasilabilmesi i¢in 3B
yapilari igeren 3B hiicre kiiltiirii sistemleri gelistirilmistir (Nilghaz, 2018)

In-vivo ortamu taklit edebilen hiicre kiiltiirii sistemlerinin (McKee ve Chaudhry,
2017) uygulama alanlar1 sunlardir;

1. Doku ve deri miithendisligi

2. Hiicre biyolojisi

3. Tlag kesfi ve tasarimi (Mathieu ve Ruohola-Baker, 2013)

4. Farmokokinetik

5. In-vitro toksikoloji (kanser arastirmalari)

6. Tiip bebek, kisirlik tedavileri, embriyonik arastirmalar

7. DNA ve RNA replikasyon aragtirmalari
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8. Hiicre haberlesmesi, sinyal iletim mekanizmasi aragtirmalari

9. Kimyasal transformasyon (Amelian, 2018)

Giiniimiizde, kesin tedavisi olmayan, ciddi saglik sorunlarindan biri olan kanser
hastaliginda, hiicre kiiltiirleri yapilarak patolojik sonuglar elde edilmekte ve elde edilen
sonuglarla kanser hiicrelerinin yapisit anlasilarak onlara karst etkin tedavi
arastirilmaktadir. Hiicre ve doku kiiltiirii ¢alismalar1; hiicre mekaniginin anlagilmasi,
asl, mAb’ler, sitogenetik, biyokimyasal, molekiiler biyolojik (Takahashi, 2015)
calismalarda hayati 6nem tasiyan bir tekniktir. Bu vb. bir¢ok nedenden dolayr hiicre
kiiltirdi, bilim insanlar tarafindan biyoteknoloji, nanoteknoloji ve nano-biyoteknoloji

alaninda yapilan aragtirmalarin vazgecilmez parcasidir.
1.2.3. Hiicre Goriintiileme Teknikleri

Tipta ve biyolojide, biyolojik organizasyonun (Sekil 1.10) yapt ve fonksiyonlar
hakkinda ulasilan tiim bilgiler, canliligin temel fonksiyonel birimi hiicre ve yapilari
hakkindaki arastirmalar sayesindedir. Organizmanin yapisinin anlagilabilmesi igin,
canlilik 6zelligi gosteren en kiiclik yapitaginin tiim yonleriyle bilinmesi gerekir. Bundan
dolay1 gozle goriilemeyen hiicreyi ve yapisini goriiniir hale getirebilmek, canliligin tiim
strlarini ¢6zmek i¢in, bilim insanlar1 yillardir ¢esitli biiylitme aracglar1 ya da goriintiileme

teknikleri tizerine ¢alismiglardir (Herman, 1998).

2 adld
Sisternr |

- g )#? Birlikte caligan

=5

- j,g organlar
rgan

C / sistemleri Organizma
[ Vw olusturur.
) Birlikte caligan

~ dokulardan olusur.

it enzer hucreler,
e ' dokular olugturmak
e icin gruplanmigtir.

Sekil 1.10. Biyolojik organizasyon diizeyleri
(https://fenogretmeni.net/2016/09/14/6-sinif-hucre/)
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Mikroskoplar; insan goziiniin géoremedigi mikro yapilart (bakteri, viriis, hiicre vb.)
gelismis mercekler sayesinde detayli goriintiillenmesini saglayan ve bunu bilgisayar
ortamina tagiyan aletlerdir. Bazi kaynaklar ilk basit mikroskobun (Sekil 1.12a)
Hollandali Zacharias Janssen (1580-1638) tarafindan bulundugunu ileri siirer.
1600’lerde Leuwenhook ‘Animalculus’ (Sekil 1.11) ismini verdigi mikroskobuyla sise

mantarini incelemistir.

A Focus Leeuwenhoek
. Microscope

Sample
Translator

Sekil 1.11. Leuwenhook’un Animalculus adin1 verdigi mikroskobu
(http://www.nkfu.com/anton-van-leeuwenhoek-neyi-icat-etti/)

Robert Hooke bilim tarihinde hiicre goriintiilemede baslangi¢ olarak kabul edilen
mikroskobuyla (Sekil 1.12b), sise mantarina odaklanarak ¢izmeye c¢alistig1 delikli yapiy1
hiicre (Sekil 1.12c¢) olarak tanimlamis ve ilk kez hiicre kavramini kullanmistir.
Hooke’un iirettigi mikroskobuyla gilinlimiiz mikroskoplar1 arasinda dig goriintiileri
olarak cok farklilik olsa da, genel itibariyle goriintiilemenin temel mantigini olusturan

fizik kanunlar1 aynmidir (Purali, 2004)
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Janssen 1600 Hooke 1670

Obijekif
I

Okiler

Lamba
P Koqdensér
| )
1 QOdaklama
Okuler ~ Objektif
a b e

Sekil 1.12. (a) Jannsen bilesik mikroskobu, (b) Robert Hooke mikroskobu, (c) Hooke el ¢izimi (mantar
dokusu) (Purali, 2004)

Laboratuvarlarda siklikla kullanilan 3 g¢esit mikroskop vardir. 1.Isik
mikroskobu, 2. Elektron demeti mikroskobu ve 3. Ultrases mikroskobu (Purali, 2004).
In-vivo c¢alismaya olanak saglayan 1sik mikroskobu genel prensipleri itibariyle;
la.Fluoresan mikroskobu 1b. Konfokal mikroskobu, 1c. Faz kontrast mikroskobu olarak
3 baslik altinda incelenebilir (Murthy, 2011). Nano boyutlu malzemelerin yap1 ve
ozelliklerini, goriintiileme olanag1 sunan elektron mikroskoplari; 2a. Taramali elektron
mikroskobu (SEM) ve 2b.Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) olmak iizere ikiye
ayrilir (Wardencki ve Bielawska, 2016). Insan gozii 0,1 mm, 151k mikroskobu 0,2 pm ve
elektron mikroskobunun ayirt etme giicii 0,1 nm’dir (Karakog, 2016).



18

Tablo 1.2. Giinliik yasamdaki bazi cisimlerin mikro, nano dlcekleri (Isci, 2008)

Cisim / dalga Bilyiikliik (nm, Biiyiikliik Biiyiikliik (mm)
nanomefre) |(mikrometre, pm)

Pire 1,500,000 1500 1.5
Toz Mite 200,000 200 0.2
Sag kili-cap 50,000 50 0.05
Alyuvarlar 7000 7 0.007
Mikrop,Bakteri 1000 1 0.001
Viriis 100 0.1 0.0001
DNA 2 0.002 0.000002
Gioriiniir 151k, A 400-800 0.4-0.8 0.0004-0.0008
Elektron,100keV, A 0.004 4x10-° 4x1 0—"]

Imm=10" pm = 10" nm= 10" A®
1 A° ( Angstrom)= 10" nm= 10" pm =10" mm=10""m

Konfokal mikroskobu doku miihendisligi 3B goriintillemede yaygin olarak

kullanilan yiiksek ¢Oziiniirlikklii lazer tarama mikroskobudur (Hao, 2018). Mevcut

konfokal mikroskoplar1 lazer 1smin taranmasi prensibine dayanir (Wang ve Larina,

2017). Konfokal mikroskobu genel itibariyle; hiicre-doku i¢i protein organizasyonunu

GPF (yesil fluoresan protein) kullanarak goriintiilleme, genlerin (Paddock, 1998),

dokularin, hiicrelerin ayrintili morfolojik ve fonksiyonel bilgilerinin gorsellestirilmesi-

analiz edilmesi, canli hiicre ve dokularin yiiksek ¢oziliniirliikli goriintiilenmesi, ylizey ve

yakin yiizey yapilarini hasarsiz goriintiilenmesi, hiicrelerin ve yiizeylerin {i¢ boyutlu

rekonstriiksiyonlar1 gerceklestirilebilir (Murthy, 2011).

Sekil 1.13. Konfokal mikroskobu



19

Faz kontrast mikroskobu biyolojik c¢aligmalarda siklikla kullanilan bir
goriintiileme teknigidir. Isigin farkli kirilma 6zelligiyle hiicre ve hiicre dis1 yapilardan
gecerken seffaf objeden incelenen Grneklerin hiicre i¢i yapilarinin goriintiilenmesini
saglar (MEB, 2011). Boyanmamis canli hiicrelere gonderilen 151k organeller ile
karsilasir ve yansir. Farkli fazlarda ve farkli zamanlarda yansiyan 1s1k, saglanan faz-
kontrastlik sayesinde detayli goriintiiniin olugmasini saglar. Asagida Sekil 1.14a- 1.14b’

de iki mikroskop goriintiileri arasindaki farklilik gosterilmistir.

Sekil 1.14. (a) Isik mikroskobu ve (b) faz-kontrast mikroskobuyla elde edilen canli hiicrelerin goriinti
farklilig1 (Karakog ve ark., 2016)

Istk ya da karanlik alan mikroskoplarinin yetersiz kaldigi durumlarda,
boyanmamis canli hiicre ve dokular, 6lii hiicreler, hiicre sitoplazmasi, detay incelenmesi
gereken yiiksek biiylitmelerde membran farkliliklarinin belirlenmesinde kullanilir
(Karakog ve ark., 2016; MEB, 2011). Konfokal mikroskobu ile geleneksel faz kontrast
mikroskobunun farki, konfokal konfigiirasyonu, daha derin kesite imkan sagladigindan
dolay yiiksek ¢oziiniirliiklii 3D rekonstriiksiyonu saglayabilmektedir (Wang ve Larina,
2017).
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Sekil 1.15. Faz-kontrast mikroskobunda Bacillus anthracis sporlarimin goriintiisii
( Karakog ve ark., 2016)

