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OZET

Kuantum Noktaciklari caplarn 2 ila 10 nm arasinda degisen, floresan 6zellige sahip
kiresel yan iletken nano kristallerdir. Son vyillarda 6zellikle biyolojik ve medikal
uygulamariyla dikkat ceken, genis uyarim ve dar emisyon spektrumuna sahip bu nano
parcaciklar, yiksek parlakliklari, isima verimleri ve foto-kararliliklarinin yani sira pargacik
boyutuna bagh emisyon dalga boyu dedisimi saglayabilmeleri sayesinde diger floresan

isaretleyicilere kiyasla 6nemli avantajlar saglamaktadir.

Literatlirde kuantum noktaciklari Gzerine yapilmis calismalar adirlikli olarak sentez,
fiziksel karakterizasyon ve 06zgin uygulama alanlan Uzerine yogunlastigindan
parcaciklarin in situ ve in vivo karakterizasyonu konusunda bilgi eksikligi bulunmaktadir.
Projemizde bu bilgi aciginin kapatilmasina yonelik olarak farkh kimyasal yapiya sahip
kuantum noktaciklarinin  hlicresel etkilesim ve sitotoksisitelerinin  galisiimasi

amaclanmistir.

Kadmiyum ve gumus merkezli, organik monomer veya polimer (PEG) kapli pargaciklarin
HelLa kanser ve NIH/3T3 fare fibroblast hiicre hatlar Gzerindeki sitotoksisiteleri agirlik
olarak XTT ve proliferasyon analizleriyle belirlenmistir. Hicre ici kuantum noktacigi

lokalizasyonu, genis alan ve konfokal floresan mikroskobu kullanilarak gézlemlenmistir.

Kuantum noktaciklarinin hiicre ici pargacik kararhliginin kaybina bagli kadmiyum salinimi
sitotoksisitenin temel nedeni olarak belirlenmistir. Kanser hicrelerinin kuantum
noktaciklarinin toksik etkilerine daha dayanikh oldugu goérilmektedir. Parcaciklardan
kopan kadmiyum iyonlarini tutmak amaciyla 6zgin bir kaplama malzemesi olarak
kullanilan dimerkaptosuksinik asit (DMSA) kaplamasinin toksik etkiyi dusirebildigi
gosterilmistir. Kuantum noktaciklari, endositoz yoluyla hicre girisi ve endozom-lizozom
ici birikimin tipik belirteci olan peri-niikleer alanda goérintilenmistir. Gimus merkezli
kuantum noktaciklarinin 600 pg/mL’e varan oldukca ylksek dozajda ve 24 saatlik
uygulama sonrasinda bile fare fibroblast hticrelerinde sitotoksik etkiye sahip olmadigi
gosterilerek yakin kizil 6tesi (NIR) in vivo goérintileme alaninda 6nemli bir kullanim

potansiyeli olan bir kuantum noktacigi Gretilmistir.

Anahtar kelimeler: kuantum noktaciklari, nano parcacik, hicre-nanopargacik
etkilesimleri, nanoteknoloji, nanotoksikoloji, sitotoksisite, in vitro karakterizasyon,

konfokal floresan mikroskopi.



ABSTRACT

Quantum dots are fluorescent spherical semiconductor nanocrystals which have an
average size of 2 to 10 nm. Recent years have witnessed an increased use of these
interesting nanoparticles especially in biological and medical applications. When
compared to other fluorescent probes, quantum dots offer various advantages such as
wide excitation and narrow emission spectra, higher brightness, quantum yield, and

photostability and size-dependent emission wavelength.

Current quantum dot research is primarily focused on synthesis, physical characterization
and novel applications. There is an urgent need for in situ and in vivo characterization
studies to fill the knowledge gap in quantum dot interactions at cellular and organism
level. Therefore, our aim in this work, was to study the cellular interactions and

cytotoxicity of quantum dots with different chemical and physical properties.

We determined the cytotoxicity of quantum dots synthesized with cadmium and silver
cores coated with organic monomers or polymers (PEG) on Hela cancer and NIH/3T3
mouse fibroblast cell lines by XTT and proliferation assays. Intracellular localization of the

particles was determined by wide-field and confocal fluorescence microscopy.

Cadmium release due to the loss of intracellular particle stability was determined as the
major factor leading to the cytotoxicity. Toxic effects of QDs are less pronounced on
cancer cells. It was also shown that incorporation of a novel coating material,
dimercaptosuccinic acid (DMSA), as a cadmium scavenger can reduce the observed toxic
effects. Quantum dots were observed in the peri-nuclear region of the cells which is a
typical indication of cell entry via endocytosis followed by the particle entrapment in the
late endosomes and lysosomes. QAGS, a quantum dot with silver core, was shown to
have no cytotoxic effects on the mouse fibroblast cells, even at 600 ug/mL and 24 hr
incubation time. This particle has an important potential in near infrared (NIR) in vivo

imaging due to its high cytocompatibility.

Keywords: quantum dots, nanoparticle, cell-nanoparticle interactions, nanotechnology,

nanotoxicology, cytotoxicity, in vitro characterization, confocal fluorescence microscopy.
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1 GIRIS

GUnUimuzin en sicak arastirma alanlarindan biri olan ve 2012 yili sonunda 1 trilyon
dolarlik bir ekonomi hacmine ulasacagi tahmin edilen nanoteknolojik Grtinler, elektrik-
elektronik, enerji, medikal, gida, tarim, c¢evre ve milli glvenlik gibi birgok konuda
kullanim alani kazanmaya hizla devam etmektedir. Son vyillarda 6zellikle biyolojik ve
medikal uygulamalariyla dikkat ceken Kuantum Noktaciklar (KN), floresan 6zellige sahip,
caplart 2 ile 10 nm arasinda dedisen, yari iletken nano kristallerdir. Hiicre ve doku
gorintileme amaciyla kullanilan dider floresan isaretleyicilere (organik boyalar ve
floresan proteinler) kiyasla 6nemli optik avantajlarn bulunan kuantum noktaciklari, hem

tani hem de tedavi amacgl uygulamalar igin parlak bir gelecek vadetmektedir.

Literatiirde kuantum noktaciklar Gzerine yapilmis calismalar adirlikh olarak sentez, optik
ozelliklerin  karakterizasyonu ve 0zgin uygulama alanlarn (zerine yodgunlasmistir.
Parcaciklarin biyolojik ve klinik uygulamalardaki potansiyellerinin vurgulanmasina karsin,
hicresel etkilesim ve sitotoksisite Gzerine kapsamli ve kiyaslamali calismalarin sayisinin

az oldugu goridlmektedir.

Orta Dogu Teknik Universitesi Biyoteknoloji Anabilim Dali, Merkez Laboratuvar ve
BIOMATEN &gretim Uyesi Yrd. Dog. Dr. Can Ozen'’in yiriticisi, Kog Universitesi Kimya
Bolimi ogretim ({dyesi Dog. Dr. Funda Yadc Acar'in arastirmacisi oldudgu bu
disiplinlerarasi calismada, kombine mikroskopik-spektroskopik metodlar kullanarak farkli
fiziko-kimyasal 6zelliklere sahip kuantum noktaciklarinin hicresel etkilesim ve

sitotoksisitelerini arastirmak amacglanmistir.
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2 GENEL BILGILER

2.1 Kuantum Noktaciklari

Kuantum Noktaciklari (KN) vyarn iletken 06zellik goésteren kiresel nano kristallerdir
(BRUCHEZ, 1998). Caplan 2 ila 10 nm arasinda olan her bir noktacikta 200-10,000
civarinda atom bulunur. Ginimiuzde degisik sentetik metodlar yoluyla Gretilen KN’lerin
sentezi ilk olarak 1982 yilinda gerceklestirilmistir (EFROS,1982). Tipik bir kuantum
noktacigi icten disariya dodgru (¢ ana katmandan olusmaktadir (Sekil 1). En i¢ kissmdaki
merkez, kompozit bir metal bilesiginden olusur ve KN'nin emisyon dalga boyunu belirler.
En sik kullanilan metal kompoziti olan kadmiyum selenit (CdSe)’in yani sira kadmiyum
tellir (CdTe), kadmiyum sillftir (CdS), galyum arsenat (GaAs) ve indiyum fosfat (InP)
benzeri metal kompleksleri de merkez olusturmak igin kullaniimaktadir. Bu merkez
Uzerine kabuk ismi verilen ikinci bir yar iletken katmaninin kaplanmasinin fotolimiinesans
verimini artirdigi gézlemlenmistir (DABBOUSI, 1997). Cinko sulfir (ZnS) bu katman igin
tercih edilen baslica metal kompleksidir. Ozellikle biyolojik uygulamalarda yiizeye biyo-
uyumluluk kazandirmak igin kabuk Uzerine uygun bir organik molekll veya polimer de
kaplanir. Molekdil, hiicre veya doku hedefleme gibi amaclarla tretilen KN'lere nikleik asit

veya protein gibi biyomolekdller de kovalent veya elektrostatik sekilde baglanabilir.

Sekil 1. Tipik bir kuantum noktaciginin (A) sematik yapisi ve (B) TEM goérinttsu
(Invitrogen).

Floresan isaretleme amaciyla kullanilan organik boyalar ve floresan proteinlerle
kiyaslandiginda, yiksek kuantum verimleri sayesinde 100 kata kadar daha parlak 1sima
yapabilen bu pargaciklarin diger avantajlari arasinda uyarim sonucu renk kaybina daha
direngli olmalar (fotostabilite), parcacik boyutuna bagli olarak dedistirilebilen 1sima dalga

boyu, dar emisyon ve genis uyarim spektrumlari sayilabilir (Sekil 2).
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Sekil 2. Caplan 2-7 nm arasinda olan CdSe kuantum noktaciklarinin emisyon dalga boyu

degisimi (HAN, 2001).
2.2 Biyolojik Uygulamalar
Kuantum noktaciklarinin in vitro, in situ ve in vivo kapsamda hem hlcre isaretleme ve
takip, hem de ilag tasiyici ve kontrolli salinim ajanlari olarak tedavi amach genis bir

biyolojik uygulama alani bulunmaktadir (CHAN 1998, LIDKE 2004, DAHAN 2003, GAO
2005, WU 2003, AKERMAN 2002, RHYNER,2006, YEZHELYEV 2007, MAKSYM 2008), (Sekil 3).

Kuantum Noktaciklan

In vitro
hayvan galigmalari

r

Hiicreler Dokular Organlar Timorler

Fi
fnresan Ta!ﬂ'n R
i

KN'f
antj)

Isikla uyaniimis tedaviler
Optik cerrahi yardim
Tedavi edici ajanlarin farmokinetikleri

Floresan, PET ve MRI Tayini

Sekil 3. Kuantum noktaciklarinin biyolojik uygulamalari (MICHALET, 2005)
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Kuantum noktaciklari hem canl hicrelerin hem de fikse edilmis hiicrelerin dogrudan veya
immunofloresan metodlar kullanilarak boyanmasi ve takip edilmesinde kullanilabilirler
(Sekil 4).

Sekil 4. Kuantum nokciklariyla isaretlenmis bir memeli hiicresi; ¢ekirdek (kirmizi), golgi
(sar1) ve hucre iskeleti (yesil) [Invitrogen]

Schroeder ve ark. folat kaplanmis KN'ler kullanarak farelerin lenfoma hicrelerindeki folat
reseptorlerinin in vivo kosullar altinda isaretlenebilecedini gostermislerdir (SCHROEDER,
2007). Folat reseptérlerinin sayisi kanserli hiicrelerde normal hlicrelere gére daha fazla
oldugundan bu tir bir galismanin kanser teshisinde onemli bir kullanim potansiyeli
bulunmaktadir. Benzer gsekilde bir goédglis kanseri biyo-isaretleyicisi olan Her2

reseptorinitn varligr antikor bagh KN’'ler yoluyla basariyla gosterilebilmistir (BIJU, 2008).