Elektron mikroskoplari; son 80 yildir nano boyutlu malzemelerin yap1 ve
ozelliklerinin belirlenmesini saglayan devrim niteliginde bir goriintiileme teknolojisidir
(Inkson, 2016). Isik mikroskobunda goriintiileme igin 15181 dalga boyu kullanilirken,
elektron mikroskoplarinda ise elektronun dalga boyu kullanilir. Elektronlarin dalga
boyu 1s1gin dalga boyundan daha diisiik oldugu igin ¢Oziiniirliik 151k mikroskoplarina
gore bin kat daha fazladir (Woodford, 2018). Tek atomik boyutlarina kadar, mikron altt
boyutlu nesnelerin gorlintilemesine imkan taniyarak, nanoteknoloji ve nano-
biyoteknoloji gibi alanlarin gelismesine katki saglar. Giinliik yasamda kullanilan tiim
akilli telefonlar, televizyonlar, arabalar, ucaklar gibi kullanilan nesnelerin ¢ogunun
gelisimi elektron mikroskobu sayesindedir (Inkson, 2016). TEM (Gegirimli elektron
mikroskobu) ve SEM’in (taramali elektron mikroskobu) genel calisma prensibi Sekil

1.16°da verilmistir.
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Sekil 1.16. TEM ve SEM c¢aligsma prensibi
(http://biyologlar.com/daha-yakin-olmak-icin-elektron-mikroskoplari)

2B ve 3B malzeme karakterizasyonu i¢in ¢ok yonlii tekniklerinden olan SEM
ve TEM, hem goriintileme hem de kimyasal analizlerde nano boyutlardan mikro
boyutlara kadar uzanan genis aralifi vardir. (Corradini ve McClements, 2017).
Materyal oOrnekleri 1-10 nm (Abraham, 2007) olan elektron mikroskobuyla;

malzemelerin morfolojisi, kristal yapisi, element kompozisyonu ve elektronik
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ozellikleri, (Adams ve Barbante, 2015) molekiilin dogal boyutunu, seklinin detayli
goriintiistinii, membran biitiinligi ve degisiklikleri, hiicre matriks iliskileri, (Rhodes,
2009) gidalarin yiizeyini veya yapisini degerlendirmek vb. goriintiilemek i¢in kullanilir

(Corradini ve McClements, 2017).

1.3. Floresans Spektroskopisine Genel Bakis

1.3.1 Spektroskopi

Spektroskopi kimya biliminde siklikla duyulan bir kavram olsa da yaptig
incelemeler ve galisma alanlarnyla fizik, fonotik ve optik temelli metodlardir. Molekiiler
biyoloji, biyofizik, kimya, astrofizik, elektrokimya vb. bircok alanda spektroskopi
kullanilir (Ghosh, 2018). Spektroskopik teknikler, biyokimyasal aktivitenin birincil,
ikincil, tglinclil ve dordiinclil yapiya bagli oldugu nano-biyoteknolojik {irtinlerin
karakterize edilmesinde 6nemli yere sahiptir (Hills, 2017). Spektroskopinin baslangici
Isaac Newton’un prizma deneyi (Sekil 1.17) kabul edilir. (Eskier, 2017).

Sekil 1.17. Newton prizma deneyi temel mantigi
(http://www.karmabilgi.net/renk-tayfi-ve-gorunur-isik/)

Deneysel olarak sadece frekans olgitimlerini gosteren, atomlarin elektromanyetik
yapilarin1 tayin etmek i¢in kullanilan metotlara spektroskopi denir. Temel mantigy;
enerji ile (elektromanyetik dalga) molekiillerin etkilesmesine (yansitma, sogurulma
veya salinma) dayanir (Ciice, 2012). Beyaz 15181n prizmadan gegirilmesiyle elde edilen

1isinlarin biitiin dalga boylar1 ve renklerini igeren ¢izgiler spektrum (Sekil 1.17) olarak


http://www.karmabilgi.net/renk-tayfi-ve-gorunur-isik/
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tanimlanir (Eskier, 2017). Elektromanyetik spektrumda (Sekil 1.18) beyaz 1s1k goriiniir
bolgede (400-800 nm) yer alir (Karakog, 2016).

gorundr isigin frekanslari 4*10 Hz 7*10'Hz

gorundr 1s1gin dalgaboylari (nm) 700 610 580 530 495 450 400
151k h121=299.792.458 m/sn l ‘ I |
c=A*f

dalgaboyu (metre) frekans (Hertz) R

daha diisiik daha yiiksek

Kirmizidtesi isik = ~ mordtesi isik enerjil

enerjili

Isinim Tipinin Radyo Mikro Kizilotesi Goriunur Morotesi X Gama

ismi Dalgalari Dalgalar Isinlar Isik Isinlar Isinlari  Isinlan
Dalgab : - ! g . 2 - : : : < : :
s 10-10° 10-10° 10-10° 10°-10 10-10° 10°-10" 10-10°
Frekansi 10’ 10° 10" 10° 10° 10° 10°
(Hertz) v v

Tek bir A é ) s,
dalgaboyunun g ¢ ,_w fad S WA pu
yaklasik N “ A:.- y R .,.{23 - [>+%
boyutu : » !
. Bal Igne Tek Atom
Binalar Insanlar Arisi Ucu Hiicreliler Protein Atom  Cekirdegi
Yogun olarak
bu renklerde ] D)
Isima yapan
cisimlerin sicakliklar 1K 100 K 10 000 K 10 000 000 K
-272°C -173C 9727°C ~ 10 000 000 C

Sekil 1.18. Elektromanyetik spektrum
(https://www.youtube.com/watch?v=7kpUIOjYu84)

Floresans ve fosforesans spektroskopinin bilinen, siklikla tercih edilen
dallarindandir. Bu iki kavramin temel mantigi; Elektromanyetik 1simayla uyarilan
maddenin ( iyon, atom, molekiil) elektronunun, uyarilmis diizeye ge¢mesi ve daha
sonra bu diizeyde kararli olarak kalamayan elektronun, temel enerji diizeyine donmek
icin fazla enerjisini ortama verirken yaptig1 isimanin 6l¢iilmesidir (Eskier, 2017; Ciice,

2012).

1.3.2. Floresans ve Fosforesans

Bir maddenin iyon, atom veya molekiiliiniin fotonu sogurmasi sonucunda temel
enerji seviyesinden, daha yiiksek enerjili uyarilmis enerji seviyesine gecerler. Uyarilmis
halde ki foton 10°10°® sn’de (yaklasik olarak) fazla enerjisini ortama vererek tekrar
temel haline doner. Molekiiliin foton sogurmasi 151k absorbsiyonudur (Ciice, 2012).
Uyarilmis haldeki elektron farkli yollar1 izleyerek temel diizeye gecer (Jablonski

Diagrami). Molekiiliin fotonu sogurarak uyarilan elektronun uyarilmis (singlet) halden


https://www.youtube.com/watch?v=7kpUIOjYu84
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temel (singlet) hale doniismesine floresans denir. Bu olay molekiiliin foton vermesiyle
gerceklesir (Kuzu, 2016)

Jablonski Diagraminda (Sekil 1.19); singlet (So, Si1.) ve triplet (T1) elektronik
enerji diizeylerini, kalin yatay ¢izgiler ifade ederken; elektronik enerji seviyelerindeki
titresimlerini ince yatay cizgiler gostermektedir. Foton ile elektron iligkisini diiz siyah
oklar; 1simimsiz elektron gecislerini dalgali oklar gostermektedir (Kuzu, 2016).
Floresans ozellik gosteren birgcok madde vardir. Cinko silikat, kadmiyum slikat,

benzotiyazol, magnezyum volframat vb. bilesikler 6rnek olarak verilebilir.

Absorpsivon

Titresimsel rahatlama iz cevrime
\ ﬂ /7\ Sistemler arasi gegis

A TS —

5 2

[1 ¥ 5

E / T
I
Enerji S - A
Geciktiritmis floresans

\5 —
So
\] Floresans

Sekil 1.19. Jablonski Diagrami1
(Kuzu, 2016)

Floresans 6zellikli maddeler {izerlerine gelen belli dalga boyundaki ismlarini,
baska dalga boyundaki 1sinlar seklinde yansitir. Baz1 molekiilleri fluoresans 6zellikleri
digerlerine gore daha etkilidir. Belli dalga boyunda uyarildiginda baska dalga boyunda
151ma yapan bu tip molekiillere florofor veya fluoresans madde denir. Uyar1 enerjisinin
kaynag1 1s1ksa; uyari 15181 (excitation), yiiksek enerji diizeyinden diisiik enerji diizeyine
gecerken foton yaymasi olayma emisyon denir (Purali, 2004). Floresans mikroskobunda

goriintli olusturmak icin 1s1nlara kars1 floresans etkili boyalar kullanilir.
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Floresans maddeler belli dalga boyundaki 1sikla etkilestikten sonra 151k yaymimi
kisa stireli olusur (Rettig, 2012); eger uzun siireli bir yaymim sz konusu ise bu tiir
maddeler fosforesans adini alir. Bir baska deyisle fosforesans; uyarilmis triplet halden
temel singlet haline gecerken yapilan 1s1ma olarak tanimlanir. Fosforesansta 1sik
yayinimin uzun siirmesinin nedeni (diamanyetik ve paramanyetik ozellikler) spin
farkliliklaridir. Fosforesansa bilinen en iyi Ornek uzun siire acik kalan lamba
anahtarlarinin kapatildiktan sonra da 11k yaymasidir (Valeur, 2001)

Floresans yayilimmin hizli olmasinin nedeni, singlet uyarilmis enerji
seviyesinden singlet temel enerji seviyesine donerken spin yonelimi degismemesidir.
Fosforesans olayinda ise triplet durumdaki elektronlar eslesmemis ve ayni spin
yonelimlerine sahiptir. Ancak spin yonelimi ayni olan iki elektron ayni anda, aym
hareket durumuna sahip olamaz. Bir orbitalde zit spinli olmak kaydiyla yalnizca iki
elektron bulunabilir (Pauli- Disarlama Ilkesi). Bundan dolay: triplet durumdan yapilan
gecisler 10 sn < gibi ¢ok yavas olarak gergeklesir ya da hi¢ gerceklesmez. Fosforerans
ve floresans arasindaki yayilim siirelerinin farkli olmasinin nedeni bu singlet ve triplet

durumlardan gegislerdir (Skoog, 2004).

Uyarilma mantig1 asagida 6zetlenmistir;
Temel Singlet Hal—Uyarilmis Singlet Hal—Floresans (Kisa émiirlii 1sin= 10" -10°® sn)
(Rettig ve ark., 2012).

Temel Singlet Hal—>Uyarilmig Singlet Hal—Uyarilmis Triplet Hal—Fosforesans (Uzun
omiirlii 1s1n=10"sn <)

P | 1 3
1 f s Lk )

Temel singlet hal hyarllmw singlet hal uyarilmis triplet hal

Sekil 1.20. Singlet ve triplet durumdaki uyarilmis elektronlarin spin yonelimlerinin sematik gdsterimi
(Ciice, 2012)

Foton absorbsiyonu yapan ¢ogu molekiiliin floresansi yoktur. Ciinkii floresans
diger tiirlere gore ¢ok yavas gerceklesir. Bazen floresans ¢ok etkili iken, bazen etkili

olmayabilir. Floresans kuantum verimi (®F veya Q) olarak adlandirilan bu floresans
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etkinligi, floresans ile verilen foton sayisinin, sogurulan foton sayisiyla oranindan elde
edilir (\Valeur, 2001).

Floresans, madde veya canli sistemlerin, molekiiler ve supramolekiiler diizeyde
yapi- dinamiklerini arastirmak igin siklikla tercih edilen bir tekniktir. Ilk olarak notr ve
iyonik karakterlerin konsantrasyonlarini belirlemek icin kullanilan floresans yontemi;
yiiksek hassasiyet, diisiik toksisite ve yliksek hizlar1 gibi 6nemli 6zelliklerinden dolay1
analitik kimya, biyokimya, biyoloji, fizyoloji gibi molekiiler etkilesimlerinin
incelenmesinde siklikla tercih edilmektedir (Valeur, 2001). Floresan boyalar, genellikle
bir yiizeye veya floroforlara yiiksek ¢oziiniirliiklii, gelismis goriintiileme saglamak i¢in
kullanilir ( Brabazon, 2018). Goriiniir bolgenin disinda kalan UV gibi 1siklar, floresan
maddeyle absorbe edilerek goriiniir bolge spektrumu iginde bir dalga boyunda
yansitildigr zaman goriilebilir (Karakog, 2016). Piko ve femtomolar diizeylerde 6l¢iim
alinabilmesinden dolay1r nano-biyoteknolojide; protein-DNA baglama g¢alismalarinda,
makromolekiillerin ve biyolojik bilesenlerin mesafelerinin Ol¢ililmesi ¢aligmalarinda,
protein katlanmalar1 veya dinamiklerinin tespitinde, membran yap1 ve islev
caligmalarinda,  kontrollii ila¢ saliniminda reseptdor- membran etkilesimlerinde

kullanilmaktadir (Ciice, 2012).
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Sekil 1.21. Fluoresans temel fizik kurami (a), uygulamasinin gosterimi (b), epi- fluoresan mikroskop
gosterimi (c) (Purali, 2004)
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Bilim insanlar1 daima arastirmalarini, insan yasami i¢in en Iyisini bulmaya
yonlendirmis ve bu dogrultuda Ozellikle saglik alaninda nano-biyoteknoloji
calismalarina yonelmistir. Bu kisimda, nanobiyoteknoloji kapsaminda yapilan

aragtirmalardan bazilaria deginilmistir.

Laczkowski ve arkadaslari, MV4-11, A549, MCF-7 ve HCT116 ve normal
fare fibroblastina (BALB/3T3) kars1 10 tiyazol bazli nitrojen antiproliferatif
sentezlemislerdir. Bilesiklerin karakterizasyonu 'H and *C NMR, FAB(+)-MS ve
element analizleri kullanilarak yapilmistir. Tiirevleri arasinda, 5b, 5c, Se, 5f ve 5i'nin
ICsp degerleri 2,17-4,26 pg/mL olan insan 16semi MV4-11 hiicrelerine kars1 yiiksek
aktivite sergiledigini saptamislardir. Bilesik 5S¢ ve 5fnin BALB / 3T3 hiicrelerine karsi
sitotoksik aktivitesi, kanser hiicre ¢izgilerine kars1 20 kat daha diisiiktiir. Elde ettikleri
sonuglar, 5¢ ve 5i bilesiklerinin, MCF-7 ve HCT116'ya karsi, 3,02-4,13 pg/ml 1Cs
degerleri ile cok giiclii bir aktiviteye sahip oldugunu gdsteren ¢aligmada ayni1 zamanda
potansiyel ila¢ hedeflerini tanimlamak icin, hTopol - hTopoll'nin DNA baglama
bolgesi ve guaninle aktif bes bilesigin komplekslerindeki etkilesiminin, baglanma
enerjilerinin ~ kuantum  kimyasal = hesaplamasi  bilgisayar  simiilasyonlariyla

gergeklestirilmistir (Laczkowski, 2016).
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Sekil 2.1. Tiyazol bazli- nitrojen (5a-j)
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[Cu(Btptpy)(ClO4)](CIO4) 1 ve [Cu(Bttpy)(ClO4)](ClO4) 2, (Btptpy (L1) = 4’-
(Benzotiyofen)-2,2’:6',2"-terpiridin, Bttpy (L) = 4’-(Benziltiyazolil)-2,2’:6’,2"-
terpiridin) olan 2 bakir kompleksleri sentezlemislerdir. Absorpsiyon spektral titrasyonu,
DNA erime ¢alismasi, dairesel dikroizm ve viskozite Slgiimleri, kompleks 1 ve 2'nin
interkalasyon yoluyla DNA’ya baglandigini bulmuslardir. SDS-PAGE jel elektroforezi
kullanilarak bakir kompleksleri ve BSA arasindaki etkilesim floresan titrasyonu,
dairesel dikroizm ve bunlarin proteaz aktivitesi aragtirilmistir. Agaroz (AGE) ve SDS-
PAGE jel elektroforezi, her iki kompleksin de katki maddesi hidrojen peroksit
varliginda iyi niikleolitik ve proteolitik 6zelliklere sahip oldugunu ortaya koymaktadir.
Her iki kompleks de, ii¢lii negatif CAL-51 insan meme kanseri hiicre ¢izgisine ve
hepatoseliiler karsinoma (HepG2) kanser hiicre dizilerine karsi belirgin sitotoksik
Ozellik gosterir ve karaciger normal hiicre hattina (Changs) karsi ¢ok daha az
sitotoksisite tasir. DCF-DA ve TBRAS testi ayrica kompleks 1 ve 2'nin kanser
hiicrelerinde normal hiicre hattindan daha yiiksek diizeyde reaktif oksijen tiirleri (ROS)
ve oksidatif stres olusturdugunu desteklemistir. Ayrica, FACS analizi, kompleks 1 ve

2'nin, biiylime faz1 hiicre dongiisii tutuklugu ile apoptosisi getirdigini dogrulamaktadir.

(Manikandamathavan, 2017)

Maltas ve arkadaslari, 4- (2-hidroksibenzilidenamino) benzoik asit (PHBA) ve
4- (2-hidroksibenzilidenamino) ftalik asit (PHPA) iki yeni floresan ligand sentezleyerek
DNA’ya baglanma kapasitelerini spektroskopik yontemle incelemislerdir. SPIONs
tizerinde DNA baglanma kapasitesi belirlenmistir. 23,1 ng DNA, 25 mg nanopartikiil
lizerine immobilize edilmis ve DNA-APTS-SPIONs yapisina floresan ligandlarin
baglanma kapasitesi PHBA i¢in 2.36 uM bulunmustur. 25 mg nanopartikiillerde ise
PHPA igin 1,97 olarak bulunmustur.

Tibbi ve biyolojik aragtirmalarda siklikla kullanilan akis sitometrisi ile floresan
mikroskobu hiicre goriintiileme teknikleri, floresan kimyasi alanindaki yenilikler,
ekonomik ve kullanigh ticari boyalarin sentezlenmesiyle yakindan etkili iki alandir.
Siyaniir bazli boyalar, yiiksek uyarim katsayisi, dar emisyon aralig1 ve niikleik asitlere
baglandiginda yiiksek floresan o6zelliginde oldugundan dolayr yaygin olarak
kullanilmaktadir. Apoptoz ve hiicre dongisliniin degerlendirilmesinde anahtar

yontemler, cesitli akis sitometrik tekniklerle DNA igeriginin 6l¢iilmesini saglar. Yeni
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monometin siyan boyalar1 sentezledik ve canli ve/veya apoptotik hiicrelerin boyanmasi
icin uygulanabilirliklerini akis sitometrisi ve konfokal lazer tarama mikroskobu (CLSM)
ile goriintiileme deneyleri de gerceklestirilmistir. Sonug olarak; Boyalarin ikisinin 10—9
M'ye kadar yiiksek diliisyonlarda, ¢ekirdege yiiksek afiniteli baglanma gosterdigi tespit
edilmistir. Akis sitometrisi ve CLSM, bu boyalarin, segici olarak isaretlenmedigini
dogrulamistir (6rn etanol sabit hiicreleri). Yeni yapilarin hiicre dongiisiiniin analizi i¢in

uygun oldugu kanitlanmistir (Nikolova, 2013)

Gichner ve arkadaslar1 tek hiicreli jel elektroforezi (kuyruklu yildiz) testinin
alkali versiyonunu; 1. Alkilleyici ajan olarak etil metansiilfonat, 2. 50°C nekrotik 1s1
tedavileri ve 3. DNaz-I ile (li¢ islemin tiimii) tedavi edilen tiitiin (Nicotiana tabacum)
fidelerinin koklerine, yapraklarina ve yaprak cekirdeklerine uygulamistir. DNA
migrasyonunda doza bagiml bir artisa yol agarak, kuyruk DNA'sinin yiizdesi olarak
ifade edilmistir. Sonug¢ olarak; florokrom DNA boyalarinin, bitkilerde kuyruklu
tayininin alkali versiyonu i¢in yaygin olarak kullanilan etidyum bromiir, DAPI veya
YOYO-1 gibi ticari boyalar ile ayn1 verimlilikte kullanilabilecegi sonucuna ulagilmistir.