Yiksek parlaklik o6zelligine sahip olmalari nedeniyle KN’ler 6nemli hiicresel olaylarin
gercek zamanl goérdntilenmesi amaciyla da kullanilabilirler. Nan ve ark., hlicre zarindan
peri-ntkleer bdlgeye kargo transferini KN’lari kullanarak gbézlemlemis ve transfer hizini

1.5 pym/saniye olarak belirlemislerdir (NAN 2005, Sekil 5).

- NUCIEUS

Sekil 5. Kuantum noktaciklariyla isaretli vesikil hareketinin takibi (NAN 2005).
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Beaurepaire ve ark. tarafindan vyapilan c¢alismalarda antikorkapli KN’lerle hiicre
reseptorleri spesifik olarak hedeflenmistir (BEAUREPAIRE, 2004). Parak ve ark., metastaz
potansiyeli olan kanserli hicrelerin tanisi igin kullanim potansiyeli olan ilging bir
calismada, KN kapl bir ylizeyde yayilan kanser hicrelerinin endositoz yoluyla parcaciklan
hicre icerisine aldiklarini ve katettikleri yol boyunca arkalarinda bir iz biraktiklarini
gostermistir (PARAK, 2002).

Kuantum Noktaciklari FISH (Fluorescence in situ Hybridization) ve benzeri floresan
metodlar icin de organik boyalara nispeten avantajlar saglamaktadir. Oligontkleotid bagh
KN’ler kullanilarak gégis kanseri isaretleyicilerinden olan ERBB2/HER2/neu lokusunun
tespiti bu acidan 6énemli bir érnek teskil etmektedir. KN'lerin SNP (Single Nucleotide
Polymorphisms) tayini ve FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) calismalarinda
da basariyla kullanilabilecedi gosterilmistir (JAIMESON, 2007).Kuantum Noktaciklarinin
diger biyolojik uygulamarina 6rnek olarak toksin ve patojen tayini (JAIMESON, 2007) ve
biyosensoér (SMITH, 2008) calismalan gosterilebilir.

2.3 Hiicresel Etkilesimler

Kuantum Noktaciklarinin bircok biyolojik uygulamasi hicre zarindan gecgerek hicre
icerisinde gorintlileme igin yeterli sinyal sadlayacak etkin bir konsantrasyona
ulasmalarini gerektirir. Bu gecis, pasif ice-alim, reseptére bagl ice-alim, transfeksiyon ve
mikro-injeksiyon gibi mekanik metodlar yoluyla saglanabilir. Transfeksiyon ve mekanik
metodlarin pratik zorluklarina ek olarak hiicreye zarar verme riskleri bulundugu icin

endositoza dayali hlicresel alim en yaygin olarak kullanilan metoddur (ZHANG, 2009).

Endositoz yoluyla hicre icine alinan KN’ler erken endozomlar icerisinde toplanirlar.
Gozlemler, KN'lerin daha sonra gec endozomlar ve son olarak da lizozomlar igerisinde
toplandiklarina isaret etmektedir (ZHANG, 2009). Ge¢ endozom ve lizozomlar hicre
icerisinde tipik olarak peri-nikleer alan adi verilen hiicre gekirdedi etrafindaki bolgede
toplanirlar. Ozellikle ge¢ endozomlar ve lizozomlarin disik pH dederi, iclerinde
hapsettikleri KN’lerin hiicre igi stabiliteleri acisindan énemli bir problem teskil edebilir. Bu
nedenle kaplama malzemesi olarak kullanilan organik katmanin pH direnci g6z 6éninde
bulundurulmalidir. Hicre igi yapilarin isaretlenmesini amaglayan calismalarda KN’lerin
endozomlarda kalmalari (endosomal entrapment) problem teskil ettigi icin parcaciklarin
organel disina cikisini saglamak amaciyla polietilenimin (PEI) ve benzeri katyonik proton
pompasi polimerler kullanilabilir (ALIVISATOS, 2005).
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Kuantum noktaciklarinin cgapinin hiicre ici lokalizasyonlarini belirleyen 6nemli bir
parametre olabilecedini gosteren calismalar da yapilmistir. Lovrik ve ark. yaklasik 2 nm
capindaki parcaciklarin oldukga segici gekirdek zarini gegerek hicre gekirdegine lokalize
olabilecegini gostermistir (LOVRIC, 2005). Hicre icine alinan KN'lerle ilgili diger énemli
bir soru da, bu parcaciklarin ne kadar slreyle kararl kalarak sinyal vermeye devam
edebilecegidir. Uzun slreli canl hiicre gozlem calismalari, bir haftayr asan zaman
araliklarinda bile hiicre ici KN’lerden giicli sinyal alinabilecegini rapor etmektedir
(JAISWAL, 2003)

2.4 Sitotoksisite
Kuantum Noktaciklarinin biyolojik uygulamalarindaki en ©nemli problemlerden biri
toksisitedir (JAMES, 2005). Yuvarlaklasan hlcreler ve hiicre zarinda cepciklerin (bleb)

olusumu toksisiteye baglh hicre 6liminUne isaret eden en belirgin gézlemlerdir.

Derfus ve ark. KN’'lerin uzun sireli UV uyariminin hicrelerde ciddi toksik etkilere yol
actigini gostermistir (DERFUS, 2004). Bu etkiler, mutajenik etkisi gugli olan UV
uyarimina dogrudan bagh olabilecedi gibi UV dalga boyundaki fotonlarin enerjisinin
kovalent badlarin enerjisine yakin olmasina badli olarak KN’lerin hicre igi kararhilidinin
azalmasindan da kaynaklanmis olabilir. Literatlirdeki diger bazi galismalar ise UV uyarim
kullanilmayan durumlarda KN’lerin ciddi bir toksisitesinin olmadigina isaret etmektedir
(GAO, 2005, BALLOU, 2004).

Lovric ve ark. merkaptopropiyonik asit ve sistamin kapli CdTe KN’lerin 10 pg/mL
konsanstrasyonda fare hicrelerinde (PC12) sitotoksik etki gosterdigini rapor etmislerdir
(LOVRIC, 2005). Mikroskobik go6zlemlerde apoptozun tipik belirtileri olan kromatin
yogunlasmasi ve hlicre zarinda cepciklerin (blebbing) olusumu goézlemlenmistir. Ayni
grup, pozitif yukli 2 nm’lik KN’lerin 5 nm’lik KN’lere goére daha toksik oldugunu

gdstermistir.

Sitotoksisite, temel olarak olarak kuantum noktaciklarinin merkezindeki kadmiyumun
salinimi sonucu agir metal zehirlenmesi ve aktif ylzey yapilarinin hiicre igerisinde Reaktif
Oksijen Tarleri (ROT)'nin olusumuna yol agmasina baglanmistir. N-asetilsistin (NAC)
benzeri antioksidan destekli besiyer kullanimi sonucu azalan toksik etkiler, reaktif oksijen
turlerinin olusumuna bagli toksisiteye isaret eden guiclu bir kanit olusturmustur (LOVRIC,
2005). Ote yandan KN’lerin parcacik kimyasina bagh toksik etkileri merkezin yani sira
kaplama olarak kullanilan malzemelerden de kaynaklanabilir.Hoshino ve ark. KN
sentezinde kullandiklari merkaptoundekanoik asit (MUA) ve sistamin’in fare hicrelerinde
toksik etkiye sahip oldugunu belirtmektedirler (HOSHINO, 2004).
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Kuantum Noktaciklarinin  toksisiteleri (izerine yapillan c¢alismalar genel olarak
dederlendirildiginde problemin oldukca kompleks bir dogasi oldugu ve pargacik boyutu,
kimyasi, uygulama dozaji ve slresi disinda hicre tipinin de blydk o6nem tasidig

gorilmektedir (GAO, 2003).
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3 GEREGC VE YONTEM
3.1 Kuantum Noktaciklari

3.1.1 Qdot 565 (Q565)

Invitrogen firmasindan temin edilen Qdot 565, CdSe c¢ekirdek ve ZnS kabuga sahip bir
kuantum noktacigidir (Sekil 6). Parcacigin Uzeri firma tarafindan kimyasal yapisi sakli

tutulan bir polimer ile kaplanmistir. Oldukca yaygin kullanilan basarli bir ticari Grin

olmasi nedeniyle projemizde optimizasyon galismalarinda kullaniimistir.
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Sekil 6. Invitrogen tarafindan Uretilen kuantum noktaciklarinin uyarim ve isima egrileri.

3.1.2 CdTe-2MPA (QMPA)

CdTe cekirdek ve 2-merkaptopropiyonik asit (2-MPA) kaplamaya (Sekil 7) sahip bu KN

Dr. Acarin grubu tarafindan sentezlenmistir.

SH

2-merkaptopr opiyvonik asit (2-MPA)

HS SH

HOOC CO0oH

mezo-2-3-dimerkaptosuksinik asit (DMSA)

Sekil 7. Kuantum noktaciklarinin sentezinde kullanilan kaplama malzemeleri.
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Kadmiyum asetat (213.2 mg, Cd(CH3CO0Q),.2H,0) ve 2MPA 160 mL suda ¢ozulir ve pH
dederi 9.0’a ayarlanir. Igerisinden yarim saat nitrojen gecirildikten sonra 20 mL suda
¢OzUlmis Na,Te eklenir. Bu solisyonun sicakligi 90°C cikartilir ve reaksiyon bu sicaklikta
devam eder. Cd:Te:2MPA orani 1:0.38:2.4 olarak kullanilmistir. Reaksiyon siresince
numune alinip parcacigin biyimesi takip edilmistir. QMPA, QDMSA ve QAGS kuantum

noktaciklarinin uyarim ve isima egrileri sekil 8, 9 ve 10 da yer almaktadir.

5M

4M

3M~+

2M A

Absorbance
n
PL CPS
( calibrated intensity)

400 450 500 550 600 500 600 700
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Sekil 8. QMPA kuantum noktaciginin (A) uyarim (B) isima edrileri.

3.1.3 CdTe-CdS/2MPA-DMSA (QDMSA) ve Tiirevleri (QPEG, QRDG)

CdTe cekirdek ve CdS kabuga sahip bu KN 2-merkaptopropiyonik asit (2-MPA) ve mezo-
2-3-dimerkaptosuksinik asit (DMSA) kompozit monomer kaplamasiyla (Sekil 7) Dr.
Acar’in grubu tarafindan sentezlenmis 6zgiin bir parcaciktir. DMSA, Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi (FDA) tarafindan agir metal zehirlenmesi durumlarinda kullanimi onaylanmis bir
ilagtir. KN vyapisina kaplama malzemesi olarak katilan DMSA’'in merkezden kopan
kadmiyum iyonlarini tutarak adir metal salinimina badlh toksik etkileri azaltmasi

beklenmistir.

Yukarida bahsedilen 2MPA/CdTe sentezi sirasinda 20 mL sulu DMSA soliisyonu reaksiyona
katilir (4.saatte). S/Cd= 0.7 olarak kullanilmistir. CdTe/2MPA in kuantum verimi CdS
kabuk eklenince %16 dan %51 e cikmistir. Bu ylzeydeki hatalarin ortadan kalkmasi ve
band araligi daha genis bir malzeme ile kaplanilarak non-radiative birlesmelerin
azaltiilmasina badlanabilir. Luminasans siddeti uzayan reaksiyon sirelerinde azalma
gOstermistir. Bu da CdS kalinliginin artmasi ile olusabilecek yeni ylzey hatalarina ve

kristal latisler arasindaki uyumsuzluga baglanabilir.

Ylzey kimyasinin hiicre etkilesim ve toksisiteye olan etkisini arastirmak amaciyla bu

parcacik kimyasina dayah ek iki farkh KN de dretilmistir. Bunlardan ilkinde PEG 2000
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polimer kaplamasi kullanilmis (QPEG), digerinde ise PEG kaplama U(izerine RGD peptid

motifi eklemesi (QRGD) yapilmistir.