(Gichner, 2006)
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Mikrodalga 1s1masinin kullanildig: tek basamakli reaksiyon yontemiyle steroidal
tiyazol tiirevi (4-6, 8) sentezlenmistir. Steroidal ketonlarin ( 1-3, 7 ) tiyosemikarbazid
ve fenasil bromiir ile reaksiyonu ile sentezlenen bilesigin yapisi *H NMR, *C NMR,
MS ve analitik veriler ile IR’de dogrulanmustir. Sentezlenen bilesikler, 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) yontemi kullanilarak in-vitro antioksidan aktivitesi agisindan
degerlendirilmistir. Ek olarak deneyde 4-6,8 de pBR322 DNA bdliinme aktivitesi,
genotoksisite, reaktif oksijen tiirleri (ROS) tiretimi ve RBC hemolizi i¢in test edilmistir.
Yeni sentezlenmis bilesiklerin spesifik baglanma modunu aktif DNA bdlgesine
dogrulamak icin molekiiler yerlestirme analizi gerceklestirilmistir. Sonuglar sirasiyla, -
8.1 ve 8 kcal/mol olan serbest baglanma enerjileri olan 4 ve 8 numarali bilesiklerin daha
kararli komplekslerinin olustugunu bulmuslardir. Bundan dolay1; tek ¢ekirdekli tiyazol
yapili steroidal bilesiklerin, giiglii birer biyolojik ajan olarak kullanabilecegini
belirlemislerdir (Asif, 2017)

Svanvik ve arkadaslar1 niikleik asitleri tespit etmek amaciyla 1siklandirma probu
olusturmustur. Bu prob, asimetrik siyanin boya, tiyazol turuncunun (TO) baglandigi
PNA oligoniikleotididir. PNA’nin ¢ok iyi hibridizasyon ozelliklerini ve DNA’ya
baglanarak TO’nun floresan gelistirilme 6zellikleri birlestirilmistir. Peptik niikleik asit
hedef DNA’ya melezlestiginde, boya baglanir ve floresan 0Ozellik gostermistir.
Isiklandirma problart homojen hibridizasyon deneyleri i¢in uygun oldugu tespit
edilmistir. Hibridizasyon {iizerine floresan gelistirmenin, esas olarak serbest prob
floresansindaki degisikliklere bagli olarak farkli problar arasinda degistigini
goriilmiistiir. Sekiz prob i¢in, baglanmamis durumdaki 25 °C'de floresan kuantum
verimi, 0.0015 ila 0.08 arasinda degismistir ve esas olarak PNA dizisine bagli oldugu
goriilmiistiir. Isik problarin, hedef DNA'ya baglanmasi yiiksek oranda sekansa 6zeldir
ve 10-mer'lik bir hedef sekansta tek bir uyumsuzluk kolayca tanimlanmistir (Svanvik,
2000).

DNA floresan etiketlemesi igin, N,N’-Bis[tris-(2-aminoetil) amin]-3,4,9,10-
perilentetrakarboksilik diimide (PBI-TRIS) yapisiyla boyanmistir. DNA immobilizesini
saglamak i¢in (3-aminopropil) trietoksisilan (APTS) modifiye siiperparamanyetik demir
oksit nanopartikiiller (SPIONs) sentezlenmistir. Amin grubuyla fonksiyonellestirilen
nanopartikiillerin Calf thymus DNA i¢in 25 mg nanopartikiil konsantrasyonunda ytiksek
bir immobilizasyon kapasitesi (% 82.70) tespit edilmistir. PBI-TRIS'In DNA-SPION'a

baglanma kapasitesi de UV-vis spektroskopisi kullanilarak 25 mg nanopartikiillerde
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1.93 uM olarak bulunmustur. PBI-TRIS etiketli Konfokol mikoskobunda, DNA-SPION
ve meme hiicrelerinin, 488 ve 561.7 nm'de eksitasyon dalga boylar1 alindi .Ayrica
403.7 nm uyarma dalga boyunda alinarak ticari bir boya olan DAPI ile karsilastiriimis

ve sonug¢ olarak hiicre goriintilemede PBI-TRIS'in kullanilabilecegi saptanmistir

(Maltas, 2015)
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Sekil 2.3. N, N -bis [tris (2-aminoetil) amin] -3,4,9,10- bisimide (PBI-TRIS) sentezi
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. 2-amino-5-(piren-1-il)-tiazoliin (ABS-34) Sentezi

Proje  kapsaminda kullanilan, 2-amino-5-(piren-1-il)-tiyazol = (ABS-34)
molekiiliiniin sentezi, Necmettin Erbakan Universitesi Ahmet Kelesoglu Egitim
Fakiiltesi Kimya Boliimiinde Organik Kimya Laboratuvarinda, Prof. Dr. Ahmet Coskun
danmismanliginda Dr. Ahmet Burak Sarigiiney tarafindan gergeklestirildi.

Birinci adimda 7 mL deiyonize su iginde, 1-bromoasetil piren (0,1 mmol) ile
tiyotire (0,11 mmol) karistirtlmistir. Bu karistirma islemi gece boyunca devam ettirildi.
Reaksiyon siireci TLC (Ince tabaka kromatografisi) ile izlenerek tamamlanmistir.
Olusan c¢okelti, 2 kez 25 mL etil asetat ile muamele edilmistir. Etil asetatin
cikarilmasindan sonra, elde edilen iiriin kurutularak, etanolden kristallendirilmis ve
%76 verimle sentezlenmistir.

Kati, ENN: >260 °C (Dekompoze); *H NMR (400 MHz, CDCl;): 8.50 (Ar-1H, d), 8.23
(Ar-4H, m), 8.13 (Ar-3H, d), 8.06 (Ar-1H, t), 6.62 (tiyazol-1H, s), 5.05 (NH,-2H, bs).

3.2. 2-N-metilamino-5-(piren-1-il)-thiazoliin (ABS-40) Sentezi

Proje kapsaminda kullanilan, 2-N-metilamino-5-(piren-1-il)-tiyazoliin (ABS-40)
sentezi, Necmettin Erbakan Universitesi Ahmet Kelesoglu Egitim Fakiiltesi Kimya
Boliimiinde Organik Kimya Laboratuvarinda, Prof. Dr. Ahmet Coskun danigsmanliginda
Dr. Ahmet Burak Sarigiiney tarafindan gergeklestirildi.

Birinci adimda 7 mL deiyonize su i¢inde, 1-bromoasetil piren (0.1 mmol) ile N-
metiltiyoiire (0.11 mmol) gece boyunca karistirilmigtir. Reaksiyon siireci TLC (ince
tabaka kromatografisi) ile izlenerek tamamlanmistir. Olusan ¢okelti, 2 kez 25 mL etil
asetat ile muamele edilmistir. Etil asetatin ¢ikarilmasindan sonra, elde edilen iiriin
kurutularak, etanolden kristallendirilmis ve % 69 verimle sentezlenmistir.

Kat1, EN: >260 oC (Dekompoze); *H NMR (400 MHz, CDCls): 8.51 (d, 1H, Ar), 8.26
(m, 4H, Ar), 8.10 (Ar-3H, d), 8.07 (Ar-1H, t), 6.59 (s, tiyazol-1H), 5.65 (bs, 2H, NH),
3.04 (s, 3H, CHsy).
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3.3. Zeta Potansiyel

ABS-34 ve ABS-40 molekiillerinin her birinin yilizey yiikiinii belirlemek
amaciyla Mikromeritiks- Nanoplus-3 zeta potansiyel cihaziyla dl¢iilmiistiir. Iki madde
% 10’luk DMSO-su (60 mL-540 mL) igerisinde dispersiyon edildi. Cihaz sicakligi 25

°C’ye ayarlandi ve 3 tekrarda 10 6l¢tim alindi.

Tablo 2.1. ABS-34 maddesinin zeta potansiyel sonug dagilimi

(ABS-34) Olciim Sonuclar

Zeta Potansiyel : 0.87 (mV) Doppler Kaymasi :-0.62 (Hz2)
Hareketlilik :6.239e-006  (cm?/Vs) Baz Frekansi 11213 (H2)
Iletkenlik 1 0.0468 mS/cm Doniisiim Denklemi : Smoluchowski
Hiicrenin Zeta Potansiyeli Cozelti Ozellikleri
Ust Yiizey :-4.70 (mV) Cozelti Ismi : %10’luk DMSO-su
Alt Yiizey :-2.01 (mV) Sicaklik : 25 (°C)
Kirllma Indisi ~ :1.3328
Hiicre Kontrol Viskosite :0.8878  (cP)
Dielektrik Sabiti :71.8
Hiicre Tipi : Flow cell
Ort. Elektrik Alan :-20.59 (V/cm)

Pik Veri Tablosu Dagilim

Pik Frekansi (Hz) Siddet Yar1 Genislik (Hz) ~ Zeta Potansiyel ~Hareketlilik (cm?/ Vs)

1 -0.62 481 5.31 0.87 6.239e-006
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Tablo 3.2. ABS-40 maddesinin zeta potansiyel sonug dagilimi

(ABS-40) Ol¢iim Sonuclari

Zeta Potansiyel :0.47 (mV) Doppler Kaymasi :-0.62 (Hz)
Hareketlilik : 3.344e-006  (cm?/Vs) Baz Frekansi 11213 (Hz)
Iletkenlik :0.0300 mS/cm Doniisiim Denklemi : Smoluchowski
Hiicrenin Zeta Potansiyeli Céozelti Ozellikleri
Ust Yiizey :-0.67 (mV) Cozelti Ismi : %10’luk DMSO-su
Alt Yiizey :-5.89 (mV) Sicaklik : 25 (°C)
Kirilma Indisi ~ :1.3328
Hiicre Kontrol Viskosite :0.8878  (cP)
Dielektrik Sabiti : 71.8
Hiicre Tipi : Flow cell
Elektrik Alan  :20.65 (V/cm)

Pik Veri Tablosu Dagilim

Pik Frekansi (Hz) Siddet Yari Geniglik (Hz)  Zeta Potansiyel — Hareketlilik (cm2/ Vs)

1 0.33 5.25 5.24 0.47 3.344e-006

Tablo 3.1°de verilen bilgilere gore, ABS-34 maddesinin zeta potansiyeli 0.87 ve
pozitif yiiklii bir madde oldugu belirlenmistir. Tablo 3.2°de verilen bilgilere gére ABS-
40 maddesinin zeta potansiyeli 0.47’dir ve pozitif yiiklii bir madde oldugu belirlenmistir

3.4. ABS-34 ve ABS-40’1n Floresans Analizleri
Sentezlenen ABS-34 ve ABS-40 molekiilleri, Perkin Elmer LS55 floresans

spektroskopisi ile DMF-su ortaminda incelendi. Her birinin uyarma ve yayilma dalga

boylari ile floresans siddetleri tespit edilmistir.
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3.4.1. ABS-34’iin floresans analizi

Molekiil agirligi (mA) 300,38 olan ABS-34 molekiiliinden 0,0023 g tartildi. M
=n/ V ( n= m/mA) denklemleriyle, DMF ile 25 mL’ye tamamlanarak 0,03 M ¢ozelti
hazirlandi. 0,03 M ¢ozelti M.V1 = M, V> esitligi kullanilarak 25 mL’ye seyreltildi. Bu
islemlerle seyreltme islemi 10; 20; 40; 60; 80 ve 100 uM olarak 6 farkli konsantrasyon
igin yapildi. Hazirlanan ¢ozeltiler, 200-800 nm uyarma ye yayilma dalga boyunda, 10

nm slit araliginda, Floresans Spektoremetre cihazinda olgiildii.

3.4.2. ABS-40’1n floresans analizi

Molekiil agirligi (mA) 314,41 olan 0,0024 g ABS-34 molekiilii tartildi. M = n/
V ( n= m/mA) denklemleri denklemleriyle, DMF ile 25 mL’ye tamamlanarak 0,03 M
¢ozelti hazirlandi. 0,03 M ¢ozelti M1Vy = MoV, esitligi kullanilarak 25 mL’ye
seyreltildi. Bu islemlerle seyreltme islemi 0.1; 0.4; 0.6; 1 ve 2 uM olarak 5 farkl
konsantrasyonla yapildi. Hazirlanan ¢ozeltiler 200-800 nm uyarma ye yayilma dalga

boyunda, 10 nm slit araliginda, Flouresans Spektoremetre cihazinda 6l¢iildii.

3.5. Ligand ile DNA Etkilesimi

ABS-34 ve ABS-40 molekiilleri % 1’lik DMF (dimetilformamid) ile hazirlanan
stok c¢ozeltileri uygun konsantrasyonlarda calf tymus DNA’nin (Ct-DNA) tris
tamponunda (pH= 7,6) hazirlanan ¢ozeltileri ile karistirilarak 200-800 nm uyarma ve
yayilma dalga boylar1 araliginda floresans siddetleri dlgiilerek etkilesim olup olmadigi

tespit edildi.
3.5.1. ABS-34’iin DNA ile etkilesimi
0,1 uM ABS-34’e 6 farkli konsantrasyonda, 0,4; 1; 2; 3; 4; 5 ug DNA ilave

edilerek 200-800 nm uyarma ve yayilma dalga boyu araliginda floresans Ol¢timleri

aliarak floresans siddeti grafigi ve kalibrasyon egrileri ¢izildi.
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3.5.2. ABS-40’1n DNA ile etkilesimi

1 uM ABS-40’¢ 5 farkli konsantrasyonda, 0,05; 0.125; 0.25; 0.375; 0.5 ng DNA
ilave edildi. 200-800 nm uyarma ve yayilma dalga boyu araliginda floresans 6l¢iimleri

alinarak Floresans siddeti grafigi ve kalibrasyon egrileri ¢izildi.

3.6. Ligand-Protein Etkilesimi

ABS-34 ve ABS-40 molekiillerinin DMF ya da DMSO’da (Dimetil siilfoksit)
hazirlanan stok ¢ozeltileri, uygun konsantrasyonlarda insan serum albiimini proteininin
tris tamponda (pH= 7,6) hazirlanan ¢ozeltileri ile karistirilarak 200-800 nm uyarma ve

yayilma dalga boylarinda floresans siddetleri dlgiilerek etkilesim olup olmadig: tespit

edildi (Maltas, 2015).

3.6.1. ABS-34’iin protein ile etkilesimi

ABS-34’¢ 6 farkli konsantrasyonda, 2; 5; 10; 15; 20; 25 pg insan serum albiimin
proteini (HSA) ilave edilerek 200-800 nm uyarma ve yayilma dalga boyu araliginda

floresans ol¢iimleri alinarak floresans siddeti grafigi ve kalibrasyon egrileri ¢izildi.

3.6.2. ABS-40’1n protein ile etkilesimi

ABS-40’a 4 farkli konsantrasyonda, 0.1; 0.50; 0.75; 1 pg insan serum albiimin
proteini (HSA) ilave edilerek 200-800 nm uyarma ve yayilma dalga boyu araliginda

floresans ol¢iimleri alinarak floresans siddeti grafigi ve kalibrasyon egrileri ¢izildi.

3.7. Konfokal Mikroskobu ile Goriintiileme

L-929 hiicrelerine, ABS-34 ve ABS-40 molekiilleri eklendikten sonra hiicrelerin
biiyiimesi ve morfoloji degisikliklerini incelemek i¢in 2 ve 10 uM madde ile ve pozitif
kontrol olarak DAPI ile boyama yapildi. Besiyeri ortamina ekilen ve ligand ilave edilen
hiicreler, 24 saat sonra konfokal mikroskobunda goriintiilenerek, 3 farkli filtrenin
(kanal, DAPI, FTIC ve TRICT) dalga boyu araliginda 200-800 nm uyarma ve yayilma

dalga boylarinda goriintii verip vermedikleri tespit edildi. Ilgili kanallarin dalga boylar:
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su sekildedir. DAPI (2-(4-amidinofenil)-1H-indol-6-karboksamidin; Aex: 403.7 ve Aem:
425-475 nm), FITC (floresan izotiyosiyanat, Aex: 488 nm ve Aem: 500-550 nm) ve
TRITC (tetrametil rodamin izosiyanat, ex: 561.7 ve Aem: 570-620 nm) filtreleri
kullanilarak (Maltas, 2015).

3.8. L-929 Hiicre Hatt1

Fare fibroblast hiicre dizisi (L-929), C3H / 100 giinliik bir erkek fareden 1948'de
deri alt1 bag dokusundan tiiretilen L cinsinin NTCL 929 klonudur. L-929 Hiicre Hatti
biyouyumluluk c¢aligmalarinda model organizma olarak kullanilmaktadir. Yiizeye
yapisarak monolayer olarak biiyiir. Hiicreler yiizeyi kapladiginda haftada 2-3 kez
pasajlanarak subkiiltiirleri tripsin ile yapilir (Maltas, 2015).

3.9. in-vitro Sitotoksisite Testi

Tiyazol molekiilleri, ABS-34 ve ABS-40’1n hiicre boyama deneylerinde kullanimi
oncesi, saglikli doz araliginin belirlenmesi ve sitotoksisite analizleri igin L-929 hiicreleri
kullanilarak, 3-[4,5- Dimetiltiyazol-2-il]1-2,5-difeniltetrazolyum bromit (XTT) metodu
uygulandi.

ABS-34 ve ABS-40 maddelerinin, L-929 hiicre hattina kars: sitotoksik etkisi 96
kuyucuklu kiiltiir kaplarinda test edildi. Kuyucuklara 5x10* hiicre ekildikten sonra,
37°C etiivde hiicrelerin ortam kosullarina alisabilmesi icin inkiibe edildi. Hiicrelerin
yeterli yogunluga ulagsmasindan sonra ABS-34 ve ABS-40 maddeleri yiiksek dozdan
(1500 uM) disiik doza (10 uM) yatay olarak seyreltilerek hiicrelerin bulunduklari
kuyucuklara eklendi ve 24 saat etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi
tamamlandiginda, her goéze XTT soliisyonu eklenerek canli hiicrelerin olusturdugu
formazanin olusmasi igin 5 saat bekletildi. Hiicre canliligi, 460 nm dalga boyunda
ELISA okuyu ile belirlendive 1Cso (hiicrelerin %50’sinin yasadigi kimyasal
konsantrasyonu) degerlerinin hesaplanmasi saglandi (Maltas, 2015; Zengin, 2015).

3.10 Nanopartikiil Sentezi ve modifikasyonu

Manyetik ozellik gosteren demir (FesO4) nanopartikiilleri asagidaki semada

verildigi gibi APTS ylizeylerinde sirasiyla amin olacak sekilde modifiye edilmistir
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(Sekil 3.1). Bu amagla nanopartikiillerin sentezinde daha once gerceklestirilmis bir
metot takip edilmistir ( Maltas, 2013). Kisaca, 2 mL 1 M FeClz ve 0,5 mL 2 M FeCl,
sulu ¢ozeltileri (molar olarak 2:1 oraninda) birlikte karistirilir. Ardindan 25 mL 1 M
sulu amonyak ¢d6zeltisi karisima hizli bir sekilde eklendikten sonra koyu manyetik
cokeltinin olustugu gozlenir. 30 dakikalik bir karistirmanin ardindan olusan manyetik
nanopartikiiller bir miknatis ile toplandiktan sonra ultra saf su ile birka¢ defa yikanir.
Yikama suyunun pH’1 yaklasik 7 oldugunda, manyetik nanopartikiiller 70 °C’de etiivde
kurutuldu. Ardindan 3-aminopropyltriethoxysilane (APTS) ile modifiye edildi (Maltas,
2013).

FzCly = FeCl; = NH3.H0 —— =

30y
B
r.gﬁ) ;E:

APTS

[
i H
5

e

[ H

FeyO-APTS

FeyO -APTS

Sekil 3.1. Demir oksit nanopartikiillerin yilizey modifikasyonu

3.11. Nanopartikiillere DNA Baglanmasi

Hazirlanan ~ APTS modifiye SPIONs (siliperparamanyetik  demiroksit
nanopartikiilleri), 6nceki ¢alismamiza gore APTES tarafindan hazirlandi. APTES
modifiye SPIONs'lar 20 mM Tris, pH 7,4 iginde 100 uL Calf thymus DNA (ds DNA)
ile karistirilmis ve 5 saat boyunca 4 °C'de 5 mg partikil /mL tampon
konsantrasyonunda g¢alkalanmigtir. Bu nanopartikiiller pH 7,4 olan 20 mM’ lik Tris
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tamponu ile yikanmistir. Daha sonra manyetik nanopartikiiller DNA c¢ozeltisinden
manyetik olarak ayrildi. DNA’nin etkilesim miktari, p damla sistemi (Thermo Fisher
Scientific Inc.) ile donatilmis Thermo Scientific Multiscan Go UV-Vis spektrofotometre

kullanilarak geriye kalan DNA ¢6zeltisinden 6l¢iilmiistiir (Maltas, 2013).