Parcaciklarin uyarim ve emisyon 06zellikleri UV-VIS ve Fotoliminesans (PL) &élciimleri oda

sicakliginda alinarak tayin edilmistir. Fotoliminesans 6lgiimleri 365-850 nm araliginda 0.5

nm’lik 6lgim kesitlerinde ve 355 nm uyarim dalga boyunda gergeklestirilmistir.
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Sekil 9. QDMSA kuantum noktaciginin uyarim (sol) ve isima (sag) edrileri.

3.1.4 Ag,S-2MPA(QAGS)
Bu parcacik yukarida listelenen kadmiyum tabanlhi KN’lerden farklh olarak bir glimdus

kompleksi olan Ag,S merkez Uzerine 2-merkaptopropiyonik

kullanilarak Dr. Acarin laboratuvarinda sentezlenmistir.
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Sekil 10. QAGS kuantum noktaciginin (A) uyarim (B) isima edrileri.
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3.2 Hiicre Hatlar1 ve Kiiltiiri

3.2.1 Hiicre Hatlarn

KN’lerin hicresel etkilesim ve sitotoksisiteleri insan rahim kanseri (HelLa) ve fare
fibroblast (NIH/3T3) hlicre hatlan tzerinde calisiimistir. Bu hatlar literatiirde oldukca sik
kullanilan ve kultir kosullan standardize edilmis hicre hatlanidir. HeLa hicreleri kanserli
hiicre, NIH/3T3 hicreleri de saglkl hicrelerin KN'lerle etkilesimini modellemek amaciyla

kullaniimistir.

3.2.2 Hiicre Kiiltiiru

HelLa hicre hatti MEM Eagle, NIH/3T3 hicre hatti ise DMEM besi ortami kullanilarak
kultdr edilmistir. Besi ortamlar %10 (v/v) FBS serum ve %1 (v/v) Pen-Strep antibiyotik
kullanilarak desteklenmistir. Kultir calismalarinda T25, T75 ve T175 doku kultart kaplar
(Greiner Bio-One, Almanya) kullaniimistir. inkiibasyon 37°C’'de ve %5 (v/v) CO, altinda

saglanmistir.

Hicre sayimlan tripan mavisi ve hematositometre kullanilarak gercgeklestirilmistir. Uygun
kiltdr kaplarina aktarilan ve yeterli sayiya ulasan hicreler, filtrasyon yoluyla sterilize
edilmis KN'lerle gesitli dozaj ve inkibasyon siiresi araliklarinda yukarida belirtilen kdltir
kosullar altinda bekletilmistir. Uygun yikama basamaklari sonrasi érnekler spektroskopik

ve mikroskopik analizlerde incelenmistir.

3.3 Sitotoksisite Calismalari

3.3.1 Dehidrogenaz Aktivitesine Dayali XTT Testi

XTT testi, hlicre biyolojisi calismalarinda en sik kullanilan sitotoksisite testlerinden biri
olan MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid] testinden turetilmis bir
testtir (SCUDIERO, 1988). Test, mitokondrilerdeki dehidrogenaz enzimlerinin  XTT
kimyasalini koyu renkli formazan molekiline indirgemeleri esasina dayanir ve MTT'ye
nispeten daha pratiktir (Sekil 11). Enzim aktivitesi sonucu olusan formazan’in

konsantrasyonu spektoskopik olarak belirlenerek canli hlicre sayisi ile iligkilendirilir.
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Sekil 11. XTT'nin formazan‘a indirgenme reaksiyonu (Roche).

Kuantum noktaciklarinin sitotoksisitesi belirli dozajlar ve inklbasyon suresi sonrasi
gerceklestirilen XTT analiziyle belirlenmistir. Hlcreler, 96-kuyucuklu kaplarda kuyucuk
basina 10,000 hiicre diisecek sekilde hazirlanmistir. inkiibasyon (18 saat) sonrasi besi
ortami degistirilmis ve belirlenen konstantrasyon araliklarinda KN uygulamasi yapilarak
24 saatlik inkibasyon baslatilmistir. Bu slre sonrasinda hulcreler yikanmis ve XTT
eklenerek 2 saat boyunca bekletilmistir. Spektroskopik okuma 500 ve 650 nm dalga
boylarinda gergeklestiriimis, 650 nm de yapilan 6lgim, 500 nm de yapilandan gikartilarak
sonuglar spesifik XTT sojurmasi acisindan dizeltilmistir. Ug ile alti replikanin kullanildig
deneylerde sonuglarin istatistiksel énemi GraphPad Prism yaziliminda ANOVA testi

kullanilarak belirlenmistir.

3.3.2 Esteraz Aktivitesine Dayali Viyabilite Testi

Kuantum noktacilarinin sitotoksik etkilerini arastirmak icin kullandigimiz diger bir yontem
esteraz enzim aktivitesi ve hlicre zarl gegirgenligine dayali olarak htcrelerin saghgi
konusunda bilgi saglayan “Live/Dead Viability/Cytotoxicity (Invitrogen)” testidir. Test
kalsein ve Etidyum Homodimer I (EthD-1) boyalarini icermektedir. Canh hicrelerin
zarindan gecgerek hcre igine alinan kalsein, esteraz aktivitesi sonucu floresan ézellikte bir
yaplya donlserek hilicre sitoplazmasini uygun uyarim altinda yesil boyamaktadir. Sadece
610 hicrelerin zarar gormus hicre zarindan gegebilen EthD-1 ise hicre cekirdegdindeki

nikleik asitlere baglanarak uygun uyarim altinda kirmizi renk vermektedir.

3.3.3 CYQUANT Hiicre Proliferasyon Analizi

Invitrogen firmasi tarafindan saglanan CyQUANT Hiicre Proliferasyon testi, hicre
sayisinin belirlenmesi icin pratik, hizli ve hassas bir metoddur. 50 ile 50,000 hiicre tek bir
boya konsantrasyonu kullanarak lineer bir aralikta tespit edilebilir. Bu metodun diger
standart bazi proliferasyon testlerine kiyasla ©Onemli bir avantaji aktif hicre
metabolizmasi gerektirmemesidir. CyQUANT testi farkli zaman noktalarinda toplanan ve

dondurularak saklanan hicreler tzerinde kolaylikla uygulanabilir. Analiz, nikleik asitlere
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baglandiginda giglu bir floresan emisyon artisi gosteren yesil renkli bir floresan boya olan
CyQuant GR’a dayanmaktadir. Yikama ve inkiibasyon asamalari gerektirmeyen metodda,
hiicreler analiz 6ncesi 6zel bir tampon sollisyonla pargalanmakta ve boya uygulamasi
sonrasli 480 nm uyarimda, 510-600 nm araliginda dogrudan floresan emisyonu tespit

edilmektedir.

XTT hicre sitotoksisite metodu, KN’lerin sitotoksik etkilerini sadece canh hucrelerin
metabolik aktivitesine dayali olarak belirlememizi saglarken, CyQuant metodu ise KN’lerin
hlicre proliferasyonu Uzerine etkisini nikleik asit miktarina bagh olarak ve hem canli hem
de olu hcrelerin toplam sayisini vererek belirlememizi saglayan destekleyici bir metod

olarak kullaniimaktadir.
3.3.4 Aneksin V Apoptoz Analizi

Kuantum noktaciklarinin hicreler Uzerindeki toksik etkileri hliicre zarinin zarar gérmesi
gibi nekrotik mekanizmalara bagli olabilecedi gibi DNA hasari ve sitokrom c salinimi gibi
apoptotik sonuglar da dogurabileceginden, projemizde aneksin V tayine dayall bir apotoz

testi de yer almistir.

Bu test, kalsein ve Cy5 floresan boyalarini kullanan ve bir hiicre populasyonunda saglikli,
nekrotik ve apoptotik hiicrelerin oraninin belirlenmesini saglayan floresana dayali bir
analizdir (Agilent Technologies, 2003). Apoptozun erken asamalarinda ve nekrozda hicre
zarinin i¢c katmaninda yer alan bir fosfolipid olan Fosfatidil Serin (FS) hilicre zarinin dis
kismina doner. Aneksin V, FS'ye ylksek afiniteyle baglanan bir protein oldugundan
streptavidin-Cy5 floresan boya kompleksi ve streptavidin-aneksin V konjugati yoluyla
hicre disina donmiUs olan FS tespit edilebilir. Boylece poptllasyondaki 6l ve apoptotik
hlcrelerden kirmizi bir sinyal alinir. Bu iki grubu birbirinden ayirmak igin testteki diger bir
boya olan kalsein kullanilir. Kalsein Asetioksimetil (KA) hem 6l0 hem de canli hlcrelere
girebilen ve vyesil 1ssma yapan floresan bir boyadir. Isima yapabilmesi igin hlcre
icerisindeki esterazlarin enzimatik aktivitesi gereklidir. Canli ve apoptozun erken
asamalarinda bulunan hicreler, iceriye alinan KA boyasini metabolize eder ve yesil bir
renk alirlar. Oli ve apoptozun gec asamalarinda yer alan hiicreler ise hiicre zarlar ciddi
zarar gérdigu icin AMyi hiicre icinde tutamaz ve dolayisiyla yesil renk veremezler. Ozet
olarak saglikli hicreler yesil, apoptozun erken asamasinda bulunan hicreler hem yesil
hem kirmizi, apoptozun ge¢ asamasinda bulunan ve 6lU hlicreler de sadece kirmizi renkte
isima verirler (Sekil 12). Olgiimler Agilentin 2100 model Bioanalyzer cihazi ve hiicre
cipleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Kalsein sinyalini toplayan mavi kanal uyarimi 470

nm lazer ile yapilmis, emisyon 510 - 540 nm aras!I toplanmistir. Cy5 sinyalini toplayan
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kirmizi kanal uyarimi 635 nm de gergeklestiriimis ve 674 - 696 nm emisyon filtresi

kullaniimistir.

Sekil 12. Esteraz aktivitesi ve fosfatidil serin’e dayall apoptoz testi; saglikli (yesil), erken
apoptotik (yesil+kirmizi) ve gec apoptotik/6la (kirmizi) hicreler

3.3.5 Kadmiyum Tayin Analizi

Raporun genel bilgiler kisminin sitotoksisite boéliminde belirtildigi gibi kadmiyum
merkezli kuantum noktaciklarinin baslica toksisite sebebi parcacik kararliliginin
azalmasina badlh olarak salinan kadmiyum iyonlaridir. Biz de sitotoksisiteyle
parcaciklardan salinan kadmiyum arasindaki bagi test etmek ve sentezledigimiz
parcaciklarin hticre icgi kararliliklarini beliremek amaciyla Invitrogen firmasindan temin
ettigimiz Measure-IT adir metal tayin testini kullandik. Bu test, serbest kadmiyum
iyonlarina baglandiginda floresan emisyonu artis gosteren bir floresan boya

kullanmaktadir ve 5 — 200 nm dogdrusal aralikta kadmiyum tayini saglayabilmektedir.

3.4 Hiicre ici Alim ve Lokalizasyon Galismalari

3.4.1 Hiicre Goriintileme

Kuantum noktaciklarinin kalitatif hicre ici alim tayinleri ve hicre ici lokalizasyonlar genis
alan (wide-field) ve konfokal (confocal laser scanning) floresan mikroskopik metodlari
kullanilarak belirlenmistir. Mikroskopik goézlemler ayni zamanda hlicre morfolojisinin

incelenmesine olanak sagladiklar igin toksisite calismalarina da destek saglamistir.