3.12. Floresans etiketleme

Amin modifiye nanopartikiil yiizeyinde bulanan Calf-tymus DNA’y1 floresent
olarak etiketleme yapmak iizere DNA immobilize edildi ve nanopartikiillere 10 uM
ABS-34 ve ABS-40 ligandlarindan eklenmis 1 saat oda sicakliginda karistirildi. Sonra
saf su ile yikanan nanopartikiillerden alinan kesitler, Laser Confocal Microscope (A1R
+/ Al +, Nikon Instruments, Inc. Tokyo, Japonya) altinda 403.7, 488.0 ve 561.7 nm'lik

uyarma dalga boylarinda incelendi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. ABS-34’iin sentezi

0] S N
Br + J]\ [ ’ >\NH2
S b (S

Sekil 4.1. 2-amino-5-(piren-1-il)-tiyazoliin (ABS-34) sentez reaksiyonu

Sentez mekanizmast Sekil 4.1°de verilen ABS-34 molekiilii, Bolim 3.1' de

verilen metoda uygun olarak sentezlendi.

4.2. ABS-40’1n sentezi

0] S N /
Br + o | \>\NH
soaal i Son

Sekil 4.2. 2-N-metilamino-5-(piren-1-il)-tiyazoliin (ABS-40) sentez reaksiyonu

Sentez mekanizmas1 Sekil 4.2’de verilen ABS-40 molekiilii, Bolim 3.2' de

verilen metoda uygun olarak sentezlendi.

4.3. Zeta Potansiyel

Zeta potansiyelinin temeli dispersiyon halinde dagilan maddeler arasindaki
elektrostatik dagilimi kontrol ederek itme veya ¢ekme degerinin Ol¢iilmesidir. Zeta
potansiyel degerinin sifirdan uzak degerde olmasi parcaciklarin, ortam igine 1iyi
dagildiginin gostergesidir. Bundan dolayr zeta potansiyeli sifirdan uzak degerdeki
maddelerin dispersiyonu duragan veya nispeten monodisperse kabul edilir, sifira yakin

degerler ise zay1f monodispersite olarak kabul edilir.
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Asidik boyalar hiicrelerde katyonik ve bazik bilesenlerle reaksiyon veren
asidofilik ozellikte boyalar, bazik boyalar ise anyonik ve asidik yapilarla reaksiyon
veren basidolofilik boyalardir. Sitoplazmadaki yag asitleri ve diger bazik yapilar asidik
boyalarla reaksiyon verirken (asidofilik), asidik yapili olan niikleik asitler ise
bazofiliktir yani bazik boyalarla reaksiyon verir. Giiniimiizdeki mevcut boyalar ve
kullanilan tekniklerle, belirli kimyasal gruplar ya da hiicre-doku igindeki yapilar secici
olarak boyanabilmektedir. Ozellikle apoptotik hiicreleri (programlanmis hiicre 6liimleri)
belirlemede boyama amacgli kullanilan 3 standart histokimyasal boya sistemleri;
Hematoksilin ve eozin (H & E), kresil menekse (CV) ve tionin mavisidir (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) (Martin ve Chatterjee, 2003). Histolojide, siklikla
hemotoksilen ve eosin boyalarin1 igceren Hemotoksilen ve Eosin boya sistemi
kullanilmaktadir (Doeberitz ve Wentzensen, 2008). Eosin bazik yapilar1 kirmizi, pembe
ve turuncu renk olarak boyar. Hematoksilin asidik yapilar1 mor renge yakin bir mavi
olarak boyar (Patton, 2011; Martin ve Chatterjee 2003).

ABS-34 ve ABS-40 molekiillerinin yapilarinda bulunan tiyazol halkalar1 zayif
bazik karakterlidir (pKa= 2.52). Her iki madde 2-aminotiyazol halkasi i¢erdiginden
giiclii bazik ozellik gostermektedirler (pKa=5.25). ABS-40 maddesi tasidigi amin
grubundan dolay1 ABS-34’¢ gore daha baziktir. Yapilarindaki piren halkalart aromatik
ve heteroatom igermedigi i¢in asitlife katki saglamaz. 2-aminotiyazol halkasi
protonlanirsa halkadaki azot {izerinden hidrojen alir ve daha asidik ortamda amin grubu
da protonlanabilir.

Hiicre goriintilleme ¢aligmalarinda DNA ve RNA’y1 etkili bir sekilde boyamak
i¢in pozitif yliklii boyalar kullanilir. Ticari olarak kullanilan boyalarin ¢ogunlugu pozitif
yiikliidiir. Bu nedenle maddelerimizin zeta potansiyelini belirlemek i¢in dlglimleri
alinmigtir. Elde edilen zeta potansiyel (Tablo 3.1-3.2 ve Sekil 4.3-4.4) profillerine gore;
ABS-34’lin zeta potansiyeli 0,87 ve ABS-40’in zeta potansiyeli 0,47 degerleri ile
pozitif yiikli bulunmustur (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).
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Sekil 4.3. ABS-34 maddesinin zeta potansiyel hareketlilik dagilim grafigi
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Sekil 4.4. ABS-34 maddesinin zeta potansiyel hareketlilik dagilim grafigi



4.4. ABS-34’iin Floresans Analizi

Fluoresans Siddeti
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Sekil 4.5. ABS-34’{in 320 nm uyarma ve 409 nm yayilma dalga boylarindaki fluoresans spektrumlari

Fluoresans Siddeti
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Sekil 4.6. ABS-34’{in kalibrasyon grafigi
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ABS-34 molekiiliiniin spektrofluorometrik analizinde elde edilen sonuglara gore
molekiiliin fluoresent oldugu, 320 nm uyarma ve 409 nm yayilma dalga boylarinda
maksimum fluoresans siddeti verdigi tespit edilmistir. 10 pM-100 uM konsatrasyon
araliginda % 1 DMF-su ortaminda hazirlanan ¢ozeltilerin belirlenen uyarma ve yayilma
dalga boylarinda spektrumu alinarak molariteye karsi fluoresans siddetleri grafige
cizilmistir (Sekil 4.5). Verilen konsantrasyon araliginda kalibrasyon egrisi ¢izilmistir
(Sekil 4.6). Elde edilen kalibrasyon egrisinin denklemi y= 2,0053x + 118,39 ve
regrasyon sabiti (R?) 0,9925 olarak bulunmustur.

4.5. ABS-40’1n Floresans Analizi
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200
s -0,1 um ABS 40
-
2 600 0,4 um ABS 40
£ 0,6 LM ABS 40
m
g ——2 UM ABS 40
s

200

0 —

250 300 350 400 450 500 350
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Sekil 4.7. ABS-40’{in 350 nm uyarma ve 400 nm yayilma dalga boylarindaki floresans
spektrumlari

ABS-40 molekiiliiniin spektrofluorometrik analizinde elde edilen sonuglara gore
molekiiliin floresent oldugu, 350 nm uyarma ve 400 nm yayilma dalga boylarinda
maksimum floresans siddeti verdigi tespit edilmistir. 0,1 uM-2 uM konsantrasyon
araliginda % 1 DMF-su ortaminda hazirlanan ¢ozeltilerin, belirlenen uyarma ve yayilma
dalga boylarinda spektrumu alinarak molariteye kars1 floresans siddetleri grafige
cizilmistir (Sekil 4.7). Verilen konsantrasyon aralifinda kalibrasyon egrisi ¢izilmigtir
(Sekil 4.8). Elde edilen kalibrasyon egrisinin denklemi y= 159,42x + 349,95 ve
regrasyon sabiti (R?) 0.9902 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.8. ABS-40’{in ait kalibrasyon grafigi

4.6. ABS-34 ile DNA Etkilesimi
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Sekil 4.9. ABS-34’{in farkli konsantrasyonlardaki Ct-DNA ilavesi sonrasi 320 nm uyarma ve 409 nm

yayilma dalga boylarindaki floresans spektrumlari

45

0,1 uM ABS-34 molekiiliine %1 DMF-su ortaminda 0,4 - 5 pg konsantrasyon

araliginda Ct-DNA ilave edilerek 1 saat boyunca karistirildi ve ABS-34’iin spesifik
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dalga boylar1 olan 320 nm uyarma ve 409 nm yayilma dalga boylarindaki fluoresans
spektrumlar1 alinmistir (Sekil 4.9). Elde edilen fliioresans spektrumlarina gore; 2 ug Ct-
DNA ilavesi ABS-34’{in floresans siddetini artirmistir. Ancak 2 ug Ct-DNA’dan sonra
artan DNA miktar1 ligandin fluoresans siddetini distirmiistiir (Sekil 4.10). Ligand,
baglayabildigi DNA’y1 baglayarak doygunluga ulastigindan, geride baglanmadan kalan
DNA molekiilleri ile Ligand-DNA kompleksi arasinda etkilesimden kaynaklanan ig
doniisim  sonucu  Ligand-DNA  kompleksinin  floresans  siddetinin  azaldig:
diisiiniilmektedir (Maltas, 2016).
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Sekil 4.10. %1 DMF-su ortaminda sabit Ct-DNA konsatrasyonunda (0.8 mg), degisen ligand
konsantrasyonuna (10-100 uM) bagli olarak 320 nm uyarma ve 409 nm yayilma dalga
boyundaki floresans degisim grafigi

Sekil 4.10’da sabit Ct-DNA konsatrasyonunda (0,8 mg) degisen ligand
konsantrasyonuna (10-100 uM) bagli olarak floresans degisim grafigi verilmistir. Bu
grafige gore her bir ligand konsantrasyonunda, ligandin floresans siddeti DNA-ligand
kompleksinden diisiiktiir. Sonu¢ olarak belli bir DNA konsantrasyonunda, Ct-DNA-
ABS-34 kompleksinin olusumu ile birlikte ABS-34’iin floresans siddetini artirdigi,
bdylece ABS-34’1in DNA ile etkilestigi goriilmiistiir.

Deneyde kontrol degiskeni, 0,8 mg DNA, bagimsiz degisken, Ligand

konsantrasyonu ve bagimli degisken; baglanma miktari olarak belirlenmistir.
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4.7. ABS-40 ile DNA Etkilesimi

1 uM ABS-40 molekiiliine %1 DMF-su ortaminda 0,05 ng—0,5 ng konsantrasyon
araliginda Ct-DNA ilave edilerek 1 saat karistirildi ve ABS-40’1n spesifik dalga boylari
olan 350 nm uyarma ve 400 nm yayilma dalga boylarindaki floresans spektrumlari
almmistir. Elde edilen floresans spektrumlaria gore; 0,375 ug Ct-DNA ilavesi ABS-
40’1n fliioresans siddetini artirmistir. Ancak 0,375 ng Ct-DNA’dan sonra artan DNA
miktar1 ligandin fluoresans siddetini diistirmiistiir (Sekil 4.11). Ligand baglayabildigi
DNA’y1 baglayarak doygunluga ulastig1 i¢in geride baglanmadan kalan serbest DNA
molekiilleri ile Ligand-DNA arasinda etkilesimden kaynaklanan i¢ doniislim sonucu
Ligand-DNA kompleksinin floresans siddetinin azaldigi disiiniilmektedir (Maltas,
2016).
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Sekil 4.11. ABS-40"1n farkli konsantrasyonlardaki Ct-DNA ilavesi sonrast 350 nm uyarma ve
400 nm yayilma dalga boylarindaki fluoresans spektrumlar1
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Sekil 4.12. Sabit Ct-DNA (1 mg) konsatrasyonunda degisen ABS-40 konsantrasyonuna (0,1-
0,5 uM) bagl floresans degisim grafigi

Sekil 4.12°de sabit HSA konsantrasyonunda degisen ligand konsantrasyonlarina
(0,1-0,5 ng) bagli floresans degisim grafigi verilmistir. Bu grafige gore 0,15 pg’a kadar
konsantrasyon artis1 ile floresans siddetinde azalma oldugu, 0,15 pg’dan sonra artan
konsantrasyonla floresans siddetinin arttig1 belirlenmistir.

Deneyde kontrol degiskeni; 1 mg Ct-DNA,  bagimsiz degisken; Ligand
konsantrasyonu (0,1-0,5 puM) ve bagimli degisken; baglanma miktar1 olarak

belirlenmistir.

4.8. ABS-34 ile Protein Etkilesimi

0.1 uM ABS-34 molekiiliine %1 DMF-su ortaminda 2 pug- 25 pg konsantrasyon
araliginda insan serum albiimini (HSA) ilave edilerek 1 saat karistirildi. ABS-34’iin
spesifik dalga boylar1 olan 320 nm uyarma ve 409 nm yayilma dalga boylarindaki
fluoresans spektrumlart alinmigtir (Sekil 4.13). Elde edilen floresans spektrumlarina
gore; HSA ilavesi ABS-34’1n floresans siddetini azaltmistir. Insan serum albiiminin
metabolik olarak biiylik molekiil agirlikli olmasi ve {i¢ boyutlu konformasyonu
nedeniyle kandaki gorevi vitamin, ilag gibi organik- inorganik molekilleri H bagi,
elektrostatik etkilesim, van der waals veya hidrofobik etkilesimlerle baglamaktadir (bir

baska ifadeyle hapsetmektedir). Boylece hedef dokulara bu molekiilleri tasimaktadir. Bu
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noktadan hareketle, HSA’nin ABS-34’ii kimyasal olmayan etkilesimlerle icerisine

hapsederek ligandin floresans siddetini diisiirdiigii diistiniilmektedir (Maltas, 2016).
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Sekil 4.13. ABS-34’iin farkli konsantrasyonlarda HSA ilavesi sonras1 320 nm uyarma ve 409 nm yayilma
dalga boylarindaki fluoresans spektrumlari
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Sekil 4.14. ABS-34’iin ve ABS-34-HSA komplekslerinde ligand konsantrasyonuna karg1 320 nm uyarma
ve 409 nm yayilma dalga boylarindaki floresans siddetine grafigi

Sekil 4.14’de sabit HSA konsantrasyonunda (2,5 mg) degisen ligand
konsantrasyonuna (10-100 uM) bagl floresans degisim grafigi verilmistir. Bu grafige
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gore her bir ligand konsantrasyonunda ligandin floresans siddeti, HSA-ligand
kompleksinden disiiktiir. Bu grafikte ligand konsantrasyonu oldukga yiiksektir. HSA
konsantrasyonu ise sabittir. Buna gore her bir ligand konsantrasyonunda ortamda
HSA’ya baglanmadan kalan bir miktar ligand bulunmaktadir. Buna gore ligand
konsantrasyonunun artistiyla bu serbest ligand miktar1 artmaktadir. Bununla birlikte
ligand-HSA ve ligand’in toplam floresans: ligandin floresans siddetinden yiiksektir.
Ayn1 zamanda bu sonu¢ ligandla alblimin arasinda bir etkilesim oldugunu da
gostermektedir. Deneylerde kontrol degiskeni; 2,5 mg HSA miktari, bagimsiz
degisken; Ligand konsantrasyonu ve bagimli degisken; baglanma miktar1 olarak

belirlenmistir.

4.9. ABS-40 ile Protein Etkilesimi

1 uM ABS-40 molekiiliine %1 DMF-su ortaminda 0,1 pg-1 pg konsantrasyon
araliginda insan serum alblimini (HSA) ilave edilerek 1 saat karistirildi. ABS-40’1n
spesifik dalga boylar1 olan 350 nm uyarma ve 400 nm yayilma dalga boylarindaki
floresans spektrumlart alinmistir (Sekil 4.15). Elde edilen sonuglara gore ligandin
floresansi 0,25 pg konsantrasyon degerine kadar azalma 0,25 pg-1 pg kadar ise artis

gostermistir.
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Sekil 4.15. ABS-40’1n farkli konsantrasyonlarda HSA ilavesi sonrasi 350 nm uyarma ve 400 nm
yayilma dalga boylarindaki fluoresans spektrumlari

Sekil 4.16’da sabit HSA konsantrasyonunda degisen ligand konsantrasyonlarina
bagli floresans degisim grafigi verilmistir. Bu grafige gore 0,25 pg’a kadar
konsantrasyon artis1 ile floresans siddetinde azalma oldugu, 0,25 pg’dan sonra artan
konsantrasyonla floresans siddetinin arttigi belirlenmistir (Maltas, 2016).

Deneyde kontrol degiskeni; HSA miktari, bagimsiz degisken; Ligand

konsantrasyon miktarlar1 ve bagimli degisken; baglanma miktar1 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.16. ABS-40’1n 350 nm uyarma ve 400 nm yayilma dalga boylarindaki degisen ligand
konsantrasyonlarina karsi konsantrasyon grafigi

4.10. Hiicre Goriintiileme Calismalari

L-929 hiicrelerine, ABS-34 i¢in, 6,66; 33,3; 166,6; 333,2 uM ve ABS-40 i¢in
6,36; 31,8; 159; 318 uM olmak flizere dort farkli konsantrasyonlarda eklenen
molekiillerin konfokal mikroskobuyla c¢ekilmis iki farkli biyiikliikteki goriintiileri
verilmistir. Kontrol amaciyla L-929 hiicresi DAPI ile boyandi. Konfokal
mikroskobunda 403.7 nm uyarma dalga boyunda alinan boyanmis hiicre goriintiileri
ABS-34 i¢in, Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’de, ABS-40 igin, Sekil 19 ve Sekil 20’de
verilmistir (Maltas, 2015).
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Sekil 4.17. ABS-34’iin (A) negatif kontrol, (A1), Nyquest; (B) DAPI, (B1) Nyquest; (C) 6.66 uM, (C1)
Nyquest, Biiyiitme (A-B-C) ,(10x10)X; (A1-B1-C1), Nyquest; konfokal goriintiileri; DAPI (Aex: 403.7
ve Aem: 425—-475 nm) kanalinda.
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(D1), Nyquest; (E) 166,6 uM, (E1) Nyquest; (F) 333,2 uM, (F1)

iin (D) 33,3 uM,
DAPI (Aex: 403.7 ve Aem: 425-475 nm) kanalinda.

il

Biiyiitme (A-B-C) (10x10)X; (A1-B1-C1), Nyquest; konfokal goriintiileri;

34

Nygquest;

Sekil 4.18. ABS
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Sekil 4.19. ABS-40’In (A) negatif kontrol, (A1), Nyquest; (B) DAPIL, (B1) Nyquest; (C) 6.36 uM,
(C1) Nyquest, Biiyiitme (A-B-C) ,(10x10)X; (A1-B1-C1), Nyquest; konfokal goriintiileri;
DAPI (kex: 403.7 ve Aem: 425475 nm) kanalinda



Sekil 4.20. ABS-40’In (D) 31.8 uM, (D1), Nyquest; (E) 159 uM, (E1) Nyquest; (F) 318 uM,
(F1) Nyquest, Biiyiitme (A-B-C) ,(10x10)X; (A1-B1-C1), Nyquest; konfokal goriintiileri;
DAPI (Aex: 403.7 ve Aem: 425—475 nm) kanalinda

56



S7

ABS-34 ve ABS-40 molekiillerinin floresent oldugu, HSA ve DNA ile in vitro
ortamda etkilestigi Boliim 4.1-4.6’da ispatlanmistir. Bu nedenle ligandlarin in vitro
testleri L-929 hiicre kiiltiirii ortaminda denenmesi asamasina geg¢ilmistir. Bu asamada,
fare fibroblast hiicrelerinin bu ligandlarla immunohistokimyasal boyamasinin yapilmasi
amaglanmistir. ABS-34 ve ABS-40 molekiilleri, sirasiyla 6.66- 333,2 uM ve 6.36- 318
uM konsantrasyon araliginda besiyeri ortamina ilave edilerek hiicre kiiltiirii yapildi ve
24 saat sonra hiicrelerin konfokal mikroskobunda goriintiileri alindi. Aym
konsantrasyon araliginda hiicre goriintiilemede standart bir boya olan DAPI (2-(4-
amidinofenil)-1H-indole-6-karboksamidin) ile L-929 hiicreleri kontrol amaciyla
boyanarak ayni sartlarda konfokal mikroskop goriintiileri alindi. Bu amagla, ticari
boyalara alternatif olabilirligi arastirildigindan ve hiicre ortaminda ligandlarin protein ve
DNA disindaki diger biyomolekiillere baglanma ihtimali oldugu icin, goriintiilemede
ligandlarin spesifik uyarma dalga boylart olan 400-409 nm araligna tekabiil eden
konfokal mikroskobunun otomatik ayarlanmis filtresine (kanal) karsilik gelen DAPI
(Aex: 403.7 ve Aem: 425-475 nm) filtresinin yaninda floresan izotiyosiyanat (FITC, Aex:
488 nm ve Aem: 500-550 nm) ve tetrametil rodamin izosiyanat (TRITC, Aex: 561.7 ve
Aem: 570-620 nm) filtreleri kullanilarak da goriintiileri alinmistir. Ancak hem ABS-34
hem de ABS-40 DAPI filtresinde mavi goriintii vermistir. Diger filtrelerde herhangi bir
goriintii alimamamistir. Bu da hiicre igerisnde hiicre disinda oldugu gibi ligandlarin
biyomolekiillerle olusturdugu komplekslerin yayilma dalga boylarinin fazla
degismedigini, daha uzun dalga boylarina (kirmiziya ) kaymadigini ortaya ¢ikarmistir.