Gozlemler Orta Dogu Teknik Universitesi Merkezi Laboratuvar Molekiiler Biyoloji ve
Biyoteknoloji AR-GE Merkezi'ndeki mikroskop laboratuvarinda bulunan Zeiss 510 model
konfokal lazer tarama mikroskobunda yapilmistir. Kontrast metodlan olarak diferansiyel
Interferanz Kontrast (DiK) ve Faz Kontrast (FK) kullanilmistir. UV dalga boyunda uyarim
hicrelerde 6nemli toksik etkilere yol actigindan, g6zlemler agirlikli olarak 488, 543 nm

arasinda cesitli dalga boylarindaki argon ve HeNe lazerler kullanilarak gercgeklestirilmistir.
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KN’ler,bir gece Oncesinden Ulzerine 50,000 hicre ekilen lamellerin bulundugu 6-kuyulu
hlcre kultlra kaplarinda uygulanmis velam Ulzerine tasinan lamellerden yag immersiyon
objektif (40X, NA 1.4) yoluyla ylUksek ¢ozinulrlikte gorintli alinmistir. Gorintdlerin
biylk bélimi %4 paraformaldehid solisyonu kullanilarak fikse edilen hiicrelerden elde
edilmistir. Gerekli durumlarda organel boyalari da kullaniimistir. Kisa sireli canh hicre
gbzlemi gerektiren durumlarda iselamel tabanli 35 mm petri kaplarn (Mattek, ABD) tercih

edilmistir.

3.4.2 Kantatif Hiicre I¢ci Allm Analizi

Kuantum noktaciklarinin fizikokimyasal 6zellikleri ve inkibasyon parametreleriyle (dozaj
ve sire) hicre icine alim miktarlan arasindaki iligskiyi arastirmak, elde edilen sonuglari
sitotoksisite calismalaniyla iliskilendirmek amaciyla kantatif hlicre ici alim analizi
yapilmistir. Bu analiz hicre sayisi proliferasyon analiziyle belirlenmis bir
populasyonundan alinan KN emisyon sinyalinin, belirlenmis KN konsantrasyonlarina
karsin emisyon sinyali 6lcimU alinarak olusturulan bir standart egri kullanilarak
femtogram KN/hiicre degderine cevrilmesi esasina dayanmaktadir. Olgiimler, Orta Dogu
Teknik Universitesi BIOMATEN arastirma merkezinde bulunan Spectramax M2e
(Molecular Devices, ABD) model floresan mikroplaka okuyucu cihazinda, KN spesifik

uyarim ve emisyon dalga boylarinda alinmistir.
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4 BULGULAR
Raporun bulgular boélimi kuantum noktaciklarinin  sitotoksisitesi ve hicre igi

alim/lokalizasyonlari olmak Uzere iki ana bashk altinda toplanmistir.

4.1 Kuantum Noktaciklarinin Sitotoksisitesi

4.1.1 XTT Analizi
Kuantum noktaciklarinin sitotoksik etkilerinin XTT analiziyle tayini 6ncesi optimum
deneysel parametrelerin bulunmasi amaciyla asadida 6zetlenen optimizasyon calismalari

gerceklestirilmistir.

4.1.1.1 Reaksiyon Soliisyon Hacminin Optimizasyonu

XTT reaksiyon sollisyonunu miktarinin optimizasyonu urin bilgi formunda tavsiye edilen
sekilde yapilarak 90 uL hacmin saglikli 6lcimler icin yeterli oldugu tespit edilmistir (Sekil
13).

1.00+

0.75+

0.50+

Absorbans

0.254

0.00

T
150 ul M+XTT 90 ul M+XTT

Sekil 13. Hela hicreleri kullanilarak yapilan XTT soliisyon hacmi optimizasyonu.

4.1.1.2 Inkiibasyon Zamaninin Optimizasyonu
Dogrusal sinyal bolgesi igerisinde kullanilabilecek minimum inkibasyon siresinin
bulunmasi igin HeLa ve 3T3 hicreleri Uzerinde yapilan galismalar sonucu 2 saatlik XTT

solUsyon inklibasyonunun yeterli olacadi tespit edilmistir (Sekil 14 ve 15).
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Sekil 14. HelLa hicreleri kullanilarak yapilan XTT inkibasyon sliresi optimizasyonu.
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Sekil 15. NIH/3T3 hicreleri kullanilarak yapilan XTT inklibasyon siresi optimizasyonu.

4.1.1.3 Hiicre Miktarinin Optimizasyonu ve Fenol Kirmizisinin Sinyal
Etkisinin Arastirilmasi

XTT analizi icin kullanilabilecek optimum hlicre miktari ve besi ortamindaki fenol
kirmizisinin analiz sonuclarina etkisi HelLa hiicreleriyle yapilan deneylerle belirlenmistir.
10,000 ve 24,500 hicre, 96 kuyucuklu mikroplakalarin kuyucuklarina eklenmis ve XTT
reaksiyon sollsyonu ile 2, 4 ve 6 saat inklibe edilmistir (Tablo 1). 10,000 hiicre ile
yapilan 6lgimin yeterli oldugu tespit edilmistir. Besi ortaminda pH indikatéri olarak
kullanilan fenol kirmizisinin sonuglar tzerinde 6nemli bir fark yaratmadigi ve bu nedenle
hiicre kilttri calismalarinda kullanilmasinin bir sakincasi olmadigina karar verilmistir

(Sekil 16).
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Tablo 1. Hela hilicre miktari ve besi ortaminda yer alan fenol kirmizisinin XTT
sonuglarina etkisi. Olciim hata orani + 0,05.

24,500 Hiicre 2 saat 4 saat 6 saat
Fenol Kirmizili Sivi Besiyeri 1,70 2,26 2,49
Fenol Kirmizisiz Sivi Besiyeri 1,63 2,22 2,38
10,000 Hiicre 2 saat 4 saat 6 saat
Fenol Kirmizili Sivi Besiyeri 1,32 2,00 2,36
Fenol Kirmizisiz Sivi Besiyeri 1,00 1,67 2,08

—&— Absorbans (Fenol
Kirmizisiz)

- Absorbans (Fenol
Kirmizil)

Absorbans

U1 -
(=}]
~

0 1 5 3 4
Zaman (Saat)

Sekil 16. Fenol kirmizisinin XTT sonuglarina etkisi.

4.1.1.4 Kuantum Noktaciklarinin Dehidrogenaz Enzimlerine Bagh Hiicre
Metabolik Aktivitesine Etkisi

QMPA, QDMSA, Q565, QPEG ve QAGS kuantum noktaciklarinin HelLa ve NIH/3T3
hicrelerinin metabolik aktivitelerine olan etkileri 24 saatlik inkliibasyon siresi sonrasi
10 - 100 pg/mL konsantrasyon araliginda belirlenmistir. Bu aralikta herhangi bir toksisite

gOstermeyen QAGS parcacigl icin 600 ug/mL konsantrasyona kadar gikilmistir.

Cd cekirdekli QMPA, QDMSA, Q565 ve QPEG KN’lerinin 3T3 hicrelerinin matabolik
aktivitesine etkileriasadida listelenen bazi 6nemli sorular cevaplamak amaciyla calisiimis

ve alinan sonuglar sekil 17'de 6zetlenmistir.

e Baslangic materyali olarak kullanmayi tercih ettigimiz CdTe-2MPA (QMPA) KN’sinin

3T3 hicrelerinin metabolik aktivitesine etkisi nedir?
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e QMPA KN’sinin toksisitesi, pargacik Uizerine bir kabuk (CdS) ve serbest Cd
iyonlarini  tutarak ortamdan uzaklastiracak ek bir kaplama (DMSA) kullanilarak
azaltilabilir mi? [QMPA - QMDSA kiyaslamasi]

¢ Nanoparcaciklarin  biyo-uyumluluklarini artirmak icin sik olarak kullanilan

pegilasyon metoduyla KN toksisitesi de azaltilabilir mi?

Metabolik
Aktivite (%) i B QMPA
100 BEQDMSA
B Q565
75 r EIQPEG
50
25
u ___ I

10 25 50 75 100
KN Kensantrasyonu (ug/ml)

Sekil 17. Cd cekirdekli kuantum noktaciklari uygulanan NIH/3T3 hcrelerinin metabolik
aktivitesi (24 saat, n=3).

Sentezledigimiz CdTe-2MPA (QMPA), cekirdek-kabuk yapiya sahip CdTe-CdS/2MPA-DMSA
(QDMSA), QDMSA parcacidinin PEG kaplanmis versiyonu (QPEG) ve ticari bir Griin olan
Invitrogen Qdot 565 (Q565) kuantum noktaciklarinin XTT'ye dayali sitotoksisiteleri
kiyaslandiginda 10 pg/mL dozajlik 24 saatlik uygulamanin NIH/3T3 hlcrelerinde herhangi
bir toksik etkiye yol agmadigi goértlmektedir. QMPA’in 25 ug/mL konsantrasyondan
itibaren ciddi toksik etkisi baslamaktadir. CdS kabuk ve ek DMSA kaplamasi bu pargacigin
toksisitesini bir dlgide azaltmaktadir. Polimerik bir kaplamaya sahip Q565, 100 pg/mL
konsantrasyona kadar herhangi bir toksik etki gdéstermemektedir. PEG kaplamasi yapilan
QMDSA parcacigi (QPEG) uygulanan maksimum dozajda (100 pg/mL) ~%?35’lik bir

metabolik aktivite kaybina yol agmaktadir.

3T3 hicrelerinde herhangi bir toksik etki géstermeyen Q565 ve ek kabuk/kaplama
modifikasyonuyla gelistirilmis QDMSA pargaciklarinin HeLa hucrelerine etkileri Sekil 18 ve
19’da gosterilmektedir. Q565 Hela hicrelerinde de gbzlemlenebilir bir toksik etkiye sahip
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degildir. QDMSA’in toksik etkisi ise 3T3 hicrelerine kiyasla daha vyiksek bir

konsantrasyon esiginden sonra ortaya cikmaktadir.

Metabolik Aktivite (%)

100 remmy [ I
754
50+
254
0

ctl 10 25 50 75 100
KN Konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 18. Q565 noktaciklariyla 24 saat inkibe edilmis HelLa hucrelerinin metabolik
aktivite degisimi (n=3).

Metabolik Aktivite ()

100 oy ] -
75+
50+

25+

ctl 10 25 50 75 100
KN Konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 19. QDMSA noktaciklarnyla 24 saat inkiibe edilmis HelLa hiicrelerinin metabolik
aktivite degisimi (n=3).

Son olarak kadmiyum vyerine gimis bir merkezin kullanildigi QAGS pargaciginin
toksisitesi 3T3 hlcreleri Gzerinde calisiimis ve 600 pg/mL kadar ylksek bir konsantrasyon
dederinde bile istatistiksel acidan Onem teskil eden bir metabolik aktivite kaybi

gbzlemlenmemistir (Sekil 20).
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Ag.S/2-MPA Konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 20. 24 saatlik QAGS uygulamasinin NIH/3T3 hicrelerinin metabolik aktivitesine
etkisi.

4.1.2 Esteraz Aktivitesine Dayali Viyabilite Testi

Kuantum Noktaciklarinin sitotoksik etkilerinin arastiriimasinda dehidrogenaz aktivitesine
dayali XTT metoduyla kiyaslama yapabilmek amaciyla calisma prensibi hilicre zar
gecirgenligi ve esteraz enzim aktivitesine dayall bir analiz olan esteraz aktivitesine dayal
viyabilite testi (Invitrogen) kullanilmasi planlanmistir. Analizin optimizasyon calismalari

asadida Ozetlenmistir.