Sitotoksitite deneylerinde ABS-34 ve ABS-40 maddelerinin her birinin yiiksek
konsantrasyonlarda toksik etki verip-vermedigi incelenmistir. Bu molekiiller, 1500
mikromol gibi yiiksek konsantrasyonlara kadar herhangi bir toksik etkisi
gozlemlenmemistir. Boyalarin yiiksek miktar1 daha etkili olmasina ragmen, ¢oziicii
olarak 1000/1 oraninda DMSO kullanildigi i¢in, daha yiiksek konsantrasyonlari
kullanilamamustir. Cilinkii DMSO fikse olmus hiicrelerin, hiicre zar1 segici gecirgenligini
geri doniislimsiiz olarak bozmaktadir. Hiicreler fikse edildikten sonra aktif tasima
yapamadiklar1 i¢in, 6liimciil dozda kullanmadigimiz halde DMSO hiicre zarina zarar
vermistir. Normalde sitotoksitite testlerinde, yiiksek konsantrasyonlarda dahi toksik
olmayan ABS-34 ve ABS-40 molekiilleri ¢oziiciiden kaynakli olarak yiiksek
konsantrasyonlarda toksik etki gostermistir.

Farkli konsantrasyonlarda yapilan denemelerde de konsantrasyona bagli bir

dalga boyu degisimi gozlenmemistir. Ancak ABS-34; 33.3 uM ve ABS-40; 159 uM’da
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en iyi konfokal goriintiisiinii vererek optimum boya konsantrasyonlart olarak bu
degerler kabul edilmistir. Bununla birlikte ABS-34 molekiili daha diisiik
konsantrasyonda L-929 hiicrelerini boyamustir (Sekil 4.18 ve Sekil 4.20).
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Sekil 4.21. ABS-34 ve ABS-40 Maddelerinin L-929 Hiicrelerinin Canlilig1 iizerine etkileri (24 saat)

Sekil 4.21°da goriildiigii gibi ABS-34 ve ABS-40 molekiillerinin XTT analizi
sonucunda kullanilan maximum doz olan 1500 uM’da dahi L-929 hiicrelerinin canlilig
%350’nin altina diismemistir. Ancak, 750 ve 1500 uM dozlarinda hiicre canliliklarinin
hizl1 bir sekilde azalmaya baglamis oldugu goriilmiistiir. (sirasiyla ortalama % 65 ve %
55).

ABS-34 ve ABS-40 molekiillerinin L-929 hiicrelerinin iizerindeki doza bagh
etkileri karsilastirildiginda anlamli  bir fark goézlemlenmemistir. Bu sonuclar
degerlendirildikten sonra konfokal mikroskop analizleri i¢in belirlenen dozlar, 2 ve 10
uM’dir (Maltas, 2015).

4.11. Floresans Etiketleme
ABS-34 ve ABS-40 molekiillerinin nanobiyoteknolojik uygulamalarda

kullanilmast i¢in Bolim 3.10'da anlatilan metotdaki gibi Oncelikle demir oksit

nanopartikiilleri sentezlenmis ve DNA’nin etkilesmesine izin vermesi i¢in ylizeyinde
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amin olacak sekilde modifiye edilmistir. Boliim 3.11°de verilen deneysel islemlere gore
5 mg nanopartikiile Ct-DNA etkilesmis ve etkilesme miktarlar1 Multiskan Go Cihazi ile
DNA’nin spesifik dalga boyu olan 280 nm de absorbanslar1 dlgiilerek otomatik olarak
hesaplanmistir. Buna gore 5 mg amin modifiye nanopartikiil yiizeyine 12.8 pg Ct-DNA
etkilestigi goriilmiistiir. Ardindan 5’er mg’lik Ct-DNA bagli amin modifiye demir
nanopartikiillerine, ABS-34 ve ABS-40 molekiilleri (%1-99 DMSO, su) ilave edilerek,
1 saat oda sicakliginda karsistirilmis ve molekiillerin yiizeyle etkilesme miktarlar1 her
bir molekiiliin Boliim 3.4 verilen spesifik uyarma ve yayilma dalga boylarinda elde

edilen kalibrasyon egrilerinin denklemleri kullanilarak hesaplandi.

Sekil 4.22. a) ABS-40 etiketli DNA-SPIONs b) ABS-34 etiketli DNA-SPIONs nanopartikiillerinin 403.7 nm
(mavi)’deki konfokal mikroskop goriintiileri
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Hiicrelerin bliyiik ¢ogunlugu saydam ve renksiz olmasindan dolayi, hiicre
goriintiilemede belirgin hale getirmek igin hiicreye uygun, toksik olmayan boyalarla
isaretlenmesi gerekmektedir. Hiicre goriintiillemede kullanilan, konfokal mikroskopu,
flow sitometresi, Real time PCR gibi DNA ve hiicre boyama tekniklerinin islevsel
olabilmesi i¢in 6zel ticari boyalara ihtiya¢ vardir. Hiicre boyama ya da etiketleme islemi
genellikle belirli boyalar (DAPI, YOYO, SYBEER green, PicoGreen, FTIC vb.)
kullanilarak yapilmaktadir. Giinlimiizdeki mevcut boyalar ve kullanilan tekniklerle,
belirli kimyasal gruplar ya da hiicre-doku igindeki yapilar segici olarak
boyanabilmektedir (Martin ve Chatterjee, 2003). DAPI, YOYO, PicoGreen, FTIC vb).
Bu ticari pahali boyalarin yerine alternatif olarak ekonomik ve biyobozunur boyalarin
sentezi Oonemlidir. Yeni alternatif boyalarin senteziyle beraber daha diisiik maliyette ve
diisiik toksiteye sahip boyalarin liretimi amaglanmaktadir.

Hiicre goriintiilemede hayati 6neme sahip olan floresent maddelerin sayis1 ¢ok
olmakla beraber, saglik alaninda kulanilabilecek olanlarin sayisi siirhidir. Floresent
maddenin tipta tani- tedavi amagl kullanilabilmesi i¢in belirli 6zellikleri bulundurmasi
gerekir. Sadece floresans oOzellikte olmasi yeterli degildir. Bundan dolayi, hiicre
goriintiileme laboratuvarlarinda kullanilabilen diisiik toksisite, biyouyumluluk, diisiik
maliyet, etkili floresans vb. Ozelliklerinden dolayr hala en c¢ok ihtiya¢ duyulan
materyallerdir. Boyalarin ekonomik sekilde hiicre goriintiilemede kullanilmasi tam
olarak nanobiyoteknoloji gibi multidisipliner bir alan sayesinde basarilabilir (Wang,
2018). Hiicre kiiltiirii zahmetli ve maliyeti yiiksek bir teknolojidir. Hiicre kiiltiirii
yapmadan, molekiillerin goriintiileme amagl kullanilabilir boyalar olup olmadiginin
tespitinde nanobiyoteknoloji kullanilabilir bir metod olarak degerlendirilebilir. Bu
calismadan elde edilen sonuglara gore, Hiicre kiiltliriinde hiicrelerin yiizeye
fiksasyonundan sonra konfokal mikroskobunda alinan goriintiiler ile yine sabit bir
yiizey olan nanopartikiil yiizeyinde alinan goriintiilerin dalga boylar1 biribirine
benzerdir.

Nanopartikiillerle ¢alisma teranostik ¢aligma alanina imkan tanimaktadir. Bundan
dolay1 ABS-34 ve ABS-40 molekiilleri, teranostik ¢alisma igin kanserli hiicrelerde
denenebilir. Eger molekiiller terapi ozelligi gosteriyorsa bu amag¢ dogrulltusunda
kullanilabilir ama terapi Ozelligi gOstermiyorsa, kullanilacak kemoterapik ajanla

birlestirilerek etkin hale getirilebilir.
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Hiicre goriintiileme i¢in yeni alternatif ticari boya sentezi yapilmak istendiginde,
sentezlenecek madde farklt bir ¢dzelti ortamina ihtiya¢ olmadan, suda ¢oziinme
Ozelliginde olmast hedeflenmelidir. Sentezlenecek maddenin suda ¢oziinmesi,
cOzeltiden gelecek herhangi bir toksik etkinin engellenmesini saglayarak, yiiksek
konsantrasyonlarda ¢alismaya imkan sunacak ve ¢oziiciiden kaynaklanabilecek etkilerin
Ontine gecilebilecektir. Giiniimiizde ticari olarak kullanilan boyalarin ¢ogu pozitif yiikli
ve ¢oziictleri sudur. ABS-34 ve ABS-40 maddelerini stilfatlagtirilarak suda ¢Oziiniir
hale gelmesi saglandigi takdirde yiiksek konsantrasyonlar1 da etkili bir sekilde

kullanilabilecektir.
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