EthD-1 (Etidyum Homodimer I) 6l hicreleri isaretlemek amaciyla kullanilacagindan test
icin kullanilacak hiicrelere %70 metanol uygulamasi yapilmistir. Uriin  kullanim
kitapgigindaki boyama prosediir takip edilerek 1.0-6.0 uM konsantrasyon aralidinda ve
30 dakika suresince EthD-1 uygulanmis ve 2.0 uM’lik boya konsantrasyonu optimum

deder olarak belirlenmistir (Sekil 21).
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Sekil 21. 2 uM EthD-1 ile boyanmis Hela hicrelerinin 40X (NA 1.30) objektifle cekilen
floresan konfokal gorintisd (A: EthD-1 kanali, B: Transmisyon kanali, C: A ve B
birlestirilmis kanallar)

Lamel tabanh 35 mm hicre kiltlir petrisinde (glass-bottom cell culture dish) yetistirilen
HelLa hiicreleri inkiibatérden alindiktan sonra EthD-1 boyama prosediirii ve ardindan da
0.1-2.0 pM konsantrasyon araliginda kalsein konsantrasyonu uygulanmis ve Hela
hicrelerinde optimim kalsein boyama konsantrasyonu 0.5 pM olarak belirlenmistir (Sekil
22).
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Sekil 22, 0.5 pM kalsein ile boyanmis HelLa hticrelerinin 40X (NA 1.30) objektifle gekilen
floresan konfokal gérintisi (A: EthD-1 kanali, B: Transmisyon kanali, C: Kalsein kanali,
D: A, B ve C birlestirilmis kanallar)

Boyama 6ncesi herhangi bir stres uygulamasi yapilmadigindan beklendigi gibi EthD-1 ve
EthD-1/kalsein ile isaretlenmis hicre sayisi oldukga az olmustur. Gézlemlenen hcrelerin
cogunlugu yesil 1Isima veren canli hicrelerden olusmaktadir. Gorintlileme 6ncesi yaklasik
45 dakikalik boya uygulamasi ve goérinti alma kosullarinin ayarlanmasi silrecinde
hlcreler ideal klltir ortaminda bulunmadiklarindan dolayi saglikli hiicre morfolojilerini
kaybettikleri gorinmektedir. Bu sonug¢ kalsein boyama prosediriinden badimsiz  bir
durumdur. Proje kapsaminda yer alan canh hlicre gorintiileme sisteminin kurulmasiyla
beraber mikroskop tablasi Uzerinde ideal inklibasyon kosullari saglanabilecedinden
optimizasyon c¢alismalarina sistem kurulana kadar ara verilmistir. Raporun ilgili
béliminde aciklanan problemler yiziinden bahsi gegen sistemin kurulmasinda aksamalar

olmasi nedeniyle esteraz aktivitesine dayali viyabilite testi moduli tamamlanamamistir.
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4.1.3 Kuantum Noktaciklarinin Hiicre Proliferasyonuna Etkisi

Hicrelerin icerdikleri nikleik asit miktarina gore sayilarinin belirlenmesini saglayan hizli
ve guvenilir bir test olan CyQuant proliferasyon analizi (Invitrogen) alternatif bir
sitoksisite calismasi olarak projemize dahil edilmistir. Raporun bundan 0&nceki
bélimlerinde bahsi gecen XTT ve Esteraza dayali viyabilite testleri hicrelerin enzim
aktivitesine bagh olarak dolayl yoldan canliik durumlarinin tespitine dayanmaktadir. Bu
tlr analizlerin tasidigi 6nemli bir risk enzim aktivitesini etkileyecek durumlarin ortaya
citkmasinin analiz sonuglarini da olumsuz etkilemesidir. Ornedin XTT analizinde hiicre
icerisindeki redoks dengesini bozacak bir uygulama dehidrogenaz enzim aktivitesini de
etkileyecedinden deneyden dodgru olmayan sonuglarin alinmasina yol acgabilir (COOPER,
2010). Hucrelerin DNA miktari hlicre sayisiyla glgli korelasyon gosteren bir metrik
olmasi nedeniyle hilicre sayisi ve dolayisiyla toksisite belirlenmesinde kullanilan givenilir

bir alternatif sunmaktadir.

Analizin optimizasyon c¢alismalan 96-kuyulu mikroplakalarda NIH/3T3 hucreleriyle
yapilmistir. Uriin kitapgiginda belirtildigi sekilde hiicre sayisi ve DNA standart egrileri
olusturulmus, uygun kontrol ve replikalar iceren bir deney setinde hicre sayisi Thoma
lami ile 10,000 ve 20,000 olarak belirlenen ve CyQuant ile boyanan érneklerin floresan
emisyonlari kiyaslanmistir. Emisyon egrilerinin yaklasik olarak 520 nm’de zirve yaptiklari
gozlemlenmistir. Bu dalga boyunda elde edilen ortalama floresan siddeti dederlerinin
hiicre sayisinin ikiye katlanmasi sonucu iki kat arttigi gosterilmis ve CyQuant analizinin
beklendigi sekilde galistigi teyid edilmistir (Sekil 23).
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Sekil 23. NIH/3T3 hicreleri icin hazirlanmis standart proliferasyon egrisi (n=3), GFB:
Goreceli Floresan Birimi.
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Kuantum noktaciklaniyla yapilan calismalar sonrasi XTT ve CyQuant analizlerinin QDMSA
ve QAGS uygulanan hicreler igin benzer sonuglar sagladigi goralmustur (Sekil 24 ve 25).
Optimum hilcre boyama konsantrasyonu olan 10 pg/mL QDMSA dozajinin hiicreler
Gzerinde goOzlemlenebilir bir toksik etki yaratmadigi teyid edilmistir. CyQuant analizi
ozellikle QAGS ile yapilan galismalarda yliksek standart sapmalar vermistir. Sekil 24'deki
hiicre sayisi, artan KN konsantrasyonuna bagl olarak azaliyor gibi gdziikse de bu degisim
kontrol ile kiyaslandidinda istatistiksel acidan 6nem tasimadigi icin sonucglarin XTT

analizinden farkli olduguna isaret eden gicla bir delil bulunamamistir.

Bu bulgular isiginda QDMSA, QAGS ve benzeri KN'lerin hicrelerin redoks dengesini
etkilemedigine ve bu nedenle projenin bundan sonraki calismalarinda sadece XTT

analizinin viyabilite Olglitl olarak kullanilabilecedine karar verilmistir.

Hiicre Sayisi E o - P
300004
= I
=1 L
20000+
==
10000+
0 T

ctrl 10 25 50 75 100

KN Konsantrasyonu (pg/mlL)

Sekil 24. QDMSA kuantum noktacidiyla 24 saat inklbe edilmis NIH/3T3 hicrelerinin
proliferasyon grafigi (n=3). **: p<0.05, ***: p<0.01
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Sekil 25. QAGS kuantum noktacigiyla 24 saat inkilibe edilmis NIH/3T3 hicrelerinin
proliferasyon grafigi (n=3).

4.1.4 Aneksin V Apoptoz Analizi

Proje raporunun gereg ve yontemler boliminde calisma prensibi aciklanan bu analiz bir
hiicre populasyonundaki saglikli, apoptotik ve 6liG hicrelerin oranlarinin belirlenmesi ve
bu sayede hicreler lzerinde toksik etkisi olan bir uygulamanin hicre 6limine hangi
temel mekanizma (nekrotik veya apoptotik) yoluyla neden oldugununun anlasiimasini

saglamaktadir.

Analizin optimizasyon calismalar toksik oldugu daha 6nceden gésterilen QMPA parcacigi
(25 pg/mL) ve pozitif kontrol olarak apoptotik etkisi bilinen bir kanser ilaci olan etoposid
(0.4 mM) ile yapilmistir. TUm 6rnekler icin 24 saat inklibasyon siresi kullaniimis, bu sire
ardindan hdcreler Agilent Bioanalyzer ciplerine ytklenerek okuma alinmistir. Her bir
hiicreden elde edilen floresan sinyalin tipine ve siddetine gére dadilimini gOsteren
noktasal grafikler ve histogramlar (Sekil 26 ve 27), Agilent firmasinin standart apoptoz
analizi kapsaminda optimizasyonu yapilan esik dederlerine gore kategorize edilerek Tablo
2'deki dederler elde edilmistir.
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Sekil 26. Aneksin V apoptoz analizi sonucu kirmizi (Cy5) ve mavi (kalsein) floresan
kanallardan elde edilen sayimin (events) sinyal siddeti dagilimini gosteren noktasal
grafikler. Ust: Negatif kontrol, Orta: Etoposid (pozitif kontrol), Alt: QMPA uygulamasi.
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Sekil 27. Aneksin V apoptoz analizi sonucu kirmizi (Cy5) ve mavi (kalsein) floresan
kanallardan elde edilen sayimin (events) sinyal siddeti dagilimini gosteren histogramlar.
Ust: Negatif kontrol, Orta: Etoposid (pozitif kontrol), Alt: QMPA uygulamasi.

Herhangi bir kimyasal ajan uygulamasi yapilmayan negatif kontrollerin tekrarlanan birgok
deney sonrasinda pozitif kontrol olarak kullanilan etoposid uygulamasinin yol actigi
derecede apoptotik hlcreye sahip olmasi analizle ilgili énemli bir probleme isaret
etmektedir. Sistematik sekilde yapilan problem ¢d6zim calismalarindan (hicre stoklari,
kultir kosullar, farkh Gretim kaynaklh etoposid kullanimi, cihaz bakim ve temizligi) ve
cihaz saticisi firma ile yapilan goérismelerden olumlu bir sonug elde edilememistir.
Problemin elimizde bulunan hiicre ciplerinden kaynaklanma olasii§i yiiksektir. Ote
yandan proje sliresince agirlikli olarak mali sebeplere dayali olarak yeni gipler elde etmek

mUmkdn olmamistir.

Tablo 2. Etoposid ve QMPA uygulamasi yapilmis NIH/3T3 hicrelerinde apoptotik,saghkli
ve nekrotik hicre yluzdeleri.

Apoptotik Saghkh Nekrotik
(%) (%) (%)
Negatif Kontrol 27+3 34+3 39+0
Etoposid 25+1 44+1 31+0
QMPA 12+1 40+6 49+8
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4.1.5 Sitotoksisitenin Kuantum Noktaciklarinin Hiicre Ici Kararlihig: ve
Kadmiyum Salimmmiyla Iligkisi

Serbest kadmiyum iyon konsantrasyonunu 5 - 200 nm dodrusal aralikta tayin edebilen
ve kadmiyum iyonlarina baglandiginda emisyon siddeti artan ticari bir floresan boyaya
dayali Measure-IT (Invitrogen) adir metal analizi kullanilarak kuantum noktaciklarinin yol
actigi toksisite ile parcacik kararliiginin azalmasina bagh olarak merkezden sizan
kadmiyum iyonlari arasindaki iliskinin calisiimasi amaglanmistir. Optimizasyon calismalari

kapsaminda bir standart egri olusturulmustur (Sekil 28).
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Sekil 28. Kadmiyum iyonu igin hazirlanmis standart egri (n=3), GFB: Goreceli Floresan
Birimi.

XTT ve proliferasyon analizlerinde toksik dozaj araligi belirlenen QDMSA pargaciginin bu
analizlerde kullanilan ayni dozaj araligi (10 - 100 pg/mL) ve uygulama kosullar (24 saat)
altinda NIH/3T3 hiicrelerinde kadmiyum salinimi belirlenmistir (Sekil 29). Istatistiksel
acidan 6nem tasiyan kadmiyum salinimi 25 pg/mL uygulama dederinde baslamakta ve

artan parcacik konsantrasyonuna baglh olarak artis gostermektedir.
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Sekil 29. QDMSA parcacidiyla 24 saat inkiibe edilmis NIH/3T3 hicrelerinde belirlenmis
kadmiyum iyon konsantrasyonu (n=3). ***: p<0.01

4.2 Kuantum Noktaciklarinin Hiicre I¢i Alim ve Lokalizasyonlari

Raporun bu bdélimu kuantum noktaciklarinin hicre ici alim ve lokalizasyonlarinin
belirlendigi mikroskopik galismalari ve hicre igi ahimin kantatif tayini igin gerceglestirilen

spektroskopik élgimlerin sonuglarini icermektedir.

4.2.1 Hiicre Fiksasyonu

Goriuntllenecek hiicrelerin morfolojik acidan bozulmalarini engellemek icin kullanilacak
fiksasyon metodu ve parametreleri optimize edilmistir. Bunun igin farkh slrelerde
metanol ve %4'lik paraformaldehit uygulamalar denenmistir. Deneyler sonucunda
hiicresel oOzellikleri en iyi muhafaza eden ve gorintllerde en az arka plan kidiliginin
goruldugu fiksasyon protokoliniin on dakikalik, 1 mL %4'lik paraformaldehit uygulamasi
olduguna karar verilmistir. Fiksasyon sorunsuz calisan bir yontem dedildir. Hlicrelerde bir

miktar yapisal bozulma ve floresan kaybina sebep olabilmektedir.

4.2.2 Tripan Mavisiyle Sinyal Ayrimi

Calismalar sirasinda hicre disinda kalan KN’lerin ciddi bir sinyal kirliligi yarattigi
gbzlemlenmistir. Literatlirde, tripan mavisinin hilicre icine girmemis ve lamele yapismis
KN’lerin sondlrilmesi igin kullanilabilecegi belirtilmistir (HOWARTH, 2008). Alinan
konfokal gérintllerinde sadece hiicre igine giren KN'leri gézlemlemek igin tripan mavisi

ile calismalar yapilmistir ve tripan mavisinin KN’lerden gelen sinyali azalttigi gérilmastdr.

Tripan Mavisinin sadece hicre disinda kalan KN’'leri etkiledigini gosterebilmek igin

uygulama Oncesi ve sonrasi ayni hiicre toplulugunun go6zlenmesi gerekmektedir. Bu
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amacin gergeklestirilebilmesi icin yapilan calismalarda mikroskop tablasi isaretlenmis ve
tabani lamelli petri kaplarinin isaretli kisimlarina denk getirilmeye galisilmistir. Blyltme
oraninin 400X olmasi nedeniyle ayni hiicre toplulugunun objektif altinda tekrar bulunmasi
son derece zordur. Bu tir calismalarin gercgeklestirilebilmesi igin yilksek hassasiyette
hicre konumu kaydetme ve hatilama fonksiyonu bulunan bir motorize tabla

gerekmektedir.

4.2.3 Cekirdek ve Iskelet isaretleme

Lokalizasyon galismalarinda hticre bolgelerinin teyid edilebilmesi amaciyla hicre cekirdegi
ve iskeleti boyama kosullari optimize edilmistir (Sekil 30-33). Falloidin konjuge edilmis
FITC ile alinan konfokal gorintilerde 40X (NA:1.30) immersiyon objektifi kullaniimis ve
FITC'nin emisyon araligi olan 500-560 nm aralidinda sinyal tayini yapilmistir. DAPI
uyarimi civa UV lambasi ile gercgeklestirilmistir. DAPI boyasi 330 ile 400 nm arasinda
uyarilabilen bir boyadir. ODTU Merkez Laboratuvarina ait konfokal mikroskobun bu
aralikta isima veren lazeri bulunmadidi iginciva UV lambasi tercih edilmistir. Fakat bu
lambanin uyarimiyla meydana gelen DAPI emisyonunu konfokal modda toplamak gig
olmaktadir. Sinyali artirmak igin pinhole arahdi artinldiginda da gérintilerde bozulmalar
gbzlemlenmistir. Bu sebeple gelecekteki calismalarda propidyum iyodir (PI) floroforunun

kullanilmasinin daha elverisli olacagina karar verilmistir.

Sekil 30. FITC ile boyanmis aktin hicre iskeletinin konfokal gérintilemesi. (A) MCF-7
(B) NIH/3T3 (C) HelLa hicreleri.
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Sekil 31. DAPI ile boyanmis hiicre gekirdeginin genis alan floresan gérintilemesi. (A)
MCF-7 (B) NIH/3T3 (C) Hela hiicreleri.

Sekil 32. FITC ve DAPI ile boyanmis HelLa hucreleri. (A) DAPI kanali, (B) FITC kanali,
(C) Tim kanallar.
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Sekil 33. PI ile boyanmis hiicre gekirdeginin konfokal gérinttlemesi. (A) MCF-7 (B)
NIH/3T3 (C) Hela hcreleri

4.2.4 Endozom Boyamasi

Kuantum Noktaciklarinin  hiicre igine alim mekanizmasi ve lokalizasyonlarinin
belirlenmesine yodnelik olarak Invitrogen firmasindan temin edilen “Organelle Lights
Endosome” boyama testi kullanilmistir. Uriin, modifiye edilerek Yesil Floresan Protein
(GFP) ve endozom-spesifik hedefleyici peptid kodlayan sekanslar eklenmis bir bakilovirlis
transfeksiyon metoduna dayalidir ve bu metodla transfekte edilen hticrelerin endozomlari
yesil renkle isaretlenir. Literatirdeki calismalar KN'lerin endositoz yoluyla hiicre igerisine
alindiklarini  géstermektedir. Bu c¢alismadaki amacimiz KN ve endozomlarin
kolokalizasyonlarini analiz ederek KN'lerin htcre igerisine giris ve lokalizasyonlar

konusunda bilgi edinmektir.

KN uygulamasi 6ncesi Hela hicreleriyle endozom boyama optimizasyon calismalari
yapllmistir. Genis bir bakUloviris/“enhancer” solisyon konsantrasyon araligi ve
inkibasyon silresi kullanildigi halde transfeksiyon verimi ve buna bagh sinyal miktan
oldukca disuk gergeklesmektedir. Firmanin teknik servisi ile baglantiya gecilmis fakat
geri déniis saglanamamistir. Uriin temin edildikten birkag ay sonra Invitrogen firmasi
ardntn satisini durdurmus ve yerine gelistirilmis bir baska endozom seti gikartmistir. Bu
degisikligin kullandigimiz endozom boyama testiyle bizim disimizdaki arastirma

gruplarinin da yasadiklari teknik zorlulardan 6tirt yapildigi distindlmektedir.

4.2.5 Lamel Tabanh Petri Kabi Hazirlanmasi

KN’lerin hicresel etkilsimlerinin tam anlamiyla anlasilabilmesi igin fikse edilmis hicre
goérintileme teknikleri yani sira canli hicre galismalarina da ihtiya¢ vardir. Bu ihtiyac
ozellikle belirli bir uygulama ©6ncesi ve sonrasi hiicrede gergeklesen degisimlerin

g6zlemlenmesi istenildigi zaman ortaya cikmaktadir. Lamel tabanli ufak petri kaplari
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uygun kosullar saglandigi takdirde canli hlicre go6zlemi icin ¢ok uygun oldugundan
calismalara bu kaplarla devam etmeye karar verilmistir. Yapilan piyasa arastirmasinda bu
Grinin ana sadlayiclar tarafindan Tilrkiye'ye getirilmedidi ve yurt disindan temin
edilmesinin de cok masrafli oldugu go6ridlmustir. Bu nedenle grubumuz kendi ihtiyacini
karsilamak amaciyla lamel tabanli ufak petri kaplari tGretmeyi denemistir. Plastik petri
kaplarinin tabani isitilmis metal ile eritilerek cikarilmistir ve yerlerine farkli yapistiricilar
kullanarak cam lameller yapistirilmistir. Bu yapistiricilarin yeterince glgli olmadiklar
veya toksik etkileri oldugu go6zlemlenmistir. Bunlardan ilki silikon olup; saglam
olmamakla beraber lamelde kirlilie sebep olmustur. Ikinci olarak japon vyapistiricisi
uygulanmistir. Bu Grin nispeten glgli bir tutus saglamistir fakat hicrelerin tabanda
Uremesine engel olusturmustur. Daha sonra parafilm isitiip sekillendirilerek petri

kaplarina uygulanmistir. Bu denemeden de basarili sonug alinamamistir.

4.2.6 Canli Hiicre Gozlem Sistemi

Uzun sdreli canh hicre gézlemleri igin temin edilen inktbatér sisteminin elimizdeki CO,
tipleri ile uyumsuzlugu bu kapsamda yapilmasi planlanan calismalan aksatmistir. Ozel
olarak imal ettirilen bir regllatér adaptor sistemiyle bu sorun ¢ozlilmis fakat konfokal
lazer tarama mikroskobumuzun lazer sisteminin dedisim gerektirmesi sebebiyle deneyler
hiz kaybetmistir. Fikse edilmis hucrelerden alinan goérintuler lokalizasyon agisindan
onemli bir bilgi saglamaktadir. Bu nedenle canli hiicre gozlem paketindeki gecikme

projenin sonuglandiriimasi agisindan bir engel temin etmemektedir.

4.2.7 Kuantum Noktaciklarinin Hiicre ici Lokalizasyonu

Kuantum noktaciklarinin  hicre igine girisleri kalitatif olarak belirlemek ve
lokalizasyonlarini gézlemlemek amaciyla genis alan (wide-field) ve konfokal (confocal)
floresan mikroskopi metodlan kullaniimistir. Calismalara ticari bir KN olan Q565 ile
baslanmis ve 8 nm dozaj, 5 saat inklibasyon sonrasi KN'lerin etkin sekilde HelLa hucreleri

icine alinarak endozomlar igerisinde toplandiklar goértlmuistir (Sekil 34).
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Sekil 34. Q565 parcaciginin hiicre ici lokalizasyonu (A) Genis alan (B) Konfokal
gorintdler (40X, NA: 1.3)

Optimum hicre gérintileme kosullarinin bulunmasi amaciyla farkli dozaj ve inkiibasyon
slreleri test edilmis ve disilk toksisitenin yani sira yeterli hiicre ici alim saglayan 10 - 50
Mug/mL KN konsantrasyonu ve 4 - 24 saat arasi uygulama slresi uygun parametre
araliklan olarak kaydedilmistir. 50 ug/mL QDMSA parcaciginin Hela hilicreleriyle yapilan
5 saatlik inklibasyon siliresi sonrasi oldukca ylksek oranda hicre igine alinarak
topaklasmis sekilde peri-nikleer bédlgede toplandiklari goérilmuistir (Sekil 35).
Literattrdeki galismalar (JAISWAL, 2003, CHOU, 2007, LOVRIC, 2005, JIANG 2010) bu
bélgede toplanan KN'lerin geg endozomlar ve lizozomlar igerisinde bulunduklarina isaret
etmektedirler. QDMSA parcaciginin konfokal gorintlisi (Sekil 35) 543 nm HeNe lazeri
kullanilarak elde edilmistir. Bu gozlem sentezledigimiz QDMSA parcaciginin iki énemli
avantajina dikkat cekmektedir. Bunlardan birincisi KN'lerin etkin uyarimi igin kullanilan ve
diger lazer sistemlerine gore gok pahali olmasi nedeniyle arastirma laboratuvarlarinda
bulma zorlugu yasanan UV lazerine ihtiyac duyulmamasidir. ikinci ve daha énemli bir
avantaj ise hiicreler Gzerinde dnemli derecede zararli etkileri olan UV dalga boyunda

iIsinim kullanmadan gériantd alinabilmesidir.
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Sekil 35. QDMSA (50 pg/mL) KN'sinin 5 saatlik uygulama sonrasi HelLa hicrelerindeki
genis alan (A) ve konfokal lazer tarama (B) goruntdleri.

Mikroskopi calismalar kapsaminda NIH/3T3 hicrelerine uygulanan QAGS pargaciginin da
gorintidlemesi yapilmistir (Sekil 36). Bu calisma bilgimiz dahilinde bir memeli hlcresinin
glmdis sulfir kuantum noktacidiyla ilk defa goérintilenisidir. QAGS uygulamasi 200
HMg/mL olarak 24 saat boyunca gerceklestiriimis ve QDMSA parcaciginda oldugu gibi etkin
bir hiicre igi alim ve endozom igi birikime dayali oldugunu disindigimiz noktali
(punctuated) sitoplazmik dagiim gozlemlenmistir. Beklendigi gibi hicre cekirdegine
parcacik girisi yoktur. Proje kapsaminda sentezlenen QAGS parcaciklari da o6nemli
avantajlara sahiptir. Emisyon araligi elektromanyetik spektrumun yakin kirmizi 6tesi
bolgesinde olan bu parcacik adirhkhh olarak spektrumun vyesil bélgesinden hiicre
otofloresanina bagl olarak gelen sinyal karisimini minimuma indirmektedir. Ayrica ylksek
dalga boyuna sahip isigin dokular tarafindan sogurulmasi ve daditiimasi disik dalga

boylarina nispeten daha az oldudu icin QAGS parcacidi ayni zamanda ideal bir in vivo

goérintileme ajani olarak 6n plana ¢ikmaktadir.

Sekil 36. NIH/3T3 hicrelerinin QAGS (200 pg/mL) goérintilemesi. (A) Konfokal floresan,
(B) Transmisyon ve (C) Birlestirilmis géruntt kanallari. Skala gizgisi 20 mikron.
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4.2.8 Kantatif Hiicre ici Alim Analizi

Floresan mikroplaka okuyucu kullanilarak kantatif htcre ici alim analizi prosedtri
optimize edilmis ve 24 saat slresince QDMSA KN'leriyle inkibe edilen NIH/3T3
hicrelerinin hlicre ici kuantum noktacigi alim miktarlar belirlenmistir. Calismanin ilk
ayadinda parcacik konsantrasyonuna bagh floresan sinyal siddeti standart egrisi
olusturulmustur (Sekil 37). Daha sonra gerceklestilen hiicre deneylerinde kullanilan iki
konsantrasyon dederinden biri olan 10 pg/mL’de analiz hassasiyetine bagh olarak
gbzlemlenebilir bir sonug elde edilememis, 25 upg/mL'de hiicre ici alim 287%13

femtogram/hicre olarak saptanmistir.
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Sekil 37. QDMSA parcgacidi igin hazirlanmis standart konsantrasyon edrisi (n=3), GFB:
Goreceli Floresan Birimi.
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5 TARTISMA

5.1 Dozaj Birimi; Molar Konsantrasyon ve Kiitle Konsantrasyonu

Kuantum noktacidi sitotoksisitesi calismalarindaki en blylk problemlerden biri parcacik
dozajinin bazi yayinlarda molar (nM) dider yayinlarda ise kitle konsantrasyonu (ug/mL)
olarak verilmesi ve bu nedenle kiyaslamalarin ve genel degerlendirmelerin yapilmasinda
blyuk zorluk yasanmasidir. Parcacik sentezinde kullanilan farkli molektler agirliga sahip
kimsayallarin pargacik yapisindaki kesin oranini hesaplamak oldukga zor oldugundan bu
konsantrasyon Unitelerini glvenilir sekilde birbirine gevirmek de mumkin olmamaktadir.
Bu 6nemli problem yaptigimiz calismalari, literatiirdeki benzer galismalarla kiyaslayarak
bir takim genel c¢ikarimlar yapmamizi guglestirmistir. Bu zorluk PEG polimerik
kaplamasinin sitotoksisiteye olan etkisini anlamamizi da guglestirmektedir. Raporun
bulgular bdliumunin XTT analizi kisminda yer alan QDMSA ve QPEG KN'lerinin hicre
metabolik aktivitesine olan etkisine bakildiginda PEG kaplamasinin metabolik aktivite
disliisini azaltarak parcacigin toksik etkisini azalttigi goérinimi alinmaktadir. Ote
yandan PEG'in ylksek molekiler adirlikta bir polimer oldugu hatirlanmali ve bu nedenle
ayni kitle konsantrasyonuna sahip QDMSA ve QPEG o6rnekleri ele alindiinda, daha
ylksek bir molekiler agirhda sahip QPEG 6rnedindeki parcacik sayisinin QDMSA'ye oranla
daha az olacagi g6z ardi edilmemelidir. Toksisite KN'lerin hiicre igerisine ne kadar
alindigina bagli oldugundan ve hiicre ici alim da uygulanan parcacik sayisina gore
degisebilecedinden, sonuclar kiyaslanirken bu hususlarin  kesinlikle unutulmamasi

gerekmektedir.

5.2 Hiicre Tipi ve Sitotoksisite

Kanser hicreleri saglikli htcrelerle kiyaslandiginda hiicre kontrol mekanizmalarindaki
aksakliklar ve buna badl yiksek metabolik aktivite sonucu ilag ve toksin benzeri dis
etmenlere karsi da ylksek direng gosterebilmektedirler. Ayrica, Rudd ve ark. kadmiyuma
baglanabilen metalotiyonin (metallothionein) proteinin bu iyona maruz kalan HelLa
hlcrelerinde artis goésterdigini bulmuslardir (RUDD 1979). QDMSA KN'siyle yaptigimiz 24
saatlik KN uygulamasi sonrasi metabolik aktivite disldsinin fare fibroblast hlicrelerinde
(NIH/3T3), HelLa kanser hiicrelerine oranla ¢ok daha fazla oldugunu goérilmektedir (Sekil
38). Bu gozlem kanser hicrelerinden beklenen fizyolojik tepkiyi dogrulamakta ve KN
toksisitesinin  kullanilan hiicre tipine goére oOnemli dedisiklik gosterebilecedini

vurgulamaktadir.
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Sekil 38. QDMSA parcaciginin HeLa ve NIH/3T3 hiicreleri lizerindeki toksik etkisi (n=3).

5.3 Parcacik Kimyasi ve Sitotoksisite

QDMSA ve QMPA KN'lerinin XTT analiziyle elde edilen sitotoksisite sonuglan
karsilastirldiginda CdS kabuk ve DMSA eklemelerinin toksisitede bir oOlglide disis
sagladigini gormekteyiz. QDMSA'in 25 pg/mL dozajda tespit edilmeye baslanan
kadmiyum iyon salinimiyla ayni konsantrasyon dederinde kendini gosteren toksisite
arasinda gugla bir bag oldugunu distniyoruz. Bir agir metal baglanici (chelator) olarak
DMSA kaplamasinin etkisinin beklentimizin altinda olusunu, molekil Gzerindeki kikutrt
gruplarinin ayni zamanda KN ylizeyine baglanmak igin kullaniimis olmasina baglyoruz.
Gozlemlenen kadmiyum saliniminin 6zellikle geg endozomlar ve lizozomlarin distk pH
dederlerinde pargacik kaplama malzemesinin kaybina bagh olma ihtimali oldukca

yuksektir.

2MPA kaplama malzemesinin hem toksik etkiler godsteren QMPA ve QDMSA
parcaciklarinda hem de son derece hilicre-uyumlu olan QAGS parcacidinda ortak
kullanilan bir kaplama olmasi, kadmiyum merkezli KN'lerin toksisitesinde bir katkisi
olmadidina isaret etmektedir. Bu nedenle literatlirdeki yayinlarin da o6zellikle isaret ettigi
kadmiyuma badh toksisite, goézlemledigimiz metabolik aktivite dislslinin ana faktori

olarak 6ne plana gikmaktadir.

50



CdSe gekirdege sahip Q565 ticari KN'sinin uygulanan dozaj sinirlan igerisinde toksik etki
gostermeyisinde ana rolin kullanilan kaplama polimerinin kararlihgi oldugunu
dusiiniyoruz. Ote yandan ticari bir Giriin olmasi nedeniyle bu polimerin kimyasal yapisi

aciklanmadigindan Q565 lzerinde daha ayrintili yorum yapmak mimkin olmamaktadir.

Dozaj birimi bashdi altinda aciklandigi gibi PEG kaplamasinin toksisiteye olan etkisini
tartismak, QPEG o6rnegindeki noktacik sayisini ve buna bagl hiicresel alimi belirlemede
yasadigimiz zorluklar yiziinden mimkin olmamaktadir. QPEG parcacigiyla kalitatif hiicre
ici alim ve lokalizasyon calismalari da gerceklestiriimis fakat htcrelerden KN sinyali
alinamamistir. Bunun molekiler agirliktaki artisa bagh olarak birim kitle basina disen
parcacik sayisindaki azalmayla ilgili oldugunu disinmekteyiz. Nanoparcacik kimyasinda
hicre ici alimi artirmak icin kullanilan RGD peptid motifi PEG kaplama lizerine eklenerek
bu olasi problem c¢ozllmeye calisiimis, fakat QRDG parcacigindan da KN sinyali elde

edilememistir.

Projemiz kapsaminda farkli merkez kimyasiyla toksisite arasindaki iliskilerin galisiilmasi
amaciyla sentezlenen QAGS parcacigindan aldigimiz toksisite sonuglari bekledigimizin gok
Ustlinde bir hiicre uyumlulugu gostererek projeye ilging bir aci katmistir. Pargacik
NIH/3T3 hicrelerinde 600 pg/mL gibi ¢ok ylksek bir dozajda bile toksisite
gostermemektedir. Bu kadar yiksek bir dozajda olmasa bile literatirdeki diger bazi
calismalar da bu gozlemimizi desteklemektedir. Bu uyumlulugun ana sebebi olarak iyon
halinde oldukca toksik olan gimis elementinin olusturdugu gimuis sulfir benzeri
komplekslerin oldukga kararli bir molekiler yapiya sahip olmasi gdsterilmektedir
(SCUDIERO 1988, SURESH 2011).

Hicre gorintileme calismalarinda kullandigimiz  kadmiyum ve gimis merkezli

parcaciklar sitoplazmik dagilimlari acisindan 6nemli bir farklilik géstermediginden elimizde

sitotoksisiteyle hlicre lokalizasyonu arasinda bir bada isaret eden delil bulunmamaktadir.
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6 SONUC

Projemiz kapsaminda kadmiyum ve glimuis merkezli, organik monomer veya polimer
kapli parcaciklarin 6zellikle 10-100 pg/mL dozaj araliginda ve 24 saatlik uygulama
sonrasi HelLa kanser ve NIH/3T3 fare fibroblast hlicreleriyle etkilesimleri ve toksik etkileri
cahsilmistir. Pargacik toksisitesi mitokondrial dehidrogenaz enzim aktivitesine dayali XTT
ve DNA miktarina dayali proliferasyon analizleriyle belirlenmistir. Parcaciklarin hiicre giris
ve lokalizasyonlari floresan mikroskopi metodlariyla gézlemlenmistir. Adir metal tayin

analizi kullanilarak hicre igi pargacik kararlihk calismalar gergeklestirilmistir.

Sentezledigimiz CdTe-2MPA (QMPA), cekirdek-kabuk yapiya sahip CdTe-CdS/2MPA-DMSA
(QDMSA), QDMSA pargaciginin PEG kaplanmis versiyonu (QPEG) ve ticari bir Girlin olan
Invitrogen Qdot 565 (Q565) kuantum noktaciklarinin XTT'ye dayal sitotoksisiteleri
kiyaslandiginda 10 pg/mL dozajlik 24 saatlik uygulamanin hiicrelerde herhangi bir toksik
etkiye yol acgmadigi gortlmektedir. Q565 disindaki parcaciklarda artan dozaja bagli olarak
hicre metabolik aktivitesinde dislis gézlemlenmektedir. Q565’in polimerik kaplamasinin
kimyasal yapisi gizli tutuldugundan bu parcacikla ilgili yapi-toksisite yorumu yapmak
mimkin dedildir. Sentezledigimiz QDMSA parcaciginin toksisitesini disirmek amaciyla
yapilan PEG polimerik kaplamasi sonucu elde edilen yeni kuantum noktaciginin (QPEG),
QMPA ve QDMSA KN’lerine gore daha ylksek sito-uyumluluk gosterdigi kaydedilmistir.
Toksisitedeki dlisis PEG’e badgl parcacik kararhligi ve biyouyumluluk artisindan
kaynaklanabilecedi gibi parcacik boyutunun blylimesine bagh olarak hicre ici alimin
azalmasindan oOtlri de gozlemlenmis olabilir. Unutulmamasi gerekli diger bir nokta da
uygulanan dozajdaki parcacik sayisidir. Ayni uygulama dozajinda, molektler agirligi daha
ylksek olan QPEG 6rnedi, QMPA ve QDMSA KN’lerine gore daha az parcacik icermektedir.
Parcacik sayisindaki bu azalma da hticre igcine daha az giris ve buna badli olarak daha az
toksisiteye yol acmis olabilir. Mikroskopik gézlemlerde QPEG parcaciklarinin hicre igi
sinyalinin zayif olmasi, hticre icinde daha az pargacik olmasi ihtimalini desteklemektedir.
Hucre igi girisi artirmak icin yapilan RGD peptid eklemesi (QRGD) gdzlemlenebilir bir fark

yaratmamistir.

QDMSA kullanilarak gergeklestirilen kiyaslamali XTT ve proliferasyon analizleri benzer
sonuglar verdiginden KN'nin hlicrenin redoks dengesi Gzerinde gozlemlenebilir bir etkisi
olmadidi ve dehidrogenaz enzim aktivitesine dayali XTT analiz sonuglarini etkilemedigi

gorilmuastir.
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Hlcre ici kuantum noktacigi kararlihk deneyleri, kadmiyum merkezli kuantum
noktaciklarinin sitotoksisitesinin azalan parcacik kararhiligina bagh olarak merkezden sizan

kadmiyum iyonlarina bagli olduguna isaret etmektedir.

QMPA, QDMSA ve QAGS parcaciklarinda kullanilan 2-merkaptopropiyonik asit (2MPA)
organik monomer kaplamasinin, QAGS parcaciginin gosterdigi son derece yliksek sito-
uyumluluga dayanarak diger parcaciklarda goézlemlenen toksisiteni sebebi olmadigina

karar verilmistir.

Hela kanser hicreleri, saglikh NIH/3T3 fare fibroblast hiicrelerine kiyasla calismada
kullanilan parcaciklarin toksik etkilerine karsi daha direnclidir. Bu direng kanser
hicrelerinde ifadesi artis goésteren ve kadmiyum iyonlarnini tutarak ortamdan

uzaklastirabilen metalotiyonin (metallothionein) proteinine bagh olabilir.

Literatlirdeki birgcok calismada rapor edildigi gibi pargaciklarin homojen bir sekilde
sitoplazmaya dadilmadigi ve noktali (punctuated) gruplar halinde 06zellikle cekirdek
etrafinda kimelestikleri gorilmektedir. Bu godzlem KN’lerin endositoz yoluyla hilicreye
alindiktan sonra geg endozomlar ve lizozomlarda toplastiklarina isaret etmektedir. Hcre
isaretlemek amaciyla KN kullanimi agisindan bir sorun teskil etmeyen bu durum eder
sitoplazmada yer alan bir molekll hedeflenmek istenirse KN’lerin endozomlardan disari
cikarilmasini gerektirecektir. Polietilenimin (PEI) benzeri proton pompasi katyonik
polimerler endozomlarda ozmotik stres yaratarak patlamaya yol agabildiklerinden bu tur

bir endozomal kagis amaci igin KN yapisina dahil edilebilir.

10-50 ug/mL KN konsantrasyonu ve 4-24 saat uygulama suresi KN'ler icin dlisitik toksisite
ve yeterli hiicre ici alim sadladigindan benzeri KN ve hiicre tipi iceren calismalar igin

optimum hiicre gorintlileme parametre araligi olarak gosterilebilir.

Kuantum noktaciklarinin fizikokimyasal 0Ozellikleri ve toksisiteleri arasinda dogrudan
baglar kurabilmek icin yapilacak parametre dedisimlerinde 6nemli bir problem gé6ze
carpmaktadir. Amaclanan bir kimyasal dedisim (merkez veya ylizey kaplamasi) parcacik
boyutu gibi fiziksel bir parametrenin de dedisimine yol agabildiginden, fiziksel ve kimyasal
parametreleri birbirinden bagimsiz dedistirmek gogu zaman mumkin olamamaktadir. Bu
nedenle degistirilen parcacik yapisina bagli hlicresel etkilesim ve toksisite farklarinin

hangi degisiklige bagh olarak ortaya ciktigini anlamak oldukga zor olabilmektedir.
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Kuantum noktaciklar igin genel bir toksikoloji modeli olusturmak ayni konsantrasyon
birimi (tercihen molar) kullanilarak birgok farkh hicre tipine uygulanacak farkl
fizikokimyasal ozellikler gosteren g¢ok sayida kuantum noktacigi ve standardize edilmis
farkli in vitro analizler gerektirmektedir. Bu kapsamda bir galisma ancak cok ortakh ve

yuksek biitceli projeler kapsaminda gergeklestirebilir.

Kuantum noktacigi merkez kimyasinin toksisite iliskisini calismak amaciyla
sentezledigimiz Ag,S-2MPA parcacigi (QAGS) son derece vyiiksek sito-
uyumlulugu nedeniyle projemize yeni bir boyut kazandirmis ve biyolojik
uygulamalarda kullanim potansiyeli son derece yiiksek bir parcacik olarak 6n

plana cikmustir. ilgili yayin asagidaki listede verilmektedir.

Hicre-nanoparcacik etkilesimleri ve nanotoksikoloji konularinda yuritilecek projeler igin

asadida listelenen altyapi biaylik 6nem tasimaktadir.

e Konfokal lazer tarama mikroskobu: UV uyarim gerektiren 6zel durumlar (cekirdek
boyalari ve KN’'ler) icin bir UV lazer Unitesine sahip olmalidir. Hicrelerin veya
hiicre gruplarinin birbirleriyle kiyaslanabilmesi veya zamana bagli olarak takip
edilebilmeleri icin X-Y dizleminde hassas hareket kabiliyeti olan bir motorize
tablasi bulunmalidir. Canli hiicre gézlemi igin bir inklbatoér ve perflizyon sistemine
sahip olmalidir. Yuksek c¢o6zundrlikte goérintld alabilmek igin yuksek numerik

acikhda sahip bir 63X objektif de gerekmektedir.

e Yilksek Ciktili Gérlntlileme Sistemleri: Floresan mikroskopisi hicrelerin gbzleme
hazirlanmasi ve goéruntt alimi asamalarinin zaman alici olmasi sebebiyle genellikle
disik sayida hilicreden elde edilmis veriye dayalidir. Bu nedenle kalitatif veya
yari-kantatif bir dogasi vardir. Mikroskopinin kantatif data eldesi icin kullanimi
istatistiksel acidan yeterli olacak kadar cok hiicre gbézlemi gerektirmektedir. Dort
ila bes farkli 6rnedin bulundudgu ve her bir 6rnek icin 50-100 hilicre gozlemi
gerektiren tipik bir deneyi floresan mikroskopta gerceklestirmek pratik agidan son
derece zordur. Bu zorlugun farkinda olan baz sirketlerin son yillarda piyasaya
sirdigud ve 96-kuyucuklu mikroplakalardan tamamen otomatik bir sekilde
konfokal floresan gorintd alabilen sistemler bulunmaktadir. Yiksek sayida
hicreden genis parametre araliklarinda gérintt alma ihtiyaci olan arastirmacilara

bu tir sistemleri tavsiye ediyoruz.
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e UV-VIS/Floresan mikroplaka okuyucu: Piyasada birgok farkli hilicresel aktivitenin
veya hicresel durumun analizi icin standardize edilmis floresana dayali analiz
kitleri bulunmaktadir. Bu analizler 6zellikle floresan modunda okuma yapabilen

mikroplaka okuyucu gerektirmektedir.

e Akis sitometre (Flow cytometer): Kantatif floresana dayali hiicre analizleri ve

mikroskopi calismalarinin deneysel destegdi icin bir akis sitometresi gerekmektedir.

e Lamel tabanh 6/24/96 kuyucuklu hiicre kiltir kaplari: Ulkemizde temini cok kolay
olmayan bu kaplar yiksek cozlinirlikte (yag immersiyon) hiicre gorintilemesi
icin 6rnek hazirlama asamasini son derece kolaylastirmaktadir ve dolayisiyla

deneylerden alinan verimi ciddi sekilde artirmaktadir.

Projeden saglanan yayinlar asagida listelenmektedir:

e Ibrahim Hocaoglu, M. Natali Cizmeciyan, Rengin Erdem, Can Ozen, Adnan Kurt,
Alphan Sennaroglu, Havva Yagci Acar. Development of Highly Luminescent and
Cytocompatible Near-IR-Emitting Aqueous Ag2S Quantum Dots. J. Mater.
Chem., 2012 (DOI: 10.1039/C2IM31959D).

e Didar Asik, Esra Seving, Esen Sayin, Can Ozen and Havva Yagci Acar. Utilization of
meso-dimercaptosuccinic acid in development of biocompatible quantum dots. 8.

Tarkiye Nanobilim ve Nanoteknoloji Konferansi. Ankara. 25-29 Haziran 2012.

e Didar Asik, Esra Seving, Esen Sayin, Can Ozen and Havva Yagci Acar. Utilization of
meso-dimercaptosuccinic acid in development of biocompatible quantum dots. 8th

NanoBio-Europe Conference, Varese, Italy, June 18-20 2012.

QDMSA parcgacidiyla yaptigimiz calismalarin yer aldigi bir makale de su an yayina

hazirlanmaktadir.

Projedeki calismalar asadidaki uluslararasi kongrelerde sunulacaktir (6zetler kabul

edilmistir):
e Ibrahim Hocaoglu, Havva Funda Yagci Acar, Can Ozen, Rengin Erdem, Alphan

Sennaroglu, Natali Cizmeciyan, Didar Asik. Aqueous Preparation of Near

Infrared Emitting Ag2s Quantum Dots for Bioapplications. International
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Conference of Young Researchers on Advanced Materials (ICYRAM),

Singapore, July 1-6, 2012

e Didar Asik, Esra Seving, Esen Sayin, Can Ozen and Havva Yadc Acar.
Utilization of meso-dimercaptosuccinic acid in development of biocompatible
quantum dots. 15th European Congress on Biotechnology, Istanbul,
September 23-26, 2012.

e Ibrahim Hocaoglu, Havva Funda Yagci Acar, Can Ozen, Rengin Erdem, Alphan
Sennaroglu, Natali Cizmeciyan, Didar Asik. Aqueous Preparation of Near
Infrared Emitting Ag2s Quantum Dots for Bioapplications. 15th European
Congress on Biotechnology, Istanbul, September 23-26, 2012.

Projemizin asadida 6zetlenen konularda yaygin etki saglamistir:

e Calisma proje yuriticisit Dr. Can Ozen'in tamamladidi ilk ulusal proje olmustur ve
arastirmaciya huicre-nanoparcacik etkilesimleri ve proje yo6netimi konusunda
onemli bir tecriibe ve bilgi birikimi kazandirmistir. Bu birikim Tulrkiye'nin farkh
Universitelerinden ODTU Merkezi Laboratuvar'a gelen hiicre gériintiileme analiz
taleplerinin de basariyla gergeklestiriimesine dnemli bir katki saglamistir. Dr. Ozen
ve Dr. Acar'in laboratuvarlari arasinda gugli bir disiplinlerarasi ortaklik

kurulmustur ve yeni ortak projeler hazirlanmaya baslanmistir.

e Proje bursiyerlerinden Esen Sayin ve Rengin Erdem'in yuksek lisans tez

calismalarini tamamlayarak mezun olmuslardir.
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Artan biyolojik uygulamariyla dikkat ceken kuantum noktaciklari gaplari 2-10
nm arasinda dedisen, floresan 6zellige sahip kiresel yari iletken nano
kristallerdir. Bu projede kadmiyum ve gimus merkezli, organik monomer
veya polimer kapli pargaciklarin kanser ve saglikh hiicre hatlariyla etkilesimi
ve toksisiteleri calisiimistir. Hlcre igi parcacik kararlihginin kaybina bagh
kadmiyum salinimi sitotoksisitenin temel nedeni olarak belirlenmistir. Proje
kapsaminda ayrica ylksek sito-uyumluluga sahip bir gimis silfiir (Ag,S)

merkezli kuantum noktacigi da sentezlenmistir.

Anahtar Kelimeler: kuantum noktaciklari, nano parcgacik, hiicre-nanoparcgacik
etkilesimleri, nanoteknoloji, nanotoksikoloji, sitotoksisite, in vitro karakterizasyon,

konfokal floresan mikroskopi
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